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Resumo

ARANHA, Bianca Camargo.

Respostas bioquimicas, metabdlicas e moleculares de genétipos de pimenta
(Capsicum baccatum) com niveis distintos de pungéncia cultivados sob déficit
hidrico. 2020. 114f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A pungéncia em pimentas Capsicum € decorrente de compostos capsaicinoides, cujo
conteudo varia em funcdo de fatores genéticos e ambientais. O efeito do déficit hidrico
(DH) em pimentas, suas respostas metabdlicas e o envolvimento dos capsaicinoides
nessa resposta ndo estdo bem estabelecidos. Baseado nisso, objetivou-se
caracterizar as respostas moleculares, bioquimicas e metabdlicas de trés genadtipos
de pimenta (Capsicum baccatum), com potencial distinto de acumulo de
capsaicinoides, frente ao déficit hidrico. Gendtipos com média pungéncia (P232),
baixa pungéncia (P337) e sem pungéncia (P323) foram cultivados sob DH e sob
condicBes ideais de irrigacdo em duas safras. O genétipo de média pungéncia nao
apresentou perdas significativas de massa fresca dos frutos em fung¢éo do DH, sendo
um indicativo que esse gendtipo tolerou melhor essa condicao. Esse gendtipo também
se diferenciou dos demais genétipos quanto ao efeito do DH sobre os teores de
aminoacidos, acidos fendlicos e capsaicinoides. O acumulo de osmdlitos ativos,
observado pela reducéo do potencial osmético em resposta ao DH ocorreu apenas
nos genotipos pungentes (P232 e P337). Esse resultado, associado ao acumulo de
aminoacidos e acuUcares sob DH exclusivamente nesses genoétipos indica o
envolvimento desses osmoprotetores como mecanismo de resposta a seca em
pimentas pungentes. O fato dessa performance ndo ser observada no genétipo sem
pungéncia leva a crer que de alguma maneira 0s capsaicinoides podem estar
envolvidos no mecanismo de resposta a condicdo de DH via osmoprotecdo. No
entanto, a expressao de PUN1 (enzima capsaicina sintase) e o teor de capsaicinoides
foram no geral reduzidos em funcdo da condicdo de DH. A expresséao transcricional
de genes putativamente envolvidos na resposta a condi¢cfes estressoras também foi
afetada pelo DH. A aplicagédo do DH levou a reducdo do acumulo de transcritos de
DREB1A (tipo fator de transcricdo elemento-ligante responsivo a desidratacéo) e ao
aumento do acumulo de transcritos de ERF5 (tipo fator de transcrigdo responsivo ao
etileno).

Palavras-chave: potencial osmético; aminoacidos livres; capsaicina sintase;
metabolismo geral; metabolismo especializado.



Abstract

ARANHA, Bianca Camargo. Biochemical, metabolic and molecular responses of
pepper genotypes (Capsicum baccatum) with different levels of pungency
grown under drought stress. 2020. 114f. Tese (Doctor Degree in Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2020.

The pungency in Capsicum peppers is due to capsaicinoid compounds, whose content
varies depending on genetic and environmental factors. The effect of drought stress
(SD) on peppers, their metabolic responses and the involvement in capsaicinoid
biosynthesis in this response are not well established. Based on this, the objective was
to characterize the molecular, biochemical and metabolic responses of three
genotypes of pepper (Capsicum baccatum), with different potential for capsaicinoid
accumulation, in the face of drought stress. Genotypes with medium pungency (P232),
low pungency (P337) and non-pungent (P323) were grown under DS and under ideal
conditions of irrigation in two harvest. The medium pungency genotype did not show
significant losses of fresh weight of the fruits due to the DS, being an indication that
this genotype tolerated this condition better. This genotype also differed from other
genotypes regarding the effect of DS on the levels of amino acids, phenolic acids and
capsaicinoids. The accumulation of active osmolytes, observed by the reduction of the
osmotic potential in response to the DS occurred only in the pungent genotypes (P232
and P337). This result, associated with the accumulation of amino acids and sugars
under DS exclusively in these genotypes indicates the involvement of these
osmoprotectors as a response mechanism to drought in pungent peppers. The fact
that this performance is not observed in the non-pungent genotype leads us to believe
that somehow capsaicinoids may be involved in the mechanism of response to the
condition of DS via osmoprotection. However, the expression of PUN1 (capsaicin
synthase enzyme) and the capsaicinoid content were generally reduced depending on
the condition of DS. The transcriptional expression of genes putatively involved in the
response to stressful conditions was also affected by DS. The application of the DS
led to a reduction in the accumulation of DREB1A transcripts (type of transcription
factor element-ligand responsive to dehydration) and an increase in the accumulation
of ERF5 transcripts (type of transcription factor responsive to ethylene).

Keywords: osmotic potential; free amino acids; capsaicin synthase; general
metabolism; specialized metabolism.
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1 Introducéo

Pimentas Capsicum pertencem a familia Solanaceae, e esse género é
composto por mais de 30 espécies ja relatadas, das quais cinco sdo domesticadas (C.
annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C. pubescens). Originarias da
América, as pimentas foram inicialmente domesticadas pelos povos nativos que as
utilizavam na condimentacéo de alimentos e no tratamento de enfermidades (ROYS,
1931). A partir das viagens dos colonizadores europeus aos territdrios que nos dias
de hoje compde os paises latino-americanos, as pimentas se popularizaram como
especiarias e foram inseridas na Europa e Asia, e com isso seu cultivo e consumo se
espalharam por todos os continentes. As caracteristicas de cor, aroma, sabor e
pungéncia fazem das pimentas um importante componente culinario. Além disso,
plantas de pimenta s&o utilizadas na ornamentacao e os frutos de maior pungéncia na
elaboracdo de medicamentos e na industria bélica (spray de pimenta).

A sensacdo de calor ou queimacdo causada pelo consumo de pimentas
pungentes é decorrente de compostos capsaicinoides, que sdo exclusivos do género
Capsicum. Os capsaicinoides sédo formados a partir de duas vias metabdlicas, a dos
fenilpropanoides e a dos &cidos graxos de cadeia ramificada. Nas etapas finais da
biossintese dos capsaicinoides, as enzimas aminotransferase e capsaicina sintase
catalisam a formacé&o de vanililamina e capsaicina, respectivamente (Aza-Gonzalez et
al.,, 2011). Estudos com gendtipo ndo-pungente de Capsicum frutescens,
demonstraram que uma mutacdo no gene que codifica para a enzima
aminotransferase (predita) resultou na perda de quatro aminoacidos, levando a
extincho da atividade enzimética e a ndo formacdo de vanillamina, e
consequentemente a auséncia de capsaicinoides (Park et al., 2015). Nestas plantas,
houve a formacao de capsinoides (ndo-pungentes) por acdo da capsaicina sintase.
Genotipos com essas mutacdes e que ndo acumulam capsaicinoides sdo chamados
de pimentdo ou pimenta doce.

Além de fatores genéticos, condicdes ambientais podem afetar o teor de
capsaicinoides nos frutos. Sung et al. (2005) demostraram que o0s teores de
capsaicinoides em frutos de plantas submetidas a condi¢cdes de estresse ocasionado
por déficit hidrico aumentaram em até trés vezes quando comparados aos teores em
frutos de plantas sob condicdes ideais de irrigacdo. Em outro estudo, foi verificado que

pimentas submetidas a condicdes de estresse ocasionado por déficit hidrico,
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apresentaram maior atividade de enzimas da rota de biossintese dos capsaicinoides
(Phimchan et al., 2014).

Fendmenos climaticos como El Nifio e La Nifa influenciam o indice de
precipitacdo e a temperatura que consequentemente podem alterar a produtividade
das culturas. Programas de melhoramento genético buscam selecionar individuos
capazes de suportar adversidades climéaticas. Nesse contexto, é fundamental
compreender 0s mecanismos de resposta as condicOes estressoras. Condicdes
adversas (bioticas ou abidticas) sdo percebidas pela planta e acarretam em
transducdo de sinalizagdo e ativacdo de expressdo génica, levando a respostas
bioquimicas, fisiologicas e morfolégicas (Schwachtje et al., 2019). Estas alterac6es
podem ser mapeadas de modo direcionado avaliando-se compostos e rotas de
interesse que sabidamente estdo envolvidas nas respostas as condi¢cdes adversas,
ou de modo ndo-direcionado por estratégias 6micas de analise buscando a
descoberta de respostas desconhecidas.

Sob uma condicdo de estresse, 0 metabolismo da planta é alterado,
desencadeando uma cascata de reacdes para a manutencao da homeostase celular.
Em plantas sob déficit hidrico, por exemplo, as primeiras respostas sao o fechamento
estomatico e reducdo da atividade fotossintetizante (Bianchi et al., 2016). Se esta
condicao se mantém, ocorre a formacéo de radicais livres em propor¢des maiores que
guando comparado a planta em homeostase. Nessa situacdo, o sistema enzimatico
antioxidante (superéxido dismutase, ascorbato peroxidase, catalase) é ativado em
maiores proporgdes. Além das enzimas do sistema antioxidante, os teores de diversos
metabdlitos s&o alterados, incluindo aminoacidos e acgucares que apresentam
propriedade osmoprotetora, atuando no ajuste osmaético, além de proteger a célula do
estresse oxidativo ocasionado por espécies reativas de oxigénio (Jamaux et al., 1997;
Barbosa et al., 2011; Sharma et al., 2019). Também tem sido reportada a participagédo
de compostos antioxidantes (fendlicos, carotenoides, acido ascorbico e outros) na
neutralizacédo dos radicais livres (Barbosa et al., 2011).

Com base no exposto, 0 presente estudo buscou mapear as alteracbes
bioquimicas, metabdlicas e moleculares em trés gendétipos de Capsicum baccatum,
cada qual com capacidade distinta para o acumulo de capsaicinoides, cultivados sob
condicao ideal de irrigacdo e sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. Foram
utilizadas estratégias de andlise direcionada para avaliar marcadores de estresse,
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compostos do metabolismo geral e especializado, incluindo a avaliacdo do acumulo
de capsaicinoides e expressdao de genes envolvidos na biossintese desses

compostos.
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2 Hipotese

A aplicacdo de déficit hidrico em Capsicum baccatum leva ao aumento da
atividade de enzimas do sistema antioxidante, ao incremento do acumulo de
metabdlitos gerais, como aminoacidos e acglcares, e de compostos do metabolismo
especializado como capsaicinoides devido ao aumento da expressdo de genes

envolvidos na rota de biossintese desses compostos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar as respostas moleculares, bioguimicas e metabdlicas de trés
genadtipos de pimenta (Capsicum baccatum), com potencial distinto de acumulo de

capsaicinoides, frente ao déficit hidrico.

3.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os parametros de maturacao e rendimento em frutos provenientes de
plantas de pimenta submetidas a condigdo déficit hidrico e de plantas mantidas sob
condi¢Oes ideais de irrigacéo;

b) Determinar o potencial osmaético e o teor de prolina e glicina betaina em
folhas e frutos de plantas de pimenta submetidas a condicdo déficit hidrico e em
plantas mantidas sob condi¢des ideais de irrigacao;

c) Quantificar a expressao dos genes Acyl-transferase, Dehydration-responsive
element-binding protein 1A-like e Ethylene-responsive transcription factor 5-like, em
frutos de pimentas provenientes de plantas submetidas a condicao de déficit hidrico e
de plantas mantidas sob condi¢des ideais de irrigagéo;

d) Avaliar as atividades das enzimas superdxido dismutase, catalase e
ascorbato peroxidase e o teor de radicais peroxido de hidrogénio e malondialdeido a
fim de elucidar o estresse oxidativo em frutos provenientes de plantas de pimenta
submetidas a condicéo de déficit hidrico e de plantas mantidas sob condi¢des ideais
de irrigacéao;

e) Avaliar o potencial antioxidante em frutos provenientes de plantas de
pimenta submetidas a condi¢cao déficit hidrico e de plantas mantidas sob condicfes
ideais de irrigacao;

f) Quantificar o teor de capsaicinoides, compostos fenolicos, acido abscisico e
acido ascorbico em frutos provenientes de plantas de pimenta submetidas a condi¢ao
déficit hidrico e de mantidas sob condi¢des ideais de irrigacdo por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas; e,
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g) Quantificar o perfil de amino&cidos e aglcares em frutos provenientes de
plantas de pimenta submetidas a condi¢ao déficit hidrico e de mantidas sob condi¢cdes

ideais de irrigacao por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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4 Revisdo Bibliogréfica

4.1 Pimentas do género Capsicum

As pimentas do género Capsicum spp. sdo nativas da zona tropical imida do
continente americano, e assim como tomate (Solanum lycopersicum), beringela
(Solanum melongena), batata (Solanum tuberosum) e tabaco (Nicotiana tabacum)
fazem parte da familia Solanaceae. Embora as plantas de Capsicum sejam arbustos
perenes, nas regides de clima temperado sédo geralmente cultivadas como plantas
anuais e sua propagacdo € feita por sementes (Barbieri e Neitzke, 2008).
Compreendem culturas de verdo com faixa de temperatura ideal entre 20 e 30 °C e
necessidade de agua de 4 a 10mm dia!, podendo consumir em torno de 800mm de
agua durante o ciclo (Embrapa, 2019). No Brasil, frutos de Capsicum s&o
popularmente conhecidos por pimenta, pimenta doce ou pimentdo de acordo com o
grau de pungéncia.

Nesse género, aproximadamente 30 espécies jA sdo conhecidas, das quais
cinco sao domesticadas (C. annuum, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens e C.
pubescens). As espécies domesticadas surgiram em diferentes regiées do continente
americano milhares de anos antes de sua colonizacao por povos europeus. Capsicum
annuum teve origem na América Central e México, C. baccatum é natural da regido
sul do continente Americano, C. chinense originou-se da regido de clima tropical, C.
frutescens surgiu nas regides tropical e subtropical e C. pubescens é nativa da
Cordilheira dos Andes (MARTIN et al., 1979).

Povos Maias da era pré-colombiana utilizavam os frutos do género Capsicum
em diversas misturas farmacolégicas (ROYS,1931). As pimentas também eram
utilizadas na condimentacéo de alimentos e em rituais de guerra. Com as navegacoes
europeias que exploravam a diversidade de suas col6nias, as pimentas, utilizadas
como especiarias, foram inseridas na Europa, Africa e Asia (Barbieri e Neitzke, 2008).

Segundo dados da FAOSTAT, a producdo mundial de pimenta in natura do
género Capsicum chegou aos 17,2 milhdes de toneladas em 1997 e nos ultimos vinte
anos essa producao praticamente dobrou. Em 2017, aproximadamente 36,1 milhdes
de toneladas de fruto in natura foram produzidas no mundo. Nesse periodo, a Asia foi

o principal continente produtor de pimenta, e em 2017 atingiu de cerca 24,3 milhdes
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de toneladas de fruto in natura e 388 mil toneladas de pimenta seca. Na Asia, o
principal pais produtor de pimenta in natura € a China, com 17,8 milhdes de toneladas
em 2017, seguida pela india e Tailandia, que produziram respectivamente 2 milhdes
e 349 mil toneladas de pimenta seca.

No continente americano, em 2017, a producdo de pimenta in natura atingiu
cerca de 2 milhdes de toneladas, das quais o principal pais produtor foi 0 México (3,2
milhdes de toneladas), seguido por Estados Unidos (962 mil toneladas) e Peru (153
mil toneladas) (FAOSTAT, 2019). No Brasil, a producéo e comercializacdo de pimenta
€ realizada predominantemente pela agricultura familiar, o que dificulta a aquisicéo de
dados precisos em relacdo a produtividade de pimentas do género Capsicum. Estima-
se que sejam produzidas aproximadamente 75 mil toneladas de pimenta por ano
(RIBEIRO et al., 2018).

A pimenta é utilizada na elaboracdo de muitos pratos tipicos de diferentes
grupos étnicos e culturais, pode ser consumida in natura como salada e € componente
de uma vasta quantidade de produtos industrializados. Na industria de alimentos, a
pimenta é ingrediente comum na elaboracéo de conservas, molhos, paprica, geleias,
doces ou guloseimas e também pode ser encontrada como ingrediente secundario na
elaboracdo de chocolates, bebidas, tempero completo, produtos carneos, farofa e
outros. E possivel encontrar farmacos e cosméticos elaborados a partir de compostos
presentes nas pimentas, como xampus e emplastos. E, inclusive o spray de pimenta
utilizado para defesa pessoal ou como arma nao letal pela policia é elaborado a partir
dos compostos presentes nos frutos. As aplicacdes ndo alimenticias derivam da
presenca de compostos capsaicinoides, encontrados em pimentas picantes do género

Capsicum.

4.1.1 Compostos capsaicinoides

Os capsaicinoides sdo uma classe de compostos presentes exclusivamente em
pimentas do género Capsicum. Esses compostos sdo responsaveis pela pungéncia
percebida durante o consumo do fruto, causando a sensacao de calor ao palato. Tal
percepcéao € devido a afinidade dos capsaicinoides ao receptor de potencial transitorio
vaniloide subtipo 1 - TRPV1 (do inglés: Transient Receptor Potential Cation Channel

Subfamily V Member 1), que constitui um dentre cinco receptores sensiveis a
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compostos com radicais vanilil (Urban et al., 2011). Esses receptores de cations atuam
na modulacdo e percep¢do de estimulos de dor, mecéanicos e térmicos. TRPV1 em
presenca de capsaicinoides é ativado, causando sensacao de calor, queimacao e
ardéncia.

Os capsaicinoides sdo armazenados no interior do fruto, em “vesiculas”
presentes na placenta (Figura 1) (Stewart et al. 2005; Aza-Gonzalez et al., 2011), e
guando essas estruturas sdo danificadas os capsaicinoides sao liberados. Mais de 10
capsaicinoides ja foram identificados em pimentas, dos quais capsaicina (trans-8-
metil-N-vanilil-6-nonenamida) e dihidrocapsaicina (8-metil-N-vanillinonanamida) sao
0s mais abundantes, compreendendo juntos em torno de 90% do total desses
compostos (Nwokem et al., 2010; Aranha et al., 2017).

Figura 1. Corte transversal em pimenta (Capsicum chinense). a) Foto autoral, demonstracdo da
placenta do fruto. b) Foto Aza-Gonzélez et al. (2011), tecido dissecado de Capsicum chinense
demonstrando as vesiculas onde os capsaicinoides sédo armazenados.

Compostos capsaicinoides sao alcaloides formados estruturalmente por um
radical vanilil ligado a um acido graxo por um grupamento amino na regido central da
molécula. Em 1800, estudiosos ja demonstravam interesse pela biossintese de
capsaicinoides e em 1960 sua rota foi inicialmente definida (Bennett e Kirby, 1968;
Leete e Louden; 1968; Aza-Gonzalez et al., 2011). Estes compostos sao sintetizados
pela condensacéo da vanililamina, derivada dos fenilpropanoides, com &cidos graxos
de cadeia ramificada, derivados dos aminoacidos valina ou leucina (Figura 2) (Stewart
et al. 2005, Aza-Gonzélez et al., 2011). A formacao de um capsaicinoide se da a partir
da acdo das enzimas aminotransferase e capsaicina sintase (codificada pelo gene
PUN1 — Acyl-transferase) que catalisam a formacéo de vanililamina e capsaicina,

respectivamente (Aza-Gonzalez et al., 2011).
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Os capsaicinoides comegam a ser formados aproximadamente a partir de 20
dias ap0s a antese, tendo seu pico por volta dos 35-40 dias (Iwai et al. 1979; Castro-
Concha et al., 2016). A diversidade estrutural entre os compostos da classe dos
capsaicinoides € resultado do acido graxo disponivel para a reacdo de sintese, que
pode conter de 9 a 11 carbonos (Aza-Gonzalez et al., 2011).

A determinacdo do grau de pungéncia foi definida inicialmente em 1912 por
Wilbur Lincoln Scoville, que desenvolveu uma escala de medida baseada em diluices
da pimenta em agua. Para essa escala foi dado o nome de Teste Organoléptico de
Scoville que buscava a menor diluicio em que era possivel a percep¢éo da pungéncia
(Scoville, 1912). Atualmente a determinagédo da pungéncia de pimentas tem sido por
métodos instrumentais pela quantificacdo dos compostos capsaicinoides
individualmente, principalmente capsaicina e dihidrocapsaicina (Stoica et al., 2016).

O acumulo de capsaicinoides nos frutos pode ser afetado por fatores genéticos,
ambientais e por interacdes entre genotipo e ambiente (Sweat et al., 2016). Diferentes
estudos tém relatado que condicfes de estresses atuam como indutoras de acamulo
desses compostos afetando a pungéncia dos frutos (Phimchan, et al., 2012;
Phimchan, et al., 2014; Kopta et al., 2020).

4.2 CondicOes de estresse e fases de resposta em plantas

Condicdes de estresse sao alteracdes de carater bidtico ou abidtico capazes
de desestabilizar o metabolismo das plantas. Quando extremas, essas condicdes
acarretam no desequilibrio celular e seu efeito pode ser prejudicial ao crescimento,
desenvolvimento e ciclo da planta, podendo causar sua senescéncia (Lichtenthaler et
al., 1998; Cramer et al., 2011). Estressores bioticos incluem organismos como virus,
bactérias, fungos, nematoides e insetos que se utilizam da planta para seu
desenvolvimento. As condicdes estressoras abidticas sao causadas por alteracdes de
clima e solo adversas, desfavoraveis a manutencdo da vida das plantas. Pode-se citar
como fatores de estresse abibtico o excesso de radiagdo solar, temperaturas extremas
(frio e calor), inundacéo ou seca, deficiéncia ou excesso de nutrientes, salinizacao ou
presenca de metais pesados no solo (Ashrafi-Dehkordi et al., 2018).

