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RESUMO

Os Carotendides sdo compostos naturais que apresentam papéis fisioldgicos cruciais nas
plantas e que possuem importantes fungdes nutricionais e nutracéuticos na dieta de seres
humanos e animais. Os frutos maduros de Capsicum apresentam uma gama de coloracdes
incluindo vermelho intenso, laranja, amarelo e marrom que sdo condicionadas pela presenca
de distintos pigmentos carotendides. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar, via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), a diversidade de compostos carotendides em
frutos maduros de 20 acessos de quatro espécies do género Capsicum. Os acessos de frutos
maduros amarelos apresentaram maior quantidade dos pigmentos luteina e violaxantina. Os
acessos de frutos de coloracdo alaranjada apresentaram como principal pigmento o O-
caroteno. Os frutos vermelhos apresentaram capsantina/capsorubina como o0s principais
pigmentos. Uma excec¢do foi o acesso de fruto vermelho ‘Majjorca’ que apresentou maior
quantidade de P-caroteno em relagcdo a capsantina/capsorubina. Um acesso de C. chinense
com coloracdo marrom foi o inico que acumulou clorofila no fruto maduro. A diversidade de
pigmentos encontrada indica que € possivel aumentar (via melhoramento cldssico) o conteudo
e o repertorio destes carotendides com funcdes nutricionais/nutracéuticas nos frutos de
Capsicum. Genes codificadores de enzimas da via biossintética dos carotendides t€m sido
analisados como potenciais marcadores funcionais para a caracteristica cor de fruto em C.
annuum. O gene codificador da Capsantina-capsorubina sintase tem sido um dos principais
alvos destes estudos uma vez que esta enzima estd envolvida na sintese dos principais
pigmentos relacionados com a tipica coloracdo vermelha dos frutos maduros de Capsicum. O
DNA gendmico foi extraido de 24 acessos pertencentes a quatro espécies: C. annuum, C.
frutescens, C. chinense e C. baccatum. Foram sintetizados os iniciadores de sintese
especificos para a regido codante e também do promotor do gene codificador da enzima
Capsantina-capsorubina sintase (CCS) utilizando a informagdo genética disponivel no
GenBank. O par de iniciadores de PCR utilizados para a regido codante (‘PALID e PAL7R’)
foi capaz de amplificar um amplicom de 900 pb em todos os acessos. A sequencia
nucleotidica correspondente a esta regido foi bastante similar em todos os acessos estudados.
Por outro lado, um amplicom unico, mas com diferentes tamanhos, foi obtido com o par de
iniciadores da regidao promotora do gene (‘CCSprolfor’ e ‘CCSprolrev’) utilizando todos os
acessos de fruto vermelho e também um acesso de fruto amarelo (C frutescens ‘CNPH
2871’). No entanto, nenhum amplicom foi observado utilizando como molde o DNA

gendmico de acessos de C. annuum ‘CNPH 0180 e ‘CNPH 0645’ (ambos com frutos
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amarelos). O tamanho do amplicom foi espécie-especifico. Um amplicon de 920 bp foi
observado exclusivamente em acessos de C. annuum. Um amplicon de 998 bp foi observado
apenas em acessos de C. baccatum e C. frutescens. Um amplicon de 1117 bp foi observado na
maioria dos acessos de C. chinense e um acesso tentativamente classificado como C.
frutescens. Este trabalho revela a presenca de diferencas estruturais na regido do promotor do
gene CCS nas diferentes espécies e acessos de Capsicum. Esta informacdo pode ser utilizada
em sistemas de identificagdo de espécies/cultivares e na sele¢do assistida para determinagdo

precoce de coloracdo de frutos maduros neste grupo de espécies de Capsicum.

ABSTRACT

Carotenoids are natural compounds that play crucial physiological roles in plants and
important nutritional/nutraceutical functions in the diet of humans and animals. The mature
fruits of Capsicum display an array of colors ranging from deep red, orange, yellow and
brownish, which are mainly conditioned by the presence of distinct carotenoid pigments. The
objective of the present work was to characterize the carotenoid profile of mature fruits of 20
accessions from four Capsicum species, via high performance liquid chromatography
(HPLC). The lutein and violaxanthin were predominant pigments in accessions yellow-with
fruits. The pigment o-carotene was predominant in accessions with orange fruit. The red-fruit
accessions were rich sources of capsorubin/capsanthin. The only exception was the red-fruit
cultivar ‘Majjorca’, which displayed a large amount of P-carotene when compared with
capsorubin/capsanthin. One C. chinense accession with fruits with brown (chocolate) color
was the only one with chlorophyll accumulation. The pigment diversity observed indicated it
is feasible to improve (via classical breeding strategies) the amount of carotenoid pigments as
well as its repertoire of nutritional/nutraceutical in Capsicum fruits. Genes encoding enzymes
of the carotenoid biosynthetic pathway have been analyzed as potential functional markers for
the trait mature fruit color in C. annuum. The gene encoding the Capsanthin-capsorubin
sintase is one of the major targets because the enzyme is responsible for the synthesis of the
most important Capsicum carotenoids, which are related to the typical mature red fruit color.
Genomic DNA was extracted from 24 accessions belonging to four species: C. annuum, C.
frutescens, C. chinense, and C. baccatum. Specific primers were synthesized targeting
separately the coding region and the promotor region of the gene coding for Capsanthin-
capsorubin synthase (CCS) using the genetic information available at the GenBank. A PCR
primer pair (‘PAL 1D’ and ‘PAL 7R’) targeting the coding region was able to amplify an
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amplicon of 900 bp in all accessions. The nucleotide sequence corresponding to the coding
region was very similar in all the accessions studied. On the other hand, a single (but variable
in size) amplicon was obtained with the primer pair targeting the promotor region of the CCS
gene (‘CCSprolfor’ and ‘CCSprolrev’) using genomic DNA of all red-fruit accessions and
also in one yellow-fruit accession (C. frutescens ‘CNPH 2871’). However, no amplicon was
observed using DNA from C. annuum accessions ‘CNPH 0181 and ‘CNPH 0645’ (both with
yellow fruits) as genomic templates. The amplicon sizes were species-specific. The 920 bp
amplicon was exclusively found in C. annuum accessions. The 998 bp amplicon was observed
only in accessions of C. baccatum and C. frutescens. The 1117 bp amplicon was observed in
the majority of the C. chinense accessions but also in one accession tentatively classified as C.
frutescens. The present work indicates the presence of distinct structural features of the CCS
promoter region across accessions and species of Capsicum. This information might be useful
in species/cultivars fingerprinting systems and marker-assisted precocious selection programs

for mature fruit color in this group of Capsicum species.

iX



SUMARIO

AGRADECIMENTOS .....ooiiitiieet ettt sttt sttt vi
RESUMO ...ttt ettt et ettt ettt be et e ae et et e sneenbeenees vii
ABSTRACT ...ttt sttt ettt et sttt st sae bt tesaeenaeeas viii
SUMARIO.......ccooomitrrireeise et X
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt Xxii
LISTA DE QUADROS E TABELAS ...ttt Xiv
CAPITULO I
Avaliacdo via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do perfil de
carotendides em acessos de quatro espécies de CapSiCUM ............ccccueeeveeenceeencueeennne. 1
RESUMO ..ttt ettt ettt et b et st e bt et e sae e bt entesne e 1
ABSTRACT ...ttt ettt et sttt ettt sb ettt e bt et e it e sbeetesanen 2
) I 0110 30T L) T T RS RPR 2
2. Revisao de LIteratura.............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieccee ettt 3
2.1 BOBANICA ..ottt ettt ettt s 3
Capsicum ANIUUI L. .......c..oooiiiiiiiiiiee ettt et e e et e e s s baee e e 4
Capsicum DACCATUNL L. .........ccoocuveieeeeiiie et eectiee et e e ettee e e s aeeeeessaaaeeenaaeeeennns 5
CapSiCUM fTULESCENS L. ...ooeeeiieeiiiieiiieeie ettt ettt e ae e e aae e saaeesaaeeens 5
Capsicum CRINENSE JACH. ......ueiviuieiiiiiiiiiieeee ettt ettt 6
Capsicum pubescens RUIZ & PaVON ..........ccccveviiiiiiiieeniieecieeeiee et 6
2.2. Importancia ECONOIMICA. .....cccuiiiiiiiiiiiiieiieeeiteeeie et 6
2.3. Estrutura dos Pigmentos CarotenOides .........cc.eeecueeerieeenieeenieeeneeeeiieesveeeeieeenenes 8
2.4. FungOes dos CarOteNOIAES ........ceeureeriiiieiieeeiie ettt ettt sttt e 8
2.5. A Cromatografia Liquida na Identificacdo de Carotendides. ..........cccceeeuveerunennns 10
BuODBJELIVO ... e e e et e e e e e e rae e areeeeanes 12
3.1, ODJEUIVO GETAL ..ccueiiieeiiiieciie ettt et e et e et e et e e et e e ssaaeeessaeesnnaeesnseeenns 12
3.2. ODbjetivos ESPECTIICOS ..eeuviiiiiiiiiiieeiiie ettt 12
4. Materiais & MELOOS...........c..ooouiriiiiiiiiiieieee e 12
4.1. Acessos de espécies d€ CaAPSICUNML. ........ceeueeeriueeeniieeiieeeieeestee et 12
4.2. Extraco dos CarotenOIAES ........ccccueieriuiieeiieeiiieeeieeesreeeiteeeriveeeareeeaeeesneeesaneees 13
4.3, SAPONIFICACAO. ...eeeuiiieeitie ettt ettt ettt et e et e e s e e e sabeeesabee s 14
4.4. Andlise dos CarotenOIdEs .........ccoueeiuieiiiiiiiinieeiteree ettt 14
4.5. Identificag@0o dos CarotenOIdes. ........cccueeeriieeriieeniieeiee ettt 15
4.6. Determinacao do Contetido dos Carotendides: .........ccceeeeveeerieeeriieeeieeenieeenneenn 16
5. Resultados & DISCUSSAO ........c.c.ooiiriiiiiiiiiiiiieieee e 17

6. Referéncias Biblio@raficas .................cccccoooiiiiiiiiiiiiccc e 38



CAPITULO II

Variabilidade estrutural do gene codificador da Capsantina capsorubina sintase (CCS)

em acessos de quatro espécies de Capsicum com diferentes cores de fruto............... 44
RESUMO ...ttt sttt sttt sttt e b 44
ABSTRACT ..ttt ettt ettt ettt e bt et eeaeenbe et e sseenbeeneas 45
Lo INEEOAUCAOD ...ttt ettt e st e st e e sabe e e sabee e 46
2. Revisao de LIteratura............cccooiiiiiiiiiiiiiiiceeteee et 47

2.1. Biologia Molecular da Via Biossintética dos CarotenGides .........cc.cceevvuveerneennne 47

2.2. Genética cldssica e molecular do acimulo de carotendides em frutos de

COAPSICUIN «..oeoeeeee e eeee e et e e e et e e e et e e e esaaeeeeassaeaeessssaaesenssseaeaanssseeeeansssaeeannns 48

2.3. Enzimas e Genes da Via Biosintética dos Carotendides ...........coceeveeveerniiennene 50

2.4. A Via Biosintética dos Carotendides em CapSiCUm ..........c.ueeeeeveeeeeecveeeensnennnnn 51
B ODJELIVOS.......oeiiiiiieiie ettt et e e e e e e e e et e e e e e e baeeenraeeennes 54

3.1, ODJEUIVO GETAL ..ottt ettt st 54

3.2. ODbjetivo ESPECITICO .uvvieeiiieiiieiie ettt 54
4. Material & MELOOS .............cceviriiiiiiieieieieeeeee ettt 54

4.1. Acessos de eSpPECIES A€ CAPSICUNM ........ueeeveeeeereeeeieeeeieeeereeeeieeereeesaeesaeeenseees 54

4.2, EXtrac@o de DINA.....cooiiiiiieie ettt 54

4.3. Amplificacao da regido codante e promotora do gene codificador da CCS........ 55

4.4. Sequenciamento da regido codante e promotora do gene da Capsantina

CAPSOTUDING STNTASE ..eevvvveeereeeeiiieeirieestteeestteeestteeseteesseeesseeessseeessseeessseeessseesssneessseeenns 56
5. Resultados & DISCUSSAO ..........c.coeiriiiiiiiiniiiieiceteee e 56
6. Referéncias Biblio@raficas .................cccccooviiiiiiiiiiiiicce e 61

xi



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO I

Figura 1.

