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1. INTRODUCZAO

Stevia rebaudiana Bertoni & uma Compositae originiria das

regides montanhosas do nordeste do Paraguai e fronteira com o Bra

sil(Bertoni, 1889; Bertoni, 1918; Thomas, 1937). Trata-se de plan

ta perene que alcanga de 60 a 80 cm de altura e com fotoperiodo

critico de 13 a 14 horas, abaixo do qual floresce, sendo, portan-

to, planta de dias curtos para floragao (Brlicher, 1974; Rocha,1975;

Valio & Rocha, 1977; Zaidan et al., 1978).

O estudo desta planta € importante por varias razdes:

a) contém altos niveis de uma substancia 300 vezes mais doce que

b)

c)

d)

a sacarose, o esteviosideo, que lhe confere grande potencial
econdmico pois, ndo possuindo valor caldrico, podera substi-
tuir os adogantes sintéticos, caso estes sejam proibidos por
razoes médicas.

embora contraditdrios, alguns trabalhos relatam a propriedade
anticoncepcional de extratos desta planta, o que reforcga sua
importancia econdmica.

a hidrdlise do esteviosideo fornece o esteviol, um diterpeno
com semelhangas estruturais as giberelinas e que moétra ativi-
dade Dbiolbgica deste grupo de substincias reguladoras de cres
cimento em alguns biotestes.

contém outros compostos gque podem assumir importincia econOmi-

ca e auxiliar nos estudos taxonomicos deste grupo.

1.1. O PRINCIPIO DOCE DE Stevia rebaudiana Bert.:

O ESTEVIOSIDEO

Antes de ser descrita pela primeira vez, em 1889, o poder




adogante de Stevia j& era conhecido peles habitantes de sua regiao
de origem, que misturavam fragmentos de caules e folhas secas dég
ta planta as bebidas amargas (Bertoni, 1289; Thomas, 1937; Fletcher,
1955; Brlicher, 1974). Por esta razao & conhecida pelas populagOes
indigenas por "Kaa-he-e", denominac¢ao guarani, que significa er—
va—-doce (Bexrtoni, 1889%; Thomas, 1937; Fletcher, 1955).

Os estudos sobre a natureza guimica do principio doce de

Stevia rebaudiana iniciaram-se com Rebaudi, em 1900, que o classi

ficou, erroneamente, como sendo o glicosideo glicirrizina(Bertoni,
1918; Brlicher, 1974). A partir de entao, varias tentativas foram
feitas por Rasenack, em 1908, e por Dieterich, em 1909, na Alema
nha, no sentido de cristalizar e caracterizar este principio, mas
somente a partir de 1931 & que ocorreu real progresso neste campo,
resultado das investigagoes mais detalhadas conduzidas pelos es-—
tudiosos franceses Bridel & Lavieille (Bertoni, 1918; Bell, 1954 ;
Wood et al., 1955; Brficher, 1974).

Bridel & Lavieille, através de extragao alcdolica-aquosade
folhas, obtiveram um glicosideo puro, cristalino, o esteviosideo,
na proporgao de 60 a 65 g por kg de folhas secas, ou séja, 7% do
peso seco das folhas. Para caules este valor fol de 3%. Em pegque-
nas guantidades, este glicosideo possula sabor doce, relembrando
aguele das folhas, mas em grandes quantidades causava forte sensa
¢ao de amargor. Verificaram, entdo se tratar de uma substa@ncia 300
vezes mais doce que a sacarose. Estabelsceram que o ponto de fu-
sao desta sﬁbsténcia estava entre 238-239 °C, e gue era insoluvel
em éter de petrdleo, clorofdrmio, mas sclivel em alcool absoluto,
etanol, metanol e agua(l g de estevicsidzo & solivel em 35 g de
dlcool 95°, 615 g de metanol 99°, 733 g de acetona, 800 g de agug
(Bridel & Lavieille, 193la; Thomas, 1337).

A hidrdlise do esteviosideo foi conseguida com acido sulfid

> b} ] O [ - : . -
rico 5% em banho maria a 100 ~C. ApOs tres horas nestas condigoes,




obtiveram um produto nao glicosidico, gue ée cristalizava, o0 este
viol, e outro glicosidico tendo D-glucose como Unico componente.
Verificaram que o sabor extremamente doce desaparecia depois da
hidrblise, dando lugar a um sabor pcuco agucarado a solugao aguo-
sa, conferido pela glicose. A porcac nao glucidica perfazia 40,38%
do esteviosideo, enguanto a glucidica gue permanecia em solugao ,
67,08% (Bridel & Lavieille, 193ia,b). Estes autores comprovaran
ainda a viabilidade da hidrd8lise enzimidtica do esteviosideo pela

acao de suco hepatopancreatico de Helix pomatia. O acticar resul-

tante coincidia com o obtido pela hidrdlise acida, porém, o compo
nente nao glucidico era um isdmero éo odbtido anteriormente. A fra
cdo nao glucidica, liberada pela hidrblise enzimitica do estevio
sideo, denominou-se esteviol, enguanto gue aquela resultante da
hidrblise acida foi denominada isostéviol(Bridel & Lavieille,193ic;
Wood et al., 1955). A hidrdlise &acida provocava, portantoc, a jso-
merizagao do esteviol a isosteviocl.

A formula da aglicona estevicl foi definida como sendo
C,oHl303, © 2 partir da producado c¢e glicose,apds hidrblise do es-
teviosideo, os autores deduziram cue C, H. (0,4 seria a formula do
esteviosideo. Assim, uma molécula de esteviosideo se constituiria
de uma molécula de esteviol ligada a trés moléculas de glicose, e

a equacgac proposta para hidrdlise seria:

C,,H. .O
3860718 + 3H20 - C2§H3903 + 3C6H1206
(esteviosideo) {esteviol ou (glicose)
iscsteviol)

(Bridel & Lavieille, 1931lc; Wood =t al., 1955).
Com a morte precoce de Bridel, em 1931, encerrou-se a pri
meira fase da investigag@o do esteviosideo. Apenas em 1952 tais

estudos foram retomados na Amé&rica do Norte, por pesquisadores do




National Institute of Arthritis and Metabolic Diseases. Naguela
época, o interesse pelos produtos naturais era grande, pbis va-
rios deles tinham estrutura quimica 4til 3 sintese de drogas para
fins antiartriticos(Fletcher, 1955). Os pesquisadores entao, lide
rados por Fletcher, empenharam-se no estudo do esteviosideo e em-
hora nao encontrassen gualguer poder antiaxtritico,-os trabalhos
elucidaram detalhes da estrutura quimica desta substincia(Andnimo,
1956) .

Foram investigados primeiramente, a estrutura e modo de
ligagcao dos aglcares, e em segundo lugar, a aglicona e seus produ
tos de transformacgao.Estabeleceu-se gue duas unidades de glicose
ligam-se entre si de maneira n&o muito usual na natureza pelo C-2,
e em seguida ao oxigenio da aglicona. Este tipo de ligagao C~2 en
tre as moléculas de glicose & conhecido em apenas trés casos: en
soforose (2-0-8-D-glucopyranosyl-D-glucose} gue ccorre como uwm gli

cosideo de campfercl em frutos de Sophora japonica; no polissa-

caride de tumores vegetails e ﬁa hemicelulose de um tipo de musgo.
A outra unidade de glicose liga-se em C~1 com um grupd carboxili;
co da aglicona, de ligagao altamente impedida, por causa da estru
tura espacial. Este tipo de ligagao até entao nac havia sido en-
contrado na natureza(Wood et al., 1955). Assim, a estrutura do es
teviosideo & bastante incomum, 0 gue serad discutido posteriormen-
te.

As constatacgdes de gue os produtos das hidrdlises enzimati
ca e &cida Go esteviosideo, sio diterpendides tetraciclicos &aci
dos decorreu dos trabalhos de Mosettig & Ness, 1955; Wood et al.,
1955; Wood & Fletcher, 1956; Vis & Fletcher, 1956; Dijerassi et
al., 1956; Dolder et al., 1960; Djerassi et al., 1961; Arya, 196Z
Waters et al., 1962; Mosettig et al., 1963}. Portanto, apenas em

1963 a estrutura quimica do esteviosideo ficou completamente esta

belecida. A estrutura do esteviosideo & ilustrada na Figura 1.



Figura 1:

Estrutura molecilar do esteviosideo.
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1.2. POTENCIAL ECONOMICO DO ESTEVIOSIDEO

A idéia da utilizagao dq.esteviosideo como adogante despro
vido de valor caldrico(Pomaret & Lavieille, 1931) em substituicgio
ao agficar de cana, de beterraba e aos adogantes sintéticos surgiu
a partir da II Guerra Mundial (Fletcher, 1955; Anonimo, 1956; Arva
1962; Bottle, 1964; Parker; 1978). A importd3ncia econdmica desta
substancia pode, atualmente, se tornar maior 13 que os ciclamatos
foram proibidos e a sacarina esta em.vias de ser retirada do mer-
cado (AnOnimo, 1977; Cohen, 1978).

O esteviosideo apresenta alqgumas vantagens em relagao ao
aglicar comum e aos adogantes sintéticos, pois possui poder adogan
te extremamente alto, nao & fermentavel (Bertoni, 1918; Thomas ;
1937) e nao deixa sabor amargo apds ingestlo, inconveniente tipi-
co da sacarina(Fletcher, 1955). Poderia ser utilizado nas indis
trias de conservas de alimentos e bebidas, como adogante de su-
cos, doces e refrigerantes. Sendo antifermentavel, por causa de
sua estrutura quimica, impediria, vantajosamente a adig¢aoc de mui
tos preservativos quimicos aos alimentos (Aranda, 1941; Gattoni;
1945} .

O interesse industrial pelo esteviosideo tem sido o fator

que mais tem estimulado o cultivo intensive de Stevia rebaudiana

no Japao, Coréia do Sul e mesmo em algumas regioes do Brasil (Felip
pe, 1977a; Felippe, 1978). No Japao o esteviosideo & produzido em
egcala comercial pela Toyo Menka Karisha Co. e estudos tem sido
conduzidos sobre a avaliagao quantitativa e sensorial desta subs-
tancia, no sentido de estabelecer sua possivel utilizagao indus-
trial em substituicgao ao aglcar e sacarina{Isima, 1976; Felippe;

1277b; Parker, 1978}.



1.3. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO ESTEVIOSIDEC E DE

EXTRATOS DE Stevia rebaudiana Bert.

A uﬁilizagéo intensiva do esteviosideo como'adogante esta,
em grande parte, na dependéncia dos estudos dos possiveis efeitos
desta'substéncia no organismo humano {Parker, 1978).

Os estudos sobre a toxicidade do principio doce de Stevia
iniciaram-se em 1915, com Kobert, que lhe atribuiu 'gropriedades
hemoliticas em gl8bulos sanguineos humanos {Kobert, 1915). Estas
propriedades, entretanto, nao foram confirmadas.a nao ser quando
se trabalhava com esteviosideo impuro, o que indicava que outras
substancias presentes nas folhas é que seriam responsaveis | pelo
poder hemolitico verificado anteriormente (Pomaret & Lavielle,1931).
Além disto, foi observado, ainda, por estes dois autores gue o es
teviosideo gquando ministrado a galinha, cobaia ou coelho, nao pro
duzia qualgquer efeito toxico, sendo eliminado muito rapidamente do
organismo, sem sofrer modificagOes, nao possuindo, portanto, valor
caldrico. Desta forma, teria valor medicinal para diabéticos, o
que tem sido comprovado em varios testes, como os conduzidos pelo
Instituto Bioldgico Argentino, que lancou, com grande aceitagéona
mercado, comprimidos de pd de folhas de Stevia com a finalidade
de adogar bebidas para diabéticos{Aranda, 1941; Brlcher , 1974).0

poder hipoglicemiante de Stevia rebaudiana tem sido constatado pa

ra caes e coelhos(Schmeling, 1967; Schmeling et al., 1976).
Os resultados de Pomaret & Lavieille nao foram confirmados
por Akashi & Yokoyama, em 1975, que verificaram que a administra-

gao, por sonda estomacal, de extratos de folhas de S. rebaudiana

a ratos, causava dificuldade de movimento nestes animais, seguida
de morte, apds 2 horas. Quando porém se tratava de esteviosideo,
apesar de ocorrer paralisia, o0s animais se recuperavam. Concluia-

se, portanto, a possibilidade do pd de Stevia, como adogante, pro



vocar efeitos deletérios no organismo humano (Felippe, 1977c).

O poder antiandrogénico do esteviol foi estudado por Dorf-
man & Ness, em 1960. Observaraﬁ que o esteviol interferia com a
acao de testosterona quando injetado em pintos, apresentando ten-
dencia de atividade antiandrogénica. Entretanto, o esteviosideo
nao & degradado no organismo, o que elimina a possibilidade de
agcao do esteviol (Dorfman & Ness, 1960; Rocha, 1975).

A propriedade anticoncepcional de Stevia rebaudiana mere-—

ceu varios estudos, mas permanece incerta. O_Ché de folhas de Ste
via que as mulheres indigenas do Paraguai ingerem para controle
de natalidade, reduziu de 57 a 79% a fertilidade de ratas (Planas &
Kac, 1968). Tais resultados, entretanto, nio foram confirmados poxr
outros autores que testaram o chd e solugoes de esteviosIideo, tam
bém em ratas, nao observando qgualquer acao sobre a gravidez das
mesmas (Felippe, 1977c¢).

Permanece, portanto, controvertido o estudo sobre a toxici
dade do esteviosideo, mas sao evidentes as possibilidades farma-

coldgicas de Stevia rebaudiana.

1.4. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO ESTEVIOL

Sendo o esteviol um diterpeno tetraciclico semelhante es-—
truturalmente as giberelinas, foi postulada por Mosettig a idéia

desta subst@ncia atuar como este grupo de hormdnios vegetais na

regulagao do crescimento das plantas (Ruddat et al., 1965a). Veri-
ficou-se gue o esteviol estimulava o alongamento de bainha foliarx
de mutantes de milho anao d-5(Ruddat et al., 1963; Nitsch & Nitsch
1265a) e an~-1{(Katsumi et al., 1964) da mesma maneira gue o acido
giberélico. Em endosperma de cevada provocava hidrdlise, repetin

do a agao de giberelina(Ogawa, 1975). Foi inativo, ao lado de ou-



tros derivados do caureno (caurenol e acido caurendico) , interme
diadrio de biossintese de giberelinas, em outros testes de alonga-
mento para giberelinas, com mutantes d-4 e a~2 de milho, pléntg
las de arroz, hipocdtilo de pebino, ervilha ana e plantula de ipo
méia(Katsumi et al., 1964), an-1 e an-3 de milho, ﬁesocétilo de
aveia, hipocdtilo de alface, germinagdo de alface no escuro (Nitsch
& Nitsch, 1965a). Outros autores encontraram efeitos positivos no
alongamento de hipocdtilo de pepino, hipocdtilo de alface, cresci
mento de plantas de feijao e ervilha, e negativos para indugao de

"bolting” e floragao em Kalanch8e gastonis-bonnieri, nartenocar-

pia e alongamento de caule em Stevia rebaudiana(Rocha, 1975; va-

lio & Rocha, 1976).

A atividade bioldgica de giberelina, dos derivados do cau-
reno, foi atribuida 3 ligacgao etilénica exociclica(CHz) do siste~
ma de anéis deste composto. A substituigéo_deste grupo do ansl D
por outro resulta em composto nao biologicamente ativo . Néo.séo
importantes a oxigenagaoc em C-1% ou a hidroxilagZo em C-13(Katsu-
mi et al., 1964). O isosteviol nao foi efetivo nestes testes, pro
vavelmente por possuir arranjo diferente dos anéis C e D{Ruddat et
al., 1963).

A atividade biolbgica do esteviol e das giberelinas refle-
te semelhangas nos sitios ativos. Entretanto, & possivel que tais
compostos sejam metabolicamente relaéionados, e portanto o este-
viol seria convertido em giberelinas(Katsumi et al., 1964).

Virias tém sido as evid&ncias de gque esteviol e ibereli-
nas estariam envolvidas na mesma via biossintética. A sintese de
esteviol & impedida pelo inibidor da sintese de giberelinas em
fungos e plantas superiores, AMO-1618{cloreto de 4-hidroxi-5-iso-
propil=2-metil—-fenil-trimetil-amonio~carboxilato de l-piperidina},
gque impede a ciclizagao do geranilgeranil pirofosfato(GGPP) e a

conseguente formacao do caureno(Dennis et al., 1965; Barnes et al.,
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1569). As plantas tratadaé éom este inibidor eram mencs doces do
que aquelas nao tratadas e nao incorporaram acetato--2~~cl4 em este
viol (Ruddat, 1966). Resultado,semelhaﬁte foi conseguido com um ou
ﬁro inibidor da biossintese de giberelinas, o CCC{cloreto de 2=
cloroetilutrimetilmaménio), gue impede a transfo;magéo do transge
ranilgeranil pirofosfato a copalil pirofosfato{Shechter & West ,
1969), inibindo a sintese do caureno(Cross & Mevers, ¥969), CCC
reduzii a 41% o conteldo de esteviosideo das folhas,'paralelaman~
te a redugao do nivel de giberelinas, em plantas de Stevia (Rocha,
1975} . O resultado obtido por Ruddat et 2;.(1968}, reforga o fato
de gue em plantas superiores o esteviol & convertido em substin-
cia de atividade giberelinica. Este autor tratou mutantes de mi-
lho d-5 e d-~1 com esteviol e observou aumento de giberelinas endd
genas nestas plantas.

Dos estudos resultantes de experiencias em que foram apli—_
cados as folhas de Stevia, precursores da sintese de diterpenos,

14

marcados com Cl4,(acetato—2~C , acido meva15n1c0m2—014, caureno~

17-ct4

, acido caurenéico—7~3H2), estabeleceu~se que a biossintese
do esteviol nesta planta, se da a partir de acetato, &cido mevald
nice, caureno e acido caurendico, o mesmo caminho biossintatico
das giberelinas(Ruddat et al., 1965a; Bennet et 2;.; 1967 ; Hanson
& White, 1968b). Em laboratdrio a sintese do esteviol foi conse
guida a partir do acido caurendico(Cook & Knox, 1976).
Experimentos tem sido conduzidos com linhagens de fungos
produtores’de giberelinas, no sentido de elucidar os produtos do
metabolismo do esteviol. O esteviol~€14, analogo 13-hidroxilade

do acido caurendico, €& metabolizado pelas culturas da linhagem LM

-45399 de Gibberella fujikuroi a um composto de propriedades fi-

‘siolégicas semelhantes &s giberelinas, mas de estrutura diferente
nao sendo, portanto, acido giberé&lico, o principal produto meta

pdlico desta linhagem(Ruddat et al., 1965b). Este composto parece
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ser o GAQO(Hanson & White, 1968a), mas nao ha evidéncias definiti
vas que confirmem esta f£ato (Hedden et al., 1978).

A linhagem Bl-4la gde g.lfujikuroi possui bloéueio entre

- caurenol e &cido caurendico, mas fornecendo-se esteviol, este é

metabolizado a um intermediario precursor de GAl' GAlB’ GA19’(3§O
e 13~hidroxi GAlz' gue também sao encontrados em plantas supe-—
riores {Bearder et al., 1975; Bearder et al., 1976; Hedden et al.,
1978 .

Desta maneira, também em fungos, o esﬁeviol & convertido em
substancia de atividade giberelinica. Em Stevia, éntretanto, nao
desempenha papel de giberelinas. £ o que pode ser deduzido diante
da inatividade, e em certos casos, da propriedade inibitdria des
ta substancia no alongamento do caule destas plantas (Rocha, 1875).

Como a ocorréncia do esteviol parece ser restrita a Stevia rebau-

diana(Lang, 1970), é mais provavel gue nesta planta seja um cami-
nho alternativo para a sintese de giberelinas, ou apenas um ramo
terminal, a partir do &cido caurendico, nf3o relacionado com o ca
minho biossintético subsequente das giberelinas (Hedden et al.,

1978).