Quando as condi¢des hidricas, de temperatura, nutricdo e radiacéo solar estdo

favoraveis ao desenvolvimento da planta, esta encontra-se em homeostase e 0
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metabolismo basal esta ativo. Porém, se alguma dessas condi¢fes for alterada para
niveis criticos, ocorre sinalizacdo de alerta e a expressao de diversos genes € ativada.
Para sobreviver sob condi¢cdes de estresse, a planta percebe os sinais de alteracéo
do seu ambiente e os transmite através de vias de transducgéo de sinal (Fujita et al.,
2006; Ashrafi-Dehkordi et al., 2018). Essas respostas fisiologicas ao estresse
protegem ou atenuam seus efeitos deletérios. Adicionalmente as plantas podem
desenvolver mecanismos de resposta mais rapidos ou adaptar-se para sobreviver a
nova condicdo ambiental, torando-se tolerantes/resistentes a condicdo de estresse
(Schwachtje et al., 2019).

Durante uma condicao estressora a planta passa por um processo de resposta
que basicamente pode ser dividido em quatro fases, conhecidas como alarme,
aclimatacdo, manutencdo e exaustdo (Figura 3). Na fase de alarme, a planta que se
encontrava em homeostase tem seus niveis fisioldgicos alterados e pouca capacidade
de tolerar a condicdo de estresse, 0 que pode causar danos severos e senescéncia.
No entanto, se a planta conseguir suportar tais condi¢des e ativar seu mecanismo de
sinalizacdo ela passa para a fase de aclimatacdo. Durante a fase de aclimatacao
ocorre a ativacdo de mecanismos de reparo, protecao e detoxificacéo celular. Nessa
etapa diversas rotas de sinalizacdo estdo ativas e o0 metabolismo é alterado. Embora
a planta ndo se encontre nas condi¢des iniciais, ocorre um reajuste de homeostase
intracelular (Lichtenthaler, 1998; Cabane e Hawkins, 2012).

Na fase de manutencdo, a planta supera as etapas mais criticas e tem seu
metabolismo estabilizado para tolerar a condi¢cao estressora por um periodo maior. Se
essa condicdo de estresse for intensa ou prolongada a planta entra em exaustao.
Nessa quarta etapa, a planta ndo tem mais a capacidade de reparar os danos
fisiol6égicos causados e ocorre a morte celular e consequente senescéncia causada
pelos danos cronicos. Embora a vitalidade da planta tenha sido reduzida
significativamente, se o estresse for cessado antes da senescéncia, a planta entra em
um estagio de recuperagdo, podendo estabelecer as condigbes normais de
homeostase (Lichtenthaler, 1998; Cabane e Hawkins, 2012).



26

Condicbes Condigoes Condigoes
ideais | de estresse ideais
+ Detoxificacao
Reparo Ajuste metabélico
/ Novo estado de homeostase
o
[&]
c
©
o Homeostase | Deteccédo
S _______cellar __| Sinais de alerta
)
°
» I .
'g Alarme Aclimatacao Manutencao
z Recuperacéo
7
’
’
’
’
- /
\
Danos Danos
severos crénicos

Tempo da condigao estressora

Figura 3. Fases de resposta das plantas em condi¢fes de estresses (alarme, aclimatacdo, manutencao
e exaustdo). Figura adaptada: Cabane e Hawkins, (2012).

4.2.1 Déficit hidrico em plantas

A expansao da agricultura, inclusive em areas menos favoraveis ao cultivo, é
muitas vezes acompanhada da escassez de recursos hidricos, 0 que torna o uso
racionado de agua na agricultura uma estratégia importante para acompanhar a
crescente expansao agricola (Grant et al.,, 2010). No entanto, a reducdo de
fornecimento de 4gua pode causar uma condicao de estresse nos vegetais. O déficit
hidrico prolongado retarda o crescimento da parte aérea, reduz o acumulo de
biomassa e causa murcha permanente nas plantas. Isso ocorre em funcédo do
fechamento estomatico, para evitar a transpiracdo e perda de agua, reduzindo as
trocas gasosas e atividade fotossintética (Oliveira et al., 2002).

O estresse por déficit hidrico € uma condi¢do causada quando o suprimento de
agua para as plantas é menor do que a taxa de evapotranspiracdo da cultura. As
plantas de Capsicum tem necessidade de 4gua em torno de 4 e 10mm por dia
podendo consumir de 500 a 800mm de agua durante todo o ciclo e até 1000mm de
agua para genétipos de ciclo longo (Embrapa, 2019). A agua compde
aproximadamente 90% do tecido vegetal e desempenha importantes fungdes como
mobilidade de moléculas no meio intracelular, participa da atividade de fotossintese e
formacdo de acucares, corrobora na pressao de turgescéncia celular e auxilia na

movimentacao de nutrientes via xilema e floema (Pimenta, 2004).
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Para tolerar a falta de agua nos tecidos, as plantas fecham os estdmatos, e
pode haver o enrolamento das folhas, ocorrendo assim uma menor perda de agua por
transpiragdo (Inman-bamber e Smith, 2005; Bianchi et al., 2016). Aprofundar as raizes
rapidamente costuma ser uma estratégia das plantas na busca de escapar do déficit
hidrico, mas de alto custo energético. Adicionalmente, ocorrem outras reacgdes
fisiolégicas, como acumulo de carboidratos e aminoacidos, ajuste osmotico, atividade
aumentada de aquaporina, sintese de proteinas de choque térmico e producao de
enzimas e compostos antioxidantes (Gaspar, 2011; Bianchi et al., 2016).

Durante a deficiéncia hidrica ocorre diminuicdo do volume celular, o que
aumenta as chances de interac6es de moléculas no citoplasma podendo causar
reacdes enzimaticas indesejaveis, desnaturacao de proteinas e fusdo de membranas.
O ajuste osmotico € um importante mecanismo de manutencgao contra a desidratacéo
e auxilia a planta em manter o turgor, facilitando a assimilacao de gas carbonico. Para
isso, ocorre aumento da concentracdo de ions (K* e CI) e osmoprotetores (manitol,
sorbitol, frutanos, trealose, sacarose e glicina-betaina, prolina, glutamato) que
reduzem o potencial osmotico pela diminuicdo de energia de 4gua livre (Jamaux et al.,
1997; Kavi Kishor et al., 2005; Taiz e Zeiger, 2013).

4.2.2 Sinalizacdo molecular na resposta ao déficit hidrico em plantas

Durante uma condicéo de estresse por déficit hidrico o metabolismo da planta
pode ativar genes cujos produtos estédo envolvidos na tolerancia a essa condicéo. Isso
proporciona aumento no tempo de vida para aguardar a chegada de condi¢cbes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento. Estudar os mecanismos moleculares
envolvidos na resposta a seca € fundamental para a compreensao de como as plantas
superam essa condicéo adversa (Hong e Kim, 2005).

Muitos genes que desempenham papel importante na tolerancia de plantas em
condicdes de estresse sdo ativados em resposta a fito-hormonios. O acido abscisico
(ABA), por exemplo, € um fito-horménio que se acumula durante o estresse osmatico
ocasionado pela seca. Esse composto proporciona o fechamento dos estdbmatos na
planta e evita a transpiracéo excessiva e a perda de agua. Em condicdes de estresse
por déficit hidrico o ABA pode desempenhar alteracdes fisiologicas e morfoldgicas

através da inducéo de fatores de transcricdo que se ligam a elementos cis a montante
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da regido promotora de genes envolvidos na tolerdncia a esse estresse. Dessa
maneira, o ABA regula a expressao de genes para condi¢cbes de déficit hidrico, pela
ativacao de expressao de proteinas bZIP (do inglés: Basic domain/leucine zipper) que
atuam sobre um elemento cis responsivo, denominado ABRE (do inglés: abscisic acid
- responsive element) (Uno et al. 2000; Kim et al. 2001). Fatores de transcricdo
associados a ABRE controlam a expressdo de genes de forma dependente do
acumulo de ABA (Figura 4). De maneira geral, os elementos cis atuam na regulacao
transcricional podendo auxiliar na ativacdo, supressao e superexpressao atraves da
interacdo DNA/proteina em regiées a montante dos promotores desses genes.

Sob condicdo de seca, a resposta de sinalizacdo da planta pode ocorrer através
de via dependente ou também independente de ABA (Hong e Kim, 2005). Entre os
genes induzidos em resposta a desidratacdo, por via independente de ABA, tem-se
os fatores de resposta ao etileno — ERF/AP2 (do inglés: ethylene responsive
factor/APETALA2) que se ligam em elementos responsivos ao etileno - ERE (do
inglés: ethylene responsive element). Um estudo revelou 175 genes putativos para
ERF/AP2 no genoma de Capsicum annuum, associando-os a fungdes no crescimento,
desenvolvimento e respostas a diferentes condi¢des estressoras nas plantas (Jin et
al., 2018). ERF/AP2 é uma superfamilia que apresenta duas subdivisdes, as familias
AP2 e ERF, na qual estéo incluidas as subfamilias ERF e DREB e as familias RAV e
Soloist. Esses fatores de transcricdo (AP2, ERF, RAV e Soloist) séo classificadas de
acordo com o numero de dominios APETALA2. Por exemplo, a familia AP2 apresenta
dois dominios AP2 enquanto a familia ERF possui apenas um unico dominio (Rao et
al., 2005).

DREBs (do inglés: dehydration-responsive element-binding) sdo importantes
fatores de transcricdo de plantas por regularem a expressao de genes associados a
condicOes de estresse por desidratacdo. Esses fatores de transcricdo podem ser
expressos de forma dependente de ABA, mas principalmente de maneira
independente e desempenham um papel fundamental na tolerancia de condi¢des de
estresse abidtico das plantas (Lata e Pasad, 2011). Proteinas DREBs interagem com
um elemento cis DRE (do inglés: dehydration responsive element) presente na regiao
promotora de varios genes responsaveis pelo controle de caracteres envolvidos na
osmoprotecao (Hussain et al.,, 2011). Os fatores de transcricio DREB contém um

dominio de ligacdo ao DNA altamente conservado de ERF/AP2 que pode ser
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observado em arroz, soja, milho, tomate e tabaco (Lata et al., 2011). Foram descritos
145 genes da superfamilia ERF/AP2 em Arabidopsis, dos quais 120 pertenciam a
familia ERF (com 65 na subfamilia ERF e 56 na subfamilia DREB), 17 pertenciam a
familia AP2, 6 a familia RAV e 1 gene a familia Soloist (Sakuma et al., 2002).

Em Arabidopsis thaliana, a proteina DREB1A atua na ativacéo de outros fatores
de transcricdo ERF/AP2 em resposta a condi¢cdes de seca (Kavar et al., 2008). A
superexpressao de fatores de transcricdo DREB, conferiu maior tolerancia em
tomateiros sob frio e seca (Hsieh et al., 2002a, Hsieh et al., 2002b), em trigo sob
condicBes de seca (Pellegrineschi et al., 2004) e em arroz sob seca e alta salinidade
(Oh et al., 2005). Em uma cultivar pungente de pimenta (Capsicum annuum), um gene
da subfamilia DREB codificador da proteina Ca-DREBLP1 que se assemelha as
proteinas do tipo DREB2 demonstrou rapida inducdo durante desidratacdo e sob
condicéo de alta salinidade (Hong e Kim, 2005). Esses estudos tém mostrado que a
expressdo de DREBs muitas vezes nao impede que as plantas apresentem murcha,
enrolamento das folhas e reducao da taxa fotossintética durante a desidratacdo, mas
proporcionam acumulo de acucares, prolina e outros osmoprotetores que melhoram a
recuperacao na reidratacdo pés condicao estressora.

A subfamilia DREB apresenta diversas proteinas, envolvidas na protecéo de
plantas contra condicbes de estresse abidticos. Enquanto DREB1 sinaliza
principalmente para via de transducéo de sinal sob condi¢cdes de estresse por frio,
DREB2 est& envolvida no controle da expresséo de genes que atuam sob condicdes
de estresse osmotico por desidratacdo (Liu et al.,, 1998). Estudos com plantas
transgénicas de Arabidopsis thaliana evidenciaram que a superexpressado de DREB1A
melhora a tolerancia em condi¢fes estressoras causadas tanto pelo frio quanto pela
seca. Enquanto a superexpressdo de DREB2A promove tolerancia a desidratacdo e
apenas uma leve tolerancia ao congelamento (Maruyama et al., 2009).

Além dos genes DREBS, fatores de transcricdo como MYC (Myelocytomatosis
Oncogene), MYB (Myeloblastosis Oncogene), NAC (NAM, ATAF, a CUC), também
estdo associados com as respostas a condi¢des estressoras (Lata e Prasad, 2011) e
podem desempenhar papeis importantes na alteracdo do metaboloma da planta como
mecanismo de defesa. Um esquema basico de resposta ao estresse envolvendo

esses genes pode ser observado na figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica da transdugdo do sinal por vias de sinalizacdo dependente e
independente do &acido abscisico (ABA) no metabolismo de plantas em condi¢Bes estressoras. Figura
adaptada: Lata e Prasad (2011).

4.2.3 Metabolitos de plantas em condi¢cfes de estresse

Normalmente as alteracdes ambientais sao transitérias e ap0s o término das
condi¢cbes estressoras as plantas podem se recuperar. Em resposta aos estresses
ambientais, as taxas de reacdes enzimaticas sdo impulsionadas, o que afeta toda a
rede metabdlica das plantas. Mesmo estresses de curto prazo podem afetar o
metabolismo e causar respostas duradouras no sistema metabdlico da planta
(Schwachtje et al., 2019).

No momento em que a planta percebe o estresse ocorre a transducgéo do sinal

e sdo ativados diversos genes, dando origem a muitas proteinas com atividade
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enzimatica que alteram toda a rede de metabdlitos (Lichtenthaler, 1998; Gong et al.,
2013). Estudos tém demonstrado que muitos desses metabdlitos ficam armazenados
em niveis mais elevados quando comparados as condi¢cdes anteriores ao estresse,
resultando em uma resposta de defesa mais rapida. Estes metabdlitos poderiam ser
utilizados tanto no mecanismo de sinalizagdo quanto como metabdlitos de defesa das
reacoes deletérias do estresse posterior (Schwachtje et al., 2019).

Mesmo em condi¢cdes normais, as espécies reativas de oxigénio (ROS) sao
formadas durante a fotossintese, na respiracdo celular e na fotorrespiracao.
CondicOes de estresse elevam a formacdo de ROS e compostos pré-oxidantes que
sdo nocivos para as células vegetais. A presenca de tais moléculas pode causar danos
oxidativos ao DNA, proteinas e lipideos, danificando a estrutura celular. Para
minimizar os danos, as plantas tém como sistema de defesa as enzimas antioxidantes
superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, entre
outras (Gong et al., 2013). Essas enzimas tem a capacidade de neutralizar esses
radicais e transforma-los em moléculas menos nocivas (Figura 5). Superdxido
dismutase, por exemplo, tem a propriedade de sequestrar o radical anidénico
superoxido e como produto de reacdo ocorre a formacéo de perdxido de hidrogénio e
oxigénio. Catalase e peroxidase sdo enzimas que atuam na dismutacdo do peréxido
de hidrogénio (Barbosa et al., 2011; Gong et al., 2013).

Adicionalmente, outros metabodlitos também podem dar suporte a célula
atuando na eliminacdo dessas espécies reativas, atenuando os danos oxidativos,
como no caso do acido ascorbico, glutationa, compostos fenolicos e carotenoides
(Gong et al., 2013). Acido ascoérbico e glutationa participam de um ciclo importante na
eliminagéo de perdxido de hidrogénio (H202), com participagdo das enzimas ascorbato
peroxidase e glutationa redutase. Carotenoides atuam como filtros de luz UV nos
cloroplastos, reduzindo a intensidade energética da luz evitando dados celulares.
Esses compostos tém seus niveis aumentados em presenca de alguns estressores
abidticos (Barbosa et al., 2011; Gong et al., 2013).
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Figura 5. Acdo das enzimas do sistema antioxidante em plantas. 1. Superéxido dismutase; 2.

Catalase 3. Ascorbato peroxidase; #* ascorbato; MPHA monodehidroascorbato.

O acumulo de compostos fendlicos foi investigado a partir da exposicao de
plantas de pimenta a radiacdo UV-B seguido por seca (Rodriguez-Calzada et al.,
2019). Os autores esperavam que o acumulo dessa classe de compostos induzisse
tolerancia das plantas ao déficit hidrico. Os resultados demonstraram que acido
clorogénico e apigenina-8-C-hexosideo tiveram seus niveis aumentados a partir da
aplicacéo de UV-B e foram observados maiores teores de luteolina-6-C-pentosideo-
8-C-hexoside com a adicional condicdo de estresse por seca. O aumento desses
compostos ndo induziu a tolerancia das plantas a seca, mas a aplicacdo de UV-B
propiciou a frutificagéo precoce, encurtando o ciclo das plantas de pimenta.

Outros compostos também podem ter atividade importante na manutencédo da
planta em condicBes de estresse. Glicose e sacarose sao metabdlitos bastante
estudados como compostos de sinalizacdo e desempenham importantes funcées em
situacdes de estresse osmotico. A frutose contribui para a defesa de tomateiros contra
0 patdgeno Botrytis cinerea (Lecompte et al., 2017). Glicose e frutose possuem vias
reguladoras independentes, mas evidéncias tem demonstrado que interacdes entre
essas moléculas sinalizam para condicbes de estresse das plantas, por alteracdes
nos niveis hormonais e inducdo de precocidade em mudas (Cho e Yoo, 2011). Outro
carboidrato que também apresenta propriedade osmoprotetora e atua na sinalizagédo
do estresse sdo os ciclitdis. O uso de mio-inositol exdgeno em pimentas (Capsicum
annuum) atenuou os efeitos deletérios do déficit hidrico. A aplicacdo desse composto
proporcionou a redugdo dos niveis de peréxido de hidrogénio, da atividade das
enzimas catalase e ascorbato peroxidase e do teor de prolina, quando comparado a
plantas em condi¢ao de estresse néo tratadas com mio-inositol (Yildizli et al., 2018).

Aminoacidos e seus derivados também s&do compostos envolvidos na

sinalizagdo e tolerancia ao estresse. Maiores teores de acido y-aminobutirico em
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tabaco reduziram a viruléncia de Agrobacterium tumefaciens no mecanismo de
comunicacao celular (sensor de quérum) desse microrganismo (Chevrot et al., 2006).
A prolina é utilizada como metabolito marcador de diferentes condi¢cdes de estresse
como equilibrio redox, osmoprotecdo, poder tampéo e sinalizacdo (Chevrot et al.,
2006; Liang et al., 2013). CondicOes de déficit hidrico por 7 e 14 dias foram avaliadas
com relacdo ao perfil de aminoacidos em folhas de pimentas (Florencio-Ortiz et al.,
2018). Os autores observaram um aumento significativo desses compostos, mas
principalmente de prolina e hidroxiprolina cujas concentra¢cdes dobraram quando em
condicdo de estresse. Varias funcdes sdo associadas a prolina tornando-a um
composto fundamental no ajuste osmotico e na resisténcia da planta de pimenta
contra condi¢des de desidratacao.

Alteracfes no teor de compostos em resposta a condicfes estressoras estdo
muitas vezes associadas com mudancas nas atividades das enzimas que participam
de sua rota biossintética. Por exemplo, em pimentas (Capsicum spp.) tem-se estudado
0 acumulo de capsaicinoides em resposta ao déficit hidrico (Ruiz-Lau et al., 2011,
Phimchan et al., 2012; Phimchan et al., 2014). Embora a enzima capsaicina sintase
seja a ultima da rota de biossintese e formadora da molécula de capsaicinoide, é a
enzima fenilalanina aménia liase que apresenta a mesma performance do acumulo de
capsaicinoides em resposta ao estresse (Phimchan et al., 2014). Isso demonstra que
a formacdo de um composto pode ser regulada em diferentes momentos da rota de
biossintese.

Da mesma maneira, as respostas da planta a uma condicdo de estresse em
relacdo ao acumulo de metabolitos podem variar em funcdo do genotipo. Em
pimentas, por exemplo, compostos capsaicinoides tendem a acumular em restricao
hidrica. Cultivares de alta pungéncia apresentaram menor flutuagdo nos teores de
capsaicinoides durante essa condicdo e ndo apresentaram acumulo sob seca,
diferentemente de genoétipos de média e baixa pungéncia, que tiveram o contetdo de
capsaicinoides aumentado (Phimchan et al., 2014). Embora a interagdo genotipo-
ambiente afete o acumulo de capsaicinoides em pimentas, o genétipo € o principal
fator contribuinte (Gurung et al., 2011).

Metabolitos podem atuar na defesa a condi¢cdes de estresse por combater
diretamente suas consequéncias deletérias, como na eliminacdo de moléculas toxicas

e reativas, como coadjuvantes de enzimas de defesa, na reducéo dos riscos de novos
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danos, ajuste osmdético na planta e contribuindo para o poder tampéo celular. Os
metabdlitos também podem ser importantes sinalizadores de condi¢des de estresse e
atuarem na ativacao de diversos genes importantes na defesa da planta (Schwachtje
et al., 2019).
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5 Material e Métodos

5.1 Selecéo dos gendtipos e condicdo de déficit hidrico

Para o desenvolvimento do experimento, foram obtidas sementes do Banco
Ativo de Germoplasma de Capsicum da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS
(Tabela 1). Foram selecionados trés gendtipos (gendtipos) de Capsicum baccatum
com niveis contrastantes de pungéncia: P232 (média pungéncia), P337 (baixa

pungéncia) e P323 (sem pungéncia).

