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RESUMO

SALVADOR, Acacio Rodrigues. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2015
Aspectos metabdlicos em frutos de acessos contrastantes de Capsicum chinense ao
longo do desenvolvimentoOrientador Adriano Nunes Nesi.

O género Capsicum compreende um grupo altamente diversificado de pimentas doces e
picantes. Curiosamente, os frutos de C. chinense tém uma enorme variabilidade em termos
de tamanho, forma, cor e composi¢cao quimica. Além da tipica caracteristica de pungéncia
dos frutos desse género, resultado da presenca dos capsaicinodides, os frutos de C. chinense
também s&o reconhecidos como excelentes fontes de carotendides, acido ascorbico,
tocoferdis e flavondides. Apesar do grande potencial para uso em programas de
melhoramento genético e biotecnoldgicos, ainda sdo escassos os estudos relacionando rotas
metabolicas para se entender as interacdes responsaveis por determinados fenétipos. Assim
objetivouse identificar caracteristicas metabdlicas relacionadas com o0s teores de
capsaicindides e sélidos soluveis frutos de Capsicum chinense em diferentes estadios

de desenvolvimento (20, 45 e 60 dias ap0s a antese-DAA), cultivadas em condicbes
semicontroladas. Observou-se que os teores totais de aminoacidos, proteinas e fendis
soluveis ndo alteraram durante o desenvolvimento dos frutos. Por outro lado, os niveis de
clorofilas, sacarose, acidos organicos e amido tiveram um decréscimo ao fim dos 60 DAA.
Glicose, frutose, e carotendides aumentaram ao longo do desenvolvimento. Os acessos
Acl, A101, A54, A26 e A100 apresentaram altos teores de capsaicindides, e 0s acesso
Ac2, A06, Al7, A18 e A83 apresentaram reduzidos teores de capsaicindides, sendo em
alguns casos ndo detectaveis. Os teores de so6lidos soluveis tenderam a aumentar ao longo
do desenvolvimento correlacionanslenegativamente com os teores de malato. Porém os
metabdlitos secundariosim geral, ndo apresentaram um padréo entre 0s acessos ao longo
do desenvolvimento. Observaram-se correlacbes negativas entre capsaicindides e
aminoacidos totais e malato. Em adicdo, correlacdes entre percentual de matéria seca e
niveis de malato, fumarato e capsaicinoides foram encontradas. Andlise de agrupamento
sugere 0s teores de capsaicindides como responsaveis pela separacdo dos grupos. Uma vez
gue as demais variaveis apresemapadroes muito diferentes entre 0os acessos, sugere-se
alta diversidade genotipica entre os acessos estudados. Em suma, os resultados obtidos
indicam que: (i) o metabolismo de glicose, frutose e sacawskutos de pimenta
semelhante ao que ocorre em frutos de tomate, que sao climatéricos; (ii) malato e fumarato

sdo metabdlitos importantes para o desenvolvimento de frutos de C. ch{iigmsalato,

Vi



flavondides, acidos fendlicos e outros metabolitos secundarios aparentemente influenciam
os teores de capsaicindides, solidos solUveis e percentual de matéria seca de frutos de C.

chinense.

vii



ABSTRACT

SALVADOR, Acécio Rodrigues. M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, July 2015.
Metabolic aspects of fruits from contrasting Capsicum chinense accessions
throughout development.Advisor: Adriano Nunes Nesi.

The genus Capsicum comprises a highly diverse group of sweet and spicy peppers.
Interestingly, Capsicum chinense fruit have enormous variation in size, shape, color and
chemical composition. Besides the typical characteristic of pungency of the fruits of this
species, as a result of the presence of capsaicinoids, C. chinense fruits are also recognized
as excellent sources of carotenoids, ascorbic acid, tocopherols and flavonoids. Despite the
great potential for use in genetic and biotechnological breeding programs, there are only
few studies linking metabolic pathways and the understanding of the interactions
responsible for certain phenotypes have been performed. Thus the aim of this work was to
identify metabolic traits related capsaicinoids and soluble solids content in fruts of
chinense in different stages of development (20, 45 and 60 days after anthesis-DAA),
grown in partially controlled conditions. It was observed that the total concentration of
amino acids, soluble proteins and phenols did not change during fruit development.
Moreover, chlorophyll, sucrose, organic acids and starch showed a decrease at 60 DAA
and glucose, fructose, and carotenoids increased during the development. The Acl, A101,
A54, A26 and A100 accessions showed high levels of capsaicinoids, and the Ac2, AQ6,
Al7, A18 and A83 accessions showed reduced levels of capsaicinoids, which were in
some cases undetectable. The soluble solids content tended to increase throughout the fruit
development and negatively correlatedith malate levels. The secondary metabolites
evaluated in this study, in general did not show a pattern between accesses throughout the
fruit development. Interestingly, negative correlations between capsaicinoids and total
amino acids and malate were observed. In addition, correlations between the percentage of
fruit dry weight, malate, fumarate and capsaicinoids levels were also evident. Cluster
analysis suggests that capsaicinoids content was important for accession group separation.
Since the other displayed different patterns between accesses, it is suggested that high
phenotipic diversity among the accessions. In summary, the results indicated that: (i) the
levels of glucose, fructose and sucrose in C. chinense fruits is similar to those observed in
tomato fruits which has a climacteric fruit; (i) malate and fumarate levels are important for
C. chinense fruits development; (iii) malate, flavonoids, phenolic acids and other
secondary metabolites apparently are related to capsaicinoids, soluble solids levels and
percentage of dry matter in fruits of C. chinense.
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1 INTRODUCAO

As espécies de pimentas do género Capsicum sdo membros da familia Solanaceae
juntamente com outras importantes culturas como tomate e bata. g&ssro
compreende um grupo altamente diversificado de pimentas doces e picantes,
compreendendo 27 espécies descritas até o0 momento (Gonzalez-Pérez et al., 2014).
Diferentemente do tomate, as pimentas sdo consideradas como nao climatéricas, o qual
apresenta padrdo de amadurecimento diferenciado. O continente améoasalerado
como centro de origem dessas espécies, mais especificamente as regifes tropicais e
subtropicais do continente (Reifschneider, 2000). Entre as varias espécies do género
Capsicum, C. annum, C. bacccatum, C.chinense, C. frutescens e C. pubescens sao
comercialmente cultivadas (Rodriguez et al., 1998us & Pickersgill, 2004Ince et al.,

2009 Gonzélez-Pérez et al., 2014). No Brasil, C. baccatuin chinense sao as mais
cultivadas, uma vez que sao bem adaptadas as condi¢cbes de clima equatorial e tropical
possuem sabores Unicos para 0 consumo in natura (Lannes et al., 2007b). O norte do
Brasil, mais especificamente a regido Amazonica, tem sido sugerido como centro de
diversidade da espécie C. chinense (Pickersgill, 1971). No entanto, devido a grande
capacidade de adaptacdo a diferentes tipos de solos e climas, essa espécie pode ser
cultivada do sul ao norte do Brasil (Lannes et al., 2007b).

Frutos da espécie C. chinense sado utilizados como alimento fresco ou ,cozidos
condimento ou tempero assim como agente de coloracdo na industria alimentar. Nota-se
também que os frutos de. chinense possuem uma enorme variabilidade em termos de
tamanho, forma, cor e composicdo quimica (Lannes et al., 200tbyuni et al., 2013b)
sendo assim muito utilizados como modelos para estudos de metabolitos secundarios
(Martinez-Lopez et al., 2014). Ressalte-se ainda que os frutos desta espécie, bem como o0s
de outras pimentas (Capsicum spp.), sdo também conhecidos pela sua capacidade de
provocar uma intensa sensacao organoléptica de calor quando consumidos (Stewart et al.
2005h Aza-Gonzalez et al., 2011). Essa caracteristica se deve a capsaicina e seus
analogos, chamados coletivamente de capsaicindides, que constituem o principio pungente
exclusivo para o género Capsicum (Simdes et al.,;2B8n & van der Knaap, 2007
Aza-Gonzalez et al., 201Din et al., 2014). A pungéncia de pimentas, em uma visao
ecologica, ja foi descrita como importante para controlar a producdo e dispersdo de

sementes e reduzir as infecgdes por fungos (Tewksbury & Nabhar, 288K) et al.