1.5. OUTROS COMPOSTOS DE Stevia rebaudiana Bert.

Além do esteviosideo, outros glicosidecs de esteviol tém
sido isolados de folhas de Stevia, como tracos de esteviolbicsi-
deo, rebaudicsideo A(2% do peso seco), rebaudiosideo B(0,07% do peso seco)
menos doce gque o anterior, e dulcosideos A 2B, 30 vezes mais doces
gue a sacarose {Sakamoto et al., 1975; Kohda et al., 1976; Yamasaki et
al., 1976; Kobayashi et al., 1977). Estes glicosideos diferem do
esteviosideo guanto & natureza do aglicar em questdo, ou guanto ao

tipo de ligagaoc entre o acglicar e o esteviol. Estes glicosIideos



também sao promissores do ponto de vista econdmico.

Outros compostos tém sido isclados de plantas dos géneros

Stevia e Eupatorium e s30 interessantes do ponto de vista taxond-
mico, por exemplo, o isolamento de metilripariocromeno de S. ser-

rata composto que nao ocorre am.g.paniculata Lag., S. purpurea

Peas, S. ovata Lag. e S. rebaudiana Bertoni, mas ocorre em Eupato

rium riparium sugere que S. serrata seja colcocada no género Eupa-

torium(Kohda et al., 1976 ; Yamasaki et al., 1976) .
l1.6. OBJETIVCS DO TRABALHO

Dada a importadncia econdmica do esteviosideo, neste traba-
1ho tentou-se desenvolver um método para determinacao guantitati-
va deste glicosideo e verificar que condigdc fotoperiddica favore

ce a produgao de esteviosideo pelas folhas e o crescimento de

Stevia rebaudiana. Durante o desenvolviemnto do projeto, tentou-
se ainda verificar os niveis de aglcares solliveis totais e protei
na foliares em dias curtos e longos e como estes parametros va-

riam durante a ontogenia das folhas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

Utilizaram-se neste trabalho plantas Stevia rebaudiana Ber-

toni, originarias do Paraguai e crescidas em condigoes naturais no
jardim do Departamento de Fisiologia Vegetal da UNICAMP, ou em Ca-
-maras de crescimento com fotoperioéo controlado.,

0 esteviosideo puro, também empregado, foi cedido gentilmen
te por E. Angelucci do Instituto de Tecnologia de Alimentos de Cam

pinas (ITAL).
2.2. METODOS

2.2.a. Condigoes de €Cultivo

i. Germinacao

Dos aqueénios das plantas crescidas em condigdes naturais fo-
ram selecionados os escuros, que segundo Felippe et al. (1971) a-
presentam 50% de viabilidade. A seguir, foram cclocados para germi’
nar em placas de Petri com papel de filtro, em camaras com tempera
tura constante de 259 C e luz continua, condigdes estas que favore
cem a germinacao (Felippe & Lucas, 1971; Felippe et al., 1871).

ii. Condigoes de Crescimento

As plantas obtidas, dez dias apés a semeadura, e contendo so-

mente o par de folhas cotiledonares, foram plantadas em arela e man



tidas em camaras com temperatura de 29 + 2 OC, intensidade lumino

sa de 0,089 cal/cmz/min fornecida por lampadas incandescentes e
fluorescentes, e reguladas deimodo a manter fotoperiodo de 8 horas
(Dias Curtos = DC) ou de 16 horas (Dias Longos = DL) em ciclos de
24 horas. Em condigoes de DL as plantas permanecem vegetativas e
em DC sao induzidas a florescer (Rocha, 1975; Valio & Rocha, 1977).

Apbs 60 dias, quando as plantas apresentavam aproximadamen
te 10 cm (em DL) ou 5 cm (em DC) de altura, foram replantadas em
potes plasticos contendo 450 cm3 de solo e mantidas nas respec-
tivas condigGes em que se encontravam anteriormente. No periodo em
dque permaneceram em areia, as plantas receberam quinzenalmente 20

ml de solugaoc nutriente de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1938).

2.2.b. Medidas de Crescimento

As seguintes medidas de crescimento foram feitas para este

trabalho:

i. Altura das Plantas

A altura da planta foi tomacda do nivel do solo ao apice do

eixo principal.
 ii. Comprimento das Folhas
Marcou-se o par de folhas irediatamente abaixo do par mais
joven e procedeu-se a medida do comprimento de todas as folhas que

se desenvolveram a partirxr do par marcado.

iii., Tempe de Aparecimsnto dos Pares Foliares

Para nao danificar o &pice 25 folhas foram consideradas



apenas quando atingiam 2 mm de comprimento.
‘iv. Peso Fresco Foliar

O peso fresco das folhas foi determinado imediatamente apds
a colheita, utilizando-se balanga analitica Sartorius, em mg até

a segunda casa decimal.
v. Area Foliar

Obteve-se a area foliar através de desenho do contorno da
folha em papel, posterior recorte, pesagem em balanga analitica e
leitura contra grafico de peso(mg) x érea(cmz) obtido a partir de
pesagens de porgoes de areas conhecidas do mesmo papel utilizado

para o desenho.
vi. Peso Seco Foliar

Apds a determinagdc do peso fresco e area foliar, as folhas
foram postas para secar por 24 horas em estufa a 80 OC, apos o
gue determinou-se o peso seco, em ng, até a segunda casa decimal,
utilizando-se balanga analitica Sartorius. Folhas secas foram mar
cadas e guardadas em envelopes de papel, em dessecador, para pos

terior analise.

2.2.c. Analises de Protelina e Acicar

Folhas frescas de plantas crescidas em condigoes de DL, DC
ou naturais foram colhidas e apds a dzterminacao do peso fresco e

drea foliar, foram cortadas pela metade longitudinalmente, seguin



do a nervura principal. Uma das metades foi imediatamente extraida

em 5 ml de hidrdxido de sddio 0,1M, para dosagem de proteina e a
o . -

outra colocada em estufa a 80 “C para secagem e posterior analise

de peso seco, aglicares solliveis totais ou esteviosideo.
i. Dosagem de Proteina

Utilizou;se, para dosagem de proteina, o método de Lowry,
empregando-se reagente de Folin Ciocalteau(Lowry et al., 1951).

ApOs a completa homogeneizagao do tecido em hidroxide  de
sddio 0,1M, o material foi centrifugado e ao sobrenadante adicio-
nou-se igual volume de acido tricloroacético 15%, em baixa tempe-
ratura. Apds 20 minutos procedeu~se a nova centrifugacao a 3.000
rpm. O sobrenadante fol desprezado e as proteinas precipitadas fo
ram sispensas em volume conhecido de hidroxido de sddio 0, 1M,

Simultaneamente preparou~se o padrao ae proteina, utilizan
do-se albumina de sorc bovino{BSA, Sigma Chemical Co., 9%6~-99% de
albumina) em concentragoes de 0 a 200 ug de proteina.

Ls amostras e ao padrao de BSA, ambos em igual volune, adi
cionaram-se 5 ml de solugac alcalina de cobre e tavtarato de po-
tidssio e sb6dio(3y de carbonato de s8dio em 95,5 ml de hidrdxido de
sodio 0,1M; 2 ml de solugao de tartarato de potassio e sddio 10%
em hidrdxido de sddio 0,1M; 1 ml de solugao de sulfato de cobre
108} . Deixogmse repousar por 15 minutos, apds o gque adicionaram-—
se 0,5 ml de reagente de Folin 50% (reativo de Folin Ciccalteau ,
Queel IndGstrias Quimicas S.A.). Aguardaram—se 30 minutos para es
tabilizagao da cor. Uma vez processada a reagdo procedeu-se a lei
tura das densidades Opticas das amostras em espectrofotdmetro Tec

nolab (modelo UV~16B) a 620 nm.



ii. Dosagem de Acgucar

Tecidos secos de folhas inteiras ou de metades foram ex—
traidos para aglcares solliveis totais, segundo o método de Bieles
ki & Turner (1966).

| Procedeu-se a homogeneizacdo do tecido em 10 ml da mistura
metanol:cioroférmio:égua(12:5:3), apds o que adicionaram~se 2 ml
de clorofdrmio e 3,5 ml de &agua, o gue provoca a formagac de uma
fase aguosa e outra organica. No caso dos experimentos, em gue
se visava tambéﬁ a analise do esteviosideo, ¢ volume desia solu
¢ao foi reduzido, mas mantendo-se as mesmas proporgdes. O volume
final foi agitado e centrifugado durante 5 minutos a 5.000 rpm pa
ra completar a separagaoc das fases. Da fase superior, aguosa, que
contem os agﬁcares solivelis totais, foram retiradas amostras, gue
foram diluidas em &gua, nas proporgdes de 1:5 e 1:10. Nas  anidli
ses de esteviosideo, 200 pl, desta mesma fase, foram aplicados em
cromatoplacas de silicagel.

Para determinagao quantitativa dos aglicares soliiveis  to-
tais e esteviosideo, utilizou-se o método da antrona (Yemm & Wil¥
lis, 1954).

Solugoes padrao de dextrose(Dextrose anidro-pd, "Baker Ana
lyzed" Reagente, J.T. Baker Produtos Quimicos Ltda.) ou esteviosi
dec puro,de concentragoes variando de 0 a 200 pg/ml, foram obtidas
por diluigao das respectivas solugdes estoque em agua bi-destila-
da.

0 volume da amcstra a ser dosado, 0,5 ml foi adicionado a
1 ml de solugao de antrona(Sigma Chem. Co.) 0,2% em &dcido sulfiri
co 98%{(Umbreit & Burris, 1%64). O volume final foi imediatamente
agitado e agquecido em banho maria a 100 Cc por 3 minutos. A leitg

ra das densidades Opticas das amostras realizou-se em espectrofo-



tometro Tecnolab(modelo UV-16B) a 620 nm.

2.2.d. Cromatografia Sobre Camada Delgada

i. Preparacao das Cromatoplacas

Sobre placas de vidro de dimensoes de 20x20 cm ou 10x20 cm
espalhou-se, de maneira usual, uma camada de 0,5 mm de suspenséo
de silicagel G (Typ 60, Merck) na proporgao de 1:2(g de silica: ml
de solugaoc aquosa de acido bdrico 0,2%). A'seguir; as placas fo-

ram expostas ao ar para secagem.
ii., Aplicacgao das Amostras

Aliquotas de solugdo agquosa de esteviosideo puro ou de ex

tratos de folhas(50 a 200 ul) foram aplicadas com micro-seringa

W

sobre as cromatoplacas. As aplicagoes foram feitas 2,5 cm acima
do bordo inferior da placa e nao ultrapassaram 0,5 cm de diametro.

Tentou-se diminuir o volume de aplicagao das amostrés, uti
lizando-se o solvente 1,4 dioxano, em gue o esteviosideo & Livre-
mente solQvel, mas houve interferéncia deste solvente nos re

sultados colorimétricos dos padrodes.
iii. Desenvolvimento e Revelacao das Cromatoplacas

Apds a aplicacgao, as cromatoplacas foram colocadas em cu-
bas de vidro (22 x 22 x 10 cm) fechadas e contendo os sistemas de
solventes, para o desenvolvimento ascendente por percurso de 16
cm, a partir do ponto de aplicagao. O desenvolvimento realizou-se

em temperatura ambiente de 25 °c.



Conclﬁido o desenvolvimento, as placas foram expostas ao
ar, para secagem, pulverizadas com solucao de antrona 0,2% em éci
do sulftarico 98% (Umbreit & Bur?is, 1964) ou de naftalindiol-{1,3)
(20 mg de-naftalindiol, 10 ml de etanol e 0,2 ml de acido sulfuri
co 98%) (Lato et al., 1%68a,b), e aquecidas por 5 a 10 min a 100-

110 “c.

2.2.e. Analises dos Resultados

Os experimentos foram planejados de modo a fornecerem repe
ti¢Oes suficientes para aplicagao da estatistica.

Uma modificagao do teste t, para amostras pares, sugerido
por Youden & Beale(1934, in Sredecor & Cochran, 1967), gue anali-
saram metades de mesmas folhas de fumo infectadas ou nao por vVvi-
rus, foi aplicada aos experimentos de determinagao de agucares so
l1Gveis totals em metades frescas e secas de folhas.

A analise de variancia foi utilizada nos experimentos de
recuperagido de esteviosideo cromatografado em funcao do tempo
de eluicao, tempo de aparecimento de pares foliares em DL e DC,
niveis de aglicares solllveis totais e esteviosidec em DL e DC.

A andlise de regressaoc linear foi utilizada para estudo dass
relacoes entre contelido de proteina, aglicares soliiveis totails, es
teviosideo, peso seco, peso fresco e area foliar. |

No decorrer do trabalho adotou-se a seguinte simbologia pa

ra exprimir os niveis de signific@ncia dos valores obtidos:

%% P < 0,001
%% p < 0,01

* P < 0,05

N.S. = Nao Significativo



3. RESULTADOS

3.1. SEPARACAO FE DOSAGEM DE ESTEVIOSIDEO DE EXTRATOS DE FOLHAS DE

Stevia rebaudiana Bert.

Os experimentos, descritos nesta secao, objetivaram desen-
volver um sistema para determinacao quantitativa, em ug, de este-
viosideo.

A guantificagao precisa do nivel enddgeno de esteviosideo

de extratos de folhas requer:

a) extragaoc dos aglicares soliiveis totais.

b) separagao e identificacio do esteviosideo dos demais actcares
presentes nos extratos.

c¢) dosagem do esteviosideo isolado.

3.1.a. Extracao de Aclicares Sollveis Totais

A extragao de aglicares soliiveis totais das folhas foi rea-
lizada segundo o método descrito no item 2.2.c.ii de Material e
Métodos. Os extratos entdo obtidos foram utilizados na dosagem de

aclicares sollvels totais e isolamento de esteviosideo.

3.1.b. Separacio do EsteviosIdeo

O.emprego de cromatografia scbre camada delgada, neste tra
balho, foi adotado por varias razdes. Primeiramente pela rapidez
en relagao a outras técnicas cromatograficas e a existéncia de
trabalhos recentes, bem sucedidos, sobre a separagao de misturas

complexas de carboidratos através de cromatografia sobre camada



delgada. Em segundo lugar pela exist3ncia de um matodo envolvendo
cromatografia unidimensional sobre czmada delgada para a separa-

cao de esteviosideo.
i. Cromatografia Unidinersicnal

Cromatoplacas de 20 x 10 cm, contendo aplicacBes(80 ul) de
solugao aquosa de esteviosIdeo purc cu de extratos de folhas, fo

ram desenvolvidas de modo ascendente em varios sistemas de solven
tes (Tabela 1).

Pode ser visto pela Figura 232 que, dependendo do sistema,
a mobilidade do esteviosideo puro variou, assim como a concentra-—
¢ao das manchas. Os sistemas de solventes que mostraram melhores
resultados foram os 5, 7 e 9, seguidos por 1, 2, 8, 10 e 12. Os
demais resultaram em manchas difusas. Enguanto em alguns destes
sistemas as manchas obtidas para estevicsideo puro foram concen~
tradas, todos 0s desenvolvimentos ée extratos(Figura 2B) resulta-
ram em sSeparagao incompleta ou manchas éifusas, devido a interfe-
réncia entre os aglicares e i presenga de caudas difusas. Sistemas
contendo metanol produziram manchas éifusas (sistemas 6, 10, 11,
14}, enquanto gue sistemas contendo piridina(sistema 2), metanocl e
clorofdrmio ou acetona(sistenas 8,4) nac separaran completamente
os varios aclcares presentes nas folhas. Entretanto, sistemas con
tendo isopropancl, particularmente ccm 3cido acético, aumentaram

a eficiéncia da separagfo, produzindc manchas concentradas, de mo

bilidade wvariavel.
ii. Cromatografia Bidimersicnal

Diante da baixa eficiéncia do desanvolvimento unidimensio-

nal na separacac do esteviosideo de exTrztos, procedeu-se ao desen




Tabela 1

Valores de Re de esteviosideo em varios desenvolvimentos
unidimensionais nos sistemas de solventes 1 - 15.
Sistemas de Solventes R {x100)
1. Isopropanol:acido acético: agua 86
(4:1:5)
2. n~-butanol:piridina:agua 84
(6:3:3)
3. acetato de etila:dcido acético: agua 78
(6:3:2)
4. n-butanol:acetona:agua : 76
(4:5:1)
5. p-butanol:acido férmico:idgua 74
(6:3:3)
6: n-propanol:metanol:agua 72
(8:1:1)
7. n-butanol:acetato de etila: isopropanol:agua 68
{35:100:60:30)
8, clorofdrmioc:metancl:agua 56
{15:10:2)
9. n~butanol:acetato de etila:agua 56
(4:1:5)
10. n-butanocl:metanol:agua 52
(8:1:1)
11. cloroformio:metanol 59
(6:4)
12. n-butanol:acetato de etila:isopropanol:agua 48

(200:100:70:35)

13. n-butanol:acetato de etila:isopropanol:acido

acético:agua 36
(7:20:12:7:6)
14. metanol:cloroférmio:amonia(ZB BE) 26
(6:4:0,7)
15. n- butanolibenzeno:acido formico:agua 19

{100:19:10:25)




Figura 2. A.

Resultado do desenvolvimenzto 1nidimensionél de este
viosideo puro nos sistemas de solventes dados na
Tabela 1. O nimero sobre czdz prancha representa o
sistema de solvente corresoorndente da Tabela 1. Os
Rf obtidos foram ordenados ds modo decrescente, da

esquerda para a direita.

Figura 2. B.

rResultado do desenvolvimenIco unidinmensional de exitya

tos de folhas de §. rebaud:ian:z(esquerda) e de este

viosideo puro{direita), ncs sistemas de solventes

8,9,10 e 15 da Tabela 1.
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volvimento ascendente bidimensional, gue representa uma técnica
cromatografica mais complexa e precisa envolvendo a mcbilidade em
dois sistemas de solventes.

Os sistemas de Solventeé mais eficientes nos testes ante-
riores{item 3.1.b.1) foram testados em varias combinag¢Oes. Entre
os desenvolvimentos na primeira e segunda dimensao as cromatopla-
cas foram expostas ao ar para completa secagem.

Para cada par de sistemas de solventes foram desenvolvidas,
dentro de uma mesma cuba, duas cromatoplacas, uma contendo unica
aplicagao de esteviosideo puro e outra uma aliguota de extrato. A
pds o desenvolvimento na segunda dimensdo procedeu-se a revela-
géo das placas com naftalindiol-{1,3}). Detectou-se mancha de cor
azul escuro caracteristico para esteviosideo, e manchas de varias
cores, para oubros agﬁcaxQS-néo analisados, como verde, rosa, ala
ranjado e mesmo outros tons de azul. Estas manchas corresponde—
riam, possivelmente, 4 eritrose(verde), ramnose e sacarose(rosa),
rafinose(alaranjadg} e ribose, xiiose, arabinose, trealogse e lag-
tose (azul esverdeado, azul violdceo, azul acinzentado). A adigao
de &cido bdrico na preparagao das cromatoplacas foi vantajosaq con
centrando os.agﬁcares em manchas mais nitidas.

