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RESUMO

A Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, popularmente conhecida como estévia,
pertence a familia Asteraceae e é nativa da América do Sul. Sua importancia esta
atrelada ao grande poder adogante que possui, consequéncia de compostos
conhecidos como glicosideos diterpénicos, com destaque para o esteviosideo e o
rebaudiosideo A, que possuem como caracteristica ser 300 a 450 vezes,
respectivamente, mais doces que a sacarose. De acordo com estimativas da OMS, o
cultivo da estévia tende a alavancar nos préximos anos, pois possui potencial para
substituir 20 a 30% de todos os adocgantes dietéticos, porém, ainda sao escassas as
informagdes sobre seus métodos de cultivo. A utilizacdo de extratos de alga e
aminoacidos na agricultura tem sido praticada por varias décadas, visando seu efeito
biofertilizante em plantas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
caracteres biométricos, bioquimicos e o teor de esteviosideo (EST) e rebaudiosideo
A (RA), bem como a razédo RA/EST de estévia submetida a aplicagéo do extrato da
alga Ascophyllum nodosum em um acesso (06) de estévia, e de um fermentado
bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico em dois acessos (06 e 07) de
estévia. Os caracteres analisados nos experimentos foram: altura de plantas,
numero de folhas, nUmero de ramos, area foliar, massa seca de folhas, massa seca
de ramos e massa seca de flores, teor de clorofila A, teor de clorofila B, teor de
clorofila total, teor de proteinas, teor de acucares totais, assim como o teor de
esteviosideo, rebaudiosideo A e a razao RA/EST. Os tratamentos foram compostos
de pulverizagdes foliares de solu¢cdes com diferentes concentracdes do extrato de
alga (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL L") e aminoacido acido L-glutdmico (0; 0,2; 0,4;
0,6; 0,8 e 1,0 mL L") aplicados com intervalo de 7 dias. Foi observado aumento no
teor de esteviosideo e rebaudiosideo A, em decorréncia do uso do extrato de alga,
especialmente para a concentragdo de 2,5 mL L. No experimento com o
fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico, o acesso 06
obteve melhores resultados para os caracteres analisados. A aplicagdo do
fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico causou efeito
inibidor de crescimento nas plantas, entretanto, estimulou a sintese do esteviosideo
e do rebaudiosideo A, com destaque para a concentragdo de 1,0 mL L.

Palavras-chave: edulcorantes, glicosideos de esteviol, biofertilizantes, producao.



ABSTRACT

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, popularly known as stevia, belongs to the
Asteraceae family and is native to South America. Its importance is linked to the
great sweetness it possesses, as a result of compounds known as diterpene
glycosides, especially stevioside and rebaudioside A, which have characteristic to be
300 to 450 times, respectively, sweeter than sucrose. According to WHO estimates,
stevia cultivation tends to leverage in the coming years, as it has the potential to
replace 20 to 30% of all dietary sweeteners. There is still little information on their
cultivation methods. The use of seaweed and amino acids extracts in agriculture has
been practiced for several decades, aiming at its biofertilizing effect on plants.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the biometrical, biochemical
characteristics and the content of stevioside and rebaudioside A, as well the RA/EST
ratio of stevia submitted to the application of seaweed Ascophyllum nodosum
extracts in a stevia access (06), and a fermented bacterium containing the amino
acid L-glutamic acid in two stevia accessions (06 and 07), in different experiments.
The characters analyzed in the experiments were: plant height, leaf number, number
of branches, leaf area, leaf dry mass, dry mass of branches and dry mass of flowers,
chlorophyll A content, chlorophyll B content, Total chlorophyll content, protein
content, total sugar content, as well as stevioside, rebaudioside A and RA / EST
ratio. The treatments were composed of leaf sprays of solutions with different
concentrations of seaweed extract (0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5 mL L-1) and L-
glutamic acid (0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 and 1.0 mL L-1) applied at 7 day intervals. It was
observed an increase in the content of stevioside and rebaudioside A, due to the use
of seaweed extract, especially for the concentrations of 2.5 mL L-1. In the experiment
with amino acid L-glutamic acid, the access 06 obtained better results for the
characters analyzed. The application of the amino acid L-glutamic acid caused a
growth inhibitory effect in the plants, however, it stimulated the synthesis of
stevioside and rebaudioside A, with emphasis on the concentration of 1,0 mL L-1.

Key-words: edulcorants, steviol glycosides, biofertilizers, production.
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1 INTRODUCAO

Pesquisas cientificas dos ultimos anos revelaram haver um grande aumento
na incidéncia da doenga diabetes mellitus do tipo Il e obesidade na populagéo
mundial, como consequéncia do envelhecimento, maus habitos alimentares e
diminuicao da pratica de atividades fisicas, tornando-as um dos principais problemas
de saude publica nos paises industrializados e em desenvolvimento
(CHATSUDTHIPONG & MUANPRASAT, 2009).

Como forma de controle para a obesidade e para diabetes mellitus do tipo II,
recomenda-se restringir o consumo da sacarose na alimentagcdo, dessa forma,
favorecendo a prescrigcdo de adogantes de baixa caloria (TORLONI et al., 2007). Os
adogantes de baixa caloria sintéticos, como o aspartame, neotame, sacarina e
sucralose, ocupam a maior parte do mercado, mas, devido estes compostos nao
fornecerem um sabor real de acgucar, apresentarem risco de cancer e ndo serem
recomendados a pessoas com doencas metabdlicas (efeitos assoaciados a
utilizacao de aspartame e sacarina), os compostos adocantes de baixa caloria
disponiveis na natureza comegaram a despertar interesse (PURI et al., 2011).

Desde a década de 70, um adogante natural despertou interesse por possuir
dogura maior que a sacarose e com possibilidade de substituir o agucar (BARBET -
MASSIM et al., 2013). Esse adocgante é obtido através do extrato das folhas da
Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, uma espécie pertencente a Asteraceae e nativa da
América do Sul. A estévia é considerada medicinal por possuir em sua composi¢cao
glicosideos livres de calorias e com propriedades adogantes, quais apresentam
efeitos benéficos sobre doencas como diabetes mellitus do tipo I (MARTINEZ,
2015). Os principais glicosideos da estévia sdo conhecidos como esteviosideo e
rebaudiosideo A, que séo respectivamente 300 e 450 vezes mais doces que a
sacarose. Seu poder adogante é 30 vezes maior que o agucar comum (VAZQUEZ et
al., 2014).

Os glicosideos extraidos das folhas da estévia podem ser adicionados em
alimentos como café, cha, bolo, biscoito e alimentos processados, além disso, pode-
se utilizd-los na produgédo de pasta de dente e enxaglantes bucais (AHMED et al.,
2007), ja que esses compostos também possuem acao antimicrobriana, adstringente

e antioxidante. Se tratando da formulacdo de adocantes liquidos, a razédo entre
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rebaudiosideo A e esteviosideo (RA/EST) é um fator considerado importante pela
industria, e é calculado pela divisdo do teor de rebaudiosideo A pelo teor de
esteviosideo, sendo que quando se aproxima ou ultrapassa 1, o sabor amargo
residual desaparece, tornando a mistura soluvel em agua e dessa forma, permitindo
a formulagdo de adogantes liquidos comerciais (CARDELLO et al., 2000).

A producdo de estévia esta majoritariamente localizada na China, e o
principal mercado consumidor é o Japao (ANKIT, 2014). Em 2011 o consumo da
planta de estévia como adogante foi aprovado pela Unido Européia, potencializando
o mercado produtivo (BARBET-MASSIM et al., 2013). No Brasil € produzida em
pequenas areas agricolas, sendo uma opgédo com boa lucratividade por unidade de
area, entretanto, o seu cultivo ainda é insuficiente para abastecer o mercado interno
(BRASIL, 2017).

Grande parte das pesquisas com estévia refere-se as propriedades
toxicologicas, farmacologicas e nutricionais dos seus compostos purificados
(CEUNEN & GEUNS, 2013), sendo escassas as informacdes sobre seus métodos
de cultivo e adaptabilidade em diferentes ambientes.

O Decreto N° 4.954 de 14 de janeiro de 2004 contempla a utilizagdo dos
biofertilizantes na agricultura, sendo considerado como biofertilizante um produto
que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas,
capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas
cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou
estimulante (MAPA, 2012). Dentre os produtos com potencial efeito biofertilizante
estdo os derivados de extratos de algas marinhas como a Ascophyllum nodosum,
principal alga marinha utilizada para esse fim (KHAN, 2009), e também os obtidos de
processos fermentativos a partir dos subprodutos das industrias de processamento
de vegetais, ou da cadeia produtiva de biocombustiveis, como o aminoacido acido L-
glutdmico, obtido da fermentacdo do melago da cana-de-agucar pela bactéria
Corynebacterium glutamicum (DREYER et al., 2000).

No metabolismo vegetal, o acido L-glutdmico participa no processo de
assimilacado do nitrogénio, na fotossintese, e na sintese e ativagao da clorofila (TAIZ
& ZEIGER, 2009). O extrato da alga A. nodosum possui a propriedade de estimular
o crescimento vegetal devido a sua composi¢cao rica em macro e micronutrientes,

carboidratos, aminoacidos e hormonios vegetais proprios da alga (MARTINS, 2006).
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Nesse contexto, sdo infimas as pesquisas relacionadas aos aspectos
produtivos da estévia, principalmente se em resposta a aplicagcdo de substancias
com efeitos biofertilizantes, visando compreender e explorar o potencial produtivo de
diferentes acessos e manejos de producgdo. Tais informacdes podem contribuir nao
somente para o conhecimento cientifico, mas também para o setor de produgao
agricola de estévia, que elevara a possibilidade de contar com diferentes
ferramentas para atender os mais variados mercados.

Em face do oposto, o objetivo geral da presente pesquisa foi avaliar a
resposta da estévia especificamente sob os caractereres biométricos, bioquimicos,
producao de seus glicosideos diterpénicos — esteviosideo e rebaudiosideo A, assim
como a razéo entre ambos (RA/EST), frente a pulverizacdes foliares com produtos
de efeito biofertilizante, dados em experimentos distintos, sendo um deles com a
aplicacao de diferentes concentracdes de extrato da alga Ascophyllum nodosum, e o
outro com a aplicagdo de diferentes concentragdes de um fermentado bacteriano

contendo o aminoacido acido L-glutdmico em dois acessos de estévia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO DA ESPECIE

Membro da Asteraceae, a estévia é classificada como um arbusto espesso e
ramificado, cuja regido nativa € conhecida como Serra do Amambay, noroeste do
Paraguai e fronteira com o Brasil (MONDACA et al., 2012).

Foi utilizada por séculos pelos indios Guaranis do Paraguai como forma de
adocgante para o cha mate. Era chamada por “kaa-hé-€” ou “caa hé-€, que significa
“erva doce” na lingua guarani (BRANDLE & ROSA, 1992; YADAV et al., 2011).

A estévia foi classificada em 1899 por um botanico italiano, Moisés Santiago
Bertoni, que a descreveu em detalhes. Inicialmente foi chamada de Eupatorium
rebaudianum, e em 1905 seu nome foi alterado para Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni (MONDACA et al., 2012).

Durante o século XX essa espécie e seus constituintes doces foram objeto
de estudo em mais de 1000 artigos cientificos e pedidos de patente, e desde entao
tornou-se uma planta economicamente importante devido a sua utilizagdo comercial
para fins adogantes e aromatizantes (KINGHORN, 2003).

Em 1909, foi isolada sua primeira estrutura quimica de principio doce, mas
somente em 1952 foi caracterizada como um glicosideo diterpénico, hoje conhecido
como esteviosideo. Sua estrutura possui trés moléculas de glicose ligadas a uma
aglicona, e possui como caracteristica ser até 300 vezes mais doce que a sacarose.
Anos mais tarde, na década de 70, foi descoberto e isolado o rebaudiosideo A, que
possui poder adogante similar ou até mesmo superior ao esteviosideo (MONDACA
et al., 2012).

A Stevia rebaudiana pode ser considerada como uma excec¢ao dentro do
género Stevia, pois entre as aproximadamente 230 espécies encontradas na
América do Norte e do Sul, € a uUnica a produzir compostos doces em altas
concentragdes (KINGHORN, 2003).

Em meados de 1970, extratos padronizados e purificados de estévia,

comecaram a ser utilizados como adocgantes comerciais no Japédo, substituindo
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adocgantes sintéticos que la haviam sido banidos. Desde entdo, o cultivo dessa
planta se alastrou por outros paises da Asia, incluindo China, Malasia, Cingapura,
Coréia do Sul, Taiwan e Tailandia (KINGHORN, 2003; CHATSUDTHIPONG &
MUANPRASAT, 2009).

A espécie é conhecida por possuir atividade antihiperglicémica,
antihipertensiva, anti-inflamatoria, antitumoral, antioxidante, antidiarréica, diurética,
realizar agdes imunomoduladoras e reduzir o nivel de glicose no plasma quando se
encontram acima do normal (CHATSUDTHIPONG & MUANPRASAT, 2009).

Varios trabalhos relacionam o uso da estévia com a atividade
antihiperglicémica. Curi et al. (1986) observaram que o extrato das folhas de S.
rebaudiana levaram a uma significativa redugédo nos niveis de glicose no sangue de
pessoas adultas normais. Raskovic et al. (2004), avaliaram os niveis de glicose no
sangue de ratos tratados com extratos de estévia, e concluiram que houve redugao
dos niveis de glicose.

Estudos toxicolégicos tem demonstrado que a estévia ndo possui efeitos
mutagénicos, teratogénicos ou carcinogénicos, da mesma forma que reacdes
alérgicas nao foram observadas quando é utilizado como adocante (POL et al.,
2007).

Embora a estévia continue a ser uma planta considerada rara em seu
ambiente nativo, a produgéo agricola na América do Sul e Asia e o0 uso ornamental
na Europa e América do Norte fizeram com que seu uso no mundo se tornasse mais
comum do que no passado (BRANDLE & TELMER, 2007).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA

A estévia é classificada como um adogante natural por ndo sofrer nenhuma
modificacdo quimica durante seu processo de fabricagcao. Atualmente é utilizada no
Brasil, Coréia, Israel, Estados Unidos da América, Japao, China, Canada, Paraguai,
entre outros (SAAD, 2014).

Na década de 90 o uso da estévia foi proibido nos Estados Unidos pela Food

and Drug Administration (FDA), pela falta de estudos sobre a planta para garantir a
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seguranca do consumo. O resultado foi a concentragcado da producdo e consumo da
planta na Asia, principalmente apés a proibigéo pela Unido Européia (SAAD, 2014).
Em 2006, a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a
World Health Organization (WHO) confirmaram um consumo diario seguro de
estévia, e em 2008, o FDA autorizou o uso do extrato purificado de rebaudiosideo A
nos EUA. Em 2009, a Franga também aprovou o seu uso (SAAD, 2014). A Uniao
Européia liberou a comercializagdo da planta em 2010 (EFSA, 2010). Com isso,
houve um aumento da demanda mundial pela planta, e grandes empresas como, por
exemplo, a Coca-Cola e Pepsi, criaram linhas de produtos adogados com estévia.

Os Estados Unidos e o Japao séo os principais consumidores globais da
estévia, detendo 60% do mercado, enquanto a China é a lider mundial na producgéo
e extracéo das folhas da planta, com aproximadamente 80% da producgéo. O uso da
estévia como ingrediente foi quantificado em aproximadamente 5,2 toneladas, com
mercado estimado em US$ 347 milhées em 2014, e previsdes indicam alcance em
torno de 8,6 toneladas até 2020 com perspectiva de aumento para US$ 565,2
milhdes (ANKIT, 2014).

A América Latina deve se tornar uma regido chave, pois a demanda por
produtos a base de estévia garantira que o mercado cres¢a a um ritmo constante na
regido (ANKIT, 2014).

No Brasil o cultivo ainda é insuficiente e ndo ha produgéo para abastecer o
mercado interno, sendo registrada uma importagao de mais de 3 milhées de dblares
em produtos oriundos da planta no ano de 2016 (BRASIL, 2017).

A producdo paranaense é responsavel por produzir 100 toneladas de
adocgante por ano, sendo 35% deste montante destinado a exportacdo e apenas 6%
destinado ao consumo interno (GOTO, 2014).

De acordo com estimativas da OMS, a estévia tem o potencial para substituir
20 a 30% de todos os adogantes dietéticos nos proximos anos (ANKIT, 2014). O
Japao ja substituiu aproximadamente a metade do consumo de agucar de cana-de-
agucar por agucar de estévia, inclusive proibiu o consumo de adogantes artificiais
desde a década de 70 (ZUBIATE, 2007).

A ingestao diaria aceitavel (IDA) dos glicosideos de esteviol estabelecida
pela Autoridade Européia de Seguranca Alimentar (EFSA) é de 4,0 mg kg™ de peso.
Atualmente, 31 alimentos comercializados, incluindo cereais matinais, possuem em

sua formulag&o os glicosideos de esteviol (EFSA, 2010)
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Em 10 de setembro de 1986, a Portaria N° 14 da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria, através da Divisdo Nacional de Alimentos, autorizou o uso do
esteviosideo como adocgante natural (aditivo) em alimentos e bebidas de baixa
caloria no Brasil (STEVIASOUL, 2017).

Os segmentos dominantes no mercado da estévia sdo as bebidas,
adocgantes de mesa e produtos alimentares embalados. O segmento de bebidas foi
avaliado em US$ 120,4 milhdes em 2014 e o segmento de adogantes de mesa US$
68,8 milhdes (ANKIT, 2014).

O prego de venda dos edulcorantes da estévia varia entre R$ 65,00 a R$
330,00 por kg (BRASIL, 2014).

2.3 ASPECTOS BOTANICOS

A S. rebaudiana (Bert.) Bertoni (FIGURA 2.1) € uma entre as 950 espécies
de Asteraceae. E classificada como uma planta herbacea de porte semiereto que
alcanca entre 20-80 cm de altura, com raizes e rizomas semiperenes a perenes e
parte aérea anual (KINGHORN, 2003; LORENZI & MATOS, 2008).

A espécie possui folhas simples, opostas, pecioladas em sua maioria,
perinérvea, raramente alternadas e com estipulas. As dimensdes maximas sao de 6
cm de comprimento e 2,5 cm de largura, com margens serrilhadas e coloragao verde
escuro na parte adaxial e verde claro na parte abaxial (KINGHORN, 2003)

As inflorescéncias sao capituladas, arranjadas em corimbos, paniculadas ou
aglomeradas, apresentando tirsdides na ponta dos galhos ou caules. Seu capitulo
consiste de um involucro cilindrico a funeiforme, com cinco bracteas lineares ou
oblongas dispostas em uma série ou em espiral (KINGHORN, 2003).