1



2011). Os capsaicindides s&eracterizados por capsaicina e dihidrocapsaicina, juntos
representam 90% dos capsaicindides totais (Finger et al.; 2®/uni et al., 2013a).
Estes compostos sao sintetizados pela enzima capsaicina sintase CS (Punl- AT3), através
da condensacéao da vanililamina, da rota dos fenilpropandides, com acidos graxos de cadeia
ramificada (Bennett & Kirby, 1968 eete & Louden, 1968Nahyuni et al., 2013&Kim et
al., 2014) (Figura 1).Analisando a expressao génica em pimentas picantes e doces, foi
observado que aquelas ndo pungentes possuem uma delecéo no primeiro éxon do promotor
do gene AT3 que codifica para CS (Stewart et al., 200ba et al., 2014). Em adicéao,
dados de RNA-seq sugerem que durante o desenvolvimento de frutos todos 0s genes que
codificam enzimas da rota de biossintese de capsaicindides exceto o AT3, possuem padrao
de expressdo semelhante, enquanto que em pimentas picantes o gene AT3 € altamente
expresso, ao contrario em pimentas ndo picantes essa expressao € inexistente (Kim et al.,
2014). Entretanto, foi demonstrado também que a expressdo do gene AT3 é reduzida
drasticamente aos 50 DAA (Stewart et al., 2007). Além disso, a reducdo do acumulo de
capsaicindides aos 45DAA é acompanhada por um aumento drastico na atividade de
peroxidades especificamente na placenta, as quais sdo consideradas as possiveis
responsaveis pela degradacdo dos capsaicinbéides (Bernal & Barcelp,Ctofras-
Padilla & Yahia, 1998)Assim, a pungéncia dos frutos de C. chinense é regulada néo
apenas pela atividade de enzimas, mas também pela expressédo dos genes relacionados com
a biossintese de capsaicina. Além dessas regulacdes, interacdes metabodlicas de rotas
compartilhadas influenciando nos teores de capsaicindides s&o também observadas
(Mazourek et al., 2009).

Capsaicindides séo sintetizados exclusivamente em células epidérmicas da @lacenta
do citoplasma, sendo assim exportados e armazenadoSvesiculas” (Figura 1)
Entretanto, 0 mecanismo de secrecdo desses rigtals@cundarios para o apoplasto nao
foi completamente esclarecido (Mazourek et al., 2009). Segundo Broderick and Cooke
(2007), uma vez fora da célula os capsaicinodides séo transportados para o pericarpo através

da parede celular, sem qualquer interferéncia da atividade do simplasto.
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Figura 1 - Rota de biossintese de capsaicindides. Condensacdo da vanililamina, da rota dos
fenilpropandides, com &cidos graxos de cadeia ramificada, Abreviggdédgetolactato sintase
(AHAS), Cetoisovalerato (CIV)B- Aminotransferase (BCAT)C- a-cetoacido descarboxilase
(BCKDH); D- Acil-ACP tioesterase (FatAN- Acil-CoA sintetase(ACS)Q- Capsaicina sintase

(CS); E- Corismato sintase (CSE- Corismato mutas&- Fenilalanina amonia-liase (PALY-
Cinamato 4- hidroxilase (C4H): 4- cumaril-CoA ligase (4CL)P- Hidroxicinamoil transferase
(HCT); Q- P- cumaril chiqguimato (C3H)R- P- cumaril chiquimato (C3H)j- Coenzima A K-
Cafeoil-CoA 3-O- metiltransferase (COMTI;- Hidroxicinamoil- CoA hidratase liase (HCHL);

M- Aminotransferase (AMT). Etapas apresentadas em letras cinza repressatam@ternativas

para a formacéo de Cafeoil- Coa.

Estes compostos tém sido estudados e amplamente utilizados na induastria
alimenticia e farmacéutica (Lee et al., 199€hulzeck & Wulf, 1997 Caterina et aJ.
200Q Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 200Daood et al., 20Q4.iu et al., 2013). Tem-
se observado que os capsaicindides possuem propriedades anti-cancerigenas, anti-artriticas
e analgésicas (Luo et al., 2Q11u et al., 2013). Em adic¢é&o, os frutos de C. chinense sao
reconhecidos como excelentes fontes de carotendides (provitamina A), acido ascorbico
(vitamina C), tocoferdis (vitamina E)flavondides (Howard & Wildman, 2007Topuz &
Ozdemir, 2007 Wahyuni et al., 2011). Estes compostos antioxidantes exercem efeitos
biologicos por meio da captura de radicais livres, ligacdo e interacdo com proteinas
relacionadas a vias de transducéo de sinais em humanos (Edge et alPat@gatty et
al., 2003 Wahyuni et al., 2011).



Dentre a composi¢ao bioquimica dos frutos destas=ms-pigmentos e os acucares.
Segundo Sun et al. (2007) em C. annum L a clorofila é responsavel pela coloracédo verde,
as antocianinas pelo rox@, ¢ B-caroteno, zeaxantina, luteina e B-criptoxantina expressam
o amarelo/laranja e carotendides com formas oxigenadas como capsantina, capsorubina e
capsantina- 5,6-epdxido controlam os tons de vermelho. Em adi¢cdo, capsantina e
capsorubina sdo os principais pigmentos das pimentas, uma vez que séo especificos dos
frutos dessas espécies e sdo sintetizados pela enzima capsantina- capsorubina sintase
(CCS) (Hugueney et al., 199Kim et al.,, 2014). Glicose, frutose e sacarose sdo 0s
principais agucares presentes em frutos de C. chinense tendo aumentos continuos nos seus
niveis durante o desenvolvimento do fruto até 52 DAA. ApGs esse estadio, esses acucares

estabelecem padrdo semelhante de declinio (Osorio et al., 2012).

Outros metabdlitos secundarios, como os polifendis derivados do acido cinamico,
estdo também sendo amplamente estudados devido as suas atividades antioxidantes e por
serem intermediarios de rotas importantes para a biossintese de compostos como
capsaicindides e flavondides (Materska et al., 2B8&derick & Cooke, 200;AWahyuni et
al., 2013a).

O teor de sdlidos soluveis vem sendo considerado como uma caracteristica
importante em termos de pdés-colheita (Lannes et al., 2007a). Essa caracteristica é
influenciada por varios metabdlitos que variam de acordo com o estadio de
desenvolvimento do fruto fazendo com que de modo geral a tendéncia do teor de sélidos
soluveis seja o0 incremento em estadios mais avancados. Em tomatescassacu
representam em torno de 55% do teor de sélidos soluveis totais (TSS) (Helyes et al., 2006).
Ressalta-se também, que, outros metabdlitos como malato e amido sdo importantes para o
aumento do TSS em estadios mais avancados do desenvolvienefritos de tomates
(Schaffer & Petreikov, 199Baxter et al., 2005Centeno et al., 2011). Essa caracteristica
é influenciada pela espécie, método de cultivo e condicbes ambientais em que as plantas
sdo expostas ao longo do desenvolvimento (Helyes et al., 2006). Entretanto ainda néo é
sabido como algumas rotas de biossintese e degradacdo de outros compostos que n&do 0s

citados acima, influenciam no teor de sélidos soluveis.

Embora haja uma forte influéncia para o melhoramento visando resisténcia a viroses
e outras doencas, consideravel interesse tem sido expresso na busca de novas cultivares

com a qualidade de frutos como principal caracteristica. Entre as caracteristicas
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relacionadas a qualidade dos frutos destacam-se tamanho, forma, cor, femeza
composicdo bioquimica (Reifschneider, 200Binger et al.,, 2010). Embora as
caracteristicas morfologicas continuem sendo importantes, maior interesse em programas
de melhoramento que visam o incremento de compostos que favorecam a nutricdo humana
tem sido observado. Tendo em vista esse interesse, € necessario que se entenda as
complexas redes de controle de caracteristicas fenotipicas a fim de gerar informacdes
passiveis de serem utilizadas nestes programas. Diante disso, este trabalho objetivou
investigar as caracteristicas metabodlicas que explicariam os teores de capsaicindides e
sOlidos solluveis totais durante o desenvolvimento de frutos utilizando 10 acessos

fenotipicamente contrastantes@eschinense.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢cdes experimentais

O Banco de Germoplasma de Hortalicas localizado na Universidade Federal de
Vigcosa armazena uma das maiores cole¢des de Capsicum spp. do Brasil. Entre 49 acessos
de C. chinense utilizados anteriormente por nossos grupos de pesquisa (Lannes et al.
2007a Rosado-Souza et al., 2015) , oito acessos com caracteristicas de frutos contrastantes
gquanto ao formato (frutos redondos e alongados), coloracdo (frutos vermelhos e
alaranjados/amarelos) e teor de capsaicina (frutos pscamkeces), e ndo discrepantes em
termos de parametros fisioldgicos avaliados em folhas (Rosado-Souza et al., 2015), foram
selecionados (Figura 2). Além dos oito acessos, duas cultivares comerciais da mesma
espécie habanero (picante) e biquinho (doce), foram utilizados como controles
contrastantes e denominadas Acl e Ac2 respectivamente.

As sementes foram germinadas em substrato comercial (Plantmax, DDL Agro
Industria) e as plantulas transplantadas apés aproximadamente 25 dias para vasos de 5
litros contendo uma mistura de solo e substrato (2,7:1 p/p) fertilizado com 3,5 g de
calcario, 3,5 g de superfosfato e 1 kg de esterco bovino por kg de solo. As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacao localizada em Vigosa (642 m altitutle, RGititude e
42°51° W longitude), regularmente regadas e fertilizadas semanalmente com 40 mL de
solugéo contendo 5,0 g (MJASQs e 2,5 g de KCI por litro.