Tabela 1. Descricdo de trés gendtipos de variedades locais de pimentas (Capsicum baccatum) do
Banco Ativo de Germoplasma de Capsicum da Embrapa Clima Temperado

A Cor do
L Nome a Posicéo Formato do a
Genotipo Procedéncia fruto Pungéncia
Popular do fruto fruto
maduro
Pimenta
Ri Vermelh Pican
pP232 dedo de IC.) de Pendente ermeiho Alongado |c,a .te
moca Janeiro, RJ escuro médio
suave
i Pican
P337 Pimenta  Pelotas, RS Pendente Vermelho Alongado [;(;?X;e
P323 P|menta_ Arroio do Pendente Vermelho Campanulada Doce
cambuci Padre, RS

Fonte: http://alelobag.cenargen.embrapa.br/AleloConsultas/Home/index.do

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, na sede da Embrapa
Clima Temperado, Rodovia BR-392, km 78, 9° Distrito, Monte Bonito, Pelotas-RS. As
sementes dos gendtipos de C. baccatum foram semeadas em bandejas de
poliestireno contendo substrato (Marca NutriJA). Apés o surgimento de dois pares de
folhas definitivas, as mudas foram transplantadas individualmente para vasos
plasticos de 10 litros contendo a mistura de solo e substrato (proporcéo 1:1). Dez
plantas de cada gendétipo foram cultivadas em dois anos, nas safras 2016/17 e
2017/18, sendo cinco plantas de cada gendtipo submetidas a restri¢cdo hidrica e cinco
plantas mantidas sob condicao ideal de fornecimento de agua (tratamento controle).

A restricdo hidrica foi aplicada quando os frutos apresentavam
desenvolvimento completo, mas ainda se encontravam no estadio imaturo. As plantas

em restricdo hidrica eram irrigadas manualmente com 500mL de agua em trés dias
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alternados na semana, por um periodo total de quatro semanas até os frutos atingirem
a maturacdo comercial. Nas plantas do tratamento controle a irrigagao era realizada
diariamente com 500mL de agua até os frutos atingirem a maturacdo comercial
(Figura 6).

Figura 6. Genotipos de pimentas (Capsicum baccatum) em duas condi¢cdes hidricas. a) Controle:
500mL de agua diariamente. b) Déficit hidrico: 500mL de dgua em trés dias alternados da semana.

5.2 Colheita e preparo amostral

A coleta dos frutos maduros (Figura 7) foi realizada no periodo da manha, nos
meses de abril e junho para os anos de cultivo de 2016/17 e 2017/18,
respectivamente. As plantas em restricdo hidrica ndo foram irrigadas no dia da coleta
das amostras. As condi¢Bes climaticas durante o periodo do tratamento podem ser
observadas na Tabela 2. Foram selecionados apenas os frutos que ndo apresentavam
lesBes. Dois frutos por planta, totalizando dez frutos por tratamento, foram pesados e

a cor da epiderme foi avaliada. Posteriormente, os frutos foram congelados a -18°C.
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Tabela 2. Dados climaticos da Estagdo Agroclimatolégica de Pelotas no periodo de aplicagao de
déficit hidrico nas plantas

Periodo de aplicacéo de déficit hidrico —

Periodo de aplicacéo de déficit hidrico —

Safra | Safra ll

Més Dia TMT AM2 UR® IS* RS® Més Dia TM! AM2 UR® [S* RS
3 260 95 895 3,0 263 9 20,3 4,7 938 0,0 96
4 23,1 2,7 953 0,0 162 10 21,7 7,4 90,0 1,7 135
5 223 74 840 26 218 11 19,8 6,0 853 6,7 252
6 220 111 883 79 371 12 154 8,6 853 10,0 326
7 226 11,2 81,3 11,5 540 13 139 144 86,5 9,0 301
8 250 10,1 84,0 8,7 421 14 148 148 87,3 58 225

9 233 7,7 848 00 157 15 172 84 91,3 0,0 91
10 21,3 8,2 815 74 398 16 128 84 80,3 9,1 300
11 206 16,0 73,3 10,0 480 17 125 124 84,8 6,0 227
12 191 83 770 6,1 352 o 18 140 52 915 0,9 110

13 18,2 11,4 793 11,4 522 b=y 19 136 42 865 04 98
14 189 155 78,8 11,3 515 <; 20 133 7,3 93,3 48 195
~ 15 23,4 14,7 823 85 426 'CE_U 21 13,3 8,5 84,0 84 227
S 16 19,7 7,0 908 0,6 169 22 129 9,7 76,0 9,2 290
S, 17 15,8 10,7 79,3 11,1 503 23 109 11,8 76,8 10,0 307
= 18 17,1 134 855 7,8 395 24 10,8 15,0 83,3 94 292
= 19 19,2 10,8 820 6,7 359 25 10,3 16,1 825 9,8 299
20 19,0 10,7 858 8,9 424 26 125 159 87,8 8,1 260
21 204 12,2 895 8,7 417 27 16,6 150 89,0 7,9 255
22 226 95 858 84 407 28 196 16,0 795 9,2 283
23 227 56 90,3 2,7 226 29 17,7 155 80,3 9,1 279
24 214 10,3 87,8 9,2 426 30 18,8 155 785 6,4 220

25 21,7 98 86,0 9,2 456 31 17,3 2,4 958 0,0 82

26 229 56 845 7,2 360 1 156 2,8 96,3 8,7 0
27 225 51 888 81 384 g 2 123 56 770 86 263
28 21,7 78 833 73 357 N 3 12,0 10,2 87,0 7,1 231
29 220 86 81,0 99 435 % 4 141 96 868 6,3 212

30 21,0 6,9 803 94 417 3 5 13,1 4,2 97,3 0,0 81
31 21,0 10,7 795 10,0 431 6 94 70 810 7,1 229
Valor médio 21,3 9,6 84,1 379 14,7 9,7 86,0 213
Maxima 33,4* 16,0 95,3 540 29,8 16,1 97,3 326
Minima 10,6 2,7 73,3 157 3,00 24 76,0 0
Total 213,6 179,7

I Temperatura média diaria (°C); 2 Amplitude (°C); ® Umidade relativa (%); 4 Insolacédo (horas e
décimos); 5 Radiacao solar (cal cm diat); * baseado nos valores individuais de temperatura maxima e
minima. Dados disponiveis online no site do Laboratério de Agrometeorologia Embrapa/UFPel:
http://agromet.cpact.embrapa.br/

Para as andlises molecular e de atividade enzimatica, os frutos coletados foram

particionados, acondicionados em frascos estéreis ainda na casa de vegetacao e

imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Posteriormente o material vegetal

foi transportado em caixas de isopor contendo nitrogénio liquido até o laboratério onde

foram macerados em moinho de bola (Marconi, MA350) com nitrogénio liquido e

acondicionados em ultra freezers a -80°C, até o momento da analise.
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Figura 7. Pimentas (Capsicum baccatum) pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, RS. Foto: Henrique Padilha.

As andlises de caracterizacao do estadio de maturacdo dos frutos (massa, cor,
pH, acidez e solidos soluveis) e de sua condicdo fisiolégica por indicadores de
estresse (potencial osmético, prolina e glicina-betaina) foram realizadas nos frutos in
natura. As analises dos marcadores de estresse também foram realizadas nas folhas.

Para as andlises de fitoquimicos e de atividade antioxidante os frutos foram
liofilizados (Liobras, L101) e macerados em moinho de bola (Marconi, MA350) com
auxilio de nitrogénio liquido. As analises metabdlicas, bioquimicas e moleculares em
folhas e frutos de pimenta foram realizadas na Universidade Federal de Pelotas junto
ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Departamento de Botanica

(area de fisiologia vegetal) e Centro de Genbémica e Fitomelhoramento.

5.3 Parametros de maturacéo e rendimento dos frutos

A caracterizagao dos frutos controle e daqueles sob condicdo de estresse
ocasionado por déficit hidrico foi determinada a partir das avaliacdes de massa, cor
da epiderme, potencial hidrogenidnico (pH), acidez total e teor de sdlidos soluveis. A
massa media foi determinada a partir do peso meédio de dez frutos utilizando balanca
de precisdo (Shimadzu, ATY224). Os resultados foram expressos em gramas. A
coloragao dos frutos foi determinada utilizando colorimetro (Minolta Chromometer, CR
300) no padréao CIE-L*a*b*. Valores L* representam luminosidade; a* definem a escala
verde/vermelho e b* a escala amarelo/azul. Para a medida de cor trés leituras foram
realizadas na epiderme de dez frutos. O angulo Hue (°Hue) foi calculado usando a
formula °Hue = tan! (b*/a*). Para as andlises de pH e acidez total, 2g de amostra
fresca de pimentas maceradas em moinho de bolas (Marconi, MA 350) foram
adicionadas de 40mL de agua ultra-pura e homogeneizadas. O pH foi determinado

utilizando pHmetro digital (Kasvi, Benchtop pH meter). Subsequentemente, as
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amostras foram tituladas com NaOH 0,1mol/L até pH 8,1. Os resultados de acidez
total foram expressos em mg equivalente de acido citrico 100g™* em base Umida
(Instituto Adolfo Lutz, 2008). Para a medida do teor de sdlidos soluveis, utilizou-se
refratdmetro digital (Atago, PR-32a) com limites de 0 a 32% e os resultados foram

expressos em °Brix.

5.4 Analises moleculares

Foi feita a caracterizacdo do perfil transcricional dos genes Acyl-transferase
(PUN1), Dehydration-responsive element-binding protein 1A-like (DREB1A) e
Ethylene-responsive transcription factor 5-like (ERF5). Como genes normalizadores
foram utilizados Actin-7-like (ACT), E3 ubiquitin-protein ligase (UBQ), Glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

5.4.1 Extrac&o do Acido Ribonucleico total

As extracfes de RNA (&cido ribonucleico; do inglés: ribonucleic acid) foram
realizadas em duplicata bioldgica, nos frutos dos genétipos dos tratamentos controle
e déficit hidrico nos dois anos de cultivo pelo método proposto por Zeng e Yang (2002).
Cada replicata bioldgica foi representada por um pool de frutos de cinco plantas (2
frutos por planta), totalizando dez frutos. Aproximadamente 100mg de cada amostra
previamente macerada foram transferidos para tubos de centrifuga de 2mL e
adicionados de 750uL de tampédo de extracdo (brometo de cetiltrimetilamonio,
polivinilpirrolidona, TRIS-HCL 1M [pH 8,0], acido etilenodiaminotetracético 0,5M [pH
8,0], cloreto de sddio 5M e (-mercaptoetanol) pré-aquecido (65°C/10 minutos). A
mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada por 10 minutos a 65°C em
termomisturador (Eppendorf, Thermomixer comfort). Apds, 750uL de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1) foram adicionados, as amostras foram homogeneizadas e
imediatamente centrifugadas a 8000xg durante 15 minutos a 4°C (Eppendorf, 5810R).

O sobrenadante coletado foi transferido para um tubo de 2mL ao qual foi
novamente adicionado 750uL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), homogeneizado
e centrifugado nas mesmas condi¢des. Posteriormente o sobrenadante foi transferido
para tubos de 1,5mL e adicionado de 0,6 volumes de isopropanol gelado (4°C) e 0,1
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volumes de acetato de sodio 3M pH 5,5. As amostras foram homogeneizadas por
inversao e armazenadas a -80°C por 25 minutos e em seguida centrifugadas a 12500
x g durante 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacéo, todo o liquido foi descartado e o
pellet foi solubilizado em 50pL de agua (Invitrogen™) e adicionou-se 0,25 volumes de
solucéo de cloreto de litio 10 M, o qual permaneceu em overnight a 4°C.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 12500 x g por 60 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado por 3 vezes com 500uL de
etanol 75% gelado (4°C). O RNA precipitado permaneceu em temperatura ambiente
por aproximadamente 15 minutos e posteriormente foi ressuspendido em 30uL de
agua (Invitrogen™) e armazenado a -80°C. A concentracdo e pureza do RNA total
extraido foram mensuradas através de espectrofotébmetro UV-Vis Nanovue (NanoVue
Plus, GE Healthcare Life Sciences) pela analise da razdo das absorbancias nos
comprimentos de onde 260nm/280nm e 260nm/230nm e a integridade pela
eletroforese em gel de agarose 1%.

Para degradacdo de DNA (4cido desoxirribonucleico; do inglés:
deoxyribonucleic acid) contaminante, as amostras foram tratadas com DNase |
(Invitrogen™). Em tubo de 200uL, livre de RNases, contendo 2uL de DNase | e 2uL
de tamp&o 10X [200mM Tris-HCI (pH 8,4), 20mM MgCl2, 500mM KCI], adicionou-se o
volume previamente calculado de RNA total para concentracdo de 1 pg e a reacéo foi
completada para um volume total de 10pL com H20. As amostras foram transferidas
para termociclador (Mj Research, PTC-100) a 25°C por 15 minutos. Posteriormente,
para inativacdo da DNase | adicionou-se 1,5uL de EDTA [25mM; pH 8,0],
submetendo-se a 65°C por 10 minutos em termociclador. Para confirmacdo da
eliminacdo do DNA contaminante, uma reacdo de PCR foi conduzida em
termociclador ABI PRISM 7500 Fast (Applied Biosystems®), utilizando iniciadores
correspondentes ao gene constitutivo GAPDH. Apenas as amostras que nao
apresentaram amplificacdo foram utilizadas para sintese de DNA complementar
(cDNA).

5.4.2 Sintese do DNA complementar

Para a sintese do cDNA, o RNA total de cada genétipo, anteriormente digerido

com DNase |, foi transcrito reversamente utilizando o kit SuperScript™|Il First-Strand
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System for RT-PCR (Invitrogen™), de acordo com as indicacdes do fabricante.
Adicionou-se 1uL de Oligo dT (50uM) e 1uL de dNTP Mix (10mM) e a reagéo foi
acondicionada em termociclador a 65°C por 5 minutos, seguido de 1 minuto a 0°C. Em
seguida, adicionou-se 2uL de RT Buffer 10x, 4uL de MgClz (25mM), 2uL de DTT [(1,4-
Dithiothreitol) (0,1M)], 0,5uL de RNAse OUT™ (40U uL) e 0,5uL de SuperScript™ IlI
(200U pLt), e as amostras foram transferidas para o termociclador a 50°C por 50
minutos, seguido de mais 5 minutos a 85°C. Por fim, adicionou-se 0,5uL de RNAse H
(2U uL?t) e a reagdo permaneceu por 20 minutos a 37°C no termociclador,
completando a reacdo de sintese de cDNA. A qualidade dos cDNAs foi avaliada
através uma reacdo de PCR em termociclador ABI PRISM 7500 Fast (Applied

Biosystems®) utilizando iniciadores correspondentes ao gene constitutivo da GAPDH.

5.4.3 Desenho de iniciadores para expressao génica

O desenho dos iniciadores (ou primers; do inglés) para andlise de RT-qgPCR
(do inglés: reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction) foi realizado
através do programa online Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) conforme os seguintes parametros: formagéo de um
amplicon de tamanho entre 50 e 150 pb, conteudo de CG entre 40% e 60% e
temperatura de anelamento variando entre 60 e 65°C, de acordo com as
recomendacdes da Applied Biosystems®.

Os iniciadores foram desenhados para trés grupos de genes: normalizadores
Ou constitutivos; responsivos a estresse; e, de biossintese de capsaicinoides (Tabela
3). Os genes utilizados para o desenho dos iniciadores foram baseados no genoma
de C. annuum a partir de sequéncias depositadas nas bases de dados online National
Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Sol
Genomics Network (SGN, https://solgenomics.net/). Para normalizacdo dos dados
foram selecionados trés genes constitutivos que codificam as proteinas actina,
ubquitina ligase e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, conforme proposto por Wan
et al. (2011).
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- ) o . . Amplicon Identificacdo do
Descricéo do gene Senso (5’ - 3’) Anti-senso (3’ - 5%) (pb) gene*
Actin-7-like (ACT) TGCTGATCGTATGAGCAAGG TGCTAAGTGATGCGAGGATG 125 CAL2908730%
LOC107850541°
E3 ubiquitin-protein ligase CA10918620%;
(UBQ) CCTGAGCTTGCTCTTCAACC AGCCATTTGCTAATGCATCC 128 LOC107843749b
Glyceraldehyde 3-phosphate CA10g00750%;
dehydrogenase (GAPDH) CCCATGGAGTTTTCAGAGGA TATCTGCAGGGTCCCTTTTG 102 LOC107845282b
Acyl-transferase/ Capsaicin CA02919260%;
synthase (PUN1) AATGTGCAACAAAGGCATCA AGATTTCCAATGGCATTTCG 109 LOC107859694b
Dehydration-responsive CA03016520%
element-binding protein 1A-like AGGCAAATGGGTTTGTGAAG CCACGTCATGAGCTCTAGCA 101 g b
LOC107863343
(DREB1A)
Ethylene-responsive )
L . CA03g13530%;
transcription factor 5-like CACTCGGGTTTGGTTAGGAA CACTCGGGTTTGGTTAGGAA 76 LOC107851226b

(ERF5)

* codigo para acessar a sequéncia online (2 SGN, https://solgenomics.net/; ® NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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5.4.4 Validacdo dos iniciadores para analise de expressao génica

Para a validacao dos iniciadores dos genes alvos ou constitutivos, a curva de
dissociacao e a reta de eficiéncia de amplificacéo foi gerada a partir de um mix de
cDNAs contendo todas as amostras, que foi diluido em cinco concentragfes (1:1; 1:5;
1:25; 1:125; 1:625). A verificacdo da especificidade dos iniciadores foi feita a partir da
analise das curvas de dissociacdo. Foram utilizados apenas aqueles iniciadores que
apresentaram pico Unico na curva de dissociacao. A eficiéncia foi calculada através
de um gréfico de regresséo linear do valor Ct (ciclo limiar, do inglés: threshold cycle)
em comparacao ao log das diluicdes de cDNA, apresentando o valor de slope. O slope
€ ainclinacéo da curva padréo gerada pelos dados [log da concentracdo das amostras
x Ct]. O valor de Ct é dado quando a curva de amplificacao (reacéo vrs fluorescéncia)
atinge um angulo de 45° entre as coordenadas x e y, estabelecendo o limiar. Esse
limiar € importante tanto para a avaliar eficiéncia dos iniciadores, quanto na
guantificacdo da diferenca de transcritos entre as amostras. Para avaliar a eficiéncia
dos iniciadores na RT-gPCR utilizou-se a férmula eficiéncia (E) = 10(/slope), Foram
utilizados iniciadores cujos valores de eficiéncia estavam proximos a 100% (£10%).
Adicionalmente, o valor de R? (coeficiente de determinacéo) foi utilizado para avaliar
numericamente a variacdo do sinal analitico (y) explicado pelo aumento do nimero de

ciclos (x).

5.4.5 Anélise de RT-gPCR para quantificacao relativa de transcritos

A andlise de RT-gPCR foi realizada de acordo com o manual MIQE (Bustin et
al. 2009). Para quantificacdo em tempo real foi utilizado 3pL de solucéo preparada de
SYBR™ Green | nucleic acid gel stain (10.000x in DMSO, invitrogen®), 2uL de tampao
(10x pcr Rxn buffer), 1,5uL MgCl2 (50mM), 1uL de cDNA (diluido 1:5, selecionada com
base nos resultados das analises de validagéo), 0,5uL de cada iniciador (10uM),
0,25uL de ROX reference Dye, 0,2uL de dNTP (10uM), 0,05uL de Platinum taqg DNA
polymerase (5u/uL) e 11uL agua ultra-pura (invitrogen™) para completar o volume
final de reacao de 20uL. As amostras foram acondicionadas em placas (96 well optic
plates - Applied Biosystems®) e cobertas com adesivo 6ptico (Optic Adhesives —
Applied Biosystems®). As reacGes foram realizadas em termociclador ABlI PRISM
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7500 Fast (Applied Biosystems®). Foram utilizadas duas repeticdes biolégicas e trés
repeticdes técnicas.

As condicbes de ciclagem utilizadas para amplificacdo foram: desnaturacao
inicial (95°C, durante 10 minutos); 40 ciclos (desnaturacdo 95°C, durante 15
segundos; anelamento, que variou conforme o primer de 60°C a 62°C, durante 1
minuto; extensdo 72°C, durante 1 minuto), ocorrendo a leitura da fluorescéncia neste
altimo passo. A quantificacao relativa de cada gene foi feita utilizando o método do Ct
comparativo, de acordo com o método AACt (Livak e Schmittgen, 2001), tendo os
dados de expresséao do gene alvo normalizados em relagéo a expressao de gene de
referéncia (normalizadores/constitutivos).

Para normalizacdo foram testados trés genes ACT, UBQ e GAPDH. Os dados
de expressao dos genes normalizadores foram submetidos a andlise de estabilidade
no software DataAssist™ v3.0 Software (Applied biosystems) verificando que o0s
valores de score estavam abaixo de 1,0. O tratamento controle de cada gendtipo foi

utilizado como amostra calibradora.