As flores sao normalmente brancas, mas podem também ser encontradas
em tonalidades roxas ou purpureas. S&o actinomorfas e possuem a corola contendo
cinco lobos perfeitos (LIMA FILHO, 2004).

Os frutos sédo do tipo aquénios, cilindricos, fusiformes ou prismaticos.
Possuem cerca de 20 aristas cerdosas ou simétricas, com superficie pilosa e papus
contendo uma fileira de cerdas (KINGHORN, 2003; LIMA FILHO, 2004).
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A espécie é autoincompativel e de polinizacdo entoméfila (LANDARUZI &
TIGRERO, 2009).

O caule apresenta-se ereto, podendo ou nao apresentar pilosidades, sendo
muito fragil e ramificado. Suas raizes sao fibrosas, bastante ramificadas e néo
alcangam muita profundidade no solo (KINGHORN, 2003).

. I L i - . e N
FIGURA 2.1 - A ESPECIE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertonl A) PLANTA DE ESTEVIA CULTIVADA
EM VASO. B) PLANTA DE ESTEVIA CULTIVADA NO CAMPO. FONTE: O autor (2016).

2.4 ASPECTOS ECOFISIOLOGICOS

A S. rebaudiana (Bert.) Bertoni € originaria da regido serrana na fronteira do
Brasil com o Paraguai, onde o clima predominante é classificado Aw e Cwa segundo
K&ppen, com temperaturas oscilando entre 22 °C e 27 °C (LIMA FILHO, 2004).

Quando exposta a condicbes extremas de calor torna-se mais sensivel e
seus brotos terminais murcham, o que conseqientemente afeta o rendimento da
planta (VILLA & CHIFA, 2006).

Apesar de tolerar temperaturas proximas a zero e geadas de baixa
intensidade, temperaturas baixas tendem a inibir ou impedir o desenvolvimento da

folha, levando a uma significativa diminuigdo do crescimento vegetativo e
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rendimento da produgéo final (GRASSI et al., 2009; ARELLANO, 2010). A parte
aérea da estévia é suscetivel a geada, e em condi¢des de inverno rigoroso perece,
porém, as plantas tornam a rebrotar na primavera a partir da base do caule
(ANDOLFI et al., 2006; PAL et al., 2014).

A estévia é classificada como uma planta de dia curto, com fotoperiodo de
13 horas. Em resposta a diminuigdo do fotoperiodo, reduz o crescimento vegetativo
e floresce entre o final do verao e o inicio do outono (KINGHORN, 2003).

A fenologia da planta varia conforme as condi¢des climaticas (MADAN et
al., 2010). Bonilla et al. (2007), avaliaram as etapas fenoldgicas do cultivo da estévia
na Colémbia, onde o ciclo da espécie durou 201 dias, coincidindo com os resultados
reportados por Carneiro et al. (1989) nas condi¢gdes de Maringa — PR, Brasil.

Acessos de estévia apresentam perfis morfoldgicos bastante distintos.
Alguns apresentam somente uma haste por planta, enquanto outros exibem grande
ramificagdo e varias hastes por planta (TATEO et al., 1998). Abdullateef & Osman
(2011) avaliaram acessos de estévia sob as mesmas condigbes de cultivo e
encontraram diferengas morfolégicas nas plantas, que variaram de 4 a 11 hastes,
1,8 a 3,5 cm de circunferéncia do caule, 50 a 290 folhas, 6,1 a 14,46 cm de
comprimento de folhas. Francisco (2015) trabalhando com diferentes acessos de
estévia na regido de Pinhais — PR, Brasil, observou que o acesso 06 obteve
produtividade de MSF total de 4008,3 kg ha™!, teores 10,2% e 9,7% de esteviosideo
e rebaudiosideo A, respectivamente, e razdo entre os dois (rebaudiosideo
Alesteviosideo) de 0,95 g g'. As caracteristicas encontradas para o acesso 07 foram
4.080,0 kg ha' de produtividade de MSF total, teores de 13,5% e 13% de
esteviosideo e rebaudiosideo A, respectivamente, e razdo de 0,96 g g-'.

A produtividade dos glicosideos de esteviol € medida através da sua
concentragdo na massa seca da planta, e essa varia conforme as condigcbes
ambientais a qual a planta esta exposta (SERFATY et al.,, 2013) e o estagio de
desenvolvimento que se encontra (PRINS et al., 2010). Fatores como a radiagao
solar, temperatura e o comprimento do dia, além do tipo de solo, fertilidade,
densidade populacional e caracteristicas genéticas também influenciam a sintese
desses compostos (JARMA, 2008). Ceunen & Geuns (2012) relatam que a maior
concentracdo dos glicosideos de esteviol € alcangada quando a planta atinge os

periodos de inicio da formacao do botéo floral e inicio do florescimento.
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2.5 ASPECTOS BIOQUIMICOS E NUTRICIONAIS

Conhecida por suas propriedades adogantes, a estévia produz em seu
metabolismo secundario compostos conhecidos como glicosideos diterpénicos, os
quais sdo os responsaveis por conferirem sabor adocicado a planta. Os glicosideos
mais importantes sao rebaudiosideo A (RA) e esteviosideo (EST), porém ja foram
relatados: rebaudiosideo B, rebaudiosideo C, rebaudiosideo D, rebaudiosideo E,
rebaudiosideo F, dulcosideo A, dulcosideo C e esteviobiosideo (YADAV et al.,
2011).

A via de sintese dos glicosideos de esteviol € a mesma via de sintese do
acido giberélico, a partir do acido mevalénico (MONDAGCA et al., 2012), e ocorre nos
plastideos, tendo o gliceraldeido-3-fosfato e piruvato como precursores (FIGURA
2.2). Os glicosideos produzidos pela estévia executam funcdo de protecdo das
plantas contra patbgenos, atraem insetos polinizadores, dispersores de sementes,
como também preparam as plantas para variagcbes ambientais. (JARMA et al., 2010).

O conteudo dos glicosideos de esteviol encontrados na planta varia de 4 a
20% em peso seco das folhas, dependendo do cultivo e das condigdes de
crescimento, bem como das modernas técnicas agrondmicas (GEUNS, 2003; POL et
al., 2007). No mercado comercial, podem-se encontrar extratos purificados obtidos
das folhas da estévia contendo principalmente o esteviosideo (>80%) e o
rebaudiosideo A (>90%) (GARDANA et al., 2010). O esteviosideo € o glicosideo em
maior quantidade, variando entre 4 a 13% (m m) em peso seco das folhas. O
segundo mais abundante é o rebaudiosideo A, variando de 2 a 4% (m m™). Logo
depois, vem o rebaudiosideo C, com 1 a 2% (m m™). Por Ultimo, aparece o
dulcosideo A, com 0,4 a 0,7% (m m™') (MIOTO & MACHADO, 2004).

Dentre os glicosideos ha destaque para o rebaudiosideo A e o esteviosideo.
O esteviosideo caracteriza-se por ter sabor 300 vezes mais doce que a sacarose,
insolubilidade em agua, e gosto residual amargo. Ja o rebaudiosideo A é 450 vezes
mais doce que a sacarose, é soluvel em agua e nao possui sabor amargo residual.
Ambos sdo termoestaveis até a temperatura de 198 °C (GOTO & CLEMENTE,
1998).



29

Rofa do Mevalonaio

s l . Fttnsnl / . Plastideo

Endoplasmitico
v o Rala MEP
e DOX
+F
MVPR '
Ve | =\ PR
IFR/DMARP (
*meatabolismo {
cruzado® ¥
Fpp e GPP
FPP —»  Sesquiterpencs
Glicosidens 1T
de Steviol .
- I " . .. " u! - DE
", S Ll AT o - b [ ;
k H i I L3 H |y ' S
R P { -t
‘ot = K ..
steviol ent-Kaurang

FIGURA 2.2 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DA BIOSSINTESE DOS TERPENOS VIA ROTAS
METABOLICAS DO METHYLERYTHRITOL FOSFATO (MEP) OCORRENDO NOS PLASTIDEOS, E
O MEVALONATO (MVA) OCORRENDO NO CITOSOL. FONTE: Adaptado de WOELWER-RIECK et
al. (2014).

De acordo com Cardello et al. (2000), a razdo entre rebaudiosideo A e
esteviosideo é determinante para a industria, e é calculado pela divisdo do teor de
rebaudiosideo A pelo teor de esteviosideo. Quando esta razdo se aproxima ou
ultrapassa 1, o sabor amargo residual em decorréncia do esteviosideo desaparece,
entdo a mistura torna-se soluvel em agua, permitindo a composicao de adogantes
liquidos comerciais. Os teores de rebaudiosideo A e esteviosideo podem ser
determinados, por High Power Liquid Cromathography (HPLC) (KOLB et al., 2001).

Analisando as folhas de estévia, Savita et al. (2004) calcularam seu valor
energético, o qual foi 2,7 kcal g™'. Isso significa que a estévia pode ser classificada
como um adogante de baixa caloria, pois sua dogura € intensa e comparavel com os
demais adogantes comerciais, como o aspartame que possui 4 kcal g-!, a sacarina
(sem calorias) e a sucrolose (sem calorias).

Jeppesen et al. (2000) demonstraram que tanto o esteviol como o

esteviosideo podem produzir efeito antihiperglicémico direto sobre as células beta do
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pancreas na liberacdo de insulina. Os autores concluiram que a estévia pode ser
potencialmente utilizada no tratamento de diabetes tipo II.

Conforme estudos realizados por Goyal & Samsher (2010) a estévia possui
em sua composicdo uma complexa mistura de diterpenos labdanos, triterpenos,
estigmasterol, taninos, 6leos volateis e oito glicosideos diterpénicos: esteviosideo,
esteviobiosideo, dulcosideo e rebaudiosideos A, B, C, D e E, além de uma gama de
constituintes nutricionais (QUADRO 2.1).

Goyal & Samsher (2010) afirmaram que estdo presentes na estévia
quantidades substanciais de nutrientes e minerais necessarios para proteger o
corpo, regular e manter varios processos metabdlicos. Potassio, calcio, magnésio e
sddio foram encontrados em quantidades razoaveis.

Kim et al. (2011) determinaram a quantidade de vitaminas em extrato de
folhas e calos de estévia, e concluiram que o conteudo de acido félico, vitamina C e
vitamina B2 foi superior nos extratos provenientes das folhas, quando comparado ao
extrato do calo. O acido félico foi o composto principal no extrato das folhas, ja no

extrato proveniente dos calos, a vitamina C foi o principal.

QUADRO 2.1- COMPOSICAO APROXIMADA DE FOLHAS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni.

Constituinte Valor (%)
Aluminio 0,0072
Manganés 0,0147
Cinza 63,000
Foésforo 0,3180
B-Caroteno 0,0075
Potassio 17,800
Calcio 0,5440
Proteina 11,200
Croémio 0,0039
Selénio 0,0025
Cobalto 0,0025
Silicio 0,0132
Gordura 19,000
Sadio 0,0892
Fibra 15,200
Estanho 0,0015
Ferro 0,0039
Vitamina 0,0110
Magnésio 0,3490
Agua 82,300

FONTE: Adaptado de Goyal & Samsher (2010).
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No caule de estévia também sdo encontrados teores de esteviosideo e
rebaudeosideo A, mas sdao menores que nas folhas e de baixo valor comercial.
Contudo, apresenta intensificadores de sabor e aroma que podem ser utilizados na
industria de alimentos e bebidas (SINGH & RAO, 2005).

Nas folhas e flores de S. rebaudiana também sdo encontrados O6leos
essenciais, principalmente mono e sesquiterpenos. Siddique et al., (2016)
analisaram a composi¢ao quimica obtida por dois diferentes métodos de extracéo do
O0leo essencial, e determinou como constituintes majoritarios o a-Cadinol, o

espatulenol e o 6xido de cariofilenos.

2.6 ASPECTOS AGRONOMICOS

Para estabelecer um cultivo com fins econdmicos € necessario obter
conhecimento sobre caracteristicas de solo, clima, demanda de agua, periodo de
plantio, florescimento, além de outros manejos, a fim de aperfeigoar a producao.

Planta-se estévia na primavera, utilizando mudas oriundas de sementes,
estaquia ou entdo de micropropagacao (LIMA FILHO, 2004).

Para o plantio é recomendado estandes de até 100.000 plantas ha,
utilizando espagamentos de 20 a 25 cm entre as plantas e 50 cm entre linhas (PAL
et al., 2013; SERFATY et al., 2013).

De acordo com Lima Filho (2004) a permanéncia da cultura no campo
depende do material genético utilizado, sendo que no Brasil as lavouras sé&o
replantadas apos cinco anos de cultivo, visando reestabelecer a produtividade.

O potencial de rendimento anual é de até 4 toneladas ha' de folhas secas
em 3 ou 4 colheitas por ano, com uma concentracéo de esteviosideo de 100 mg g’
(TORRES & GUEVARA, 2004).

A estévia prefere solos de textura argilosa ou arenosa, onde haja alta
disponibilidade de matéria organica, umidade, e drenagem adequada. A faixa de pH
ideal é entre 5,5 a 7,5 (ABDULLATEEF & OSMAN, 2012)

Em regides de ocorréncia de populagdes naturais, o solo € pouco feértil e o

pH encontra-se entre 4 a 5, o que entre outras caracteristicas, leva a planta a
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alcangar 0,6 a 0,7 metros de altura. Se cultivada em solos com condigbes mais
propicias ao seu crescimento e desenvolvimento, pode alcangar cerca de 1 metro ou
mais (MIDMORE & RANK, 2002).

Quanto as condigbes climaticas, trata-se de uma planta de ampla
adaptabilidade. Grassi et al. (2009) relatam que as temperaturas devem estar entre
15 °C e 30 °C, preferencialmente entre os 24 °C e os 28 °C. A espécie suporta
temperaturas mais elevadas com a maior incidéncia de chuvas ou quando
disponibilizado sistemas de irrigagéo.

Sao poucos os trabalhos abordando o fator agua na producdo de massa
seca das folhas e na produgdo de acucares. Fronza (2002) verificou que o
rendimento de folhas com incremento de laminas de irrigacdo foi altamente
responsivo, chegando a 5.000 kg ha™' com um fornecimento de agua de irrigacéao de
538 mm, concluindo ser viavel a irrigagéo para a cultura.

Os tratos culturais também sao importantes. Praticas de manejo como poda,
controle de pragas e plantas invasoras devem ser realizadas quando necessario,
visando a sanidade na producao.

As podas ndo devem ser feitas nas horas de maior calor do dia, sendo
preferencialmente realizadas ao inicio da manha ou ao final da tarde, evitando
desidratacédo e secagem dos ramos secundarios e terciarios (JARAMILLO, 2011).

Para o controle de plantas infestantes s&o varios os métodos utilizados, tal
como o fisico que pode ser realizado através da solarizagdo, capina e plasticos
negros, sendo este ultimo menos recomendado devido ao alto custo (JARAMILLO,
2011). Conforme Vélez & Zapata (2006), os métodos quimicos e biolégicos de
controle devem ser usados em combinagdo com outras técnicas, a fim de se
alcangar maior eficacia.

A estévia é uma planta pouco atacada por insetos, pois sua dogura inerente
age como repelente. Contudo, em trabalho de Landazuri & Tigrero (2009) foram
citadas algumas pragas como a Trialeurodes vaporariorum West., cochonilhas,
Chrysomelidae e insetos homépteros pertencentes a familia Psyllidae que atacam
levemente a cultura.

Martinez (2015) reportou algumas doencas encontradas em estévia. Os
agentes causais de doencas identificadas em estévia pertencem ao grupo dos
fungos. Danos causados por murchamento se devem aos géneros Fusarium sp.,

Rhizoctonia sp., e Sclerotium sp. As manchas séo produzidas por Alternaria sp. e
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Septoria sp. Existe a necessidade de identificar fontes de resisténcia para se
desenvolver variedades comerciais resistentes ou tolerantes a essas doengas
(YADAV et al., 2011).

Com a finalidade de se obter a maxima concentragcdo de glicosideos na
planta, a estévia deve ser colhida antes do florescimento pleno, sendo indicado o
corte 5 a 10 cm do solo, preferencialmente no periodo da manha e com ferramentas
adequadas (TORRES & GUEVARA, 2004; MIDMORE & RANK, 2002).

Se faz necessario associar a produtividade de biomassa aos teores de
rebaudeosideo A (RA) e esteviosideo (EST) e a razdo (RA/EST), para determinagéo
do ponto 6timo de colheita, com vistas a maxima produtividade e com uma razéo
(RA/EST) proxima de 1 (RAMESH et al., 2006).

A secagem pode ser realizada ao sol por 6 horas, até que as folhas atinjam
entre 10 e 12% de umidade, ou entdo em secador de circulagdo de ar forgado a 65
°C (LIMA FILHO, 2004).

2.7 BIOFERTILIZANTES VEGETAIS

O melhor desempenho agrondmico de uma espécie cultivada pode ser
obtido pelo aprimoramento de técnicas de cultivo ou com a introdugédo de novas
tecnologias. Sendo assim, o aprimoramento de novas técnicas que possibilitem a
reducao de custos e manutencéo das caracteristicas fisiolégicas e produtivas ideais
para as plantas é de extrema importancia. A ado¢ao de tecnologias que promovam o
aumento da produtividade focada na sustentabilidade e com coeréncia nas questdes
ambientais é uma estratégia a ser adotada (MOGOR et al., 2008).

Nesse contexto se inserem os biofertilizantes vegetais, contemplados na
legislacao de fertilizantes (Decreto N° 4.954, de 14 de janeiro de 2004) como
produtos que contém principio ativo ou agente orgéanico isento de substancias
agrotéxicas, capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, elevando a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor
hormonal ou estimulante (MAPA, 2012). Também sao reconhecidos na Instrugao

Normativa 46, de 6 de outubro de 2011 que regulamenta a producdo organica,
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sendo descritos como produtos que contém componentes ativos ou agentes
biol6gicos, capazes de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das
plantas cultivadas, melhorando o desempenho do sistema de producao e, que sejam
isentos de substancias proibidas pela regulamentacao de organicos (MAPA, 2012), e
que possuem funcéo de estimular o crescimento das raizes e o desenvolvimento das
plantas, uma vez que séo considerados ativadores metabdlicos (BEZERRA et al.,
2007).