Na Tabela 2 estao mencionados os melhores sistemas de sol-
ventes encontrados e os respectivos valores de Rf para ambas as
dimensoes. Como a cromatoplaca foi revelada somente apds o desen-
volvimento na segunda dimensao, o valor do Rf na primeira foi, ns
cessariamente, uma extrapolacgao pois assumiu-se gue o desenvolvi-
mento da mancha na segunda dimensao fol perpendicular ao da pri-
meira, e gue portanto, a distancia percorrida pela mancha em rela
¢ac ac ponto de aplicagao, no primeiro desenvolvimento, fol a mes
ma em gue se encontrou apés o seqgundo. Isto talvez explique as pe
guenas variagoes de Rf entre esteviosideo puro e de extratos de-

senvolvidos na primeira dimensao, comparadas com os Rf na segunda



Tabela 2

Valores de Rf de estevioslideo puro e de extratos de folhas em
varios desenvolvimentos bidimensionais nos sistemas de solventes
A-F. O sistema F foi o mais eficiente.

i. desenvolvimento na primeira diregdo

ii. desenvolvimento na segunda direco

Sistemas de Solventes Rf (2100}
esteviosideoesteviosideo
PUro de " extrato
A. i. n-butanol:acido f6rmico:aqua 68 71
{6:3:3)
ii. n-butanol:acido acético:agua 43 41
{4:1:5)
B. i. n~butanol:metanol:agua 51 _ 50
(8:1:1)
ii. n—butanol:acido acético:iqua 63 55
{(4:1:5)
C. 1. acetato de etila:acido acético:iqua 36 25
{(8:3:2)
ii. n-butanol:acetatc de etila:isopropanol: 48 50
agua. {35:100:60:30)
D. i. n-butancl:acetato de etila:isopropanol: 48 32
acido férmico:agua. '
(35:100:60:25:5)
ii. acetato de etila:acido acético:igua 65 65
{(8:5:2) '
E. i. n-butanol:acetato de etila:isopropanol: 52 48
agua. (35:100:60:30)
ii. acetato de etila:acido acético:igua 36 35
(8:3:2)
F. i. n-butanol:acetato de etila:iscpropanol: 55 56
agua: (35:100:60:30)
ii. acetato de etila:acido acético:iqua 11 12

(8:4:1)




dimensao, onde o centro da mancha podia ser visto claramente.

Sistemas gue deram alta mobilidade ao esteviosideo, na pri
meira dimensao, mas baixa na ségunda, foram em geral superiores.
Isto porgque as manchas se tornam mais difusas quando percorrem
longas distancias, principalmente durante o desenvolvimento na se
gunda dimensao, quando os componentes isolados na pfimeira, ja
ocupam uma area maior do que a ocupada inicialmente pela amostra
aplicada na origem..

O desenvolvimento bidimensional do esteviosideo puro resul
tou em uma ﬁnicavmancha, para cada combinagac de sistemas de sol-
ventes testada. A concentracgao da mancha variou de acordo com os
sistemas de solventes utilizados(Figura 3 A-F). Com relaciao as cro
matoplacas contendo extratos, os sistemas que resultaram na mais
eficiente separacao dos ac¢licares foram aqueles contendo misturas
de isopropancl, acetato de etila, n-butaznol e Agua, na presenga de
dcido fdrmico ou acético, gue concentram as manchas em areas niti
das. Acido ac@tico apenas no segunds solvente produziu separagao
mais clara. Este acido, no primeiro desenvolvimento, dificilmente
pede ser removido pela secagem da placa por exposigao ao ar, per-
manecendo adsorvido na silica ocupando os sitios do gel e intexrfe
rindo no desenvolvimento na sequnda dimensao.

Os sistemas finalmente selecionados para o isolamento do

esteviosideo das folhas foram, para a primeira dimens3o, n-butanol:

acetato de etila:risopropanol:agua(35:100:60:30) e acetato de eti-

la:acido acético:agua(8:4:1), para a segunda. A baixa mobilidade
do esteviosideo, no segundo desenvolvimento, resultou em mancha
concentrada, claramente isolada dos demais agﬁcares.

O processo de desenvolvimento Jdas placas em duas dimensdes,

{]

incluindo exposigao ao ar, para secagen, completou~se em 4 horas
e meia, O que representa tempo consideravelmente menor em relacio

ac consumido para o desenvolvimento ds cromatogramas de papel.



Pigura 3:

Resultado do desenvolvimento bidimensional de este-
viosideo puro(esqguerda) e de extratos de folhas de

S. rebaudiana(direita) nos sistemas de solventes (A-

F) dados na Tabela 2. As manchas correspondentes ao
estevioslideo sao as sombreadas.

I

[E

desenvolvimento na primeira diregao.

i1 desenvolvimento na segunda diregao.
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3.1.c. Dosagem de Esteviosideo

Uma vez desenvolvido um sistema para separagao do estevio-
sideo, procedeu-se a eluigzo, éara determinagac quantitativa.

Testes foram realizados no sentido de verificar os efeitos
do tempo de ativagao da cromatoplaca e tempo de eluicdo, na efi-

ciéncia de recuperacgdao do esteviosideo pela eluicio.
i. Tempo de Ativacgao das Cromatoplacas

A ativagao de cromatoplacas, aguecimento por determinado
tempo, & processo usual em cromatografia sobre camada delgada, pois
proprociona melhor separacao de compostos por tornar a adsorgao
mais eficiente. Entretanto, no momento da eluicgao, para determina
¢ac guantitativa, a melhor adsor¢ao resulta em recuperagao dimi-
nuida, pois tragos do composto nao sio facilmente removiveis  do
gei.

Em experimentos em gque placas foram ativadas a 100 °c por
5, 10 ou 20 minutos, anteriormente 3 aplicagéo de 200 ug de este—
viosideo, observou-se, apds eluicao e determinagao colorimétrica,
que as densidades Opticas das amostras foram inversamente propor-
cionais ao tempo de ativagdo. Assim, houve melhor recuperacao em
placas nao ativadas, sendo a ativagao por 20 minutos a menos efi-

ciente.
ii. Tempo de Eluicao

Experimentos foram conduzideos com o objetivo de se verifi-
car se o periodo de eluicdo de 4 horas utilizado por outros pes
guisadores poderia ser diminuido, sem prejudicar a recuperagao do

esteviosideo cromatografado.



Cromatoplacas nao ativadas receberam 8 aplicagGes cada, de
200 ug de esteviosideo puro. Foram desenvolvidas em uma dimensio,
no sistema lo(Tabela 1, Figura 2A). Apbs a revelagcao a silicagel
contendo a mancha de esteviosideo foi retirada da placa e eluida
em agua por 240, 120 ou 30 minutos.

Pela anadlise dos resultados (Tabela 3A) concluiu-se que apds
0% vérios'tempos de eluicao nao houve diferenca significativa na
recuperagao do esteviosideo. Experimentos utilizando-se tempos de
eluicao de 30, 60 e 120 minutos(Tabela 33,C) confirmaram gue pe-~
riodos de eluigao superiores a 30 minutos nao aumentaram a efi-
ciéncia de recuperagao. Portanto, o tempo de eluigéd de 30 minu-

tos foi adotado.
iii. Eluigao do Esteviosideo

A quantificacdo precisa do esteviosideo de extratos de fo-
lhas exigiu o conhecimento da porcentagen de recuperagao desta
substancia apds cromatografia sobre camada delgada.

Em experimentos em que estevicsideo foi eluido, a revela
cao da placa foi realizada através de pulverizagao com solugao de
antrona 0,2% em acido sulfarico 98% e aguecimento a 100 QC, por
10~20 minutos. Nestas condicoes detectou-se claramente mancha de
cor azul para o esteviosideo e uma Area de 2 ¥ 2 cm de gel, con-
tendo o esteviosideo, pdde ser retirada da placa, sem que houves-
sem perdas. A vantagem deste método de revelagdo € gue a mancha
detectada pode ser eluida e dosada imediatamente apds revelada ,
pois o revelador nio interfere com a reagdo colorimétrica. O méto
do de revelagao em gue se utiliza vapor de cristals de iodo, embora
seja adeguado para revelar esteviosIdeo, & denorado e além disto,

tragcos de iodo na silica podem interferir com a reagao colorimé-

trica.



Tabela 3

Valores de densidades &pticas (620 nm) de eluatos de trés ex-
perimentos (A,B,C) em gque diferentes tempos de eluigao (30,60,120

e 240 minutos) foram testados.

Amostras Tempo de Eluigao
{min)
30 60 120 240
1 0,57 - 0,75 0,54
2 0,63 - 0,77 0,50
3 0,61 - 0,64 0,63
4 0,57 ~ 0,82 0,70
A S 0,77 - 0,84 0,66
6 0,64 - 0,84 0,67
7 0,79 - 0,91 0,80
8 0,80 - 0,59 0,86
% = 0,67 0,77 0,67
F = 2,18 (N.S.)
1 0,90 0,73 0,83 -
2 0,86 0,87 0,71 -
3 0,79 0,88 0,86 -
4 0,89 0,84 0,81 -
B 5 0,80 0,83 0,85 -
6 0,87 0,87 0,84 -
7 0,91 0,76 0,91 -
8 0,85 0,86 0,67 -
X = 0,85 0,83 0,81
F = 1,26 (N.S5.)
1 0,59 0,68 0,68 -
2 0,57 0,60 0,67 -
3 0,73 0,70 0,71 -
4 0,80 0,52 0,68 -
c 5 0,60 0,69 0,69 -
6 0,66 0,68 0,60 -
7 0,69 0,62 0,68 -
8 0,64 0,63 0,66 -
x = 0,66 0,64 0,67

F = 0,56 (N.S.)




No sentido de testar a eficiéncia de recuperacdo foram rea
lizados experimentos em que aliquotas de esteviosideo foram apli-
cadas em cromatoplacas, em quantidade wvariando de 0 a 200 ug . Apds
o desenvolvimento e eluig¢ao, a recuperacio foi determinada contra
padrac de esteviosideo ndo cromatografado.

Eluiram-se 200 mm3 de silicagel em 3 ml de agua, dé mnesma
maneira que os padroes de esteviosideo ni3o cromatografados. o que
forneceu 4 replicatas de 0,5 ml para a reacao colorimétrica, por
mancha eluida.

Os resultados de dois destes experimentos estao ilustrados
na Figura 4A,B. Em geral, para cada quantidade aplicada de este
viosideo, a densidade Optica do eluato foi proxima dagquela do pa-
drao correspondente, sugerindo que as perdas, entre 0 a 180 ug de
esteviosideo aplicado, s3o peqguenas. Dadcs de varios experimentos
estabeleceram gue as porcentagens de perdas foram menores gue 12%
e diminuiram com o aumento da concentracaoc aplicada. Tais resulta
dos podem ser vistos na Figura 52 e Tabela 4, onde os valores re
presentam as mé&dias dos dados de regressio linear obtidos para os
varios experimentos.

O fato da porcentagem perdida diminuir linearmente como o
aumento da quantidade de esteviosideo aplicada sugere que a per-
da foi constante. Isto & confirmado pela Figura 5B, em que estio
relacionadas a quantidade de esteviosideo aplicada e a quantidade
recuperada. Para gualquer guantidade aplicada a recuperada foi
sempre menor, e por ﬁma diferencga de aproximadamente 7,0 pg. Des-
te modo, guando altas concentracgaos saoc aplicadas, as perdas se
tornam proporcionalmente menores e acima de 120 ug, 95% ou mais
de recuperagac & assegurada. A perda constante de 7,0 ug sugere
que este material permaneceu adsorvido no gel eluido. Como ZOOHMB

foram eluidos, aproximadamente 0,035 ug de esteviosideo foram

. 3 s <
adsorvidos por mm~ de silicagel.



Figura 4 A,B.:

Curvas padrio para esteviosideo puro (e) e es
teviosideo puro cromatografado e eluido (o) em
dois experimentos (A e B) utilizando-se o mé-

todo de antrona. Cada valor representa a média

de duas amostras da 4 replicatas cada.
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Figura 5.

A.

Figura b.

B.

Percentual de recuperzzac cde esteviosideo puro
cromatografado em fungao da concentragac origi-
nalmente aplicado, em dois experimentos indepen-

dentes (e e o).

Quantidade (ug) de estevicsideo puro recunerade apds

cromatografia e eluigzas em fungao da concentragao

|

originalmente aplicadza, =m dols experimentos in-

dependentes (& e o)}.
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Tabela 4

Porcentagem de esteviosideo puro recuperado apds eluigdo de
varias guantidades de esteviosideo aplicado (40 a 180 1g) .Estes
valores foram calculados a partir da anilise de regressao line-

ar da Figura 5.A.

guantidade de esteviosideo % de esteviosideo recupe-
aplicada (ug) rada
40 88,4
50 89,1
60 89,9
70 90,7
80 91,5
30 92,3
100 93,1
110 _ 83,9
120 94,6
130 95,4
140 | 96,2
150 97,0
160 . 97,8
170 28,6

180 99,3




Estes resultados estebelecem gue esteviosideo pode ser ex-—
traido de folhas, isolado por cromatografia sobre camada delgada,
em periodo menor gue 5 horas, e eluido da placa com perdas -insigni

ficantes.

3.1.d. Eficiéencia de Glicose Como Padrio

Em todos os trabalhos descritos sobre a determinagéo gquan
titativa do esteviosideo, esta substancia tem sido usada como pa
drao. Porém, o esteviosideo, nao disponivel comercialmente, pode-
ria ser, teoricamente, substituido pela glicose em ensaios, guan-
do amostras puras nao fossem disponiveis.

A hidrdlise acida ou enzimitica do esteviosideo(P.M. 804,9)
produz uma molécula de diterpenc tetraciclico, o esteviol(P.M.
316,44), gue nao participa da reacido com antrona, e trés moldcu-
las de glicose(P.M. 488,46) .Assim, em 1 g de esteviosideo PUro
apenas 488,46 /804,92 de aglcar contribul pars a reagBo colorimétri-
ca. A densidade optica da glicose pura comparada com a de igual
quantidade de esteviosideo deve ser maior e refletir a razdo este
viosideo/glicose,de 0,61 (Figura 1). Esta razdo foi confirmada e
estabeleceu-se que quantidades degconhecidas de esteviosideo de fo
lhas podem ser determinadas utilizando-se glicose como padrao.

A Figura 6 mostra os resultados de 6 experimentos em gue
as densidades Opticas para solugbes de concentragdes de 0 a 200
pg de glicoée e esteviosideo puros foram analisadas. Pode ser vis
to gque para cada caso a densidade Optica foi linear e para o este
viosideo, em cada concentragao, foi sempre menor que a da glico-

se, pelas razoes citadas acima.

i

A razao entre densidade Optica de esteviosideo e glicose

foi calculada do seguinte modo: utilizando-se a equacao da reta,



Figura 6:
Comparagao entre as densidades Opticas de varias con
centragoes de glicose (@) e esteviosideo puro (o)em
seis experimentos. Cada valor representa a média de

4 replicatas.
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a densidade Optica do esteviosideo, em 10 experimentos, foli esta-
belecida para densidades Opticas da glicose de 1,0 e 1,5(Tabela 5)
Para quantidade de este%iosideo ao redor de 150 ug (densi-
dade Optica de 0,88) pode ser visto gue a razao calculada entre
as densidades Opticas de esteviosideo e glicose, de 0,59, aproxi
nou-se daguela tedrica calculada a partir dos pesos moleculares .
Assim, glicose pode ser utilizada como padraoc para gquantificagao
precisa do esteviosideo. Isto confirmou-se em teste em gque as con
centragoes desconhecidas de oito solugdes de esteviosideo foram
determinadas com auxilio de padrao de glicose. Os resultades indi
caram que a diferenga entre a concentragao estimada e a real, pa-
ra concentragoes acima de 75 ug, esteve ao redor de 10% ou menos.
Estes dados permitem inferir gue pesguisa sobre deteﬁmina—
¢ao guantitativa de esteviosideo nao seja prejudicada pela ausén

cia de padroes desta substancia.



Tabela 5

Valores de densidades Opticas (2.C.) (620 nm) para esteviosi
deo puro (colunas 2 e 5), em dez experimentos, gquando a D.O.
da glicose foi arbitrariaments Iixzda para 1,0 e 1,5. As ra
zoes entre D.0. esteviosideo = -.0. glicose para estes dois
valores sao dadas nas colunas 3 e 5. Estes dados foram calcu
iados a partir da analise de recressao linear para glicose e

esteviosideo (Figura 6).

1 2 3 4 5 &
Experimentos D.O. D.0. razac D.O. D.0. razao

glicose estev. z/1 glicose estev. b5/4
1 1,0 0,54 C,5: ’ 0,83 0,55
2 1,0 0,52  C,52 1,5 0,83 0,55
3 1,0 0,56 C,5% ’ 0,85 0,57
4 1,0 0,58 C,5% 1,5 0,88 0,59
5 . - 0,586 C,52 1,5 0,98 0,66
& 1,0 0,57 T.57 1,5 0,98 0,65
7 1,0 6,57 ¢,52 1,5 0,96 0,64
8 1,0 0,52 L, 5z p 0,79 0,53
a 1,0 0,54 C,5: 1,5 0,88 0,59
10 ’ 0,55 C,5:2 i,5 0,88 0,59
% 1,0 0,55 C,53 1,5 0,88 0,59




3.2, ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE FOTOPERIODOS NO CRESCIMENTO DE

Stevia rebaudiana Bert..

Os experimentos descritos nesta secio objetivaram a verifi

cacao do padrido de crescimento de plantas de Stevia rebaudiana
mantidas em condigoes de DC(8 horas de luz diaria) e DL{16 horas

de luz diéria).

3.2.a. Aspecto Geral das Plantas

Stevia rebaudiana & planta de DC, sendo o fotoperiodo cri

tico de 13-14 horas. Assim, plantas mantidas em DL permaneceran em
estado vegetativo(Figura 7B) sendo caracterizadas por internds com
pridos e folhas alongadas. Plantas mantidas em DC tiveram inter
nds mais curtos e folhas menores, possuindo aspecto de planta em
roseta antes da ocorréncia do escapo floral e producao de flores
(Figura 7A). As alturas finais das plantas em ambas as condicoes
diferiram marcadamente.

Em regime indutivo de 8 horas de luz a floragao ocorreu por
volta de 12 semanas apds a germinacdo. O inicio da floragao foi
marcado pelo desenvolvimento rapido do eixo principal(escabo flo~-
ral), simultaneamente ao aparecimento de ramos laterais. Os inter
nds, entao, aumentaram em comprimento e as folhas que emergiram
nos ramos laterais e eixo principal foram menores gue aguelas pro
duzidas anteriormente e tipicas desta fase(FPigura 73a). O escapo
floral promoveu, portanto, aumento em altura, de modo que as plan
tas com flores apresentaram altura trés vezes maiocr que a verifi-
cada anteriocrmente a ocorréncia deste fendmeno (FIgura 7A).

O aspecto morfoldgico da planta quanto a folhas e internds

mostrou-se, portanto, marcadamente afetado pelo fotoperiodo.



Figura 7. A.

Plantas de S. rebaudiana crescidas em DC.

esquerda: planta com morfologia vegetativa(aspec
to de planta em roseta).

direita: planta em floragao.

Figura 7. B.

Plantas de 5. rebaudiana crescidas em DL.




zfl, l o

09NOT  VIg

W3 oy

0L¥NI  wvig

wo g

<!




3.2.b. Analise de Crescimento

O crescimento absoluto inicial de Stevia rebaudiana foil

lento devido 3s pequenas reservas cotiledonares, fenomeno comum
a muitas ervas daninhas. Plantas mantidas em condigoes nao indu

tivas atingilram aoc redor de apenas 10 cm de altura e 11 pares fo-—

liares, somente com 60 dias de idade.
i. Altura das Plantas

Os experimentos tiveram inicio gquando as plantas desenvol-
vidas em condigoes de DL e DC contavam com 60 dias de idade, apre
sentando tamanho conveniente para se trabalhar.

A Figura 8 ilustra o desenvolvimento em altura das plantas
em fungao da idade. No inicio do experimento{dia 60) a altura mé-
dia das plantas mantidas em condigoes de DL ji sra o dobro daque;
la em DC. Esta condigzo prevaleceu mas com a altura.absoluta das
plantas em DL aumentando mais rapidamente gue #s em DC. Assim, no
inicio, as plantas em DL tiveram 10 cm de altura e as em DC, 5
cm. Para que estes valores fossem dobrados foram necessarios, em
condigoes de DL, 19 dias, e em DC, 30. No final do experimente ,
portanto, as plantas crescidas em fotoperiodo niao indutivo tive
ram 52 cm de altura, engquanto gue aguelas crescidas em condicoes
indutivas, apenas 20 cm. Durante o experimento {entre os dias 60 e
110) a taxa absoluta de crescimento foi de 0,88 cm/dia, em DL, e
0,34 cm/dia em DC, ou seja 40% maiocr em DL.

