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SiNTES[E DE GLICOSIDEOS DE ESTEVIOL E PIGMENTOS
FOTOSSINTETICOS INDUZIDA POR ELICITORES EM PLANTAS DE
ESTEVIA

RESUMO: Atualmente, existe uma demanda global por fontes adicionais de
edulcorantes naturais e compostos antioxidantes e as plantas de Stevia rebaudiana,
além de possuirem edulcorantes, chamados de glicosideos de esteviol (GSs) também
apresentam grande quantidade de compostos fendlicos. Diferentes estratégias séo
empregadas para otimizar a producdo de compostos bioativos, uma dessas é 0 uso
de elicitores. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi determinar o efeito de acido
salicilico (AS), metil jasmonato (Meja), paclobutrazol (PBZ) ou espermidina (SPD)
atuando como elicitores sobre o contelddo de glicosideos de esteviol e pigmentos
fotossintéticos em Stevia rebaudiana. Inicialmente as plantas de estevia foram
cultivadas in vitro e posteriormente passaram para um sistema hidroponico de fluxo
continuo com raizes flutuantes. Os tratamentos foram compostos pelo controle,
somente com solucdo de Hoagland (50%) e os demais contendo a mesma solucao
adicionados de 100 uyM de AS, Meja, PBZ ou SPD. Apés 24h da aplicacdo dos
tratamentos, as folhas destas plantas foram coletadas em um periodo de cinco dias.
Nossos resultados mostraram que a exposicao das plantas de estevia aos agentes
elicitores influenciaram na producdo dos GSs, mostrando um efeito positivo no
conteuldo de glicosideos de esteviol totais em todos os tempos de coleta, exceto para
PBZ qgue mostra este efeito somente apds 48h de exposicdo. Em relacdo aos
pigmentos fotossintéticos observou-se que plantas tratadas com AS apresentaram
menor conteudo de Chl a e total, por outro lado as plantas tratadas com Meja
apresentaram os maiores teores de carotenoides. Estudos como este sdo de extrema
importancia, pois abrem novos caminhos a serem explorados em relacdo a producao
dessas fontes naturais de compostos, apés a aplicacéo de diferentes elicitores.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, elicitores, metabdlitos secundarios.

SYNTHESIS OF ESTEVIOL GLYCOSIDES AND PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS
INDUCED BY ELICITORS IN ESTEVIA PLANTS

ABSTRACT: Currently, there is a global demand for additional sources of natural
sweeteners and antioxidant compounds and Stevia rebaudiana plants, besides having
sweeteners, called steviol glycosides (SGs) also present a large amount of phenolic
compounds. Different strategies are employed to optimize the production of bioactive
compounds, one of these is the use of elicitors. The objective of this study was to
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determine the effect of salicylic acid (SA), methyl jasmonate (Meja), paclobutrazol
(PBZ) or spermidine (SPD) acting as elicitors on the content of steviol glycosides and
photosynthetic pigments in Stevia rebaudiana. Initially the stevia plants were cultivated
in vitro and later passed to a hydroponic continuous flow system with floating roots.
The treatments were composed by the control, only with Hoagland solution (50%) and
the others containing the same solution added with 100 uM of SA, Meja, PBZ or SPD.
After 24 h of application of the treatments, the leaves of these plants were collected in
a period of five days. Our results showed that the exposure of stevia plants to eliciting
agents influenced SGs production, showing a positive effect on total steviol glycosides
content at all times, except for PBZ showing this effect only after 48h of exposure. In
relation to the photosynthetic pigments, it was observed that plants treated with SA
showed lower contents of Chl a and total, on the other hand the plants treated with
Meja had the highest levels of carotenoids. Studies such as this are extremely
important because generate new perspectives to be explored in relation to the
production of these natural sources of compounds after the application of different
elicitors.

Key words: Stevia rebaudiana, elicitors, secondary metabolites.