Para a determinagdo precisa da idade fisiolégica de cada fruto utilizado neste estudo,
as flores foram marcadas no periodo da antese conforme indicado em Osorio et a¢. (2012)
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amostras de pericarpo de frutos em estadios de 20, 45 e 60 dias apds a antese foram
coletadas aproximadamente ao meio dia para analise da variagdo metabdlica ao longo do
desenvolvimento. Estas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C. Para cada andlise foram utilizadas seis réplicas, que correspondem a

frutos coletados de plantas diferentes de cada acesso.

2.2 Determinacgao da pungéncia

A pungéncia dos frutos foi avaliada por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC) de acordo com a metodologia proposta por Maillard et al. (1997), com as
seguintes modificacdes. Cerca de 15 mg de massa seca (MS) de pericarpo de frutos ja
macerados foram misturados a 2 ml de metanol:agua (60:40, v/v) e sonicados por 15 min a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 4000 rpm por 15 min e o sobrenadante
coletado para analise apos filtragdo em membrana Millipore de@,2mostras de 3(Ql
do filtrado foram injetadas em HPLC com detector UV a 229 nm e 281 nm, e equipado
com coluna C18 (150 mm, com tamanho de particulayda 8e diametro). A fase mével
para separacdo dos capsaicindides foi composta por uma mistura de metanol:agua:acido
acético (70:28:2, v/viv) com fluxo de 1,0 ml/min a 20°C em gradiente isocratico. A
guantificacao relativa dos capsaicinodides totais foi obtida pela soma da area dos picos para

capsaicina e dehidrocapsaicina normalizados pela matéria seca da amostra.

2.3 Determinacao de metabdlitos primarios

Amostras do pericarpo foram submetidas a extracdo etandlica, determinando-se na
fracdo soluvel os teores de glicose, frutose, sacarose (Fernie et al., 2001) e aminoé&cidos
totais de acordo com a metodologia descrita por Cross et al. @60686jacao insoluvel,
os teores de amido e proteinas totais conforme descrito na literatura (Fernie et al., 2001
Gibon et al., 2004). Os niveis de malato e fumarato foram determinados conforme o

método descrito por Nuneslesi et al. (2007).

2.4 Teor de solidos solaveis totais (TSS)

O TSS dos frutos foi avaliado em refratdmetro do tipo Refratbmetro Portatil Digital
com ATC 106-D Biobrixge expresso em Brix° (Lannes et al., 2007a).



2.5 Determinacgao de pigmentos

Para determinagdo do contéudo de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e
carotendides totais conforme descrito por (Wellburn, 1994) com modifica¢fes, utilizou-se
40 mg de amostra homogeneizada com 2 ml de acetona 80% e Ga@Gnativacdo de
clorofilases, a qual foi deixada em repouso no escuro por 30 minutos. Em seguida, o
extrato foi centrifugado a 15000 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante coletado foi lido
em absorbéancias de 470, 646 e 663 nm em espectrofotdmetro.

Para calcular as concentracbes de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e

carotenoides totais em mgtlutilizou-se as seguintes formulas:

Clorofila a= Ca= 12,25. Aes3z— 2,79. Ass
Clorofila b= Cp=21,50. A4s—5,10. Ase3
Clorofilas totais= Ca+by= 7,15. Ass3+ 18,71. Aas
Carotendidesxantofilas+carotenosi= (1000. A7o— 1,82 G — 85,02 G)/198

2.6 Determinacao de fendis sollveis totais

Os fendis sollveis totais foram quantificados em espectrofotdmetro utilizando a
metodologia de Folin-Ciocalteu como descrito por (Sun et al., 2007). Para expressa-los em

mg.g* foi utilizado uma curva de calibrago contendo acido tanico como padr&o.

2.7 Parametros biométricos

Porcentagem de matéria seca (%MS) foi determinada conforme (Lannes et al.,
2007a) a % MS foi determinada pela expresséo:
%MS = (ms/mf) * 100
Onde: mst = Matéria seca (MS)

mft = Matéria fresca (MF)

2.8 Determinacao de metabdlitos secundarios

A quantificacdo de metabolitos secundarios foi realizada em HPLC como descrito

em (Keindnen et al.,, 2001) com modifica¢gbedilizdu-se 50 mg de massa seca de



amostra. Este material foi submetido a mesma extracdo etandlica na qual os metabdlitos
primarios foram extraidos.

O sobrenadante foi filtrado em filtro Millipore de Qu&h e amostras de 50 pl foram
injetadas no HPLC com detector UV a 210, 254, 320 e 365 nm. O gradiente de eluicao foi
composto de: Fase A- 0,25% dePdw em HO ultrapura (pH 2.2), Fase B- Acetonitrila
100%, e a programacéo de corrida: 0- 6 min (0-12% B), 6-10 min (12-18% B) e 10-30 min
(18-58% B) com fluxo de 1 ml/min em coluna C18 (150mm; Bp|A identificacdo e
concentracdo dos metabdlitos foram estimadas pela comparacdo com o tempo de retencao

e a curva de calibracdo contendo a mistura dos padrdes para cada composto.

2.9 Delineamento experimental e andlises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com 6
repeticbes para cada acesso considerando a homogeneidade do ambiente. A unidade
experimental utilizada foi uma planta por vaso. As andlises estatisticas foram realizadas
utilizandose o programa GENES (CRUZ, 2006). Todos os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) (Material suplementar- Tabela 1) com teste F a 5%, estes
sendo significativos foram submetidos ao teste de TUKEY a 5% de probabil&lade.
correlacdo linear de Pearson foi utilizada para o estudo das relacbes entre variaveis

determinadas.

Andlises multivariadas foram realizadas para simplificar a estrutura dos dados, para
isso utilizou-sea distancia genética de Mahalanobis agrupadas no método de otimizacao de
Tocher modificado e agrupamento hierarquico (UPGNBRUZ, 2006). Para testar a
consisténcia dos agrupamentos, foi realizada a analise discriminante de Anderson para o
método de otimizagdo de Tocher modificado e a verificagdo da correlagéo cofenética para
0 método UPGMA.

3 RESULTADOS

3.1 Variabilidade e desenvolvimento de frutos

Com o intuito de demonstrar a variabilidade fenotipica entre os acessos selecionados

e sua plasticidade ao longo do desenvolvimento, os frutos de 10 acessos foram



fotografados, todos no mesmo periodo apés a antese pré-definidos (20, 45 e 60 DAA).
Nota- se que a diversidade de formas, tamanhos e coloragdo foi variavel entre os acessos
ao longo do desenvolvimento (Figura 2). Destacam- se 0os acessos 17, 18, 54 e 83 com

formato mais alongado e os demais, (06, 26, 100 e 101) com formato mais arredondados.

Interessantemente, mesmo com a coleta coordenada alguns acessos apresentaram
variabilidade em termos de maturagéo. Este fato foi mais evidenciado no acesso 06 em 45
DAA. Embora apenas este acesso apresente coloracédo esverdeada, outros acessos exibiram

uma transicao de imaturo para maduro mais tardiamente.

Figura 2 — Variabilidade fenotipica de 10 acessos de Capsicum chinense indicados em nimeros,
em trés estaddios de desenvolvimento- 20, 45 e 60 dias ap0s a antese ADAAultivar
comercial Habanerd\c2- cultivar comercial Biquinho.

3.2 Determinagéo de Capsaicinoides e Brix° ao longo do desenvolvimento de frutos de
diferentes acessos de C.chinense

Para demonstrar a variabilidade em relacdo a pungéncia de frutos, foi realizada a
quantificacdo de Capsaicindides (Capsaicina + Dehidrocapsaicina). Observou-se que
metade dos acessos estudados apresentaram valores elevados de capsaicindides, os quais
ao longo do periodo de desenvolvimento dos frutos, na maioria das vezes, apresentaram

um incremento até 45 DAA seguidos de uma reducdo em 60 DAA em sua maior parte
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significativa, estes representados pelos acessos Acl, 101, 54, 26 e 100(Figura 3A). Entre
0S acessos picantes, a cultivar comercial (Habanero, Acl) apresentou oS maiores teores
guando comparado aos demais acessos. Ainda quando comparamos 0S acessos picantes, 0s
gue tenderam a nao apresentar uma reducao aos 60 DAA foram os frutos dos acessos 26 e
100, no qual apresentam tamanho reduzido como visto na Figura 2. Por outro lado, os
acessos Ac2, 06, 17, 18 e 83 apresentaram teores muito inferiores de capsaicindides
gquando comparados aos demais ja citados, sendo em alguns casos nao detectados pelo
método utilizado (Figura 3A). Entre os acessos ndo picantes, apenas 0s acessos 17 e 18
apresentaram niveis detectaveis aos 45DAA, embora as diferencas ndo tenham sido

significativas em comparacao com 0s demais acessos nao picantes.

b
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Figura 3 — (A) Teores de capsaicindides de 10 acessos de Capsicum chinense em trés estadios de
desenvolvimento: 20, 45 e 60 dias apos a antese (DAA). (B) Teor de solidos soluvgidgI8S
acessos de C. chinense em trés estadios de desenvolvimento: 20, 45 e 60 dias apds Adntese (D
Barras representam médias + erro padréo (n=6). Letras mailsculas indicancédifestatistica ao

longo do tempo e letras minusculas diferenca estatistica entre os acessos, dadio®s@mtes

de comparacao de médias de Tukey a 5% de probabilidade (Material suplefebéda 1).
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No geral os teores de solidos soluveis tenderam a aumentar ao longo do tempo
(Figura 3B). Entretanto os acessos 18, 26 e 100 apresentaram um aumento até 45 DAA,
mas este teor reduziu em 13, 15.5 e 11.8% respectivamente, quando em 60 DAA. Além
disso, o Acl aos 20 DAA apresentou o menor €a8s 60 DAA os valores aumentaram,

diferindo estatisticamente dos demais acessos nestes estadios (Figura 3B).