Dentre os produtos com potencial efeito biofertilizante, estdo os obtidos de
processos fermentativos a partir dos subprodutos das industrias de processamento
de vegetais, ou da cadeia produtiva de biocombustiveis, como o aminoacido acido L-
glutdmico, obtido da fermentacdo do melago da cana-de-agucar pela bactéria
Corynebacterium glutamicum (DREYER et al., 2000), e também produtos a base de
extrato de algas marinhas, que mesmo se utilizados em baixas concentragdes
afetam o desenvolvimento da planta, sugerindo a presenca de compostos bioativos
em sua composicao (KHAN et al., 2009; CARVALHO et al., 2013, 2014).

De acordo com Fernandes e Silva (2011), houve aumento na produgéo e
maturacdo de grdos em lavoura de café Catuai Vermelho, cultivar IAC 144, apé6s
dois anos de conducdo do experimento, utilizando biofertilizante a base de extrato
de algas.

Réder et al. (2015) avaliaram o efeito da aplicagao foliar de um fermentado
bacteriano do melago da cana-de-agucar, contendo 30% do aminoacido acido L-
glutdmico no desenvolvimento de mudas de repolho e concluiram que a utilizagao do
produto promoveu incrementos do indice relativo de clorofila, da area foliar e do
volume radicular.

Em contrapartida alguns trabalhos demonstraram que os biofertilizantes
podem n&o favorecer ou até mesmo diminuir a absorgéo de nutrientes pelas plantas,
como foi observado no trabalho de Ferreira et al. (2007) onde a utilizagdo do produto
nao afetou a produtividade de grdos de milho.

Apesar dos varios resultados positivos relacionados ao uso de
biofertilizantes seu potencial merece ser mais bem investigado, em especial para
plantas medicinais, aromaticas e condimentares, ja que sao poucos os trabalhos a

respeito.



35

2.7.1EXTRATO DE ALGA

Os extratos de algas marinhas constituem um novo grupo de produtos
utilizados para o cultivo de plantas, demonstrando ser tema de interesse por
enfatizar a utilizacdo na agricultura sustentavel (KHAN et al., 2009). A utilizacéo de
extratos de algas na agricultura vem aumentando significativamente nas ultimas
décadas, sendo observado que boa parte dos 15 milhdes de toneladas métricas de
algas marinhas colhidas anualmente, sdo empregadas como estimulantes (KHAN et
al., 2009; CRAIGIE, 2011).

As fontes das quais provém estes extratos sao diferentes espécies de algas
marinhas, como as algas verdes (divisdo Chlorophyta), marrons ou pardas
(Phaeophyta) e algas vermelhas (Rhodophyta), classificadas de acordo com os
pigmentos que possuem (KHAN et al., 2009).

Os produtos derivados de extratos de algas séo produzidos principalmente a
partir de espécies que habitam aguas salgadas. A alga Ascophyllum nodosum
(FIGURA 2.3) é a mais usada na agricultura, e é a base para a formulacédo de
bioestimulantes ou biofertilizantes, destacando-se dentre as espécies de algas
marinhas comumente utilizadas (UGARTE et al., 2006). Caracteriza-se como uma
alga marrom da divisdo Phaeophyta, o segundo grupo mais numeroso com
aproximadamente 2.000 espécies (KHAN et al., 2009), e tem sido muito estudada
por suas propriedades que incluem desde a promocgédo de crescimento vegetal ao
uso na alimentagdo humana e animal (KHAN et al., 2009; CRAIGIE, 2011). A A.
nodosum & encontrada nos mares articos e nas costas rochosas do oceano Atlantico
no Canada e no norte da Europa (COLAPIETRA & ALEXANDER 2006), onde a
temperatura da agua nao excede 27 °C (KESER et al., 2005).

De modo geral, os extratos de algas possuem uma composi¢gao complexa,
sendo compostos de macro e micronutrientes, aminoacidos, oligossacarideos e
horménios vegetais (CRAIGIE et al., 2007; KHAN et al., 2009, 2011; ZODAPE et al.,
2009; SHARMA et al., 2012). Os extratos de A. nodosum especificamente, sé&o
constituidos por citocininas, auxinas, acido abscisico, giberelinas, betainas e
alginatos (MACKINNON et al., 2010; RIOUX et al., 2007), existindo ainda compostos

que nao foram identificados e que possuem atividade semelhante a de alguns
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horménios vegetais, podendo também estimular sua producao nas plantas (KHAN et
al., 2009).

A aplicagdo do extrato a 20% da alga Sargassum wighti melhorou o
comprimento da raiz, o numero de raizes laterais, o comprimento dos brotos e
numero de ramos para a cultura do trigo (KUMAR & SAHOO, 2011).

Para a cultura da batata, Bardiviesso et al. (2011) testaram os efeitos da
aplicacao foliar do extrato de alga A. nodosum sobre o crescimento e a

produtividade, e observaram que houve aumento na produtividade da cultura.

- = ; ;i L < ¥ .’-' - — ¥ 3 o - sl .
FIGURA 2.3 - ALGA MARINHA Ascophyllum nodosum. A) HABITAT; B) COLHEITA; C) MASSA
SECA DA ALGA; D) MASSA FRESCA DA ALGA. FONTE: ACADIAN (2009).

Koyama et al. (2012) avaliaram o desenvolvimento vegetativo e a produgéo
do tomateiro em funcao de aplicagbes com extrato da alga A. nodosum e verificaram
aumento da producgdo, sem alterar as caracteristicas dos frutos e o crescimento
vegetativo da planta.

Em avaliagdo dos possiveis efeitos do extrato da alga A. nodosum aplicado

via foliar para o cultivo da cebola, Bettoni et al. (2012) concluiram que houve
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aumento de produtividade e conservabilidade pds-colheita da cultivar Akamaru, em
cultivo organico.
Nao foi encontrado na literatura estudos contemplando a utilizagdo de

extratos de algas para o cultivo de estévia.

2.7.2 AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO

Os aminoacidos sdo aprovados como fertilizantes e considerados aditivos
pelo MAPA como estabilizantes da formulagcdo, ou seja, agentes quelantes/
complexantes, regulamentado pelo Decreto n° 4.954, de 14 de janeiro de 2004, e
definida no Anexo lll, Capitulo VI, da Instrucdo Normativa n° 10, de 28 de outubro de
2004 (BRASIL, 2004).

Todas as plantas produzem seus proprios aminoacidos (LEHNINGER,
2006), que podem ser transportados através da membrana plasmatica da célula por
meio de transportadores do tipo simporte, penetrando na célula paralelamente a
entrada de H* (TAIZ & ZEIGER, 2009).

De acordo com Bucco (2013), a utilizacdo de aminoacidos na formulacéo de
fertilizantes foliares apresenta varios aspectos favoraveis, como serem
biodegradaveis e bons agentes complexantes. Além disso, & possivel sintetiza-los
bioquimicamente a partir de subprodutos da industria sucroalcooleira, como o
melagco de cana-de-agucar. A aplicagdo exdégena desses produtos nédo tem por
objetivo suprir a necessidade de aminoacidos para a realizagao de sintese protéica,
ela objetiva ativar o metabolismo fisiol6gico das plantas (FLOSS & FLOSS, 2007).

A utilizagdo de aminoacidos na agricultura tem sido praticada por varias
décadas, no Brasil e no mundo, em diversas culturas. O numero de empresas,
ofertando no comércio uma ampla gama de produtos a base de aminoacidos, vem
aumentando consideravelmente. Muitos técnicos e produtores relatam beneficios na
utilizacado desses produtos. Entretanto, existem controvérsias sobre a utilizagdo de
aminoacidos na agricultura, uma vez que a aplicagcdo isolada dos mesmos

raramente tem mostrado efeitos significativos na produtividade vegetal. Poucos
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trabalhos cientificos sao encontrados demonstrando a eficacia destes produtos
(CASTRO et al., 2009).

Em um trabalho com pessegueiros (Prunus persica cv. Florida Prince)
tratados com produto comercial contendo 85% de aminoacidos (16% na forma de L-
aminoacidos livres - Pepton 85/16), os resultados demonstraram melhorias nos
parametros quantitativos e qualitativos relacionados a produgéo (EL-RAZEK &
SALEH, 2012).

Os aminoacidos possuem estrutura formada por um grupo carboxil e um
grupo amino ligados a um atomo de carbono, o carbono a, e diferem uns dos outros
em suas cadeias laterais (grupos R), as quais sdo diferenciadas pela estrutura,
tamanho e carga elétrica, influenciando a solubilidade do aminoacido em agua. O
carbono a além de ligar-se aos grupos amino (NHz2), carboxil (COOH) e grupos R,
também se liga a um atomo de hidrogénio, sendo considerado um centro quiral. Os
aminoacidos em moléculas de proteinas sdo exclusivamente L isémeros (FIGURA
2.4). Os vegetais sao capazes de sintetizar todos os aminoacidos, tanto os protéicos
quanto os ndo protéicos, utilizando como fonte o nitrogénio na forma de amdnio
(LEHNINGER, 2006). Os L-aminoacidos apresentam um largo espectro de uso
comercial como aditivos, suplementos alimentares, agentes terapéuticos e

precursores para a sintese de peptideos e insumos quimicos (SAHM et al., 1995).

~H*

-—
—
—

FIGURA 2.4 - ESTRUTURA BASICA DE UM AMINOACIDO. FONTE: CASTRO & CARVALHO
(2016).
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O aminoacido acido L-glutdmico exerce um papel muito importante no
metabolismo do nitrogénio, pois € o primeiro composto formado na assimilagao
deste nutriente, formando as amidas glutamina e asparagina, e entdo a partir destas
ocorre o transporte para os diferentes 6rgdos da planta e também a sintese de
clorofila e outros aminoacidos (TAIZ & ZEIGER, 2009). Todos os aminoacidos sao
derivados de intermediarios da glicolise, do ciclo do acido citrico ou da via das
pentoses fosfato. O nitrogénio entra nessas vias através do glutamato e da
glutamina (LEHNINGER, 2006).

Os exemplos de microrganismos que a realizam s&o do género
Corynebacterium, Brevibacterium, Microbacterium e Arthrobacterium, mas
principalmente por Corynebacterium. Essas bactérias sdo gram-positivas, nao-
esporulantes e imoveis. Também ha a possibilidade de produzir o aminoacido acido
L-glutdmico pela via quimica, porém, a producao via fermentagcéo microbiana possui
mais vantagens, como a obtengdo apenas do isbmero desejado, e n&do da mistura
racémica, como acontece na sintese quimica (SATO et al., 2001).

Em trabalho realizado por Mogor et al. (2008), foi avaliado o efeito da
aplicagéo foliar do aminoacido L-glutamico, do extrato da alga A. nodosum e do Ca*?
para o crescimento e a produgado de plantas de feijado. Os autores concluiram que
houve efeito bioestimulante para as plantas, promovendo aumento na producéo de
graos.

Bettoni et al. (2014) avaliaram o efeito de diferentes doses e frequéncias de
aplicacao do biofertilizante contendo aminoacido acido L-glutdmico em mudas de
orégano produzidas em sistema organico, e concluiram que houve maior
crescimento de mudas de orégano.

Roéder et al. (2015) analisaram os efeitos da aplicagdo foliar de um
fermentado bacteriano do melago da cana-de-agucar contendo 30% do aminoacido
acido L-glutdmico no desenvolvimento de mudas de repolho. Os autores concluiram
que houve incrementos do indice relativo de clorofila, da area foliar e do volume
radicular das plantas.

Roéder et al. (2016) testaram o efeito biofertilizante de um fermentado
bacteriano contendo 30% do aminoacido acido L-glutdmico na producgéo de repolho
em sistema organico, e concluiram que a aplicagdo foliar deste fermentado
apresentou efeito biofertilizante, com incremento da producdo de repolho organico

de forma linear.
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Para o cultivo de S. rebaudiana (Bert.) Bertoni, ndo foram encontradas

pesquisas avaliando os efeitos do aminoacido acido L-glutamico.
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3 EFEITO DA PULVERIZAGAO FOLIAR DE EXTRATO DE ALGA NA
BIOMASSA E PRODUCAO DE REBAUDIOSIDEO A E ESTEVIOSIDEO EM
ESTEVIA

RESUMO

A estévia (Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni) € uma planta da familia
Asteraceae, nativa da fronteira do Brasil e Paraguai, muito utilizada como adogante
natural. Suas folhas produzem o rebaudiosideo A (RA) e o esteviosideo (EST) que
sao, respectivamente, 450 e 300 vezes mais doces que a sacarose € nhao
apresentam poder cal6rico. Em busca de alternativas que visem um menor impacto
ambiental, estimulem a produgé&o e também a sintese dos glicosideos da estévia
(RA e EST), o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de pulverizagdes foliares do
extrato da alga Ascophyllum nodosum para os caracteres biométricos, bioquimicos,
teor de RA e EST e a razdo RA/EST da estévia. O experimento foi implantado em
casa de vegetacéo, onde os tratamentos foram compostos de cinco concentragbes
(0,5; 1,0; 1,5, 2,0 e 2,5 mL L") do produto pulverizados a cada 7 dias, e uma
testemunha que nao recebeu as pulverizagdes. A colheita foi realizada 78 dias apo6s
o plantio, com 5% do florescimento pleno. As pulverizagcbes do extrato da alga
Ascophyllum nodosum estimularam o numero de folhas (NF) e ramos (NR), assim
como a produgédo e sintese dos glicosideos pela planta, com destaque para a
concentracdo de 2,5 mL L', qual apresentou melhor resultado.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, Ascophyllum nodosum, glicosideos
diterpénicos.
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DEVELOPMENT AND RATES OF STEVIOSIDE AND REBAUDIOSIDE OF STEVIA
SUBMITTED TO APPLICATIONS OF SEAWEED EXTRACT

ABSTRACT

Stevia (Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni) is a plant of the Asteraceae family,
native to the border of Brazil and Paraguay, widely used as a natural sweetener. Its
leaves produce the rebaudioside A (RA) and stevioside (EST), which are respectively
450 and 300 times sweeter than sucrose and have no caloric power. The objective of
this work was to evaluate the effect of leaf sprays of Ascophyllum nodosum seaweed
extract for the biometric and biochemical characters, as well as for the synthesis of
stevia glycosides (RA and EST), RA and ESTcontents, and steer RA / EST ratio. The
experiment was carried out in a greenhouse, where the treatments were composed
of five concentrations (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 2.5 mL L") of the product sprayed every
7 days, and a witness who did not receive the sprays. Harvesting was performed 78
days after planting, with 5% of full bloom. Sprays of Ascophyllum nodosum seaweed
extract stimulated the number of leaves (NF) and branches (NR), as well as the
production and synthesis of glycosides by the plant, highlighting the concentration of
2.50 mL L', wich presented the best result.

Key-words: Stevia rebaudiana, Ascophyllum nodosum, diterpene glycosides.
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3.1 INTRODUGAO

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, um antigo arbusto perene da América do
Sul, produz glicosideos diterpénicos que agem como adocgantes de baixa caloria e
sao cerca de 300 vezes mais doce do que a sacarose. Extratos de estévia, além de
propriedades terapéuticas, possuem atividade antioxidante, antimicrobiana e
antifungica (MONDACA et al., 2012).

Em suas folhas s&o encontrados o maior teor de seus principais glicosideos
diterpénicos, o esteviosideo e o rebaudiosideo A (LANDARUZI & TIGRERO, 2009).

A estévia tem potencial de alcancar significativo cultivo na agricultura, devido
ao aumento da demanda de alimentos a base de plantas por parte dos
consumidores. Ainda, analises apontam que a espécie € fonte de acido félico,
vitamina C e de todos os aminoacidos indispensaveis, com exce¢do somente do
triptofano (MONDACA et al., 2012).

Aliado ao grande poder de expanséo da cultura esta o aprofundamento de
informagdes sobre seu cultivo. Novas técnicas e manejos produtivos sdo essenciais
para que a espécie alcance o devido potencial, devendo estar proximas da
sustentabilidade e da minimizagcdo de impactos ambientais.

Os extratos de algas marinhas s&o classificados como bioestimulantes por
conter substéncias bioativas em baixas concentracdes que exibem propriedades
estimuladoras do crescimento (KHAN et al., 2009), além de atuarem como
biofertilizantes vegetais (CRAIGIE, 2011). Inserida no grupo das algas marinhas
marrons, estd a Ascophyllum nodosum, a mais utilizada na agricultura (KHAN,
2009), por possuir diversos hormémios e reguladores de crescimento, tais como
citocininas, auxinas, giberelinas, betainas (DURAND et al., 2003), macronutrientes,
tais como Ca, K, P, e micronutrientes como Fe, Cu, Zn, B, Mn, Co, Mo (KHAN et al.,
2009).

Na literatura disponivel ainda nao ha relatos da utilizagdo do extrato da alga
marrom A. nodosum para a cultura da estévia. Diante disso, nesse trabalho foi
avaliado o efeito de diferentes concentracdes de um biofertilizante vegetal a base do

extrato de A. nodosum nos caracteres biométricos e bioquimicos de estévia, assim
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como os teores dos seus principais glicosideos diterpénicos, o esteviosideo e o

rebaudiosideo A, e a razao entre eles.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 CONDUGAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido entre os meses de fevereiro de 2016 a maio de
2016, em casa de vegetagdo com cobertura de polietileno transparente e fechada
nas laterais com telhas de fibra de vidro translucidas, na cidade de Curitiba - PR -
Brasil (25°24°46.20” S, 49°14'53.11”L, 910 m de altitude).

O solo utilizado para o experimento apresentou as seguintes caracteristicas
quimicas: pH SMP = 5,30; Al*3 = 1,90 cmolc/dm?; H*+AI*3 = 8 40 cmolc/dm® Ca*? =
2,60 cmolc/dm® Mg*? = 1,50 cmolc/dm3; K* = 0,10 cmolc/dm3; P = 3,20 mg/dm3; C =
16,7 g/dm3.

A correcéao do solo foi realizada conforme o Manual de Adubacgéo e Calagem
(ROLAS, 2004). Aplicou-se 1,87 kg de calcério (FILLER, PRNT = 95%) 291,20 g de

superfosfato simples, 73,92 g de cloreto de potassio, 53,76 g de uréia.

3.2.2MATERIAL VEGETAL

Foi utilizado o acesso 06 de estévia, fornecido in vitro pela EMBRAPA-
CENARGEN, Brasilia, e multiplicado no Laboratério de Micropropagacéo de Plantas
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

Para a micropropagacgéao utilizou-se meio MS (Murashige & Skoog, 1962),

modificado com 20 g L' de sacarose, em sala climatizada com fotoperiodo de 16 h
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fornecido por ldampada fluorescente branca fria do tipo luz do dia com densidade de
fluxo de fotons de 20 umol m2 s, e temperatura de 25 °C.

