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Resumo:

A espécie Stevia rebaudiana € uma planta medicinal cultivada em todo o mundo. Os extratos de suas folhas podem ser
utilizados como fonte ndo apenas de adocantes ndo caléricos, mas também de compostos antioxidantes, como 0s compostos
fendlicos. As vias biossintéticas destes metabdlitos s8o marcadamente influenciadas por elicitores, que s8o moléculas que
desencadeiam alteracBes nos fluxos metabdlicos e na fisiologia da planta em estudo. A €licitaco abriu uma nova éarea de
pesquisa que podera ter beneficios importantes para espécies com potencial terapéutico conhecido, como é o caso da estevia.
Entretanto, sd0 necessarios estudos para determinar a concentracdo e tempo necessario de exposicao ao agente elicitor para
aumentar a producéo de compostos bioativos. Diante disso, o presente trabalho foi realizado para avaliar a capacidade
elicitora do metil jasmonato (MeJa) sobre o contelido de compostos fendlicos dos extratos etandlicos de folhas de Stevia
rebaudiana aps 24, 48 e 96 horas de licitagdo. Para atender este objetivo as plantas de estevia foram inicialmente cultivadas
in vitro e posteriormente passaram para um sistema hidropénico de fluxo continuo com raizes flutuantes. Os tratamentos
foram compostos pelo controle - somente com solucéo de Hoagland (50%) - e o tratamento com elicitor - solug&o de Hogland
com 100 M de MeJa. Ap6s 24 h da aplicacdo dos tratamentos, as folhas destas plantas foram coletadas em um periodo de
quatro dias com intervalos de 24 horas. Para que as quantificagdes fossem realizadas, métodos espectrofotométricos foram
aplicados. De um modo geral, observou-se que 0 maior tempo de exposicdo (96h) ao MeJa propiciou um aumento no
contelido de fendlicos sollveis totais nos extratos das folhas de estevia. Estes resultados abrem novos caminhos a serem
explorados, além de contribuir com resultados promissores em relacdo a otimizacdo da producdo dos compostos de interesse
em Stevia rebaudiana.
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METIL JASMONATO AUMENTA O CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS
EM PLANTAS DE Stevia rebaudiana BERTONI (ASTERACEAE)

1 INTRODUCAO

As principais consequéncias da producdo descontrolada de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas células, sdo os danos aos acidos nucléicos, lipidios e proteinas, que
podem comprometer gravemente as fungdes celulares e ocasionar vérias patologias humanas
(VALKO et al., 2007). Algumas plantas medicinais produzem compostos fendlicos que atuam
como antioxidantes, principalmente devido a sua estrutura quimica, que determina seu
desempenho como agentes redutores, doadores de dtomos de hidrogénio e interruptores de
cadeias de radicais livres (SHUKLA et al., 2009).

Dentre estas plantas medicinais, a espécie Stevia rebaudiana Bertoni, conhecida como
estevia, produz além dos glicosideos de esteviol (GSs) outros fitoquimicos que proporcionam
atividades antioxidantes e potenciais beneficios a saide (LEMUS-MONDACA et al., 2012),
tais como: fenois, flavonoides, alcaloides, acidos hidroxicindmicos, vitaminas, fitoesterdis e
6leos essenciais, entre outros (KARAKOSE et al., 2011). Mas, para que o potencial medicinal
desta espécie seja explorado de um modo sustentdvel, sdo necessdrias estratégias
biotecnoldgicas para a obtencdo de biomassa e, neste sentido, o cultivo in vitro e o sistema
hidropdnico auxiliam no cultivo destas plantas e adicionalmente oferece uma abordagem
alternativa para a padronizagdo, otimizacao e producdo dos seus compostos.

Contudo, as vias biossintéticas destes metabodlitos secundarios sdo marcadamente
influenciadas por vérios elicitores. Os elicitores sdo moléculas que desencadeiam alteracdes
nos fluxos metabdlicos e consequentemente afetam os parametros fisiol6gicos, bioquimicos e
moleculares da planta em estudo (RAMIREZ-ESTRADA et al., 2016; GIRI et al., 2016).
Hormonios vegetais podem ser considerados elicitores, entre estes o metil jasmonato (MeJa),
por agir eficientemente na producdo de metabdlitos secunddrios em diversas plantas
medicinais (WANG et al., 2013). Entretanto, as concentragdes utilizadas, a dura¢do da
exposicdo e o estddio de desenvolvimento no momento do tratamento sdo fatores importantes
que influenciam no acimulo dos metabdlitos secunddrios. Diante disso o presente trabalho foi
realizado para avaliar a capacidade elicitora do MeJa (100 pM) sobre o conteudo de
compostos fendlicos dos extratos etandlicos de folhas de Stevia rebaudiana apds 24, 48 e 96
horas de elicitacao.