5.4.6 Identificacdo de elementos regulatérios de acao cis

Os elementos regulatorios de acéo cis foram identificados no promotor predito
de mil pares de bases a montante do codon de iniciacdo ATG dos genes PUNL1,
DREB1A e ERF5. Os promotores preditos foram identificados a partir da base de
dados National Center for Biotechnology Information (NCBI), disponivel online:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e a constituicdo de elementos regulatérios de acdo cis
foi identificada na plataforma New Place, disponivel online:

https://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/?action=newplace.
5.5 Determinagédo de marcadores de estresse nas folhas e frutos de pimenta
5.5.1 Teor de glicina-betaina

O teor de glicina-betaina foi determinado por método proposto por Grieve e

Grantthan (1983), com adaptac¢oes. Cinquenta miligramas de amostra fresca (folha ou
fruto) foram adicionados de 2mL de agua deionizada e os extratos foram mantidos
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sob agitacao por 24 horas a 25°C. Os extratos foram filtrados e armazenados a -20°C
por 24 horas. Apos descongelamento total, 250uL do filtrado foi misturado com 250pL
de &cido sulfurico (2 N), permanecendo por 1 hora em agua gelada (aproximadamente
4°C). Posteriormente, foram acrescentados 200uL de lugol e a mistura foi
acondicionada a 4°C por 16 horas. Os extratos foram centrifugados a 12.000 x g por
15 minutos a 0°C, o sobrenadante foi coletado e homogeneizado com 900uL de 1,2-
dicloroetano. Apds 2 horas e 30 minutos, com agitacdo em vortex a cada 30 minutos.
A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 365nm. A curva padrao foi preparada com na faixa de 50-200ug mL™ e o resultados
expresso em pg de glicina-betaina g* em base Umida.

5.5.2 Teor de prolina

Para a determinacao do teor de prolina nas folhas e frutos de pimenta, foram
pesados 200mg de amostra fresca, e 2mL de &cido sulfosalicilico (3%) foram
adicionados. As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos em vortex e
centrifugadas a 13.000 x g por 10 minutos a 25°C. Um mililitro do sobrenadante
coletado foi transferido para tubos de ensaio com tampa e adicionados de 2mL de
acido de ninhidrina, 2mL de &cido acético glacial e 2mL de &gua destilada. As
amostras permaneceram em banho-maria a 100°C por 1 hora, e em seguida,
transferidas para banho de gelo. Apés esse procedimento, foram adicionados 4mL de
tolueno e homogeneizou-se em vortex por 10 segundos e a fase superior foi coletada.
Realizou-se leitura em espectrofotometro (Jenway, 6705) em comprimento de onda
de 520nm (Bates et al., 1973). Para a quantificacdo, uma curva padréo foi preparada
com prolina na faixa de 0,02-0,1mmol mL. Os resultados foram expressos em mmol

prolina g base Umida.

5.5.3 Potencial osmético

O potencial osmatico foi determinado com auxilio de osmdmetro de presséao de
vapor (VAPRO, 5600) conforme especificagcbes do fabricante. Aproximadamente
500mg de frutos ou folhas de pimenta frescos, foram macerados em tubos do tipo
falcon (15mL) com auxilio de bastédo de vidro para extragdo da seiva. Posteriormente
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as amostras foram centrifugadas (Eppendorf, 5430) a 3000 x g, a 4°C durante 2
minutos e o sobrenadante (600uL) foi coletado e transferido para microtubos de
centrifuga para ser novamente centrifugado (11000 x g por 30 segundos a 4°C)
retirando todo o residual sélido. Uma aliquota de 10uL foi utilizada para realizagdo das
leituras em osmometro, totalizando quatro repeticdes por amostra. Na conversao dos
valores de mmol kg* em potencial osmético (Ws), utilizou-se a equagéo de Van't Hoff

em que Ws = -C x 2,58 x 103, onde C é o valor de osmolalidade.

5.6 Avaliacao da atividade de enzimas do sistema antioxidante e quantificacao
de metabdlitos indicadores de estresse oxidativo em frutos de pimenta

5.6.1 Determinacdo do teor de proteinas totais

A quantificac@o de proteinas nos extratos de pimenta foi realizada conforme
metodologia descrita por Bradford (1976). As leituras de absorbancia foram efetuadas
em espectrofotdbmetro a 595nm e comparadas com a curva padrédo de albumina de
soro bovino (20-100 mg mL™), sendo o teor proteico da amostra expresso em ug
proteina mg?! em base Umida. O teor proteico foi utilizado exclusivamente para

quantificacdo da atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX).

5.6.2 Atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e ascorbato

peroxidase

Para extracdo das enzimas, 200mg de amostras frescas foram
homogeneizadas com 2mL de tampao fosfato de potassio 100mM (pH 7,5), contendo
acido etileno diamino tetracético 1mM, ditiotreitol 3mMM e 4% (m/v)
polivinilpolipirrolidona segundo proposto por Azevedo et al. (1998). Posteriormente, a
mistura foi centrifugada a 12.100 x g por 30 minutos a 4°C em centrifuga (Eppendorf,
5430) e o sobrenadante coletado foi utilizado para determinar a atividade das enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX). A
atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a fotorreducéo do
azul de dinitrotetrazélio. O meio de reacado foi formado por 1.000uL de fosfato de
potassio 100mM (pH 7.8), 400uL de metionina 70mM, 20uL de EDTA 10uM, 310uL
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de agua, 150puL de NBT 1mM, 100uL de extrato e 20uL de riboflavina 0,2mM e
procedeu-se leitura em espectrofotbmetro a 560nm (Giannopolitis e Ries, 1977). A
atividade da CAT foi determinada por espectrofotometria através da degradacéo do
perdxido de hidrogénio (H202) a 240nm por 3 minutos como descrito por Kraus et al.
(1995) com modificacdes propostas por Azevedo et al. (1998). O meio de reacédo de
CAT consistiu de 1.000uL de fosfato de potdssio 200mM (pH 7.0), 800uL de agua,
100pL de H202 250mM e 100uL de extrato. A atividade da APX foi determinada
segundo método proposto por Nakano e Asada (1981), por meio da avaliacdo da taxa
de oxidacdo do acido ascoérbico a 290nm. O meio de reacdo para determinacdo de
APX foi composto por 1.000uL de fosfato de potassio 200mM (pH 7.0), 700uL de agua,
100pL de acido ascorbico 10mM, 100uL de perdxido de hidrogénio 2mM e 100uL de
extrato. Para todas as andlises as medidas das absorbancias foram avaliadas em
espectrofotdmetro (Jenway, 6705). Os resultados foram expressos em pmol min-t mg-

! proteina em base Umida.

5.6.3 Peroxidacéo lipidica e contetudo de peréxido de hidrogénio

A peroxidacdo de lipidios foi avaliada através da determinacdo do teor de
metabolitos reativos ao acido 2-tiobarbiturico, principalmente o malondialdeido (MDA),
segundo proposto por Cakmak e Host (1991). Para extracdo, 200mg de frutos foram
macerados em 1,5mL de uma solugéo de acido tricloroacético a 0,1%. A quantificacdo
do teor de MDA nas amostras foi feita em espectrofotdmetro (Jenway, 6705) nos
comprimentos de onda 535nm e 600nm. Os resultados de peroxidacao lipidica foram
expressos em nmol MDA g em base Umida.

A determinacao do teor de peroxido de hidrogénio (H202) seguiu a metodologia
proposta por Velikova et al. (2000). A partir do mesmo extrato preparado para a
peroxidacao lipidica, a reacdo ocorreu em meio de tampao fosfato de potassio 10mM
(pH 7,0) e iodeto de potédssio 1M. A determinacdo de H20: foi feita em
espectrofotometro (Jenway, 6705) no comprimento de onda 390nm e os valores foram
expressos em pmol H202 g! em base Umida. Para a curva de calibragdo uma
concentracdo de peréxido de hidrogénio de 2mM foi preparada e entdo utilizou-se

aliquotas com diluicées de 0-100uL mL™.
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5.7 Atividade antioxidante e teor de metabdlitos totais dos frutos

5.7.1 Potencial antioxidante

O potencial antioxidante dos frutos de pimenta foi determinado pelo método de
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (Brand-Williams, Cuvelier e
Berset, 1995) e do radical ABTS (2,2'-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(Rufino et al., 2007).

Para reacéao frente ao radical DPPH, 100uL do extrato, 0 mesmo usado para
avaliagcdo de compostos fendlicos (descrito no item 5.7.3), foi adicionado a 3,9mL de
solucdo de DPPH em metanol (100mM). Apds a homogeneizacao, os frascos foram
mantidos no escuro por 24 horas para reacdo. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Jenway, 6700) no comprimento de onda de 517nm. Os resultados
foram expressos em percentual de inibigéo (%).

Para reacao frente ao radical ABTS, 100uL do extrato, 0 mesmo usado para
avaliacdo de compostos fendlicos, foi adicionado a 3,9mL de solucdo de ABTS. A
absorbancia foi medida a 734nm em espectrofotbmetro apos seis minutos de reacéo
(Jenway, 6700). Os resultados foram expressos em percentual de inibicéo (%).

5.7.2 Carotenoides totais

O teor de carotenoides totais foi analisado usando o método modificado da
AOAC (2007). Cem miligramas de amostra liofilizada (Liobras, L101) e macerada em
moinho de bola (Marconi, MA 350) foram homogeneizadas com 15mL de solvente
extrator (hexano:etanol:acetona:tolueno, 10:6:7:7). Posteriormente, adicionou-se 1mL
de hidroxido de potassio 10% (m/v) em metanol, e as amostras foram
homogeneizadas em vortex (Phoenix, AP - 56) por um minuto e submetidas a
aguecimento em banho-maria (Nova ética, 500/1D) a 56°C por 20 minutos. Apos
removidas do banho, as amostras permaneceram a temperatura ambiente por 1 hora
em auséncia de luz. Posteriormente, adicionou-se 15mL de éter de petrdleo e 19mL
de solucao de sulfato de sédio 10% (m/v) em agua. Os frascos foram homogeneizados
e mantidos no escuro por mais 1 hora. Uma aliquota do sobrenadante foi avaliada em

espectrofotometro (Jenway, 6700) em comprimento de onda de 450nm. Os resultados
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foram expressos em mg equivalente de R-caroteno 100g? em base seca, baseados
em curva de calibragdo na faixa de 0,78-12,5ug mL™.

5.7.3 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método baseado na
reacdo com o reagente Folin-Ciocalteau proposto por Swain e Hillis (1959). Para
extracdo, 250mg de amostra liofilizada (Liobras, L101) e macerada em moinho de bola
(Marconi, MA 350) foi homogeneizada com 20mL de metanol por uma hora e
posteriormente centrifugada por 20 minutos a 2.000 x g em centrifuga (Sorvall, RC5C)
refrigerada a 4°C. Uma aliquota de 250uL do sobrenadante foi misturada com 4mL de
agua ultra-pura e 250uL do reagente Folin Ciocalteau 0,25N. A mistura foi
homogeneizada em vortex (Phoenix, AP-56) e apds 3 minutos foram adicionados
500uL de carbonato de sodio 1mol/L. As amostras permaneceram por duas horas a
temperatura ambiente em auséncia de luz e a leitura da absorbéancia foi realizada em
espectrofotdmetro (Jenway, 6700) no comprimento de onda de 725nm. Os resultados
foram expressos em mg equivalente de acido galico 100g* em base seca, calculados
a partir de curva de calibragéo utilizando o padrao de acido galico (0-250ug mL™).

5.8 Metabdlitos individuais

5.8.1 Teor de acido ascoérbico total

O teor de acido ascorbico nos frutos de pimenta foi quantificado de acordo com
metodologia proposta por Vinci et al. (1995), com modificagbes. Foram pesados 50
mg de amostra liofilizada e adicionados 5mL de acido metafosférico (4% m/v) em agua
ultrapura. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 1 minuto e centrifugadas
a 11.000 x g a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro seringa de
nylon (0,22um) e transferidos para vials para posterior analise no sistema LC-ESI-
QTOF-MS.

A separacao dos acidos ascorbico e dehidroascorbico foi realizada na coluna
Hyperclone ODS C18 (Phenomenex, CA, EUA) utilizando como fases méveis, agua
ultrapura (eluente A) e metanol (eluente B), acidificadas com 0,085% de acido formico
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(v/v). O gradiente de elui¢do iniciou com 30% B e permaneceu nessa condi¢do até os
7 minutos passou para 100% B, no qual manteve-se até aos 8 minutos, aos 10 minutos
foi para 30% B até aos 18 minutos. O fluxo foi de 0,2mL min™ e a temperatura da
coluna foi mantida a 30°C. O espectrémetro de massas foi operado no modo negativo.
Os ions monitorados foram: acido ascoérbico ([M-H]" m/z 175,0248) e acido
dehidroascorbico ([M-H] m/z 173,0092). Para a quantificacdo do acido ascorbico e
dehidroascorbico foram preparadas as curvas de calibracdo com padrdo externo de
acido ascorbico na faixa de (2,5-60ng mL™1). Os resultados foram expressos em ug g-
L de fruto em massa seca. Para obtenc¢édo do valor de acido ascérbico total, os teores
de &cido ascorbico e dehidroascoérbico foram somados.

5.8.2 Teor de acido abscisico e derivados

Para determinacdo do teor de &cido abscisico e derivados nas pimentas,
100mg de amostras foram misturadas com 1mL de metanol grau HPLC 80% em agua
ultrapura (v/v). A mistura foi homogeneizada em vortex por 10 segundos, centrifugada
(14.000 x g a 4°C por 5 minutos) e o sobrenadante foi coletado. A extrag&o foi repetida
e 0s sobrenadantes foram misturados. O extrato foi filtrado em filtro de seringa de
nylon (0,22um) transferidos para vials para posterior analise por LC-ESI-QTOF-MS.

A separacao e identificacéo foi realizada de acordo com Perin et al. (2018).
Para isso, dez microlitros dos extratos de pimenta foram injetados em cromatégrafo a
liquido ultra-rapido (Prominence, Shimadzu, Jap&o) acoplado a espectrdmetro de
massas de alta resolucdo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Impact HD, Bruker
Daltonics, Alemanha). A separacdo cromatografica foi realizada em coluna
Hyperclone ODS C18 (Phenomenex, CA, EUA). As fases mdveis, agua ultrapura
(eluente A) e acetonitrila (eluente B), foram acidificadas com 0,1% de acido formico
(v/v). O gradiente de eluig&o iniciou com 20% B, aos 2 minutos aumentou para 30%
B, aos 6 minutos para 38% B, aos 8 minutos para 50% B, aos 10 minutos 70% B, aos
12 minutos retornou a 20% B no qual manteve-se até aos 15 minutos. A taxa de fluxo
foi de 0,2mL min~! e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C. O espectrometro de
massas foi operado no modo negativo. Os ions monitorados foram: acido abscisico
(IM-H] m/z 263,1277), éster glicosilado de acido abscisico ([M-H] m/z 425,1806),
acido faseico ([M-H] m/z 279,1232) e acido dihidrofaseico ([M-H] m/z 281,1289). Para
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a quantificacdo do &cido abscisico e derivados foram preparadas as curvas de
calibracdo com padrédo externo de acido abscisico na faixa de (0,5-12ng mL?). Os

resultados foram expressos em ug g* de fruto em massa seca.

5.8.3 Compostos fendlicos e capsaicinoides

A extracdo dos compostos fendlicos e capsaicinoides foi realizada com 100mg
da amostra de pimenta liofilizada e 1.990uL da solugéo extratora (75% metanol grau
HPLC em &gua ultra-pura com 0,1% de acido féormico) e 10uL de reserpina (200ug
mL-1 em metanol) como padréo interno. A mistura foi homogeneizada em vortex por
10 segundos e sonicada a uma frequéncia de 40kHz em banho de ultrassom (Quimis,
Brasil) por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se por 10
minutos a 11.000 x g a 4°C (Eppendorf, 5430). O sobrenadante foi filtrado em filtro
seringa de nylon com poro de 0,22um, transferidos para vials e imediatamente
injetadas no sistema LC-ESI-QTOF-MS (De Vos et al., 2007).

A separacao cromatografica dos compostos fendlicos e capsaicinoides, foi
realizada em coluna Luna C18 (250mm x 4,6mm) (Phenomenex, CA, EUA). As fases
moveis para o gradiente de eluicdo continham &agua ultrapura acidificada com 0,1%
de acido formico v/v (eluente A) e acetonitrila acidificada com 0,1% de acido férmico
v/v (eluente B). O gradiente utilizado iniciou com 5% B, passou a 90% B aos 15
minutos, foi mantido em 90% por trés minutos e retornou a condicéo inicial de 5% B
aos 20 minutos de corrida permanecendo nessa condi¢cao por mais 6 minutos. O fluxo
foi de 0,2mL min! e a temperatura da coluna foi mantida a 40°C. O espectrdmetro de
massas foi operado no modo negativo e positivo para analise de compostos fendlicos
e capsaicinoides, respectivamente. Os ions monitorados foram: capsaicina ([M+H]*
m/z 306,2064), dihidrocapsaicina ([M+H]* m/z 308,2220), homocapsaicina ((M+H]*m/z
320,2220), homodihidrocapsaicina ([M+H]* m/z 322,2377), nornordihidrocapsaicina
(IM+H]* m/z 280,1907) e nordihidrocapsaicina ou nonivanida ([M+H]* m/z 294,2064),
no modo positivo e acido vanilico ([M-H]" m/z 167,0350), acido galico ([M-H] m/z
169,0142), &cido siringico ([M-H]" m/z 197,0455), acido clorogénico ([M-H]" m/z
353,0878) e rutina ([M-H] m/z 609,1461), no modo negativo. Os capsaicinoides foram
quantificados a partir de curva de calibragdo de capsaicina na faixa de (12,5-300ug
mL-1). Rutina (39-5000ng mL™1), &cido clorogénico (39-5000ng mL™1), acido galico (39-



52

5000ng mL?), acido siringico (160-5000ng mL) e acido vanilico (160-5000ng mL™)
foram quantificados a partir de curva de calibracdo com padréo correspondente ao
composto fendlico determinado. Todos os pontos das curvas foram preparados a partir
de uma solucao estoque e injetados com pontos equidistantes. Os resultados foram

expressos em pg g de fruto em massa seca.

5.8.4 Teor de aminoacidos e aclucares

5.8.4.1 Extracéo e derivatizagdo do extrato

A extracdo para avaliacdo do perfil de aminoacidos e acucares seguiu o método
utilizado por Aranha et al. (2017). Foram pesados 30mg de amostras de pimenta
liofilizadas em microtubos de 2mL e adicionados 1.400uL de metanol grau HPLC
resfriado a -20°C. As amostras foram homogeneizadas em vértex por 10 segundos e
agitadas em termomisturador (Eppendorf, termomixer 5436) a 70°C e 900rpm por 10
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 11.000 x g por 10 minutos a
15°C e o sobrenadante foi coletado para tubos falcon de 15mL e adicionado de
1.500uL de agua ultrapura a 4°C. 750uL de cloroférmio grau HPLC a -20°C, 10uL de
adonitol (0,2mg mL " em agua) e 60uL de alanina deuterada (2mg mL* em agua).
Apds homogeneizadas em vortex por 10 segundos, as amostras foram centrifugadas
a 2.200 x g por 15 minutos. Apés centrifugacdo, obteve-se duas fracoes, fracdo
superior (metanol e agua) e fracéo inferior (cloroférmio).

A fragéo superior foi coletada e transferiu-se 150uL para microtubos de 1,5mL
secando-a por arraste aplicando-se nitrogénio gasoso. Apds totalmente secas
adicionou-se 40uL de reagente de metoxiaminagao (cloridrato de metoxiamina a 20mg
mL1 em piridina) e agitou-se por 2 horas a 37°C em termomisturador. Em seguida,
adicionou-se 70uL de MSTFA [N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida] e agitou-se
durante 30 minutos a 37°C. A reacéo foi transferida para vials com inserts de vidro de

250pL e injetadas imediatamente no GC-MS.
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5.8.4.2 Instrumentacgéo e condi¢des analiticas

Para analise, utilizou-se cromatégrafo a gas acoplado a espectrémetro de
massas (GC-MS QP2010 Ultra, Shimadzu, Japéo) equipado com autoinjetor AOC-20i
e biblioteca de espectro de massas NIST 2011. Os parametros de injecao,
cromatografia e espectrometria de massas foram segundo Aranha et al. (2017), com
modificacdes. Foi injetado 1uL de amostra com temperatura do injetor a 230°C, com
razdo de split para injecao de 1:40. Hélio foi utilizado como gas carreador com fluxo
de 2mL min? e velocidade linear como modo de controle de fluxo. A coluna capilar
utilizada foi Rxi-1MS (30m x 0,32mm x 0,25um; Restek, USA), que foi mantida com
programacao isotérmica por 2 minutos a 80°C, rampa de temperatura de 15°C por
minuto até 320°C ao qual permaneceu por 4 minutos. Para os parametros de
espectrometria de massas, as temperaturas da fonte de ions e interface foram de
250°C, faixa de massa de m/z 70-600 e 0,2 varreduras por segundo. O tempo de corte
do solvente foi definido a partir 3 minutos. A identificacdo de acucares e aminoacidos
ocorreu através de comparacdo do tempo de retencdo do composto com o padréo
externo e a confirmacédo a partir dos perfis de fragmentacédo. Apenas 0s compostos
sacarose, frutose e acido y-aminobutirico (GABA) foram identificados putativamente,
através do seu perfil de fragmentacdo em comparacdo com a biblioteca NIST11.
Todos os compostos foram quantificados a partir de célculo por padrdo interno.
Utilizou-se os padrdes de alanina deuterada e adonitol para calcular a concentracao

de aminoacidos e acucares, respectivamente.

5.9 Andalise estatistica dos dados

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (2 anos x 3 gendétipos x 2 tratamentos). Os dados obtidos a partir
das avaliagbes de metabdlitos marcadores de estresse, atividade enzimatica
antioxidantes, parametros de maturacdo e rendimento dos frutos, potencial
antioxidante e teor de metabdlitos dos genoétipos de pimenta em controle e restricao
hidrica para as safras de 2016/17 e 2017/18 foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA). Na presenca de significancia para interagdo, o0s efeitos foram

desmembrados aos efeitos simples, na auséncia de significancia foram
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desmembrados os efeitos principais e as médias foram comparadas utilizando o teste
Tukey (p < 0,05). As analises foram realizadas usando o software SAS 9.4 (Sas
Learning Edition, 2014). Andlise de correlacdo de Pearson foi realizada entre os
caracteres DREB1A, ERF5, PUNL1 e capsaicinoides totais (CST) e a probabilidade de
significancia foi testada via teste T através do software R Core Team, 2020.