Apods periodo de adaptacéo in vitro, as mudas foram transplantadas para
tubetes de 195 cm3 preenchidos em sua totalidade com o substrato comercial
Plantmax HT®, acondicionadas para aclimatizacdo por 14 dias em nebulizagdo
intermitente de 5 s de irrigagdo a cada 30 min e desenvolvidas por 20 dias em cultivo

protegido com rega manual diaria.

3.2.3IMPLANTACAO DO EXPERIMENTO

A implantacédo do experimento na casa de vegetacgao teve inicio no dia 29 de
fevereiro de 2016. Foram utilizados vasos de 5 L preenchidos até a marcacao
superior com o solo previamente corrigido. O transplante das mudas foi realizado
com uma muda por vaso, escolhendo as mudas com condi¢cbes fitossanitarias
adequadas e 6 a 8 pares de folhas desenvolvidas. Para melhor desenvolvimento das
plantas, foi feito um tutoramento 15 dias apés o plantio.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
6 tratamentos e 4 repeticbes, onde cada parcela foi constituida de quatro plantas.
Dos 6 tratamentos, um representou a testemunha (auséncia de solugéo), e o
restante recebeu pulverizagdes foliares nas concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5
mL L' de um produto formulado a partir de extrato da alga A. nodosum. As
pulverizagdes foram realizadas com intervalo de 7 dias. A primeira pulverizagao foi
realizada aos 37 dias ap6s o plantio, no dia 06 de abril, e a ultima foi realizada uma
semana antes da colheita, no dia 04 de maio, totalizando 5 pulverizagdes.

O produto comercial contendo o extrato da alga A. nodosum utilizado foi o
Acadian, da Acadian Seaweeds®. A aplicagdo do biofertilizante a base de extrato de
alga foi realizada com equipamento de pulverizagdo pressurizado por CO2 com
vaz&ao de 72 ml min-! por bico do tipo conico e pressdo constante (50 Psi), de forma
a molhar a area foliar sem causar escorrimento, sendo feita a calibracdo de cada

pulverizagdo em fungao do tempo de pulverizagdo. No momento da aplicacao foram
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utilizados plasticos nos tratamentos laterais, a fim de evitar contaminacao por deriva
do produto.

O turno de irrigacao utilizado possibilitou a manutencéo da capacidade de
campo.

Foi realizada catagdo manual de alguns eventuais pulgdes e cochonilhas

presentes nas plantas durante o periodo de realizagao do experimento.

3.2.4COLHEITA DO EXPERIMENTO

O procedimento da colheita seguiu recomendacéo de Lima Filho (2004),
quando as plantas se apresentavam com 5% de flores abertas, o que ocorreu entre
os dias 16 e 17 de maio de 2016.

A colheita foi realizada entre 8 h e 11 h no periodo da manha, e no periodo
da tarde apds as 16 h. As plantas foram cortadas 5 cm acima do solo com o auxilio
de tesoura de poda. As plantas foram colhidas por ordem de repeticdo: colheram-se
todas as plantas da repeticdo um para todos os tratamentos, depois a repeticéo dois,
trés e quatro. Essa metodologia foi adotada para reduzir possiveis diferencas entre

um tratamento e outro.

3.2.5ANALISES BIOMETRICAS

Para avaliagdo dos caracteres biométricos, as folhas foram separadas do
caule manualmente e pesadas em balanca de precisdo para a determinagcédo da
massa fresca de folhas (MFF), e entdo armazenadas em sacos de papel multifoliado
Kraft®. Os ramos e as flores também foram separados e pesados para a
determinacdo da massa fresca (MFR e MFFI, respectivamente) e posteriormente

embalados em sacos de papel Kraft® devidamente identificados.
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O material permaneceu em secador com circulagado de ar forgado a 65 °C
por 48 horas e foi novamente pesado para determinagédo da massa seca de folhas
(MSF), massa seca de ramos (MSR) e massa seca de flores (MSFI).

As medicdes de area foliar (AF) foram obtidas por meio do programa
computacional WinRhizo®, acoplado a um 73 Scaner LA1600 (REGENT
INSTRUMENTS Inc., 1999). Realizou-se a homogeneizagao das folhas das plantas
e entéao foi retirado e pesado 3 g de cada parcela experimental. Essa metodologia foi
adotada para padronizar a medicao.

A altura (ALT) foi determinada antes do corte para colheita, medindo-se a
distancia do solo até o ponto mais alto da planta. A medic¢ao foi realizada em todas
as plantas do experimento.

As ramificagbes (NR) também foram contadas para todas as plantas do

experimento. Foram avaliados os ramos secundarios e terciarios.

3.2.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Para os procedimentos das analises bioquimicas, foram retirados 3 g de
material vegetal fresco de cada parcela experimental. Em seguida foram
prontamente embalados em envelopes de papel aluminio, identificados e
congelados. Todas as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido antes de
iniciar as metodologias analiticas.

Foram analisados os seguintes caracteres bioquimicos: teor de proteinas
(P), acgucares totais (AT), clorofila A (CL.A), clorofila B (CL.B) e clorofila total (CL.T).

A determinacdo de proteinas soluveis totais seguiu a metodologia de
Bradford (1976), sendo 0,5 g de tecido vegetal macerado em 10 mL de tampé&o
fosfato 0,2M pH 6,7. Em seguida, em uma aliquota de 0,1 mL da amostra adicionou-
se 2,5 mL do reagente Bradford, sendo ap6s 10 minutos realizada a leitura em
espectrofotometro a 630 nm, e comparadas com uma curva padréo de proteina,
partindo de uma solucao de caseina.

A quantificagdo dos agucares totais foi realizada seguindo o método fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Foi macerado 0,1 g de tecido vegetal em 20 mL de
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tampao fosfato 0,2M pH 7,5. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000
rom por 10 minutos e apos, retirou-se uma aliquota de 0,1 mL de sobrenadante que
foi adicionado em um tubo de ensaio com 0,5 mL de fenol e 2,5 mL de acido
sulfurico concentrado. As amostras foram agitadas e deixadas em descanso até
esfriarem, em seguida foi realizada a leitura em espectrofotbmetro a 490 nm e
ajustadas com a curva padrao.

Para a quantificacdo de clorofila A, B e total foram retirados 15 discos
foliares por parcela experimental, e em seguida pesados. Os discos foram
macerados com 10 mL de acetona 80%, e entédo centrifugados a 12.000 rpm por 10
min. Em seguida a amostra foi filtrada e transferida para cubeta, posteriormente foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 645 e 663
nm. Os calculos para ajuste dos resultados foram expressos em mg cm= de area

foliar, sendo os seguintes:

Clorofila A = {(0,0127 x abs663 — 0,00269 x abs645)} x V x 10/S
Clorofila B = {(0,0229 x abs645 — 0,0468 x abs663)} x V x 10/S
Clorofila Total = {(0,0202 x abs645 + 0,00802 x abs6630} x V x 10/S

Onde:
abs645 e abs663 = Absorbancia a 645 e 663 nm respectivamente.
V = Volume final do extrato (ml)

S = Area total dos discos foliares (1 disco = 0,7854 cm?)

3.2.7 ANALISE DO TEOR DE ESTEVIOSIDEO E REBAUDIOSIDEO A

A determinacdo dos teores de esteviosideo (EST) e rebaudiosideo A (RA)
foram realizadas na Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), no Grupo de
Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (TECFARMA) no Departamento de
Farmacia. A metodologia seguida foi a de Kolb et al. (2001).

As folhas de estévia foram secas em secador com circulagao de ar forgado a

65 °C por 48 horas, em seguida, foram trituradas separadamente por parcela com o
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auxilio de um liquidificador, até obterem a consisténcia de pd soluvel. Foram
retirados 0,5 g de cada amostra, armazenando-as em recipiente de vidro, onde eram
misturadas com 50 mL de etanol 70% e agitados para homogeneiza¢ao. Depois
desse procedimento os recipientes de vidro eram colocados em um banho maria
com agitador, onde permaneciam por 30 min. Dado esse tempo, retiravam-se 2 mL
da solucdo passando-a para um ependorf previamente identificado e levado para a
leitura dos picos de esteviosideo e rebaudiosideo A em HPLC (FIGURA 3.1). A
quantificacdo do esteviosideo e rebaudiosideo A foi realizada por meio de uma curva
de calibragao criada por diluicdo de padréo analitico Sigma®.

Foram determinados os teores de esteviosideo (EST) e rebaudiosideo A
(RA), e arazao (RA/EST).

el

FIGURA 3.1 - PROCEDIMENTOS REALIZADOS PARA ANALISE DE ESTEVIOSIDEO E
REBAUDIOSIDEO A. A) PESAGEM DO MATERIAL TRITURADO; B) ENVAZE DA SOLUGAO; C)
BANHO MARIA COM AGITADOR; D) FILTRAGEM DA SOLUGAOQ; E) AMOSTRAS FINALIZADAS; F)
ANALISE NO HPLC. FONTE: O autor (2016).
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3.2.8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para a realizacdo da analise de variancia, os dados de variaveis obtidos
nesse experimento foram testados quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett.
Os caracteres que apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos de
acordo com o teste F da analise de variancia foram submetidos a analise de
regressao. As analises estatisticas foram processadas pelo programa ASSISTAT,
versdo 7.7 beta (SILVA & AZEVEDO, 2009) e o ajuste das equacbes foram
realizados pelo programa Excel. A correlacdo linear de Pearson foi utilizada para
estabelecer o nivel de associacéo entre os caracteres biométricos e bioquimicos

analisados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 CARACTERES BIOMETRICOS

Os resultados da analise de variancia (APENDICE A 1) revelaram que para
os caracteres altura (ALT) e area foliar (AF) ndo houve diferengas significativas entre
as concentragdes utilizadas do extrato de alga. Para o numero de folhas (NF),
verificou-se incremento em resposta ao aumento da concentragdo da solugdo até
determinado nivel do produto, apresentando decréscimo a partir deste, de forma que
os dados foram ajustados em uma equacgao polinomial de segundo grau. O maximo
NF foi estimado para a concentragdo de 1,32 mL L', correspondendo a 152 folhas
(FIGURA 3.2a).

Para o numero de ramos (NR) também houve resposta significativa, e os
dados ajustaram-se em uma equacéao polinomial de segundo grau, onde o maximo
NR foi estimado para a concentragdo de 1,35 mL L', correspondendo a 19 ramos, a
partir do qual houve decréscimo (FIGURA 3.2b).
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A anélise de variancia (APENDICE A 2) demonstrou que para os caracteres
massa fresca de folhas (MFF), massa seca de folhas (MSF) e massa fresca de
ramos (MFR) nao houve diferenga significativa entre os tratamentos. Para os
caracteres massa seca de ramos (MSR), massa fresca de flores (MFFI) e massa
seca de flores (MSFI) houve diferenga estatistica entre as concentracbes. Para a
MSR os dados se ajustaram a equacgédo polinomial de segundo grau, onde foi
observado incremento em resposta ao aumento da concentragao do produto a base
do extrato de alga até determinado nivel, a partir do qual houve decréscimo. A
maxima MSR foi estimada para a concentragédo de 1,41 mL L' (FIGURA 3.2d). Para
a MFFI e MSFI os dados ajustaram-se a equacgdes polinomais de segundo grau,
onde a maxima estimativa para os caracteres avaliados foi expressada com a
concentracdo de 1,39 mL L', com uma producéo de 9,64 g de MFFl e 2,22 g de
MSFI (FIGURA 3.2c).
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FIGURA 3.2 - NUMERO DE FOLHAS (a) E DE RAMOS (b), E MASSA SECA DE FLORES (c) E DE
RAMOS (d) EM Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni APOS A APLICACAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES EXTRATO DE ALGA. CURITIBA, PR. 2016. FONTE: O autor (2016).
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Os resultados encontrados para os caracteres biométricos sugerem que o
comportamento observado para NF, NR, MSR e MSFI podem ser associados com a
presenca de compostos bioativos presentes na composicéo do biofertilizante a base
do extrato de alga, os quais apresentam efeito hormonal nas plantas cultivadas. De
acordo com Norrie (2008) o extrato da alga A. nodosum contém auxinas, giberelinas,
citocininas e aminoacidos em sua composi¢do. Khan et al. (2009) e Craigie (2011),
observaram que pequenas concentracbes de extrato de alga afetaram o
metabolismo celular vegetal, influenciando o seu crescimento e desenvolvimento, tal
como o resultado obtido nesse experimento.

O aumento estimado no NF, NR, MSR e MSFI observado na FIGURA 3.2
pode ser relacionado com o efeito hormonal da auxina e da citocinina nas plantas.
Na classe dos horménios vegetais, a auxina regula o desenvolvimento de gemas
florais e a filotaxia (padrao de distribuicdo das folhas ao longo do caule das plantas).
Isso ocorre pois o desenvolvimento do meristema floral depende da auxina
transportada dos tecidos subapicais para esse meristema. O transporte da auxina a
partir destes tecidos também regula a iniciagédo celular e a filotaxia, ou seja, o padréo
de emergéncia de folhas a partir do apice caulinar (TAIZ & ZEIGER, 2009).
Tratando-se da citocinina, Crozier et al. (2009) afirma que promovem efeitos
diversos nas plantas, pois elas inibiem ou estimulam alguns processos fisioldgicos e
bioquimicos nos vegetais, e, se associadas as auxinas (via relag&o citocinina:auxina)
sdo envolvidas no processo de crescimento e diferenciacédo, incluindo a diviséo
celular, dominancia apical, formacéo de 6rgaos, retardamento de quebra da clorofila,
desenvolvimento de cloroplastos e manutencéo da juvenilidade de 6rgaos vegetais.

Khan et al. (2011), observaram que o extrato de A. nodosum induziu a
sintese de citocinina endégena em plantas de Arabidopsis thaliana, através da
regulacdo da expressao de genes relacionados a esse hormdnio. Rodrigues (2008)
diz que os érgaos das plantas sao alterados morfologicamente pela aplicagdo de
biofertilizantes, de forma que o crescimento e o desenvolvimento podem ser
promovidos ou inibidos pela dose utilizada, o que influencia nos processos
fisiologicos e no controle da atividade dos meristemas.

Teixeira et al. (2009) observaram incremento no crescimento de mudas de
mamao utilizando solugdo com o extrato da alga marinha Lithothamnium na dose de
2 kg m? (0,2%). Oliveira et al. (2011) utilizaram extrato de alga na produgéo de

mudas de maracujazeiro-amarelo, e verificaram um aumento das folhas a medida
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que se aumentou as doses, até o valor estimado de 4,05 mL L' da solugéo, a partir
da qual houve um decréscimo. Guimaraes et al. (2012) avaliaram o efeito da
aplicagado de produto a base de extrato de alga no desenvolvimento de mudas de
mamao, e verificaram que houve efeito positivo das doses utilizadas do produto
sobre o numero de folhas, e atribuiram os resultados encontrados a composi¢ao dos
produtos aplicados, visto que ha citocinina endégena na alga, estimulando a divisao
celular e, consequentemente, um maior crescimento das plantas.

Outros autores relatam os efeitos positivos da utilizagdo de extrato de algas
sobre caracteres biométricos em diversas espécies. Sivasankari (2006) observou a
influéncia do extrato da alga marrom Sargassum wightii no tratamento de sementes
de Vigna sinensis e verificou haver maior desenvolvimento da parte aérea de
plantulas tratadas com o extrato. Kumar & Sahoo (2011) estudaram os efeitos do
extrato da alga A. nodosum em plantas de trigo, e verificaram que houve aumento
de 6,7% na altura da parte aérea das plantas que receberam o extrato, comparando-
se com a testemunha. Neumann et al. (2012) observaram acréscimos na altura e
numero de folhas em mudas de batata doce em fungédo da aplicagdo do extrato da
alga A. nodosum. Kaseker et al. (2014) relatou aumento na altura da parte aérea,
didmetro radicular e numero de folhas para a cultura da cenoura, quando aplicado
extrato de alga. Tratando-se do numero de ramos, Bardiviesso et al. (2011)
relataram nao haver influéncia da aplicagédo do extrato de alga para a cultura da

batata, divergindo dos resultados encontrados nesse experimento.

3.3.2CARACTERES BIOQUIMICOS

Os resultados da analise de variancia (APENDICE A 3) demonstraram haver
diferencas significativas entre as concentracées do extrato de alga para o teor de
clorofila A (CL.A), clorofila B (CL.B), e clorofila total (CL.T). Para o teor de agucares
totais (A.T) e proteinas (P) ndo houve diferenca entre as concentragoes.

Os teores de CL.A, CL.B e CL.T foram influenciados pelas concentragdes do
extrato de alga. Os dados obtidos se ajustaram em equacdes polinomiais de

segundo grau (FIGURA 3.3). Para esses caracteres a testemunha mostrou ser
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superior em relagdo aos resultados obtidos com a aplicagdo de diferentes

concentragdes do biofertilizante de extrato de alga.
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FIGURA 3.3 - TEOR DE CLOROFILA A (a), CLOROFILA B (b), E TOTAL (c) EM Stevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni APOS A APLICACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES EXTRATO DE ALGA.
CURITIBA, PR. 2016. FONTE: O autor (2016).

Os resultados obtidos nesse experimento revelam que a testemunha
apresentou, em geral, os maiores valores, contrastando com os demais tratamentos,
que nao refletiram do mesmo modo o efeito das aplica¢des foliares, e tal situagdo é
exatamente contraria a ocorrida nas analises biométricas. Esse comportamento
pode ser confirmado pela analise de correlagcéo de Pearson (FIGURA 3.4).

