OBTENGAOC DE PLANTAS DE STEVIA REBAUDIANA ATRAVES DE ESTACAS'

MARIA ANGELA MACHADQ DE CARVALHO e LILIAN B. P. ZAIDAN?

RESUMO - A capacidade de enraizamento de estacas de Stevia rebaudiana foi avaliada mensalmente,
durante um ane. Observou-se maior percentagem de sobrevivéncia de estacas entre maio e cutubro e
de coraizamento entre maice ¢ julho, quando as plantas apresentavam ramos jovens, oriundos de brotago.
Durante o perfodo reprodutivo das plantas matrizes, a percentagem de enraizamento foi baixa. Aplicagio
de AIB promoveu enraizamento em agosto € setembro ¢ formagfio de maior nimero de raizes, enguanto
AlA ¢ ANA foram eficazes apenas em agosto. Estas substéncias nio alteraram a sobrevivéncia das
estacas. Produtos comerciais atilizados como enraizadores, apesar de conterem substircias auxinicas,
foram ineficientes na indug#io do enraizamento. A andlise de agucares solaveis totais {entre os quais
encontra-se o esteviosideo), em folhas de plantas cbtidas por germinagiic ou por estacas tratadas ou
nfio com substfincias promotoras de enraizamento, revelou que nfio houve variagdes significativas
relacionadas & origem das plantas.

Termos para indexagfio: enraizamento, esteviosideo.
PROPAGATION OF STEVIA REBAUDIANA FROM STEM CUTTINGS

ABSTRACT - Rooting capacity of stem cuttings of §. rebaudiana was measured monthly during an
ane-year period. Highest percentages of live cuttings were found between May and October while
rooting occurred preferentially from May to July, when new branches were used as cattings. Duriag
the reproductive phase of the matrix plants rooting percentage was low. IBA promoted rooting and
increased root number in August and September, whereas IAA and NAA were effective only in August.
These substances had no effect on the survival of cuttings. Commercially available rooting producis
containing auxin-like substances were inefficient in inducing roots. Analysis of total seluble sugars
{stevicside here included) present in Jeaves of plants obtained either from germination or stem cuttings
pre-treated with root promoting substances showed ne significant variation in relation fo the origin of

plants.

Index terms: rooting, stevioside.

INTRODUCAO

Stevia rebaudiana 6 uma planta herbicea perene,
pertencente is Asteraceae, subtribo Eupatorieae. Os
indigenas paraguaios j4 utilizavam suas folhas para
adogar o mate, e desde o final do século XIX
encontram-se referéncias na literatura sobre o poder
edulcorante dessa espécie (Lewis, 1992). Esse sabor
doce, virias vezes maior que o da sacarose, foi
atribuido inicialmente apenas ao glicosideo
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esteviosideo (Felippe, 1977); apds 1970, outros
compostos com propriedades edulcorantes foram
extraidos e identificados (Handro & Ferreira, 1989).

No Jap#o, adogantes extraidos de S. rebaudiana
sfio usados em larga escala, em alimentos sélidos ou
liquidos ¢ como substitutos de acidcares
convencionais ou dietéticos artificiais (Kinghomn &
Seejarto, 1985}, Essa demanda gerou a necessidade
de instalar cuituras comerciais para fornecimento de
folhas para produgiio de adogantes nio-caloricos,
tanto no Japdo como em cutros paises, enire os quais
o Brasil.

A propagacio da espécie através de sementes éa
mais utilizada, apesar da baixa percentagem de
aquénios vidveis produzidos (Felippe & Lucas, 1971;
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Felippe et al., 1971; Monteiro, 1980). Esse método
impede a selegio imediata de populagles
homogéneas ¢ altamente produtivas. Para isto,
técnicas de cultura de células e de tecidos, € de
micropropagaclio tém sido usadas com sucesso em
S. rebaudiana {Handro et al., 1977, Ferreira &
Handro, 1988a, 1988b; Handro & Ferreira, 1989;
Bespathok Filho et al,, 1992), porém ainda sfic de
uso restrito.

O presente estudo teve por finalidade obter
plantas de 5. rebaudiana através de estacas, em
diferentes tipos de substratos e com adig#io de
substincias enraizadoras de uso laboratorial e
comercial. Objetivou-se, ainda, verificar o efeito
dessas substincias no teor de esteviosideo nas plantas
obtidas por estaquia.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Utilizaram-se estacas apicais dos ramos vegetativos de
plantas adultas de Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni,
cultivadas em canteiros experimentais no Institute de
Botanica de Siio Paule.