Aplicou-se a analise de componentes principais (PCA) nas variaveis
bioquimicas e metabdlicas para facilitar a visualizacdo das variaveis que mais
contribuiram para discriminacéo entre os tratamentos. Os dados foram transformados
por escalonamento automatico e utilizou-se programa MetaboAnalyst 4.0 (disponivel
online, https://www.metaboanalyst.ca/).
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6 Resultados

Os resultados a seguir foram expostos conforme a presenca de significancia
para interacdo de dois ou trés fatores. Com relacdo a interacdo dos fatores, houve
interacéo tripla (irrigagéo x gendtipo x safra) para as variaveis: sélidos solaveis, angulo
HUE, prolina (folha e fruto), glicina-betaina (folha), potencial osmético (folha e fruto),
fendlicos totais, acido ascorbico total, ABA e derivados, capsaicinoides (6 compostos),
fendlicos individuais (4 compostos), aminoacidos (8 compostos) e acucares (2
CcOmpostos).

Houve interacdo dupla dos fatores: genétipo x safra para as variaveis massa,
pH, acidez total, SOD, APX, peréxido de hidrogénio, MDA, potencial antioxidante
(DPPH e ABTS), carotenoides totais, composto fendlico rutina, aminoacidos valina,
alanina, prolina, serina e acido y-aminobutirico e aglcares glicose, frutose e xilose;
irrigacdo x safra para as variaveis SOD, CAT, APX, MDA, potencial antioxidante
(DPPH), composto fendlico rutina e aminoacidos alanina e acido y-aminobutirico; e
irrigacdo x genotipo para as variaveis massa, APX, carotenoides totais, composto
fendlico rutina, aminoacidos valina, alanina, prolina, serina e acido y-aminobutirico e

acucares glicose e xilose.

6.1 Parametros de rendimento e maturacao

A massa fresca dos frutos foi afetada pela restricdo hidrica nos genotipos de
baixa pungéncia e sem pungéncia enquanto o rendimento do genotipo de média
pungéncia ndo foi afetado (Figura 8a). A massa fresca dos frutos também foi
significativamente afetada pelo ano de cultivo. Comparando os dois anos, observou-
se que, embora as condi¢des hidricas fossem as mesmas, frutos da safra de 2018
apresentaram menor massa que frutos de 2017, independente do tratamento (Figura
8b).



56

a) b)
af 15.0 - bA aA
5.0 mControle - m2017
mDéficit Hidrico DA m2018
12.0 4
12.0 a5
aB
. bB .
=2 90 D 90 4 bE
b a
8 @
£ 60 A 2 60 cA
cA B
30 3.0 A

pP232 P33a7 P323 P232 P337 P323
Acesso Acesso

Figura 8. Massa em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. F232
gendtipo de média pungéncia; P337 gendtipo de baixa pungéncia; P32 gendtipo sem pungéncia; Controle
500mL de H20 diério; Péficithidico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana. a) Médias de cada
gendtipo submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas por letras mindasculas iguais, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes,
acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). b)
Médias de cada genoétipo no mesmo ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genétipo em anos diferentes, acompanhadas
por letras maiusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A restricdo hidrica ndo alterou os teores de pH e acidez total nos frutos em
relacdo ao tratamento controle (resultados ndo apresentados). Valores médios de pH
aumentaram de 5,5 nos frutos cultivados em 2017, para 6,3 nos frutos de 2018 (Figura
9a). O mesmo nao foi observado para a acidez total nos gendtipos P232 (média
pungéncia) e P323 (sem pungéncia) (Figura 9b). O gendtipo P337 (baixa pungéncia)
apresentou acidez total em cerca de quatro vezes maior em 2018, quando
comparados aos frutos cultivados em 2017 (Figura 9b).
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Figura 9. Potencial hidrogeniénico (pH) e acidez total em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit
hidrico em dois anos de cultivo. P232 gendtipo de média pungéncia; 337 genoétipo de baixa pungéncia;
P323 gendtipo sem pungéncia; MF massa fresca. Médias de cada genétipo no mesmo ano,
acompanhadas por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo genétipo em anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Por se tratar de frutos, é esperado que as variagdes observadas nos teores de
sélidos solluveis sejam pincipalmente relacionadas a mudangcas na composicdo de
acucares. Nas condicdes avaliadas nesse experimento, foi possivel observar que o
genodtipo de baixa pungéncia P337 no ano de 2017 e os genoétipos P232 (média
pungéncia) e P323 (sem pungéncia) em 2018 apresentaram maior teor de soélidos
soluveis em condi¢cdo estressora quando comparados ao controle (Figura 10a).
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Figura 10. Sdlidos soluveis e dngulo HUE (0° = vermelho; 90° = amarelo; 180° = verde e 270° = azul)
em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. 232 genétipo de média
pungéncia; P337 genétipo de baixa pungéncia; P323 gendétipo sem pungéncia; contole 500mL de H20 diério;
Déficit hidrico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana; MF massa fresca. Médias de cada genétipo
submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo ano, acompanhadas por letras minUsculas iguais, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos
diferentes no mesmo ano, acompanhadas por letras mailsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes,
acompanhadas por letras gregas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O angulo HUE representa a escala de variacdo da cor com valores entre 0 e
360 graus. As pimentas apresentaram valores de HUE proximos a 30°, o que
representa a coloracéo vermelha intensa migrando para vermelho alaranjado (Figura
10b). Os resultados de angulo HUE indicam que a cor das pimentas nao foi
influenciada pelo tratamento ou ano de cultivo de forma igualitaria nos genatipos.
Frutos do gendtipo sem pungéncia P323 apresentaram reducdo do angulo HUE no
ano de cultivo de 2018 em comparacgéo a 2017, para ambos os tratamentos controle
e déficit hidrico. No ano de 2018, o déficit hidrico promoveu aumento do angulo HUE
no genotipo de média pungéncia P232, quando comparado ao tratamento controle no

mesmo ano (Figura 10b).
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6.2. Quantificacao relativa de transcritos e regulagéo da transcricao dos genes
DREB1A, ERF5 e PUN1

Os genes de resposta a condi¢cbes de estresse DREB1A e ERF5 responderam
de maneira distinta frente ao déficit hidrico. Em ambas as safras, o gene DREB1A
apresentou menor expressao relativa sob déficit hidrico nos frutos de Capsicum
baccatum, com excecdo do gendtipo sem pungéncia P323 no ano de cultivo 2017
(Figura 11a). DREB1A teve maior expresséo nos frutos dos trés gendtipos cultivados
em 2018 para ambos os tratamentos (controle e déficit hidrico) em comparacdo com
2017. Exceto para o gendtipo P323 sob déficit hidrico, quando a menor expresséo foi
observada em 2018 (Figura 12a).

O gene ERF5 foi mais expresso sob déficit hidrico, principalmente no ano de
2017 (Figura 11b). No ano de cultivo de 2018, o gene ERF5 apresentou maior
expressdo apenas nos frutos dos gendtipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa
pungéncia) sob déficit hidrico (Figura 11b). Com relacdo ao ano de cultivo, para 0s
trés gendtipos foi observado menor expressao relativa dos transcritos de ERF5 em
2018 (Figura 12b).
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Figura 11. Interferéncia do déficit hidrico no acimulo de transcritos dos genes DREB1A, ERF5 e PUN1
em frutos de Capsicum baccatum com distintos graus de pungéncia cultivados em duas safras.
Resultados expressos em expressao relativa ao seu tratamento controle. 232 genétipo de média
pungéncia; 337 gendétipo de baixa pungéncia; P323 gendtipo sem pungéncia; controle 500mL de H-0 diario;
Déficit hidrico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana. Valores de desvio padrdo estdo
representados por barras.

O déficit hidrico proporcionou aumento no acumulo de transcritos do gene
PUNL1 para os trés genétipos de pimenta quando cultivadas em 2017 (Figura 11c). No
entanto, em 2018 a expresséo relativa deste gene foi menor sob condicdo de déficit
hidrico quando comparado ao tratamento controle (Figura 11c). Observou-se maior
expressao relativa de transcritos do gene PUN1 no ano de 2018 em comparacao a
2017, para o tratamento controle e para o genotipo P337 sob déficit hidrico (Figura
12c).

A partir da observacao da regido a montante dos genes DREB1A, ERF 5 e
PUNL1, verificou-se em mil pares de bases dos promotores preditos, a ocorréncia de
elementos regulatorios de agéo cis (ERACs). Os ERACS, séo reconhecidos e ligados
por fatores de transcricdo envolvidos no controle da expressdo génica, sinalizada a

partir de diversos estimulos. Cento e dezesseis ERACs foram identificados entre os
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promotores dos trés genes avaliados. Os ERACs encontrados nao eram
necessariamente comuns a todos os promotores dos trés genes. Dentre as fungcbes
associadas a esses elementos, observou-se ERACs de fungdes constitutivas, de
controle da transcricdo em tecidos especificos e de resposta a estimulos ambientais,

hormonais e de estresse bidticos ou abidticos (Tabela 2).
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Figura 12. Diferenca entre safras no acumulo de transcritos dos genes DREB1A, ERF5 e PUN1 em
frutos de Capsicum baccatum com distintos graus de pungéncia em condigdo de estresse por déficit
hidrico. Resultados expressos em expressao relativa a safra 2017 no mesmo tratamento. P232 gen6tipo
de média pungéncia; P337 gendtipo de baixa pungéncia; P323 gendtipo sem pungéncia; contole 500mL de
H20 diario; Deficit hidico 500mL de H2O em trés dias alternados da semana. Valores de desvio padrdo
estéo representados por barras.

Na figura 13, podem ser observados os vinte e oito ERACs selecionados devido
a presenca de sequéncias de ligagdo para fatores de transcricdo sabidamente
envolvidos na sinalizagdo da resposta ao estresse osmotico. Esses fatores de
transcricdo podem atuar de forma dependente ou independente do fito-hormonio ABA.
De maneira dependente de ABA, elementos cis ABRE (do inglés: Abscisic acid-
responsive element), alvo de ligacéo do fator de transcricdo AREB/ABF (do inglés:
Abscisic acid-responsive elemento-binding protein/ABRE-binding fator) estavam

presentes através de seis sequéncias nos promotores dos genes estudados. Embora,
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os promotores dos genes DREB1A e ERF5 tenham apresentado no minimo dois tipos
de ABRE, a maior frequéncia de ABREs foi observada no promotor do gene PUN1,

principalmente para o elemento cis ‘ABRERATCAL'.
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Figura 13. Mapa de calor com os diferentes elementos cis preditos encontrados nas regifes de 1 Kb a
montante dos genes DREB1A, ERF5 e PUN1. Na escala de cores, quanto maior a intensidade de
vermelho maior a frequéncia do elemento e azul representa a auséncia; * Elementos regulatorios de
acao cis.

Ainda de maneira dependente de ABA, foram encontrados mais trés grupos de
ERACSs, que séo reconhecidos e ligados pelos fatores de transcricdo MYB, MYC e
WRKY. Foram observados apenas trés tipos de elementos cis reconhecidos pelo fator
de transcricdo MYC. ERAC:s alvos do fator de transcricdo MYC nao estavam presentes
no promotor do gene ERF5. Apenas um tipo de elemento cis (MYCCONSENSUSAT’),
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sitio do fator de transcricdo MYC, foi observado no promotor do gene DREB1A, com
frequéncia igual a quatorze (numero de vezes que esse elemento estava presente no
promotor). No promotor do gene PUN1 foram encontrados os trés tipos de ERACs
alvo de MYC, com diferentes niumeros de ocorréncias (Figura 13).

Foram observados doze tipos de ERACSs, alvos do fator de transcricdao MYB,
dos quais a maioria estava presente no promotor predito o gene PUN1. O elemento
cis ‘EBOXBNNAPA’ apresentou a maior frequéncia nos promotores preditos dos
genes DREB1A e PUN1, mas nao foi observado no promotor do gene ERF5. Verificou-
se a presenca de cinco ERACs alvos do fator de transcricdo WRKY, presentes
principalmente no promotor do gene DREB1A, com a menor frequéncia entre o0s
demais promotores dos genes estudados (Figura 13).

Considerando a via de sinalizacao independente de ABA, ou seja, fatores de
transcricdo DREB, foi possivel verificar que os promotores dos genes estudados
apresentaram apenas dois tipos de ERACs DRE/CTR (do inglés: dehydration-
responsive element/C-repeat). O gene ERF5 ndo apresenta nenhum elemento cis alvo
de ligacdo de DREB e o gene PUN1 apresenta um. Os dois tipos de DRE, alvos de

DREB foram encontrados na regido promotora do gene DREB1A.

6.3. Caracterizacdo das respostas bioquimicas e metabdlicas das pimentas ao

déficit hidrico

6.3.1 Metabolitos marcadores de condi¢cao de estresse

Com o objetivo de mensurar o grau de estresse causado as plantas submetidas
a déficit hidrico foram avaliados em folhas e frutos os parametros bioquimicos
indicadores de estresse: potencial osmotico e teores de glicina-betaina e prolina.
Plantas sob restricdo hidrica nao diferiram de plantas controle quanto ao acumulo de
glicina-betaina nos frutos. Foram observadas diferencas apenas entre 0os gendtipos
estudados. Da mesma maneira, a avaliacdo do teor de glicina-betaina nas folhas de
pimenta ndo demonstrou potencial como marcador da condi¢cdo de estresse hidrico
nos genotipos avaliados de Capsicum baccatum (Figura 14). Os teores de glicina-
betaina em pimentas foram em média de 84,30 ug g* de frutos e 87,74 ug g* de folha
(Figura 14).
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Figura 14. Glicina-betaina na folha de Capsicum baccatum sob déficit hidrico em dois anos de cultivo.
P232 gendtipo de média pungéncia; P337 gendtipo de baixa pungéncia; P32 genétipo sem pungéncia;
Controle 500mL de H20 diario; Déficit hidico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana; MF massa
fresca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo ano, acompanhadas
por letras minlsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo
gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano, acompanhadas por letras maiusculas
iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genétipo submetidas ao
mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras gregas iguais, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

O déficit hidrico ndo causou diferencas no acumulo de prolina nas folhas de
plantas cultivadas em 2017 (Figura 15a). Durante o déficit hidrico, em 2018, os
gendtipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa pungéncia) tiveram seus teores de
prolina aumentados em folhas. Nos frutos esses resultados foram observados apenas
para o genotipo P337 (baixa pungéncia) Em 2018, frutos do gendtipo sem pungéncia
P323 apresentaram o maior teor de prolina, seguido pelo gendétipo de baixa pungéncia
P337 e P232 (média pungéncia) com menores teores. Sob déficit hidrico, quando
cultivados em 2017 os genotipos P323 e P337 nao diferiram quanto ao teor de prolina
nos frutos (Figura 15b). O teor de prolina aumentou significativamente nas pimentas
cultivadas no ano de 2018, quando comparado a 2017 (Figura 15a e 15b). Estes
resultados foram observados tanto nas folhas (2017 — 0,01 mmol g*; 2018 — 0,16
mmol g*) guanto nos frutos (2017 — 0,05 mmol g*; 2018 — 0,16 mmol g1).
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Figura 15. Teor de prolina e potencial osmético em folha e fruto em Capsicum baccatum sob déficit
hidrico em dois anos de cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; P337 genotipo de baixa pungéncia;
P323 gendtipo sem pungéncia; Controle 500mL de H20 didrio; Déficit hidico 500mL de H20 em trés dias
alternados da semana; MF massa fresca. Médias de cada gendtipo submetidas ao mesmo tratamento e
no mesmo ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias do mesmo genétipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano,
acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo genétipo submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras
gregas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Folhas de plantas sob déficit hidrico apresentaram menor potencial osmaotico
em comparacdo ao tratamento controle (Figura 15c). Nos frutos, o déficit hidrico
promoveu reducédo do potencial osmotico nos gendtipos P232 (média pungéncia) e
P337 (baixa pungéncia) cultivados em 2017 e P337 (baixa pungéncia) cultivado em
2018. Em 2018, frutos de pimentas sem pungéncia (P323) cultivadas sob déficit
hidrico apresentaram maior potencial osmoético do que frutos de plantas controle
(Figura 15d). O potencial osmoético das folhas foi significativamente influenciado pelo
ano de cultivo. Folhas de plantas cultivadas em 2017 apresentaram maiores valores
de potencial osmético quando comparadas a folhas de plantas cultivadas em 2018
(Figura 15c).
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6.3.2 Atividade de enzimas antioxidante e metabdlitos indicadores de estresse

oxidativo

Foram avaliadas a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) nos frutos de Capsicum baccatum a fim
de avaliar as respostas do mecanismo de defesa da planta em déficit hidrico (Figuras
16, 17 e 18). Também foram avaliadas a concentracao de peroxido de hidrogénio, que
€ um produto da acado da superoxido dismutase e eliminado via atividade da catalase
e peroxidase e a concentracdo de malondialdeido que € produto de peroxidacao
lipidica.
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Figura 16. Atividade da enzima ascorbato peroxidase em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit
hidrico em dois anos de cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; 337 genoétipo de baixa pungéncia;
P323 genétipo sem pungéncia; controle 500mL de H20 diario; Déficit hidico 500mL de H20 em trés dias
alternados da semana. Médias de cada gendtipo submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas
por letras minlsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo
genotipo, submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras maidsculas iguais, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A atividade da enzima APX nos frutos foi significativamente afetada pelo déficit
hidrico aplicado nas plantas. A reducao do aporte hidrico resultou na menor atividade
da enzima APX nos gendétipos P232 (média pungéncia) e P323 (sem pungéncia)
(Figura 16). Independentemente do gendtipo, o déficit hidrico promoveu a reducédo da
atividade das enzimas SOD, CAT e APX apenas no ano de cultivo de 2017 (Figura
17a e 17b). A maior atividade dessas enzimas foi observada nos frutos de plantas
cultivadas em 2017 em relacdo a 2018, para ambos os tratamentos (controle e déficit
hidrico) (Figura 17). A safra influenciou significativamente a atividade das enzimas
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SOD e APX, resultando em maior atividade nos frutos de plantas cultivadas no ano de
2017 em comparacédo a 2018 (Figura 18a e 18Db).
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Figura 17. Atividade das enzimas superéxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase e teor de
malondialdeido em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. Centole
500mL de H20 diério; Péficit hidico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana; MF massa fresca.
Médias de cada ano submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas por letras minUsculas iguais,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo ano, submetidas a tratamentos
diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

O tratamento por déficit hidrico resultou no aumento do teor de malondialdeido
apenas no ano de cultivo de 2017, independente do genotipo (Figura 17d). Para
peréxido de hidrogénio, no gendtipo de média pungéncia P232 o maior acumulo foi
verificado no ano de 2018. Mesmo que essa tendéncia tenha sido observada para os
genotipos P337 (baixa pungéncia) e P323 (sem pungéncia), as diferencas de
concentragdo entre os anos nao foram significativas (Figura 18c). O mesmo foi
observado para o acumulo de malondialdeido com relagdo ao gendtipo de média
pungéncia (P232), com concentracao significativamente maior em 2018 (Figura 18d).
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Figura 18. Atividade das enzimas superoxido dismutase e ascorbato peroxidase e teor de peréxido de
hidrogénio e malondialdeido em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de
cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; P337 gendtipo de baixa pungéncia; P32 gendtipo sem
pungéncia; contole 500mL de H2O diario; Péficithidico 500mL de H2O em trés dias alternados da semana;
MF massa fresca. Médias de cada geno6tipo no mesmo ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo em anos diferentes,
acompanhadas por letras maiusculas iguais, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.3.3 Atividade antioxidante e teor de metabdlitos

O potencial antioxidante das pimentas foi avaliado in vitro, a partir da
determinacdo da capacidade de extratos metandlicos dos frutos de capturar os
radicais livres ABTS e DPPH. Os extratos apresentaram maior capacidade de captura
do radical ABTS (76%), em comparacéo ao radical DPPH (26%) (Figura 19 e 20). Na
estabilizacdo do radical ABTS, pimentas cultivadas em 2017 apresentaram maior
potencial antioxidante em comparacéo a 2018, independente do tratamento (Figura
19). Independente do genotipo estudado, a restricdo hidrica em 2018 induziu a maior
capacidade antioxidante por inibicdo do radical DPPH em comparagédo ao controle,
tais resultados néo foram observados para o ano de 2017 (Figura 20a). O potencial
de inibicdo do radical DPPH do gendtipo sem pungéncia P323 foi maior no ano de
2018, o inverso ocorreu para o genadtipo de baixa pungéncia P337, que apresentou

maior inibicdo para os frutos cultivados em 2017 (Figura 20b).
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Figura 19. Potencial antioxidante por captura do radical ABTS (% de inibicdo) em pimentas (Capsicum
baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. P22 genoétipo de média pungéncia; P337 gen6tipo
de baixa pungéncia; P323 gendétipo sem pungéncia. Médias de cada genétipo no mesmo ano,
acompanhadas por letras minusculas iguais, néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo genétipo em anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Carotenoides e compostos fendlicos totais foram avaliados para observar as
respostas do metabolismo especializado das plantas de pimenta frente a condicao de
estresse por déficit hidrico nos dois anos de cultivo (safras 2016/17 e 2017/18). O
experimento demonstrou que o acumulo do teor de carotenoides nos frutos durante a
restricdo hidrica ocorreu de maneira dependente do gendtipo (Figura 21a). Os
gendtipos P232 (média pungéncia) e P323 (sem pungéncia) apresentaram reducao
do teor de carotenoides em condicdo estressora quando comparados ao tratamento
controle. Contrario a isso, frutos de plantas do genétipo baixa pungéncia P337
apresentaram aumento no teor de carotenoides totais quando cultivadas sob restricao
hidrica (Figura 21a). Independente do tratamento, o ano de cultivo influenciou no
acumulo de carotenoides, sendo em 2018 o teor de carotenoides nos frutos

praticamente o dobro em comparacao ao ano de 2017 (Figura 21b).
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Figura 20. Potencial antioxidante por DPPH (% de inibicdo) em pimentas (Capsicum baccatum) sob
déficit hidrico em dois anos de cultivo. Centole 500mL de H20 dirio; Péficit hidrico 500mL de H20 em trés
dias alternados da semana; P232 genétipo de média pungéncia; 337 genétipo de baixa pungéncia; P323
genotipo sem pungéncia. a) Médias de cada ano submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas
por letras mindsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo ano,
submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05). b) Médias de cada gendtipo no mesmo ano, acompanhadas por letras
minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo em
anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