Os dados referentes a correlagéo de Pearson indicaram que existe uma forte
correlagcédo negativa, alta e significativa entre os caracteres biométricos e
bioquimicos avaliados, e observa-se que, a medida que ocorre um aumento no NF,
NR, MSR e MSFI, ocorre uma diminuigdo na CL.A, CL.B e CL.T.
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Entre os caracteres biométricos e bioquimicos analisados, foi verificado que o
aumento no NF, NR, MSR e MSFI desencadeou uma maior correlagdo sobre o teor
de CL.B (-0,78; -0,73; -0,77; -0,74 respectivamente). E possivel observar que houve
correlagao positiva entre os caracteres biométricos, onde entre NF e NR (0,98), NF e
MSR (0,97), NF e MSFI (0,98) e NR e MSR (0,94) e NR e MSFI (0,98) os valores
obtidos foram elevados. Entre os caracteres bioquimicos também foi possivel
observar uma forte correlagéo positiva, onde para CL.A e CL.B (0,99), CL.Ae CL.T
(1,0) e CL.B e CL.T (1,0), demonstrando que os caracteres avaliados estédo
relacionados. Tratando-se do EST e RA, a correlagdo observada com os caracteres
biométricos podem ser consideradas medianas a altas, onde os valores de
correlacao entre NF, NR, MSR e MSFI para o EST foram, respectivamente, de (0,58;
0,66; 0,61; 0,70) e para o RA foram (0,58; 0,68; 0,60; 0,70), respectivamente. A
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correlacao entre EST e RA e os teores de CL.A (-0,29 e -0,34), CL.B (-0,32 e -0,37)
e CL.T (-0,30 e 0,35) mostrou-se negativa e baixa, entretanto significativa,
demonstrando que apesar da diminui¢gdo dos teores das clorofilas observado, néo
houve 0 mesmo efeito para os teores de EST e RA, conforme pode ser observado
na FIGURA 3.4. A correlagcdo entre os dois compostos, EST e RA, foi alta e
significativa (0,99).

Karnok (2000) afirma que de acordo com o caracter avaliado, o uso do extrato
da alga A. nodosum pode resultar em respostas positivas ou negativas, podendo
inclusive ndo causar alteragdes significativas em plantas. No presente experimento,
observou-se que nado houve aumento no teor dos caracteres avaliados com a
utilizacao de diferentes doses do extrato de alga, sendo que a testemunha
expressou maior significancia.

Os resultados encontrados nesse experimento sugerem que possa ter
ocorrido um efeito de diluicdo dos pigmentos (CL.A, CL.B e CL.T) em decorréncia do
aumento do numero de folhas da planta. As folhas jovens tém pouca clorofila, e
durante o amadurecimento vao aumentando a producao deste pigmento, até o valor
maximo. Com o envelhecimento, o teor de clorofila diminui. O efeito de diluicao
tendo como consequéncia o decréscimo no teor de clorofila ja foi observado em
estudos realizados por Bishop & Whittingham (1961) com ervilhas, e Hoffmann
(1964) com tomates. Ambos trabalhos relatam que houve decréscimo no teor de
clorofila quando as plantas foram tratadas com giberelina (GAs). O mesmo foi
relatado por Artamonov (1966) que ao aplicar GAs em plantas de milho e beterraba
observou diminuicdo no teor de clorofila. Ressalta-se que o extrato da alga A.
nodosum contém auxinas, giberelinas, citocininas e aminoacidos em sua
composicéo (NORRIE, 2008).

Apesar do relatado, os resultados alcangados nesse experimento sao
contrarios aos de Blunden et al. (1996), que observaram aumento nos teores de
clorofila em estudos com tomate, feijao francés, trigo, cevada e milho submetidas a
aplicagcbes de extrato de alga. Koyama et al. (2012) verificaram efeitos positivos da
aplicagéo do extrato de alga sobre os teores relativos de clorofila (TCR) em folhas
do tomateiro, sendo as maiores médias detectadas aos 75 e 100 dias apo6s o
transplante (DAT). Fan et al. (2013), observaram o efeito da aplicacdo do extrato da
alga A. nodosum em espinafre, e constataram aumento no teor de proteinas e

clorofilas com a concentragdo de 0,1 g L. Yuki (2015) relatou aumento no indice de
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clorofila de petunia e tomate realizando pulverizacgao foliares com 5 mL L' de extrato

da alga A. nodosum.

3.3.3 TEORES DE REBAUDIOSIDEO A, ESTEVIOSIDEO E A RAZAO ENTRE
AMBOS

A analise de variancia (APENDICE A 4) mostrou haver diferenca significativa
entre as concentragbes para os caracteres teor do esteviosideo (EST) e
reubaudiosideo A (RA), contudo, ndo houve diferenca significativa entre as
concentragdes testadas para a caracter razao entre os glicosideos (RA/EST).

Os dados da anadlise de regresséo ajustaram-se em equacdes lineares de 1°
grau e a concentragdo que maximizou os teores de esteviosideo e rebaudiosideo A
foi a de 2,5 mL L' (FIGURA 3.5).

O aumento nos teores dos glicosideos da estévia pode estar associado a uma
integragdo do metabolismo primario e secundario da planta. O metabolismo das
plantas pode ser dividido em metabolismo primario e metabolismo secundario, onde
lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, compostos comuns aos seres
vivos e essenciais para a manutengao das células, sdo originados do metabolismo
primario, enquanto as substancias originadas a partir de rotas biossintéticas
diversas, e que estao restritas a determinados grupos de organismos, sdo produtos
do metabolismo secundario (VICKERY & VICKERY, 1981). A fotossintese (ou os
processos fotossintéticos) € a grande responsavel pelo metabolismo primario, que
por sua vez, originardo os compostos secundarios. No final do processo
fotossintético ocorre a sintese de ATP (energia) e NADPH (poder redutor) que assim
que se formam séo utilizados para reduzir o CO2 a compostos organicos, tal como a
glicose (TAIZ & ZEIGER, 2009). Através do metabolismo da glicose s&o formados
praticamente todos os metabdlitos primarios e secundarios.

Para dar origem aos metabdlitos secundarios, a glicose € convertida em
moléculas de acido piruvico que podem seguir por duas vias diferentes, sendo que
na primeira delas, as moléculas de piruvato entram na via do acido chiquimico afim

de formar os metabdlitos secundarios aromaticos. Na segunda via, o piruvato
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continua sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coA, que podem
seguir por trés vias diferentes: via do ciclo do acido citrico, via do mevalonato e via
da condensacdao do acetato (VICKERY & VICKERY, 1981). O esteviosideo e o
rebaudiosideo A sao glicosideos diterpénicos e sua via de sintese € a mesma via de

sintese do acido giberélico, a partir do acido mevalénico (MONDACA et al., 2012).
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FIGURA 3.5 - TEOR DE ESTENVIOSiDEO (a) E REBAUDIOSIDEO A (b) EM Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni APOS A APLICACAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES EXTRATO DE ALGA.
CURITIBA, PR. 2016. FONTE: O autor (2016).

As pulverizacdes foliares do extrato de alga podem ter ocasionado efeito
fitorregulador na planta, estimulando a producao dos glicosideos (EST e RA), ja que
possui em sua composicao uma grande gama de compostos bioativos e nutricionais,
sendo que alguns estdo diretamente ligados a producdo de agucares, como 0s
compostos fendlicos. Os resultados desse trabalho concordam com Crozier et al.
(2009), que observaram que o extrato da alga A. nodosum possui em sua
composicao diversos hormdnios vegetais. Para que ocorra sintese dos compostos
fendlicos, tem-se uma concorréncia entre os compostos primarios indispensaveis e
0s secundarios que s6 aparecem em quantidades maiores se as células reduzirem
sua atividade metabdlica (TAIZ & ZEIGER, 2009) — comportamento que pdde ser
observado nos caracteres biométricos e bioquimicos — o0 que estimulou a planta a
produzir seus metabdlitos secundarios, o esteviosideo e o rebaudiosideo A. Apesar
de ndo ter alterado a biomassa, a aplicacao do extrato da alga A. nodosum resultou
em um aumento dos compostos de interesse da estévia.

Os teores de esteviosideo e rebaudiosideo A encontrados foram menores que
os relatados por Moraes et al. (2013), Serfaty et al. (2013), Pal et al. (2013), Pal et
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al. (2014), e tal fato pode ser relacionado com o observado por Serfaty et al. (2013),
que diz que a produtividade dos glicosideos de esteviol é medida através da
concentracdo de massa seca da planta, e que essa varia de acordo com as
condigdes ambientais a qual a planta esta exposta. O fotoperiodo também é um fator
importante, pois o comprimento do dia influencia o desenvolvimento vegetativo e o
florescimento (BRANDLE & ROSA, 1992), o que consequentemente causa
alteracdes no acumulo dos glicosideos (CEUNEN et al., 2012). No decorrer desse
experimento houve alta incidéncia de chuvas (pouca luz) e baixas temperaturas,
atipicas para o periodo, tendo surtido efeito nas plantas de estévia mesmo que em
casa de vegetacdo. Contudo, os resultados obtidos revelam que as pulverizacdes
foliares do extrato de alga foram efetivas e surtiram o efeito desejado - aumento nos
teores dos glicosideos diterpénicos da estévia.

Apesar da razdo RA/EST nao ter apresentado diferengas entre as
concentragdes, esse & um caracter importante na produ¢do e na comercializag&o de
estévia. Recomenda-se que a razdo entre RA/EST seja préxima ou superior a 1,
pois o EST apresenta sabor residual amargo e baixa solubilidade em agua enquanto
o RA é soluvel e nado apresenta sabor residual (CARDELLO et al., 2000; MOTA et
al., 2011), porém, uma boa parte dos acessos encontrados na natureza possui a
razdo RA/EST muito baixa, sendo essa razdo um caracter essencial para o0s

programas de melhoramento genético (YADAV et al., 2011).

3.4 CONCLUSAO

A pulverizagéo foliar do biofertilizante contendo extrato de alga promove
incrementos significativos no numero de folhas, numero de ramos, massa seca de
flores, massa seca de ramos, e nos teores de esteviosideo e rebaudiosideo A, com

destaque para a concentragdo de 2,5 mL L.



69

REFERENCIAS

ARTAMONOV, V. I. On the synthesis and decomposition of chlorophyll in plants
under the influence of gibberellin and vitamin B2. Soviet Plant Physiology, v.13,
p.379-383, 1966.

BARDIVIESSO, D. M.; BACKES, C.; VILLAS BOAS, R. L.; SANTOS, A. J. M; LIMA
C. P. Aplicagéo foliar de extrato de alga na cultura da batata. Horticultura
Brasileira. v.29, p.1170-1177, 2011.

BISHOP, P.; WHITTINGHAM, C. P. Gibberellic acid and chlorophyll content of leaves
of Meteor peas. Nature, v.192, p.576-577, 1961.

BLUNDEN G.; JENKINS, T.; LIU, Y. W. Enhanced leaf chlorophyll levels in plants
treated with seaweed extract. Journal Applied Phycology, v.8, p.535-543, 1996.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v.72, p.248-254, 1976.

BRANDLE, J. E; ROSA, N. Heritability for yield, leaf: stem ratio and stevioside
content estimated from a landrace cultivar of Stevia rebaudiana. Canadian Journal
of Plant Science. v.72, p.1263-1266, 1992.

CARDELLO, H. M. A. D.; SILVA, M. A; DAMASIO, M. H. Analise descritiva
quantitativa de edulcorantes em diferentes concentragcdes. Food Science
Technology. v.20, n.1, p.318-328, 2000.

CEUNEN, S.; WERBROUCKB, S.; GEUNS, J. Stimulation of steviol glycoside
accumulation in Stevia rebaudiana by red LED light. Journal of Plant Physiology,
v.169, p.749-752, 2012.

CRAIGIE, J. S. Seaweed extract stimuli in plant science and agriculture. Journal of
Applied Phycology, v.23, p.371-393, 2011.

CROZIER, A.; KAMIYA, Y.; BISHOP, G.; YOKOTA, T. Biosynthesis of hormones and
elicitor molecules. In.: BUCHANAN, B. B.; GRISSEN, W.; JONES, R. L. (eds.).
Biochemistry and Molecular Biology of Plants. Rockville: American Society of
Plant Physiologists, p.850-894, 2000.



70

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A.; SMITH, F.
Colorimetric method from determination of sugars and related substaces. Nature,
v.28, n.3, p.350-356, 1956.

DURAND, N.; BRIAND, X.; MEYER, C. The effect of marine bioactive substances
(NPRO) and exogenous cytokinins on nitrate reductase activity in Arabidopsis
thaliana. Physiologia Plantarum, v.119, p.489-493, 2003.

FAN, D.; HODGES, D. M.; CRITCHLEY, A. T.; PRITHIVIRAJ, B. A. Commercial
extract of brown macroalga (Ascophyllum nodosum) affects yield and the nutritional
quality of spinach in vitro. Soil Science Plant Nutrition, v.44, p.1873-1884, 2013.

GUIMARAES, I. P.; BENEDITO, C. P.; CARDOSO, E. A.; PEREIRA, F. E. C. B;
OLIVEIRA, D. M. Avaliacao do efeito do uso do extrato de alga (Raiza®) no
desenvolvimento de mudas de mamé&o. Enciclopédia Biosfera, v.8, n.15, p.312,
2012.

HOFFMANN, P. Die chlorophyllibildung in weizenkeimpflanzen unter dem Einfuss
Von Gibberellin and Huminsaure. Berichte der Deutschen Botanischen
Gesellschaft, v.77, p.124-133, 1964.

KARNOK, K. J. Promises, promises: Can biostimulants deliver? Golf Course
Management, v.68, n.8, p.67-71, 2000.

KASEKER, J. F.; BASTOS, M. C.; CONSALTER, R.; MOGOR, A. F. Alteragdo do
crescimento e dos teores de nutrientes com utilizagéo de fertilizante organomineral
em cenoura. Revista Ceres, v.61, n.6, p.964-969, 2014.

KHAN, W.; RAYIRATH, U. P.; SUBRAMANIAN, S.; JITHESH, M. N.; RAYORATH,
P.; HODGES, D. M.; CRITCHLEY, A. T.; CRAIGIE, J. S.; NORRIE, J.; PRITHIVIRAJ,
B. Seaweed extracts as biostimulants of plant growth and development. Journal of
Plant Growth Regulation, v.28, p.386-399, 2009.

KHAN, W.; HILTZ, D.; CRITCHLEY, A, T.; PRITHIVIRAJ, B. Bioassay to detected
Ascophyllum nodosum extract-induced cytokinin-like active in Arabidopsis thaliana. --
Journal of Applied Phycology, v.23, p.251-255, 2011.

KOLB, N.; HERRERA, J. L.; FERREYRA, D. J.; ULIANA, R. F. Analysis of sweet
diterpene glycosides from Stevia rebaudiana: Improved HPLC Method. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v.49, n.10, p.4538-4541, 2001.

KOYAMA, R.; BETTONI, M. M.; RODER, C.; ASSIS, A. M.; ROBERTO, S. R;
MOGOR, A. F. Extrato da alga Ascophyllum nodosum (L.) Le Jolis no



71

desenvolvimento vegetativo e na produgdo do tomateiro. Revista de Ciéncias
Agrarias: Amazonian Journal of Agricultural and Environmental Sciences, v.55,
n.4, p.282-287, 2012.

KUMAR, G.; SAHOO, D. Effect of seaweed liquid extract on growth and yield of
Triticum aestivum var. Pusa Gold. Journal of Applied Phycology, v.23, p.251- 255,
2011.

LANDAZURI, P.; TIGRERO, J. Stevia rebaudiana Bertoni, una planta medicinal.
Sangolqui: Escuela Politécnica del Ejército. 2009, 34p. (Boletin Técnico: Edicion
Especial).

LIMA FILHO, O. F. Analise Quantitativa do Crescimento da Estévia. Dourados:
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Agropecuaria Oeste. 2004,
29 p. (Documentos 60)

MONDACA, R. L.; GALVEZ, A. V.; BRAVO, L. Z.; HEN, K. Stevia rebaudiana
Bertoni, source of a high-potency natural sweetener: A comprehensive review on the
biochemical, nutritional and functional aspects. Food Chemistry. v.132. p.1121-
1132, 2012.

MORAES, R. M.; DONEGA, M. A.; CANTRELL, C. L.; MELLO, S. C.; MCCHESNEY,
J. D. Effect of harvest timing on leaf production and yield of diterpene glycosides in
Stevia rebaudiana Bert: A specialty perennial crop for Mississippi. Industrial Crops
and Products, v.51, p.385-389. 2013.

MURASHIGE, T., SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-497.1962.

MOTA, T. R.; DACOME, A. S.; COSTA, S. C. Selegao de clones de elite de Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni com énfase no teor do Rebaudiosideo A e atividade
antioxidante. Anais do Encontro Internacional de Produgao Cientifica Cesumar.
Maringa: UNICESUMAR, 2011.

NEUMANN, E. R.; RESENDE, J. T. V.; CAMARGO, L. K. P.; NOGOSEKI, R. S;
HANEL, L. F.; DONA, G. Producédo de mudas de batata-doce em fungdo da
aplicacédo de extrato de alga Ascophyllum nodosum. Horticultura Brasileira, v.30,
p.5032-5038, 2012.

NORRIE, J. Advances in the use of Ascophyllum nodosum seaplant extracts for
crop production. Nova Scotia: Acadian Seaplants Ltd., 2008. Disponivel em:
<http://www. fluidfertilizer.com/>. Acesso em: dez. 2016.



72

OLIVEIRA, L. A. A.; GOES, G. B.; MELO, I. G. C.; COSTA, M. E.; SILVA, R. M. Uso
do extrato de algas (Ascophyllum nodosum) na producdo de mudas de
maracujazeiro-amarelo. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento
Sustentavel, v.6, n.2, p.1-4, 2011.

PAL, P. K;; PRASAD, R.; PATHANIA, V. Effect of decapitation and nutrient
applications on shoot branching, yield, and accumulation of secondary metabolites in
leaves of Stevia rebaudiana Bertoni. Journal of Plant Physiology, v.170, p.1526-
1535, 2013.

PAL, P. K.; MAJAHAN, M.; PRASAD, R.; PATHANIA, V.; SINGH, B.; AHUJA, P. S.
Harvesting regimes to optimize yield and quality in annual and perennial Stevia
rebaudiana under sub-temperate conditions. Industrial Crops and Products, v.65,
p.556-564, 2014.

ROLAS. Rede Oficial de Laboratérios de Analise de Solos Sul. Manual de
adubacdo e de calagem para os Estados do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina. 102 Ed. Porto Alegre: Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo. 2004.
400p.

REGENT INSTRUMENTS. Win/MacRHIZO V4. 1c Reference. Québec: Régent
Instruments Inc. 1999. 51p.

RODRIGUES, J, D. Biorreguladores, aminoacidos e extratos de algas: verdades e
mitos. Informagdes Agronémicas, n.122, p.15-17, 2008.

SERFATY, M.; IBDAH, M.; FISCHER, R.; CHAIMOVITSH, D.; SARANGA, Y
DUDAI, N. Dynamics of yield components and stevioside production in Stevia
rebaudiana grown under different planting times, plant stands and Colheita regime.
Industrial Crops and Products, v.50, p.731-736, 2013.

