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Resumo:

A espécie Stevia rebaudiana é uma planta medicinal cultivada em todo o mundo. Os extratos de suas folhas podem ser 
utilizados como fonte não apenas de adoçantes não calóricos, mas também de compostos antioxidantes, como os compostos 
fenólicos. As vias biossintéticas destes metabólitos são marcadamente influenciadas por elicitores, que são moléculas que 
desencadeiam alterações nos fluxos metabólicos e na fisiologia da planta em estudo. A elicitação abriu uma nova área de 
pesquisa que poderá ter benefícios importantes para espécies com potencial terapêutico conhecido, como é o caso da estevia. 
Entretanto, são necessários estudos para determinar a concentração e tempo necessário de exposição ao agente elicitor para 
aumentar a produção de compostos bioativos. Diante disso, o presente trabalho foi realizado para avaliar a capacidade 
elicitora do metil jasmonato (MeJa) sobre o conteúdo de compostos fenólicos dos extratos etanólicos de folhas de Stevia 
rebaudiana após 24, 48 e 96 horas de elicitação. Para atender este objetivo as plantas de estevia foram inicialmente cultivadas 
in vitro e posteriormente passaram para um sistema hidropônico de fluxo contínuo com raízes flutuantes. Os tratamentos 
foram compostos pelo controle - somente com solução de Hoagland (50%) - e o tratamento com elicitor - solução de Hogland 
com 100 M de MeJa. Após 24 h da aplicação dos tratamentos, as folhas destas plantas foram coletadas em um período de 
quatro dias com intervalos de 24 horas. Para que as quantificações fossem realizadas, métodos espectrofotométricos foram 
aplicados. De um modo geral, observou-se que o maior tempo de exposição (96h) ao MeJa propiciou um aumento no 
conteúdo de fenólicos solúveis totais nos extratos das folhas de estevia. Estes resultados abrem novos caminhos a serem 
explorados, além de contribuir com resultados promissores em relação à otimização da produção dos compostos de interesse 
em Stevia rebaudiana.
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METIL JASMONATO AUMENTA O CONTEÚDO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
EM PLANTAS DE Stevia rebaudiana BERTONI (ASTERACEAE) 

 

1 INTRODUÇÃO  
 
As principais consequências da produção descontrolada de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) nas células, são os danos aos ácidos nucléicos, lipídios e proteínas, que 
podem comprometer gravemente as funções celulares e ocasionar várias patologias humanas 
(VALKO et al., 2007). Algumas plantas medicinais produzem compostos fenólicos que atuam 
como antioxidantes, principalmente devido à sua estrutura química, que determina seu 
desempenho como agentes redutores, doadores de átomos de hidrogênio 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 glicosídeos de esteviol (GSs) outros fitoquímicos que proporcionam 
atividades antioxidantes e potenciais benefícios à saúde (LEMUS-MONDACA et al., 2012),  
tais como: fenois, flavonoides, alcaloides, ácidos hidroxicinâmicos, vitaminas, fitoesteróis e 
óleos essenciais, entre outros (KARAKÖSE et al., 2011). Mas, para que o potencial medicinal 
desta espécie seja explorado de um modo sustentável, são necessárias estratégias 
biotecnológicas para a obtenção de biomassa e, neste sentido, o cultivo in vitro e o sistema 
hidropônico auxiliam no cultivo destas plantas e adicionalmente oferece uma abordagem 
alternativa para a padronização, otimização e produção dos seus compostos.  

Contudo, as vias biossintéticas destes metabólitos secundários são marcadamente 
influenciadas por vários elicitores. Os elicitores são moléculas que desencadeiam alterações 
nos fluxos metabólicos e consequentemente afetam os parâmetros fisiológicos, bioquímicos e 
moleculares da planta em estudo (RAMIREZ-ESTRADA et al., 2016; GIRI et al., 2016). 
Hormônios vegetais podem ser considerados elicitores, entre estes o metil jasmonato (MeJa), 
por agir eficientemente na produção de metabólitos secundários em diversas plantas 
medicinais (WANG et al., 2013). Entretanto, as concentrações utilizadas, a duração da 
exposição e o estádio de desenvolvimento no momento do tratamento são fatores importantes 
que influenciam no acúmulo dos metabólitos secundários. Diante disso o presente trabalho foi 
realizado para avaliar a capacidade elicitora do MeJa (100 �0�� VREUH� R� FRQWH~GR� GH�

compostos fenólicos dos extratos etanólicos de folhas de Stevia rebaudiana após 24, 48 e 96 
horas de elicitação.  