Por volta do dia 90 parece que a taxa de crescimento en
altura das plantas em DC aumentou, provavelmente, devido & ocor-
réncia do escapo floral, o que sugere gue as primeiras manifesta-

¢oes da indugdo floral podem ser detectadas ztravés de medidas de



FPigura 8:

Crescimento em altura de plantas de S. rebaudiana em

DL (#) e DC (0). Cada valor representa a média de 5

plantas.
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crescimento. Assim, a taxa absoluta de crescimento en altura, em
DC, aumentou na segunda fase aproximadamente 4 vezes, sendo entre
os dias 60 e 90 de 0,16 cm/dia, e a partir do dia 90 de 06,60 .cm/
dia. A diferencga entre as altufas de plantas em DL e DC diminuiu
depois do dia 90, devido a4 aceleracio do crescimento das plantas
em DC. Assim, as plantas em DL, que eram cerca de 3,6 vezes mais

altas no dia 90, passaram a seé-lo 2,6 vezes.
ii. NGmero e Tempo de Aparecimento de Pares Foliares

A diferenga em altura das plantas crescidas em DL foi devi
da a dois fatores: primeiramente, as plantas em DL produziram pa-
res foliares mais rapidamente, aumentando o nﬁmero de internodos, e
em sequndo lugar, estes internds foram mais longos. Assim, no dia
60, inicic do experimento, as plantas em DL tiveram 11 pares fo-
liares enquanto que aquelas em DC,6, apresentando diferencga de
5> pares foliares. Durante o experimento esta diferenca aumentou
indicando pequena mudanga no plastocron, gue foi mais curto em DL.
Desta maneira, no dia 80, plantas em DL tiveram 6 pares foliares
a mais, no dia 90, 7 e no final do experimento, 8 (Figura QA}. Um
fator que contribuiu para esta diferenca final foi gue depois do
dia 96 a taxa de aparecimento das folhas no escapo floral em DG,
tornou-se mais lenta. Esta mudanga no padrao de aparecimento de
pares foliares pode ser vista claramente guando estes dados sao
transformados em LoglO{Figura 8). Nota-se que em DL a produgao
dos pares foliares foi constante no decorrer do tempo e em DC 1o}
freu nitida gueda ao redor do dia 90. No final do experimento as
plantas em DL tiveram 26 pares foliares e em DC, 18.

Em um segundo experimento, utilizando-se 13 plantas por tra

tamento, estas diferengas foram confirmadas (Figura 10 )} e pode ser



Figura 9. A.

Produgao de pares foliares por plantas de 5. re-
baudiana crescidas em DL (e} e DC (o}. Cada va

lor representa a média de 5 plantas.

Figura 9. B.
Producgao de pares foliares por plantas de 8. re-
baudiana crescidas em DL (&) e DC {0). Os valores

das idades das plantas foram transformados em

LOglO'
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Figura 10:
Produgao de pares foliares por plantas de §. re-
baudiana crescidas em DL () e DC (o). Cada valor

representa a média de 10 plantas.
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visto que as plantas em DL tiveram, em geral, de 5 a 6 pares fo-
liares a mais do que aquelas em DC, de mesma idade.

Pela analise dos graficos apresentando cada planta analisa
da(Figura 11A,B) verifica-se dois aspectos. O oprimeiroc & gue a va
riagao na produgao de novos pares foliares entre as plantas em
DL foi menor que a existente entre aguelas em DC. Isto talvesz por
que em condigoes de DC o fendmeno de indugdc floral ndo  ocorreu
de forma simulténea e sincronizada entre as plantas analisadas e
assim o estado fisiologico variou muito. Uma consequdncia disto
foi que a variagao aumentou com o tempo{Figura 11B). J3 em DL, a
condicao artificial imposta fez conm que as plantas continuassemem
estado vegetativo, mantendo as mesmas taxas de produgao de pares
foliares, como verificado anteriormente (Figura 9B). Por esta ra-
zao & que as folhas em DL foram escolhidas para estudo das mudan-—
¢as dos niveis de aglcares soliveis totals e proteina durante o
desenvolvimento das mesmas (segao 3.3.¢).

G segundo aspecto importants, gue nao pode ser notado cla-
ramente na Figura 10 , gue mostra a média de todas as observagSe&
&€ que plantas em DC apresentaram, novamente, duas fases distintas
na produgac de novos pares foliares. A primeira fase foi semelhan
te as plantas em DL, mas a segunda nostrou-se caractaristica“ das
plantas em DC e ocorreu apds 120 ou 130 dias, guando a produgao
dos pares foliares tornou-se mais lenta ou foi impedida com o
advento do escapo floral e a subseguente produgao de flores. A Fi
gura 12 mostra os dados para 3 plantas em DL e 3 em DC. Verifi-
ca-se mudanga no padrac de aparecimento dos pares foliares, em DC,
ao redor do dia 120, neste experimento. Antes deste periocdo a pro
dugac de novos pares foliares, em DL e DC foi linear com o decor-
rer do tempo. (s dados apresentados até o dia 150 confirmaram o
maior nimero de pares foliares em DL, a4 notado anteriormente (Fi-

gura 9%A) entre os dias 90 e 110.



Figura 11. A,B.

Producao de pares foliares por plantas de S.

rebaudiana crescidas em DL {A) e DC (B). Das

10 plantas analisadas sao ilustradas apenas 3
para cada fotoperiodo: os dois padrdoes extre-

nos e o intermediario.
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Figura 12:
Producao de pares foliares por 3 plantas de S.re-

baudiana crescidas em DL {e) =& 3 em DC (o).
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O fato das plantas em DL possuirem mais pares foliares do
gue plantas de mesma idade em DC sugere que o tempo de aparecimen
to de novos pares foliares devg ter sido mais curto em DL. Isto
pode ser verificado pela analise apresentada na Tabela 6, que mos
tra valores de coeficientesde correlagao(xr) e de inclinagao(b) pa
ra 20 plantas, em gue nimero de pares foliares foi colocado con-
tra tempo, durante a primeira fase linear,em DC,ou durante todo o
experimento, em DL. A analise de variancia estabeleceu que houve
diferenga significativa (F = 5,8%) entre as inclinagdes para DL e
DC, de tal modo gue a média dos valores de b em DL foi maior, éog
firmando tempo de aparecimento mais curto.Das médias das inclina-
¢oes para 0s dois tratamentos pode ser calculado o intervalo en-
tre o aparecimento de doils pares foliares consecutivos, gque & de
4,08 dias, em DL, e 4,81 dias em DC, o gque representa diferencgade
0,73 dias, ou seja, 17,5 horas, no plastocron. Esta diferencga tor
nou-se significativa, a longo prazo, durante a vida da planta. As-
sim, o aparecimento do 59 par foliar em DC, em comparagac com DL,
ja estava atrasado por volta de 4 dias, e do 209 par, de 15 dias.
Cuando as plantas em DC entraram na segunda fase, em gue o inter—
valo entre o aparecimento dos pares foliareé se tornou ainda maior,
as diferencgas entre os dois tratamentos aumentaram. Deste modo ,
no final do experimento, no dia 145, as plantas em DL tiveram 30
pares foliares contra somente 24, em DC(Figura 10 ).

Em DL, portanto, a producgao de novos pares foliares pareceu
ser constanfe e linear, mas em DC ocorreu nitida mudanga no ra
drzo de produgdo durante o desenvolvimento do escapo floral. As-
sim, DC altera o caminho do desenvolvimento do apice, de vegetati

vo para reprodutivo, causando um plastocron maior.

iii. Crescimento das Folhas

Alénm do aparecimento dos pares foliares ter sido mais rapi
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Tabela 6

Valores de coeficientes de inclinagio (b), correlacao (r)} e
nimero de observagdes (n) calculados a partir de anilise de
regressao linear de graficos de nimero de pares foliares em

fungao do tempo para 20 plantas de 8, rebaudiana analisadas

em DL e DC.

Planta ' DL De
b r n b r n
1 0,273 0,996 15 0,175 0,995 10
2 0,220 0,994 12 0,264 0,986 10
3 0,258 0,997 12 0,185 0,997 11
4 0,222 0,996 11 0,198 0,987 10
5 0,252 0,995 12 0,190 0,987 10
6 0,243 0,998 13 0,148 0,985 9
7 0,250 0,998 14 0,235 0,996 11
8 0,284 0,997 12 0,190 0,989 10
9 0,223 0,996 10 0,243 0,978 10
10 0,243 0,998 15 0,278 0,998 11
X 0,245 - - 0,208 - -

*
F =5,8 (P < 0,05)




do em DL, as folhas formadas nesta condicao fotoperiddica  foram
maiores em termos de area, peso fresco, pesc seco e taxa de cres-
cimento, o gue poderia ser reflexo do estado vegetativo ou do do
bro de quantidade de luz recebida(lG horas). Foram também  supe-
riores com relacao aos niveis de aglcares solliveis totais e pro-
teina(v. abaixo). i

A Figura 13A,B mostra que o comprimento maximo das folhas
de plantas em DL foi de 6,8 a 7,4 cm, su?erando em duas vezes o
das folhas de plantas em DC, gque variou entre 3,0 a 4,0 cm. As fo
lhas produzidas durante o desenvolvimento do escapo floral tive
ram comprimentos maximos menores, entre 2,0 e 2,5 cm. Pode ser vis
to ainda gue, em DI, todas as folhas atingiram aproximadamente O
mesmo tamanho maximo, reflexo do crescimento vegetativo continuo
artificialmente imposto em DL. Este naoc foi o caso em DC, em gue
novamente, por volta do dia 90, és pares foliares produzidos ti-

veram seus comprimentos finais marcadamente menores gue os ante

reduzir © aparecimento dos

fod

riores. Assim, além da inducgac flora
pares foliares, reduziu também o comprimento maximo dos mesnos. Is
to indica gque o tamanho da folha nao & simplesmente funcgao de
~guantidade de luz recebida por dia, mas da prdpria mudancga mprfOM
légica provocada pelo comprimento do dia.

| Comparando-se o crescimento de uma das folhas analisadas em
DL e DC{Figura 14A) cbserva-se gue em ambas as condigoes foi ne-
cessario um periodo de 20 dias para atingirem o comprimento maxi-
mo. Assim, a taxa absoluta e a relativa de crescimento, em DL, foi

marcadamente maior, sendo em média de 0,21 cm/dia em DC e 0,35 o/

dia, em DL, o gue represaenta um aunsnto de 60%(Tab9
ia 7).

A Figura 14B mostra os comprimentos finais de todas as
folhas de plantas em DL, e DC, analisadas. Pcde ser visto . qgue

nos dois casos,embora as folhas em DL fossem muito maiores do que



Figura 13, A,B.

Crescimento em comprimento de pares foliares

de plantas de S. rebaudiana crescidas em DL

(A) e DC (B). Cada valor representa a média

de 5 plantas.




COMPRIMENTO FOLIAR {cm)

COMPRIMENTO FOLIAR (cm}

1>

o

60

70

TEMPO {dias}

loo

{10




i
et

Figura 14. A.

Crescimento em comprimento de 1 par foliar de

plantas de 8. rebaudiana crescidas em DL (e) e

em DC {o0). Cada wvalor representa a média de 5

plantas.

Figura 14. B.

Comprimento maximo alcangado pelos pares folia-

res de plantas de S.rebaudiana crescidas em DL

(#) e DC (0). Cada valor representa a média de

5 plantas.
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Tabela 7

Valores de taxas de crescimento absoluto_(cm/dia} para 20 fo

lhas de plantas de S. rebaudiana crescidas em DL e DC. Cada

valor representa a média de 5 plantas.

Par Taxa de crescimento (cm/dia)
Foliar

DL DC
1 - 0,20
2 0,34 0,18
3 0,36 0,26
4 0,40 0,22
5 0,32 0,19
6 0,30 0,20
7 0,32 0,20
8 0,31 0,20
9 0,36 0,20
10 0,41 0,21
G,35 0,21

w




em DC, os pares iniciais aumentaram em tamanho até o 79 ou 829 par,
quando © comprimento maximo foi atingido. Em DL este tamanho maxi
mo presﬁmivelmente continuou o mesmo, mas em DC, depois do 18
par, houve nitida mudan¢ga no tamanho maximo das folhas produzidas

no escapo floral. Assim, além do fotoperiodo influir no tempo de
aparecimento das folhas, teve efeito marcante na forma e tamanho

maximo das mesmas.
iv. Outros Aspectos do Crescimento de Folhas

Os dados apresentados acima mostraram gue as folhas de
plantas em DL foram, em geral, maiores em tamanho do que aquelas
em DC. Nao & raro encontrar, contudo, algumas plantas em DC gquae
possuam folhas grandes, com aspecto daquelas noﬁmalmente associa-
das a DL. Enbora estas folhas sejam do mesmo tamanho em ambas as
condicoes fotoperiddicas, sao geralmente menos erectas, curvadas
para baixo, mais claras e de aspecto fragil e portanto menos rigi
do. Como ©os internds destas plantas em DC permanecem curtos e as
folhas sobrepostas, nao szo confundidas com aguelas em DL(Figura
7A,B). Estas folhas de tamanho, nao tipico, foram escolhidas nes-
ta segéo para o estudo das relagées entre area, peso seco, peso
fresco, nos dois fotoperiodos.

A Tabela 8 mostra os dados de 2 experimentos‘independentes
em que peso seco, peso fresco e drea de 48 folhas foram analisa-
.dos. Nota-se que no experimento 1, as folhas de plantas em DC, em
bora especialmente escolhidas por serem grandes (34% malores e
area do gue aquelas em DL} tiveram apenas metade do peso seco. As

sim, em termos de concentracao, aguelas em DL apresentaram 3,1 mg
: 2 2
de peso seco/cm”, comparado com apenas 1,0 mg de peso seco/cm’ em

DC. Embora o material seco fosse duas vezes mailor em DL, © peso




Tabela 8

Valores de peso seco (PS), peso fresco (PF) e area de 24 folhas

- de plantas de S. rebaudiana crescidas em DI e DC, analisadas em

dois experimentos.

Experimento 1.

DL B DC
folha PS (mg) PF (mg) area(cmz) PS (mg) PF (ng) érea(cmz}
1 26,0 130 8,9 8,0 70 7.9
2 29,2 130 8,4 10,0 100 10,7
3 22,8 100 ' 7,3 10,0 100 10,3
4 23,2 110 6,9 14,0 150 13,2
5 27,6 130 8,1 20,0 190 17,2
6 15,6 60 4,9 8,4 120 _ 10,7
7 21,2 120 8,7 6,0 80 6,8
8 34,2 160 10,8 24,2 230 20,8
] 32,0 150 7,6 10,0 129 11,5
10 28,8 140 10,7 10,0 120 11,9
11 22,8 105 7,9 8,0 110 11,0
12 25,0 140 16,3 29,0 240 21,2
X 25,7 123 8,4 13,1 136 12,8
P = 23,9*** N.S. 9,5***
Experimento 2.
folha PS(mg) PF (mg) érea(cmz) PS (mg) PF (mg) érea(cmz)
1 17,2 50 10,9 27,9 2590 le6,7
2 26,4 95 14,1 20,9 170 12,4
3 24,3 S0 13,6 7,3 50 : 5,7
4 26,9 70 13,1 16,9 1490 13,7
5 23,2 80 12,8 21,4 200 18,7
6 19,9 60 11,5 16,3 120 9,2
7 26,5 100 14,4 8,2 80 19,7
8 27,5 130 16,0 24,9 220 16,5
9 21,5 60 11,1 12,5 130 10,1
10 30,3 120 17.3 10,0 Loo 8,8
11 16,1 40 9,9 16,9 160 14,6
12 29,6 100 13,7 15,4 150 -
% 23,6 83 13,2 16,5 148 13,3
F= 9,52 12,2 N.S. |




fresco foi maior em DC. Estes dados foram confirmados no segundo
. experimento, onde o tamanho das folhas, em termos de érea; foi
mais ou menos igual, mas novamente o peso seco, em DC, foi apenas
70% daguele em DL, enguanto gue o peso fresco foi 78% maior em DC.

Assim, mesmo que folhas em DC tenham areas iguais ou maio-

res do gque as em DL, em termos reais de peso seco sao significati

vamente menores o que provavelmente é reflexo da guantidade total
de luz recebida. A Figura 15A,B,C,D mostra a relacao entre area
e peso nos 2 experimentos. Embora os resultados apresentados se-
jam de experimentos independentes verifica-se QHe a relagao entre
aumento em peso seco em funcao da area, dada pela inclinacgao (b),
fol constante para cada tratamento. Em DL este valor esteve ao
redor de 1,95 e em DC, 1,50. Assim, em DL, 2 cada aumento em 2 cm2
o peso seco da folha aumenta em 4 mg, enguanto gque em DC, em ape-
nas 3,0 mg, ou seja, apenas 75% do valor verificado em DL.

A Figura 16A,B,C,D, relaciona pesc seco e peso fresco des
tas folhas. No grafico E estac sobrepostas as retas calculadas ps
la regressao. Chserva-se novamente gue o comportamento destes pa-

rametros dentro de cada tratamento foli igual, mas diferiu entre os

tratanentos. A Figura 16E mostra claramente gue para um dadoe pe-
so seco o contelido de agua em DC foi muito maior, por exemplo, fo
lhas de 25 mg de peso seco em DL contiveram, em m&dia, 80 mg de
agua, enguanto gque agquelas em DC, contendo a mesma quéntidade de
material seco, possuiram mais do gue o dobro de agua, 195 mg.

Os resultados desta segdo indicam claranmente a agao do fo-
toperiodo no crescimento e desenvolvimento de plantas de Stevia

rebaudiana. Os parametros afetados a nivel morfoldgico sac a al-

tura das plantas, o comprimento dos interncs e o comprimento, area

peso fresco e peso sece das folhas.



Figura 15.

A,B,C,D.

Relagao entre peso seco e area de folhas

de plantas de $S. rebaudiana crescidas em

DL {(#) e DC (o) analisadas em dols expe~—

rimentos independentes (A-B, C-D).
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Figura 1l6.

A,B,C,D.

Relacac entre peso seco e peso fresco de

folhas de plantas de S.rebaudiana cresci-

das em DL (e) e DC (o) analisadas em dois

experimentos independentes (A-C, B-D).

Representacao conjunta dos graficos A,B,

¢,D.
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3.3. ANALISES DE PROTEINA, ACGCARES SOLUVEIS TOTAIS E ESTEVIOSIDEO

EM FOLHAS DE Stevia rebaudiana Bert..

Foram notadas na segao anterior acentuadas diferencas no
crescimento de plantas mantidas em condicOes de DL e DC. Destaéou_
-se a notavel agao promotora deVDL sobre Area e peso seco das fo-
lhas.

Os experimentos aqui descritos objetivaram estabelecer os
niveis de proteinas, aglicares sollveis totais e esteviosideo emn

folhas de Stevia rebaudiana.

3.3.a. Analise do Nivel de Aclcares SolQveis Totais

Diante da dificuldade de se analisar,simultaneamente,aéﬁcg
res totais, esteviosideo e proteina na mesma folha, tornou-se in
teressante verificar se a secagem de folhas, para posterior arma-—
zenamento influiria significativamente nos niveis de aglcares do
tecido. Assin, poder-se-~ia dosar proteina na metade fresca da fo
lha e armazenar, apds secagem, a outra nmetade para futura dosagem
de esteviosideo e aglcares soliiveis totais. A anidlise de metades
de uma mesma folha & vantajosa por eliminar a variagao entre fo-
lhas e assim, os parametros agﬁcares totals, esteviosideo e pro
teina poderiam ser relacionados para a mesma folha.