Preparo das estacas

Estacas caulinares apicais medindo 8 ¢cm de
comprimento foram preparadas retirando-s¢ algumas
folhas para impedir transpiragio excessiva. Em seguida,
as estacas (15 por tratamento) foram colocadas no escuro
por 24 horas, com a regifio basal imersa em solucgdes
aquosas contendo dcido indolil-3-acético (ALA - 2x104M,
1x10-*M e 1x10-5M), 4cido indelil-butirico (AIB -
Sx10-5M, 1x10-°M e 5x105M) 4cido naftalencacético
{ANA - 3x10*M, 6x105M ¢ 6x10-5M) ou dgua destilada
{controle).

Apés este perigdo, as estacas foram lavadas com dgua
destilada ¢ plantadas em bandejas de plastico contendo
uma mistura de terra de mata; vermiculita (1:1 v/¥)
umedecida com dgua destilada. As bandejas, colocadas
em condi¢des de casa de vegetaglio ¢ fotoperiodo natural,
foram cobertas com vidros transparentes, que eram
retirades por curtos periodos de tempo no decorrer do dia
para permitir melhor aeragio. As percentagens de
enraizamento ¢ de sobrevivéncia das estacas foram
registradas apGs 14 dias. As estacas enraizadas foram
iransplaniadas para sacos de plastico, e, apds um més,
transferidas para canteiros. Os experimentoes de
enraizamente foram realizados mensalmente, durante um
ano.
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Determinacio do contetide de accares solGveis tofais

Folhas de plantas obtidas por estaguia no més de maio,
através de tratamentos com substincias promotoras de
enraizamento, foram coletadas, considerando-se apenas
cada composto, independentemente da concentragdo
inicialmente aplicada para obtengfo das estacas. As
amostras foram feitas nos meses de agosto, outubro ¢
dezembro, ¢ submetidas a secagem em estufa 2 80 °C, até
peso constanie. Em seguida, procedeu-se a extragio de
agticares solfiveis totais, em triplicata, com metanol:
cloroférmio: dgua (12:5:3, v/v), de acordo com Bicleski
& Tumer {1966). Us extratos foram clarificados pela
adigio de cloroférmio ¢ 4gua, seguida de centrifugacio
para separagio da fase aquosa, que contém os aglicares
sollGveis,

O esteviosideo presente nos extratos foi identificado
por cromatografia bidimensional em camada deigada em
placas de silicagel (Metivier & Viana, 19792}, com dois
sistemas de solventes: n-butancl:acetato de
ctila:isopropanol:dgua (35:100:60:30, v/v) {(sistema b), e
acetato de etila:dcido acético:agua (8:4:1, v/v) (sistema
iI}. Utilizou-se, como padriio, esteviosideo purificado,
cedido por E. Angelucci (ITAL, Campinas). A revelagio
dos agticares foi feita nebulizando-se as cromatoplacas com
uma soluglio de antrona 0,2% em 4cido sulftirico. e em
seguida aquecendo-as por 10 min, a 110°C.

G métode de fenol-sulfiirico {Dubois et al., 1936) foi
aplicado para determinag8o do teor de agiicares solaveis
totais, utilizando-se esteviosideo como padrio. Os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia,
determinando-se a diferenga minima significativa (DMS}
a 5% pelo teste Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos fatores que influenciam o enraizamento
de estacas € o substrato utilizado no processo, pois
deste depende a capacidade de retencfo de dguaea
oxigenacic do meio. Embora outros tipos de
substrato {palha de arroz, areia, vermiculita, esfagno,
terra de mata) tenham sido ensaiados, isoladamente
ou combinados, optou-se por utilizar terra de mata
misturada a vermiculita, em proporgdes iguais, o que
favoreceu tanto a sobrevivéncia como ¢
enraizamento das estacas. Experimentos
preliminares indicaram que estacas apicais enraizam
methor e mais rapidamente que estacas subapicais.