 
2 METODOLOGIA  
 
Material vegetal, condições experimentais e preparo dos extratos etanólicos 

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

Após 30 dias, as plantas foram transferidas para um sistema hidropônico de fluxo 
contínuo com raízes flutuantes contendo solução de Hoagland (50%) (HOAGLAND; 
ARNON, 1950) por dois dias, para aclimatar as raízes ao sistema. Posteriormente as plantas 
foram submetidas aos tratamentos - sendo o controle a solução de Hoagland (50%) e o 
tratamento com elicitor a mesma solução, VXSOHPHQWDGD� FRP� �����0�GH�PHWLO� MDVPRQDWR. 
Folhas dessas plantas foram coletadas durante um período 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 presença e ausência do agente elicitor (MeJa) e três 
períodos de exposição aos tratamentos. Para cada combinação, foram realizadas três 
repetições biológicas, das quais cada uma consistiu de um vaso com cinco plantas. 
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Após as coletas, as folhas foram armazenadas em nitrogênio líquido até o processo de 
liofilização. As amostras liofilizadas (150 mg) foram homogeneizadas usando um micropistilo 
e extraídas com 4 mL de etanol a 70%. A extração foi realizada utilizando um banho 
ultrassônico, onde as amostras foram mantidas por 30 min a uma temperatura de 80 °C. 
Posteriormente uma centrifugação foi realizada (15.000 × gmax, 4 °C por 5 min) e os 
sobrenadantes obtidos foram armazenados a -20 °C até que as quantificações fossem 
realizadas. 
 
Quantificação do teor de fenol solúvel total 

O teor de fenol solúvel total foi determinado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteu como descrito por López-Orenes et al. (2013) usando ácido gálico (0-300���0��
como padrão. Foi misturados �����/�GH�iJXD�0LOOL4��������/�GH�UHDJHQWH�)ROLQ-Ciocalteu e 
����/�GH� H[WUDWRV� GH� HVWHYLD� GLOXtGRV� FRP etanol 70%, na concentração 1:10. Em seguida, 
IRUDP�DGLFLRQDGRV�����/�GH�1D2CO3 a 20% e os tubos de reação foram incubados durante 2,5 
K� QR� HVFXUR�� 2V� UHVXOWDGRV� IRUDP� H[SUHVVRV� HP� �PRO� GH� HTXLYDOHQWHV� Ge ácido gálico por 
grama de massa seca. 

 
Quantificação do conteúdo de flavonoides 

O teor total de flavRQRLGHV�IRL�PHGLGR�HP�������/�GH�DPRVWUD��������/�GH�PHWDQRO�����
�/�GH Na2NO2 D����H�����/�GH�$O&O3 a 10%. Os meios de reação foram incubados durante 6 
PLQ� QR� HVFXUR� H� GHSRLV� IRUDP� DGLFLRQDGRV� �����/� GH�1D2+� �1�� )RL� XWLOL]DGD� XPD� FXUYD�

padrão de rutina com a concentração variando de 0-������0�H�D�DEVRUEkQFLD�IRL�GHWHUPLQDGD�
a 510 nm. 2V� UHVXOWDGRV� IRUDP�H[SUHVVRV� HP��PRO�GH� HTXLYDOHQWHV�GH� rutina por grama de 
massa seca. 

 
Quantificação do teor de ácidos hidroxicinâmicos 

2V�iFLGRV�KLGUR[LFLQkPLFRV�IRUDP�GHWHUPLQDGRV�HP�PHLRV�GH�UHDomR�FRQWHQGR�����/�

de extrato de estevia diluíGR�HP�HWDQRO������QD�FRQFHQWUDomR�����������/�GH�+&O�����1�����
�/�GH�1D122 D� ������ ����/�GH�1D2MoO4 D� ������ ����/�GH�1D2+��1�H� ����/�GH�+2O 
MiliQ. A curva padrão foi feita usando concentrações de ácido cafeico que variaram entre 0-
������0��$�DEVRUEkQFLD�D�490 nm foi determinada após 10 minutos de período de incubação. 
2V�UHVXOWDGRV�IRUDP�H[SUHVVRV�HP��PRO�GH�HTXLYDOHQWHV�GH�iFLGR�FDIHLFR�SRU�JUDPD�GH�PDVVD�

seca. 
 
3 RESULTADOS e DISCUSSÃO  

 
As variações nos teores de fenólicos solúveis totais, flavonoides e ácidos 

hidroxicinâmicos observados nas plantas controle e após a exposição ao MeJa são mostradas 
na Tabela 1. De um modo geral, os resultados indicam uma sensibilidade diferencial nos 
parâmetros avaliados, entre os tratamentos para o mesmo tempo, embora diferenças 
estatísticas foram verificadas somente para o conteúdo de fenólicos solúveis totais. A análise 
dos extratos obtidos revelou que a adição de MeJa (100 µM) provocou um incremento no 
conteúdo de fenólicos solúveis totais (842,38 �PRO�GH�HT��GH�ácido gálico por g-1 de massa 
seca), principalmente no tempo de exposição mais longo (96h), conforme demonstrado na 
Figura 1, reforçando o efeito positivo relatado na literatura, deste elicitor na acumulação de 
compostos fenólicos (WANG et al., 2009).  