Experimentos foram conduzidos no sentido de se verificar o
possivel eféito de secagem rapida a 80 °C no conteiido de actcares
solliveis totais, utilizando-se metades frescas e secas de mmesmas
folhas de plantas crescidas em condicoes naturais. As metades fres
cas foram extraldas imediatamente enquanto que as secas somente a
pds a secagen em estufa a 80 “c por 24 horas(v. item 2.2.c. de
Material e M&todos).

Um exemplo dos dados de um dos experimentos pode ser obser




vado na Tabela 9, onde estao mencionados os valores dos niveis de
aglicares totals para metades frescas e secas de 10 folhas. Da ana
lise conclui-se cue a secagem ;épida a 80 OC nao altercu signifi-
cativamente o nivel de aglcares solliveis totais, o que
foi confirmado en cinco experimentos subsequentes. Tal constata-—
géo assegura o armazenamento, a seco, das folhas.

As relagoes entre conteldo de aglicar, peso seco e peso fres
co sao mostradas nas Fiquras 17A e B. Observa-se que as correla-
¢oes foram fortes e portanto folhas de maior peso possulram maior
contelido de agflicares soliiveis totais. Conforme esperado, conteiido
de aglicar correlacionou-se melhor com peso seco do que com peso
fresco, indicando que peso seco € o parametro mais adequado para
avaliar guantidade de tecido, ja que no tecido seco as variacdes
devidas as mudancas no contelQdo de Aqgua sao eliminadas no momento
de se estimar o peso.

A inclinacao do grafico da Figura 17A mostra que o aumen-
to em 1 mg no peso seco correspondeud ao aumento em 216 g em agi-
cares sollveis totais. Assim, uma folha de 50 ny de peso seco te
ve aproximadameﬁte 9 mg de aglcares soliiveis totais, o que equiva
le a 18% do pesc seco.

Das andlises dos graficos acima conclui-se gue folhas maio-—
res em termos de peso tiveram maiores niveis absolutos de aglcares
sollveis totais. Tomou-se interessante analisar, diante desta
constatagao, se a concentracgdo de aglcar no tecido manteve-se cons
tante ou vafiou com © peso da folha.

Embora tenha existido correlagac entre concentragac de agl
car e peso seco(Figura 18A} e peso fresco(Figura 18B) pode ser ve
rificada grande variacao entre as folhas. Apesar dos valores dos
coeficientes de correlagéo terem sido significativos(P < (¢,01) a
tendéncia de folhas maiores terem concentragao levemente maior foi

iraca. Assim, dobrando-se o peso secc da folha a concentragao - de
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Tabela 9

valores de conteldo de aciicares soliveis totais de metades

frescas e secas de mesmas folhas de S.rebaudiana. Em seils

experimentos nao houve diferenga significativa entre meta-
des frescas e secas. Cada valor representa a media de 8 re

petigoes.

Folha Contelido de Aglicares Soliveis Totais (ug)

Metade Fresca Metade Seca
1 1815 1760
2 1760 - 1760
3 2915 3135
4 1650 1815
5 3300 2860
6 2805 2805
7 4400 3080
8 1980 1760
9 1815 1540
10 2255 2750

X 2469,5 2326,5

t = 0,91 (N.S.)




Figura i17. A,B.

Relaczo entre contetdo de aglicares  sollveis
totals e peso saco (A) ou peso fresco (B} de

folhas de plantas de S. rebaudiana crescidas

em condigoes naturais. Cada valor representa

a média de 16 replicatas.
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Figura 18. A.B.

Relacao entre concentragao de aglicares soli-
veis totais e peso seco (A) ou peso fresco (B)

de folhas de plantas de §. rebaudiana cresci

das em condicSes naturais. Cada valor repre-~

senta a média de 16 replicatas.

b
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acucar aumentou apenas de 20%.

Nas Figuras 19A,B e 20 estao relacionados peso seco, peso
fresco e conteldo de aglicarxr coﬁ_érea foliar. E possivel notar, des
ta vez, que a correlacao entre area e peso fresco(Figura 193} mos
trou-se mais forte(r = 0,657***) que a observada entre area e pe-
so seco(r = 0,416*%) (Figura 19B). Este fato indica“que ao aumen-—
to em area correspondeu,com maior intensidade, o aumento em peso
fresco do que em peso seco, sendo fungido da expansaoc celular e do
aumento em volume da cé&lula, devido & entrada de agua. Assim &
que aumentando o peso fresco em 100% a area foliar aumentou de
78%.

A relagao entre area foliar e conteldo de aglcar (Figura 20 )
indica que folhas de areas maiores possuiram niveis absolutos de
agﬁcares sollvels totais mais altos. Se, como foi discutido, peso
seco, peso fresco e contetido de aglicares sollveis totais correla-
cionaram-se fortemente, e gue Aarea correlacionou-se mais intensa-
mente com peso fresco do gue com peso seco, provavelmente nao de
veria haver forte correlagzo entre concentragao de aglicar e area
foliar, ou seja, folhas de &reas diferentes apresentariam a mesma
concentragao de agicar no tecido. 0 valor do coeficiente de corre
lagdo ndo foi estatisticamente significativo para a relagaoc entre
irea e concentragdo de ac¢lcecar, o que confirma a proposigac ante-
rior, indicando, portanto, auséncia de correlagao entre tais para-
metros.

Concluindo, pode ser dito que a secagem nao afetou o con
tefido de aglicares sollvels totais, que este aumentou fortemente
com o aumento em peso fresco, peso seco e area foliar, e que fo
lhas maiores, em termos de peso, tenderam a ter, relativamente ,

concentragodes mais altas de aclicares,

3.3.b. Relacao entre Proteina e Aclicares Soltiveis Totails




Figura 19, A.B.

Relagao entre A&rea e peso fresco (A) ou peso
seco {B) de folhas de plantas de S. rebaudia-

na crescidas em condigoes naturais.
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Figqura 20.
Relagao entre contelido de agficares soldveis totais

e area de folhas de plantas de S. rebaudiana cres

cidas em condig¢des naturais. Cada valor representa

a média de 16 replicatas.
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Uma vez estabelecido que a secagem nac afetou o nivel de
agﬁcaras solliveis totals, utilizou-se, nestes experimentos, meta-
de seca da folha, para dosagem de aclicar ¢ metade fresca para do-
sagem de proteina, no sentido de ée analisar a relagéo entre es
tes dois importantes componentes celulares.

Na Tabela lo estac os dados de peso fresco, pesoc seco, area,
contetdo proteico, contefido de aglicares solliveis totais, para 30
folhas analisadas. Foram escolhidas folhaé de tamanhos variados pa
ra o melhor estudo das relacdes abaixo.

A Figura 21A,B relaciona peso fresco e peso seco com area.
Observa-se gue a correlagao entre peso fresco e area foliar (Figu~
ra 21A) foi, novamente, fortemente positiva e mais acentuada(r =
0,90***) do gue a verificada entre peso seco e area(Figura 21A)
(r = 0,72*%%x*%),

A andlise dos ac¢lcares estabeleceu mais uma vez que o con-
telido absolutc aumentou com os pesos fresco e seco das folhas @
que foi mais fortemente correlacionado com peso seco(Figura 21C).
A porcentagem dos agucares soliveis totais em relacdoc ao peso se
co variou entre 16% e 19%, o gque confirmou os resultados dos expe
rimentos anteriores. A concentragao de aglicar em termos de peso
seco mostrou, de novo, fraca tendéncia de aumentar, sugerindo que
folhas maiores possuiram, relativamente, mailores niveis de agﬁca~
res. A concentragao de aglicar em termos de 3rea e peso fresco, en
tretanto, tandeu a diminuir indicande, que talvez as células, em
folhas maiores tivessem volumes também maiores, sendo a razao pa
rede citoplasma menor que em folhas pequenas{Figura 22A,B).

Com os valores da anadlise de proteina foi possivel elabo-

rar os grafices da Figura 23A,B,C, pelos quais verifica-se gque
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Tabela 10

Valores de peso fresco (PS), peso seco (PS), irea, contetdo pro-
teico e de aglcares soluveis totais de folhas de plantas de S.re
baudiana crescidas em condicOes naturais. Cada valor representa

a média de 8 replicatas.

folha PF PS area proteina “aclcares to -
(mg) (mg) (cm?) (ug) tais (ug)

1 50 18,0 4,0 1989 -

2 100 30,0 6,0 2508 3960
3 70 25,0 5,3 3363 5130
4 140 38,0 7,4 4659 7470
5 160 45,0 8,0 7160 9855
6 140 34,0 8,0 - 7695
7 110 26,0 6,7 4766 4140
8 80 24,0 5,4 3228 3735
9 120 32,0 8,0 3194 6750
10 100 30,0 6,7 3854 -
11 140 25,0 6,7 - ' 4437
12 190 26,4 8,0 3648 : 3114
13 130 25,6 6,0 3862 3627
14 150 29,0 6,7 4528 5529
15 130 26,8 6,0 3622 4050
16 100 24,6 4,0 - 2504 5879
17 280 45,0 12,0 7904 . 10044
18 170 29,2 9,3 5580 3450
19 130 33,0 5,3 4226 8550
20 140 35,0 6,7 - © 9450
21 150 26,6 6,7 3008 5220
22 179 33,0 8,9 4902 4944
23 134 25,8 6,7 3800 5715
24 123 - 19,2 6,3 4142 3105
25 183 29,8 7,8 _ 4949 3450
26 132 26,6 7,6 4080 4025
27 110 21,0 6,8 2584 3450
28 190 38,0 9,2 4384 5635
29 180 31,0 9,5 4584 4255

L
O

190 33,6 10,4 3424 4370




Figura_Zl. A,B.

Figura 21.C.

Relagac entre &rea e peso fresco (A) ou peso
seco (B) de folhas de plantas de S. rebaudia-

na crescidas em condigoes naturais.

Relagao entre conteldo de aglicares sollveis to-

tais e peso seco de folhas de plantas de S.rebau

diana crescidas em condigoes naturais. Cada va

lor representa a média de 4 repetigdes.
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Figura 22. A,B.

Relagcao entre concentragdo de aglicares  solil
vels totals e peso fresco (A) ou A&rea (B) de

folhas de plantas de S. rebaudiana crescidas

em condi¢oes naturais. Cada valor representa

a mddia de 4 replicatas.
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Figura 23. A,B.C.

Relagao entre contefido proteico e peso fres
co (A}, peso seco (B) ou &rea (C) de folhas

de plantas de S. rebaudiana crescidas enm

condigCes naturais. Cada valor representa

a média de 4 replicatas.
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o nivel proteico correlaciohou*se positivamente com peso fresco,
peso seco e area, aumentando com o tamanho da folha. Nota-se que
as folhas analisadas, possuindo de 80 a 200 mg de peso fresco, de
4 a 10 cm2 de area e de 20 a 40 mg de peso seco, tiveram de 2 a 5
mg de proteina, o gque representa 13% do peso seco.

Como os contelidos de aclicar e proteina mostraram-se positi
vamente correlacionados com aumento em peso seco({Figuras 21C e 23B),
estes dois primeiros parametros deveriam correlacionar-se entre
si. Tal correlacao foi confirmada(r = 0,540%*) de modo que aoc au-
mento de 1 ug de proteina correspondeu ¢ aumento menor, de 0,72
ug, em agicar. Embora em termos absolutos o conteldo de aclicar fos
se maior gue o conteldo proteico, a razao proteina/aglcar aumen-—
tou em folhas maiores, o gque pode ser visto na Tabela 1l1l. Observa
-se gue o valor para ac¢lcar foi sempre maior gque o correspondente
para proteina e como estes parametros correlacionaram-se com o ag
mento em peso seco, da esquerda para direita tem—ée aumento em ta
manho das folhas. Assim,em folhas menores o nivel de aglcar foi

relativamente mais alto do que proteina, enguanto gue em folhas

maiores ©s niveis se aproximaram e a razao quase alcangou valor 1.
Este resultado & esperado pois proteina, embora scfra “turnover",
& um componente mais fixo no tecido foliar do que os aglcares so
liveis, que além de serem consumidos "in situ" sao exportados pa-
ra outras regioes da planta.

Analises adicionais da concentracao de proteina mostraram
gque, em terﬁos de peso fresco e area, esta diminuiu em folhas
maiores (Figura 24 ). Deste modo, o aumento em area foliar resul-
tou em gueda, ao redor de 80 ug/cmz, na concentragaoc proteica. Es
ta queda foi reflexo de que tais parametros{&rea e peso fresco) ,
como visto anteriormente, sao medidas de contelido de agua no teci
do. Assim, relativamente, a proteilna sofreu "diluigao" em folhas

maiores, embora aumentasse absclutamente e em termos de peso seco.



Tabela 11

Valores de contetdo de aglcarss solliveis totais de folhas de

5. rebaudiana para os quais o nivel proteico foi arbitraria-

mente fixado (2000 a 8000 ug).

Os valores foram calculados a partir de andlise de regressio
linear do grafico de contelido proteico em funcdo do contelido
de agucares sollveis totais.

Seguem os valores da razao entre proteina (P) e aglcares so

liveis totais (a).

PROTEINA (ug) 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
AGUCARES (ng) 3400 4241 1840 T640 6418 T120 8120

razao P/A 0,59 0,71 0,83 0,87 0,94 0,98 0,99



Figura 24:

Relagao entre concentracao proteica e peso fresco

de folhas de plantas de §. rzbaudiana crescidas em

condigbes naturais. Cada valor representa a mé-

dia de 4 replicatas.
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3.3.c. Variagao nos Conteilidos de Agilicares Soliiveis Totais

e Proteina durante a Ontogenia de Folhas de Plantas

Crescidas em DL

Diante das relagOes observadas entre aglicares soliiveis to-
tais e proteina na folha, tornou-se interessante estuda-las duran
te o desenvolvimento da mesma.

Ao invés de se montar, para esta finalidade, experimentos
utilizando-se grande numero de plantas de varias idades, sujeitos
a Variagaes tanto entre plantas como entre etapas fisiolégicas,dg
cidiu-se aproveitar folhas produzidas no Unico eixo de plantas
crescidas em condigoes controladas de DL. A vantagem de se utili-
zar plantas mantidas em DL & que nesta condigao fotoperiodica o
tempo de aparecimentd e taxa de crescimento das folhas foram cons
tantes(v. item 3.2.b.1ii e iii de Resultados).Assim, o0s pares fo
liares, do apice para a base da planta, representariam uma série
natural de folhas em varias etapas fisioldgicas durante a ontoge~-
nia. Desta maneira, colhendo-se 7 ou 8 pares foliares, em seguén-
cia, no sentido apice-base, ter-se-ia folhas de idades e tamanhos
crescentes. A idade real, portanto, nao foi medida nestes experi-
mentos e aumento em area foliar, peso fresco e peso seco represen
ta aumento em idade. Deste modo, nos resultados desta segao, as
folhas menores foram as mais jovens, proOximas ao apice e as maio-
res representaram pares imediatamente abaixo dagueles (Figura 25),
fornecendo uma série natural do crescimento e desenvolvimento da
folha. Como visto na Figura 13A, em condigao de DL foram necessa-
rios ao redor de 20 dias para as folhas atingirem o tamanho maxi-
mo e portanto, para os dados apresentados abaixo, pode-se assumir
gque a idade das folhas menores e majiores nao ultrapassou este va-
lor. 4

Os resultados destas investigag¢oes sao apresentados nos



Figura 25:

Esquema diagramatico mostrando as mudangas em ta-
manho das folhas mais proximas ao apice. Em condi
coes em que o tempo de aparecimento dos pares fo-
liares & constante tem~se uma série natural duran
te a ontogenia da folha, gue aumenta em area, pe-

80 fresco e paso

[t
6]

2cO no sentido da seta represen

tada.
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graficos das Figuras 26,27,28. A Figura 26A,B.C relaciona pesa se
co, peso fresco e area foliar durante o crescimento. E aparente
gue o crescimento da folha podé'ser dividido em 2 fases antes da
mesma alcang¢ar o tamanho maximo(Figura 26A,C). Na primeira fase.o
peso seco foliar permaneceu constante, enquaﬁto ambos, peso fres-—
co e Area aumentaram. A partir da area foliar de 10‘cm2{equiva1e§_
te a 170 mg de peso fresco), entretanto, iniciou-se a segunda fa-
se em que todos os parametros observados aumentaram simultaneamen
te. Estegs dados sugerem que o aumento em area, de 3 a 10 cmz, na
fase inicial pode ser atribuido & expansdao através da entrada de
dgua, o gue & confirmado pela correlagao positiva entre area e pe
so fresco(r = 0,98***%), Nesta fase o contetdo de material seco
permanecen constante, aproximadamente de 25 mg. Durante a segunda
fase, embora a absorcac de Agua e a expansao foliar continuassem
a aumentar na mesma taxa(Figura 26B), a fixagao de carbono in si-
tu tornou-se significativa e desta forma o material seco comegou
a crescer neste pericdo, duplicando guando o tamanho foliax maxi-
mo foli atingido(Figura 26C).

0 exame do conteldo proteico(Figura 27A,B,.C) durante o
crescimento da folha confirmou as 2 fases do desenvolvimento(Figu
ra 27B,C). Assim, na fase inicial de crescimento o conteudo pro
teico permaneceu constante, ao redor de 2 000 ug 1aminaml, repre-
sentando 10% do peéo seco foliar. Na segunda fase, ehtretanto, a
partir do QOento er que a area foliar atingiu aproximadamente 10
cmz, o contelide proteicoe elevou-se rapidamente ao valor final de
5 000 ug 1amina_1, sendo o aumento maior gue 200%. E notéavel que
esta sintese proteica acentuada apenzs se inicia quando a folha
alcanca 80% da &drea final, indicandc gus o carbono requerido para
formégéo de esgueletos de aminoacidos se originaram, mais prova-
velmente, da fixagéo concomitante na folha, depolis de uma fase

inicial de espera(Figura 27B,C). Assim, taxas maximas de fotossin




Figura 26. A,B,C.

Relag%o entre peso seco e - Area {n),
peso fresco e area (B), peso seco e peso
fresco (C) de folhas mais apicais de plan

tas de S. rebaudiana crescidas em DL.




40

PESO SECO FOLIAR(mg)

20

250

2201~

190~

3
1

PESO FRESCO FOLIAR (mg)
g
T

1308

1104+~

10

PESO SECO FOLIAR{mg}

14

A
]
4 6 8 10 12
AREA FOLIAR{cr?)
B
f:ﬂ.ga.
b= |69
L3
L i % 1 } 1 }

2 4 6 B 10 12 14
AREA  FOLIAR(cm%

L H } ! i
80 o120 160 200 240
PESO FRESCC FOLIAR( mg)




Figura 27. A,B,C,D,E.

Relacado entre conteilido proteico e peso
seco {A), area (B) ou peso fresco (C) ,
entre contelido de aglcares solllveis to-
tais e area (D) ou peso fresco (E) de
folhas mais apicais de plantas de S. re

baudiana crescidas em DL. Cada valor re

presenta a média de 4 replicatas.
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tese podem ser atingidas antes da folha alcangar a maxima area, co
mo verificado por Thaine et al. (1959); Hopkinson(1964), Blenkin-
sop & Dale (1974), Metivier & 9518(197?), Giaquinta(l978), e a pro
teina foliar, estando a maioria na forma de RuDP carboxilase{Kawg
shima & Wildman, 1970; Ellis, 1973) deve ser correlacionada cbm
a fotossintese liquida, e sua consequéncia nas folhas mais Jjovens,
material seco. Isto & confirmado pela Fiqura 272, em que © aumen
to em 1 mg no peso seco foliar resultou em aumento correspondente
de 120 ug no conteiido proteico.