INTRODUCAO

A espécie Stevia rebaudiana Bertoni, conhecida como estevia, vem sendo
explorada comercialmente e considerada emergente devido ao poder adocante de um
composto oriundo de suas folhas, chamados de glicosideos de esteviol (GSs)
(LEMUS-MONDACA et al., 2012; YADAV; GULERIA, 2012). O esteviosideo foi
relatado ser o mais abundante glicosideo de estevia e é conhecido por sua docura
(cerca de 200-300 vezes mais doce que a sacarose), enquanto o rebaudiosideo A
(Reb-A) é mais soluvel e da um sabor que é mais parecido com a sacarose (CEUNEN;
GEUNS, 2013).

A biossintese dos GSs ocorre principalmente nas folhas e compartilha uma via
em comum com as giberelinas. A primeira parte consiste na via 2-C-metil-D-eritritol-4-
fosfato (MEP), que produz duas unidades de isopreno, isopentenil difosfato (IPP) e
dimetilalil difosfato (DMAPP) a partir de piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (BRANDLE;
ROSA, 1992; BEHROOZI et al., 2017). Posteriormente, a fase seguinte resulta na
biossintese do acido caurenoico atraves da acdo de quatro enzimas: copalil difosfato
sintase (CPPS), caureno sintase (KS), caureno oxidase (KO) e caureno acido
hidroxilase (KAH) (HUMPHREY et al., 2006; BRANDLE; TELMER, 2007; YADAYV,
GULERIA, 2012) e, por ultimo, ocorre a hidroxilagdo do &cido caurenoico e a
glicosilacdo do esteviol, catalisado por UDP-glicosiltransferases produzindo diferentes
GSs (RICHMAN et al., 1999, 2005) (Figura 1).
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Aléem dos GSs, esta planta contém polifendis, clorofilas e carotenoides que
podem ser extraidos para producdo de nutracéuticos e alimentos funcionais
(KOVACEVIC et al., 2018). A presenca de agentes edulcorantes naturais e compostos
antioxidantes aumentou a demanda pelas plantas de estevia. No entanto, o cultivo
comercial desta planta é limitado pela baixa viabilidade e vigor da semente (DEBNATH
et al., 2008). A cultura de tecidos pode fornecer uma grande quantidade de plantas
geneticamente uniformes e ajudar a superar muitas das limitacdes associadas ao
meétodo convencional em estevia, além disso, pode ser uma ferramenta que permite
estudar a regulacdo do metabolismo secundario.

Adicionalmente a este método de propagacdo, Varias estratégias
biotecnologicas foram formuladas para induzir ou melhorar a biossintese dos
metabdlitos secundarios em estevia. A este respeito, o cultivo de plantas em meios
contendo elicitores tem sido apontado como estimulador da biossintese de
metabolitos secundérios (GUPTA et al., 2014; ALVAREZ-ROBLES et al.,, 2016;
BAYRAKTAR et al.,, 2016; YONEDA et al., 2017). Elicitores podem ser produtos
guimicos ou bioldgicos, provenientes das mais diversas formas, que sdo capazes de
induzir alterac6es morfologicas ou fisiolégicas e moleculares no organismo em estudo
(ZHAO et al., 2005).

Os fitoreguladores de crescimento sdo frequentemente usados como elicitores,
entre eles 0s mais estudados sdao o metil jasmonato (GUNDLACH et al.,1992), acido
salicilico (RODRIGUES-BRANDAO et al., 2014; LOC et al., 2016) e poliaminas,
principalmente espermidina (KAUR-SAWHNEY et al., 2003; LIU et al., 2007), todos
de uma forma ou de outra, envolvidos na regulacdo do crescimento das plantas.

Paclobutrazol (PBZ) ao contrario dos outros reguladores é um retardador do
crescimento da planta que também poderia aliviar os danos causados pelo estresse
(FLETCHER et al., 2000; WANG,; LIN, 2016). O efeito da PBZ sobre o crescimento da
planta é exercido através da inibicdo da biossintese de giberelinas, pois age
bloqueando a acéo da enzima caureno oxidase que catalisa a oxidacao do caureno a
acido caurenoico (FLETCHER et al., 2000; HAJIHASHEMI; EHSANPOUR, 2013).