Obtencdo da estrutura fina do espectro de carotendides (modificada de BRITTON,
1005 ) et ettt et h et e nt e h et eente bt et e eneenaeentes 15
Figura 2.

Curva padrdo de -caroteno para quantificagdo dos carotendides. ..........ccevvevververvennene. 17
Figura 3.

Carotendides totais em Caspicum em g/g de massa fresca. Colunas indicadas com a
mesma letra ndo diferiram pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. ...................... 21
Figura 4.

Perfil de carotendides em Capsicum, relacionando o acesso com o nimero de picos
encontrados em cada acesso. Colunas indicadas com a mesma letra nao diferiram pelo

teste de Tuckey a 5% de probabilidade .............ccovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 21

Anexo I:

Perfil de carotendides nos acessos de Capsicum analisados. .........cccceeevveeerveeecieeennneen. 25
Capsicum annuum CNPH 06045 .........oooiiiieeeeee ettt ae e 25
Capsicum annuum CNPH Q181 .....c.coooiiiiiieiiieeeeeee e 26
Capsicum baccatum CNPH 3017 .......ooooiiiiiiiieeeeeee ettt eee e vae e 26
Capsicum baccatum CNPH 0992.........coccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 26
Capsicum baccatum CINPH 0279 .......coooiiiiieiee ettt eee e vaee e 27
Capsicum annuum CNPH O183 ...t 27
Capsicum annuum CNPH 0189 ........ooiiiiiiie et 28
Capsicum annuum CNPH Q148 ..ot 28
Capsicum annuum ‘MaJJOTCA’ ......cc.eeiuiiiiiniieiieeie ettt ettt ettt et ens 29
Capsicum chinense CNPH 2850 ........ccoooiiiiiiiiiiieecieeeeee e 29
Capsicum chinense CNPH 0434 ........oooiiiiiieeeeeeeeee ettt 30
Capsicum baccatum CNPH 1363 ...ttt 30
Capsicum baccatum CNPH 1364 ...........ccooiieiiiieiieiieeeee et 31
Capsicum baccatum CNPH 1397 .......ooooiiiieeeeeeeeeee ettt 31
Capsicum chinense CNPH 0079 ......c.cccoiiiiiiiiiiiiiiinieeeceeeeeeee e 32

Pico 1: NEOXANTING ....eeeiuiiiiiiiiiiiieeeiie ettt ettt e 32
Pico 2: VIolaXantina........cooeeiiiiiiiniiiiieeeee et 33
Pico 3: CapSantina.......cccueeeeiiieiiiieiiieeniee ettt 33
PiC0 41 LUETNA. ...ttt 34
PiCO 5: ZeaXantina ......ccocuveiiiiiiiiiiiiiieeiee ettt 34
PicO 6: O-CriptOXantiNa......ccuveeeruveeeiiieeeiieenieeesieeesreeesreeeseseeeaneessreesseeesnseens 35
Pico 7: B-CriptOXantinga .......c.ccvevveeueerierierieieteieiestessesreese e eseessessesaessessesseeseens 35
P1c0 8: 0l- CATOtENO ....eevieiiiiiiiiieiieeie ettt 36
PiCO 9: B- CArOteNO......euvevieviienieeieteteiiettetee ettt ettt se s se b beseeseeseneas 36
Pico 10: CLOTOfI1A ..ot 37

xii



CAPITULO 11

Figura 1.
Esquema da via Biossintética dos carotendides em CapsiCum...........cceeeeveeeeveeecneeennne. 53

Figura 2.
Amplicons obtidos apds amplificacdo com os “primers” PAL 1D e PAL 1R, especificos
para a regido codante do gene CCS, visualizados em gel de agarose 1% corado com

Brometo de tHACO .....eeruveeiiiiiieiieeeecee e 58
Figura 03.
Fragmento do alinhamento da regido codante do gene da Capsanthin/capsorubin
synthase pelo método Clustal (Megalign-Lasergene, Madison, WI). .......cccccccevuvernneen. 59
Figura 4.

Gel de agarose corado com brometo de etideo mostrando os produtos da amplificagao
de DNA de Capsicum, utilizando os iniciadores de sintese CCSPromF e CCSPromR,
especificos para a regido do pomotor do gene da Capsantina-capsorubina sintase........ 60

xiil



LISTA DE QUADROS E TABELAS

CAPITULO I

Quadro 1:

Cddigo do acesso, espécie botanica e caracteristica de coloracio de fruto do
germoplasma de Capsicum utilizado no presente estudo. .........cccveeerveeerieeerveenceeennnenn 13
Tabela 1:

Composicao de carotendides (%) em acessos de quatro espécies de Capsicum ............ 22
Tabela 2:

Contetdo de carotendide (UE/g) €M CAPSICUN SP..eeeveeeeereeeeireeriieeeieeesreeenireeeeareenseens 23
Tabela 3:

Contetido de carotendide (Ug/g) em Capsicum sp.com base na curva de calibragio de 3-
CATOLEIIO. ...uveeneieeuieeniteette et et e ettt e bt e et et e e et e ettt e ateenbeeeaseesbeesateenneeesbeesaeesaseenateenneenaneennees 24

Xiv



CAPITULO 1

Avaliacao via cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do perfil

de carotenoides em acessos de quatro espécies de Capsicum

RESUMO
Os carotendides sdo compostos naturais que apresentam papéis fisiolégicos cruciais nas
plantas e importantes funcdes nutricionais/nutracéuticas na dieta de seres humanos e
animais. Os frutos maduros de Capsicum mostram uma gama de cores incluindo
tonalidades de vermelho, laranja, amarelo e marrom as quais sdo condicionadas
principalmente pela presenca de distintos pigmentos carotendides. O objetivo principal
do presente trabalho foi caracterizar o prefil de carotendides de frutos maduros de 20
acessos (de quatro espécies de Capsicum) via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A luteina e a violaxantina foram os pigmentos predominantes em acessos com
frutos amarelos. O pigmento O-caroteno foi predominante em acessos com frutos
alaranjados. Os acessos com frutos vermelhos foram fontes ricas de
capsantina/capsorubina. A tnica excecdo foi a cultivar ‘Majjorca’ que apresentou
grande quantidade de [-caroteno quando comparada a capsantina/capsorubina. Um
acesso de C. chinense com coloragdo marrom (chocolate) foi o tnico que acumulou
clorofila. A diversidade de pigmentos encontrada aqui indica que € possivel aumentar
(via melhoramento cldssico) o contetudo e o repertério de carotendides com fungdes em

frutos de Capsicum.

ABSTRACT

Carotenoids are natural compounds that play crucial physiological roles in plants and
important nutritional/nutraceutical functions in the diet of humans and animals. The
mature fruits of Capsicum display an array of colors including shades of red, orange,
yellow and brown which are mainly conditioned by the presence of distinct carotenoid
pigments. The main objective of the present work was to characterize the carotenoid
profile of mature fruits of 20 accessions (from four Capsicum species) via high
performance liquid chromatography (HPLC). The lutein and violaxanthin were

predominant pigments in accessions yellow-with fruits. The pigment o-carotene was



predominant in accessions with orange fruit. The red-fruit accessions were rich sources
of capsorubin/capsanthin. The only exception was the red-fruit cultivar ‘Majjorca’,
which displayed a large amount of [-carotene when compared with
capsorubin/capsanthin. One C. chinense accession with fruits with brown (chocolate)
color was the only one with chlorophyll accumulation. The pigment diversity observed
here indicated that is feasible to improve (via classical breeding strategies) the amount
as well as the repertoire of nutritional/nutraceutical carotenoid pigments in Capsicum

fruits.

1. Introducao

O género Capsicum L. apresenta expressiva importancia econdmica, englobando
diferentes grupos varietais de pimentas e pimentdes. Este género é formado por
aproximadamente 25 espécies selvagens e cinco domesticadas (Capsicum annuum L.,
C. frutescens L., C. chinense Jacq., C. baccatum L. e C. pubescens R & P.), sendo todas
nativas das Américas (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008). O cultivo de pimenta e
pimentdes tem se destacado pela amplitude de utilizagdes na alimentagdo humana,
sendo empregada como hortalica para consumo in natura e para a produgdo de molhos e
conservas. O fruto desidratado e moido (p6 de péprica doce ou picante) é empregado
como flavorizante ou corante devido a diversidade de colora¢des que podem ser obtidas,
variando do amarelo palido ao vermelho intenso (SUDRE et. al., 2010).

A coloragdo do fruto maduro € condicionada, em grande parte, pela presenca de
compostos carotendides. Estes compostos apresentam importantes funcdes fisioldgicas
no tecido vegetal atuando na chamada “funcdo de antena”, absorvendo o excesso de
energia luminosa e dissipando-a sob a forma de calor (BILGER et. al., 1995). O efeito
nutracéutico dos compostos carotendides em animais e seres humanos se deve ao
elevado poder antioxidante destes compostos, atuando na eliminagao de radicais livres e
protegendo as células de sua ac@o nociva. Alguns carotendides apresentam também a
acdo de pro-vitamina A, que € convertida, durante a digestdo, para o retinol (a forma
ativa da vitamina A) (FRASER & BRAMLEY, 2004).