A andlise dos niveis de aglcares sollveis totais durante o
crescimento foliar demonstrou novos padroes de mudancgas, até' ago
ra nao encontrados, como as relacdes em forma de "U" (Figura 27D,E).
Assim, o contelido de aclicares livres na folha jovem, resultante da
importacac das folhas mais velhas, decresceu rapidamente durante a
fase inicial de expansao, alcangando apenas 60% do valor original!
Na segunda fase, guando a fixagao de carbono pela folha aumentou,
os niveis de acglicares livres elevaram—-se, novamente, at®é o valor
absoluto inicial de 1 500 ug 1émina_l na folha totalmente expan-—
dida.

Estes dados sugerem diferenga fundamental nos padroes.  de
mudangas sofridas por aglicares e proteina durante o crescimentc
foliar. Como a proteina & um componente celular mais estivel  no
tecido jovem, aumentou levemente na fase inicial, porém, na segun
da fase correlacionou-se fortemente com o material seco da folha
(r = 0,898***}, no periodo em gque esta.se tornava autdénoma. O con
trario foi verdade para o "pool" de agicares, componente mais 11
gquido e fonte de energia, gue dirigiu a rapida expansao foliar de
3 até 10 cm2 e somente recuperou os niveis absolutos anteriores
com o alcance do tamanho maximo foliar, quando a fotossintese atin
giu taxas maximas. Tais dados refletem aqueles de Osbun et al.,

(1964), gue demonstraram que folhas ‘Jjovens consomem altas taxas



de O2 para a oxidagao rapida dos carboidratos importados.
AndAlises das concentracoes relativas de aglcares e proteina
em termos de peso seco(Figura éBA) e area({Figura 28B) durante o
crescimento foliar provaram ser interessantes. E evidente que du-
rante a segunda fase de crescimento o "pool" de aglicares soliveis
totals, expresso em ug/mg ou ug/cmz, nunca recuperoé a alta con-
centragao inicial, mesmo na folha completamente expandida, perma-
necendo em nivel relativamente baixo no tecido apds o deciinio na
primeira fase de expansao. Assim, acima da area foliar &e 10 sz
a produgao de fotossintato pela folha pode ser suficiente para sa
tisfazer os reguisitos in situ e pbrtanto o excesso de aglcares &
entio exportado para folhas jovens prdximas ao apice.
Curiosamente as mudangas na concentragao proteica revela-
ram a mesma relagéo em "U" previamente observada para o conteldo
absoluto de aclicares. Os decrdscimos iniciais na concentragao pro
telica refletem o efeito de diluicgao durante a fase inicial de ex-
pansao rapida, antes da intensa sintese proteica in situ. Na se
gunda fase, entretanto, em contraste aos aglicares, o nivel protel
co aumentou em termos absolutos e relativos(Figura 28A,B). confir
mando a observagéo anterior de gue os destinos de ag¢licares e pro-
teina em folhas em crescimento sao fundamentalmente diferentes.
Estaoc ainda, novamente representadas, na Figura 28A,B as
relagaas da Figura 26A,B,C, no sentido de facilitar o entendimen-
+o dos demais eventos gue ocorreram paralelamente as variacgoes

nas concentracdes de aglicares e proteina durante o crescimento da

folha.

3.3.d. Efeito de Fotoperiodos no Contelido de Proteina, Aglca-

res Solilveis Totais e Esteviosideo de Folhas.

Foram estabelecidos anteriormente o efeito do fotoperiodo




Figura 28. A,B.

Mudangas nas concentragoes de aclicares soli~
veis totais e proteina em funcao do peso se
co (A) ou area (B) durante a ontogenia de f_c_)_.
lhas mais apicais de plantas de S. rebaudia-
na crescidas em DL.
28.A. (8) concentragio de aglicares solfiveis totais
(Wg/mg} . |
(¥) concentragas protelca (ug/mg).
(o) area foliar (sz} .
(0) peso fresco foliar (mg).
28.B. (%) concentragdo de aglicares soliiveis totais
(ug/em?)
(%) concentragao proteilca (ug/cmz)
(o) peso seco foliar (mg).

(o) pesc fresco (mg)..



PESO SECO FOLIAR{ImMg)-o
H i

-)
1

i ] | ! ] ] |

=]
o~

12 14

10

AREA FOLIAR {em?)

50

AL

PESC SECO FOLIARmg)

30

T
PESO FRESCO FOLIAR(mgi-o-) R 3 =
& & iR & o o &
S > = 2 i = >
O " > 0
O > b ‘g 4
]
O » | g i
]
L)
> (1]
> >
0
L) ‘-
o
O - £
{
p 27 > a®" 2 o o o
Lo c)b o f ] o (S
3 a 3 83 3 3 Trog
1 ] 1 ot 1 L ]
(-A-) (zusybrl) (~=-youd/B) Y104 SIVIOL
YVINod VII310¥d INOD  SIFANTOS STYVINIV "INOD
PESO FRESCO FOLIARImMgI-0-)
o E o o &
& &~ = o «©
AREA FOLIAR (cm®)i-0-~)
~ & o o G
S 8888 82 8 8 9 8 8 ¢
L T i i

(Buy/B71) ¥V104 £4-) YNJIL0Nd NO
(-e-)SIVLOL SIFANTIOS SIUVINIV 30 OYIVHINIINOD



sobre o crescimento e morfologia da planta, particularmente das
folhas, e as relagoes entre aglicares tctais e proteina nas mesmas,
durante o crescimento. A seguir serao considerados os efeitos do

fotoperiodo sobre tais par3@metros e esteviosideo.

i. Contetido Proteico de Folhas de Plantas Crescidas

em DL e DC.

Os experimentos apresentados nesta secao realizaram—se no
sentido de se estabelecer o efeito de condigoes fotoperiddicas in
dutivas {8 horas de luz didria) e nao indutivas(l6 horas de - luz
diadria) no nivel proteico de folhas. Foram utilizadas folhas dex
mesmo tamanho, em termos de area, na tentativa de se eliminar uma
variavel para melhor estudo do prdprio efeito do fotoperiodo.

. 0s resultados das analises de proteina, peso seco e area
foliar podem ser vistos na Tabela 12. Todos os parimetros analisa
dos foram maiores para DL. Assim, em D o peso seco fol somente
556% daquele observado em DL e o contetdo proteico menor, apenas
30%.

Os graficos da Figura 29A,B correlacionam nivel orotelico
com area e peso seco de folhas crescidas em ambas as condigéés. A
correlagao entre area e contelido protelco(Figura 29%A) foi forte-
mente positiva. Folhas na mesma faixa de area possuiram, em geral,
em DL aproximadamente 4 vezes mais proteina do que aguelas em DC.
Assim, para 14 cmz de area em DL houve 4,1 mg de proteina, enguan
to gque em DC, l,l mg. Nota—-se que as inclinagées das retas foram
diferentes para DL e DC, de tal modo gue para o mesmo aumento em
area, o aumento em proteina foi relativamente maior em DIL. Deste
modo, as grandes diferengas ja existentes entre folhas mantidas em
DL e DC tornaram-se ainda mais altas em folhas de maior tamanho.

Em termos de peso seco observa-s2 o mesmo tipo de correla-




Tabela 12

Valores de peso seco (PS), area e contelido proteico de folhas

de plantas de S. rebaudiana crescidas em DL e DC. Cada valor

para proteina representa a média de 4 replicatas.

DL DC
folha  PS{mg) érea_(cmz) proteinalug) PS(ng) area (cmz) proteina (ug)

1 16,1 9,9 3387 6,0 6,8 862
2 17,2 10,9 3505 8,0 11,0 768
3 19,9 11,5 4008 8,0 7,9 636
4 20,9 13,1 3735 8,4 10,7 1158
5 23,2 12,8 3785 10,0 10,3 1260
6 24,3 13,6 4056 10,0 10,7 1226
7 26,4 14,1 - 3702 10,0 11,9 878
8 26,5 14,4 4136 10,0 11,5 878
9 27,5 16,0 4402 14,0 13,2 1110
10 29,6 13,7 4416 20,0 17,2 1478
11 30,3 17,3 4373 24,2 20,8 1628
12 21,5 11,1 3387 29,0 21,2 1648
% 23,6 13,2 3907 13,1 12,8 1127




Figura 29. A,B.

Relagao entre contefido proteico e area (A) ou
peso seco (B) de folhas de plantas de S. re-
baudiana crescidas em DL (#) e DC (o). Cada

valor representa a média de 4 replicatas.
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cao fortemente positiva{Figura 29B) e folhas de peso seco entre 16
e 26 ng possuiram em DL de 3,4 e 4,1 mg de proteina, e em DC - de
1,2 e 1,6 mg, o gque representahsomente 30% da quantidade observa-
da em DL. A diferenca entre as inclinag¢Ces dos graficos, neste ca
so, foi menos pronunciada. Mesmo assim, o aumento em 1 mg no peso
seco das folhas em DL regultcu em aumento de 68 ug ée proteina,
enguanto gue em DC este valoxr foi de apenas 39 ug.

A Figura 30A,B correlaciona concentragao de proteina em
termos de peso seco e area. Observa-se gue, novamente, em DL a con-
centracao foi sempre maior gue em DC. Assim, folhas em DL possui-
ram maior contelido de proteina, nac apenas em termos absolutos
mas também em termos relativos. Por exemplo, embora a area foliar
fosse a mesma nos dois tratamentos, a concentracao proteica por
_cm2 de area em DL foi de 296 ug/cmz, comparada com somente 88 ng/
cm2 em DC.

Estes dados estabelecem claramente © forte efeito do com—

primento do dia no contelido proteico de folhas.

ii. Nivel de Esteviosideo e de Aglcares Soliveis To

tais de Folhas de Plantas Crescidas em DL e DC.

Os experimentos desta secao final objetivaram verificar o
efeito de condigdes de DL e DC nos niveis de aglicares soliveis to
tais e esteviosideo de folhas.

Foram analisadas quanto ao peso seco, area, aglcares sola-
veis totais e esteviosideo, 50 folhas de plantas mantidas em DL
ou DC. A Tabela 13 mostra os resultados destas andlises. Verifica
-se que, em geral, plantas mantidas em DL possuiram folhas mnaio
res, tanto em termos de peso SeCo como de area, do gue aguelas em
DC. Em termos de peso seco as folhas em DC alcangaram apenas 40%

dagquele observado em DL, confirmando os regultados obtidos ante-




Figura 30. A,B.

Relagao entre concentragio proteica e peso se
co (A) ou area (B) de folhas de plantas de §.

rebaudiana c¢rescidas em DL (e) e DC (o). Ca-

da valor representa a média de 4 replicatas.
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Tabela 13

Valores de peso seco, area, contelido de aclicares soliiveis totais

e de esteviosideo de folhas de plantas de S. rebaudiana crescidas

em DL e DC. Cada valor para aglicares solliveis totais e estevios]

deo representa a meédia de 4 replicatas.

folha peso seco area aglicares to esteviosIdeo
(mg) (cm2) tais (ug) - (ug)

- DL DC DL DC DL DC DL DC
1 31,0 24,6 10,2 11,9 5175 2430 2885 432
2 15,6 8,3 8,1 6,0 3825 1700 2146 443
3 i8,6 17,9 10,7 9,2 4545 4365 1309 850
4 23,0 13,1 11,9 5,8 3195 2700 702 850
5 24,1 9,8 8,5 8,7 5130 1170 1471 608
6 15,1 8,5 9,0 5,4 2970 855 1688 473
7 26,2 11,4 13,7 8,9 2730 1035 1688 608
8 23,9 13,7 10,0 10,1 4365 3285 1181 1350
9 21,5 8,6 7.7 3,7 2925 855 1890 304

10 20,5 7,0 13,2 5,1 3060 968 2363 304
11 47,1 12,9 17,3 6,7 7920 1755 297¢ 708
12 39,4 7,4 13,4 5,9 6330 652 2025 135
13 34,0 12,4 8,7 8,1 5760 1170 2227 203
14 26,2 7,6 7,3 3,6 5310 923 1282 205
15 37,6 11,3 11,7 8,1 7650 1125 4320 125
16 24,7 11,1 8,8 8,4 3240 1305 1620 405
17 23,8 16,5 15,8 10,2 _ 3330 2070 1282 270
18 12,8 8,9 7,3 4,4 3780 900 = 21s0 337
19 25,5 21,6 11,3 12,6 3870 18990 1552 472
20 28,9 10,3 10,6 8,1 6750 1192 1012 303
21 36,8 22,2 10,3 15,2 7560 2655 3600 405
22 30,2 14,9 8,5 8,5 6750 1215 1822 236
23 45,5 7,7 16,9 5,8 7740 877 3780 101
24 37,4 14,5 12,0 10,5 7470 1328 2362 605
25 36,8 7,7 10,5 3,6 5490 968 1688 608
x = 28,2 12,4 10,9 7,8 5078 1576 2041 454

* K * & % * k& * &

* *
F = 57,8 14,8 77,5 72,5




riormente durante o estudo de proteina. As diferencas em area fo
ram menos marcantes do gue em peso seco, embora a area foliar em
bC fosse 30% menor.

O conteido absoluto de‘agﬁcares soliveis foi 3,5 vezes
malor em folhas em DL, diferenga esta que pela analise de wvarian-—
cia foi altamente significativa(F = 77,5%**), Embora o pesoc seco
fosse acentuadamente maior em DL do que eém DC, o conteldo relati-
vo dos agucares em DL permaneceu significativamente malor (F = 320%%%),
quando expreséo em termos de concentragao{ug/mg), e folhas manti-
das em DC sofreram queda de 25% no nivel destes aglicares. Em ter
mos de area esta gueda fol ainda mais marcante, com as folhds em
DL apresentando 466 ug/cmz, comparado com somente 201 ug/cm2 em
DC, que representa concentragéo menor que a metade daguela em DL.
Assim, a concentragéo de agﬁcares, tanto em termos de material se
co como de area, nao foi simplesmente maior em DL por causa do au
mento em tamanho da folha, mas sim uma propria consequéncia do
comprimento do dia,

Estas diferengas acentuadas encontradas nos niveis de agl-
éares soliveis totais foram ainda mais evidentes para o esteviosi
deo, gue estd incluido entre tais aclicares ja analisados. Assim,
em termos absolutos, folhas em DC apresentaram ao redor de 400 ug
de esteviosideo comparado com quantidade maior que 2000 ug, em
DL, ou seja, valor 5 vezes superior e altamenﬁe significativo. Do
mesmo modo, em termos de concentragao, esta diferenca permaneceu:
considerando-se peso seco(ug/mg) as folhas em DL apresentaram va
loxr duas vezes maior {72 ng/mg), enquanto gue em termos de area
(ug/cmz) a concentracao superou em 3 vezes aquela de folhas em DC
(187 ug/cmz).

Um fato interessante foi que além dos niveis de aglicares
soluveis totais e esteviosideo terem sido marcadamente diferentes

em ambas as condigoes, a prdpria proporgao do esteviosideo nos




agicares sollveis totais foi maior em regime de 16-horas de luz
diaria. Verificamse(Tabela 13) gque o esteviosideo, em termos abso
lutos, ocupou 40,2% dos aclicares totais em.DL e em DC somente
28,8%, Esta diferenga signifiéativa(F = 4,3*) sugere que o compri
mento do dia, além de alterar os niveis absolutos de esteviosideo,
alterou também os caminhos bioésintéticos, favorecendo a producio
proporcionalmente maior deste composto em rela?éo aos demais acgi-~
cares.,

Sabendo-se 0 peso e o conteiddo de aclicares soliveis totais
e esteviosideo de folhas mantidas em DL e DC, informagces adicio-
nals podem ser deduzidas. Conhecendo-se a concentracgao de eétevig
sideo em DL e em.DC infere-se que em larga escala a produgao sera,
respectivamenté, de 72 e 36 g/kg de tecido foliar seéo.

Em adigao, o fato de DL mudarem os caminhos biossintéticos
para produgao relativamente maior de esteviosideo pode ser guanti
ficado: em DL, para cada pg de aclicares produzidos pela félha;
0,40 ng corresponderam ac esteviosideo, e em DC, 0,29 pg. Como a
molécula de esteviosideo & um diterpeno, o esteviol(P.M. 316,44),
acoplado a 3 moléculas de glicose(P.M. 488,46) ,em 1 ug de estevio
sideo, 0,607 ug corresponderam a porgao glicosidica e 0,393 ug o,
ao terpendide. Assim, no caso de DL, em 0,40 rg de esteviosideo
produzido por pg de ag¢lhcares, 0,24 ug foram glicose, engquanto
que o restante, 0,16 ug representaram a aglicona esteviol. Em DC,
0,29 ug de esteviosideo produzido distribuiram-se entre 0,18 ug
de glicose e 0,11 Lg de esteviol. Estes dados estabelecem que o
fotoperiodo influi na sintese de tarpendide. Deste modo, a produ-
géo de esteviol fol 45% maior em DL, sendo de 0,16 pg de esteviol/
ug de aglcar, comparado com 0,11 1ug de esteviol/ug de aglcar em
DC.

Além de ter havido clara relacgdo entre a proporgac de este

viosideo produzido e o fotoperiodo, houve também interacao com o



peso seco da folha, que deve sex considerada. A Figura 31B mostra
a relagao entre esteviosideo e peso seco, independente do fotope-
riodo. Verifica—-se gue o0s dados para as folhas em DL e DC formam
duas populagdes distintas, pelo fato do fotoperiodo mais longo
propiciar maior fixacao de carbono, © que implicou tanto no aumen
to do material seco da folha como no nivel de esteviosIdeo. Como
as medidas de esteviosideo e aglcares totais foram pares de dados
para a mesma folha, a relacao entre estes dois parametros pode ser
estabelecida da maneira ilustrada na Figura 31a. Obserwva-~se, nové
mente, a presenca de duas populagoes distintas para DL, e DC, e no
ta-se pela inclinagao da reta que, embora houvesse correlacao po-
sitiva e ambos os pardmetros aumentassem juntos, O aumento relati
vo de esteviosideo foi maior do qué o de aglcares, poxr exemnplo,
gquando o contelido de esteviosideo foi de 600 pg, o de aglcares to
tais foi de 2100 ug, ou Seja, o esteviosideo ocupou 28% dos aguca
res totais. Quando o esteviosideo aumentou para 3000 wg o aumento
correspondente em agicares fol de apenas 6400 ug. Assim, neste ca
so, embora ambos aumentassem, O esteviosideo passou a ocupar 47%
dos aglicares soliveis totais, como verificado anteriormente. Con
cluindo, pode ser dito que existiram interacOes entre fotoperio-
do e contelidos de acglicares soliveis totais, de esteviosideo e pe-
so seco. Deste modo, folhas mantidas em DL foram, invariavelmente,
malores em termos de peéo seco e também apresentaram proporcional

mente mais esteviosideo.




Figura 31. A,B.

Relagao entre contefido de agiicares soliiveis to
tais e esteviosideo (A), e contetido de estevio
sideo e peso seco (B) de folhas de plantas de

S. rebaudiana crescidas em DL () e DC (o0).Ca

da valor representa a média de 4 replicatas.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSEO

A detecgao de altos niveis de esteviosideo em plantas de

Stevia rebaudiana Bert. por Bridel & Lavieille, em 1931, foi con
firmada neste trabalho. A produgao de esteviosideo pelas plantas
foi de 72 g/kg de folha seca, en condigao de DL e de 36 g/kg; em
DC. Em fotoperiodo de 16 horas, portante, o esteviosideo ocupou
7,2% do peso seco do tecido foliar enquanto que em regime indutor
de 8 horas de luz didria, apenas 3,6%. Este valor para DL aproxi-
mou-se daqueles verificados por Bridel & Lavieille(1931,a) em que
o esteviosideo perfaz de 6 a 6,5% do tecido seco.