SILVA, F. A. S.; AZEVEDO, C. A. V. Principal Components Analysis in the
Software Assistat-Statistical Attendance. In: WORLD Congress on Computers in
Agriculture, 7, Reno: American Society of Agricultural and Biological Engineers,
2009.

SIVASANKARI S. Effect of seaweed extracts on the growth and biochemical
constituents of Vigna sinensis. Bioresource Technology, v.97, p.1745-1751, 2006.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 4. Ed. Porto Alegre: Artmed, 2009. 719p

TEIXEIRA, G. A.; SOUZA, H. A.; MENDONCA, V.; RAMOS, J. D.; CHALFUN, N. N.
J.; FERREIRA, E. A.; MELO, P. C. Producdo de mudas de mamoeiro formosa em



73

substratos com doses de lithothamnium. Revista da FZVA, v.16, n.2, p. 220-229,
20009.

VICKERY, M. L.; VICKERY, B. Secondary Plant Metabolism. London: Macmillan
Press Ltd., 1981. 335p.

YADAYV, A. K.; SINGH, S.; DHYANI, D.; AHUJA, P. S. A review on the improvement
of stevia [Stevia rebaudiana (Bertoni)]. Canadian Journal of Plant Science, v.91,
n.1, 2011.

YUQI L. Effects of seaweed extract application rate and method on post-production
life of petunia and tomato transplants. HortTechnology, v.25, n.4, p.505-510, 2015.



74

4 RESPOSTA DA ESTEVIA EM FUNGAO DA APLICAGAO DE DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE UM FERMENTADO BACTERIANO

RESUMO

Visando novas alternativas para o cultivo da estévia, que promovam
melhorias na producao e estimulem a sintese do esteviosideo e rebaudiosideo A, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de pulverizagdes foliares de um
fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico nos caracteres
altura de plantas, numero de folhas, numero de ramos, area foliar, massa seca de
folhas, massa seca de ramos e massa seca de flores total e separadas em por¢cao
apical, mediana e basal, teor de clorofila A, B e total, proteinas, agucares totais,
esteviosideo (EST), rebaudiosideo A (RA) e a razdo RA/EST para dois acessos (06
e 07) de estévia, submetida as concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mL L' do
fermentado. O fermentado bacteriando contendo o aminoacido acido L-glutdmico
reduziu a altura de plantas e a massa seca da por¢do apical, em contrapartida,
estimulou a sintese dos compostos de interesse, incrementando o teor de
esteviosideo e rebaudiosideo A, com destaque para a concentragdo de 1,0 mL L.

Palavras-chave: adocantes, glicosideos de esteviol; biofertilizantes.
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STEVIA'S RESPONSE TO THE APPLICATION OF DIFFERENT
CONCENTRATIONS OF A BACTERIAL FERMENTATE

ABSTRACT

Seeking new alternatives to the cultivation of stevia, promoting improvements
in production and stimulate the synthesis of stevioside and rebaudioside A, the
objective of this work was to evaluate the effect of leaf sprays of a bacterial
fermentation containing the amino acid L-glutamic acid in the characters plant height,
number of plants leaves, number of branches, leaf area, leaf dry mass, dry mass of
branches, dry mass of flowers total and separeted in apical, median and basal
portions, chlorophyll A, B and total content, proteins, total sugars, stevioside,
rebaudioside A and RA / EST ratio for two stevia accesses (06 and 07), submitted to
concentrations of 0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5 mL L' of the fermented. The bacterial
fermentation containing the amino acid L-glutamic acid reduced plant height and the
dry mass of the apical portion, in contrast, stimulated the synthesis of the compounds
of interest, increasing the content of stevioside and rebaudioside A, with emphasis on
the concentration of 1.0 mL L.

Key-words: sweetners, steviol glycosides, biofertilizers.
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4.1 INTRODUGAO

A demanda mundial pela utilizacdo de adocgantes naturais tende a aumentar,
especialmente com a nova pratica que sugere a mistura de diferentes tipos desses.
Uma opcado de adogante natural sdo os extratos da Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni, também conhecida como erva doce do Paraguai. A estévia produz em suas
folhas adogantes naturais conhecidos como glicosideos de esteviol, que possuem
propriedades funcionais e sensoriais superiores a outros adogantes naturais
(BRANDLE et al., 1998).

A estévia € uma planta perene e pertence a familia Asteraceae. Os
glicosideos de esteviol que produz sdo aproximadamente 300 vezes mais doces que
0 agucar comum, e dentre eles, dois se destacam com maior importancia, o
esteviosideo e o rebaudiosideo A (YADAV et al., 2011; CEUNEN & GEUNS, 2013).

A diferenca principal entre o esteviosideo e o rebaudiosideo A esta no poder
adocgante. O esteviosideo possui poder adogante maior que o da sacarose, sendo
300 vezes superior (KUMAR et al., 2012), embora apresente um sabor residual
amargo na sua composi¢ao, o que limita a sua utilizacdo na industria alimenticia. O
esteviosideo € menos soluvel e possui um amargor mais acentuado que o
rebaudiosideo A, o que se faz necessario a mistura dos dois glicosideos para a
diminuicdo do sabor residual indesejavel do esteviosideo (GOTO & CLEMENTE,
1998). Por isso, a razdo entre rebaudiosideo A e esteviosideo (RA/EST) é
determinante para a industria, sendo este valor calculado pela divisdo do teor de
rebaudiosideo A pelo teor de esteviosideo. O valor desejavel € o maior ou proximo a
1, 0 que indica o desaparecimento do sabor amargo residual do esteviosideo e a
solubilidade em agua da mistura, viabilizando a composi¢ao de adocantes liquidos
comerciais (CARDELLO et al., 2000; MOTA et al., 2011; YADAV et al., 2011).

A estévia € uma das plantas aromaticas e medicinais que sao fontes
inexaustivas de materiais para as industrias farmacéuticas, de cosméticos e de
alimentos (JEPPESEN et al., 2004).

A Ameérica do Norte e a Europa iniciaram a comercializacdo de estévia a
pouco tempo, nos anos 2008 e 2010, respectivamente. A insercao de estévia nesses

continentes acarretou em um grande aumento da demanda mundial (SAAD, 2014).
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Entretanto, seu cultivo ainda é insuficiente. Sado infimas as informacdes sobre sua
morfologia e fisiologia, poucas cultivares disponiveis, produtividade reduzida e pouca
qualidade quimica (RAMESH et al., 2006; YADAV et al., 2011).

A auséncia de informagdes sobre o cultivo une-se a falta de novas
tecnologias que possibilitem uma producédo de qualidade, sustentavel e rentavel.
Nesse contexto uma alternativa viavel para a pratica da nutricdo da espécie s&o os
biofertilizantes, como os fermentados bacterianos obtidos pela fermentacdo do
melago da cana-de-agucar pela bactéria Corynebacterium glutamicum, que gera em
sua composig¢do o aminoacido L-glutdmico (DREYER et al., 2000).

No metabolismo vegetal, o aminoacido L-glutamico participa no processo de
assimilacao do nitrogénio, na fotossintese, e na sintese e ativagao da clorofila (TAIZ
& ZEIGER, 2009).

Trabalhos como de Betoni et al. (2014), Réder et al. (2015), Réder et al.
(2016) demonstram os efeitos benéficos da pulverizacéo do biofertilizante composto
por fermentado bacteriano que possui aminoacido L-glutdmico em espécies como o
orégano e o repolho.

O objetivo deste trabalho € identificar o efeito de diferentes concentracdes
de aplicagdes foliares de um fermentado bacteriano contendo 30% do aminoacido
acido L-glutdmico sob os caracteres biométricos, bioquimicos, e os teores de
esteviosideo (EST) e rebaudiosideo A (RA), assim como a razdo (RA/EST), para a

cultura da estévia.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 CONDUCAO DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido entre os meses de dezembro de 2015 a margo
de 2016, em casa de vegetacdo com cobertura de polietileno transparente e fechada
nas laterais com telhas de fibra de vidro translucidas, na cidade de Curitiba - PR -
Brasil (25°24°46.20” S, 49°14°53.11”L, 910 m de altitude).
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O solo utilizado para esse experimento apresentou as seguintes
caracteristicas quimicas: pH SMP = 5,30; Al*3 = 1,90 cmolc/dm3; H*+AI*3 = 8,40
cmolc/dm® Ca*? = 2,60 cmolc/dm3 Mg*? = 1,50 cmolc/dm3; K* = 0,10 cmolc/dm3; P =
3,20 mg/dm3; C = 16,7 g/dm3. A correcao do solo foi realizada conforme o manual de
adubacao e calagem ROLAS (2004). Aplicou-se 2,10 kg de calcario (FILLER, PRNT
= 95%) 325,86 g de superfosfato simples, 82,72 g de cloreto de potassio, 60,15 g de

uréia, em uma unica aplicagéo, antes do plantio.

4.2.2MATERIAL VEGETAL

Os dois acessos utilizados nesse experimento foram fornecidos in vitro pela
EMBRAPA CENARGEN Brasilia, e multiplicado no Laboratério de Micropropagacgéo
de Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal do Parana (UFPR). Foram avaliados o acesso 06
e 07, escolhidos devido a elevada razdo RA/EST, conforme verificado por Francisco
(2015).

Para a micropropagacéo utilizou-se meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) modificado com 20 g L' de sacarose, em sala climatizada com fotoperiodo de
16 horas, fornecido por lampada fluorescente branca fria do tipo luz do dia com
densidade de fluxo de fotons de 20 pmol m2 s, e temperatura de 25 °C.

Apds o periodo de adaptacéo in vitro, as mudas foram transplantadas para
tubetes de 195 cm?® de volume, e preenchidos em sua totalidade com o substrato
comercial Plantmax HT® e acondicionadas para aclimatizacdo por 14 dias em
nebulizagéo intermitente de 5 s de irrigacédo a cada 30 min e desenvolvidas por 20
dias em cultivo protegido com rega manual diaria. Ao final do periodo foram

escolhidas mudas com cinco a seis pares de folhas desenvolvidas.
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4.2.3IMPLANTAGAO DO EXPERIMENTO

A implantacédo do experimento na casa de vegetagao teve inicio no dia 21 de
dezembro de 2015. Foram utilizados vasos de 5 L preenchidos até a marcagao
superior com o solo previamente corrigido. O transplante das mudas foi realizado
com uma muda por vaso, escolhendo as mudas com condi¢cbes fitossanitarias
adequadas. Para melhor desenvolvimento das plantas, foi feito um tutoramento 15
dias apoés o plantio.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualizado, com
12 tratamentos e 4 repeticbes, no esquema fatorial 2x6, sendo dois acessos de
estévia (06 e 07) e 5 concentracgdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 mL L") de um produto
formulado a partir de de um fermentado do melaco da cana-de-agucar pela bactéria
C. glutamicum, contendo 30% do aminoacido acido L-glutdmico, além da
testemunha (auséncia do formulado). Cada parcela experimental foi constituida por
quatro plantas.

As pulverizagdes foram realizadas com intervalo de 7 dias. A primeira
pulverizagao foi realizada aos 37 dias ap0s o plantio, no dia 26 de janeiro, e a ultima
foi realizada uma semana antes da colheita, no dia 25 de fevereiro, totalizando 4
pulverizagdes.

O biofertilizante utilizado foi composto de um fermentado do melaco da
cana-de-agucar, obitdo pela bactéria C. glutamicum, contendo 30% do aminoacido
acido L-glutdmico em volume, fabricado por Microquimica Industrias Quimicas Ltda.
A aplicacao do biofertilizante foi realizada com o equipamento de pulverizagédo
pressurizado por CO2 com vazéo de 72,5 ml min-' com bico do tipo cdnico e pressao
constante (50 Psi), de forma a molhar a area foliar sem causar escorrimento, sendo
feita a calibracdo de cada pulverizagédo em func¢do do tempo de pulverizagéo. No
momento da aplicagdo foram utilizados plasticos nos tratamentos laterais, a fim de
evitar contaminagéao por deriva do produto.

O turno de irrigacao utilizado possibilitou a manutengcéo da capacidade de
campo.

Iscas atratoras para formigas cortadeiras foram colocadas entre os vasos
nas bancadas durante o periodo do experimento. Também foi realizada a catacéo

manual de alguns eventuais pulgdes e cochonilhas presentes nas plantas.
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4.2.4COLHEITA DO EXPERIMENTO

O procedimento da colheita seguiu as recomendagdes de Lima Filho (2004),
quando as plantas se apresentavam com 5% de flores abertas, o que ocorreu entre
os dias 29 de fevereiro de 2015 e 5 de margo de 2016.

A colheita foi realizada entre o periodo das 8h — 11h na parte da manha, e
no periodo da tarde apds as 16h. Foi realizado o corte 5 cm acima do solo com o
auxilio de uma tesoura de poda. As plantas foram colhidas por ordem de repeti¢éo:
colheram-se todas as plantas da repeticdo 1 para todos os tratamentos dos dois

acessos, seguido da repeticao 2, 3, e 4.

4.2.5 ANALISES BIOMETRICAS

Para avaliagdo dos caracteres biométricos das plantas, as folhas foram
separadas dos ramos manualmente, estratificadas segundo sua por¢cédo em apical,
mediana e basal, pesadas em balanga de precisdo para determinacdo da massa
fresca de folhas (MFF) e em seguida armazenadas em sacos de papel multifoliado
Kraft® identificados. A mesma metodologia foi realizada com os ramos para
determinar a massa fresca (MFR). As flores foram separadas e pesadas para
determinar-se a massa fresca (MFFI), e entdo armazenadas em sacos de papel
Kraft®.

Os sacos contendo as folhas, ramos e flores de estévia permaneceram em
secador com circulagao de ar forcado a 65 °C por 48 horas, onde o seu conteudo foi
novamente pesado em balanga de precisédo, para determinacdo da massa seca de
folhas (MSF), massa seca de ramos (MSR) e massa seca de flores (MSFI).

As medi¢cdes de area foliar foram obtidas por meio do programa
computacional WinRhizo®, acoplado a um 73 Scaner LA1600 (REGENT
INSTRUMENTS Inc., 1999). Foi realizada a homogeneizac¢ao das folhas das plantas

e em seguida foi retirado e pesado 3 g de cada parcela experimental.
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A altura de planta (ALT) foi determinada medindo-se a distancia do solo até
o ponto mais alto da planta. A medicéo foi realizada em todas as parcelas do
experimento.

As ramificacdes (NR) foram contadas para todas as parcelas do

experimento, e foram avaliados os ramos secundarios e terciarios.

4.2.6 ANALISES BIOQUIMICAS

Para os procedimentos das analises bioquimicas, foram retirados 3 g de
material vegetal fresco de cada parcela experimental. Em seguida foram
prontamente embalados em envelopes de papel aluminio, identificados e
congelados. Todas as amostras foram maceradas com nitrogénio liquido antes de
iniciar as metodologias analiticas.

Foram avaliados os seguintes caracteres bioquimicos: teor de proteinas (P),
agucares totais (AT), clorofila a (CL.A), clorofila b (CL.B) e clorofila total (CL.T).

A determinacdo de proteinas soluveis totais seguiu a metodologia de
Bradford (1976), sendo 0,5 g de tecido vegetal macerado em 10 mL de tampéo
fosfato 0,2M pH 6,7. Em seguida, em uma aliquota de 0,1 mL da amostra adicionou-
se 2,5 mL do reagente Bradford, apés 10 minutos foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 630 nm, e comparadas com uma curva padrao de proteina,
partindo de uma soluc¢ao de caseina.

A quantificacdo dos acgucares totais foi realizada seguindo o método fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956). Foi macerado 0,1 g de tecido vegetal em 20 mL de
tampao fosfato 0,2M pH 7,5. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000
rom por 10 minutos e apéds, retirou-se uma aliquota de 0,1 mL de sobrenadante que
foi adicionado em um tubo de ensaio com 0,5 mL de fenol e 2,5 mL de acido
sulfurico concentrado. As amostras foram agitadas e deixadas em descanso até
esfriarem, onde apdés resfriadas foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 490
nm e ajustadas com a curva padrao.

As clorofilas A, B e total foram extraidas da seguinte forma: foram retirados

15 discos foliares por tratamento e em seguida pesados. Os discos foram
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macerados com 10 mL de acetona 80%, e entdo centrifugados a 12.000 rpm por 10
min. Em seguida a amostra foi filtrada e transferida para cubeta, realizando-se a
leitura em espectrofotbmetro nos comprimentos de onda de 645 e 663 nm. Os
calculos para o ajuste dos resultados foram expressos em mg cm= de area foliar,

sendo os seguintes:

Clorofila A = {(0,0127 x abs663 — 0,00269 x abs645)} x V x 10/S
Clorofila B = {(0,0229 x abs645 — 0,0468 x abs663)} x V x 10/S
Clorofila Total = {(0,0202 x abs645 + 0,00802 x abs6630} x V x 10/S

Onde:
abs645 e abs663 = Absorbancia a 645 e 663 nm respectivamente.
V = Volume final do extrato (mL)

S = Area total dos discos foliares (1 disco = 0,7854 cm?)

4.2.7 ANALISE DO TEOR DE ESTEVIOSIDEO E REBAUDIOSIDEO A

A determinacéo dos teores de esteviosideo (EST) e rebaudiosideo A (RA)
foram realizadas na Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), no Grupo de
Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (TECFARMA) no Departamento de
Farmacia. Foi utilizada a metodologia proposta por Kolb et al. (2001).

As folhas de estévia foram secas em secador com circulagao de ar forgado a
65 °C por 48 horas, em seguida foram trituradas separadamente por parcela, com o
auxilio de um liquidificador até obterem a consisténcia de p6 soluvel. Foram
retirados 0,5 g de cada amostra, armazenando-as em recipiente de vidro, onde eram
misturadas com 50 mL de etanol 70% e agitados para homogeneizacdo. Depois
desse procedimento os recipientes de vidro eram colocados em um banho maria
com agitador, onde permaneciam por 30 min. Dado esse tempo, foi retirado 2 mL da
solugao para a leitura em HPLC.

A quantificagdo foi realizada por meio de uma curva de calibragédo obtida por

diluigdo de um padr&o analitico de esteviosideo e rebaudiosideo A Sigma®.
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Foram determinados os teores de esteviosideo (EST) e rebaudiosideo A
(R.A) e arazéo (RA/EST).