3.3 Variacbes nos niveis de metabdlitos primarios e secundarios ao longo do
desenvolvimento de frutos de acessos de C. chinense

Para compreender a variacdo fenotipica dos frutos dos 10 acessos de C. chinense,
uma caracterizacdo metabdlica foi realizada. Verificou- se que parte dos metabdlitos
relacionados ao metabolismo do nitrogénio como aminoacidos e proteinas nao
apresentaram diferencas entre os acessos (Tabela 1). Essas duas variaveis na maioria das
vezes apresentaram comportamento oposto uma da outra, aminoacidos apresentaram no
geral um incremento ao longo do tempo e proteinas um decréscimo seguido de um

pequeno incremento (Figura 4).

Como esperado, os teores das clorofilas, no geral apresentaram um decréscimo ao
longo do desenvolvimento. Este decréscimo foi mais acentuado para clorofila b,
apresentando uma reducdo significativa ja aos 45 DAA, o que n&o ocorre com clorofila a
gue sO obteve decréscimo significante aos 60 DAA, principalmente nos acessos Acl, 26 e
06 com amadurecimento mais tardio, confirmado pelo incremento nos teores de amido até
45 DAA (Tabela 1; Figura 4).

Os &cidos organicos avaliados, malato e fumarato apresentaram um decréscimo
acentuado e significativo ao longo do desenvolvimento do fruto. Malato naturalmente esta
presente em maiores quantidade em relacdo ao fumarato em frutos de C. chinense, visto
gue todos os acessos aos 20 DAA apresentaram uma quantidade reduzida de fumarato.
Observou-se também que estas quantidades reduziram drasticamente, e nado foram

detectadas em frutos com 60 DAA (Tabela 1; Figura 4).

11



Tabela 1- Metabdlitos primarios e secundarios de frutos de acessos de C. chinense. Abredés;@esinoacidos totais pumotylS ; Pro T, proteina total
mg.g*MS ; Chl a, clorofila a mg.gMS ; Chl b, clorofila b mg.gMS ; Chl T, clorofilas totais mg:gMS ; Car T, carotendides totais mgtgIS ; Fe T, fendis
solliveis totais mg:tMS ; acidos organicos e aclcares, pml§; amido, pmol de glicoseyS; NA, néo detectado.