A Fig. 1 mostra as percentagens de sobrevivéncia
e de enraizamento de estacas a cada més, pelo
periodo de um ano. Observa-se que as estacas
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apresentaram variagdes quanto aos dois parimetros
analisados. De maio a outubro, a sobrevivéncia das
estacas foi superior a 50%, o mesmo ocorrendo em
janeiro ¢ fevereiro. A capacidade de enraizamento
das estacas também n#io foi uniforme, tendo-se
obtido percentagens mais elevadas apenas entre maio
e julho. Esse perfodo correspondeu & fase de intenso
crescimento vegetativo das plantas matrizes, quando
as estacas foram retiradas de ramos recém-formados
(logo ap6s a remogBo dos drgdos adreos senescentes).
Sabe-se que a formagfio de raizes em estacas €
dependente da idade e do estado fisiolgico da planta
matriz, da idade do ramo e também da espécie
vegetal considerada (Dore, 1965). Maior capacidade
de enraizamento foi observada em estacas retiradas
de plantas de Dioscorea composta com um ano de
idade e 0,2 cm de didmetro em relagio a estacas com
dois anos € 0,5 cm de diimetro (Viana & Felipe,

01
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FIG. 1. Percentagens mensais de sobrevivéncia {{ 1)
€ de enraizamento {7} de estacas de Stevia
rebaudiana.
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1988a). Por outro lado, a presencga de gemas em
crescimento ativo na estaca promove 0 enraizamento,
ac passo que a presenga de gemas dormentes (Hess,
1969) e de gemas florais (Viana & Felippe, 1987)
inibem o processo.

Nas plantas matrizes utilizadas no presente
trabalho, o perfodo reprodutivo teve inicio na
primavera, estendendo-se até abril. Apods essa fase,
0$ rarnos apresentaram senescéncia e foram retira-
dos por poda no final de abril. Seguiu-se uma fase
de rebrota e intenso crescimento vegetativo, que
coincidiu com o perfiodo de maior sobrevivéncia e
enraizamento das estacas, isto €, de maio a julho
(Fig. 1).

A capacidade de enraizar apresentada por estacas
¢ determinada também pelo balanceamento de
fatores nutricionais e de reguladores de crescimento
{Nanda et al., 1971). J& é bem conhecido o papel
das auxinas na iniciagfio de raizes adventicias. Esse
efeito pode ser direto, atingindo as células onde se
inicia 0 primordio radicular (Haissig, 1970), ou
indireto, favorecendo o movimento basipeto de
nutrientes (Altman & Wareing, 1975). Em §.
rebaudiana, a aplicaciio de substincias auxinicas de
modo geral ndo alterou a percentagem de
sobrevivéncia das estacas. Apenas AIB 10-5M, nos
meses de dezembro, fevereiro e margo, afetou
positivamente a sobrevivéncia das estacas (55%,
93% e 73%, respectivamente). Com relagiio ac
enraizamento (Tabela 1), foi verificado que, em
agosto, a aplicaglio de AIB, AIA ¢ ANA, nas
concentracBes utilizadas, promoveu o enraizamento,

TABELA 1. Percentagens de enraizamento de estacas de S. rebaudiana tratadas com substfincias auxinicas,

nos diferentes meses do ane.

Meses do ano

Tratamentos Jan Fev Mar Abr Mai  Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
AlB Sx10°M 20 0 0 G 26 [ 40 80 50 3 ] 0
1x165 M 6 0 2 0 73 ¢ 53 53 50 6 9 22
SX10%M 26 0 0 i) 45 ¢ 33 40 46. 16 ] ¢
AIA 2x16*M 13 0 0 0 60 20 66 53 3 0 4] G
X1 M 13 0 9 o 40 20 26 64 9 3 0 11
1x105 M - 0 0 0 33 13 46 13 36 3 0 ¢
ANAXIO®*M 6 0 ) 0 46 G 6 13 6 L 0 1t
6x10°M 6 0 ] 0 26 G 40 33 16 6 0 1]
6x10¢ M - 0 0 g 40 20 53 20 20 & 0 4
H,0 (Controle} 20 0 0 4] 33 26 46 IH 20 3 20 5
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ao passo gue em setembro houve promogio apenas
nas estacas tratadas com AIB (Tabela 1). Entre
fevereiro e abril, n#o se observou formagio de raizes;
esse periodo coincide com a fase final do processo
de reprodugfo, ac qual segue a senescéncia.
Observou-se que, em maio, a aplicagiio de
substincias auxinicas nfo promoveu o enraizamento
das estacas jovens provenientes de ramos recém-
-brotados.