A Embrapa Hortaligas possui uma cole¢do de germoplasma com cerca de 2000
acessos de Capsicum, englobando cultivares de polinizacdo aberta, hibridos, populacdes

de materiais cultivados, linhagens e materiais silvestres. O objetivo do presente



trabalho foi caracterizar a diversidade de compostos carotendides em frutos maduros de
acessos de quatro espécies de Capsicum desta cole¢ao via CLAE/HPLC. Este estudo
disponibiliza informagdes quanto ao conteido e ao perfil de carotendides nos frutos
destes acessos, contribuindo para o levantamento das potencialidades nutracéuticas e

oferecendo suporte aos programas de melhoramento genético deste género.

2. Revisao de Literatura

2.1. Botanica

A taxonomia do género Capsicum tem sido dificultada devido a ampla
variabilidade existente entre e dentro de acessos das espécies domesticadas e selvagens.
Na década de 1950, diversas espécies de Capsicum foram classificadas dentro de outros
géneros (BOSLAND & VOTAVA, 1999). Atualmente, o género Capsicum é composto
por 25 espécies selvagens e cinco domesticadas. As principais caracteristicas utilizadas
na distincdo das espécies sdao relativas a morfologia floral (CARVALHO &
BIANCHETTI, 2008). Nesse atributo considera-se o nimero de flores por nd, posi¢ao
da flor e do pedicelo, colora¢do da corola e da antera, presenca ou auséncia de manchas
no lobo das pétalas e margem do cdlice, formato dos frutos e caracteristicas
morfoldgicas das sementes (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008).

O género Capsicum é classificado dentro do reino Plantae como pertencente a
divisdao Magnolitophyta, classe Magnolipsida, subclasse Asteridae, ordem Solanales,
familia Solanaceae (USDA, 2010). As espécies cultivadas do género Capsicum sao: C.
annuum (pimentdo, pimentas e pimentas ornamentais), C. baccatum (pimentas dos
grupos varietais dedo-de-moca, cambuci e chapéu-de-frade), C. chinense (pimentas-de-
cheiro ou pimenta-de-bode, murici, murupi e pimenta-de-bico), C. frutescens (pimentas
malagueta e tabasco) e C. pubescens, de sementes de coloracao escura (PICKERSGILL,
1997). No género Capsicum as espécies domesticadas sao autdgamas, podendo ocorrer
fluxo génico devido a presenca de insetos polinizadores. A taxa de alogamia pode variar
entre 2 a 90% dependendo da localizacdo e espacamento das plantas e outras condi¢cdes
ambientais (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008; PICKERSGILL, 1997). As espécies
C. frutescens e C. chinense podem ser cruzadas, facilmente, entre si e com C. annuum

se esta for utilizada como espécie doadora de pdlen (GREENLEAF, 1986). No entanto,



existem barreiras de cruzamento entre as trés espécies e C. baccatum, sendo necessario
a utilizacdo de técnicas de resgate de embrido (YOON et. al., 2006). A altura e a forma
da planta variam de acordo com a espécie. Quanto a arquitetura, as plantas
predominantes no género Capsicum podem ser classificadas como arbustos perenes
(BOSLAND, 1996). O sistema de ramificacdo da planta apresenta um tipico padrio de
dicotomia que ocorre quando a planta atinge de 15 a 20 cm de altura. As hastes podem
apresentar antocianina ao longo de seu comprimento e/ou nos nés, bem como presenca
ou auséncia de pé€los. As raizes sdao do tipo pivotante, alcancando profundidades de 70 —
120 cm. As folhas apresentam tamanho, formato e pilosidade variados e a coloracdo é
tipicamente verde, no entanto podem existir folhas violetas e variegadas. O formato do
limbo foliar pode variar de ovalado, lanceolado a deltéide (BOSLAND & VOTAVA,
1999).

Capsicum annuum L.

Nesta espécie estdo incluidos os pimentdes e algumas pimentas. Existe uma
grande variabilidade fenotipica nos genétipos resultante, provavelmente, do processo de
domesticacdo e posterior selecio e melhoramento genético (incluindo cruzamentos
interespecificos). Acessos desta espécie sdo encontrados tanto na forma selvagem
quanto cultivada. Em seu ambiente selvagem, a planta é semi-perene, de hdbito de
crescimento ereto. Quando cultivada, € conduzida de forma anual, apresentando-se
como planta herbacea. Nas flores, o cdlice é bastante pronunciado, devido ao
prolongamento das nervuras, sendo que no fruto este verticilo se apresenta pouco
dentado e sem constricdo anelar com o pedicelo (CARVALHO & BIANCHETTI,
2008). Na antese o pedicelo, pode ser ereto, horizontal, ou pendente. As flores sdao
hermafroditas, apresentando geralmente uma flor por nd, com pedicelos eretos,
pendentes ou inclinados, na fase de antese. A corola € branca, raramente violeta, sem
mancha na base dos lobos. Geralmente, as anteras sdo azuladas (CASALI & COUTO,
1984). Os frutos de formato conico ou cibico sdo do tipo bagas ocas, de cores
vermelha, amarela, dentre outras, quando maduros, apresentando polpa firme, embora

algumas populagdes silvestres apresentem polpa mole e frutos pequenos. As sementes

sdo cor de amarelo-palha (CASALI & COUTO, 1984).



Capsicum baccatum L.

Os tipos mais comuns e cultivados da espécie C. baccatum no Brasil sdo as
pimentas Chifre-de-Veado, Cambuci (conhecida como Chapéu de Frade) e Dedo-de-
Moca. Neste grupo, a pungéncia dos frutos € menos acentuada; ha inclusive cultivares
nio pungentes, tais como a pimenta Cambuci. Esta espécie apresenta duas variedades
boténicas: C. baccatum var. pendulum e C. baccatum var. baccatum. As plantas, quando
mantidas por alguns anos, chegam a formar verdadeiros arbustos, chegando a 3,0 m de
altura, folhas membrandceas longipecioladas e caule apresentando dicotomia evidente
com pedicelo ereto durante a antese (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008). As flores
sd0 em numero de uma a duas por nd. A corola € branca e sempre com manchas tipicas
de coloracdo escura na base das pétalas, o célice, quando o fruto estd maduro, possui
apéndices pronunciados e sem constri¢cao anelar. Os frutos desta pimenta sdo pequenos,
de coloracdo vermelha quando maduros, e dependendo da variedade podem ser
alongados, arredondados ou ovalados (BIANCHETTI, 1996; CARVALHO et. al.,
2009). As sementes sdo claras, amarelas, beges ou brancas (CASALI & COUTO, 1984).

Capsicum frutescens L.

Estas pimentas sdo extremamente picantes (com alta concentracdo de
capsaicindides), e sdo representadas pelo grupo varietal “Malagueta”, amplamente
disseminado no Brasil (CASALI & COUTO, 1984) e o grupo varietal “Tabasco”,
bastante consumido no mundo todo. Esta espécie apresenta plantas arbustivas,
vigorosas, com altura de 0,9 a 1,2 m e bastante ramificadas, folhas glabras de formato
aval a alongadas, medindo de 7-13 x 5-7 cm e pedicelo ereto, durante a antese. Suas
flores estdo agrupadas de uma a trés por nd, apresentando corola de cor branca
esverdeada e sem manchas, anteras geralmente azuis, ou violetas. Os frutos sao
pequenos de formato alongado e quando maduros, sdo de coloragdo vermelha, bem
picante, com 2,5 a 5,0 cm de comprimento e 0,3 a 0,5 cm de diametro (CARVALHO et.
al., 2006).



Capsicum chinense Jacq.

O nome da espécie, Capsicum chinense, conferido por Nicolaus Joseph Von
Jacquin surgiu de um equivoco, quando este pesquisador supunha que este genétipo
fosse originario da China (BOSLAND & VOTAVA, 1999). Esta espécie pode ser
facilmente, confundida com C. frutescens, devido ao estreito relacionamento genético
entre ambas. A planta apresenta folhas glabras de formato ovado a ovado lanceoladas,
os ramos também sdo desprovidos de pelos. As flores estdo dispostas de trés a cinco por
nd, raramente, solitdrias, apresentam corola, predominantemente, branca-esverdeada,
sem manchas amareladas na base dos lobos. Geralmente, as anteras sdo azuis, roxas,
violetas ou amarelas, o cdlice tem cinco apéndices ou as vezes desprovido destes, o
pedicelo € pendente, raramente, ereto, os frutos com 1,0 a 12 cm de comprimento
apresentado formas e cores variadas (LUZ, 2007). A principal distingdo morfoldgica
desta espécie é uma constricdo anelar entre o célice e o pedinculo (CARVALHO &

BIANCHETTI, 2008).

Capsicum pubescens Ruiz & Pavon

A espécie Capsicum pubescens foi descrita pela primeira vez por RUIZ &
PAVON (1794). Dentre as espécies domesticadas de Capsicum € a Gnica que ndo ocorre
naturalmente no Brasil, sendo nativa da regido Andina. Sdo plantas que podem chegar
de 2,4 m a 4,5 m de altura. As folhas sdo ovaladas, pilosas, medindo 8,0 x 5,0 cm.
Morfologicamente, difere das demais espécies domesticadas, apresentando flores
solitdrias de tamanho grande, brancas ou roxas, com pedicelo ereto durante a antese. Os
frutos podem ser alongados a esféricos. Esta espécie caracteriza-se por apresentar
sementes escuras a pretas, sendo a tnica que se adapta as condi¢cdes andinas (BASU &

KRISHNA, 2003).
2.2. Importancia Economica
As pimentas e pimentdes sdo cultivados, praticamente, em todo o mundo,

destacando-se os paises, como China, Tailandia, Coréia do Sul, India, Japao, México,

Estados Unidos e o Brasil (RUFINO & PENTEADO, 2006). No Brasil a producdo de



pimentdo é cerca de 250.000 t e as de pimentas estd em torno de 19.000 t IBGE, 2010).
O cultivo das pimentas e pimentdo € uma alternativa para o setor agricola, encontrando
condic¢des favordveis de desenvolvimentos em todas as regides produtoras do Brasil. De
acordo com dados do IBGE (2006), o estado de Sdo Paulo ocupa o primeiro lugar com
uma estimativa de producdo de pimentas e pimentdes de 53.200 t, seguido do estado de
Minas Gerais com 39.500 t. No que se refere apenas a produgao de pimentas, o estado
de Sdo Paulo permanece em primeiro lugar, com 4.700 t, seguido pelo do estado do
Ceard, com 3.500 t. O Distrito Federal produz em torno de 7000 toneladas, incluindo
pimentas e pimentdes, com valor de mercado de, aproximadamente, cinco milhdes de
reais anuais (IBGE, 2010).