Aas ProT Chla Chlb Chl T Malato Fumarato Glicose Frutose Sacarose Aido CarT FeT
20 DAA | 257.60 + 11.56 cdC 84.94+14.37 aA 1.53 H@A 0.37+0.03cA 1.91 % 0.26 bcA 1439.75 £ 75.40 bA  56.07 + 7.69 aA 41150 + 61.50 bB 265.64+59.00 bcB  3.6@+3.75 aB 72.96 £ 13.01 bcA 0.18+0.04 aB 25240 abAB
Acl 45DAA | 295.83 +48.33 dB 56.60 + 6.04 aA 1.73 + B\ 0.30 + 0.04 bedeA 2.03 +0.25 abA 612.74+48¢Bb  22.86+7.30 bB 44519+ 41.32cdeB 45028 + 488 104.22+ 14.95cdefA  102.49 £ 14.47abA 0.29 + b5 30.75+3.97 bA
60 DAA | 438.01 +41.34bcdeA  63.79 + 14.86 acA 0.08.806 aB 0.23+ 0.01 aA 0.32+0.01aB 24.85+ 4.44 aC NA 769.96 £ 44.40 bcA  846.48 + 17.63 abA 4310+3.68aA  1.03+0.34aB 0.80 +0.05 cdA 23.95 + 0.83 cdB
20 DAA 65.27 + 16.64 aC 62.81 + 9.57 aA 1.57 + o7 1.10£0.12aA 2.68 £0.18 abA 1581.81 +45.95bA  .1@4 2.01 bcA 266.97 + 24.47 bB 325.91 +34.83abcB  4.36% 6.95 aA 93.72 + 16.37 abA 0.16 £0.28 aA 2% @755 abA
A101 45DAA 97.10 £20.77 aA 54.71+10.27 aA 1.00 +(h23 0.07 £0.03eB 0.94+0.20cB 91252+ 80.34bB 833 3.20 abA 953.40 £ 50.32 aA 907.42+ 37.35 aA 9Z.12.29 defA 33.39 £ 11.51 cdA 0.31+0.05 bcA 29.8B35 bA
60 DAA | 154.73+15.72abcB 5250 +5.42 abcA 0.20.67@B 0.20 +0.02 aB 0.38+0.06 aB 29.50 + 6.81 aC NA 761.86+72.70 bcA  884.30 + 53.43 abA 52.68+6.97aA  156+0.13aB 0.12+0.01 fA 26.92 + 2.59 bcA
20 DAA | 146.04 £ 35.65 abA 78.09 £ 7.26 aA 1.22 + 024 0.29 +0.05 cA 1.520.21 cA 1540.05 + 85.59 bA 852+ 1.38 cB 191.62 £ 21.25 bB 214.16 £29.64bcB 252 5.68 aB 125.62 + 11.05 aA 0.17 £ 0.05 aB 26.0452 abA
A54 45DAA | 400.25+49.52 cdA 58.22 +10.25 aA 1.38 #90abA 0.14 +0.03 cdeA 1.37 +0.13 bcA 614.09 + 3beB 47.85 £ 8.05 abA 250.62 + 11.67 eB 264.28 + 1668 187.36 * 18.67 abcA 79.04 + 2.57 bcB 0.25 + 0B5 ¢ 29.83 + 1.20 bA
60 DAA | 452.11:+59.3 deA 51.70 + 14.33 abcA 0.28 G5B 0.27 £0.02 aA 0.56 + 0.05 aB 27.09+231aC NA 776.13+70.61 bcA  786.44 + 64.74 bcA 28.02+6.46aB  1.39+0.49aC 0.58 + 0.08 deA 24.30 + 1.99 cdA
20 DAA 173.51 + 15.3 bA 65.52 £ 5.07 aA 199 +0.18a 0.50 +0.14 cA 2.49 +0.25 ahcA 1112.01 +57.16cB .58% 5.32 hcB 263.86 + 6.33 bB 115.35 + 13.78 cB 262.83 aB 63.51 % 11.31 bcA 0.25+0.04 aB 28.77T7 2A
A26 45DAA | 379.63 +34.98 bcB 44.21+7.89 aA 1.23 + DB 0.51+0.16 bcA 1.42 +0.12 beB 1450.61+ 8643 a  44.65 + 5.57 abA 239.05 + 77.25 eB 196.01+ 85.47 eB  63.51 + 22.28 bcdA 93.26 + 11.95 bA 0.66 +0.01 aA 628 2.06 bcA
60 DAA | 257.51+24.36aA 73.03 £ 14.55 abcA 0.07 ®:C 0.25+ 0.06 aA 0.33 +0.06 aC 23.26+2.22aC NA 534.11 £ 42.65 hcA 498.16 + 42.68 CA 34.79 £ 3.46 aB 47@0.04 aB 0.29 +0.05 efB 23.04 £ 1.71 cdA
20 DAA 81.93 + 9.64 cD 45.74£6.11 aA 215 £0.33aA  0.92:0.11abA 3.08 £0.40 aA 1580.13 + 62.93 bA 8%2.81 bcA 716.34 + 79.71 aB 612.17 + 84.42 aB 20.933 aB 94.65 + 30.63 abA 0.27 £0.05 aA 25.1254 BbB
A100 45DAA | 199.04 +32.3 bcdA 36.87 £ 7.34 aA 1.41 +0a2B 0.09 £ 0.03 deB 1.34 +0.20 bcB 125020 + 62M3a 42.07+9.3labA  573.51+138.19bcdB  548.01 + BAHB  225.63 + 87.24 abA 81.58 + 21.00 bcA 0.35 5@bcA 29.23 % 2.19 bcAB
60 DAA | 166.53+51.15efB 37.96+3.23cA 0.50 + 0al3 0.29  0.008 aB 0.68+0.12 aB 65.25 £ 29.96 aC NA 1213.41+110.41aA  1120.04 £ 67.40 aA 24,00+ 8B3 a 0.34+0.11aB 0.11+0.03fA 34.99 + 1.57 abA
20 DAA | 314.70£58.71abcdB  76.61 +10.01 aA 1.77.28@A 0.57 +0.11 bcA 2.3410.28 ahcA 1979.78 +.92&A  50.97 + 20.45 abA 170.11 + 19.70 bB 211.97 98 BcB 41.90 +3.34 aA 105.64 + 12.17 abA 0.20 + @03 28.12+2.99 aA
AC2 45DAA | 290.24 £ 61.16 bcA 22.11+2.82 aB 111 + a8 0.47 +0.0003 bcdA 1.14 +0.25 beB 1425.62 +63B 30.72+ 2.26 abA 601.46+ 39.69 bcdA  794.90 F62bA 32.78 871 fA 8.32+213dB 0.61 £ 0.12 abB .88% 2.97 bcA
60DAA | 303.08+56.68efB 5528+ 14.15 abcA 0.29 G70aB 0.32+0.08 aA 0.56 +0.08 aB 56.81+ 12.67 aC NA 704.17 £128.43bcA  990.39 + 177.78 abA 21.83+ 483 0.53+0.14 aB 1.08 % 0.08 bcA 25.04 % 1.71 cdA
20 DAA | 197.06 + 27.37 abcB 72.22 +11.41 aA 1.67 B6@A 1.23+0.12aA 2.90+0.12 aA 922.34+47.39cA  5.38%4.97 hcA 331.76 +9.19 bB 209.86 +20.04bcC  6.0B+3.04 aB 80.69 + 6.88 ahcB 0.16+0.04 aB 12193 bA
AO6 45DAA | 307.57 +48.87 bcA 53.93+11.33 aA 1.57 #60abA 0.93+0.10 aB 251+0.22aA 518.92+63.16cB  6.52+2.48 bA 380.64£71.08deB  433.78 + 71.49 cdeB 256.00 + 34.35 aA 150.53 + 20.92 aA 0.22+0.02 cB 12@:1.23 cA
60 DAA | 276.31 +24.54abcdA  47.14 % 6.26 bcA 0.13.85B 0.18 +0.01aC 0.31+0.04aB 30.83+3.48aC NA 853.54 + 82.52 bA 796.62 + 54.90 bA 51.73+11.41aB  .30%0.39aC 1.20£0.12 bA 16.60 + 1.23 dA
20 DAA | 283.12 +65.57 abcB 71.81 + 13.50 aA 1.56 2GBA 1.07 £0.12 aA 2.64 £0.17 abA 1022.27 + 4183 ¢ 37.56 + 6.16 bcA 357.57 £16.27 bB 451.81+36.79abB  29.60 + 6.98 aA 72.58 + 12.81 bcA 0.13£0.05aA 3%4575 aB
Al7 45DAA | 462.98+21.97aB 53.80 +4.94 aA 117 +6BA 0.31 £0.10 bcdeB 1.23 +0.25 bcB 800.96 £33 b  37.13%7.12abA 710.93+36.79abcA  867.42+38M6  65.14 + 15.86 efA 13.12+4.16 dB 0.35+0.07abcA  0.58%0.80 aA
60 DAA | 467.55+55.19 abA 83.24 % 12.39 abA 0.24 0B 0.14+0.02 aB 0.39+0.08aC 30.18+8.23aB NA 700.71£54.54 bcA  1003.96 + 48.07 abA 55.00+5A3 a 0.58+0.13aB 0.10 +£0.02 fA 27.68 £ 0.90 beB
20 DAA | 288.99 + 35.31 abcB 56.66 + 3.57 aB 141 4@A 1,06 0.08 aA 2.48+0.17 abcA 209553 £ 150822 29.45 + 9.15 bcA 348,05 + 19.64 bB 370.57 £18.96@b  22.96+3.09 aB 68.17 £ 6.54 bcA 0.08 +0.01 aA £22.12 abC
Al8 45DAA | 466.89 +29.51 bcA 63.91 + 6.38 aAB 1.59 +MabA 0.40 £ 0.12 bedeB 1.99 £ 0.46 abA 489.00 + 982 30.75+7.64abA  435.88+95.44 bcdeAB  622.16.82&bcB  100.06 + 23.67 cdeA 27.40 +5.00 dB 0.3006 6cA 3356+ 1.64 abB
60 DAA | 53591 +20.38 cdeA 94.69 + 16.68 aA 0.12 @3B 0.21+0.02 aB 0.33+0.01aB 33.06 +4.59 aC NA 677.89+37.85bcA  893.22 + 29.26 abA 5473+6.93aB  0.52+0.16aB 0.12+0.02 fA 41.40+1.72 aA
20 DAA | 84.51%17.72 bcdA 40.79 + 3.45 aA 1.81 + 026 0.65 + 0.09 hcA 2.47£0.31 abcA 2052.81 + 17884  24.39 % 10.94 bcB 782.31 £ 78.68 aA 433.31 + 90188 18.32+5.83aA 30.97 6.94 cA 0.22+0.03aC 22.5.15 abB
A83 45DAA | 523.34%35.82eA 45.75+9.50 aA 2.00 + 06 0.56+0.21 abA 2.46+0.43 aA 671.47 +79.71bcB .95 10.50 aA 809.10£78.94abA  681.57 + 82.86 abcB 46.03 £ 8.73 efA 43.01  4.16 cdA 0.60 +0.12 abB 338483 abA
60 DAA | 326.90 +25.26 fA 55.88 + 7.08 abcA 0.57 + 0al® 0.27 +0.06 aB 0.79+0.13aB 29.72+8.02aC NA 923.40 + 69.39 bA 983.76 + 66.34 abA 19.5+2.01 aA 796:0.24 aB 1.83+0.18 aA 26.63 £ 2.39 beB

Médias + erro padrao (n=@)etras mailsculas indicam diferenga estatistica ao longo do tempo e letras latndgerencas estatisticas entre os acessos, dados submetidos
ao teste de comparacdo de médias de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 4 - Mapa de cores representando 0s niveis de metabdlitos extraidos a partir de frutos de 10
acessos de C. chinense, coletados aos 20, 45 e 60 dias apés a antese (DAA). Quadrados
representam médias transformadas de logaritimo neperiano + erro padréo (n=6), em escala
menores intensidades de cor azul representam valores proximos a zero.

Fenais S. Totais

Os teores de glicose e frutose apresentaram um incremento significativo ao longo do
desenvolvimento e similaridade em quantidades. Entretanto sacarose esta presente em
teores muito inferiores aos demais agucares quantificados. Interessantemente o acesso 100
apresentou os maiores teores de glicose e frutose, em relacdo aos demais acessos que no

geral ndo diferiram significativamente entre si (Tabela 1; Figura 4).

Os teores de amido apresentaram o mesmo padrdo observado para a sacarose,
evidenciando um decréscimo ao longo do tempo com diferenca significativa apenas aos 60
DAA. Entretanto os acessos Acl, 26 e 06 continuaram acumulando amido até 45 DAA,

justificado por um decréscimo menos acentuado nos teores de clorofilas em resposta a um
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amadurecimento tardio quando comparados aos outros acessos analisados (Tabela 1;
Figura 4).

Os carotendides totais no geral apresentaram um incremento ao longo do
desenvolvimento, entretanto os acessos 17, 18,26, 100 e 101 tiveram esse aumento até 45
DAA. Os acessos 83 e Acl foram os unicos que diferiram significativamente em todos 0s
estadios, para os demais acessos ndo foi observada diferenca. JA os teores de fendis
soluveis totais permaneceram constantes ao longo do tempo, com excecao do acesso 18
gue apresentou um incremento significativo durante o amadurecimento (Tabela 1; Figura
4).

Para verificar os niveis dos metabdlitos secundarios, a variacdo dos mesmos ao longo
do desenvolvimento e a relacdo com o0s niveis de capsaicindides e TSS observados em
frutos dos 10 acessos de C. chinense estudados, foi determinado o perfil de metabdlitos
secundarios. No total foram quantificados 19 metabdlitos, incluindo flavonéides como
flavonas, chalconas, flavononas, flavonois e hidroxiflavonas, acidos fendlicos e outros

fendis (Figura 5,6 )7

Os flavondides apresentaram padrdes diferenciados para cada metabdlito. Chalcona
e 4- hidroxiflavona apresentaram comportamento diversificado entre os acessos. Com
excecao de genisteina e kaempferol, os demais ndo apresentaram diferencas significativas
gue se mantivessem estaveis ao longo do desenvolvimento. Todos os acessos estudados
apresentaram reducdo nos teores de quercetina, naringenina, 7- hidroxiflavona e genisteina,
entretanto em sua totalidade, kaempferol foi incrementado ao longo do desenvolvimento
(Figura 5). Interessantemente, todos os acessos apresentaram um decréscimo proximo a

100% de naringeninaolongo do desenvolvimento.