Considerando a importancia da estevia no cenario mundial e de estudos que
visem ampliar os conhecimentos sobre esta espécie, o presente trabalho avaliou o
efeito do uso de quatro reguladores de crescimento (metil jasmonato, acido salicilico,
espermidina e paclobutrazol) atuando como elicitores sobre o conteudo de glicosideos

de esteviol e pigmentos fotossintéticos.
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Figura 1. Modelo representativo mostrando a via de biossintese dos GSs em Stevia rebaudiana. Os numeros
circundados representam a enzima catalisando o passo de reacdo correspondente: (1) DXS: 1-deoxixilulose 5-
fosfato sintase; (2) DXR: 1-deoxixilulose 5-fosfato redutase; (3) CMS: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol sintase;
(4) CMK: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol kinase; (5) MCS: 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
sintase; (6) HDS: 1- hidroxi-2-metil-2(E)-butenil-4-difosfato sintase; (7) HDR: 1-hidroxi-2-metil-2(E)-butenil-4-
difosfato redutase; (8) GGDPS: geranilgeranil difosfato sintase; (9) CDPS: copalil difosfato sintase; (10) KS:
caureno sintase; (11) KO: caureno oxidase; (12) KAH: caureno &cido hidroxilase; (13) UGT85C2: UDP
glicosiltransferase-85C2; (14) UGT74G1: UDP glicosiltransferase-74G1; (15) UGT76G1: UDP glicosiltransferase-
76G1; AG- 4cido giberélico. Adaptado de Modi et al. (2013).
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Figure 1. Representative model showing the SGs biosynthesis pathway in Stevia rebaudiana. The numbers circled
represent the enzyme catalyzing the corresponding reaction step. (1) DXS: Deoxyxyulose5-phosphate synthase,
(2) DXR: deoxyxyulose-5-phosphate reductase, (3) CMS: 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-d-erythritol synthase, (4)
CMK: 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-d-erythritol kinase, (5) MCS: 4-diphosphocytidyl-2-C-methyl-d-erythritol 2,4-
cyclodiphosphate synthase, (6) HDS: 1- hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphate synthase, (7) HDR: 1-
hydroxy-2-methyl-2(E)-butenyl-4-diphosphate reductase, (8) GGDPS: geranylgerany! diphosphate synthase, (9)
CDPS: copalyl diphosphate synthase, (10) KS: kaurene synthase, (11) KO: kaurene oxidase, (12) KAH: kaurenoic
acid hydroxylase, (13) UGT85C2: UDP glucosyltransferase-85C2, (14) UGT74G1: UDP glucosyltransferase 74G1,
(15) UGT76G1: UDP glucosyltransferase-76G1; GA: Giberélico acid. Source: Adapted from Modi et al. (2013).
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e tratamentos com os compostos elicitores

Plantas de Stevia rebaudiana foram estabelecidas in vitro e micropropagadas
em meio basal MS (Murashige; Skoog, 1962), suplementado com 30 g L de
sacarose, 100 mg L de mioinositol, 7 g L'* de agar e 1 mL L de Plant Preservative
Mixture™ . Todas as culturas foram mantidas a 25 + 2 °C em camara de crescimento
com fotoperiodo de 16 h. Apos 30 dias, as plantas de estevia cultivadas in vitro foram
lavadas para eliminar o meio de cultura aderido as raizes e em seguida transferidas
para bandejas plasticas (20 x 7 x 3 cm), contendo os substratos Plantmax® e
vermiculita (1: 1). As plantas foram irrigadas a cada dois dias e a cada trés dias com
solucédo nutritiva de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) por 30 dias em sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, a 25 °C + 1. Posteriormente, essas plantas
foram transferidas para um sistema hidropbnico de fluxo continuo com raizes
flutuantes contendo solucéo de Hoagland (50%) por dois dias, para aclimatar as raizes
ao sistema.

O tratamento controle foi solucdo de Hoagland de meia-forca (T1), e os
tratamentos com elicitor consistiram da mesma solucao suplementada com 100 uyM
de - metil jasmonato (T2), espermidina (T3), acido salicilico (T4) ou de paclobutrazol
(T5) (Figura 2). Folhas dessas plantas foram coletadas separadamente em intervalos
de 24, 48 e 96 horas e armazenadas em nitrogénio liquido para o processo de

liofilizacdo das amostras.