O agronegdcio de pimenta e pimentdo apresenta grande capacidade de geracao
de emprego e renda, tendo uma grande importincia na agricultura familiar, devido a
grande demanda de mao de obra, chegando a contribuir com 60,8% do custo de
producdo. A cultura apresenta também elevada taxa de retorno do investimento, com
uma renda bruta que oscila entre R$ 4 e 25 mil/ha/ano (VILELA et. al., 2008;
GONCALVES, 2004). O cultivo de pimentas e pimentdes tem se destacado pelo grande
aproveitamento na alimentacio humana como hortalica de acompanhamento ou na
forma de p6, como flavorizante ou corante. Em adi¢do, essa plantas apresentam frutos
com grande diversidade de cores, variando do amarelo pélido ao vermelho intenso. O
processamento das pimentas em pequenas e médias agroindustrias, diretamente pelo
produtor, confere maior rentabilidade. A associacdo pequeno agricultor / agroinduistria
traz maior seguranca e certeza de mercado, devido a ampliacdo em diversas linhas de
produtos tanto para consumo interno quanto para exportaciao. Desta forma, o plantio de
pimenta e pimentdo desenvolve-se preferencialmente nas localidades proximas as
agroindustrias.

Outro conjunto de caracteristicas de interesse, que estimulam o consumo e
producdo das espécies o género Capsicum, € a ampla utilizacdo na culinéria, devido as
suas propriedades de acentuar sabor, aroma e cor a diversos pratos. Considerando o
consumo dos frutos verdes e in natura, o pimentao € a principal fonte de vitamina C
dentre as hortalicas, contendo até 180 mg/100g, ultrapassando o teor das frutas citricas,
fontes tradicionais desta vitamina (LIjCIO et. al., 2003). Também, existem algumas
variedades de C. annuum que produzem metabolitos secunddrios na placenta dos frutos,

os quais sdo denominados capsaicindides e condicionam a caracteristica de pungéncia



(“ardéncia”) nestes frutos (HARVELL & BOSLAND, 1997). Estas variedades sao

utilizadas na fabrica¢do de molhos, muito apreciados em diferentes regides do Brasil.

2.3. Estrutura dos Pigmentos Carotendides

A estrutura quimica dos carotendides € formada por um esqueleto tetra terpeno,
ciclizado em uma ou em duas extremidades. Existem cerca de 600 estruturas
carotendides caracterizadas. Esta diversidade € devido a processos de ciclizagdo,
hidrogenagdo, desidrogenacdo, migracdo de duplas ligacdes, encurtamento ou
alongamento da cadeia, rearranjo, isomerizagao, introdu¢do de funcdes com oxigénio ou
via combinagdo destes processos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). A cadeia poliénica
de 40 atomos de carbono pode ter de trés a quinze duplas ligagdes conjugadas, que
constituem o croméforo da molécula. O comprimento do cromoéforo determina o
espectro de absorcdo e a cor do pigmento. A cor € menos intensa quanto menor € o
nimero de duplas ligagdes conjugadas. Um nimero menor de duplas ligacdes
conjugadas afeta também o comprimento de onda méximo do espectro. Um exemplo € a
molécula de fitoeno que apresenta apenas trés duplas ligacdes conjugadas e se apresenta
como um composto desprovido cor e apresentando um espectro com comprimento de
onda maximo de 286 nm. O processo de ciclizacdo do esqueleto de 40 carbonos dos
carotendides em uma ou ambas as extremidades da molécula, pode dar origem a sete
diferentes grupos terminais. Somente quatro grupos (3, €, k e ) sdo encontrados nos
carotendides de vegetais superiores (FRASER & BRAMLEY, 2004). Outras
modificagdes estruturais encontradas no esqueleto carbdnico destes pigmentos sdo a
alteracdo no nivel de hidrogena¢do da molécula e a adicdo de grupos funcionais
contendo oxigénio. Carotendides formados somente por &dtomos de carbono e
hidrogénio sdo chamados de carotenos. Por sua vez, os carotendides oxidados
(xantofilas) apresentam grupos substituintes como oxigénio, hidroxilas e os grupos ceto

e epoxi (BRITTON, 1995).

2.4. Funcoes dos carotendides

O processo de reducdo da molécula de oxigénio pela &dgua, durante a

fotossintese, provoca a formagdo de anions (radicais super Oxidos, perdxidos de



hidrogénio e hidroxilas) devido a transferéncia de um, dois ou trés elétrons,
respectivamente, apresentando-se como radicais altamente reativos (radicais livres). A
formacdo de radicais livres, também pode ocorrer pela presenca de radiagdo como, por
exemplo, raios-X, ultra-som, microondas e ultravioleta. Estas fontes de radiacdo podem
excitar a molécula de oxigénio de um estdgio tripleto (estavel) para a forma singleto
(altamente energética). O oxigénio singleto pode reagir com moléculas de DNA,
proteinas e lipideos causando danos celulares. Para evitar e/ou minimizar este processo,
os organismos vivos dispdem dos carotendides e outras estratégias de defesa que
combatem os danos causados pelo oxigénio singleto (SIES, 1996).

Neste contexto, os pigmentos carotendides sdo componentes essenciais em todos
os organismos fotossintéticos. Estes compostos sdo sintetizados e armazenados nos
cromoplastos e estdo envolvidos na coleta de energia luminosa e na protecdo do sistema
fotossintético contra os efeitos danosos do oxigénio produzido pela super excitacdao da
clorofila, devido ao excesso de energia luminosa, eliminando o oxigénio singleto
produzido no centro de reacdo do fotossistema II, durante a fotossintese (STAHL &
SIES, 1999). Os cromoplastos sdo plastidios encontrados em diversas flores e frutos que
acumulam carotendides conferindo as tipicas coloracdes amarelas, laranjas ou
vermelhas (GIULIANO & DIRETTO, 2008). Nos vegetais superiores, os carotendides
presentes nas flores e frutos, também estdo envolvidos na atragdo de animais que
participam dos processos de polinizacdo e dispersdo de sementes (GIULIANO et. al.,
2003). Além disso, os carotendides agem como precursores na biossintese do dcido
abscisico (ABA), um hormoénio vegetal envolvido na dorméncia, maturacdo e
diferenciacao de células embriogénicas e na tolerancia a estresses abidticos (LEMOS,
2000) na atividade de pré-vitamina A (AMBROSIO et. al., 2006) e na acdo antioxidante
(COSTA, et. al., 2008).

Na dieta de seres humanos e animais, os carotendides sdo fontes de pro-vitamina
A. No entanto, das 600 estruturas de carotendides conhecidas, poucas apresentam
atividade de pré-vitamina A. A classe de carotendides com essa fungdo apresenta no
minimo uma cadeia poliénica de 11 carbonos e como grupo terminal um anel
(RODRIGUEZ AMAYA, 2001). Dentre os carotendides pré-vitamina A, o B-caroteno
atua com maior eficiéncia como precursor do retinol (vitamina A). Teoricamente, uma
molécula de B-caroteno gera duas moléculas de retinol, através de uma clivagem

enzimdtica no centro da molécula. A conversdo de B-caroteno em retinol ocorre na



parede do intestino delgado (AMBROSIO et. al., 2006). Esta clivagem pode, também,
ocorrer de forma assimétrica, originando os chamados B-apocarotenos. Nos vegetais
esses compostos estdo envolvidos na producdo de compostos voléteis arométicos, sendo
fatores importantes na atracdo de insetos polinizadores e na formacdo de compostos
defesa contra doencas, pragas e condi¢des ambientais adversas.

A conversdo de B-caroteno em vitamina A, estd relacionada com o tipo de
carotendide, quantidade de carotendide consumido na dieta, matriz na qual os
carotendides estdo presentes, estado nutricional do individuo e a fatores de absor¢do e
genéticos (AMBROSIO et. al., 2006). A eficiéncia de conversdo de P-caroteno em
retinol e sua taxa de absor¢ao foram estabelecidas, sendo que 12 ug de B-caroteno trans
ou 24 ug de carotendides do tipo pré-vitamina A trans se equivalem a 1 ug de retinol
trans (CAMPOS & ROSADO, 2005).

Outra importante fun¢do dos carotendides, na dieta de seres humanos e animais,
€ o seu poder antioxidante, sequestrando substancias que reagem ao oxigénio, tais como
o radical per6xido e o oxigé€nio singleto, reduzindo, desta forma, o risco de ocorréncia
de certos tipos de cancer (SIES, 1996). Um antioxidante ¢ uma molécula capaz de
reduzir ou prevenir reagdes quimicas que envolvam transferéncia de elétrons,
impedindo, desta forma, a formacdo de radicais livres. A protecdo antioxidante dos
carotendides € fornecida pelo grupo de pigmentos que apresenta nove ou mais dupla
ligacdes conjugadas na cadeia poli€énica. Por esta razdo o licopeno se comporta como o
mais eficiente antioxidante dentre os pigmentos carotendides conhecidos (COSTA et.
al., 2008). Nao existem relatos da acumulagdo de licopeno em frutos maduros do género
Capsicum. No entanto, estudos demonstraram que a capsantina (pigmento carotendide
tipico de frutos vermelhos de Capsicum) apresenta uma capacidade de inativagdo de
radicais livres muito proxima quando comparada com a de outros carotendides com

similar funcdo (MATSUFUIJI et. al., 1998).

2.5. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) na Identificacio de

Carotenoides.

O método de HPLC foi introduzido na drea de pesquisa de carotendides na
década de 1970. Desde entdo, varios trabalhos utilizando HPLC foram publicados,

incluindo diferentes métodos de aplicag¢des. Esta técnica permite uma separagao rapida e
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precisa de substancias, e sua detec¢do em quantidades muito reduzidas (‘tracos’) nas
amostras (GROSS, 1991). Na identificacao dos carotendides, por cromatografia, utiliza-
se a propriedade de absorcdo de luz desses pigmentos, sendo esta caracteristica a que
fornece uma melhor indicacdo do croméforo (BRITTON, 1995). O comprimento de
absor¢do de luz aumenta com o nimero de duplas ligacdes conjugadas, no entanto a
absor¢do pode ser alterada em funcdo das caracteristicas estruturais dos carotendides e
pelo solvente usado (MOSS & WEEDON, 1976). O espectro de absor¢do UV-visivel é
o primeiro passo na identificacdo de carotendides, observando os comprimentos
maximos de ondas e a forma do espectro (estrutura fina) (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001). A maioria dos carotendides apresenta absorbancia em 3 comprimentos de onda,
resultando em um espectro com trés picos. Esse espectro € caracteristico destes
compostos, sendo possivel a partir desses valores determinar a estrutura fina da
molécula (BRITTON, 1995). A estrutura fina é determinada pela razdo percentual entre
valores de absor¢ao do pico de maior comprimento de onda (III) e o pico de absor¢ao
do médio (II), tomando-se como referéncia o minimo entre os dois picos (Figura 1).

A maioria dos carotendides absorvem luz entre os comprimentos de onda de 400
a 500nm. A diferenca entre os espectros de absor¢do dos diversos carotendides, tanto
pela posicdo do comprimento de onda maximo, quanto pela estrutura fina (% III/II), sdo
importantes para identificagdo desses compostos por cromatografia. No entanto, apenas
o espectro de absor¢do ndo é suficiente para caracterizar um carotendide, sendo
necessdrio informagdes adicionais sobre a polaridade e a presenca de grupos funcionais.
Deste modo, existe um critério minimo para identificacao dos carotendides (BRITTON,
1995).