Andlises de outros grupos de metabdlitos secundarios como acidos fendlicos e
polifendis, demonstraram a plasticidade do metabolismo secundario. Verificou-se que estes
compostos ndo seguem o padrdo estavel dos fendis solUveis totais que estdo aqui
representados. Acidos fenodlicos como &cido hidroxicinamico e acido cafeico apresentaram
um incremento ao longo do desenvolvimento muitas vezes significativo. Por outro lado, os
teores de acido clorogénico, acido ferulico e isoferulico tenderam a reducdo em estadios
mais avancados do desenvolvimento (Figura 6). Interessantemente, o acido cafeico

apresentou teores mais elevados quando comparado aos outros acidos fendlicos.
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Figura 5 — Flavondides em frutos de 10 acessos de C. chinense coletados em trés estadios de
desenvolvimento. Barras representam médias + erro padrédo (n=6). Barras pretas, cinza claro e cinza
escuro representam 20, 45 e 60 DAA respectivamente.Os valores sdo representadosiB. mg.g
Letras maiusculas indicam diferencas estatisticas ao longo do tempo miekfrssulas diferencas
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estatisticas entre os acessos, dados submetidos ao teste de comparacéo de médias de Tukey a 5% de
probabilidade.

Acidos Fenolicos

Ac. Clorogénico
Ac. Hidroxicinamico

0.08 - AC1 A101 A54 A26 A100 AC2 A06 A17 A18 A83

0.06

0.04

Ac. Ferulico
Ac. Isofertlico

0.02

AC1 A101 A54 A26 A100 AC2 A06 A17 A18 A83

Ac. Cafeico

AC1 A101 A54 A26 A100 AC2 A06 A17 A18 A83

Figura 6 — Acidos fendlicos em frutos de 10 acessos de C. chinense coletados em trés estadios de
desenvolvimento. Barras representam médias + erro padrao (n=6). Barras pretas, cinza claro e cinza
escuro representam 20, 45 e 60 DAA respectivamente.Os valores séo representadosM&. mg.g

Letras maiusculas indicam diferencas estatisticas ao longo do tempo e iletis=ulas diferencas
estatisticas entre os acessos, dados submetidos ao teste de comparacédo de médias de Tukey a 5% de
probabilidade.
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letras mindsculas diferengas estatisticas entre os acessos, dados submetidosamtapteatao
de médias de Tukey a 5% de probabilidade.

A analise de outros metabdlitos do metabolismo secundario como
hidroxibenzaldeido e metil- p- hidroxibenzaldeido indicam que estes compostos diminuem
ao longo do tempo. Entretanto ndo foram observadas diferencas pronunciadas para os dois
compostos (Figura 7). De uma maneira geral observa-se que frutos com baixos teores de

capsaicindides tendem a apresentar maiores quantidades desses benzaldeidos aos 20 DAA.

A xantina teobromina né&o variou ao longo do desenvolvimento, entretanto pequenas
diferencas entre os acessos foram observadas. Verificou-se que 0s acessos 18 e 83
apresentaram o maior e menor teor em 60 DAA respectivamente. Seringaldeidmle cate
se comportaram opostamente, o contetdo de seringaldeido reduziu ao longo do tempo e os
teores de catecol aumentaram. Esse comportamento foi claramente observadosem fruto
nao picantes, com excec¢ao paro o acesso 18 que apresentou um acréscimo significativo de
seringaldeido aos 60 DAA. O acesso 17 apresentou o maior teor de catecol aos 60 DAA
(Figura 9.

O &cido chiquimico e vanilina, importantes precursores da rota de biossintese de
capsaicindides, apresentaram comportamento oposto, os teores de acido chiquimico
aumentaram ao longo do tempo, enquanto vanilina reduziu (Figura 7). A analise individual
de acessos picantes e néo picantes ndo demonstram um padrao diferenciado para esses dois
compostos, entretanto é sabido que estes participam de outras rotas biossintéticas e podem
ser diferencialmente demandadas. Nota-se que ao longo do desenvolvimento os teores de
acido chiquimico aumentaram enquanto a maioria dos compostos secundarios aqui

quantificados apresentou reducdo ao longo do amadurecimento do fruto.

3.4 Correlagcdes observadas entre os metabolitos avaliados nos trés estadios de

desenvolvimento

Com o intuito de verificar as possiveis inter-relacdes entre as variaveis aqui
quantificadas, realizou-se uma analise de correlagdo de Pearson nos trés estadios de
desenvolvimento, 20, 45 e 60 DAA (Figura 6). Para uma melhor visualizagcdo das
correlagcbe®nre os teores de capsaicinoides, TSS e percentual de matéria seca com outros
metabolitos avaliados, as correlacbes observadas estdo apresentadas em um mapa de cores
(Figura 7).
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Entre as 179 correlagBes significativas entre as variaveis obtidas de frutos aos
20DAA, 132 foram positivas e 47 negativas. Foram observadas correlacdes ja esperadas
como, correlacdo positiva entre o percentual de matéria seca do fruto e o teor de sélidos
soluveis, acido chiquimico e outros compostos secundarios, glicose e frutose, matéria seca
e glicose e frutose e algumas relacdes entre flavonoides (Figura 6). Entretanto, algumas
correlacdes inesperadas foram também observadas como capsaicindides correlacionando
com percentual de matéria seca, aminodcidos totais, niveis de sacarose e de malato e

também entre Brix° e metabdlitos secundarios, malato, fumarato e clorofila b (Bigura 7

Analisando as correlagcdes entre as variaveis obtidas em frutos aos 45 DAA
observou-se 141 correlagdes significativas (Figura 6). Entre as correlacées observadas 89
foram positivas e 52 negativas. O numero de correlacdes entre capsaicindides e TSS com
outros compostos foi menor (Figura 7. Entretanto os flavonoides se correlacionam com
capsaicindides e TSS nesse estadio. Semelhante ao observado aos 20DAA foram
encontradas correlagdes entre o acido chiquimico e alguns metabolitos secundarios e
percentual de matéria seca e acidos organicos. Além disso, glicose e frutose parecem estar

altamente relacionadas com o metabolismo secundario, por apresentarem correlacoes
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semelhantes ao estadio de 20DAA, no qual esses acglcares se correlacionam positivamente

com flavonoides e negativamente com &cidos fendlicos. (Figura 6).

Entre as variaveis analisadas em frutos aos 60 DAA, foram observadas 162
correlacBes significativas, entre elas 116 positivas e 46 negativas (Figura 6). Para essa
idade foi possivel observar que correlacfes interessantes entre capsaicindides, TSS
flavondides permaneceram ao longo do desenvolvimento. Estes resultados sugerem a
existéncia de interacdes entre estes compostos na determinagdo dos fenotipos observados.
Interessantemente os capsaicindides mantiveram uma correlacdo positiva com o percentual
de matéria seca. Além disso, os capsaicindides mantiveram correlagcdes com os flavonoides
quantificados e apresentaram uma alta correlacdo positiva com o0s teores de sélidos
soluveis (Figura?).

O percentual de matéria seca durante todos os estadios de desenvolvimento dos
frutos apresentou correlagdes negativas com o conteudo de clorofilas, flavonoides, malato
e fumarato. O &cido chiquimico por ser o precursor mediato da maioria dos compostos
secundarios, correlacionosecom a maioria deles inclusive com os fendis solUveisstota
(Figura 6). Aparentemente os flavonoides e outros compostos secundarios especificos

como catecol, parecem estar relacionados com o teor de sélidos soluveis .

3.5 Anélises multivariadas

Devido a amplitude de dados gerados nesse experimento, foram necessarias analises
multivariadas para simplificar a estrutura dos dados e facilitar a visualizagdo geral através
da formacado de grupos a partir dos dados obtidos de analise de frutos dos 10 acessos nos
trés estadios de desenvolvimento. Por meio do método de otimizacdo de Tocher
modificado, utilizando uma matrix de dissimilaridade obtida pela distancia de
Mahalanobis, foi possivel projetar em um grafico de trés dimensdes os grupos formados
(Figura 8). Em adigdo, um segundo método de agrupamento hierarquico com base na
matrix de distancias de Mahalanobis (UPGMMojena 1997) foi realizado para verificar
se 0s agrupamentos obtidos pelo método de Tocher se repetem (Figura 9). Para obter a
consisténcia dos grupos formados por esses metodos, foi realizada uma analise
discriminante de Anderson para o método de Tocher modificado e uma verificacdo da

correlacdo cofenética para o método hierarquico UPGMA.
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O agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher foi capaz de separar os 10
acessos em trés grupos (Figura 8). O primeiro e maior grupo contém principalmente os
acessos nao picantes (Ac2, A06, A1l7, Al18). Interessantemente este grupo também incluiu
0 acesso 54 gque possui elevados teores de capsaicindides. O segundo grupo incluiu acessos
com elevados teores de capsaicinbides. Finalmente o grupo trés, constituido pelo acesso
que possui baixos teores de capsaicindides e 0os menores valores de percentual de massa
seca. A matrix de distancias de Mahalanobis leva em consideracao a influéncia global de
todas variaveis, diferentemente de métodos como componentes principais e variaveis
candnicas que geralmente apresentam maior contribuicdo na separagdo dos grupos os
primeiro componentes. O teor de capsaicinoides contribuiu com 11% da variacéo, sendo a
maior contribuicdo entre as variaveis. A porcentagem restante esta distribuida para as
demais variaveis. Através da analise de discriminante de Anderson, foi anotada uma taxa
de erro de 60% para o método de otimizacdo de Tocher modificado. O que remete a uma

dificuldade em separar os diferentes acessos estudados.