É importante ressaltar que o papel do MeJa como elicitor, vai além dos compostos 
fenólicos, pois engloba as três classes de metabólitos secundários (terpenoides, alcaloides e os 
fenilpropanoides) e além disso, o MeJa pode modular determinadas vias metabólicas 
primárias para fornecer às vias metabólicas secundárias os substratos necessários para a sua 
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síntese (ZHAO et al., 2005; PAUWELS et al., 2009; BROWSE, 2009; MEMELINK, 2009), 
de fato, estas informações comprovam que o MeJa é um forte candidato a ser usado na 
otimização da produção de metabólitos valiosos, pois desencadeia extensa reprogramação 
transcricional levando a ativação de vias metabólicas inteiras. 

 
Figura 1- Representação esquemática da metodologia e dos resultados de quantificação de 

compostos fenólicos nos extratos etanólicos de tecidos foliares de Stevia rebaudiana após 96 
horas de exposição ao metil jasmonato (MeJa). 

 
Fonte: Lucho et al. (2018). 

 
Em relação ao conteúdo de flavonoides e ácidos hidroxicinâmicos nos extratos 

etanólicos dos tecidos foliares de estevia não foram possíveis observar diferenças 
significativas entre os tempos de exposição para o mesmo tratamento e nem entre os 
tratamentos para o mesmo tempo. Entretanto, cabe ressaltar que os valores máximos de 
conteúdo de flavonoides (493,03 �PRO� GH� HT�� GH� UXWLQD� SRU� J-1 de massa seca) e ácidos 
hidroxicinâmicos (642,07 �PRO� GH� HT� de ácido caféico por g-1 de massa seca) foram 
verificados às 96 h, embora esses níveis não tenham sido significativamente diferentes dos 
controles, mostram que plantas de estevia necessitam de um tempo maior de exposição para 
elevar os seus níveis de compostos. 

De um modo geral, podemos perceber que o conteúdo de compostos fenólicos, após 
aplicação exógena de MeJa, são amplamente dependentes do tempo de exposição, pois 
percebe-se um incremento em todos os parâmetros, conforme o tempo de exposição aumenta. 
Neste sentido, será extremamente interessante explorar ainda mais os diversos papéis do MeJa 
sobre a síntese de compostos fenólicos, sobretudo em outros tempos de exposição. Além 
disso, uma outra abordagem pode ser usada para revelar os mecanismos adicionais de 
regulação positiva dos genes induzidos por MeJa, a fim de obter uma análise mais profunda 
em relação a expressão de genes que codificam para enzimas chaves da via de biossíntese dos 
fenilpropanoides. 
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Tabela 1 - Conteúdo de compostos fenólicos (fenólicos solúveis totais, flavonoides e 

ácidos hidroxicinâmicos) em extratos de Stevia rebaudiana após três tempos de exposições 
(24, 48 e 96 horas) ao metil jasmonato (MeJa) 

Conteúdo de Fenóis Tempo (horas) Controle MeJa 
Fenólicos solúveis totais 24 445,83 ±38,90 Aa 458,24 ± 31,65 Ab 
Fenólicos solúveis totais 48 534,26 ± 15,13 Aa 494,70 ± 28,41Ab 
Fenólicos solúveis 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 493,03 ± 11,22 Aa 

    
Ácidos hidroxicinâmicos 24 473,60 ± 48,33 Aa 441,31 ± 58,57 Aa 
Ácidos hidroxicinâmicos  48 540,92 ± 17,63 Aa 516,37 ± 13,31 Aa 
Ácidos hidroxicinâmicos 96 592,48 ± 13,80 Aa 642,07 ± 19,20 Aa 

*Cada ponto de dados representa as medições de cinco plantas individuais por repetição. Letras maiúsculas 
diferentes indicam diferenças entre os tratamentos para o mesmo tempo, enquanto letras minúsculas diferentes 
LQGLFDP�GLIHUHQoDV�HQWUH�RV� WHPSRV�SDUD�R�PHVPR� WUDWDPHQWR� �7HVWH�GH�'XQFDQ�3������. Fonte: Lucho et al. 
(2018). 
 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
O tratamento com MeJa pode ser considerado uma estratégia eficiente, uma vez que as 

plantas tratadas contêm os níveis mais elevados de compostos fenólicos solúveis totais. 
Entretanto, mais estudos são necessários para desvendar percepções importantes sobre o papel 
e a regulação exercida pelo MeJa sobre a síntese de metabólitos secundários. 
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