Com relacdo a utilizacdo de padrdes para quantificacdo de carotendides,
constata-se que nem sempre estes estdo disponiveis comercialmente e em algumas
situagdes nao podem ser preparados. Assim sendo SCHIEDT & LIAAEN-JENSEN
(1995) sugeriram alguns critérios para identificacdo de carotendides: (1) O espectro de
absorbancia na regido do UV-Vis, deve ser obtido em no minimo dois solventes
diferentes e devem estar de acordo com o croméforo sugerido; (2) as propriedades
cromatogréaficas do pigmento e do padrao devem ser idénticas e ambos 0s compostos
devem co-eluir e (3) o espectro de massa deve ser obtido para confirmac¢do da massa

molecular.
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3. Objetivo

3.1. Objetivo geral

e O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a diversidade de
pigmentos do grupo dos carotendides quanto a composicao e teores de

em acessos de quatro espécies do género Capsicum.

3.2. Objetivos Especificos

e (Caracterizar acessos do banco de germoplasma, incluindo linhagens,
cultivares e espécies selvagens do gé€nero Capsicum, quanto a

composi¢ao de carotendides.

¢ Identificar acessos que sejam potenciais fontes de nutrientes e elementos
nutracéuticos para utilizacdo no melhoramento genético de cultivares de

Capsicum.

4. Materiais & Métodos

4.1. Acessos de espécies de Capsicum.

Diferentes espécies e variedades de Capsicum foram selecionadas do banco de
germoplama da Embrapa Hortalicas, com base nas diferentes cores do fruto quando
maduro, variando do branco ao vermelho (Quadro 1). As pimentas e pimentdes foram
cultivados em casa de vegetacdo, em dezembro de 2008, sob controle de umidade (entre
90% e 95%) e com temperatura diurna variando entre 21 °C e 30 °C e temperatura
noturna oscilando entre 15°C e 19°C. As plantas foram mantidas em vasos de 5L,
preenchidos com solo esterilizado, em casa de vegetacdo da Embrapa Hortalicas, em

Brasilia—DF.
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germoplasma de Capsicum utilizado no presente estudo.

Quadro 1 - Codigo do acesso, espécie botanica e caracteristica de coloragao de fruto do

Cédigo dos acessos Espécie de Capsicum Cor do fruto maduro
CNPH 0189 C. annuum Vermelho
Majjorca C. annuum Vermelho
CNPH 0148 C. annuum Vermelho
CNPH 0181 C. annuum Amarelo
CNPH 0183 C. annuum Vermelho
CNPH 0645 C. annuum Amarelo
PPX 37 C. annuum Laranja
CNPH 2852 C. chinense Branco
CNPH 0578 C. chinense Branco
CNPH 0679 C. chinense Marrom
CNPH 2850 C. chinense Vermelho
CNPH 0434 C. chinense Vermelho
CNPH 1397 C. baccatum Vermelho escuro
CNPH 1363 C. baccatum Vermelho
CNPH 1364 C. baccatum Vermelho
CNPH 0992 C. baccatum Laranja
CNPH 3017 C. baccatum Laranja
CNPH 0279 C. baccatum Laranja
Tabasco C. frutescens Vermelho
CNPH 2871 C. frutescens Amarelo

4.2. Extracao dos Carotendides

Os frutos foram colhidos em junho de 2009, sendo utilizados, no minimo, trés
frutos de cada acesso/espécie. Foram obtidas 10 g de tecido homogeneizado do
pericarpo do fruto. As sementes foram removidas e as amostras da polpa dos frutos
foram armazenadas em freezer a —20°C, até o momento da extracdo. O método de
extracdo foi conduzido de acordo com o procedimento descrito por RODRIGUEZ-
AMAYA (2001). Para a extracdo dos carotendides do tecido homogeneizado foi
adicionado 40 mL de acetona (repetidas vezes) até a completa extracdo dos carotendides
das amostras, determinada pela auséncia de cor no tecido. Nesta etapa as amostras
foram submetidos a um extrator (Polytron, Kinematica), seguida de uma filtragem a

vacuo, com o auxilio de um kitasato em ambiente com baixa luminosidade, visando

13



minimizar a foto-oxida¢ao dos pigmentos. A particado dos carotendides foi feita com o
uso de 40 mL de éter de petrdleo adicionados ao extrato, em um funil de decantac@o. Os
pigmentos foram transferidos da acetona para o éter de petréleo através de pequenas
fracOes, seguidas de dgua destilada, descartando-se a fase inferior, até a total remoc¢ao
da acetona. A solu¢do dos pigmentos em éter de petréleo foi transferida para um balao
volumétrico de 50 mL, passando por um filtro contendo sulfato de sédio, como material
higroscopico, para retirada do excesso de dgua do material. Em seguida realizou-se a
leitura da absorbancia através de um espectrofotometro UV — visivel, a 451 nm.
Posteriormente, o éter foi evaporado em um evaporador rotatério. Para andlise, via
HPLC/CLAE, os carotendides foram re-dissolvidos em 2 mL de acetona seguida de
uma filtracdo em filtro hidrofébico (Millex — FH — Millipore, polytetrafluoretileno-
PTFE, 0,45 mm), com auxilio de uma seringa de vidro. Uma amostra de 10 uL obtida a

partir desta solugdo foi, imediatamente, injetada no cromatdgrafo.

4.3. Saponificacio

O método de saponificagcdo consistiu na incubacao, no escuro, do extrato em éter
de petrdleo ap6s adicao de 10% (m/v) de KOH em metanol, por 16 horas (AZEVEDO-
MELEIRO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2009).

4.4. Analise dos Carotenoides

As andlises dos carotendides foram feitas em triplicatas. Para determinagdo dos
teores e tipos dos carotendides foi seguido o procedimento descrito por RODRIGUEZ-
AMAYA (2001), via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A plataforma
CLAE utilizada consistiu de um computador com sistema de dados (LC Solucion-
Shimadzu), um auto-injetor de amostra e um detector visivel/ultravioleta com arranjo de
fotodiodo (Shimadzu). Na andlise por CLAE, a separagdo foi feita de forma isocratica
em uma coluna monomérica C18 (Waters ODS2) de fase reversa 3,0 um, 4.6 x 150 mm.
A fase moével foi composta por acetonitrila:metanol:acetato de etila na proporcao 8:1:1
(viviv). O fluxo da fase movel foi de 0.8 mL/minuto e o tempo total de corrida de 60

minutos.
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4.5. Identificacao dos Carotendides

O perfil dos carotendides foi obtido a partir de um foto detector do tipo
fotodiodo (PDA - “photodiode array detector”) UV-vis (ultravioleta — visivel) que
gerou um espectro de absorcdo de cada carotendide na amplitude de comprimento de
onda de 190 a 800nm. A identificagdao dos carotendides foi baseada no uso combinado
do tempo de retencdo (tr) € o espectro de absor¢do ultravioleta e visivel, obtido pelo
foto detector fotodiodo, comparado com o croméforo (dados publicados na literatura) e
pela observagdo da estrutura fina dos carotendides, que € a relagdo percentual entre a
absorbancia do pico de maior comprimento de onda e o pico central dos carotendides

(% 1I/1I), conforme esquema apresentado na Figura 1.

% I/I=III/IT x 100

I III

T TPRR. FVRC JUPIC IR P

Ahsorbancia

JECTRUR- TUPIC SR FORNC TORT IR P

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Obtencdo da estrutura fina do espectro de carotendides (modificada de

BRITTON, 1995)
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4.6. Determinacao do Contetido dos Carotendides:
A quantidade de carotenoides totais foi obtida mediante a leitura de absorbancia
em espectrofotdmetro utilizando a férmula descrita por BIANCHINNI & PENTEADO

(2006) e o calculo do teor de carotendides totais foi utilizada a formula abaixo:

lg/g = absorbincia mdxima x volume de solucdo x 10°

10% x A%lcm X massa da amostra (g)

A comparacdo entre as médias foi feita pelo teste de Tuckey. O conteudo de
cada um dos carotendides identificados nas amostras dos frutos de Capsicum foi obtido
utilizando o programa de quantificacio LC solution®6.1 (Shimadzu). Neste programa as
areas dos picos obtidas nos cromatogramas foram integradas, automaticamente,
fornecendo o percentual de cada carotendide presente na amostra. Foi calculado o valor
percentual de cada carotendide identificado sobre o teor de carotendides totais obtidos
por espectrofotometria a 451 nm, obtendo-se a quantidade em pg/g de cada carotendide
identificado. Foram utilizados padrdes de a-caroteno e -caroteno, extraidos de raizes
de cenoura de coloracdo laranja e quantificados por espectrofotometria a 451 nm,
utilizando-se a férmula descrita por BIANCHINNI & PENTEADO (2006). Estes
padrdes serviram de base para verificagdo do tempo de retencdo destes pigmentos na
amostra e também para a construcao da curva padrao de carotendides (Figura 2) que foi
plotada pelas concentracdes crescentes de [-caroteno versus a drea dos picos
correspondentes, obtidas através do sistema CLAE, utilizando-se o mesmo
procedimento descrito na andlise de carotendide (item 4.4), com excec¢do do tempo de

corrida que foi de 30 minutos.
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Figura 2. Curva padrao de B-caroteno para quantificacdo dos carotendides.

5. Resultados & Discussao

A coloragdo apresentada nos frutos de Capsicum é determinada, em grande
parte, pela quantidade e pela composi¢ao de carotendides depositados nos cromoplastos
(HA et. al., 2007). Os frutos maduros das diferentes variedades de Capsicum, analisados
neste trabalho, apresentaram grande diversidade de cores incluindo frutos brancos,
amarelos, laranjas, vermelhos e marrons. A andlise de variancia e o teste de Tuckey
mostraram que existem diferencgas significativas entre os acessos avaliados em relagcao
ao conteido de carotendides totais (Figura 3). Estudos prévios indicaram que frutos
vermelhos tendem a acumular uma maior quantidade de carotendides totais comparados
com frutos ndo-vermelhos. Também, os frutos amarelos acumulam maior quantidade de
carotendides que frutos de cor alaranjada (HA et. al. 2007). No presente estudo, os
resultados obtidos confirmaram que os frutos vermelhos sdo fontes mais ricas de
carotendides totais. No entanto, os frutos de cor alaranjada apresentaram conteidos de

carotenoides totais mais elevados ou similares aos frutos de cor vermelha. Estes dados
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indicaram que a regulacdo do actimulo de carotendides em Capsicum € espécie
especifica. Ressalta-se que o tnico acesso com frutos de cor alaranjada avaliado por HA
et. al. (2007), pertence a espécie C. chinense, enquanto os acessos avaliados. no
presente estudo, foram de C. baccatum e C. annuum. No acesso CNPH 0679 (C.
chinense) (fruto de coloracdo marrom) o teor de carotendides totais foi de 1995,37 pg/g,
sendo este valor o triplo da quantidade observada nos demais acessos (Figura 3). O
acesso CNPH 02852 (fruto de cor branca) apresentou a menor quantidade de
carotendides totais (67,38 ug/g), seguido pelos acessos: CNPH 578 (branco), PPX
37(laranja), CNPH 2871 (amarelo), CNPH 0181(amarelo), CNPH 0645 (amarelo),
CNPH 1363 (vermelho), e tabasco (vermelho), ndo diferindo entre si pelo teste de
Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a composicdo de carotendides, verificou-se que todos 0s acessos
apresentaram uma grande diversidade de pigmentos (entre 10 e 34 diferentes picos,
Figura 4). No entanto, a maioria destes pigmentos ocorre em baixas concentragdes.
Uma similar complexidade no perfil foi encontrada por AZEVEDO-MELEIRO &
RODRIGUEZ-AMAYA (2009) utilizando tanto CLAE quanto testes quimicos e
espectrometria de massa. Nos frutos vermelhos e marrons os pigmentos encontrados
com a maior concentra¢do sdo capsantina e capsorubina seguidos de [-caroteno. Por
exemplo, no acesso 'CNPH 0183, as porcentagens dos diversos pigmentos foram:
Capsantina/Capsorubina (43%) e B-caroteno (22%), que correspondem a mais de 60%
da concentragdo de carotendide totais presentes na amostra.