Aranda, em 1945, concluiu que a produgac de folhas de S.re
baudiana & de 1000 kg/ha . En condigao de DL, portanto, esta mas
sa foliar renderia ao redor de 70 kg de esteviosideo e como esta
substancia & 300 vezes mais doce gue a sacarose, equivaleria a
21.000 kg deste ac¢licar. Segundo Bridel & Lavieille(lQ?la), a con-—
¢centragaoc de esteviosideo no caule & a metade da encontrada  nas
folhas e desta maneira conclui-se Gue a produgao tedrica poderia
pPassar para aproximadamente 100 kg/ha . Estes valores sugerem

que o cultivo de S. rebaudiana para producaoc comercial de estevio

sideo & viavel.
Dois pontos importantes concernentes a estes dados merecem

ser questionados: (1) por que S. rebaudiana produz niveis tio al-

tos de esteviosideo, um produto do metabolismo secundirio gue pa-
rece indtil? (2} por que DL promove a biossintese relativamente
maior de esteviosideo comparade com DC? A discuss3o abaixo sera
uma tentativa de responder estas questSes em termos dos dados cbti
dos neste trabalho e dagueles relevantes citados na literatura.

Os fatos de que: (a) em geral a biossintese de giberelinas,




gue promovem alongamento de caule, & aumentada em DL, (b) o este
viol & um diterpeno tetraciclico semelhante estruturalmente as gi
berelinas e o esteviosideo & comparavel a um glicosideo de gibere
lina, é (<) o'esteviol mostra fraca atividade bioldgica de subs-
tancia giberelinica em alguns bioensaios, poderiam levar a pensar
gue o esteviol e © esteviosideo tivessem papel hormonal em S. re-
baudiana. Este, porém, parece nao ser o caso, como sera explicado
abaixo.

Verificou-se que condigao de DL promove o crescimento dos
internds e em altura das plantas,acelera o aparecimento dos pares
foliares e o crescimento dos mesmos em relagdo a DC. O fato ' do
crescimento geral aumentar em fotoperlodos mais longos é comamn
(Vince-Prue, 1975; Stubblebine et al., 1975; Sharma & Nanda, 1976)
e esperado desde que o crescimento da planta & fungao nao somente
da quantidade total de energia luminosa recebida mas rambem da
acao fotomorfogenética mediada pelo fitocromo. Levando~-se em con-
sideracao estes fatos parece gue © fator fotomorfogenstico foi o
mais importante, considerando~se certos fendmenos = morfoldgicos
evidentes, tipicamente mediados pelo fitocromo, como produgao do
escapo floral e flores, em DC, e alongamento dos internds, em DL.
Tanto o alongamento de internds como a aceleragao do aparecimento
dos pares foliares observados sao tipicos de condicac de DL. Mui-
tas tem sido as evidéncias de que nesta condigdo ha maior sintese
de giberelinas(Zeevaart, 1964; Baldev & Lang, 1965; Nitsch &
Nitsch, 1965b; El-Antably & Wareing, 1966; Radley (1963) in Zeeva-
art, 1971; Zeevaart, 1971) e que este grupo de hormomios estd re
lacionado com o crescimento dos internds e em altura de varias es
pécies(Dhopte & Kale, 1976) e com a diminuicao do tempo de apare-
cimento dos pares foliares, como em Xanthium (Maksymowych & Erick-
son, 1977).

Tem sido verificado que em plantas de DC, como S.rebaudia-




na, quando em condicao vegetativa, o nivel enddgeno de substan-
cias como giberelinas aumenta e durants a indugao floral, dimi

nui. Isto ocorre com Perilla nankinensis(Chailakyan & TLozhnikova

{1959,'1960) in Krishnamoorthy; 1875), Pharbitis nil,.ChenOPOdium
rubrum (El-—-Antably & Wareing, 1966; Zeevaart, 1%64), Nicotiana ta

bacum, Plumbago indica(Nitsch & Nitsch, 19655). As observacoes

destes casos levaram Krishnamoorthy a sugerir que em condicao ve-~
getativa o nivel de giberelinas nestas plantas seria "supradtimo"
em termos de floragao. Esta hipdtese foi corroborada pelos traba-
lhos de Zeevaart(1964) e El-Antably & Wareing(1966). Téis autores
forneceram inibidores como ABA (acido abscisico) e Cycocel (CCC,clo
reto de 2wcioroetil—trimetil—amonio) que blogueia diretamente a

sintese de giberelinas, & planta de DC Pharbitis nil mantida em

condigao nao indutiva. Verificaram que as plantas tratadas flores
ceram, 0 que levou a interpretacao de que o resultado foi devido
a inibigao de altos niveis de giberelinas, normalmente .encontra-

dos em DL. Do mesmo modo, em 5. rebaudiana, Rocha(l975) verificou

que o nivel endbgeno de substincias giberelinicas aumenta com et
comprimento do dia mais longo, o que faz supor gue tamanho maior
dos internds em plantas vegetativas e nivel endS8geno de gibereli~.
nas estejam relacionados nesta espécie,

A interpretacao do aumento em tamanho das folhas observado
em DL é dificultada pelas interaclOes complexas citadas em varios
trabalhos, entre a atuacao da fotomorfogénese e da gquantidade to-
tal de luz recebida sobre o tamanho e forma das folhas (Vince-Prue,
1975). A morfologia geral das plantas mantidas em DI, portanto, &
comum a outras espécies e nao parece estar relacionada com a pre

senca de esteviol e esteviosideo, no caso de S. rebaudiana. Da

mesma forma, © fato de gque em DC as plantas jovens tiveram aspec-—
to de plantas em roseta e mais tarde sofreram o desenvolvimento do

escapo floral ccm flores, sao fendmenos caracteristicos de mani-




festagao da inaugéo floral através da agao do fitocromo. Sabe-se
ainda gque o fendomeno de desenvolvimento do escapo florxral, sendo
tipicamente aumento em comprimento de internds, também esti rela-
cionado com giberelinas(Zeevaart, 1964; Suge & Rappaport, 1968

Cleland & Zeevaart, 1970).

Em S. rebaudiana, como visto, houve alongamento do caule ;

tanto em plantas vegetativas como durante a floragao, o que suge
re gue ambos os fendmenos, alongamento e floragdo s3o independen-
tes e/ou que giberelinas diferentes estariam envolvidas. ¥m Bryo-

phyllum crenatum, por exemplo, o GAB promove alongamento do cau

le sem floragao, embora GA; e GA, promovam ambos. Dados semelhan-
tes envolvendo varios tipos de GA também foram obtidos para Myoso

tis alpestris, Silene armeria, Crepis parviflora e Centaurium mi-—

nus (Michniewicz & Lang, 1962). Deste modo os resultadosg apresenta
dos na segao 3.2 referentes ao crescimento marcadamente diferen-
te em DL e DC, nao estariam relacionados com a presenca de este
viol e esteviosideo nasta espécié, mas provavelmente seriam efei-
tos dos prOprios hormdnios enddgencs comuns a todas as plantas.
Além dos efeitos fotomorfog=néticos houve outraos que pare
cem ter sido devidos somente a guantidade total de luz recebida
nos dois fotoperiodos. Isto porque o fotoperiodo &e 16 horas nao
foi somente o dobro do de 8 horas, devendo~se considerar gque nes
ta Gltima condi¢@o houve 16 horas de escuro comparado com apenas
8 na primeira. Assim, em fotoperiodo de 8 horas o periodo em gue
nao houve produgdo liquida e apenas os gastos com a respiracao e
manutengao do tecido vegetal, perdurou por 16 horas. A maioria dos
efeitos influenciados pelo total de luz recebida sao mais clara
mente vistos nos conteldos de aclicares, proteina e esteviosIdeo ,
discutidos abaixo. Nos experimentos de crescimento, portanto, o

fato de folhas de mesma area em DL e DC terem peso seco significa

tivamente maior em DL(Tabela 13} & reflexo da maior fixagao de




carbono nesta condigao.

Embora o esteviol tenha fraca atividade giberelinica emn
varias plantas testadas, pesquisas mais recentes estabeleceram que
estes resultados nao foram deviéos a agao do esteviol em si, mas
a um de seus produtos de matabolismo, sugerindo novamente gue es-
ta substéncia nao possui propriedade hormonal. Mosettig foi quem
primeiro sugeriu que ccmb O esteviol tinha estrutura semelhante as
giberelinas poderia também ter as mesmas propriedades biolégicas.

0 fato do esteviol possuir ligagao etilénica exociclica (CH,) ne

cessaria para atividade bioldgica de giberelinas corrobora esta
hipdtese(Katsumi et al., 1964). Posteriormente varios pesquisado-
res confirmaram esta suposicao: Ruddat et al.(1963), Nitsch &

Nitsch(1965a) e Katsumi et al. (1964) mostraram atividade no cresci
mento de mutantes de milho anao d-5 e an~1; Ogawa(1975) mostrou
atividade hidrolitica em endosperma de cevada; Valio e Rocha (1976)
mostraram efeito no alongamento de hipocdbtilo de pepino, de alfa-
ce e crescimento de feijao. Mais tarde, entretanto, surgiram evi-—-
déencias de que o esteviol ndo agiria diretamente, mas seria con
vertido, no tecido vegetal, em uma giberelina ativa (Ruddat et al.
1968). Assim, a aplicagaoc de esteviol exdgeno a mutantes de milho
anac d-1 e d-5 qgue possuem pouca ou nenhuma giberelina enddgena (
Phinney, 1961) resultou em aumento do nivel de giberelinas extral
veis apds o tratamento, confirmando que o esteviol foi converti-
do em giberelina.

Trabalhos mais recéntes utilizando‘esteviol marcado forne-—

cido ao fungo Gibberella fujikuroi confirmaram gque a marcacao é

transferida para GA;, GA,g, GA1g+ GA,q(Bearder et al., 1975; Bear
der et al., 1876; Hedden et al., 1978). Como tanto estas gibereli
nas como ¢ esteviol sao hidroxilados na posigﬁo 13, parece gue o)
esteviol exdgeno poderia ser utilizado como precursor de tais gi

berelinas através de um caminho biossintético alternativo. Normal




- 100 -

mente, outras giberelinas hidroxiladas nesta posicao siao deriva-
das do GA,, que € hidroxilado para GA}’ gue por sua vez pode ser
convertido em outros tipos de GA deste grupo.

A ocorréncia do estevioi n3o tem sido verificada em outras

piantas além de S. rebaudiana. Esta observagio & interessante con

side:andoﬂse os dados sobre. a atividade bioldgica do esteviol en
planta superior, obtidos por Valioc & Rocha(l976). Tais autores mos
traram que enquanto o esteviol tem atividade bioldgica de gibere-
lina em alface e pepino, o mesmo nio ocorre com a propria S.rebau
diana. Este fato sugere que nesta planta hd enzimas capazes de
"qlicosilar® © esteviol aplicado transformando-o em esteviosideo |,
um passo metabdlico normal para esta espécie, mas uma opgaoc nao
aberta as demais. Assim, alface e pepinc tratariam o esteviol for
necido exogenamente como derivado do caureno, convertendo—-o a uma
giberelina ativa. Outras evidéncias que suportam esta hipdOtese
originam-se dos estudos gquimicos de Wood et al., (1955) scbre a
estrutura molecular do esteviosideo. Tais estudos culnminaram com
a conclusao de que algumas das ligagoes presentes na molécula de
esteviosideo sdo extremamente raras na natureza, nao sendo hidro-—
lizadas pela o e B-glucosidases, noxmalmenté presentes nas plan-
tas. Deste modo, outras plantas nao possuiriam tal sistema enzimd
tico para "glicosilar' o esteviecl ou hidrolizar o esteviosideo.

O ponto de vista de gue o esteviol nao teria papel hormo-

nal em S. rebaudiana & igualmente defendido por Hedden et al.,

(1278}, que'su%ﬂ@m que este diterpeno poderia nao ser precursor de
giberelinas, mas sim um ramo terminal a partir do acido caurendi-
ce. Uma vez formado, portanto, seria imediatamente convertido em
esteviosideo.

Pinalizando, os resultados obtidos por Alves {1975}, corro-

boram esta hipdtese. Trabalhando com S. rebaudiana verificou que

o nivel enddgeno de GAEO, sugerido também por este autor como Pro
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duto final do metabolismo do esteviol, & de 1,2 - 2,0 ug/kg de te
cido vegetativo fresco. Esta quantidade & insignificante em rela-
gac ao nivel de esteviosideo e portanto de esteviol encontrado nes
te trabalho, 1,4% do peso seco em DC e 2,8% em DL.

Embora nao se possa eliminar completamente a possibilidade
do esteviol ser precursor de giberelinas ou do esteviosideo ser

uma forma de armazenamento de hormdnios em S. rebaudiana, a = pre

senga da grande quantidade deste composto na planta torna esta hi
pbtese duvidosa e exige melhor explicacao.
Pode—se, portanto, propor outra fungao para o esteviosideo

en S. rebaudiana, como atuar na protecao desta espécie contra o

ataque de herbivorés, provavelmente insetos, por ser tdxico ou re
pelente em altas concentragoes. Evidéncias obtidas a partir dos
dados deste trabalho e que apoiam esta hipbtese serao discutidas
a segulr.

A evolugao das Angiospermas e dos insetos tem ocorrido pa-
ralelamente (Ehrlich & Raven, 1964) por longo periodo e portanto
conmplexas interagoes existem entre os reinos animal e vegetal. En
gquanto que algumas das mais elaboradas interagbes entre plantas e
animais envolvem a atragao de polinizadores, como insetos, passa-
ros e morcedgos, atualmente esta se tornando cada vez mals aparen-
te gue outros mecanismos igualmente elaborados, estao envolvidos
no potencial repelente.de herbivoros predadores. Em certos casos,
a evoluééo tem ocorrido além da simples defesa da planta: um com~
posto geralmente repelente pode funcionar como atraente para cer
tas espécies de insetos, e em outros casos o inseto pode armaze
nar o repelente produzido pela planta, tornando-se repelente para
seus proprios predadores (Fraenkel, 1959).

Muitos trabalhos recentes estabelecem gque subst3ncias se-
cundarias presentes nas plantas frequentemente em altas concentra

cOes como taninos, fendis, alcaldides, Oleos essenciais (monoterpe
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nos) e rafides, podem conferir a certas partes das plantas sabor
desagradavel, tornando-as repelentes ou tdxicas para ¢ herbivoro.
Desta maneira} a sobrevivéncia e o sucesso da planta pode aumen=-
tar através da defesa gquimica(Eisner, 1964; Beck, 1965; .Hsaio,

1969; Dethier, 1870; Jones, 1971; Schoonoven, 1972; Cates, 1975 ;

Stubblebine & Langenheim, 1977).

Varios autores tém sugerido que o desenvolvimento de um

sistema guimico de defesa durante a evolugao confere maior prote-

géo contra os herbivoros, do que o de um sistema fisico de defesa
como espinhos. Whittaker & Feeny(1971) notaram que a maioria das
plantas nao possuem mecanismos fisicos de defesa, mas tem sucesso
igual ou maior em relagao aquelas gue os possuem, indicando que
devem ter um método alternativo para se defender dos herbivoros .
Correlagoes entre a presenga de compostos quimicos e aceitagdo do
paladar tem sido demonstradas para todos os principais grupos de
animais, incluindo o homem{Levin & York, 1978). Oates et al. (1977)

tem mostrado que para o macaco Colobus guereza a aceitagao do pa

ladar das folhas correlaciona-se negativamente com a guantidade de
taninas procianidinas das mesmas. Relacdes semelhantes tem sido

demonstradas para alcaldides de plantas, como Phalaris arundina-

cea e roedores predatdrios (Kendall & Sherwood, 1975), e de varias
ocutras espécies para gado, carneiro, coelho{(Roe & Mottershead ‘
1962; Marten et al., 1973, Atsatt & O'Dowd, 1976). Assim, Trophis

(Moraceae) somente ocorre em densas comunidades em peguenas ilhas

onde nao ha o predador normal, um roedor(Janzen, 1970).

A discussao, entretanto, enfocard apenas 0s insetos e ou
tros herbivoros , pois nas regides tropicais e subtropicais, alta
mente susceptiveis a herbivoria, este grupo & o que exerce maior

pressao de selegao sobre as plantas por ser o mais numeroso, tan-

to em termos de espécies como de individuos(Janzen, 1970; Gershen

zon et al., 1978; Levin & York, 1978). Nestas regides as Angios-
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permas perfazem 50% de todo o alimento dos insetos (Fraenkel, 1959)

e apenas em condigoes especiais uma planta desprovida de mecanis—
mos de defesa nao é predada. Por esta razido os géneros tropicais

e subtropicais tem evoluido, gragas a herbivoria principalmente

por insetos, no sentido de conterem, por exemplo, alcalbides fo-
liares mais tdxicos e mais concentrados do que 08 generos tempera
dos, ou de produzirem resinas de paladar desagradavel, gue desem-
penham papel na.defesa da planta(Langenheim, 1969; Freeland & Jan

zen, 1974; Stubblebine & Langenheim, 1977; Levin & York, 1978).As

observagoes de Janzen(1973) mostram que nas regioes tropicais as
pestes sao superiores em desenvolver resisténeia a pesticidés em
relagao d&s regides temperadas, sugerindo gue o "pool" genético de
onde derivam as ragas resistentes & mais rico nhos trdpicos. Desta
forma & de se esperar que nestas regiodes desenvolvam resisténcia

mais facilmente contra produtos naturais.

A maioria dos insetos seleciona o alimento de maneira nega

tiva, geralmente evitando espécies tdxicas ou de paladar desagra-

davel (Fraenkel, 1959; Jermy, 1966). Embora a maioria dos repelen—
tes seja alcaldides, outras substincias secundirias como fenbis ,
séponinas, quinonas, taninos, cumarina, glicosidecs cianogénicos
€ monoterpenos, come os oleos essenciais, podem tornar desagradi-
vel o paladar de folhas de viArias espécies(Beck, 1965; Hsaio, 1959;
Pethier, 1970; Stubblebine & Langenheim, 1977; Rhoades, 1971; Brat

tstern et al., 1977; Lincoln4&‘Langenheim, 1978; Meinwald et

al., 1978; Rice et al., 1978). Estes compostos aumentam o vigor e
a sobrevivéncia das plantas por manter a adrea foliar mixima e poxr
tanto a fotossintese.

A causa da produgac de esteviosideo ter sido proporcional-

mente maicr em DL do que em DC pode agora ser discutida. Levin

(1976) tem notado que os terpenos sao compostos cuja produgao pe

la planta € cara, em termos metabblicos e energdticos, reguerendo




grandes quantidades de carbono e ATP(Trifosfato de adenosina) .Além
disto parece que a sintese & mais ou menos irreversivel uma vez
que a mol&cula se torna ciclica e est@vel (Burbott & Loomis, 1969).
Assim, estes compostos exibem pouco "turnover", sendo portanto per
manentes na planta, usualmente compartimentalizados em estruturas
anatomicas ou vesiculas rodeadés por membranas, Como vacliolos
(Stubblebine et al., 1975). A comparﬁinentalizagéo destes compos-—

tos, gue osg isola do metabolismo normal da célula, poderia ser

especialmente relevante no caso de S. rebaudiana, prevendo-se que
énzimas hidroliticas liberariam continuamente do esteviosideo, o
esteviol, gue poderia ser tdOxico para a planta em altas concentra
goes. Scora(in Stubblebine & Langenhein, 1977) mostra, por exem-
plo, que Oleos essenciais de Citrus sac auto-tdOxicos se a compar-—
timentalizacado for rompida. Na realidade, a ligagao de aglcares a
moléculas tdxicas para eliminaci3o da toxicidade tornando-as sola-
vel em agua e permitindo a passagem facilmente pelas membranas,pa
ra armazenamento, & uma estratégia comum entre as plantas. Em al
guns sistemas estudados estes compostos de toxlcidade suprimida
pela conjugagao com agﬁcares; apds a ingestao por um predador po-
dem ser hidrolizados pelas enzimas do sistema digestivo, liberan-
do a toxina, gque leva ¢ animal ao vOomito ou a morte(Freeland &
Janzen, 1974).