De maneira geral, o tratamento por reducéo do aporte hidrico ndo alterou o teor
de fendlicos totais das pimentas, nos dois anos de cultivo. Independentemente do
tratamento, o gendtipo de baixa pungéncia P337 apresentou maior teor de compostos
fendlicos totais no ano de 2017. Em 2018, os frutos do gendtipo de média pungéncia
P232 apresentaram maior teor de compostos fendlicos totais sob déficit hidrico,

guando comparado ao tratamento controle (Figura 22a).
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Figura 21. Carotenoides em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo.
P232 gendtipo de média pungéncia; P33 gendtipo de baixa pungéncia; P323 gendtipo sem pungéncia;
Controle 500mL de H20 diario; Péficit hidico 5,00mL de H20 em trés dias alternados da semana; S massa
seca. a) Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas por letras
mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genotipo,
submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05). b) Médias de cada gendtipo no mesmo ano, acompanhadas por letras
minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo em
anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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O teor de &cido ascorbico total (vitamina C) foi obtido a partir da soma dos
acidos ascorbico e dehidroascorbico (Figura 22b). O genoétipo de baixa pungéncia
P337 apresentou maior teor de acido ascorbico total nos frutos de plantas controle,
gquando comparado as plantas em déficit hidrico, nos dois anos de cultivo e foi 0
gendtipo com maior acumulo desses compostos. O genoétipo de média pungéncia
P232 néo foi afetado pelo déficit hidrico quanto ao teor de &cido ascorbico total em
ambos os anos de cultivo. O genoétipo sem pungéncia P323 acumulou maior teor de
acido ascoérbico total nas pimentas em déficit hidrico no ano 2017 e no ano de 2018

em pimentas de tratamento controle (Figura 22b).
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Figura 22. Compostos fendlicos e acido ascorbico total em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit
hidrico em dois anos de cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; 337 genoétipo de baixa pungéncia;
P323 genbtipo sem pungéncia; conrole 500mL de H20 didrio; Deficit hidico 500mL de H20 em trés dias
alternados da semana; MS massa seca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento e
no mesmo ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias do mesmo genétipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano,
acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo gendtipo submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras
gregas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O acido abscisico (ABA) e seus derivados foram avaliados a fim de observar
as respostas dos trés genotipos de pimenta a condicao de estresse por déficit hidrico
em dois anos de cultivo (Figura 23). A restricdo hidrica promoveu reducéo no teor de
ABA apenas nos genotipos P337 (baixa pungéncia) e P323 (sem pungéncia), porém
nesse segundo genotipo essa performance foi observada apenas no ano de 2017. Em
2018, houve aumento de ABA no genotipo P323 cultivado sob déficit hidrico. O
genatipo de média pungéncia P232 nao teve o teor de ABA alterado pelo déficit hidrico
ou ano de cultivo, e apresentou a menor concentragao do fito-horménio dentre os
genotipos avaliados nesse experimento (Figura 23a). No ano de cultivo de 2018 o

genatipo P337 (baixa pungéncia) apresentou maior teor de ABA em relacdo ao ano
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2017 (Figura 23a). O mesmo resultado foi observado para o gendtipo sem pungéncia
P323, apenas na condicéo de déficit hidrico.

O éster (glicosilado de acido abscisico (EGABA) é uma forma de
armazenamento desse fito-hormdnio por parte das plantas. Pimentas de plantas sob
déficit hidrico apresentaram aumento no teor de EGABA em relacdo a pimentas de
plantas controle. Apenas o genoétipo P232 (média pungéncia), cultivado no ano de
2017 apresentou reducéo no teor de EGABA sob déficit hidrico quando comparado ao
controle (Figura 23b). De maneira geral, os genétipos quando cultivados em 2018
apresentaram maior teor de EGABA em relagao ao ano anterior, de 2017 (Figura 23b).
Ester glicosilado de &acido abscisico foi a forma mais abundante encontrada entre
acido abscisico e derivados, apresentando o maior teor entre esses compostos

(Figura 23).
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Figura 23. Concentracgdo de acido abscisico, éster glicosilado de &cido abscisico, acido faseico e acido
dihidrofaseico em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. F232
gendtipo de média pungéncia; P37 gendtipo de baixa pungéncia; P32% genétipo sem pungéncia; Controle
500mL de H20 didrio; Péficithidico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana; MS massa seca.
Médias de cada gendtipo submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo ano, acompanhadas por letras
mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genotipo,
submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genétipo submetidas ao mesmo
tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras gregas iguais, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Acidos faseico e dihidrofaseico s&o compostos de degradacdo do &cido

abscisico. O teor de acido faseico foi reduzido em pimentas de plantas cultivadas sob
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déficit hidrico quando comparadas ao tratamento controle (Figura 23c). Performance
diferente foi obtida pelo genétipo P323 (sem pungéncia) quando cultivado no ano de
2018, em que nédo foram observadas diferencas significativas. Assim como para o
ABA, 0 gendtipo P232 (média pungéncia) também apresentou menor teor de acido
faseico em relacdo aos demais gendtipos estudados (Figura 23c). O déficit hidrico
promoveu reducdo de acido dihidrofaseico no gendtipo P323 em 2017 e P337 em
2018. Um aumento significativo de acido dihidrofaseico foi observado no genotipo
P232 sob déficit hidrico em relacdo ao controle, apenas no ano de 2017 (Figura 23d).
O teor de &cido dihidrofaseico foi significativamente maior em pimentas cultivadas no
ano de 2018, quando comparadas ao ano de cultivo anterior (2017) (Figura 23d).

Foram quantificados cinco compostos fendélicos nas amostras de pimenta, dos
quais quatro sdo acidos fendlicos (Figura 24) e um flavonoide (Figura 25). O teor de
acido clorogénico foi em média de 16,83 ug g* de massa seca de pimenta. O déficit
hidrico promoveu aumento no contetdo de &cido clorogénico nos gendtipos de
pimenta, exceto no gendtipo P337 (baixa pungéncia) quando cultivado no ano de
2018. Na safra de 2018, pimentas do gendtipo de média pungéncia P232 cultivadas
sob déficit hidrico, apresentaram teores duas vezes maior de acido clorogénico que
os demais gendtipos (Figura 24a). De modo geral, pimentas cultivadas no ano de 2018
apresentaram maior teor de acido clorogénico quando comparadas as cultivadas em
2017, com excecdo do gendtipo de baixa pungéncia P337 (Figura 24a). O acido galico
nao apresentou uma resposta regular nos trés gendtipos de pimenta cultivados sob
déficit hidrico em duas safras (Figura 24b). Valores médios de 2,62 ug g* de massa
seca de pimenta foram observados para acido galico.

O &cido siringico apresentou valores médios de 25,57 ug g* de massa seca de
pimenta. No ano de 2017, os genotipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa
pungéncia) apresentaram um aumento no teor de acido siringico em pimentas
cultivadas sob restricao hidrica em comparagao ao tratamento controle (Figura 24c).
A mesma performance foi observada em pimentas do genétipo sem pungéncia P323
cultivado em 2018. O gendtipo P337 (baixa pungéncia) apresentou reducdo do teor
de acido siringico sob restricdo hidrica em comparacao ao tratamento controle no ano
de 2018 (Figura 24c).

O déficit hidrico promoveu aumento no teor de acido vanilico nos genétipos
P232 (média pungéncia) e P323 (sem pungéncia) cultivados no ano de 2017 (Figura
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24d). O gendtipo P232 (média pungéncia) apresentou maior acimulo de 4cido vanilico
em relacdo ao demais gendtipos, em ambos os anos de cultivo. Observou-se valores

médios de acido vanilico de 16,22 ug g* de massa seca de pimenta (Figura 24d).
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Figura 24. Perfil de acidos fendlicos em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos
de cultivo. P232 gendtipo de média pungéncia; P337 genétipo de baixa pungéncia; 323 genbtipo sem
pungéncia; contole 500mL de H2O diario; Péfcithidico 500mL de H2O em trés dias alternados da semana;
MS massa seca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo ano,
acompanhadas por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo genotipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano, acompanhadas por letras
maiusculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genétipo
submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras gregas iguais, nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A restricdo hidrica promoveu aumento no teor de rutina apenas no genotipo de
baixa pungéncia P337, independentemente do ano de cultivo (Figura 25a). A safra
influenciou no acumulo de rutina, independente do aporte hidrico. Pimentas coletadas
em 2018 apresentaram maiores teores de rutina em comparacdo ao ano de 2017
(Figura 25b). O gendtipo de baixa pungéncia P337 apresentou maior teor do
flavonoide, seguido por P232 (média pungéncia) e P323 (sem pungéncia), (Figura 25a
e 25b). Na safra de 2018 o déficit hidrico promoveu aumento do teor de rutina quando
comparado ao tratamento controle (Figura 25c). O déficit hidrico promoveu aumento
no teor de rutina no ano de 2018 em relacéo ao ano de cultivo de 2017, em ambos o0s
tratamentos. Valores médios de rutina 9,42 pug g* de massa seca de pimenta foram

observados.

P323
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Figura 25. Rutina em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. P32
gendtipo de média pungéncia; P337 gendtipo de baixa pungéncia; P323 genétipo sem pungéncia; Ccontole
500mL de H20 diario; Péficithidico 500mL de H20 em trés dias alternados da semana; M massa seca. (a)
Médias de cada gendtipo no mesmo tratamento, acompanhadas por letras mindsculas iguais, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); Médias do mesmo gendtipo em tratamentos diferentes,
acompanhadas por letras maiusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (b)
Médias de cada genoétipo no mesmo ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05); Médias do mesmo genétipo em anos diferentes, acompanhadas
por letras maidsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). (c) Médias de cada ano
no mesmo tratamento, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05); Médias do mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras
maidsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Foram identificados seis compostos capsaicinoides (capsaicina,
dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina, homodihidrocapsaicina e
nornordihidrocapsaicina) em pimentas cultivadas nas duas safras (2016/17 e
2017/18), mantidas em condi¢des controle e sob déficit hidrico (Figura 23). O gendtipo
de média pungéncia P232 apresentou maior teor de capsaicinoides totais, seguido
pelo gendtipo de baixa pungéncia P337. Nao foram detectados capsaicinoides no
genadtipo sem pungéncia P323 (Figura 26).

Capsaicina apresentou as maiores concentracdes dentre 0s seis compostos
capsaicinoides identificados, com valores médios que variaram entre 64,7 até 898,9
ug g' de pimenta em massa seca (Figura 26a). O segundo capsaicinoide mais
abundante foi a dihidrocapsaicina, com valores entre 38,2 e 365,6 ug g* de pimenta
em massa seca (Figura 26b). Capsaicina (60,0%) e dihidrocapsaicina (23,6%)
representaram juntas 83,6% do total de capsaicinoides analisados (P232 — 81,5% e
P337 - 88,1%). O composto nordihidrocapsaicina (Figura 26c¢), representou 7,5% do
total de capsaicinoides. Homocapsaicina e homodihidrocapsaicina representaram
respectivamente, 4,0% e 4,7% do total de capsaicinoides (Figura 26d e 26e). O
composto nornordihidrocapsaicina foi detectado apenas no gendtipo de média

pungéncia P232 (Figura 26f) e sua representacéo foi inferior a 0,1%.
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Figura 26. Perfil de compostos capsaicinoides em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico
em dois anos de cultivo. P22 gen6tipo de média pungéncia; 7337 genoétipo de baixa pungéncia; P323
gendtipo sem pungéncia; cenole 500mL de H20 didrio; Péficithidico 500mL de H20 em trés dias alternados
da semana; MS massa seca; NP Ndo detectado. Médias de cada gendtipo submetidas ao mesmo
tratamento e no mesmo ano, acompanhadas por letras minUsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo
ano, acompanhadas por letras mailsculas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias do mesmo genétipo submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por
letras gregas iguais, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O deéficit

homocapsaicina e nornordihidrocapsaicina no genotipo de média pungéncia P232

hidrico promoveu a redugdo dos compostos capsaicina,
cultivado no ano de 2017 (Figura 26a, 26d e 26f). O aumento dos capsaicinoides sob
déficit hidrico ocorreu para o genétipo de baixa pungéncia P337 apenas no ano de
2017 (Figura 26a; 26b; 26¢ e 26d). No gendtipo de média pungéncia P232, o déficit
hidrico proporcionou aumento do composto nordihidrocapsaicina no ano de 2017
(Figura 26¢). Pimentas cultivadas no ano de 2018 apresentaram reducao do teor de
capsaicinoides sob condi¢cdes de déficit hidrico em comparacdo ao tratamento
controle, com excecdo do gendtipo P337 para homodihidrocapsaicina (Figura 26e).

Com relacdo a performance dos gendtipos nos dois anos de cultivo, o teor de
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capsaicinoides foi maior no ano de 2018 em relacdo a 2017 (Figura 26a, 26b, 26c,
26d, 26e e 26f). Esses resultados nao foram observados nos compostos
homocapsaicina para o genotipo de baixa pungéncia P337 e nornordihidrocapsaicina
para o genaotipo de média pungéncia P232, que em condi¢cdes de déficit hidrico nao
diferiram entre os anos de cultivo (Figura 26d e 26f).

Foram avaliadas as correlacdes entre DREB1A, ERF5, PUNL1 e capsaicinoides
totais (CST), nos genotipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa pungéncia)
considerando tratamento e safra. Quando considerado o tratamento por déficit hidrico
X controle, observou-se que o0 gendtipo P232 (média pungéncia) apresentou
correlacdo negativa entre CSTxPUN1, CSTXERF5, DREB1AXERF5 na safra de 2017
(Figura 27a). Correlacao positiva no genétipo P232 (média pungéncia) foi observada
entre as variaveis CSTXDREB1A nas duas safras e CSTxPUN1 e PUN1xDREB1A na
sabra de 2018 (Figura 27a e 27b). Ainda considerado o tratamento, o gendétipo P337
(baixa pungéncia) apresentou correlacdo negativa entre as variaveis CSTxDREB1A e
PUN1xDREB1A na safra de 2017 e CSTXERF5, PUN1xERF5 e DREB1AXERF5 na
sabra de 2018 (Figura 27c e 27d). Correlacao positiva foi observada entre CSTxPUN1
em ambas as sabras no genétipo P337 (baixa pungéncia) e entre PUN1xXERF5 na
safra de 2017 e CSTxDREB1A na safra de 2018 (Figura 27c e 27d).
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Figura 27. Correlacdo de Pearson entre DREB1A, ERF5, PUN1 e CST para tratamento. a) e c)
gendtipos no ano 2017. b) e d) gendétipos no ano 2018; P232 gen6tipo de média pungéncia; 7337 gendtipo
de baixa pungéncia; “ST capsaicinoides totais; * significativo a 5%; ** significativo a 1%; *** significativo
a 0,1%.

Considerando a safra, a correlacdo entre DREB1A, ERF5, PUN1 e CST para
0s genodtipos de média e baixa pungéncia pode ser observada na figura 28. Houve
correlacdo negativa entre CSTXERF5, PUN1XERF5 e DREB1AXERF5 e correlacéo
positiva entre CSTxPUN1 para ambos os genétipos P232 (média pungéncia) e P337
(baixa pungéncia) (Figura 28a e 28b). Correlacdo positiva entre CSTxDREBI1A e
PUN1xDREB1A foi observada apenas no genétipo de média pungéncia P232 (Figura
28a).
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Figura 28. Correlacéo de Pearson entre DREB1A, ERF5, PUN1 e CST para safra. a) genétipo
P232. b) gendtipo P337. P22 gendtipo de média pungéncia; P37 gendtipo de baixa pungéncia; ST

capsaicinoides totais; * significativo a 5%; ** significativo a 1%; *** significativo a 0,1%.

Quatorze compostos foram identificados a partir da avaliacdo do perfil de
aminoécidos, dos quais o composto acido y-aminobutirico (GABA) é um derivado de
aminoacido. Entre os aminoacidos identificados, seis pertencem ao grupo dos
alifaticos nédo polares (leucina, glicina, isoleucina, valina, alanina e prolina), cinco dos
polares ndo carregados (treonina, asparagina, glutamina, cisteina e serina) e dois dos
carregados negativamente (acido glutamico, acido aspartico) (Figura 29).

Dos aminoacidos e derivados analisados nas pimentas, apenas a leucina néo
apresentou diferencas significativas entre os fatores avaliados nesse experimento
(gendtipo x condicao estressora x ano de cultivo). Valores de leucina foram em média
de 0,26 mg g em massa seca.

O déficit hidrico influenciou no acimulo de aminoacidos nos frutos de pimenta.
A restricao hidrica aplicada sobre o genétipo de média pungéncia P232 promoveu o
aumento no teor dos aminoacidos no ano de 2017, exceto para 0 composto cisteina
(Figura 29¢e). Porém no ano de cultivo seguinte, em 2018, esse resultado foi observado
apenas para o composto acido glutamico (Figura 29f). Performance semelhante foi
observada para o gendtipo P337 de baixa pungéncia, em que o tratamento déficit
hidrico promoveu aumento dos aminoacidos isoleucina, treonina, acido aspartico e
asparagina nos dois anos de cultivo (Figura 29b, 29c, 29d e 29g) e para o acido

glutdmico em 2018 (Figura 29f). O gendtipo P323 apresentou a performance inversa
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aos outros dois genotipos. Estes resultados foram observados principalmente no ano
de 2017, em que os aminodcidos treonina, acido aspartico, acido glutamico,
asparagina e glutamina tiveram seus teores reduzidos nas pimentas do genoétipo P323
cultivadas sob déficit hidrico (Figura 29c, 29d, 29f, 29g e 29h).

O ano de cultivo também influenciou diretamente o acimulo de aminoacidos
nas pimentas. Frutos dos gendtipos P232 e P337 apresentaram maior teor de
aminoacidos em 2017, em comparacdo aos frutos cultivados em 2018. Esses
resultados foram observados principalmente para os aminodacidos glicina, isoleucina,
treonina e acido aspartico (Figura 29a, 29b, 29c e 29d). A asparagina foi 0 composto
mais abundante dentre os aminoacidos identificados nas pimentas (Figura 29g).
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Figura 29. Perfil de aminoacidos em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em dois anos
de cultivo. P?32 gendtipo de média pungéncia; P37 gendtipo de baixa pungéncia; P23 genotipo sem
pungéncia; contole 500mL de H20 didrio; Péfcithidico 500mL de H2O em trés dias alternados da semana;
MS massa seca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo ano,
acompanhadas por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano, acompanhadas por letras
mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genotipo
submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras gregas iguais, nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os compostos valina, alanina, prolina, serina e acido y-aminobutirico (gaba)
nao apresentaram tripla interacéo e foram desmembrados em dois fatores, conforme
a significancia (Figuras 30, 31 e 32). O déficit hidrico promoveu alteracées no acumulo
dos aminoécidos e derivados (Figura 30). Um aumento significativo de valina, serina
e prolina foi observado para os genétipos P337 (baixa pungéncia) sob déficit hidrico,
independente do ano de cultivo (Figura 30a, 30b e 30c). Pimentas do gendtipo de
meédia pungéncia P232 tiveram ganho no teor de valina, alanina e GABA sob déficit
hidrico (Figura 30a, 30d e 30e). O gendtipo sem pungéncia P323, sob déficit hidrico,
apresentou reducéo nos teores dos aminoacidos serina e prolina (Figura 30b e 30c).
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Figura 30. Concentracdo de aminoacidos e acido y-aminobutirico em pimentas (Capsicum baccatum)
sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; P337 genétipo de baixa
pungéncia; 323 gendtipo sem pungéncia; contole 500mL de H20 diario; Péficithidico 5,00mL de H20 em trés
dias alternados da semana; MS massa seca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo
tratamento, acompanhadas por letras minlsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras
maiusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Com relac@o ao aporte hidrico e o ano de cultivo, observou-se nesse estudo
que independentemente do gendtipo, alanina e GABA tiveram maiores teores no ano
de 2017 em relacdo a 2018 (Figura 31a e 31b). O déficit hidrico proporcionou reducao
do aminoéacido alanina em 2018, quando comparado ao tratamento controle (Figura
31a).
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Figura 31. Concentracdo de alanina e &cido y-aminobutirico em pimentas (Capsicum baccatum) sob
déficit hidrico em dois anos de cultivo. Centole 500mL de H20 dirio; Péfcit hidrico 500mL de H2O em trés
dias alternados da semana; MS massa seca. Médias de cada ano submetidas ao mesmo tratamento,
acompanhadas por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo ano, submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Independente do fornecimento hidrico em que as plantas foram cultivadas,
observou-se em 2017 o maior teor dos compostos valina, alanina e GABA em relacéo
a 2018 (Figura 32a, 32b e 32c), com excec¢do do gendtipo P323 (baixa pungéncia)
para o teor de valina (Figura 32a). Os teores de serina e prolina foram
significativamente aumentados em 2018 para o genoétipo P323, em relacdo a 2017
(Figura 32d e 32e).
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Figura 32. Concentracdo de aminoacidos e &cido y-aminobutirico em pimentas (Capsicum baccatum)
sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. P32 genétipo de média pungéncia; P337 genotipo de baixa
pungéncia; P32% genodtipo sem pungéncia; MS massa seca. Médias de cada gendétipo no mesmo ano,
acompanhadas por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias
do mesmo genétipo em anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Dos acgucares presentes nas pimentas sob déficit hidrico em dois anos de
cultivo, pode-se identificar sacarose, frutose, glicose, xilose e manitol (Figuras 33, 34
e 35). Os maiores teores medios de aglcares foram observados para frutose e glicose,
seguido por sacarose e em menores propor¢des por manitol e xilose.