4.2 .8 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados de variancias obtidos nesse experimento apresentaram
homogeneidade de variancia de acordo com o teste de Bartlett, e posteriormente
foram submetidos a analise de varidncia. Os caracteres que apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos de acordo com o teste F da analise de
variancia foram submetidos a anélise de regressdo. Em caso de significancia da
interacdo entre os fatores concentracao e acesso, foi efetuado o desdobramento das
interacdes. As analises estatisticas foram processadas pelo programa ASSISTAT,
versao 7.7 beta (SILVA E AZEVEDO, 2009) e o ajuste das equacdes foi realizado

pelo programa Excel.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 CARACTERES BIOMETRICOS GERAIS

A anadlise de variancia (TABELA 4.1) demonstrou que nao houve interagcéo
significativa entre os acessos e as concentragcbes para os caracteres analisados.
Para o numero de ramos (NR) ndo houve diferencas significativas entre os acessos
testados. Para a altura (ALT), numero de folhas (NF) e area foliar (AF) houve
diferencas significativas entre os acessos, e observa-se que o acesso 07 foi superior
para ALT e NF e inferior para AF, onde o acesso 06 apresentou as maiores médias.

Apenas para ALT houve diferenca significativa entre as concentracdes
testadas, ajustando-se em uma equacédo polinomial de segundo grau, cuja

testemunha demonstrou ser superior.



84

TABELA 4.1 - ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS REFERENTE A
ALTURA DE PLANTA (ALT), NUMERO DE FOLHAS (NF), NUMERO DE RAMOS (NR) E AREA
FOLIAR (AF) DE DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni APOS A APLICACAO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DE UM FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O
AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO. CURITIBA — PR, 2016.

Quadrados médios

Fator de variagao Graus de liberdade ALT (cm) NE NR AF (cm?)
Acessos 1 3357,96" 19507,89 7,78  6643071,70™
Concentragdo 5 500,81  3501,11rs 80,297  474884,28"s
AxC 5 260,60 883,77ns 60,61 79867,06"
Residuo 36 119,84 3884,29 34,22 390316,34
CV % - 13,37 23,47 21,17 28,99
A Médias
cesso - ALT (cm) NF NR AF (cm?)
06 - 73,51b 24540 b 27,23 a 2527,34 a
07 - 90,24 a 285,72 a 28,04 a 1783,31b
MG 81,87 265,56 27,63 2155,32

* significativo ao nivel de 5% de pr;babilidade (0,01=p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.

A andlise de varidncia (TABELA 4.2) demonstrou n&o haver interacao
significativa entre os acessos e as concentragdes para os caracteres avaliados. Para
a massa seca de flores (MSFI), ndo houve diferengas significativas entre os acessos
e as concentracbes testadas. Para a massa seca de folhas (MSF) e massa seca de
ramos (MSR) houve diferencas significativas entre os acessos, onde o acesso 06
apresentou médias superiores ao acesso 07. Conforme pode ser observado, houve
diferenca significativa entre as concentracdes apenas para a MSR, porém, néo foi
possivel ajustar uma equacgao significativa de acordo com o teste F da analise de
variancia da regressao.

Tratando-se das diferengas entre os dois acessos estudados, o acumulo de
biomassa demonstrou melhores médias para o acesso 06. Francisco (2015)
trabalhando com o acesso 06 e 07, observou que os dois acessos em questao nao
diferiram estatisticamente no acimulo de MSF (4008,3 kg ha™' para o acesso 06 e
4080,0 kg ha' para o acesso 07). Varios trabalhos relatam a produtividade da
estévia em funcdo da colheita ou ano de cultivo, e resultados satisfarérios foram
alcangados por Fronza & Folegatti (2003), com 4369 kg ha™' e Lima Filho (2004) com
4000 kg ha™' para o primeiro ano, enquanto Moraes et al. (2013) obteve uma
produtividade de 6948 kg ha' no terceiro ano, e Andolfi et al. (2006) de 6100 kg ha™’
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no quinto ano de cultivo. Serfaty et al. (2013) relata que plantas de estévia
transplantadas a campo durante a primavera apresentam maior quantidade de
biomassa quando comparado com plantas que se desenvolvem no outono.

A estévia possui algumas particularidades no cultivo, e por ser uma cultura
originaria de ambientes quentes acaba se desenvolvendo melhor sob essa condigéo
(LIMA FILHO, 2004). O fotoperiodo também é um fator de extrema importancia para
o desenvolvimento e produtividade da cultura, pois fotoperiodo acima de 13 h induz
o alongamento do ciclo vegetativo, retarda o florescimento e possibilita maior
acumulo de MSF (CEUNEN & GEUNS, 2013).

TABELA 4.2 - ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS REFERENTE A
MASSA SECA DE FOLHAS (MSF), MASSA SECA DE RAMOS (MSR) E MASSA SECA DE FLORES
(MSFL) DE DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni APOS A APLICACAO DE UM
FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO. CURITIBA —
PR, 2016.

Quadrados médios

Fator de variagcédo Graus de liberdade MSF () MSR (g) MSFI(g)
Acesso 1 92,32" 186,04 1,76"
Concentragéo 5 12,14ns 45,59 1,06
AxC 5 0,96"s 6,58 0,69ns
Residuo 36 5,81 18,18 2,87
CV % 23,87 25,2 38,24
Acesso - Médias
MSF (g) MSR (g) MSFI(g)
06 - 11,49 a 18,88 a 4,62 a
07 - 8,71b 14,95 b 4,24 a
MG - 10,10 16,91 4,43

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.

A FIGURA 4.1 apresenta a altura de planta em fungéo das concentracdes
foliares do fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico para os
dois acessos avaliados, e € possivel observar que a testemunha apresentou os
melhores resultados quando comparadas as concentragbes. Tal comportamento
sugere que o biofertilizante contendo o aminoacido acido L-glutamico causou um
efeito inibidor de crescimento nas plantas. Varios trabalhos com produtos de acgéo
biofertilizante sdo associados a hormoénios e seus efeitos como reguladores do

metabolismo vegetal, conforme verificado por Jindo et al. (2012) e Ertani et al.
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(2012) em estudos com auxina, Hussain e Boney (1969) com giberelinas e
Pizzeghello et al. (2013) com citocininas.

Os biofertilizantes podem aumentar a atividade de microorganismos da
rizosfera e enzimas do solo, a producdo de hormoénios e/ou reguladores de
crescimento nas plantas, como também atuar no processo fotossintético (NARDI et
al., 2004; GIANNATTASIO et al., 2013), podendo inibir o crescimento vegetal.
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FIGURA 4.1 — ALTURA DE PLANTAS DE DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana APOS
APLICAQAO DE UM FERMENTADO BACTERIADO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-
GLUTAMICO. CURITIBA - PR, 2016. FONTE: O autor (2016).

Em algumas plantas, substancias promotoras de crescimento e
desenvolvimento vegetal podem induzir comportamentos prejudiciais quando em
altas concentragcbes, pois dependendo da composicdo quimica, da taxa de
mineralizagdo e do teor de nitrogénio presente nas plantas, bem como influéncias
climaticas, podem ocorrer efeitos contrarios ao crescimento. De acordo com Yu et
al. (2010), a aplicagdo de aminoacidos pode atuar desviando o carbono
fotossinteticamente fixado a partir da sintese de metabdlitos primarios, tais como
celulose, lignina, lipidos e proteinas associadas ao metabolismo do crescimento,
para a sintese de metabdlitos secundarios, como flavondides e outros. Esse é o
processo pelo qual a aplicagcdo de aminoacidos modifica as formas sintéticas de
metabdlitos secundarios. Beale et al. (1975) em seu trabalho utilizando carbono
marcado, comprovaram a absor¢ao foliar do acido L-glutdmico e sua atuagéo no
metabolismo vegetal, permitindo inferir que a absor¢cdo e metabolizagdo do

aminoacido justifique os efeitos observados.
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N&o foram encontrados relatos do efeito do aminoacido acido L-glutamico na
estévia, entretanto, o efeito desse aminoacido foi tema de trabalhos com outras
espécies, nos quais, de maneira geral, diferem dos resultados encontrados nesse
experimento. Nos trabalhos encontrados na literatura, a maioria dos pesquisadores
observaram incrementos na biomassa das plantas. Olinik et al. (2011) trabalhando
com acido L-glutdmico na cultura do repolho, observaram o incremento do numero
de folhas, massa fresca da parte aérea e das raizes. Bettoni et al. (2014) obervaram
os efeitos positivos da aplicagdo do biofertilizante contendo aminoacido L-glutdmico
em mudas de orégano, e concluiram que quando aplicado na dose de 0,8 ml L™, aos
34 e 48 dias ap6s a semeadura, promove maior crescimento das mudas no sistema

organico.

4.3.1.1 CARACTERES BIOMETRICOS — PORCOES ESTRATIFICADAS

Foram analisadas as porgdes estratificadas das plantas nesse experimento,
dividindo-as em porgao apical, mediana e basal.

De acordo com as analises de variancia (TABELA 4.3) ndo houve interagao
significativa entre os acessos e as concentragdes para os caracteres analisados.

Tratando-se dos acessos, nao houve diferencgas estatisticas para o numero de
folhas apical (NFA), numero de ramos apical (NRA) e numero de ramos mediano
(NRM). Para o numero de folhas mediano (NFM), numero de folhas basal (NFB) e
numero de ramos basal (NRB) houve diferengas significativas, sendo o acesso 07 o
qual apresentou as maiores médias.

Em relagdo as concentragbes avaliadas, houve diferencas estatisticas
somente para o numero de ramos basal (NRB), contudo, de acordo com a analise de
variancia da regressao, nao foi possivel ajustar em uma equacéo significativa.

Para massa seca de folhas apical (MSFA), massa seca de folhas mediana
(MSFM) e massa seca de folhas basal (MSFB) houve diferengas estatisticas entre
0s acessos avaliados, onde o acesso 06 demonstrou maiores médias se comparado

ao acesso 07. Resultados similares foram encontrados para MSRM e MSRB, onde
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novamente o acesso 06 obteve destaque. Nao houve diferengas estatisticas para a
MSRA (TABELA 4.4).

TABELA 4.3 — ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS REFERENTE
AO NUMERO DE FOLHAS DA PORCAO APICAL (NFA), MEDIANA (NFM) E BASAL (NFB) E
NUMERO DE RAMOS DA PORCAO APICAL (NRA), MEDIANA (NRM) E BASAL (NRB) DE DOIS
ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni SUBMETIDAS A APLICACOES DE UM
FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO EM CASA DE
VEGETACAO. CURITIBA - PR, 2016.

Quadrados médios

Fator de variagdao Graus de liberdade

NFA __NFM __ NFB __ NRA NRM NRB
Acesso 1 6,25 3061,34° 669768 26,00 7.25™ 27,00
Concentragdo 5 811,847 933,03% 444.35" 12,957 13297 13,38"
AXC 5 954,607 300,53% 348,64 23937 11,95m 0,720
Residuo 36 92463 52001 24634 1122 662 318
CV % 2545 2741 2495 2602 3131 27,29
A Médias
cesso - NFA _ NFM __ NFBE __ NRA NRM NRB
06 - 11912a 7519b 51,08b 1361a 7.83a 579b
07 _ 11984a 9116a 7470a 1213a 861a 7,29a
MG _ 119,48 8317 62,89 12,87 822 6,54

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.

TABELA 4.4 — ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACAO DE MEDIAS REFERENTE A
MASSA SECA DE FOLHAS DA PORCAO APICAL (MSFA), MEDIANA (MSFM) E BASAL (MSFB) E
MASSA SECA DE RAMOS DA PORCAO APICAL (MSRA), MEDIANA (MSRM) E BASAL (MSRB) DE
DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni SUBMETIDAS A APLICACOES DE UM
FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO EM CASA DE
VEGETACAO. CURITIBA — PR, 2016.

Quadrados médios

e lbordade MSFA T MSFM U MSFB  MSRA  MSRM  WISRB
(9) (9) (9) (9) (9) (9)

Acesso 1 394" 1744 11,877 065  43,13" 3924’

Concentracao 5 1,40° 2,94ns 1,34ns 2,75m 7,22 6,08

AXC 5 093 093 078  112% 139 053%
Erro 36 048 1,38 1,29 125 248 5,34
CV % 3742 3146 2529 3612 2642 2945

Médias

Acesso ~  MSFA  MSFM  MSFB  MSRA  MSRM  MSRB
(9) (9) (9) (9) (9) (9)

06 ~ 215a  434a  499a 322a 691a  875a

07 - 158b  313b  399b  298a  501b  694b
MG - 1,86 3,73 449 310 59 7,84

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Entre as concentragdes avaliadas, a MSFA obteve resultados significativos
(FIGURA 4.2), onde os dados se ajustaram em uma equacao polinomial de segundo
grau, e onde a testemunha mostrou resultados superiores quando comparada as
concentragbes utilizadas. Para a MSRM também houve diferencas estatisticas
(TABELA 4.4), contudo, de acordo com a analise de variancia da regresséo, nao foi
possivel ajustar em uma equacéo significativa.

Para os caracteres analisados, o acesso 07 demonstrou maiores médias para
NFM e NFB. Para NFA nao houve diferenca entre as médias dos acessos. Apesar
do NFM e NFB ter apresentado maiores médias para o acesso 07, o mesmo
comportamento nao foi evidenciado para MSFA, MSFM e MSFB, onde o acesso 06
apresentou médias superiores ao acesso 07. Em trabalho de Francisco (2015)
comparando as porgdes estratificadas entre acessos de estévia, foi verificado que a
regido apical apresentou maior proporcao de MSF que a regido basal para os
acessos 06 e 07. Os resultados encontrados nesse experimento demonstraram que
a regido mediana e basal apresentou as maiores propor¢gbes de MSF de folhas,
contrapondo com o autor citado. A regido apical das plantas avaliadas encontrava-se
pouco expandidas, pequenas, finas e distribuidas espagadamente, porém, estavam
em maior quantidade. Para a MSFA o acesso 06 apresentou um total de 2,15g,
enquanto que para o acesso 07 foi de 1,07g. As folhas medianas e basais
expandiram-se mais e com maior propor¢ao, conseqientemente com maior massa,
onde para o acesso 06 a MSFM foi de 4,349 e para o acesso 07 foi de 3,13g. A
MSFB para o acesso 06 foi de 4,99g e para o 07 foi de 3,99g. Segundo Guleria &
Yadav (2011) as folhas novas da regido apical de estévia s&o de extrema
importancia, pois ha maior expressao dos microRNAs miR169, miR319 e miR164,
que podem estar relacionados com a maior expressao dos genes responsaveis pela
sintese de EST e RA. Bondarev et al. (2003, 2010) e Ceunen & Geuns (2013)
constataram maior razdo RA/EST na regiédo apical das plantas de estévia, resultado
que pode ser associado a maior sintese de EST e RA na porcao apical das plantas.

Para o NR so6 houve diferencas entre as médias dos acessos para a porgao
basal, onde o acesso 07 média superior, apresentou 7,29g.

O acesso 06 apresentou média superior para a MSRM, com um total de
6,91g. Para a MSRB o resultado foi semelhante, totalizando 8,75g. De acordo com
Singh & Rao (2005), ha no caule de estévia um baixo teor de adogantes, mas que

podem conter intensificadores de sabor potenciais para industrializacéo de alimentos
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e bebidas. Entretanto, o caule é processado juntamente as folhas na extracdo do
EST e RA, possui baixo valor comercial e é indesejado.

A FIGURA 4.2 demonstra o efeito da pulverizacdo do fermentado bacteriano
contendo o aminoacido acido L-glutamico na MSFA para os dois acessos. Observa-
se que a testemunha obteve melhor resultado. O mesmo comportamento foi

observado para a altura de planta.
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FIGURA 4.2 — MASSA SECA DA PORQL&O APICAL DAS FOLHAS (MSF APICAL) DE DOIS
ACESSOS DE Stevia rebaudiana EM FUNCAO DE CONCENTRACOES FOLIARES CONTENDO UM
FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO. CURITIBA —
PR, 2016. FONTE: O autor (2016).

E possivel que o comportamento observado para os caracteres ALT e MSFA
tenha sido causado pelos compostos presentes na composicdo do fermentado
bacteriano contendo o aminoacido acido L-glutdmico, que atuou como inibidor do
crescimento da planta, fazendo com que a testemunha, qual n&o recebeu as
pulverizagdes, se desenvolvesse melhor quando comparadas as demais plantas que
receberam as pulverizagbes. O efeito inibitério causado pelo aminoacido acido L-
glutamico é relatado por Walch-Liu et al. (2006) em Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Os autores observaram que o L-glutamato exdégeno é capaz de produzir alteracbes
complexas no desenvolvimento da raiz primaria, inibindo a atividade mitética do
meristema apical, porém nao interferindo na emissao de raizes laterais. De acordo
com Forde & Lea (2007), a inibicdo da atividade metabdlica meristematica gera

atraso no crescimento da planta e altera a arquitetura radicular.
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4.3.2 CARACTERES BIOQUIMICOS

A analise de variancia (TABELA 4.5) demonstrou que nao houve interacéo
significativa entre os acessos e as concentragdes para as variaveis analisadas. Para
os teores de clorofila A (CL.A), clorofila B (CL.B), clorofila total (CL.T) e agucares
totais (AT) ndo houve diferencas estatisticas entre os acessos avaliados.

Para o teor de proteinas (P) houve diferenca entre as médias para os acessos
avaliados, onde o acesso 06 apresentou teor de 26,89 mg g', enquanto o acesso 07
apresentou um teor de 17,58 mg g-'. Entre as concentracdes avaliadas, nenhum dos

caracteres apresentou resultados significativos.

TABELA 4.5 — ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACAO DE MEDIA REFERENTE AO
TEOR DE CLOROFILA A (CL.A), CLOROFILA B (CL.B), CLOROFILA TOTAL (CL.T), PROTEINA (P)
E ACUCARES TOTAIS (AT) DE DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni
SUBMETIDAS A APLICACOES DE UM FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O
AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO EM CASA DE VEGETACAO. CURITIBA - PR, 2016.

Quadrados médios

",:::;;:ﬁ ﬁgz:’:aﬂz CL A CLB CLT P AT
(mgicm?) _ (mglem?) _ (mgicm?) _ (mglg)  (mglg)
Acesso 1 0,00209  0,00060™  0,00494  1039,82"  0,00177™
Concentracéo 5 0,00125  0,00116™  0,00193% 72,92  0,00620™
AXC 5 0,002120s  0,00048™  0,00349% 48,00  0,00550
Residuo 36 0,00131  0,00078 0,00177 6562  0,01812
CV % 35,52 35,5 31,8 36,42 25,94
Médias
Acesso - CL A CLB CLT P AT
(mglcm?) _ (mglem?) __(mgicm?) _ (mglg)  (mglg)
06 _ 0,0954a 00268a  0,1222a  26,89a 05129a
07 _ 0,1086a  00339a  0,1424a  17,58b 05250 a
MG _ 0,1020 0,0303 0,1318 22,23 0,5189

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.