Embora a biossintese de terpendides ssija custosa, estes pro
dutos possuem vantagens em termos de utilizacao de nutrientes pois
suas moléculas s3o desprovidas de nitrogénic, o oposto dos alcaldi
des. Stubblebine & Langenheim{1977) apontam como os solos tropi
cais e subtropicais sao geralmente pobres em nutrientes, especlal
mente nitrogenio. A alta intensidade luminosa nestas regioes, en-
tretanto, implica em situagao em gue a fotossintese e portanto car
bono sao raramente limitantes, desde cus a irrigacgao seja adequa-

da, e por isto favorecem a produgao de terpendides.
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Os dados apresentados em Résultados sugerem que fatores ge
notipicos e ambientais controlam a sintese de esteviogsideo em DL
e DC. Em fotoperiodo de 8 horas o carbono fixado impoe limite ao
potencial maximo da taxa de créscimento, como visto para o peso
seco das folhas(segao 3.2.b.iv). Nesta condig¢do 29% dos agucares
soliveis totais esteve na forma de esteviosideol, um produto apa-
rentemente inltil, presumivelmente devido ao controle efetuado pe
lo genoma na partigao do fotossintato entre esteviosideo e outros
produtos, nesta espécie. Em fotoperiodc de 16 horas, em que o fo
tossintato total aumenta, a influéncia ambiehtal do comprimento do
dia tornou-se mais evidente e portanto, o excesso de carbono, além
dagquele requerido pelo tecido, foi canalizado para a producao de
relativamente mais esteviosideo, que entdo passou a ocupar- 40%
dos aglcares totais(Tabela 13, Figura 31A).

As diferengas observadas no contefido proteico foliér em
DL e DC sao também interessantes, neste sentido, e esclarecem - o
entendimento do destino e da utilizagdo de carbono e nitrégénio .
Embora os tratamentos recebessem iguais suprimentos de nutrientes,
e portanto nitrogénio, a guantidade de proteina foliar em DC foi

pequena em comparacao com DL, estando entdo limitada ainda mais a

taxa potencial de fotossintese(Figura 293,B). Estes dados demons-—

tram gue em condigdo de DC o carbono requerido para a formagao de

esqueletos de aminoacidos & divergido para a producac de altas

lCom 0 objetivo de facilitar o texto, esteviosideo & referido co

mo sendo parte dos aglcares solliveis totais, gquando de fato, mais

corretamente, deveria ser denominado de glicosideo diterpenico
tetraciclico presente na fragio sollvel. Com o propdsito de dis-
cussao e pelo fato do esteviosideo ser principalmente glicose es

ta terminologia sera usada.
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concentragoes de esteviosideo, novamente por estar a produgao des
te composto sob controle geneético. Neste sentido, condigao de DL
permite gue as plantas sejam.mais eficientes na respectiva utili-
zagao de carbono e nitrogénio. Estas observagSes estdo de acordo
com Cates (1975) que estabelece que o ganho em sucesso pela planta
causado pela produgao de substancias repelentes de insetos sobre-
poe 0s gastos metabdlicos. Assim, pode-se especular gue se plan
tas em DC, nestes experimentos em que nutrientes nao foram limitan
tes, tivessem a capacidade de abandonar a sintese de esteviosideo
e incorporar mais carbono em proteina foliar, simulando, portanto,
plantas.em DL na utilizagao do nitrogénio disponivel, o auﬁento
resultante na danificagéo poxr insetos, reduzinde a area foliar e
por sua vez a fotossintese, ndo seria compensado pelo emprego ori
ginal do carbono na sintese de esteviosideo. B interessante obser
var que a produgac de mecanismos quimicos de defesa, embora tenha
um custo metabdlico para a planta, exige um custo correspondente
por parte dos herbivoros gue ccnsumirdo os compostos tdxicos. Free
land & Janzen(1974) apontam gue o consumo de compostos _secundé
rios vegetals & um empreendimento potencialmente perigoso e meta-
bolicamente caro. Herbivoros que ingerem alimentos contendo pouca
ou nenhuma toxina dispendem pegquenos gastos metabéiicos, nao re

guerendo mecanismos especiais para eliminar a toxicidade.

Em 5. rebaudiana, portanto, parece existir um limiar deter

nminado geneticamente para produgaoc de esteviosideo, apenas acima
do qual o e%cesso de carbono pode ser incorporado em outros aglca
res e compostos nitrogenados, quando nutrientes estiverem disponi
vels. Este modelo para o destino e utilizagao do nitrogénio e cax
bono explica porque a relacao entre esteviosideo e reso seco fo-
liar(Figura 31B) parece continua,no sentido de ser independente
do comprimento do dia, enguanto gque a rela¢ao entre proteina e

peso seco foliar(Figura 29B) pode ser vista em dois graficos dis-
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tintos, claramente dependentes do comprimento do dia ou mais pro-
priamente, da disponibilidade de carbono. Na primeira relacao,
portanto, como o fotossintato aumentou, relativamente mais carbo

no fol incorporado em esteviosideo. Deste modo o esteviosIdeo é

fungao e propor¢ao da guantidade total de agicares solliveis (Figu-
ra 31A). Este nao foi o caso para proteina e além disto as incli-
nagoes dos graficos de DL e DC sao diferentes sendo o valor de b
maior para DL, o que indica que a diferenga no contelido proteico
em DL e DC foi mais acentuada para folhas maiores, novamente evi-

denciando a importancia do carbono disponivel. Interagdes  seme

lhantes entre ambiente, particularmente comprimento do dia e alta
intensidade luminosa,e produgaoc de terpenos tem sido verificadas
por Grahle & Holtzel(1963), Burbott & Loomis (1967, 1969), Shine &
Loomis (1974), Lincoln & Langenheim(1978).

Embora o contelido de esteviosideo seja determinado geneti-

camente em S. rebaudiana,é bem provavel gue existam diferencas
absolutas e variagao intra-especifica, como foi mostrado para eco-

tipos quimicos de Thymus vulgaris, Mentha piperita, Satureja dou-

glasii, Abies lasiocarpa, Pinus ponderosa, Hymenaea courbaril, He

. . . - . Z .
deona sp, Micromeria sp, e Salvia sp. Todos estes ecotipos quimi

cos, embora sejam idénticos morfoldgica e cariologicamente, mos-—
tram grande variagao no nivel absoluto e na composig¢ao de monoter

pernos (Zavarin & Cobb, 1970;_Zavaxin et al., 1870; Granger & Pas-

set, 1973; Lincoln & Langenheim, 1978, Rice et al., 1978). Estas
diferengas intraespecificas também foram verificadas para outros

compostos secundarios, particularmente para os alcaldides, gue

sao bem estabelecidos como repelentes de insetos, conforme visto

em varios trabalhos com Strophanthus sarmentosus, Solanum dulcame-

ra, Papaver somniferum, Phalaris arundinacea. Aconitum napellus ,

Argemone pleiacantha, e esp&cies de Datura sp, Catharanthus sp ,

Cinchona sp e Lupinus sp {(Levin & York, 1978).
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Zaidan et al.(1978) estabelece, do mesmo modo, que tirnos

morfoldgicos diferentes de S. rebaudiana contém niveis absolutos

de esteviosideo diferentes. Ha ainda, dados sobre a existdncia ;
nesta espécie, de outros compoétos estruturalmente relacionados
com o esteviosideo, denominados esteviolbiosideo, rebaudiosideos
A e B e dulcosideos. Tais compostos diferem do esteviosideo em al
guns radicais(Kohda et al., 1976; Yamasaki et al., 1976; Kobaya-

shi et al., 1977). Talvez pesquisas futuras revelem diferencas

absolutas e na composicao de diterpenos de S. rebaudiana da mesma

maneira como ja visto para os monoterpenos de vArias espécies, co
mo carvona, pulegona, mentona, limoneno, piperitona(Lincoln & Lan
genheim, 1978).

E interessante que os diferentes tipos morfoldgicos de S.

rebaudiana examinados também mostrem diferentes respostas ac com

primento do dia, no que se refere a floragao, mas n3o hd relacao
entre o fotoperiodo critico e o contelido de esteviosideo(Zaidan
et al., 1978), reforgando novamente que o esteviosideo nao pare-
ce ter papel hormonal mediado pelo fitocromo.

Para produgao comercial de estevicsideo, portanto, poderia
ser possivel aumentar o nivel deste composto atravds de selecido e
tornando maxima a expressao genética, pelo uso de dtimos compri-
mento do dia durante o crescimento.

Como os dados deste trabalho estao de acordo com agueles
citados em varios trabalhos fisioldgicos e ecoldgicos, particular
mente sobre espécies onde o papel dos compostos secundarios & ser
repelente, & razodvel supor que a fungdo do esteviosideo em S. re
baudiana seja parecida e nao incomum.

£ interessante notar que plantas perenes lenhosas tendem a
conter mais substancias tOxicas que plantas anuais mais efémeras.
Varias razdes tém sido dadas para explicar esta cbservagao: (a)

plantas perenes podem a longo prazo destinar relativamente mails
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energia para produgao de substancias secundarias de defesa, en
guanto que agquelas anuals convergem mais energia para produgao de
sementes; {(b) sendo perenes, permanecemn continuamente no ambiente
expostas aos ataques de herbivéros; (¢} a maior biomassa  destas
plantas pode atrair mais herbivoros ou fornecer nichos de prote-
cao para pequenos animais{(Cates, 1975). A este respeito Cates &
Orians(1975) e Feeny(1l968) sugerem que o compromisso de uma plan-
ta com a defesa gquimica também poderia estar relacionado com a PO
sigao gque a planta ocupa durante a sucessao, até a comunidade atin
gir o climax, pois as plantas que aparecem cedo na comunidade ten
dem a ser anuails enguanto gque aguelas que surgem no estagio - de
climax sao perenes.

Levin & York({1978) estabelecem que insetos gue sao muito
especializados na eliminagao da toxicidade de alcaldides especifi
cos restringem a variedade de alimento potencial, mas como muitas
classes de alcaldides sao largamente distribuidas, um predador nao
& necessariamente obrigado a scr monéfago. Estes autores observa-
ram gque a capacidade de elimiﬁar a toxicidade de alcaldides in-
dois de Loganiaceae também ccnfere habilidade ao predador, de se
alimentar de Apocynaceae e Rubbiaceae. Assim, espécies gue empre-
gam varios e diferentes compostos na defesa poderiam ter vantagem
e seriam, provavelmente, as que mals persistiriam. Deste modo, o fa

to de que o esteviosideo parece existir apenas em S. rebaudiana

confere grande vantagem a esta espécie, pois o predador nao pode-
ria evoluir no sentido de evitar este composto atraves de contato
com outra espécie. Além disto, o fato de que parecem existir va-
rios produtos secundarios gue nac esteviosideo(esteviolbiosideo ,
rebaudiosideos A e B, dulcosideos) deixaria a defesa quimica de

S. rebaudiana mais eficiente, pois o predador teria que desenvol-

ver, simultaneamente, imunidade contra todos estes compostos.

Finalmente, certas observagaes feitas em S. rebaudiana cres




cida em condigao natural apoiam esta hipdtese. Folhas de S. rebau-
diana nao sofrem danos por insetos na mesma propor¢ao que outras

plantas gue crescem nas vizinhangas como Amaranthus sp, Capsicum

sp e Glycine sp. Experimentos em andamento com o coledptero poli-
fago Epicauta mostram que este herbivoro ingere livremente folhas

de varias espécies de Capsicum sp, Lycopersicum sp, Emilia sp e

Amaranthus sp, o0 gue nao ocorre com folhas de §5. rebaudiana, mesmo

gquando isolado com esta espé&cie, quando entdo se torna faminto,as
vezes morrendo. Quando a este herbivoro sao oferecidos pedacos de

folhas de Capsicum sp ou de S. rebaudiana, ou mistura de ambas, in

gere todo o Capsicum sp rejeitando S. rebaudiana, sendo portanto

capaz de distihguir entre as plantas(Metivier, com.pes.)

A toxicidade do esteviosldeo em outros animais tem sido ve
rificada. BEm ratos tem sido observado que este composto causa di
ficuldade de movimento nos animéis{Akashi & Yokoyama{(l975) in Fe-
lippe, 1977c¢), o que sugere a interferencia no metabolismo énimal.

Concluindo, um modelo pode ser proposto para fungao e sin-

tese de esteviosideo em S. rebaudiana. Durante a evolugao desta

espécie pode-se supor gue a selegdo natural eliminou tipos com
baixo conteldo de esteviosIdeo. Assim, a planta moderna tem deter
minagao genética para produgdo de um minimo de esteviosideo, mes-
mo em DC, guando o carbono & limitante e a.planta, mesmo assin,
ainda produz 29% deste diﬁerpeno. Quando o comprimento do dia au-
menta o carbono disponivel também cresce e o nivel de  esteviosi
deo se eleva acima do limite minimo estabelecido geneticanmente,
passando agora a ser fungao da quantidade total de a¢licares soli-
veis, podendco alcancar 40% do total em 16 horas de luz, uma ex-
pressao fenotipica. Este controle da utilizacdao do carbono para
um sistema de defesa guimica & importante na sobrevivéncia desta
espécie, considerando gque a proporgac de sementes viaveis produz&

das pela planta & muito baixa(Felippe et al., 1971) e gue o cres-
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cimento inicial da mesma & extremamente lento(v. segao 3.2.b). Ag
~sim, Cates{1975) e Levin & York(iQ?B} apontam gue na ausencia de
pressao de pastagen, individuo%s que crescem rapidamente tem vanta
gem sobre 0s gue crescem lentamente mas que destinam mais energia
para um mecanismo Qe defesa contra os herbivoros. Entretanto, sob
pressao de pastagem o vigor dos individuos de paladar desagrada-
vel aumentara desde gue somente menores quantidades de tecido fo
tossintético serao consumidas. Além disto, o desenvolvimento de
uma defesa quimica pode determinar gue espécies permanecerac com-—

ponentes da flora e guais nao persistirao.




5. RESUMO

Stevia rebaudiana Bert. contém um diterpeno tetraciclico
ligado a trés moléculas de glicose, o esteviosideo, gque & 300 ve
zes mais doce que a sacarose e apresenta, portanto, importancia
econdmica. |

0 esteviosideo de extratos de plantas & rapidamente separa
do e quantificado através de cromatografia sdbre camadé delgada
ern &esenvolvimento bidimensional, eluigao em agua com perdas ° in-
significantes e ensaio colorimétrico com antrona contra padrac de
esteviosideo ou glicose. Os solventes utilizados nos desenvolvi
mentos em duas dimensoes sao butanol:acetato de etila:isopropanol:
agua(35:100:60:30) e acetato de etila:acido acético:équa(8:4:l) R
gue propiciam o deslocamento do esteviosideo em Rf 0,56 e 0,12,
respectivamente. O emprego de gliceose como padrao & possivel devi
do & existéncia de razao constante entre as deﬁsidades opticas de
guantidades iguais de glicose e esteviosideo que esta relacionada
com os pesos moleculares destas substancias.

No crescimento de folhas sao distinguidas duas fases: uma
fase inicial de expansao rapida, principalmente pela entrada de
agua, em gue O material seco permanece constante, e uma segunda
fase, apds atingidos 10 cm2 de area foliar, na qual.material sSeCo
e conteldo protelico aumentam devido & concomitante fixacio de car
bono na folha. Os contelidos absolutos e relativos de proteina e
aclcares soluveis totais mostram padroes de mudangas diferentes
durante a ontogenia, resultado de suas diferentes fungdes no teci
do foliar jovemn.

Conteitdos de aglcares totais e proteina correlacionam-se po

sitivamente. Folhas menores possuem nivel relativamente mais alto
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de aclcares soliveis totais do que de proteina e a medida que cres
cem 08 niveis de proteina e aglcares aproximam-se, 0 que faz com
que a razdo proteina:aglicar aproxime-se de 1. |

Em condig¢ao natural os aclicares totais perfazem 16-19% do
peso seco foliar e proteina 13%. Os contefidos absolutos de aglca-
res solilveis totais e proteina correlacionam-se positivémente com
peso seco, peso fresco e area foliar. Folhas maiores em termos de
peso seco tendem a ser mais concentradas em aglcares soliveis to
tais e proteina.

Condicao fotoperiddica nao indutora de dias longos {16 horas
de 1luz diAria) promove o crescimento em altura das plantas, area,
peso fresco, peso seco dos pares foliares e acelera o aparecimen-—
to dos mesmos em relagao a dias curtos(8 horas de luz diaria) ,que
promovem desenvolvimento do escapo floral e floragao.

Dias longoes aumentam significativamente os nivels ébsolutos
e relativos de proteina, aclicares solliveis totais e esteviosideo.
Em dias longos a produgao de estevicsideo & o dobro da de dias
curtos sendo de 72 g/kg de tecido foliar seco, comparado com SO
mente 36 g/kg na Gltima condigao. A proporgao do esteviosideo nos
acGcares sollUveis totais também aumenta significativamente, pas-
sando de 29% em dias curtos para 40% em dias longos.

Estes resultados sao discutidos em termos fisio-ecoldgicos
e uma hipdtese é proposta para explicar a possivel fungao do.estg
viosideo no tecido como repelente de herbivoros, protegendo a

planta através da conservagao de sua drea foliar maxima.




6. SUMMARY

Stevia rebaudiana Bert. contains a tetracyclic diterpene
glycoside, stevioside, which is three hundred times sweeter than
sucrose. As such this compound is of potential economic interest.

Stevioside from plant extracts may be rapidly isoclated and
quantified through bi-dimensional thin layer chromatography.
Isolated samples may be eluted in water, with insignificant.kxﬁas
and then assayed colorimetrically by the anthrone method agéiﬁst
stevioside or glucose standarts. The solvents employed for
chromatography are butanol :ethyl acetate;isopropancl :water{35:100:
60:30) in the first dimension and ethyl acetate:acetic acid:water
(8:4:1) in the second. In this system stevioside is located at
RE 0,56 and 0,12 in the Ffirst and second dimensions respectively.
When assaying stevioside, glucose may be employed as a standard due
to the optical densitities of equal quantities of these substances
bearing a constant ratio related to their_molecular welights.

Two phases are distinguishable during leaf growth:firstly,
a rapid expansion phase in which dry weight remains‘constant and
growth is due mainly to the entry of water, followed by the second
phase (beyond leaf areas of 10 cmz) in which dry matter and protein
contents increase due to concomitant carbon fixation in the leaf.
The absolute and relative levels of proteins and sugars show
different patterns of development during ontogeny reflecting their
divergent functions in young leaf tissue.

Soluble sugars and proteins are positively correlated.
Smaller leaves possess relatively higher concentrations of soluble
sugars than proteins: as leaf size increases the contents of

sugars and proteins in absolute terms become increasingly similar
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so that the ratio leaf protein:sugar approaches 1.

In plants raised in natural conditions the soluble‘ sugar
levels represent 16~19% of the_ieaf dry weight and proteins around
13%. Absolute sugar and protein contents are positively correlated
with leaf dry weigh , fresh weight and area. Larger leaves, in-
terms of dry weight, possess higher concentrations of soluble
sugars and proteins.

Non inductive long days (16 hours light/day) increase plant
height, leaf area, leaf number, dry weight and fresh weight as
well hastening the emergence of successive leaf pairs in relation.
to short days (8 hours light/day) which promotes bolting ' and
flowering.

Long days significantly increase the absolute and relative

levels of leaf protein, soluble sugars and stevioside. In long
days the leaf stevicside content is double that found in short
days being around 72 g/kg of drxy tissue as compared to only

36 g/kg in the latter,.The proportion of stevioside as a fraction
o the total leaf sugar is also significanitly greater in lohg
days: here this compound accounts for 40% of the soluble leaf
sugars compared with only 29% in short days.

These findings are discussed in physio-ecclogical terms and
a hypothesis is proposed whereby stevioside in the tissue functions
as repellant to herbivores thus protecting the plant through. the

maintenance of maximum leaf area.
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