226
®A54

A26@

Ac1®

®Ac2
®A17

A06®

@A101 ) @A83
)
Fat100 A18

a1 " : 1405

Figura 8 — Projecédo 3D do agrupamento obtido pelo método de otimizacdo de Tocher modificado,
utilizando a matrix de dissimilaridade obtida pela distancia de Mahalanobis. Grupo 1:
(A06), (A17), (A18), (A54) e (Ac2); Grupo 2: (A26), (Acl), (A101) e (A100); Grupo 3:
(A83).

22



Analisando o agrupamento pelo método UPGMA, nota-se a formacdo de quatro
grupos que correspondem aos grupos formados pela otimizagdo de Tocher. Os grupos dois
e trés incluem os acessos picantes, enquanto 0 grupo um e quatro incluem os nao picantes.
Embora o agrupamento tenha sido semelhante os acessos 54 e 100 mudaram de posicéo, o
acesso 54 esta agrupado com o acesso Acl, enquanto que o acesso 100 esta agrupado com

0S acessos nao picantes (Figura 9).

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0 26 452 67.8 904 13 13561 158.21 180.81 20341 2601

Figura 9 — Agrupamento hierarquico (UPGMA) utilizando a matrix de distancias de Mahalanobis.
Linha vertical tracejada representa o corte estatistico de acordo com (CRUZ, @ag®).1:
(A06), (A17), (A18), (A100) e (Ac2); Grupo 2: (A54) e (Acl); GrihdA26) e (A101); Grupo

4: (A83).

4 DISCUSSAO

As plantas apresentam uma grande diversidade fenotipica, e isso esta presente
mesmo em populacfes de acessos da mesma espécie. Essa diversidade reflete fenotipos
variados naturalmente e frequentemente sdo caracteristicas quantitativas que s&o
influenciadas por uma interacdo da genética e ambiente (Keurentjes & Sulpice, 2009).
Adicionalmente, a variacdo natural pode ser utilizada para detectar correlacbes entre
parametros metabdlicos, fornecendo informacbes a respeito da regulacdo de vias
importantes (Cross et al.,, 2Q0Rosado-Souza et al.,, 2015). Entretanto o estudo do
metabolismo em frutos utilizando populagbes naturais ainda € escasso. Até o0 momento nao
ha estudos que demonstrem o comportamento temporal do metabolismo primario e
secundario e suas correlacdes com caracteristica de interesse econdémico. Este estudo
investigou os parametros metabdlicos de acessos contrastantes de uma populacdo natural e

suas interacfes com caracteristicas de interesse econdmico, além disso, verificou-se o
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comportamento desses metabdlitos ao longo do desenvolvimento dos frutos. Cultivando
estes acessos foi possivel observar que em um mesmo ambiente, a composi¢ao bioquimica

é variada.

Os metabolitos diretamente relacionados com o metabolismo do nitrogénio
apresentaram comportamento semelhante entre os acessos. Com o amadurecimento dos
frutos ocorre degradacdo de clorofilas e consecutiva biossintese de carotendides,
acompanhado da transformag&o de cloroplastos em cromoplastos (Bouvier et al., 1998
Estrada et al., 2000), que pode estar relacionado ao aumento no contetdo de aminoacidos.
Entretanto em alguns casos, os frutos apresentaram amadurecimento tardio, com
cloroplastos ainda em atividade e teores de clorofila ainda mantidos, o conteido de amido
dos acessos 06, Acl e 26 continuou aumentando até 45 DAA. Obviamente o contetdo de
carotendides nesses acessos teve um incremento acentuado apenas aos 60 DAA. Embora
0s metabdlitos secundarios quantificados apresentaram uma grande variacdo, o0s teores de
fendis sollveistotais ndo sofreram alteragcbes ao longo do desenvolvimento. Tem-se
observado que a biossintese de amido ocorre nos estadios iniciais do desenvolvimento, e
com o amadurecimento do fruto essa biossintese diminui e genes relacionados com a
degradacdo de sacarose aumentam sua expressdo (Nielsen et alBet8@&k et a).

2017, Osorio et al., 2012). Este fato justifica os reduzidos teores de glicose e frutéSe até
DAA e maiores teores em 60 DAA nos acessos que apresentaram amadurecimento tardio.
Embora o amido ndo contribua diretamente para o aumento dos soélidos sollveis no
pericarpo, 0 maior acumulo deste em estadios iniciais do desenvolvimento pode indicar um
incremento no teor de sélidos solUveis em estadios mais avancados contribuindo com o
pool de hexoses, semelhante ao que ocorre em tomate (Beckles et alCezliédo et a|.

2017, Osorio et al., 2012). Como esperado os conteudos de glicose e frutose aumentaram
ao longo do desenvolvimento, e a sacarose aumentou até 45 DAA, mas este contetdo
reduziu aos 60 DAA. Além disso, os teores de amido reduziram drasticamente aos 60
DAA, indicando que o metabolismo de glicose, frutose e sacarose em frutos néo

climatéricos é semelhante ao de frutos climatéricos (Beckles et al., 2011).

Analisando os acidos organicos aqui quantificados, observamos que 0s niveis de
fumarato sdo muito inferiores comparados ao malato, entretanto em todos os acessos estes
reduziram ao longo do desenvolvimento. Fumarato apresentou um pegueno incremento aos

45 DAA, mas nado foi detectado aos 60 DAA. Essa forte alteracdo durante o
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amadurecimento sugere uma grande demanda por compostos com esqueletos de carbono e

uma regulagéo a nivel transcricional, semelhante a frutos climatéricos (Osorio et al., 2012).

Diante da grande variagdo em relacdo aos metabdlitos secundarios quantificados,
podemos perceber que ha uma alta diversidade fenotipica, como a descrita em Wahyuni et
al. (2011). Embora os acessos analisados pertencam a mesma espécie, grande variabilidade
em flavonoides e outros polifendis foi observada. Logo, estes sdo candidatos interessantes
gue podem ser utilizados em programas de melhoramento visando variedades de pimentas
com altos teores de flavonoides, uma vez que a variagdo fenotipica entre individuos
proporciona maior amplitude de estudos para identificarem fatores genéticos e metabdlicos

responsaveis por tais caracteristicas.

Aminoacidos de cadeia ramificada estdo sendo discutidos como importantes para a
biossintese de capsacinoides. A biossintese destes aminoacidos em frutos com altos teores
de capsaicindides parece ser mais ativa para suprir a demanda de precursores para a
biossintese (Mazourek et al., 2009). Interessantemente o conteddo de aminoacidos totais se
correlacionou negativamente com o teor de capsaicindides aos 2@AAL5n0 qual
ocorre a biossintese e acumulo destes alcal6ides. Porém, além da demanda por compostos
nitrogenados, ha necessidade de esqueletos de carbono para suprir a biossintese de
fenilalanina a partir da rota do acido chiquimico, o que pode justificar a correlacao positiva
entre capsaicindides e sacarose aos 20 DAA, que neste estadio é translocada para o fruto
(Beckles et al., 2011). Em adicdo, o grande numero de correlagdes entre capsakinodides
metabolitos secundarios em todos os estadios de desenvolvimento, salienta um complexo
balanco entre biossintese e degradacdo destes compostos para suprir demandas
metabolicas, proporcionado por um compartilhamento de intermediarios em comum, em
especial os fenilpropanoides (Hall et al., 19Blaterska et al., 2003Vazourek et al.,

2009). Esse balanco fica mais evidente, ao observamos as fortes correlagdes positivas entre
0s capsaicindides e vanilina, o segundo precursor imediato da rota de biossintese de
capsaicindides e catecol, composto relacionado com a degradacdo de compostos

aromaticos.

O teor de solidos soluveis apresentou uma forte correlagdo positiva com os teores de
capsaicinodides aos 60 DAA. Ha estudos que demonstram a degradacao dos capsaicindides
através da atividade de peroxidases (Bernal & Barceld, 1996), no qual geram compostos

como 5,5-dicapsaicina e ’40-5-dicapsaicina éter. Estes compostos gerados podem estar
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relacionados com o TSS. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para entender essa
correlacdo. Diante de varias correlagfes positivas e negativas entre o TSS e os metabdlitos
secundarios, em especial os flavondides, sugere- se que além da contribuicdo de acucares e
acidos organicos no TSS importancia de flavondides e &cidos fendlicos para
determinacdo do TSS também deve ser considerada, gerando informagfes para posteriores
estudos.