Nos acessos com frutos de cor laranja os principais carotendides foram [3-
caroteno e O-caroteno, ambos com atividade de pré-vitamina A (BRITON, 1995). O
pigmento o-caroteno e [B-caroteno equivalem, respectivamente, a uma e duas moléculas
de retinol. Em geral, os acessos com frutos de cor laranja representaram as melhores
fontes de pré-vitamina A (Tabelas 1 e 2, linha o-caroteno + B-caroteno) com valores
entre 138,38 a 275, 34. Estes valores s@o maiores que quase todos os acessos de cor
vermelha, com excecdo dos acessos Majjorca e CNPH 0679, com frutos marrons, que
alcancou valores de 432,35 ug/g de carotendides pré-vitamina A. Estes dados
confirmam a presen¢a de uma ampla variacdo para teores de carotendides em espécies e
acessos do género Capsicum.

O interesse médico no uso de luteina e de zeaxantina na saide humana é

bastante expressivo, pois esses pigmentos sdo componentes essenciais na protecao
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macular do olho (BOTELLA-PAIVA & RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2006). A
luteina € o principal pigmento carotendide em tecidos clorofilados (HA et. al., 2007;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2001) e tem papel importante na fotossintese (SANDMANN
et. al., 2006). Este pigmento foi predominante em frutos de coloracdo amarela, seguido
pela violaxantina e neoxantina. No acesso CNPH 0645 (Figura 3), de coloracdo
amarela, o teor de luteina foi de 45,91 pg/g. Outro acesso de coloracdo amarela, o
CNPH 0181 (Figura 3), apresentou teor de luteina de 13,98 ng/g. A luteina foi também
o principal carotendide encontrado no pimentdo amarelo analisado por HEINONEN ez.
al. 1989 , estando presente com um teor de 7,70 ng/g, enquanto que no trabalho de
MATUS et. al., 1991, a violaxantina foi o carotendide mais abundante representando
34,07% dos carotendides totais de acessos de Capsicum amarelos. A luteina nao foi
detectada em frutos vermelhos e alaranjados de C. baccatum, sendo detectado nas
demais espécies. Os tunicos frutos brancos analisados (CNPH 2852 e CNPH 578)
(Figura 4) apresentaram apenas tracos de luteina, indicando que toda a via biossintética
foi funcional até este pigmento. No entanto foram sintetizadas quantidades minimas de
cada precursor que foram convertidos para luteina.

Durante o amadurecimento dos frutos de Capsicum os cloroplastos sao
convertidos em cromoplastos e os niveis dos pigmentos capsantina e capsorubina
aumentam. Também, ocorre a esterificacdo desses pigmentos com dcidos graxos
(BIACS et. al., 1989, SANDMANN et. al., 2006). Os pigmentos esterificados podem
ser saponificados durante a extracdo, retornando a sua forma ndo-esterificada,
resultando em um cromatograma de interpretacdo mais simplificada. Neste trabalho foi
realizada a extracdo com e sem saponificacdo. Nas condi¢cdes experimentais utilizadas,
o processo de saponificacdo ndo foi satisfatério. Os picos correspondentes aos
carotendides esterificados ndo foram eliminados do cromatograma. Desta forma, os
pigmentos capsantina e capsorubina formaram um unico e indistinguivel pico e foram,
por esta razdo, quantificados em conjunto (Tabela 1). Estes dois pigmentos ocorreram
apenas em frutos vermelhos em propor¢des que variaram de 20 a 55% do total dos
carotendides. Nos cromatogramas apresentados no anexo I, os ésteres de carotendides
eluidos antes do -caroteno sdo monoesteres de carotendides, enquanto que os eluidos
depois do B-caroteno representam diesteres de carotenéides (FISHER e KOCIS, 1987).
Este mesmo padrio de esterifica¢do foi encontrado por BIACS et. al., 1989, estudando

os pigmentos carotendides em C. annuum. Os diesteres de capsantina e capsorubina
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isolados de C. annuum mostraram ser potentes inibidores de tumores in vitro, e
capsantina, capsantina esterificada (3’-ester e 3,3’ ester) exibiram potente atividade
inibidora de tumores in vivo (MAOKA et. al., 2001), o que justifica a busca de acessos
que acumulam estes dois pigmentos em frutos.

O acesso marrom analisado acumulou niveis elevados de o- e B-caroteno (432
ng/g) e, também, de capsantina e capsorubina (457 ug/g), luteina (21 pg/g) e zeaxantina
(59 pg/g). A cor marrom do fruto de pimentdo estd associada ao gene “chlorophyll
retainer (cl)” (BOROVSKY & PARAN, 2008) que controla a auséncia da degradacdo
da clorofila, durante o amadurecimento do fruto. E interessante observar que estudos
anteriores relataram um maior acimulo de carotendides totais no acesso C. annuum
‘Negral’ que, também, contém o gene ¢/ (HORNERO-MENDEZ et. al., 2000). Os
resultados com o acesso CNPH 0679 confirmam este padrdo e coloca este mutante
como promissora fonte para o melhoramento genético de Capsicum, visando aumentar o
conteddo de uma fracdo representativa dos carotendides nutracéuticos conhecidos.

Em relagdo a andlise dos resultados obtidos pela curva de calibrag¢do, observou-
se uma diferenca dos dados quantificados com base no percentual de cada pico
carotendide em relagcdo aos carotendides totais. Os dados obtidos com base na curva de
calibracdo de B-caroteno (Tabela 3) foram mais similares aos publicados na literatura
(RODRIGUES-AMAYA, et. al., 2008). Devido, a diversidade de -carotendides
existente, € possivel que seja necessdrio ajustar um valor do coeficiente de absor¢ao
para que seja utilizada na determinacdo de carotendides totais em Capsicum. Os acessos
CNPH 2852, CNPH 578, CNPH 2871, PPX 37 e Tabasco foram quantificados apenas
pela curva de calibra¢do de 3-caroteno.

Pela anédlise dos resultados obtidos observou-se que o germoplasma das espécies
selvagens de Capsicum apresenta um enorme potencial para contribuir no
melhoramento genético de pimentas e pimentdes cultivados, visando o desenvolvimento
de variedades que combinem os principais carotendides nutracéuticos. Estes acessos
podem, também, ser utilizados em estudos basicos de genética e gendOmica, visando
identificar os componentes associados com maiores niveis e diversidade de carotendides
de relevancia nutricional. Estes estudos poderdao gerar ferramentas para a obtencdo de
marcadores moleculares tuteis no monitoramento de genes responsdveis por acumulo
diferenciado de carotendides em teores elevados nas cultivares desenvolvidas via

melhoramento genético de Capsicum.
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Tabela 1: Composi¢ao de carotendides (%) em acessos de quatro espécies de Capsicum

CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH

CAROTENOIDES | "¢/ “ioi” 3017 992 279

ANTHERAXANTINA 087 | 031 1,50

NEOXANTINA 2544 | 2685 | 256 | 638 | 187 | 171 0,60

O ASTARTTRA 2196 | 3325 | 166 340 | 2,04 3,67 | 025 1,90

/Cc[ZP}?s%I\}IzTI}EII?\I A 42,64 | 50,04 | 42,94 | 22,02 | 39,19 | 42,81 | 4332 | 4126 | 5561 | 22,93

LTEA 28,75 | 20,79 432 | 879 | 515 | 356 | 679 | 3,54 1,04

ZEAXANTINA 119 | 136 | 097 | 108 | 094 | 181 | 104 | 226 | 062 | 297

B_CRIPTOXANTINA 0,73 3,10 | 263 | 554 | 248 | 065 118 | 146

0.CRIPTOXANTINA 9,68 | 1070 | 1534 | 2,69 140 | 081 | 076 | 092 | 068 | 053

S CATRGTIERNO 2,75 | 1,77 | 36,03 | 31,16 | 3046 | 3,90 500 | 237 | 38 | 453 2,97

B.CAROTENO 1579 | 991 | 10,76 | 22,23 31,73 | 1428 | 1576 | 11,13 | 3,51 922 | 18,69

CLOROFILA 8.47
2,75 | 1,77 | S1,82 | 41,07 | 4122 | 26,13 36,73 | 16,65 | 1959 | 1583 922 | 21,66

o + B-CAROTENO
OUTROS
CAROTENOIDES

21,10 | 16,47 33,97 41,85 | 38,18 18,57 | 39,82 | 50,93 32,12 31,50 22,27 36,33 51,64 32,86 38,97
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Tabela 2: Conteddo de carotendide (ug/g) em Capsicum sp.

CNPH CNPH CNPH CNPH CNPH

CAROTENOIDES 645 181 3017 992 279
ANTHERAXANTINA 0,59 1,14 4,61
NEOXANTINA 36,37 | 18,09 9,31 21,50 | 12,50 7,49 12,01
VIOLAXANTINA 31,40 22,40 6,04 22,68 8,95 13,25 0,70 37,81
gﬁggégﬁgﬁ?& 187,30 | 333,06 | 249,94 | 174,35 | 120,36 | 154,57 | 120,78 67,26 318,23 | 457,56
LUTEINA 41,12 | 14,00 18,97 | 58,48 3 28,16 20,84 12,79 20,66
ZEAXANTINA 5,23 9,04 5,67 8,53 2,88 6,55 291 3,68 3,52 59,19
B-CRIPTOXANTINA 3,19 24,52 8,07 20,01 6,91 1,06 6,75 29,13
0-CRIPTOXANTINA 35,20 36,05 | 102,43 | 11,80 11,08 2,48 2,75 2,55 1,11 3,02
0-CAROTENO 3,93 1,19 130,94 | 105,00 | 203,46 | 17,12 39,58 7,27 13,85 12,62 59,33
B-CAROTENO 57,37 33,38 | 71,88 | 97,67 251,16 | 43,86 56,91 31,03 5,72 52,74 | 373,02
o+ B-CAROTENO 188,31 | 138,38 | 275,34 | 114,79 290,74 | 51,13 70,76 43,65 5,72 52,74 | 432,35
CLOROFILA 169,02
OUTROS 30,18 | 11,10 | 123,44 | 141,00 | 254,99 | 81,57 | 265,06 | 296,43 | 254,30 | 96,74 80,43 | 101,29 84,17 188,03 | 777,63
CAROTENOIDES
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Tabela 3: Conteudo de carotendide (ng/g) em Capsicum sp.com base na curva de calibragio

de B-caroteno.