Os resultados alcancados nesse experimento demonstram que n&do houve
resposta da aplicagdo do aminoacido acido L-glutdmico sobre os caracteres
analisados e também podem sugerir que o aminoacido acido L-glutamico possa ter
sido assimilado em outra rota que ndo a da sintese de clorofila, possivelmente
devido ao desvio de energia metabdlica do metabolismo primario para o

metabolismo secundario (para a producdo de esteviosideo e rebaudiosideo A).
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Acréscimos nos teores de clorofila sdo justificados, uma vez que no metabolismo
vegetal, o acido L-glutdmico endogeno é precursor da sintese de clorofila nas folhas
em desenvolvimento (YARONSKAYA et al., 2006), o mesmo pode ser considerado
para as proteinas, ja que o aminoacido acido L-glutdmico desempenha papel
fundamental na eficiéncia do metabolismo do nitrogénio, onde por sua vez, o
nitrogénio na forma amoniacal € componente essencial dos aminoacidos, que

posteriormente formam as proteinas (LEHNINGER, 2006).

4.3.2.1 TEOR DE REBAUDIOSIDEO A, ESTEVIOSIDEO, E A RAZAO ENTRE
AMBOS

De acordo com a analise de variancia (TABELA 4.6), houve interagado
significativa entre os acessos e as concentragbes avaliadas para os caracteres teor
de esteviosideo (EST), teor de rebaudiosideo A (RA), e também diferencas
significativas entre os acessos avaliados. O acesso 07 foi o0 que demonstrou maiores
médias para os caracteres EST e RA. Entretanto, o acesso 06 apresentou a maior
média para a razdo RA/EST.

Entre as concentracdes, a razdo RA/EST nao foi significativa. Para EST e
para RA houve diferengcas estastisticas entre as concentragbes para os dois
acessos.

Para o EST, os dados se ajustaram em uma equacéo linear positiva para o
acesso 06 (FIGURA 4.3). Para o acesso 07 o desdobramento realizado nao foi
significativo entre as concentra¢des avaliadas. Os dados do RA se ajustaram em
uma equacéo linear positiva para o acesso 06. Para o acesso 07 o desdobramento
realizado nao foi significativo entre as concentragbes avaliadas.

Entre os acessos avaliados (TABELA 4.6), o acesso 07 obteve as maiores
médias para EST e para RA, porém, para a razdo RA/EST os resultados foram
inferiores ao acesso 06. Resultado similar foi reportado por Francisco (2015), que
trabalhou com diferentes acessos de estévia em Pinhais — PR, onde o acesso 07
obteve os melhores resultados e foi caracterizado como um bom acesso de acordo

com as caracteristicas exigidas pela industria de adog¢antes naturais.
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TABELA 4.6 — ANALISE DE VARIANCIA E TESTE DE COMPARACOES DE MEDIAS REFERENTE
AO TEOR DE ESTEVIOSIDEO (EST), REBAUDIOSIDEO A (RA) E RELACAO ENTRE
REBAUDIOSIDEO A E ESTEVIOSIDEO (RA/EST) DE DOIS ACESSOS DE Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni SUBMETIDAS A APLICACOES DE UM FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O
AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO EM CASA DE VEGETACAO. CURITIBA - PR, 2016.

Quadrados médios

Fator de variagao Graus de liberdade EST RA RA/E
(mglg) (mg/g) (mg/g)
Acesso 1 4413,80™ 458,87 0,03907"
Concentragao 5 393,82" 302,28 0,01854ns
AxC 5 1901,93" 1002,13™ 0,04223ns
Residuo 36 83,18 73,55 0,00886
CV % 13,54 25,95 19,44
Médias
Acesso - EST RA RA/E
(mglg) (mg/g) (mg/g)
06 - 57,76 b 29,96 b 0,5128 a
07 - 76,94 a 36,14 a 0,4557 b
MG 67,35 33,05 0,4842

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

ns ndo significativo (p=0,05)

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si, de acordo com o teste F ao nivel
de 5% de probabilidade.

Tratando-se da RA/EST, o acesso 06 obteve o melhor resultado, com 0,51 mg
g' dos compostos. Para o acesso 07 a raz&o foi inferior, com 0,45 mg g'. No Brasil
ha escassez de material genético que alcance tal padrao exigido pela industria,
porém, a cultivar UEM - 320 cultivada em Jandaia do Sul - PR, Brasil, apresentou
RA/EST entre 1,05 a 1,15 (DACOME et al., 2005), estando em conformidade com o
exigido pelas industrias de adogantes naturais.

A FIGURA 4.3 demonstra o comportamento da estévia submetida a
pulverizagdo foliar de diferentes concentracbes de um fermentado bacteriano
contendo o aminoacido acido L-glutdmico para os caracteres EST e RA encontrados
para o acesso 06. O comportamento de ambos glicosideos da estévia foi similar. O
teor de EST foi alterado em fungdo da concentragdo, aumentando até a
concentragdo onde houve maior estimulo, a de 1,0 mL L. Para RA, o aumento no
teor foi mais bem estimado até a concentragdo de 1,0 mL L,

O comportamento dos caracteres avaliados quando submetidos as
pulverizagdes foliares do fermentado bacteriano contendo o aminoacido &cido L-
glutdmico pode ser associado ao desvio de energia metabdlica do metabolismo

primario para o metabolismo secundario.
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FIGURA 4.3 — (A) TEOR DE ESTEVIOSIDEO DO ACESSO 06; (B) TEOR DE REBAUDIOSIDEO A
DO ACESSO 06 DE Stevia rebaudiana EM FUNGAO DE CONCENTRAGOES FOLIARES DE UM
FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-GLUTAMICO. CURITIBA —
PR, 2016. FONTE: O autor (2016).

O fornecimento do fermentado e as substincias presentes em sua
composi¢ao, podem ter alterado o metabolismo da planta, resultando em um menor
crescimento e, conseqientemente, em um aumento dos metabdlitos secundarios.
No trabalho realizado por Miiller et al. (2013), foi observado um declinio na taxa de
assimilacao e crescimento de plantas de Centella asiatica. Os autores atribuiram os
resultados ao desvio de energia do metabolismo primario para o metabolismo
secundario. Wang et al. (2006) observaram que a aplicacdo exégena de aminoacido
acido L-glutamico pode promover o acumulo de antocianinas em macéas “Fuiji’, sendo
outro exemplo correlacionando a utilizacdo de aminoacidos com eficiéncia na
sintese de metabdlitos secundarios.

O esteviosideo e o rebaudiosideo A sdo metabdlitos secundarios conhecidos
como glicosideos diterpénicos, e sua via de sintese € a mesma via de sintese do
acido giberélico, a partir do acido mevalénico (MONDACA et al., 2012).

O acréscimo na concentragédo dos metabdlitos secundarios nas folhas pode
ser também associado a divisdo da translocagao do carbono utilizado nos processos
de sintese desses metabdlitos, pois em condi¢des adversas as plantas podem
realocar o carbono destinado ao seu crescimento para estimular a sintese de
compostos secundarios (ZOBAYED et al., 2005; MULLER et al., 2013).

Castro (2006), diz que a dificuldade de absor¢do dos aminoacidos, a
necessidade das plantas por aminoacidos especificos e a posi¢ao intermediaria dos
mesmos no metabolismo secundario, sdo aspectos que interferem na correta
interpretacdo de seus modos de acgdo. O resultado obtido nesse experimento
contrapde tal afirmacgéo, visto que o aminoacido acido L-glutamico foi prontamente

absorvido pelas plantas de estévia.
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4.4 CONCLUSAO

A utilizacdo do fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-
glutdmico causou efeito inibidor de crescimento nas plantas de estévia, entretanto,
estimulou a sintese de seus compostos de interesse, o esteviosideo e o
rebaudiosideo A, com destaque para a concentragdo de 1,0 mL L' do fermentado.

O acesso 06 apresentou melhor desempenho e resultados.
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5 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir
que as pulverizagbes foliares do extrato da alga Ascophyllum nodosum foram
eficientes para os teores de esteviosideo e rebaudiosideo A de estévia,
proporcionando incrementos consideraveis em sua biomassa. Em funcdo dos
resultados obtidos, a concentracgéo de 2,5 mL L' se destacou como a que promoveu
maior incremento nos caracteres avaliados.

Os resultados nesse trabalho demonstram que pulverizagbes foliares do
biofertilizante contendo o aminoacido L-glutdmico causou efeito inibidor de
crescimento nas plantas. Houve menor crescimento de plantas, porém, maior
expressao nos teores de esteviosideo, rebaudiosideo A, com destaque para a
concentragdo de 1,0 mL L.

Entre os acessos avaliados, o acesso 06 foi qual obteve melhor desempenho
para os caracteres analisados.

Os resultados desse trabalho sugerem também que os produtos comerciais
ACADIAN® (a base de extrato de alga) e o fermentado bacteriano (contendo o
aminoacido acido L-glutdmico) podem ser considerados como biofertilizantes, ao
conter componentes ativos capazes de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo
ou parte das plantas cultivadas, melhorando as caracteristicas desejadas em cultivo
comercial, e, principalmente, incrementando o teor de esteviosideo e rebaudiosideo
A.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente, os métodos de produgdo empregados na agricultura possuem
como caracteristica serem insustentaveis para o produtor rural, para o consumidor e
principalmente para o meio ambiente. Consumimos um grande volume de insumos
quimicos na agricultura. Desde 2009 o Brasil se destaca no consumo de
agrotoéxicos, inclusive, somos o maior mercado consumidor do mundo. Todos esses
insumos quimicos — agrotdxicos/fertilizantes - estdo sendo dispersos sobre
plantacdes, rios, florestas, animais, hortas e casas, e isso ano ap6s ano.
Considerando que esse alto consumo de insumos quimicos € um problema de
saude publica, se faz necessario que ocorra a sua substituicdo por métodos mais
naturais e com menor impacto ao ecossistema. Os biofertilizantes sdo uma
alternativa consideravel para a fertilizagcdo das plantas, ressaltando-se os bons
resultados observados em pesquisas publicadas com o tema nos ultimos anos.

Visto que até o momento nenhum estudo semelhante foi desenvolvido para
Stevia rebaudiana, e observando os resultados alcancados nesse trabalho, a
utilizacado dos biofertilizantes mostrou-se uma alternativa viavel para a cultura, pois
incrementaram os teores de esteviosideo e rebaudiosideo A, principais compostos
por ela produzidos e o0s quais apresentam maior interesse pela industria de
adocantes naturais.

O biofertilizante ACADIAN®, a base do extrato da alga Ascophyllum
nodosum apresentou bons resultados para a cultura, pois promoveu incrementos ao
teor de esteviosideo e rebaudiosideo A, compostos de interesse no cultivo da
estévia.

Existe a necessidade de mais pesquisas sobre a utilizacdo dos extratos de
algas marinhas nos cultivos agricolas, pois os mecanismos de acdo desempenhados
ainda néo estéo totalmente elucidados, e, dessa forma, pesquisas com esse tema
sdo estritamente essenciais para melhoria dos métodos de producao e produtividade
das culturas. Sao poucos os trabalhos relacionando o uso desses produtos com
plantas medicinais, aromaticas ou condimentares.

O biofertilizante elaborado a partir do fermentado bacteriano contendo o
aminoacido acido L-glutdmico, demonstrou resultados negativos em relacédo a

producdo de biomassa e efeitos ndo significativos para os compostos bioquimicos,
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entretanto, auxiliou na produgdo de metabdlitos secundarios, que neste caso sédo o
interesse ao se cultivar estévia. Resultados similares aos encontrados nesse
trabalho ndo foram encontrados na literatura com o aminoacido acido L-glutamico,
havendo a necessidade de mais estudos com o tema, a fim de confirmar o seu efeito
no cultivo da estévia.

Para melhor comprovagdo dos resultados, &€ necessario realizar também
uma analise dos aminoacidos livres e totais nas plantas submetidas as
pulverizagdes foliares do fermentado bacteriano contendo o aminoacido acido L-
glutamico.

E necessario ressaltar que além do aminoacido L-glutdmico, composto
majoritario do biofertilizante, o fermentado bacteriano contém 6% de carbono
organico em sua composicdo, bem como outros compostos minoritarios nao
identificados resultantes da fermentagdo bacteriana, os quais também podem ter
contribuido para as alteragbes bioquimicas e fisiolégicas com efeito nos resultados
obtidos.

Os acessos 06 e 07 de estévia tiveram comportamentos distintos em relacao
aos caracteres analisados, e isto se deve a constituicdo de cada acesso. O acesso
06 foi o qual demonstrou os melhores resultados para os caracteres analisados,
porém, € necessario que se realizem mais estudos com os acessos em questao,
afim de se estabeler um padrdao com as caracteristicas de interesse para as
industrias de adogantes naturais.

Estudos testando a aplicagdo dos produtos biofertilizantes ACADIAN® e do
fermentado bacteriano no cultivo a campo também sao necessarios para elucidar os
possiveis efeitos causados em decorréncia dos produtos em plantas de estévia.

As constatagbes realizadas nesse trabalho estimulam novos estudos para a
completa elucidagdo da atuagdo metabdlica dos produtos de efeito biofertilizante.
Outras concentragdes (maiores ou menores) desses produtos - extrato de alga e
fermentado bacteriano, também devem ser estudadas, visando a comparacdo de
resultados obtidos, assim como a possibilidade de uma dose que possua maior

eficacia sob as plantas desejadas.
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APENDICE A - TABELAS COMPLEMENTARES

APENDICE A 1 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A ALTURA (ALT), NUMERO DE FOLHAS
(NF), NUMERO DE RAMOS (NR) E AREA FOLIAR DE UM ACESSO DE Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni SUBMETIDA A APLICACOES DE EXTRATO DA ALGA Ascophyllum nodosum EM CASA DE
VEGETACAO. CURITIBA - PR, 2016.

Fator de variagdo Graus de liberdade ALT NF NR AF3
(cm) (cm’)
Tratamentos 5 71,06667"  4462,06667 74,18542" 154,88460"
Residuo 18 71,55729 1139,68229 16,08507 131,74415
Total 23
CV % 20,13 27,76 26,89 8,36

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
ns ndo significativo (p>0,05)

APENDICE A 2 - ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A MASSA FRESCA DE FOLHAS (MFF),
MASSA SECA DE FOLHAS (MSF), MASSA FRESCA DE RAMOS (MFR), MASSA SECA DE RAMOS
(MSR), MASSA FRESCA DE FLORES (MFFL) E MASSA SECA DE FLORES (MSFL) DE UM
ACESSO DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni SUBMETIDA A APLICACOES DE EXTRATO DA
ALGA Ascophyllum nodosum EM CASA DE VEGETACAO. CURITIBA - PR, 2016.

Fator de Graus de MFF MSF MFR MSR MFFI MSFI
variagdo _liberdade (9) (9) (9) (9) (9) (9)
Tratamentos 5 20,524ns 1,420 26,042~ 3,303 34,643™ 2,312"
Residuo 18 22,320 1,011 14,350 1,0755 6,948 0,441

Total 23
CV % 32,09 39,06 27,82 28,09 37,10 37,16

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
ns ndo significativo (p>0,05)

APENDICE A 3 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE AO TEOR DE CLOROFILA A (CL.A),
CLOROFILA B (CL.B), CLOROFILA TOTAL (CL.T), ACUCARES TOTAIS (AT) E PROTEINA (P) DE
UM ACESSO DE Stevia rebaudiana (bert.) bertoni SUBMETIDA A APLICACOES DE EXTRATO DA
ALGA Ascophyllum nodosum EM CASA DE VEGETACAO. CURITIBA — PR, 2016.

i . CL.A CL.B CL.T AT P
Fator de variagdo Graus de liberdade (mglg) (mg/g) (mg/g) (mglg) (mglg)
Tratamentos 5 0,00649™ 0,00092" 0,00974" 0,02664" 411,9728"
Residuo 18 0,00104  0,00018 0,00203 0,01789  58,73014
Total 23
CV % 25,20 22,95 24,12 31,25 15,9

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
ns ndo significativo (p>0,05)
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APENDICE A 4 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE AO TEOR DE ESTEVIOSIDEO (EST),
REBAUDIOSIDEO A (RA) E RAZAO (RA/EST) DE UM ACESSO DE Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni
SUBMETIDA A APLICACOES DE EXTRATO DA ALGA Ascophyllum nodosum EM CASA DE
VEGETACAO. CURITIBA — PR, 2016.

Fator de variagdo  Graus de liberdade EST RA RAJEST
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Tratamentos 5 1284,37260™ 619,84489™ 0,01768"s
Residuo 18 108,75791 79,21255 0,00748
Total 23
CV % 22,05 33,65 16,12

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
ns ndo significativo (p>0,05)

APENDICE A 5 — ANALISE DE VARIANCIA REFERENTE A ALTURA DE PLANTAS (ALT), MASSA
SECA DE RAMOS (MSR), NUMERO DE RAMOS BASAL (NRB), MASSA SECA DE FOLHAS
APICAL (MSFA), MASSA SECA DE RAMOS MEDIANO (MSRM), TEOR DE ESTEVIOSIDEO (EST)
E TEOR DE REBAUDIOSIDEO A (RA) DE DOIS ACESSOS DE ESTEVIA SUBMETIDA A
APLICACOES DE UM FERMENTADO BACTERIANO CONTENDO O AMINOACIDO ACIDO L-
GLUTAMICO EM CASA DE VEGETACAO. CURITIBA — PR, 2016.

Fator de Graus de ALT MSR MSFA MSRM EST RA
variagao liberdade (cm) (9) NRB (9) (9) (mg/g) (mg/g)
Acesso 1 3357,96" 186,04" 27,00 3,94" 43,13" 4413,80" 458,87
Concentragdes 5 500,81™ 45,59 13,387 140" 7,22 393,82"  302,28"
1002,13*
AxC 5 260,60  6,58m 0,72 0,93 1,39  1901,93" *
AxC 06 5 36,505 32,18ns 8,34" 40,65 5,50 718,26 397,06"
AxC 07 5 724,875 20,00  6,66" 4,53 3,127 1577,48" 907,36"
Erro 36 119,84 18,18 3,18 0,48 2,48 83,18 73,55
CV % 13,37 25,2 27,29 3742 2642 13,54 25,95

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01<p<0,05)
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
ns ndo significativo (p>0,05)



