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1. INTRODUCAO

A espécie Stevia rebaudiana (Bert.), conhecida como estevia, € uma erva
perene da familia Asteraceae, e possui uma grande demanda na industria
farmacéutica, alimenticia e de bebidas, principalmente, pelo poder adocante de
um composto oriundo de suas folhas, chamado de glicosideos de esteviol (GSs)
(MADAN et al., 2010).

A biossintese dos GSs compreende trés estagios principais: (1) a via
plastidica MEP; (2) os passos de condensacédo produzindo acido kaurenoico; (3)
hidroxilacdo do &cido kaurenoico e finalmente a glicosilagdo do esteviol por UDP-
glicosiltransferases (UGTs): UGT85C2, UGT74Gl e UGT76G1, produzindo
diferentes GSs (HUMPHREY et al., 2006; MOHAMED et al., 2011).

Vérias estratégias biotecnoldgicas tém sido formuladas e aplicadas para
induzir ou melhorar a biossintese de metabdlitos secundarios, sendo o cultivo de
plantas com elicitores uma delas (ZHAO et al., 2005). Alguns horménios vegetais
tém sido utilizados em estudos de elicitacdo, sendo que 0s mais estudados sao o
Metil jasmonato (MEJA) e o Acido salicilico (AS) (RAMIREZ-ESTRADA et al.,
2016).

Outra classe de reguladores de crescimento bastante explorada sédo as
poliaminas (Pas), principalmente espermidina (SPD), devido ao seu papel na
tolerancia ao estresse em plantas. Alguns estudos mostram a SPD como um bom
candidato para o uso como elicitor (KHALIL et al., 2016; HUANG et al., 2017). Ao
contrario das Pas, o Paclobutrazol (PBZ) € um inibidor de crescimento, pois atua
inibindo a biossintese das giberelinas (HAJIHASHEMI; GEUNS, 2016),
adicionalmente o PBZ pode aliviar os danos causados pelo estresse e com isso
possivelmente poderia ocasionar alteragcdes no conteudo de GSs em plantas de
estevia (WANG; LIN, 2016).

Segundo PRASADA et al. (2012) uma das formas de facilitar a aplicacdo de
compostos elicitores no cultivo de plantas, além do cultivo in vitro, é através da
técnica de hidroponia. Essa técnica, melhora a qualidade da matéria-prima, ja que
a planta fica livre de contaminantes do solo e, na presenca de elicitores bibticos
ou abioticos possibilita 0 estudo da expressao de genes de enzimas envolvidas
em uma rota metabdlica (HAJIHASHEMI; GEUNS, 2016).

O objetivo deste estudo foi analisar a expressdo dos genesde trés UDP-
glicolsiltransferases em Stevia rebaudiana quando submetidas a acédo dos
agentes elicitores Metil jasmonato, Acido Salicilico, Espermidina e Paclobutrazol
durante quatro tempos de exposi¢cdo (24h, 48h, 72h e 96h) através da técnica de
RT-gPCR.
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2. METODOLOGIA

Plantas de estevia cultivadas in vitro foram aclimatizadas e posteriormente
transferidas para um sistema hidropoénico de fluxo continuo com raizes flutuantes
e cultivadas com solugcdo nutritiva de Hoagland, meia forca, por dois dias
(HOAGLAND; ARNON, 1950). Como tratamento controle utilizou-se a solucdo de
Hoagland, meia forca (T1) e para os demais tratamentos a mesma solugéo
adicionada de 100 pyM de Metil jasmonato (T2); 100 uM de Espermidina (T3); 100
UM de Acido Salicilico (T4) e 100 uM de Paclobutrazol. Folhas destas plantas
foram coletadas em um periodo de quatro dias com intervalos de 24 horas.

O experimento foi inteiramente casualizado (5 x 4), sendo quatro agentes
elicitores e o controle (sem elicitagdo) e quatro tempos de exposicdo. Cada
tratamento continha trés repeticbes, representadas cada uma por um vaso
contendo cinco plantas de S. rebaudiana.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de folhas de acordo com o
protocolo do fabricante (Plant RNA Reagent Purilink®, EUA). Para remocéo
completa de residuos de DNA, as amostras foram tratadas com DNAse |
(Invitrogen®, EUA). A quantidade e a pureza do RNA foram determinadas
utilizando um NanoDrop ND-1000 e a qualidade e a integridade foram verificadas
através de eletroforese em gel de agarose a 1,0%. Os cDNAs de cadeia simples
foram sintetizados por transcricdo reversa de 2 pg de RNA total utilizando o kit
oligo-dT SuperScript First-Strand Synthesis System para RT-gPCR (Invitrogen®-
18080093, EUA).