Andlises do contetdo de glicosideos de esteviol

Amostras liofilizadas foram colocadas em tubos de tampa de rosca e
homogeneizadas usando um micropistilo em 3 mL de etanol a 70%. A extracao foi
realizada em banho ultrassénico, onde as amostras foram mantidas por 30 minutos a
uma temperatura de 80 °C. Posteriormente, a centrifugacao foi realizada a 15.000 x
gmax €m 4 °C por 5 minutos e os sobrenadantes obtidos foram armazenados a -20 °C
até que as determinacdes fossem realizadas. Os testes foram realizados em quatro
repeticdes.

As andlises de RP-HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase

reversa) foram realizadas com um sistema de cromatografia liquida equipado com um
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modulo de separacdo Waters Alliance 2695 (Waters, Milford, MA, EUA), um detector
de arranjo de diodos de comprimento de onda variavel Waters 2996 e controlado pela
Empower Software Pro. Utilizou-se uma coluna de fase inversa Luna C-18 (250 mm x
4 mm, 5 um de tamanho de particula) fornecida por Phenomenex. A separacao foi
realizada a 40 °C, conforme descrito por JECFA (2010), utilizando condicdes
isocraticas. A fase mdvel consistia em acetonitrilo: tampé&o fosfato 10 mM, pH 2,6
(32:68 Vv/v). A taxa de fluxo foi de 1 mL min™ e o volume de inje¢édo foi de 10uL. A
identificacdo dos compostos presentes nos extratos foi feita comparando os tempos
de retencéo e os espectros UV com os de um padrao de rebaudiosideo A (Sigma-
Aldrich) e com dados da literatura. Para fins de comparagé&o, os cromatogramas foram
obtidos a 210nm e a quantificagdo dos analitos nas amostras foi realizada usando o
meétodo padréao externo. Os resultados de quantificacdo de esteviosideo, dulcosideo

e glicosideos de esteviol totais foram expressos em conteudo relativo.

Teor de clorofilas e carotenoides

Tanto as clorofilas (a e b) como os carotenoides nas folhas de estevia foram
mensurados como descrito anteriormente por LOpez-Orenes et al. (2013b). A
absorbancia dos extratos etandlicos foi medida a 440, 644 e 662nm utilizando um
espectrofotometro Shimadzu UV-1603 e etanol 70% como branco. As seguintes
equacdes foram usadas para o célculo da concentracdo de cada pigmento: Chl a=
(15,65* Absess) - (7,34*Absess); Chl b= (27,05* Absess) - (11,21* Absees); Chl total= (Chl
a + Chl b) e Carotenoides= ((1000*Absa70) — (2,86*Chl a) — (129,02* Chl b))/245 e os

dados sdo apresentados em pmol de composto por g* de massa seca).

Analise de dados

O experimento foi organizado em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5x3, com quatro agentes elicitores e um controle (sem elicitores) e
trés periodos de exposicdo aos tratamentos correspondentes. Para cada combinacéao,
foram realizadas trés repeticdes bioldgicas, das quais cada uma consistiu de um vaso
com cinco plantas. Os resultados correspondem a média + desvio padrdo. Para as
analises estatisticas, testes de analise de variancia (ANOVA) e Duncan foram
realizados para calcular diferencas significativas em tratamentos e tempos de

exposi¢do, usando o software R. P<0,05.
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Figura 2. Modelo esquemético da metodologia utilizada para a realizagéo do trabalho
Figure 2- Schematic representation of the methodology used to perform the work

RESULTADOS

A quantidade e qualidade dos GSs sao influenciadas pelo gendtipo, métodos
de propagacdo, condicdes ambientais e préaticas agronémicas (BRANDLE; ROSA,
1992). Neste estudo as areas de pico foram quantificadas para estabelecer os niveis
de GSs (esteviosideo e outros compostos da mesma natureza) que poderiam ser
detectados por HPLC em cada um dos tratamentos avaliados. Diferencas
significativas foram observadas entre os tratamentos, entretanto nenhum dos
compostos quimicos avaliados propiciou um aumento significativo no conteudo
relativo de esteviosideo e dulcosideo A (Tabela 1). Quando as plantas foram tratadas
com SPD e AS observaram-se 0s menores contetdos relativos de esteviosideo
(0,754+0,05 e 0,713£0,04, respectivamente), ja quando o parametro avaliado foi o
conteudo relativo de dulcosideo A, foi o PBZ que proporcionou os menores indices
(0,113+0,10). A aplicacédo dos elicitores MeJa, PBZ, AS ou SPD propiciaram um
aumento no conteddo de glicosideos de esteviol totais em todos os tempos de
exposicdo, exceto para PBZ que s6 mostrou este incremento nas plantas de estevia