O deéficit hidrico proporcionou aumento nos teores de manitol no ano de 2018,
para os genoétipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa pungéncia), (Figura 33a).
Reducgdo no teor de sacarose foi observada sob cultivo em déficit hidrico para o
gendtipo P232 no ano de 2017. Performance inversa foi observada para o genétipo
P337 nesse mesmo ano (Figura 33b). A sacarose apresentou maiores teores no ano

de 2017 em relacdo a 2018, principalmente para o genotipo P337 (Figura 33b).
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Figura 33. Concentracdo de manitol e sacarose em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico
em dois anos de cultivo. 232 genétipo de média pungéncia; 7337 genétipo de baixa pungéncia; P323
gendtipo sem pungéncia; cenole 500mL de H20 didrio; Péficithidrico 500mL de H20 em trés dias alternados
da semana; MS massa seca. Médias de cada genétipo submetidas ao mesmo tratamento e no mesmo
ano, acompanhadas por letras mindsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Médias do mesmo gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes no mesmo ano, acompanhadas por
letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo genotipo
submetidas ao mesmo tratamento em anos diferentes, acompanhadas por letras gregas iguais, nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p=<0,05).

Frutos do gendtipo de baixa pungéncia (P337) sob déficit hidrico tiveram
maiores teores de glicose e xilose do que frutos controle (Figura 34a e 34b). Para o
gendtipo de média pungéncia P232, o teor de xilose reduziu frente a condi¢cdo de
déficit hidrico (Figura 34b).
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Figura 34. Concentracao de glicose e xilose em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit hidrico em
dois anos de cultivo. P232 gendtipo de média pungéncia; P337 genoétipo de baixa pungéncia; P323 genotipo
sem pungéncia; conole 500mL de H20 diario; DPéficit hidrico 500mL de H20 em trés dias alternados da
semana; MS massa seca. Médias de cada geno6tipo submetidas ao mesmo tratamento, acompanhadas
por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo
gendtipo, submetidas a tratamentos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Independentemente do tratamento, observou-se um aumento nos teores de
glicose, frutose e xilose para gendtipo de baixa pungéncia (P337), no ano de 2018
(Figura 35a, 35b e 35c¢). O gendtipo sem pungéncia (P323) teve seus niveis de glicose

e xilose reduzidos em 2018 com relagcé&o ao ano de cultivo anterior (Figura 35a e 35c).
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De modo independente do ano de cultivo o déficit hidrico promoveu aumento do teor
de glicose e xilose no genoétipo P337 (Figura 35a e 35c) e reducdo de xilose no

genadtipo de média pungéncia P232 (Figura 35c).
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Figura 35. Concentracao de glicose, frutose e xilose em pimentas (Capsicum baccatum) sob déficit
hidrico em dois anos de cultivo. P232 genétipo de média pungéncia; 337 genoétipo de baixa pungéncia;
P323 gendtipo sem pungéncia; MS massa seca. Médias de cada gendtipo no mesmo ano, acompanhadas
por letras minusculas iguais, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias do mesmo
gendtipo em anos diferentes, acompanhadas por letras mailsculas iguais, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

6.4 Analise de componentes principais de pimentas cultivadas sob déficit

hidrico

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para observar a
disperséo dos gendtipos de pimentas C. baccatum cultivados sob tratamento controle
e de déficit hidrico nas safras de 2016/2017 e 2017/2018 (Figuras 36). A influéncia do
tratamento e ano de cultivo foi avaliada através das variaveis correspondentes a
atividade enzimatica, potencial antioxidante, caracterizagéo fisico-quimica, potencial
osmaotico, marcadores de condicbes estressoras e demais metabdlitos totais e
individuais.

Na PCA, o modelo explicou 56,4% do total da variagéo entre os componentes
principais 1 — 29,4% e 2 — 27% (Figura 36a). O grafico biplot permitiu a observacao
da dispersdo dos gendtipos em funcéo da contribuicdo das variaveis (Figura 36b). E
possivel observar que o efeito da safra causou maior discriminacéo entre 0s grupos
dos gendtipos quando comparado ao efeito do tratamento da irrigacdo (Figura 36a).
Para a plotagem os genétipos da safra de 2017 a esquerda do grafico houve maior
influéncia do perfil de aminoé&cidos e atividade das enzimas do sistema antioxidante.

Na safra de 2018, a direita do gréafico, podemos observar a influéncia do perfil de
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capsaicinoides, ABA e derivados, carotenoides (CAROT), glicose (GLI), frutose (FRU)

e prolina na contribuicdo para a plotagem dos gendétipos (Figura 36b).

O gendtipo P232 (média pungéncia) apresentou plotagem na parte superior do

grafico com distincdo aos demais gendtipos devido principalmente as variaveis de

aminoécidos, capsaicinoides e manitol e alguns &cido fendlicos. Para ambos os

tratamentos na safra de 2017, o gendtipo de média pungéncia (P232) apresentou

maior contribuicdo das variaveis acido aspartico (AASP), treonina (TER), valina (VAL),

clicina (GLI), potencial osmético do fruto (POFr) e acido vanilico (VAN). Quando

cultivado em 2018, esse gendtipo (P232 — média pungéncia) apresentou plotagem na

parte superior esquerda do grafico, devido principalmente ao teor de capsaicinoides
(CAP, DHC, NODHC, HOCAP e HODHC) e também foi possivel observar a

contribuicdo de acido clorogénico (CLOR), manitol (MAN) e &cido siringico (SIR)

(Figura 36b).
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Figura 36: Analise de componentes principais (PCA) na dispersao de genétipos de pimentas (Capsicum
baccatum) sob déficit hidrico em dois anos de cultivo. P232 média pungéncia; P337 baixa pungéncia; P323
sem pungéncia; “°N 500mL de H-20 diario; P" 500mL de H20 em trés dias alternados da semana. (a)
PCA plotando gendtipos via componentes principais 1 e 2. (b) Biplot dos gendétipos e variaveis via

componentes principais 1 e 2.

Os genotipos P323 (sem pungéncia) e P337 (baixa pungéncia) cultivados em

2017

localizaram-se na parte esquerda do grafico devido principalmente a

contribuicdo das variaveis potencial osmaético da folha (POF), catalase (CAT),
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ascorbato peroxidase (APX), superéxido dismutase (SOD) e alanina (ALA). As
variaveis sacarose (SAC) e GABA contribuiram principalmente para plotagem de P323
sob déficit hidrico em 2017 (Figura 36b). A plotagem do gendtipo de baixa pungéncia
P337 cultivado em 2018 apresentou a contribuicdo principalmente das variaveis
prolina do fruto (PROFR) e CAROT. Prolina (PRO), prolina do fruto (PROFR) e &cido
abscisico (ABA) contribuiram principalmente para a plotagem do gendtipo P323 no
ano de 2018 (Figura 36b).
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7 Discusséao

7.1 Parametros de rendimento e maturacdo dos frutos cultivados sob

déficit hidrico

O tratamento por déficit hidrico levou a reducgéo significativa da massa fresca
dos frutos dos gendtipos de pimenta com baixa pungéncia e sem pungéncia (Figura
8a). A reducao da massa fresca dos frutos do gendétipo de média pungéncia (P232)
promovidas pelo déficit hidrico ndo foram significativas demonstrando que esse
gendtipo conseguiu uma maior retencdo de agua e manutencao no desenvolvimento
dos frutos durante a condi¢do de estresse (Figura 8a). Esse fato pode estar associado
as caracteristicas bioquimicas da planta, mas também ao fato desse gendétipo ter os
menores frutos. Em estudos realizados em tomate os autores constataram que quanto
menores sdo as perdas de massa das plantas, melhor sua capacidade em tolerar a
perda de agua (Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Delfine et al. (2002) observaram que
o cultivo de pimentdes (C. annuum) em condicbes de sequeiro reduziu
significativamente a rendimento e qualidade comercial dos frutos em comparacgéo a
plantas irrigadas.

A safra também afetou o rendimento das pimentas, sendo que no ano de 2018
0s trés genaotipos apresentaram reducédo significativa (maior que 35%) em relacéo a
safra anterior. Mesmo tendo sido semeadas no mesmo periodo em relacéo a safra de
2017, as plantas da safra de 2018 tiveram seu desenvolvimento atrasado em virtude
das condi¢cdes ambientais. As médias de temperatura mais baixa em 2018 no periodo
de desenvolvimento dos frutos podem ter afetado o rendimento de massa fresca
(Tabela 2).

O déficit hidrico promoveu aumento do acumulo de sélidos soluveis dos frutos
dos trés genotipos, no entanto essa resposta foi dependente da safra (Figura 10a).
Para Lannes et al. (2007), o acumulo de sélidos solaveis em pimentas C. chinense foi
positivamente correlacionado com o teor de matéria seca do fruto. Para esses autores,
a cada 1% de ganho no peso seco dos frutos, 0,28% correspondem a aumento do
teor de sélidos soluveis. Em outro estudo, o ganho de sélidos solaveis em frutos
utilizados para a producéo de colorau/paprica foi associado a reducdo do custo da
producédo pela menor proporcao de 4gua a ser removida na secagem (Klieber, 2001).
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O déficit hidrico ndo promoveu alteracdo nos valores de pH e acidez total nos
frutos de Capsicum baccatum, mas ambos variaram em funcéo da safra (Figura 9).
Esses valores estdo em conformidade com os dados observados em estudo anterior,
no qual os autores encontraram variacbes de pH entre 5,2 e 6,5 para pimentas
brasileiras da colecdo da Embrapa Clima Temperado (Acunha et al., 2017). O
gendtipo de baixa pungéncia P337 apresentou em 2018 um valor de acidez total 4,7
vezes superior que na safra de 2017. No entanto, o acumulo de acido nesse genaotipo
nao alterou proporcionalmente o pH dos seus frutos. Isso ocorreu provavelmente
devido a capacidade tampé&o encontradas em alguns frutos, fator que possibilita
estabilidade do pH mesmo quando ha aumento da concentracédo de acidos organico
e consequente alteracdo da acidez (Powers e Shinholser, 1979; Acunha et al., 2017).

7.2 Ajuste osmotico e metabdlitos de osmoprotecdo em plantas cultivadas sob
déficit hidrico

A concentracao de glicina-betaina néo foi afetada drasticamente nas folhas de
pimentas sob déficit hidrico nos dois anos de cultivo (Figura 14). Da mesma maneira,
o tratamento ndo afetou o conteudo de glicina-betaina nos frutos (dados nao
mostrados). Esses resultados indicam que plantas de Capsicum nao utilizam glicina-
betaina na defesa a seca. Embora a glicina-betaina seja um importante ajustador
osmatico, algumas espécies de plantas como Nicotiana tabacum, Arabidopsis thaliana
e Oryza sativa ndo sdo produtoras naturais de glicina-betaina (Rhodes e Hanson,
1993).

Um estudo avaliando o teor de glicina-betaina em plantas de pimenta, em cinco
momentos, entre 7 e 21 dias de déficit hidrico, observou flutuagdes nos valores desse
composto, porém os resultados n&o foram alterados significativamente (Escalante-
Magafa et al., 2019). Esses resultados corroboram que plantas de Capsicum nao
aumentam os teores de glicina-betaina como metabdlito de defesa em condicdes de
seca. Estudos anteriores tém evidenciado os beneficios da aplicagcdo exdgena de
glicina-betaina em culturas de tomate e pimenta na tolerancia ao frio, seca e salinidade
(Mékela et al., 1998; Makela et al., 2000; Park et al. 2006; Korkmaz et al., 2012; Rezaei
etal., 2012; Karabudak et al., 2014; Wang et al., 2016), mostrando que esse composto
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apesar de ndo ser naturalmente acumulado nessa Solanaceae é uma alternativa
efetiva para tolerancia.

Inesperadamente, o teor de prolina nas folhas de pimentas sob déficit hidrico
foi afetado apenas no ano de 2018 (Figura 15a). Embora a disponibilidade de agua
tenha sido a mesma entre as duas safras, as condigdes ambientais foram divergentes,
com menores médias térmicas na safra de 2018 (Tabela 2). Sob déficit hidrico, os
niveis de prolina das folhas dos gendtipos P232 (média pungéncia) e P337 (baixa
pungéncia) e dos frutos do gendtipo P337 foram maiores que seus respectivos
controles na safra de 2018 (Figura 15a e 15b). Esses resultados demonstram que
embora os fatores como ano de cultivo e déficit hidrico sejam importantes no acimulo
de prolina, cada gendtipo estudado apresentou performance diferente frente as
alteracdes de ambiente. Autores observaram que o aumento do teor prolina ocorre em
folhas de tomateiro cereja apenas para as cultivares sensiveis, enquanto que a cultivar
tolerante ndo acumulou prolina durante o déficit hidrico moderado (Séanchez-
Rodriguez et al., 2010). As diferentes caracteristicas dentre os anos de cultivo,
associadas ao déficit hidrico aplicado nas pimentas pode ter induzido reducéo do teor
de prolina, mas a sensibilidade a condicao estressora no ano de 2018 foi observada
principalmente para o gendétipo com baixa pungéncia (P337).

Estudos anteriores demonstraram que o contetdo de prolina em plantas de
Capsicum sob déficit hidrico tiveram seus teores aumentados a partir do décimo
quarto dia na condicdo de estresse constante (Escalante-Magafia et al., 2019). O
presente estudo quantificou o acimulo de prolina sob estresse intermitente de 28 dias.
Possivelmente o fornecimento de agua na mesma proporcgéo de plantas controle em
determinados periodos durante o estresse pode ter afetado o acumulo progressivo de
prolina nas folhas e frutos. Inesperadamente folhas do genétipo sem pungéncia P323
sob déficit hidrico apresentaram menor teor de prolina em relagéo ao controle na safra
de 2018 (Figura 15a).

O aumento da concentracdo de solutos, observada através da reducdo do
potencial osmético, ocorreu em folhas de plantas sob déficit hidrico (Figura 15c). Os
resultados demonstram que em ambos os tratamentos, controle e déficit hidrico,
houve maior acumulo de solutos nas folhas de plantas cultivadas em 2018. O
ajustamento osmatico pelo acumulo de solutos mantém o turgor celular, permitindo a

abertura estomatica e a atividade fotossintética, que mesmo reduzidas ainda
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possibilitam a distribuicdo de carbono e nitrogénio pela planta (Bartels e Sunkar,
2005). Diferentes fatores relacionados ao ano de 2018 podem ter favorecido o
acumulo de prolina, e possivelmente também de outros solutos osmoticamente ativos.
Esses osmorreguladores também contribuem na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio, combatendo danos oxidativos contra as células vegetais (Sharma et al.,
2018).

Aminoacidos sdo compostos importantes por constituirem proteinas e serem
percursores de varios metabdlitos especializados (Pratelli e Pilot, 2014). Com a
condicao de déficit hidrico houve aumento no teor de aminoéacidos livres de maneira
dependente do gendtipo e ano de cultivo, como pode ser observado para P232 (média
pungéncia) e P337 (baixa pungéncia) (Figuras 29 e 30). Isoleucina, treonina, acido
aspartico, asparagina, valina, serina e prolina aumentaram durante do déficit hidrico
em ambos 0s anos no gena6tipo de baixa pungéncia P337 (Figura 29 e 30).

O genotipo sem pungéncia P323 ndo apresentou aumento da concentracdo de
aminodcidos livres em funcado da restricdo hidrica. Adicionalmente, os aminoacidos
treonina, acido aspartico, asparagina, glutamina, serina e prolina tiveram seu
conteudo reduzido no gendtipo P323 durante o déficit hidrico, principalmente no ano
de 2017 (Figura 29). Aminoacidos sdo uma classe de compostos capaz de atuar em
diversos processos fisiolégicos como osmoprotecao, transporte de ions e controle
estomatico, na regulacao génica e sintese de algumas enzimas (Rai, 2002), tendo um
papel importante como mecanismo de tolerancia em condi¢des estressoras.

O gendtipo de baixa pungéncia P337 foi o principal gendtipo que apresentou
acumulo de acucares nos frutos, causado em funcdo do déficit hidrico. Durante
condicdes de estresse abidtico, como por exemplo a seca, é possivel observar o
aumento do contetdo de acUcares solUveis. Esses compostos tem a propriedade em
atuar na manutencao da homeostase e também auxiliam na eliminagdo de espécies
reativas de oxigénio (Sharma et al., 2019). Foi possivel observar incremento de
glicose e xilose durante o déficit hidrico, independente do ano de cultivo (Figura 34) e
aumento no teor de sacarose no ano de 2017 e manitol em 2018 em funcéo do déficit
hidrico no gendtipo de baixa pungéncia P337 (Figura 33). O aumento no teor de
frutose, glicose, sacarose e/ou outros agucares € um efeito conhecido nas plantas em
condicbes de estresse osmatico (Bolarin et al., 2001; Martinez-Ballesta et al., 2004;

Sziderics et al., 2010; Mibei et al., 2018). Glicose, frutose e xilose foram alteradas
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também em funcdo do ano no gendtipo P337, sendo maiores em fruto de plantas
cultivadas em 2018. O acumulo de acucares em funcéo do déficit hidrico no genotipo
de baixa pungéncia P337 pode evidenciar sua capacidade em ativar mecanismos de
defesa em funcdo das condi¢cdes estressoras, através do acumulo de metabdlitos
primarios, o que pode ser indicativo de maior sensibilidade ao estresse e necessidade
de osmoprotegao.

Embora o gendtipo de média pungéncia P232 nao tenha sido o gendtipo que
acumulou a maior variedade de aminoacidos e acucares, a presenca dos compostos
acido aspartico, treonina, valina, glicina e manitol foram importantes para a distingcao
desse gendtipo em comparagdo com P337 e P323, como observado na analise de
componentes principais (Figura 36). Esses compostos aliados a presenca de acidos
fendlicos e capsaicinoides que também auxiliaram na distincdo do gendétipo, podem
ter auxiliado a manutencdo em condigbes estressoras e consequente melhor
tolerancia pela planta. Considerando esses metabdlitos e o fato desse gendtipo nédo
ter apresentado significativas perdas de massa fresca dos frutos sob déficit hidrico,

indicando de sua melhor tolerancia a essa condicéo estressora.

7.3 Regulacdo da biossintese de capsaicinoides e da transcricdo de genes
associados ao déficit hidrico

Capsaicinoides sdo compostos amplamente avaliados em pimentas do género
Capsicum por serem responsaveis pela pungéncia do fruto. Os gendétipos
selecionados para o estudo apresentavam naturalmente niveis distintos de pungéncia
(Tabela 1). Na sintese dos capsaicinoides, a atividade da enzima capsaicina sintase
decorrente da expressao do gene PUNL, liga o composto vanililamina com um acido
graxo de cadeia ramificada (Arce-Rodriguez & Ochoa-Alejo, 2019). Capsaicina sintase
€ uma enzima acyl-transferase, sendo a ultima enzima da rota biossintética, esta
envolvida na formagé&o dos capsaicinoides propriamente ditos. Mesmo que nao tenha
sido detectada a presenca de compostos capsaicinoides para o gendtipo P323 (Figura
26), foi possivel observar a expresséo do gene PUNL a partir da quantificacéo relativa
de transcritos (Figura 11c). Esses resultados sugerem que a auséncia dos
capsaicinoides em pimentas Capsicum € decorrente da auséncia de substrato ou da

alteracdo na estrutura da capsaicina sintase e ndo da auséncia de expressao do gene
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codificador dessa enzima. Embora muitos gendtipos ndo pungentes tenham
apresentado um alelo de PUN1 que contém uma delecdo com perda de funcdo no
promotor e no primeiro éxon da regido de codificacdo (Stewart et al., 2005), cultivares
nao pungentes CH-19 Sweet e Himo (C. annuum) foram descritas como tendo uma
mutacdo no gene que codifica a enzima aminotransferase predita (p-AMT) (Lang et
al., 2009; Tanaka et al., 2010). Sem a atividade da AMT, ndo ocorre a formacao do
composto aromatico vanililamina, e a rota seria desviada para a formacao de
capsinoides, compostos ndo pungentes estruturalmente semelhantes aos
capsaicinoides. Mais recentemente autores descobriram que a interrupcdo da
expressdo do gene putative ketoacyl-ACP reductase (CaKR1) induz perda de
pungéncia em Capsicum, demonstrando que esse gene também pode estar envolvido
na biossintese de capsaicinoides (Koeda et al., 2019). Esses estudos demonstram a
complexa rede de genes envolvidos na sintese de capsaicinoides em pimentas.
Assim como observado na quantificacao relativa de transcritos do gene PUN1,
déficit hidrico e ano de cultivo afetaram o acumulo de capsaicinoides. Era esperado,
a partir dos dados de transcritos, que ambos 0s genétipos de média pungéncia e baixa
pungéncia (P232 e P337) apresentassem aumento do teor de capsaicinoides sob
déficit hidrico no ano de 2017 e reducdao em 2018, sob a mesma condi¢cdo. Embora
ambos os gendtipos, de média pungéncia e baixa pungéncia, tiveram seus teores de
capsaicinoides reduzidos sob condicdo de déficit hidrico no ano de 2018, apenas o
genotipo P337 teve seu conteudo aumentado no ano de cultivo de 2017. Mesmo que
a relagcéo de transcritos do gene PUN1 tenha aumentado no ano de 2017 sob déficit
hidrico, o genodtipo P232 (média pungéncia) ndo apresentou acumulo de
capsaicinoides, demonstrando uma correlacdo negativa entre essas variaveis (Figura
27a). Assim, é possivel que outros genes além de PUN1 e/ou fatores pos-
transcricionais possam estar associados as caracteristicas de maior pungéncia nesse
genadtipo. Um estudo anterior demonstrou que a cultivar de pimenta KKU-P-11003 (C.
annuum) manteve o conteudo de capsaicinoides total estavel em diferentes
ambientes, ja a cultivar Dallay khorsaney (C. chinense) se mostrou sensivel a
mudangas ambientais para o0 mesmo parametro (Gurung et al., 2012). Esses
resultados sugerem que embora a interacdo genotipo-ambiente afete o acumulo de

capsaicinoides em pimentas, o gendtipo é o principal fator em relacdo ao efeito do
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ambiente (Gurung et al., 2011). E ainda, indica a possivel participacdo de outros
genes na sintese desses compostos, como o AMT e CaKRL1.