INEOXANTINA EOXANTINA
VIOLAXANTINA 3,77 1 4,23 1 0,25 VIOLAXANTINA
CAPSANTINA CAPSANTINA 3,48
LUTEINA 0,03 | 0,28 | 4,92 ] 5,75 | 5,80 [LUTEINA 0,61
ZEAXANTINA EAXANTINA
B-CRIPTOXANTINA B-CRIPTOXANTINA
0-CRIPTOXANTINA 0-CRIPTOXANTINA 14,18 17,30 [24,55
0-CAROTENO 1,18 0-CAROTENO 35,44 K292 40,70
B-CAROTENO 0,54 B-CAROTENO 19,95 [16,64 19,95
o+ B-CAROTENO 1,72 o+ B-CAROTENO 55,39 [59,56 60,64
CLOROFILA CLOROFILA
O D D

Ol€ (
EOXANTINA 0,08
'VIOLAXANTINA 1,46 4,23
CAPSANTINA 44,54 46,05 | 121,88 | 53,52 | 32,68 [ 132,66| 26,31 | 70,12 | 4,37 | 80,06
LUTEINA 5,35 5,35 599 [ 4,54 | 345 3,31
EAXANTINA 2,85 2,11 2,22 0,71 0,85 | 2,74 9,60
B-CRIPTOXANTINA 0,94 1,42 5,87 | 1,61 | 3,72 4,63 4,75
0-CRIPTOXANTINA 1,99 4,33 1,68 | 0,56 | 1,72 1,71
0-CAROTENO 5,01 10,54 8,94 | 503 | 3,02 9,62
B-CAROTENO 21,77 58,36 1,69 | 16,91 | 10,65 | 29,56 | 1,39 | 18,33 | 2024 | 62,32
o+ B-CAROTENO 26,78 68,90 | 10,63 | 21,93 | 13,66 | 29,56 | 1,39 | 18,33 | 2024 | 71,94
CLOROFILA 25,80
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Anexo I: Perfil de carotendides nos acessos de Capsicum analisados. Os picos foram codificados
como: (1) violaxantina; (2) neoxantina; (3) capsantina; (4) luteina; (5) zeaxantina; (6) Q-criptoxantina;
(7) B-criptoxantina; (8) o-caroteno; (9) B-caroteno e (10) clorofila.
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CAPITULO IT

Variabilidade estrutural do gene codificador da Capsantina
Capsorubina Sintase (CCS) em acessos de quatro espécies de Capsicum

com diferentes cores de fruto.

RESUMO
H4 uma grande diversidade fenotipica em relagdo a coloracdo de fruto maduros no
género Capsicum. Os padrdes da cor dos frutos maturos variam desde o branco até o
vermelho intenso, passando por diferentes intensidades de amarelo, laranja, roxo e
marrom chocolate. Genes codificadores de enzimas da via biossintética dos pigmentos
carotendides t€m sido investigados como potenciais marcadores funcionais para cor de
fruto maturo em C. annuum. O gene codificador da Capsantina-capsorubina sintase
(CCS) tem sido um dos principais alvos destes estudos. A enzima CCS estd envolvida
na sintese dos principais carotendides (capsantina e capsorubina) que estdo relacionados
com a tipica coloracdo vermelha dos frutos maduros de Capsicum. No presente
trabalho, o DNA gendmico foi extraido de 24 acessos pertencentes a quatro espécies: C.
annuum, C. frutescens, C. chinense e C. baccatum. “Primers” especificos foram
sintetizados baseados nas informacdes disponiveis no GenBank. Esses “primers” foram
usados para se acoplar na regido promotora e também na regido codificante do gene
CCS, usando DNA gendmico (extraido de todos os acessos) como molde. O par de
“primer” para PCR (‘CCSprolfor’ e ‘CCSprolrev’) amplificou um amplicon de 900 pb
especifico do promotor. O segundo par de “primer” (PAL 1D’ e ‘PAL 7R’) amplificou
um amplicon de 1476 bp especifico da regido codante de C. annuum. O amplicon da
regido codante se mostrou monomorfico. Este amplicon foi analisado via
sequenciamento direto. Nenhum polimorfismo ligados a cor de fruto foi encontrado.
Nenhum amplicon associado a regido do promotor foi obtido, usando como molde DNA
genomico extraido dos acessos de C. annuum ‘CNPH 0181’ e ‘CNPH 0645’ (ambos de
coloragao de fruto amarela). Um tnico amplicon (de tamanho varidvel) foi obtido com o
par de primer dirigido a regido promotora do gene CCS, usando DNA gendmico de
todos os acessos de frutos vermelhos e também de um acesso de fruto amarelo (C.

frutescens ‘CNPH 2871’). O tamanho do amplicon do promotor apresentou uma
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associacdo espécie-especifica com o seguinte padrao (1) um amplicon de 920 bp foi
encontrado, exclusivamente, em acessos de C. annuum; (2) um amplicon de 998 bp foi
observado apenas em acessos de C. baccatum e C. frutescens; e (3) um amplicon de
1117 bp foi observado na maioria dos acessos de C. chinense mas, também, em um
acesso, tentativamente, classificado, como C. frutescens. O presente trabalho mostrou a
presenca de variabilidade na estrutura molecular da regiao promotora do gene CCS nas
diferentes espécies e acessos de Capsicum analisados. Esta informacdo pode ser ttil em

sistemas de identificacdo de espécies/cultivares bem como em selecdo assistida.

ABSTRACT

There is a wide range of phenotypic variability in relation to mature fruit color in the
genus Capsicum. Mature fruit color patterns range from white to an intense red color,
encompassing different shades of yellow, orange, purple, and chocolate brown. Genes
encoding enzymes of the carotenoid pigments biosynthetic pathway have been
investigated as potential functional markers for mature fruit color in C. annuum. The
gene encoding the Capsanthin-capsorubin sintase (CCS) has been one of the major
targets in those studies. The enzyme CCS is involved in the synthesis of the most
important carotenoids (capsanthin and capsorubin), which are related to the typical
mature red fruit color of Capsicum. In the present work, genomic DNA was extracted
from 24 accessions belonging to four species: C. annuum, C. frutescens, C. chinense,
and C. baccatum. Specific primers were synthesized based upon genetic information
available at the GenBank. These primers were designed to target both the promoter and
the coding regions of the CCS gene using genomic DNA (extracted from all accessions)
as template. The PCR primer pair (‘CCSprolfor’ and ‘CCSprolrev’) amplified an
amplicon of 900 bp specific for the promoter. The second PCR primer pair (‘PAL 1D’ e
‘PAL 7R’) amplified an amplicon of 1476 bp specific for the coding region of the C.
annuum. The coding region amplicon showed as monomorphic. This amplicon was
analyzed by direct sequencing. No polimorphism linked to the fruit color was found. No
amplicon corresponding to the promoter region was obtained using DNA from the C.
annuum accessions ‘CNPH 0181’ and ‘CNPH 0645’ (both with yellow fruits color) as
genomic templates. A single amplicon (variable in size) was obtained with the primer

pair targeting the promotor region of the CCS gene using genomic DNA of all red-fruit
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accessions and also in one yellow-fruit accession (C. frutescens ‘CNPH 2871’). The
promoter amplicon size showed a species-specific association with the following pattern
(1) an amplicon of 920 bp exclusively was found in C. annuum accessions; (2) an
amplicon of 998 bp was observed only in accessions of C. baccatum and C. frutescens;
and (3) an 1117 bp amplicon was observed in the majority of the C. chinense
accessions, but also in one accession tentatively classified as C. frutescens. The present
work showed the presence of variability in the molecular structure of the CCS promoter
region across different accessions and species of Capsicum analysed. This information
might be useful in identification systems of species/cultivars as well as in assisted

selection.

1. Introducao

O continente americano, especificamente, em suas regides tropicais, &
reconhecido como o centro de origem e de diversidade do género Capsicum
(REIFSCHNEIDER, 2000). Existe uma grande diversidade fenotipica em relacdo a
colora¢ao de fruto maduros no género Capsicum. Esta variabilidade no padrao de cores
pode variar desde o branco até o vermelho intenso, passando por diferentes intensidades
de amarelo, laranja, roxo e marrom. A via biossintética de carotendides em Capsicum
produz a maior diversidade de pigmentos conhecida em plantas cultivadas, embora a
capsantina e capsorubina sejam os pigmentos principais (HA et al., 2007).

Em Capsicum, esta varia¢ao de cor € influenciada por vdrios genes. A expressao
do 16cus b dominante resulta na expressdo de alta quantidade de B-caroteno, no entanto
a interagdo do gene ¢ com o gene b produz uma variagdo no nivel de acumulagdo de -
caroteno (LEFEBVRE et al., 1998). Em frutos maduros, o gene que evita a degradacdo
da clorofila (cI), em combinag¢do com o gene y* (fruto de cor vermelha) ou com o gene y
(cor do fruto amarela), resulta na producdo de fruto marrom ou verde oliva,
respectivamente (SMITH, 1950). Genes inibidores de pigmentos carotendides, como cl
e ¢2, inibem a acumulagdo de carotendides no fruto maduro (LEFEBVRE et al., 1998).
De modo geral, estes estudos indicam que o controle da coloragdo de fruto maduro é
uma caracteristica complexa envolvendo a interacdo de pelo menos quatro “loci”
distintos: ¢-1 and ¢-2 (“carotene pigment inhibitors”), ¢l (“‘chlorophyll retainer”) e y+

(“mature red fruit”). O gene y+ foi caracterizado, pela primeira vez, em C. annuum e
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corresponde ao gene codificador da enzima Capsantina-capsorubina sintase (CCS). Em
alguns acessos, foi observado que uma delecao de um segmento do gene CCS resulta no
fendtipo frutos maduros de coloragdo amarela (LEFEBVRE et al., 1998). No entanto,
pouco se sabe sobre a diversidade do gene codificador da CCS em diferentes espécies
do género Capsicum.