apos 48h horas de exposicéo.
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Tabela 1. Conteudo relativo de glicosideos de esteviol (ug de Reb A por g massa seca ) em folhas de Stevia
rebaudiana elicitadas com paclobutrazol (PBZ), espermidina (SPD), metil jasmonato (MeJa) e acido salicilico
(AS) durante trés tempos de exposicao (24, 48, and 96h).

Table 1. Relative content of steviol glycosides in Stevia rebaudiana leaves elicited with paclobutrazol (PBZ),
spermidine (SPD), methyl jasmonate (MeJa) and salicylic acid (AS) during three exposure times (24, 48, and

96h).
Elicitores

Glicosideos de  Tempo
esteviol (GSs) (h) Controle PBZ SPD MeJa AS
Esteviosideo 24 1,0 ABa 0,85+0,18 Ba 0,79+0,09Bb 1,18+0,15Aa 1,02+0,14 ABa
Esteviosideo 48 1,0 Aa 1,05+0,08 Aa 1,14+0,15 Aa 0,93+0,07 Ab 1,08+0,20 Aa
Esteviosideo 96 1,0 Aa 1,03+0,19 Aa 0,75+0,05 Bb  0,94+0,06 ABb 0,71+0,04 Bb
Dulcosideo A 24 1,0 Aa 0,11+0,10 Bb 0,84+0,17 Aa 1,180,222 Aa 0,95+0,21 Aa
Dulcosideo A 48 1,0 ABa 0,80+0,30 Ba 1,1740,11 Aa  0,97+0,10 ABa 0,99+0,07 ABa
Dulcosideo A 96 1,0 Aa 1,02+0,25 Aa 0,87+0,21 Aa 1,07+0,31 Aa  1,23+0,27 Aa

GSs totais 24 1,0 Ca 0,96+0,24 Cb  1,64+0,26 Bb 2,36+0,37 Aa  1,98+0,38 ABa

GSs totais 48 1,0 Ba 1,86+0,53 Aa  2,32+0,14 Aa 1,90+0,11 Ab  2,08+0,21 Aa

GSs totais 96 1,0Ba 2,06+0,54 Aa 1,62+0,23 Ab  2,01+0,37 Aab 1,94+0,24 Aa

*Cada ponto de dados representa as medi¢des de cinco plantas individuais por repeticdo. Letras mailsculas
diferentes indicam diferengas entre os tratamentos para 0 mesmo tempo, enquanto letras mindsculas diferentes
indicam diferencas entre os tempos para o0 mesmo tratamento (Teste de Duncan P<0.05).

O contetdo e a relacdo entre os pigmentos fotossintéticos podem ser
considerados como um bom indicador de vitalidade em plantas superiores, uma vez
que representam uma medida da atividade fotossintética (LOPEZ-ORENES et al.,
2013b). Neste sentido o presente estudo avaliou o efeito dos diferentes elicitores nos
teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides totais) e os resultados
séo demonstrados na Tabela 2. De um modo geral, o teor de clorofila (a, b e total) foi
afetado pelos tratamentos, principalmente apds 48h, enquanto que o contelddo de
carotenoides apresentou maiores diferencas apdés 24 e 96 h de exposicdo aos
tratamentos.

As plantas tratadas com PBZ apresentaram o maior teor de Chl a apds 48h de
exposicdo (1,576 + 140,51 ug g* de massa seca), entretanto, ndo apresentaram
diferencas significativas em relagé@o ao tratamento controle, ja as plantas tratadas com
AS apresentaram o menor contetido de Chl a (0,829 + 119,00 ug g* de massa seca).