2 METODOLOGIA

Material vegetal, condi¢coes experimentais e preparo dos extratos etanélicos

Plantas de Stevia rebaudiana foram estabelecidas in vitro, multiplicadas e
aclimatizadas em casa de vegetacdo, usando bandejas plésticas (20 x 7 x 3 cm), contendo os
substratos Plantmax® e vermiculita (1:1).

Ap6s 30 dias, as plantas foram transferidas para um sistema hidroponico de fluxo
continuo com raizes flutuantes contendo solu¢do de Hoagland (50%) (HOAGLAND;
ARNON, 1950) por dois dias, para aclimatar as raizes ao sistema. Posteriormente as plantas
foram submetidas aos tratamentos - sendo o controle a solu¢do de Hoagland (50%) e o
tratamento com elicitor a mesma solu¢do, suplementada com 100 uM de metil jasmonato.
Folhas dessas plantas foram coletadas durante um periodo de quatro dias em intervalos de 24,
48 e 96 horas. O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado em
um fatorial 2 x 3, que correspondem a presenca e auséncia do agente elicitor (MeJa) e trés
periodos de exposicdo aos tratamentos. Para cada combinacdo, foram realizadas trés
repeticdes bioldgicas, das quais cada uma consistiu de um vaso com cinco plantas.

Anais do 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa | Santana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018



ApOs as coletas, as folhas foram armazenadas em nitrogénio liquido até o processo de
liofilizacdo. As amostras liofilizadas (150 mg) foram homogeneizadas usando um micropistilo
e extraidas com 4 mL de etanol a 70%. A extracdo foi realizada utilizando um banho
ultrassonico, onde as amostras foram mantidas por 30 min a uma temperatura de 80 °C.
Posteriormente uma centrifugacdo foi realizada (15.000 X gmax, 4 °C por 5 min) e os
sobrenadantes obtidos foram armazenados a -20 °C até que as quantificacdes fossem
realizadas.

Quantificacao do teor de fenol solivel total

O teor de fenol solivel total foi determinado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu como descrito por Lopez-Orenes et al. (2013) usando dcido gélico (0-3000 pM)
como padrao. Foi misturados 190 pL de agua MilliQ, 12,5 uL de reagente Folin-Ciocalteu e
10 uL de extratos de estevia diluidos com etanol 70%, na concentracdo 1:10. Em seguida,
foram adicionados 75 pL de Na>COs3 a 20% e os tubos de reacdo foram incubados durante 2,5
h no escuro. Os resultados foram expressos em pumol de equivalentes de acido gélico por
grama de massa seca.

Quantificaciao do contetido de flavonoides

O teor total de flavonoides foi medido em 37,5 pL de amostra, 37,5 pL de metanol, 75
pL de Na;NOz a 5% e 75 pL de AICl3 a 10%. Os meios de reagdo foram incubados durante 6
min no escuro e depois foram adicionados 125 pL de NaOH 1IN. Foi utilizada uma curva
padrao de rutina com a concentrac¢io variando de 0-3000 uM e a absorbancia foi determinada
a 510 nm. Os resultados foram expressos em umol de equivalentes de rutina por grama de
massa seca.

Quantificacao do teor de acidos hidroxicinAmicos

Os acidos hidroxicinamicos foram determinados em meios de reagdo contendo 25 pL
de extrato de estevia diluido em etanol 70 % na concentracdo 1:10, 50 uL de HCI 1,5 N, 50
pL de NaNO2 a 10 %, 50 pL. de NaxMoOs4 a 10 %, 50 pL. de NaOH 2N e 25 uL de H»O
MiliQ. A curva padrao foi feita usando concentragdes de acido cafeico que variaram entre 0-
7000 uM. A absorbéncia a 490 nm foi determinada apés 10 minutos de periodo de incubacio.
Os resultados foram expressos em pumol de equivalentes de acido cafeico por grama de massa
seca.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

As variagdes nos teores de fendlicos soliveis totais, flavonoides e dcidos
hidroxicinamicos observados nas plantas controle e apds a exposi¢do ao MeJa sdo mostradas
na Tabela 1. De um modo geral, os resultados indicam uma sensibilidade diferencial nos
parametros avaliados, entre os tratamentos para o mesmo tempo, embora diferencas
estatisticas foram verificadas somente para o contetido de fendlicos soluveis totais. A andlise
dos extratos obtidos revelou que a adi¢do de MeJa (100 uM) provocou um incremento no
contetido de fendlicos soliiveis totais (842,38 pumol de eq. de 4cido galico por g de massa
seca), principalmente no tempo de exposicdo mais longo (96h), conforme demonstrado na
Figura 1, refor¢ando o efeito positivo relatado na literatura, deste elicitor na acumulagdo de
compostos fendlicos (WANG et al., 2009).