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o kit FastStart Universal
SYBR Green Master (Rox) (Hoffmann—La Roche®) e os seguintes parametros de
amplificacdo: 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por
1 minuto com insergéo da curva de melting de 65 a 95°C, com incremento de 5°C
a cada medida de fluorescéncia. Para cada repeticdo bioldgica foram feitas trés
repeticdes técnicas (triplicatas).

Foram utilizados primers mencionados em estudos prévios da rota de
biossintese de glicosideos de esteviol (MODlet al., 2014). Os genes UBQ e ACT
foram utilizados como normalizadores internos das reacdes de RT-gPCR
(testados previamentes nas mesmas condigdes experimentais).

Os resultados correspondem a valores médios + erro padrdo. Utilizou-se o
software SPSS (version 22; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) para fazer a andlise de
variancia (ANOVA) de um fator, seguido de um teste Tukey HSD, para comparar
as diferengas entre as médias, usando nivel de significancia de P <0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados foram analisados estatisticamente comparando os diferentes
tempos de exposicéo (24, 48, 72 e 96h) dentro de cada agente elicitor. Entre os
elicitores avaliados, o AS e o MEJA foram os que tiveram menor influéncia sob a
expressdo do gene UGT85C2 (Fig. 1a), entretanto, PBZ foi capaz de aumentar a
sua expressao nos ultimos tempos de exposicéo, atingindo o valor de 2,44 vezes
mais que as plantas controle com 96h de exposicdo. Para a SPD os niveis de
expresséo so foram alterados nos tempos de 24h e 96h, com valores de 2,49 e
1,66, respectivamente.

Para o gene UGT74G1 (Fig. 1b), PBZ foi o elicitor que propiciou maior
alteracdo na expresséo, com um aumento de 2,96 vezes quando comparado ao
controle as 96h. Diferentemente, HAJIHASHEMI et al. (2013) relataram que a
transcricdo de UGT74G1 foi bastante estavel quando as plantas de estevia foram
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tratadas com PBZ. Os elicitores SPD e MEJA somente alteraram a expressao de
UGT74G1 nos tempos de 48h e 96h, respectivamente. E assim como ocorreu
anteriormente, AS nao alterou a expressao desse gene.

O gene UGT76G1, que modula a sintese de esteviosideo e rebaudiosideo A
(MODI et al., 2014), mostrou-se estavel em todas as plantas que foram tratadas
com AS e SPD (Fig. 1c), entretanto quando tratadas com MEJA observa-se altos
niveis de transcritos, com exce¢do apenas para o Ultimo tempo de exposi¢ao.
Somente o PBZ afetou negativamente a transcricdo do gene UGT76G1, com
valores abaixo do tratamento controle (0,19), apds 24 horas de elicitacao.
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Figura 1. Quantificacdo relativa (QR) de trés genes (UGT85C2, UGT74G1 e
UGT76G1) da via de biossintese de glicosideos de esteviol em Stevia rebaudiana
sob o efeito de Paclobutrazol (PBZ), Espermidina (SPD), Metil jasmonato (MEJA)

e Acido salicilico (AS)ap6s quatro tempos de exposicao (24, 48, 72 e 96 h) em
comparacgao com o controle. Letras diferentes comparam o fator tempo dentro de
cada elicitor com base na ANOVA seguido pelo teste Tukey P<0,05.

4. CONCLUSOES

Entre os elicitores avaliados, PBZ, SPD e MEJA resultam em um efeito
positivo na expressdo dos genes UGT85C2 e UGT74G1,adicionalmente, MEJA
também propicia um aumento na expressédo do gene UGT76G1.As andlises dos
transcritos das trés UDP-glicolsiltransferases mostram-se estaveis em todos o0s
tempos de exposicdo quando tratadas com AS. Este estudo mostra o0s
mecanismos de respostas das plantas de estevia, a nivel molecular, quando
submetidas a acdo dos agentes elicitores PBZ, SPD, MEJA e AS.
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