A relacdo entre o acumulo de transcritos de PUN1 pareceu afetar o teor dos
capsaicinoides (Figuras 1lc, 12c, 26, 27 e 28). Os frutos do genoétipo de média
pungéncia P232 cultivado sob déficit hidrico em 2018 apresentaram expressao
relativa de PUN1 0,2% menor em relagdo ao controle (Figura 11c). O teor de
capsaicinoides total nos frutos desse mesmo genétipo reduziu 38% (595,4 ug g*) sob
déficit hidrico em comparacéo a frutos do mesmo genétipo cultivado sob condi¢cdes
ideias de fornecimento de &gua (controle) e uma correlacdo positiva foi observada
entre CSTxPUNL1 (Figura 27b). O genotipo de baixa pungéncia P337, que reduziu
0,6% na expressao relativa de transcritos de PUN1 sob déficit hidrico em comparacao
ao controle, teve decréscimo de 37% (344,9 ug g) no teor de capsaicinoide total,
demonstrando que a alteracdo no acumulo de transcritos de PUN1 sob déficit hidrico
afetou diretamente o0 acumulo de capsaicinoides em 2018.

As condi¢cBes relacionadas a safra também proporcionaram alteracfes da
biossintese de capsaicinoides (Figuras 12c e 26). Tais caracteristicas pareceram
afetar principalmente o tratamento controle, que aumentou mais de cinco vezes a
expressao relativa do gene PUN1, de acordo com cada gendtipo (Figura 12c). Da
mesma maneira, 0 teor de capsaicinoides total em 2018 no tratamento controle
aumentou 51% (801,9 ug g*) no gendtipo de média pungéncia P232 e 88% (809,6 g
g?!) no gendtipo de baixa pungéncia P337 quando comparados a 2017, ja em déficit
hidrico esse acumulo foi igual 31% e 50% para 0s respectivos genotipos de média
pungéncia e baixa pungéncia. Observou-se para as safras uma correlacdo positiva
entre as variaveis CSTxPUN1 nos dois genatipos, indicando que as alteracbes entre
0s anos afetaram proporcionalmente o0s genotipos independente do tratamento
(Figura 28).

Estudos realizados em cultivares com niveis contrastantes de pungéncia,
demonstrou que o déficit hidrico induziu aumento de capsaicinoides, exceto nas
culturas de alta pungéncia e que essas apresentam menor flutuacdo nos teores de
capsaicinoides (Phimchan et al., 2012; Phimchan et al., 2014). Contrariamente, Kopta
et al. (2020) observaram que as cultivares de baixa e média pungéncia ndo foram
significativamente afetadas pelas condi¢6es de déficit hidrico, enquanto que a cultivar

de alta pungéncia apresentou um aumento significativo sob essa condicdo. No
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presente estudo embora ambos 0s genotipos, de média pungéncia (P232) e baixa
pungéncia (P337), tenham mudado sua performance em funcédo do déficit hidrico e
ano de cultivo, as maiores flutuacdes observadas foram para o gendétipo de baixa
pungéncia (P337). Embora a performance do genétipo P337 tenha sido inconstante
entre as safras, aumentando sob déficit hidrico em 2017 e reduzindo em 2018 a
correlacdo entre 0 acumulo de transcritos e de capsaicinoides foi diretamente
proporcional (Figura 27c e 27d).

A regido promotora do gene PUN1 apresenta varios elementos cis alvos de
ligacdo de fatores de transcricdo que atuam na via dependente de ABA, e apenas um
elemento cis alvo de ligacdo do fator DREB (sinalizacdo independente de ABA)
(Figura 13). Esse resultado sugere que esse gene pode ser controlado pelo ABA,
entretanto o acumulo de ABA nédo foi observado em associacdo a condicdo de
estresse nos frutos, com isso, a ativagdo desse gene ocorre por pequenas
concentracfes de ABA e/ou outros mecanismos de sinalizacdo. Yu et al. (2019)
relataram que a maior tolerancia a seca em tomateiros tratados com trealose ocorreu
devido ao aumento da sinalizacao de genes relacionados a ABA e ndo o acumulo de
ABA, resultado ao qual desvincula o aumento do teor do metabolismo de ABA com
sua efetiva sinalizacdo. Embora fosse esperado o acumulo de ABA em funcdo do
déficit hidrico, o mesmo néo foi observado nos frutos.

O acido abscisico é um importante fito-horménio vegetal responsavel por
muitas funcbes nas plantas em homeostase e atua também como importante
sinalizador em varios genes durante condi¢cfes estressoras (Yu et al., 2019). Além
disso, o ABA tem sido explorado como um importante sinalizador durante o
amadurecimento em frutos de tomate (Sun et al., 2011; Sun et al., 2017). O teor de
ABA nos frutos aumentou apenas no gendtipo sem pungéncia P323 em 2018 (Figura
23a). O acido faseico, metabdlito do catabolismo de ABA, apresentou reducéo do teor
nos frutos de pimentas cultivadas em condi¢gdes de déficit hidrico (Figura 23b).

No presente estudo, EGABA aumentou em praticamente em todos os
genotipos diante do déficit hidrico (Figura 23b). Ester glicosilado de &cido abscisico é
uma forma de armazenamento e transporte e é facilmente convertido a ABA pela
enzima B-glicosidase, ativada por estresse (Lee et al., 2006). A conversao de ABA em
EGABA sugere que diante de condi¢Bes estressoras o ABA é catabolizado para o
transporte para 6rgdos onde poderé efetivamente regular o controle estomético e a
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transpiracéo. O teor de ABA nas folhas de pimenta néo foi investigado no presente
estudo.

O gene ERF5 apresentou elementos regulatorios de acdo cis associados aos
fatores de transcricio AREB, MYB e WRKY, dependentes de ABA (Figura 13).
Considerando a presenca de ERAC dependente de ABA, é possivel constatar que
ERF5 em pimentas pode ser regulado por duas vias de sinalizacdo diferentes,
dependentes de ABA e de etileno. Pan et al. (2012) estudaram a expresséo do gene
SIERF5 em tomate (Solanum lycopersicum) na presenca dos horménios ABA, acido
jasménico, acido salicilico e etileno, e observaram que o acumulo de transcritos foi
induzido por ABA e etileno. Tais relatos corroboram que genes membros da familia
ERF podem ser regulados pela via de sinalizagdo de ABA e ndo somente do etileno.

O aumento da transcricao do gene ERF5 nas pimentas foi induzida pelo déficit
hidrico apenas na safra de 2017 (Figura 11). Muitos estudos tém evidenciado a
importancia de proteinas ERF na tolerancia de condi¢cdes adversas como resposta a
fatores abioticos e bidticos (Chuang et al., 2010; Pan et al., 2012; Klay et al., 2014).
Em 2018, apenas o genétipo P337 (baixa pungéncia) apresentou acumulo de
transcritos de ERF5 sob o déficit hidrico, sugerindo que esse genotipo manteve a
capacidade de inducdo de genes de tolerancia a seca independente da safra.
Possivelmente esse genoétipo seja mais sensivel as alteragdes ambientais, fator que
favorece a manutencao da expressao de genes sabidamente envolvidos na tolerancia.

Proteinas ERF séo fatores de transcricdo com afinidade a caixa GCC na regido
promotora de genes responsivos ao etileno, e que também se ligam ao motivo
DRE/CTR na regido promotora de genes responsivos ao estresse osmotico (Lee et
al., 2004). A presenca de DRE, alvos proteinas ERF nos promotores dos genes
DREB1A e PUNL1 indica que a expressao desses genes pode ser regulada pelo gene
ERF5 em pimentas C. baccatum. Keyhaninejad et al. (2014) que avaliaram fatores de
transcricdo para candidatos no controle da expressdo de genes da pungéncia em
tecido placentéario de pimentas (Capsicum spp.), observaram correlacao positiva para
dois genes ERF. No presente estudo, ndo foi observada performance consistente
entre o acumulo de transcritos de ERF5 com PUNL1 e teor de capsaicinoides totais
(Figuras 11, 12, 26, 27), 0o mesmo pode ser observado entre ERF5XDREB1A (Figuras
11,12, 27 e 28).
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Dois tipos de DRE foram observados na regido promotora do gene DREB1A
(Figura 13), sugerindo que esse gene pode ser autorregulado. A expressao de genes
DREB leva a formagdo de uma proteina com afinidade especifica a um elemento
responsivo DRE (Hong e Kim et al., 2005). Muitos genes de resposta as condi¢des de
estresse osmotico apresentam o motivo DRE conservado em seus promotores, o que
resulta no aumento da expressdo desses genes e acumulo de metabdlitos
osmoprotetores. Embora o déficit hidrico ndo tenha induzido acumulo de transcritos
de DREB1A nos frutos de C. baccatum (Figura 11a), é possivel que a diferenca
ambiental em 2018 tenha influenciado o aumento da expresséo desse gene para dois
tratamentos (Figura 12a). Estudos anteriores demonstraram que a superexpressao de
genes DREB resultou na melhora da tolerancia a condi¢des estressoras e também no
acumulo de osmoprotetores como a prolina (Ito et al., 2006). Considerando essa
informacao, observou-se o acumulo de prolina em frutos oriundos da safra de 2018
comparada a 2017 (Figura 15b). Embora a expressdo de DREB1A possa ocorrer em
resposta de alteracdes ambientais nos frutos de pimenta, como observado em funcao
do ano de cultivo, esse gene ndo parece estar envolvido na sinalizacéo de tolerancia

a seca.

7.4 Atividade de enzimas antioxidantes nos frutos cultivados sob déficit hidrico

O déficit hidrico pareceu reduzir a atividade das enzimas SOD, CAT e APX em
relacdo ao tratamento controle nos frutos de C. baccatum apds quatro semanas nessa
condicao (Figuras 16 e 17), principalmente no ano de cultivo de 2017. Em 2018 houve
A peroxidacdo lipidica foi maior em 2018 do que em 2017, principalmente no
tratamento controle e coincidentemente, a atividade das enzimas SOD, CAT e APX
foi menor em 2018 em comparacdo como o ano de 2017, ndo havendo diferencas
significativas entre tratamentos (Figura 17d). Cultivares de tomate cereja mais
sensiveis ao déficit hidrico ndo tiveram a atividade de CAT e APX alterada sob
condicdo de estresse moderado (Sanchez-Rodriguez et al., 2010). Em outro estudo,
a atividade da enzima SOD teve um incremento seguido por drastica reducao,
enquanto a atividade enzima CAT diminuiu durante o déficit hidrico em tomate,
resultando em aumentos dos niveis de MDA (Tahi et al, 2008). Os resultados desses

estudos demonstram que ha uma variacao nas respostas das enzimas frente ao déficit
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hidrico, como verificado no presente estudo. Isso indica que ndo necessariamente
ocorrerd um incremento da atividade das enzimas antioxidante frente a condicdo de
estresse. A atividade enzimatica irA depender da intensidade e periodo de
permanéncia do estresse, mas também das caracteristicas do genétipo.

Em um estudo anterior, Anjum et al. (2012) avaliaram a performance das
enzimas antioxidantes em folhas em duas cultivares de pimentas pungentes (C.
annuum) ao longo de 28 dias sob trés niveis de déficit hidrico. No estudo, os autores
observaram que as atividades enzimaticas aumentaram significativamente, com apice
entre 12 e 18 dias apdés a imposicdo do déficit hidrico e depois diminuiram
acentuadamente atingindo valores inferior ao tratamento controle (Anjum et al., 2012).
Possivelmente o0 mesmo possa ter ocorrido nesse experimento, que apos os 28 dias
em condicao de déficit hidrico as plantas ndo tenham conseguido manter os niveis de
atividade das enzimas protetoras nos frutos.

O ano de cultivo influenciou significativamente a atividade das enzimas do
sistema antioxidante, bem como a concentracdo de peroxido de hidrogénio e
malondialdeido. Independentemente do tratamento, SOD e APX tiveram suas maiores
atividades no ano de 2017 para todos os gendtipos (Figura 18a e18b). O gendtipo de
média pungéncia P232 apresentou maior teor de peréxido de hidrogénio em 2018 o
que coincidiu com a maior peroxidacao lipidica nesse genaétipo, observada pelo maior
acumulo de MDA (Figura 18d e 18e). Foi sugerido que elevados indices de peroxido
de hidrogénio nas células causam danos a membranas levando a peroxidacao lipidica

gue pode ser observada pelo aumento de MDA (Sanchez-Rodriguez et al., 2010).

7.5 Potencial antioxidante e teor de metabdlitos em frutos cultivados sob déficit

hidrico

Observou-se maior capacidade antioxidante na captura do radical ABTS em
comparacao ao radical DPPH (Figura 19 e 20). Condi¢des associadas a safra de 2018
pareceram influenciar a reducéo da atividade antioxidante dos gendétipos (Figura 19).
Relatos sugerem que a capacidade antioxidante dos frutos de Capsicum spp. parece
estar relacionada principalmente com compostos capsaicinoides e &cido ascorbico e

secundariamente com compostos fendlicos (Kopta et al., 2020). No presente estudo



99

avaliou-se as trés classes de compostos e nao foi observada a mesma performance
de inibicdo dos radicais com 0s compostos citados, principalmente porque o teor de
compostos capsaicinoides foi superior no ano de 2018, mas reduziu em funcéo déficit
hidrico. O gendtipo sem pungéncia (P323) também apresentou capacidade
antioxidante, que para inibicdo do radical DPPH foi igual ou superior aos demais
genotipos (Figura 20b).

No presente estudo também avaliou-se o teor de carotenoides totais.
Diferencas significativas no teor de carotenoides em funcdo do tratamento foram
observadas (Figura 21a). No gendtipo de baixa pungéncia P337 o déficit hidrico
causou aumento do teor de carotenoides, enquanto a reducao foi observada para os
genadtipos P232 (média pungéncia) e P323 (sem pungéncia). Assim como observado
no presente trabalho, um estudo com tomates cereja cultivados sob restricdo de agua
demonstrou que as respostas a seca variaram em funcdo do gendtipo (Coyago-Cruz
et al., 2017). Da mesma forma ao encontrado para outros metabdlitos como prolina e
capsaicinoides, as condi¢cdes ambientais do ano de 2018 também influenciaram o
acumulo de carotenoides (Figura 21b).

A coloragcdo nas pimentas varia principalmente em funcdo da composicéao de
carotenoides na epiderme do fruto e pode ocorrer desde o amarelo, passando por tons
alaranjados, vermelhos e marrom. Um estudo demonstrou que algumas cultivares de
coloracdo vermelha apresentaram alto teor de 3-caroteno, enquanto outras, alto teor
de capsantina e auséncia de B-caroteno (Guiffrida et al., 2013). Embora algumas
diferencas tenham sido observadas, o parametro de cor ndo parece ser afetado em
funcdo do tratamento ou do ano de cultivo (Figura 10b). Valores médios de 32,5 H°
foram observados nas pimentas analisadas. Acunha et al. (2017) observaram valores
meédios de 35,6 H° em genotipos de C. baccatum.

Pimentas s&o boas fontes de acido ascoérbico. Nas cultivares de maior acumulo
o teor de acido ascérbico pode chegar a em torno de 2 mg g* em massa fresca de
fruto (Kopta et al., 2019). No presente estudo, o valor médio de acido ascorbico total
foi de 0.2 mg g'em massa seca, considerando que os frutos tenham entre 85 e 90%
de agua, esses valores estdo proximos dos relatos anteriores. Segundo os autores
Kaur e Nayyar (2014), gendtipos mais tolerantes a condicfes de estresse possuem
teores mais altos de acido ascoérbico endogeno. Nesse sentido, o genétipo P337

(baixa pungéncia) acumulou maiores teores de &cido ascérbico em relagdo aos
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demais gendtipos em ambos os tratamentos e anos de cultivo (Figura 22b). Porém o
conteutdo de &cido ascorbico foi reduzido sob condi¢éo de déficit hidrico.

Embora o maior acumulo de &cido ascérbico fosse esperado por ser um
composto com potencial antioxidante, Kopta et al. (2020) também n&o observaram
acumulo significativo em cultivares de pimenta sob déficit hidrico. Esses autores
relataram que as cultivares mais tolerantes possivelmente séo as que nao apresentam
reducdo no teor de acido ascoérbico mesmo apOs aplicacdo mais prolongada da
condicdo estressora. Com base nessas afirmacdes, o gendtipo de média pungéncia
P232 mostrou maior estabilidade entre os anos de cultivo e quanto a manutencgéo do
conteudo de &cido ascorbico sob déficit hidrico (Figura 22b).

Maiores teores de acidos fendlicos foram observados no genoétipo de maior
pungéncia P232, principalmente os compostos acido siringico e vanilico (Figura 24c e
24d). Esse mesmo gendtipo apresentou sob déficit hidrico um acumulo de acido
clorogénico 2,6 vezes maior que o tratamento controle, no ano de 2018 (Figura 24a).
Os acidos clorogénico e galico e o flavonoide rutina ja foram identificados
anteriormente em pimentas C. annuum (Medina-Juarez et al., 2012). Estrada et al.
(2000) relataram que o amadurecimento nos frutos causa reducdo no teor de
compostos fendlicos livres, sendo que estes estavam em maiores concentracdes nos
estadios iniciais de desenvolvimento.

O déficit hidrico promoveu aumento do teor de compostos fendlicos,
principalmente para o acido clorogénico, pois 0os demais compostos variaram em
funcdo do genotipo e ano de cultivo (Figura 24 e 25). Foi sugerido que o acumulo de
compostos fendlicos pode estar relacionado com mecanismo de defesa durante uma
condicao de estresse. Isso pode ser observado para condicdo de déficit hidrico em
frutos e folhas tomateiros cereja (Solanum lycopersicum L.) (Sanchez-Rodriguez et
al., 2011; Al Hassan et al., 2015), em folhas de Amaranthus tricolor (Sarker e Oba,
2018), em amendoinzeiros (Arachis hypogaea L.) (Aninbon et al., 2016) e em pimentas
(Capsicum annuum) (Rodriguez-Calzada et al., 2019). Nesse sentido, o acido
clorogénico parece ser o principal antioxidante entre os compostos fendélicos na defesa
do metabolismo de pimentas C. baccatum em condi¢gOes estressoras causadas por

déficit hidrico.
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8 Consideracdes finais

Embora fosse esperado o acumulo de capsaicinoides em funcdo do déficit
hidrico, sua aplicacdo no estadio de amadurecimento dos frutos ndo induziu o
acumulo de capsaicinoides. Associado a isso esperava-se 0 aumento de transcritos
do gene Punl (capsaicina sintase) em resposta ao déficit hidrico, o que também né&o
ocorreu. Avaliou-se fatores de transcricdo associados a condicOes estressoras que
pudessem estar controlando a expressao do gene PUNL1 via ligagdo aos elementos
regulatorios de acdo cis. Observou-se correlacdo positiva entre a expressao de
DREB1A e o acumulo de capsaicinoides no gendétipo de baixa pungéncia, no entanto
essa ocorréncia nao foi observada via expressado de PUN1, indicando que a acao do
fator de transcricdo esta atuando de maneira independente desse gene.

A aplicacdo do déficit hidrico no estadio de amadurecimento dos frutos, afetou
0 metabolismo de aminoacidos e acuUcares, demonstrando que o0s gendtipos
pungentes acumularam preferencialmente aminoacidos como osmorreguladores, 0
gue nao foi observado para o genétipo sem pungéncia. Alteracdes nos teores de
compostos fendlicos e carotenoides foi observada em funcédo da aplicacéo do déficit
hidrico. Porém esses resultados foram dependentes do genétipo, sem estar
relacionado com o grau de pungéncia dos frutos. O gendtipo de média pungéncia se
diferenciou dos demais gendtipos quanto aos teores de aminoacidos, acidos fendlicos
e capsaicinoides. Assim, € possivel que a presenca desses compostos tenha

contribuido para melhor tolerancia de genotipo ao déficit hidrico.
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