Os é&cidos organicos malato e fumarato se comportaram de forma diferente entre si,
essa diferenca pode ser em funcdo dos diferentes papéis que esses acidos desempenham
nos frutos de C. chinense. Os &cidos organicos desempenham diversas funcbes no
metabolismo celular vegetal e o acumulo dos mesmos é altamente diversificado entre
espécies (Araujo et al., 2011). Recentemente observou-se em C. chinense que 0s niveis de
fumarato em folhas correlacionam positivamente com a matéria seca de frutos (Rosado-
Souza et al.,, 2015). Entretanto, em nosso trabalho o fumarato em frutos apresentou
correlacdo negativa com o percentual de matéria seca do mesmo 06rgao. Isso demonstra a
importéancia do fumarato durante o desenvolvimento de frutos de C. chinense e as
diferentes relagbes deste composto com tecidos especificos. Em frutos jovens (20 DAA) o
malato correlacionou negativamente com o percentual de matéria seca, capsaicinoides e
TSS (Figura 7). Essa relacdo do malato com o teor de capsaicindides aos 20 DAA
possivelmente estd associada ao direcionamento de derivados do piruvato para a rota de
biossintese de capsaicindides. A relacdo com o conteldo de matéria seca possigelmente
explicada por relagdes com o TSS. Recentemente o malato foi sugerido como importante
para o metabolismo do amido transitorio em frutos de tomates (Centeno et al., 2011). Isso
sugere que o acumulo de amido aos 20 DAA é influenciado pelos teores de malato também
em C.chinense, o qual uma vez degradado forneceu hexoses que contribuem para o
incremento no TSS. Uma vez que os niveis de malato se correlacionam com o percentual
de matéria seca em todos os estadios, sua importancia para o acimulo de TSS e matéria
seca nos frutos de C. chinense parece ser relevante. Além disso, malato e fumarato se
correlacionaram positivamente e negativamente nos estadios de 20 e 45 DAA com diversos
metabolitos secundarios, assim possivelmente influenciando o metabolismo secundario
através da alteracdo do pH e como precursores da biossintese (KadeF|@@88&:t al.,

2012).

No presente estudo, os capsaicinddes foram o0s Unicos metabdlitogscdpaz

distinguir os acessos quimicamente. A justificativa para um agrupamento adensado sdo as
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pequenas diferencas genéticas apresentadas pelos acessos estudados que se traduz em uma
alta dissimilaridade fenotipica, na qual as 35 variaveis quantificadas ndo obtiveram
respostas padronizadas entre 0s acessos, ou seja, as mesmas nao foram capazes de separar
linearmente os acessos estudados. Isso esta de acordo com a literatura sugerindo que
populagdes naturais sdo 6timos recursos para estudos de diversidade fenotipica (Mitchell-
Olds & Schmitt, 2006 Trontin et al.,, 2011), e que podem fornecer informagdes

importantes para os programas de melhoramento de plantas.

5 CONCLUSOES

Como conclusdo deste trabalho, sugere-se que o metabolismo de glicose, frutose e
sacarose em frutos de C. chinense, conhecidos como nédo-climatéricos, seja semelhante ao
de frutos de tomate, climatéricos. Como foi observado um elevado nimero de correlacbes
entre capsaicindides e metabdlitos secundarios, concluiu-se que ha uma complexa relacéo
entre biossintese e degradacdo de acidos fendlicos, flavondides e fenilpropandides,
determinando os niveis de capsaicindides em estadios iniciais do desenvolvimento. Além
disso, esses compostos parecem influenciar na determinacédo do teor de sélidos solUveis em
frutos de C. chinense. Os dados aqui apresentados sugerem o malato e fumarato como
importantes metabdlitos envolvidos na regulacdo do desenvolvimento de frutos de
C.chinense. Sugere-se também que o0 malato esteja relacionado com o0s niveis de

capsaicindidesemfrutos jovens.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1 -Quadro de analises de variancia (ANOVA) de 35 variaveis avaliadas em 10 acessos en€e.cbelineamento inteiramente casualizado, seis

replicatas para cada acesso. Abreviacdes: Caps, capsaicindides; TSS. tédosisddveis(Brix°); Aas, aminoacidos totais; Pro T, proteina;tGiall a,
clorofila a; Chl b, clorofila b; Chl total, clorofilas totais; Car T, candtides totais; Fe T, fendis sollveis totais.

Quadrados Médios
FV GL % Massa Caps. TSS AAs ProT Malato Fumarato Glicose Frutose
seca

Sacarose

Acessos (A) 9 73,43**  1067598,7** 16,62**  184116,9*  1857,6**

637898,3** 300,10° 476599,75**  486475,3**  13338,9**
Tempos (T) 2 126,77* 961831,9** 236,60** 455121,1*  4456,5**

33725672,6** 26138,66** 2530415,53** 4703249,9** 175750,6**
AXT 18 13,40** 216909,2*  11,18** 36984 ,4* 1032,1* 632855, 7** 1099,40** 147422,03** 87126,1** 12296,2**
Residuo (r) 150 2 10439,6 0,24 8985,1 580.9 29416,2 371,98 24499,02 24860,5 2272,0
Media 13,49 176,69 6,33 289,81 58,70 815,01 23,99 575,64 592,67 66,80
CV(%) 10,56 57,82 7,83 32,70 41,58 21,04 80,36 27,19 26,60 71,35
* significativo a 5%, ** significativo a 1% e ns n&o significativo segundo o teste F. CV(%)ceo&d de variagdo; GL, Grau de liberdade

Quadrados Médios
FV GL Amido Chl a Chlb Chl totais CarT FeT

Chalcona Kaempferol Quercitina Naringenina  4-hidroxiflavona
Acessos (A) 9 5400,7** 0,52 0,38* 1,14** 0,9427*  313,2** 0,009** 0,030** 0,002** 0,058** 0,004**
Tempos (T) 2 107783,8** 34,45  4,70** 59,85** 2,92%* 409,0** 0,004 0,118* 0,011** 0,956** 0,005**
AXT 18 6810,3** 0,33% 0,36** 1,07* 0,67** 108,7** 0,004 0,260** 0,001** 0,045** 0,0009**
Residuo (r) 150 1090,4 0,28 0,04 0,28 0,03 24,6 0,002 0,026 0,0001 0,004 0,00006
Media 48,61 1,11 0,46 1,52 0,40 27,58 5,22 6,99 2,60 8,01 2,32
CV(%) 67,93 48,0 43,65 35,28 46,19 18,00 98,74 73,65 44,61 87,92 32,33
* significativo a 5%, ** significativo a 1% e ns n&o significativo segundo o teste F. CV(%eotdi de variagao; GL, Grau de liberdade.
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Quadrados Médios

FVv GL  7-hidroxiflavona  Genisteina Ac. Ac. Ac. Metil-p- Ac. Teobromina
hidrodinamico ferulico isoferllico  hidroxibenzaldeido cafeico
Acessos (A) 9 0,00007* 0,002** 230,74** 282,02** 0,00028** 0,1722** 0,049** 0,020**
Tempos (T) 2 0,00022** 0,005** 1898,5** 351,95** 0,00035** 0,1512** 0,313** 0,004¢
AXT 18 0,00091** 0,001** 210,4** 132,45 0,00013** 0,3024** 0,285** 0,004**
Residuo (r) 150 0,0006 13,16 8,98 0,00001 0,0143 0,003 0,002
Media 3,66 4,75 3,84 3,84 0,4719 0,10 0,17
CV(%) 54,62 101,30 77,97 47,50 25,40 54,25 28,95
* significativo a 5%, ** significativo a 1% e ns nao significativo segundo o teste F. CV(%icieaed de variacdo; GL, Grau de liberdade.
Quadrados Médios
FV GL Ac. hidroxibenzaldeido  Seringaldeido Ac. Vanilina Catecol Ac. clorogénico
chiguimico
Acessos (A) 9 0,0091** 0,004** 26,05** 0,00048** 0,010** 0,0052
Tempos (T) 2 0,0370** 0,004** 232,05%* 0,00054** 0,174** 0,0253
AXT 18 0,0031** 0,001** 7,78% 0,00015** 0,003** 0,0012
Residuo (r) 150 0,0009 0,0005 2,57 0,00004 0,0003 0,0002
Media 8,45 0,0051 7,11 7,83 0,0052 0,0042
CV(%) 36,45 43,63 22,53 75,82 36,76 37,43

* significativo a 5%, ** significativo a 1% e ns nao significativo segundo o teste F. CVi§#iciente de variacdo; GL, Grau de liberdade.
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