O AIB mostrou ser o regulador de crescimento
mais eficiente, pois também promoveu a formagio
de maior niimero de raizes nas estacas, facilitando o
estabelecimento das plantas em canteiro {dados ndo
mostrados). Auxinas sintéticas, como AIB e ANA
s#o utilizadas em horticultura preferencialmente ao
ATA, por serem mais estaveis no tecido vegetal (Van
Overbeek, 1952). O AIB foi notadamente eficiente
na formagio de raizes adventicias em estacas de
Pinus radiata {Smith & Thorpe, 1975), Prunus
persica (Fachinello et al., 1982} e Dioscorea
compasita(Viana & Felippe, 1988b). )

Para uso em larga escala, recomendam-se
produtos comerciais, que contém a substincia ativa
no processo de enraizamento. A aplicagio desses
produtos nio foi eficaz no enraizamento de estacas
de 8. rebaudiana, embora as concentragdes utilizadas
tenham sido as recomendadas pelos fabricantes,

Considerandc os resultados obtidos com a
aplicagio de substincias quimicamente puras e de
produtos comerciais de reconhecida eficicia no
enraizamento, conclui-se que as estacas de S.
rebaudiana podem ser colocadas entre as que
apresentam certa dificuldade para enraizar.

Em extratos de folhas de plantas obtidas por
estaquia ou oriundas de germinagdo, verificou-se,
através de cromatografia em camada delgada, que o
esteviosideo é o aglicar predominante. Usando-se
desenvolvimento bidimensional com dois sistemas
de solventes, o esteviosideo foi identificado por
comparagdo com um padro, obtendo-se, nos dois

compostos, valores semelhantes de Rf|
respectivamente: 0,51 e 0,52 no sistema de solventes
1e 0,24 € 0,29 no sistema I

Com base nesses resultados e na relagio
encontrada entre o teor de aghcares soliveis e
esteviosideo {Metivier & Viana, 1979b), o conteudo
de esteviosideo em folhas foi estimado no presente
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trabalho através do teor de aglicares soiiveis totais
{Tabela 2).

TABELA 2. Conteiido de agicar total em folhas de
plantas de 8. rebandiana provenientes de
germinagho & de estacas tratadas com
sabstiincias guxinicas, em trés épocas do
ang. Médias seguidas pela mesmas letra
niic apresentam diferencas signifleativas
enire si.

Agacar soltvel total (% do peso seco)

Origem das .

plantas Apgosto  Outubro  Dezembro
Estacas/irata-

mento prévio

HO 14,22 Aab 1546 Aa 1943Ba
ANA 13,89 Aab [742Ba 1548 ABb
AlA 13,71 Aab 16,16 Ba 16,27 Bab
AIB 16,74 Aa 17,73 ABa 1941 Ba
germinagio 11,36 Ab  1422Ba 1531 Bb

As letras maidsculas comparam as diferentes épocas dentso de
cada tratamento {horizontal).

As letras mintscelas comparam os diferentes tratamentos, dentro
de cada época {vertical), DMS 5% (Tukey}.

Os resultados indicam que as plantas obtidas por
estaquia através dos diferentes tratamentos n3o
apresentaram diferengas significativas no contetido
de a¢licares solaveis totais nas folhas coletadas em
agosto ¢ outubro. No entanto, algumas diferencas
entre os fratamentos foram verificadas nas amostras
de folhas coletadas no més de dezembro.

Quando a comparagio do contefido de aglicares
totais foi feita dentro de um dado tratamentc nos
diferentes meses analisados, verificou-se que na
maioria das vezes os dados obtidos relativos ao més
de agosto foram estatisticamente inferiores aos dos
outros meses, em todos os tratamentos aplicados,

. inchuindo as plantas obtidas por sementes, o que leva

a supor que durante ¢ ano ocorre uma variagio no
contetido de agiicares, e, portanto, também de
esteviosideo.

CONCLUSOES

1. E possivel a obtencdc de plantas de 5.
rebaudiana por estacas, recemendando-se a
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utilizaglc de estacas apicais retiradas em época de
rebrota.
2. O teor de esteviosideo nas folhas pode ser
estimado através do teor de aglicares soliiveis totais.
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