E importante ressaltar que o papel do MeJa como elicitor, vai além dos compostos
fendlicos, pois engloba as trés classes de metabdlitos secundarios (terpenoides, alcaloides e os
fenilpropanoides) e além disso, o MeJa pode modular determinadas vias metabodlicas
primdrias para fornecer as vias metabodlicas secunddrias os substratos necessdrios para a sua
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sintese (ZHAO et al., 2005; PAUWELS et al., 2009; BROWSE, 2009; MEMELINK, 2009),
de fato, estas informag¢des comprovam que o MeJa é um forte candidato a ser usado na
otimizacdo da producdo de metabdlitos valiosos, pois desencadeia extensa reprogramacdo
transcricional levando a ativacdo de vias metabdlicas inteiras.

Figura 1- Representacdo esquemadtica da metodologia e dos resultados de quantificacao de
compostos fendlicos nos extratos etandlicos de tecidos foliares de Stevia rebaudiana ap6s 96
horas de exposi¢do ao metil jasmonato (MeJa).
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Fonte: Lucho et al. (2018).

Em relagdo ao conteido de flavonoides e dcidos hidroxicinamicos nos extratos
etandlicos dos tecidos foliares de estevia ndo foram possiveis observar diferencas
significativas entre os tempos de exposicdo para O mesmo tratamento € nem entre 0S
tratamentos para o mesmo tempo. Entretanto, cabe ressaltar que os valores médximos de
contetido de flavonoides (493,03 umol de eq. de rutina por g! de massa seca) e 4cidos
hidroxicindmicos (642,07 pmol de eq. de 4cido caféico por g! de massa seca) foram
verificados as 96 h, embora esses niveis ndo tenham sido significativamente diferentes dos
controles, mostram que plantas de estevia necessitam de um tempo maior de exposi¢ao para
elevar os seus niveis de compostos.

De um modo geral, podemos perceber que o conteido de compostos fendlicos, apds
aplicacdo exdgena de MelJa, sdo amplamente dependentes do tempo de exposi¢do, pois
percebe-se um incremento em todos os parametros, conforme o tempo de exposicdo aumenta.
Neste sentido, serd extremamente interessante explorar ainda mais os diversos papéis do MeJa
sobre a sintese de compostos fendlicos, sobretudo em outros tempos de exposicdo. Além
disso, uma outra abordagem pode ser usada para revelar os mecanismos adicionais de
regulacdo positiva dos genes induzidos por MelJa, a fim de obter uma anélise mais profunda
em relacio a expressdo de genes que codificam para enzimas chaves da via de biossintese dos
fenilpropanoides.
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Tabela 1 - Contetido de compostos fendlicos (fendlicos soluveis totais, flavonoides e
acidos hidroxicinamicos) em extratos de Stevia rebaudiana apo6s trés tempos de exposigdes
(24, 48 e 96 horas) ao metil jasmonato (MeJa)

Contetdo de Fendis Tempo (horas) Controle MelJa
Fendlicos soluveis totais 24 445,83 +38,90 Aa 458,24 + 31,65 Ab
Fenolicos soluveis totais 48 534,26 + 15,13 Aa 494,70 + 28,41 Ab
Fendlicos soluveis totais 96 548,07 + 19,81 Ba 842,38 £22.74 Aa

Flavonoides 24 306,44 +39,75Aa 325,20 + 39,60 Aa

Flavonoides 48 370.80 + 10,33 Aa 337,45 +7,18Aa

Flavonoides 96 356,59 £ 4,09 Aa 49303 +11,22 Aa
Acidos hidroxicinAmicos 24 473,60 + 48,33 Aa 441,31 £ 58,57 Aa
Acidos hidroxicinAmicos 48 540,92 + 17,63 Aa 516,37 £ 13,31 Aa
Acidos hidroxicinAmicos 96 592,48 + 13,80 Aa 642,07 + 19,20 Aa

*Cada ponto de dados representa as medicdes de cinco plantas individuais por repeticdo. Letras maitsculas
diferentes indicam diferencas entre os tratamentos para o mesmo tempo, enquanto letras mindsculas diferentes
indicam diferengas entre os tempos para o mesmo tratamento (Teste de Duncan P<0.05). Fonte: Lucho et al.
(2018).

4 CONSIDERA COES FINAIS

O tratamento com MelJa pode ser considerado uma estratégia eficiente, uma vez que as
plantas tratadas contém os niveis mais elevados de compostos fendlicos soliveis totais.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para desvendar percep¢des importantes sobre o papel
e a regulacdo exercida pelo MeJa sobre a sintese de metabdlitos secundarios.
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