Em relagdo aos teores totais de clorofila as 48h, os maiores valores foram
observados nas plantas controle e tratadas com PBZ (2,742+40,71 e 3,054+224,45
ug g de massa seca, respectivamente) e o menor valor nas plantas tratadas com AS
(1,755 + 144,73 ug g* de massa seca).
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Tabela 2. Contetido de pigmentos fotossintéticos - Chl a, Chl b e Chl total (a+b) e carotenoides totais (Car totais)
(umol de composto por g massa seca) - em folhas de Stevia rebaudiana elicitadas com paclobutrazol (PBZ),
espermidina (SPD), metil jasmonato (MeJa) e acido salicilico (AS) durante trés tempos de exposicdo (24, 48, e

96 h).

Table 2. Content of photosynthetic pigments in Stevia rebaudiana leaves elicited with paclobutrazol (PBZ),
spermidine (SPD), methyl jasmonate (MeJa) and salicylic acid (AS) during three exposure times (24, 48, and

96h).
Elicitores
Pigmentos Tempo
fotossintéticos (h) Controle PBZ SPD MeJa AS
Chla 24 1,36+49,2Aa 1,35+212,5Aa 1,07+26,7Aa 1,14483,2Aa 0,75+26,5 Aa
Chl a 48 1,52+25,3Aa 1,57+140,5Aa 1,41+83,2ABa 1,00+82,6ABa 0,82+119,0Ba
Chla 96 1,69+26,9Aa 1,84+20,2Aa 1,51+12,6Aa 1,25+10,5Aa 1,32+13,80Aa
Chlb 24 1,17421,9Aa 1,18+159,7Aa 1,13+38,9Aa 1,12+21,2Aa 0,83+26,5Aa
Chlb 48 1,22+15,5AB 1,47+84,1Aa 1,25+63,7ABa 1,21+63,9ABa 0,92+25,7Ba
Chlb 96 1,38+26,2Aa 1,55+13,5Aa 1,28+12,4Aa 1,16+£15,3Aa 1,16+£10,7Aa
Chl total 24 2,54+30,0Aa 2,53+372.5Aa 2,21+31,2Aa 2,27+102,1Aa 1,59+53,0 Aa
Chl total 48 2,74+40,7Aa 3,05+224.4Aa 2,67+146,9ABa 2,21+146,5ABa 1,75+144,7Ba
Chl total 96 3,07+44,5Aa 3,39+33.2Aa 2,79+23,6Aa 2,48+24 5Aa 2,48+21,6Aa
Car totais 24 71,23+7,8AB 21,57+45,6Cb 80,81+10,7Aa 24,94+6,2BCb 45,43+9,4ABCa
Car totais 48 38,03+4,7Aa 72,85+2,2Aa 35,22+3,5Aa 43,71+2,8Ab 52,61+8,0Aa
Car totais 96 42,2912 8Ba 77,20+15,1Ba 54,78+1,8Ba 152,81+11,0Aa 54,15+1,2Ba

*Cada ponto de dados representa as medi¢des de cinco plantas individuais por repeticdo. Letras mailsculas
diferentes indicam diferencas entre os tratamentos para 0 mesmo tempo, enquanto letras mindsculas diferentes
indicam diferengas entre os tempos para o mesmo tratamento (Teste de Duncan P<0.05)

No presente estudo, variacBes significativas foram observadas na
concentracdo de carotenoides. Plantas tratadas com MeJa apresentaram o maior
nivel desses pigmentos as 96h (152,81 + 11,00 uyg g*' de massa seca), sendo
superiores aos demais tratamentos. Em relagcéo aos diferentes tempos de exposicao,
as plantas tratadas com MeJa e PBZ apresentaram a mesma tendéncia, com baixo
teor de carotenoides as 24 h (24,94+6,20 e 21,57+5,62 ug g*' de massa seca,
respectivamente) e aumento nas 96 h (152,81+11,00 e 77,20+15,14 ug g* de massa

seca, respectivamente).

DISCUSSAO

Os conteudos de glicosideos de esteviol (GSs) foram investigados usando
Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC). Segundo Lemus-
Mondaca et al. (2012) os quatro principais GSs sao o esteviosideo, o rebaudiosideo

A, o rebaudiosideo C e o dulcosideo A. No presente estudo, observou-se que
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independente dos tratamentos aplicados, o0s dois principais componentes
identificados em estevia foram o esteviosideo e o dulcosideo A.

De acordo com Dey et al. (2013) o esteviosideo e o rebaudiosideo A sao os
compostos majoritarios presentes nos extratos de estevia, entretanto no presente
estudo os niveis de rebaudiosideo A foram predominantemente baixos e impossiveis
de serem quantificados. Em estudo visando analisar a influéncia dos elicitores MeJa,
AS, SPD e PBZ sobre a expressao dos genes que codificam para as enzimas que
fazem parte da rota de biossintese dos GSs, em estevia, Lucho et al. (2018)
verificaram que mesmo quando ocorreu aumento na expressao do gene UGT76G1
(gene que codifica para a enzima responsavel pela conversdo do esteviosideo em
rebaudiosideo A) néo foi possivel observar mudancas no contetdo de rebaudiosideo
A, em plantas de estevia. Os autores salientaram que possivelmente a sintese deste
composto ndo seja apenas regulada no nivel transcricional, mas também envolvem
regulacdo pos-transcricional, traducional e pés-traducional. Neste sentido mais
estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo por tr4s do baixo acumulo de
rebaudiosideo A observado em alguns genétipos de estevia.

Os resultados também indicaram que a aplicacao de elicitores afeta ndo apenas
o conteudo de GSs totais, mas também o contetdo de pigmentos fotossintéticos como
pode ser visto na Tabela 2. De acordo com Yadav; Guleria, (2012) o esteviol que da
origem aos diferentes GSs € sintetizado na via MEP (2-C-metil-d-eritritol 4-fosfato) - a
mesma via que suporta a sintese dos pigmentos fotossintéticos, entao € possivel que
0s compostos elicitores avaliados podem também estar influenciando a sintese destes
pigmentos. A aplicagdo exdgena de elicitores influencia no contetido dos pigmentos
fotossintéticos conforme observado, embora nenhum dos compostos avaliados
propicie um aumento, exceto para carotenoides. Neste sentido futuras pesquisas
devem ser realizadas tendo em conta diferentes doses, formas de aplicacdo e tempos
de exposicao a fim de investigar os possiveis efeitos benéficos da aplicacdo exdgena
de agentes elicitores sobre o aumento do contetdo de pigmentos fotossintéticos e se
esses efeitos se correlacionam com uma maior capacidade fotossintética nas plantas
elicitadas.

Quando as plantas de estevia foram tratadas com AS, ndo foi observado
incremento no conteddo de pigmentos fotossintéticos, sendo sua aplicacdo até
prejudicial no caso de Chl a e total. Contrariamente a esses resultados, Lopez-Orenes
et al. (2013a) relataram um efeito positivo do AS aplicado exogenamente no contetdo

total de Clorofilas e carotenoides em Cistus heterophyllus. Estes resultados
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aparentemente contraditorios confirmam que AS exerce uma influéncia sobre os
niveis de pigmentos fotossintéticos, embora os efeitos resultantes estejam
intimamente relacionados com as espécies.

Em relacdo ao contetdo de carotenoides foi observado, no presente estudo,
um aumento significativo quando as plantas foram tratadas com Metil jasmonato. Este
resultado é similar aos relatados por Poonam et al. (2013) em Cajanus cajan. Segundo
Mlodzinska et al. (2009) os carotenoides sdo uma grande familia de pigmentos
terpenoides, assim como os glicosideos de esteviol. A biossintese de glicosideos de
esteviol e de pigmentos fotossintéticos provém dos mesmos precursores, isopentenil
difosfato (IPP) e dimetilalil difosfato (DMAPP), logo, as condi¢bes ideais para a
producdo de ambos sdo as mesmas, isto justifica em parte o efeito positivo do Meja

em relacdo a producéo dos GSs e de carotenoides observada neste estudo.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a sintese dos GSs
é influenciada pela aplicacdo exdgena de elicitores, principalmente no que diz respeito
aos glicosideos de esteviol totais, assim como o0 conteddo dos pigmentos
fotossintéticos. Plantas tratadas com AS apresentam os menores conteudos de Chl a
e total, enquanto Meja propicia um aumento no contetdo de GSs totais e carotenoides.
A aplicacdo de elicitores € uma abordagem promissora para o aumento dos

glicosideos de esteviol e carotenoides.
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