O objetivo do presente trabalho foi investigar a presenca de diferencas genéticas
tanto nas regides codificadora quanto nas regides promotoras dos alelos do gene
responsavel pela sintese da enzima CCS em 24 acessos de quatro espécies do género
Capsicum. Este estudo tem como objetivo identificar diferencas estruturais nestes
segmentos genOmicos, que possam revelar padroes genéticos-moleculares distintos
(amplicons polimdrficos) tanto entre acessos de diferentes colora¢des de fruto quanto
entre espécies de Capsicum. Esta informagdo pode ser util no estabelecimento de
sistemas de selecdo assistida, podendo, também, elucidar aspectos da histéria evolutiva
do gene CCS e o impacto desta variabilidade no fenétipo cor de fruto maduro neste

importante género da familia Solanaceae.

2. Revisao de Literatura

2.1. Biologia Molecular da Via Biossintética dos Carotenéides

Os carotendides sdo os pigmentos que acumulam em folhas, flores, raizes e
frutos de todas as espécies vegetais, conferindo coloracdes amarelas, alaranjadas e
avermelhadas. A funcao fisioldgica destes compostos em tecidos verdes € a de proteger
o aparato fotossintético do excesso de radiacdo solar (SANDMANN et al., 2006). Em
frutos de Capsicum, os carotendides apresentam fungdes ecoldgicas, provendo os frutos
com atrativas coloragdes que contribuem para a atragdo, especialmente, de passaros que
auxiliam na dispersdo de sementes e estabelecimentos das plantas em novos nichos
ecologicos (PARAN & KNAAP, 2007). Além destas funcdes, alguns carotendides sdao
importantes elementos nutricionais e nutracéuticos na dieta humana devido a acdo de
pré-vitamina A e também como antioxidantes.

Estudos sobre biossintese de carotendides em flores e frutos em diferentes
plantas indicam uma regulacdo transcricional (BRAMLEY, 2002; CUNNINGHAM,
2002; DUBEY et al., 2003; KATO et al., 2004; ROMER & FRASER, 2005; HOWITT
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& POGSON 2006; CLOUTAULT et al., 2008; TANAKA et al., 2008). Esta regulagio
¢ bastante distinta da que ocorre em tecidos vegetativos. No caso de frutos ocorre a
transformacgdo dos cloroplastos em cromoplastos e a produgdo de carotendides aumenta
drasticamente (SANDMANN et al., 2006). Este processo foi estudado com bastante
detalhe durante a maturacdo dos frutos de Capsicum (CAMARA et al., 1995). De
maneira similar ao que tem sido observado em tomate, nos frutos de Capsicum ocorrem
uma mudanga qualitativa e quantitativa na composi¢do de carotendides, durante o
amadurecimento, e todos os genes da via biossintética sdo expressos em maior
quantidade, confirmando sua regulagio transcricional (ROMER et al., 1993). Além
disso, € observado a formagao das xantofilas vermelhas (capsantina e capsorubina) que
ndo sdo encontradas em tecidos vegetativos (CAMARA et al., 1995). Estas xantofilas
sao produtos formados pelo processo de ciclizacdo, hidroxilagdo e formagao do anel k¥ a

partir da molécula de licopeno (Figura 1).

2.2. Genética classica e molecular do acimulo de carotendides em frutos de

Capsicum

Virios mutantes que afetam a cor e o perfil de carotendides de frutos maduros
foram relatados na espécie C. annuum. A cor vermelha € descrita como dominante (y+)
sobre a cor amarela (y). A presenca simultanea do alelo ¢l (“chlorophyll retainer”) e y+
resultam na producio de frutos com a cor marrom ou chocolate (SMITH, 1950). Frutos
maduros e verdes (chamados “permagreen”, tendo a cor amarelada ou verde-oliva)
podem ser obtidos em plantas com homozigose recessiva para os dois genes (yy/clcl)
(GREENLEAF, 1986). Estudos conduzidos em C. annuum por HURTADO-
HERNADEZ & SMITH (1985) indicaram que o fendtipo cor de fruto se deve a
presenca de trés genes independentes [y, c-1 e ¢-2]. Os genétipos e respectivos fendtipos
destas combinagdes génicas seriam: (y+/c-I1+/c-2+ = vermelho); (y+/c-1/c-2+ =

vermelho claro); (y+/c-1+/c-2 = laranja); (y+/c-1/c-2 = laranja-claro); (y/c-1+/c-2+

alaranjado); (y/c-1+/c-2 = laranja claro-amarelo); (y/c-1/c-2+ = amarelo-limdo); e
(y/c1/c2 = branco permanente).

Estudos adicionais utilizaram um maior nimero de cruzamentos: um acesso
branco permanente (yy/c-Ic-1/c-2¢-2) foi cruzado, respectivamente, com plantas com

frutos laranja, laranja-amarelado, amarelo-limdao e marrom (SHIFRISS & PILOVSKY,
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1992). A andlise dos resultados mostrou que a colorac@o laranja € recessiva e que a
coloracdo laranja-amarelada ndao € dominante sobre a coloracdo branca permanente.
Cruzamentos de plantas de frutos laranja com plantas de frutos vermelhos resultaram
em uma segregacdo do tipo di-hibrido com trés fenétipos. Cruzamentos de amarelo-
limdo com branco permanente, também, resultaram em segregacdo do tipo di-hibrido
(HURTADO-HERNADEZ & SMITH, 1985). O genétipo associado com a coloracio
branca permanente foi proposto como: yy/cl+cl+ (homozigoto para degradagdo
prematura da clorofila). A segregacdo sugeriu, também, uma ligacdo entre cl+ de branco
permanente mais os ‘loci’ recessivos ¢-I ou c¢-2 que controlam o fendtipo branco
permanente (yy/c-Ic-1/c-2c-2). Desta forma, os genétipos mais provaveis para branco
permanente seria cl/c-1+/c2, para verde e marrom seriam cl/c-1/c-2+ ou cl/c-1+/c-2+
(SHIFRISS & PILOVSKY, 1992). Recentemente, o gene da CCS, responsdvel, pela
conversao da anteraxantina para capsantina e da violaxantina para capsorubina (Figura
1), foi proposto como sendo o gene candidato para o locus y+ (LEFEBVRE et al.,
1998).

Muitos dos genes codificadores de enzimas da via biossintética dos pigmentos
carotendides foram caracterizados em Capsicum (DOGBO & CAMARA, 1987;
HUGUENEY et al., 1992; KUNTZ et al., 1992; ROMER et al., 1993; HUGUENEY et
al., 1995; BOUVIER et al., 1996, HUGUENEY et al., 1996). Estes genes foram
investigados como potenciais marcadores funcionais para cor de fruto em C. annuum. O
gene codificador da Capsantina-capsorubina sintase (CCS) tem sido um dos principais
alvos destes estudos uma vez que esta enzima estd envolvida na sintese dos principais
pigmentos (capsantina e capsorubina), relacionados com a tipica colora¢do vermelha
dos frutos maduros de Capsicum. O gene correspondente ao locus y foi identificado
como CCS e a delecdo da regido codante deste gene tem sido relacionada ao fendtipo
cor de fruto amarela (LEFEBVRE et al., 1998), bem como a regido promotora do gene
(HA et al., 2007).

Um gene recessivo afetando a hidroxilagdo do carotenéide P-caroteno e a
formacdo de P-criptoxantina foi relatado como sendo responsavel pelo fendtipo fruto
laranja na variedade mutante ‘Orangeva Kapia® (CHALUKOVA et al., 1993).
Trabalhos conduzidos por HUH et al. (2001) analisaram vdrios genes da via
biossintética de carotendides (FPS, GGPS, PSY, PDS, LCY e CCS), por RFLP e AFLP

em progénies de cruzamentos interespecificos (C. annuum ‘TF68’ — de frutos vermelhos
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x C. chinense ‘Habanero-Laranja’). Neste estudo foi observado que o gene da Fitoeno-
sintase co-segregou com o fenétipo cor de fruto com comportamento similar ao gene c-

2.

2.3. Enzimas e Genes da Via Biosintética dos Carotenoides

Os genes da via biossintética de carotendides foram introduzidos em organismos
ndo carotenogénicos e assim a funcdo de cada um destes genes tem sido demonstrada
(SCHMIDT-DANNERT et. al., 2000). Para a inducdo dessa via biossintética em
organismos que nao apresentam a habilidade de sintetizar carotendides foi necessdria a
presenca do gene crtB que codifica a enzima Geranilgeranil difosfato sintase (GGPPS)
e do gene crtE que codifica a enzima Fitoeno-sintase (PSY). Pela acdo desses dois
genes ¢ formado, de forma irreversivel, o primeiro composto carotendide, o fitoeno
(SCHMIDT-DANNERT et. al., 2000). O fitoeno € um composto incolor que possui a
estrutura bésica Cy9 dos carotendides, sendo o precursor de todos os demais
carotendides.

Os genes que codificam a enzima PSY foram identificados e isolados em
diversas plantas. Em tomate, foram encontrados dois genes para esta enzima, 0s quais
foram caracterizados bioquimicamente. Observou-se que o gene PSY-1 € especifico de
cromoplastos e o genes PSY-2 € especifico de cloroplastos (FRASER et al., 1999). Os
demais componentes da via sdo produzidos por processos de dessaturacao do fitoeno,
ativado pela acdo do gene crtl, que dd origem ao carotendide licopeno apds vdrias
etapas de dessaturagdes promovidas pelas enzimas Fitoeno dessaturase (PDS) e Zeta
caroteno dessaturase (ZDS). A enzima Licopeno ciclase, codificada pelo gene crtY,
encontra-se em um ponto de ramificacdo e determina o ponto na via onde ocorre a
ciclizacdo dos carotendides (ISAACSON et. al., 2002). Os passos seguintes ocorrem
através da a¢do de hidroxilase, epoxidase e ketolase, formando um grande repertério de
moléculas do tipo xantofilas (BRITTON, 1995).

O isolamento de alguns genes da via biossintética de carotendides possibilitou
intensificar a acumulacdo de alguns carotendides em culturas de interesse nutricional,
de forma a suplementar a dieta humana (YE et al., 2000). No entanto, apesar do vasto
conhecimento da via biossintética de carotendides, a producao de plantas transgénicas e

mutantes, tém, geralmente, provocando efeitos fisiolégicos, moleculares e bioquimicos
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inexplicdveis e, muitas vezes, deletérios, demonstrando a necessidade de mais estudos
em relacdo aos mecanismos regulatérios desta via (ROMER & FRASER, 2005). Na
expressao constitutiva do gene codificador da enzima PSY em tomateiro, FRAY et al.
(1995) obtiveram maior nivel de licopeno em frutos jovens, quando comparado aos
maduros. No entanto, também foi verificado que as folhas jovens apresentaram baixo
conteido de clorofila, j& que a maior producdo de licopeno demandou uma maior
quantidade de GGPP, diminuindo assim esse composto, que € o precursor de giberelina
e da cadeia de fitol da clorofila (Figura 1). Este problema foi resolvido posteriormente
por FRASER et al. (2002) através da expressao de um homoélogo de PSY de bactéria,
diretamente, no cloroplasto, com aumento nos niveis de licopeno e B-caroteno.

Nas plantas, os genes responsdveis pela sintese de pigmentos carotendides estao
localizados no genoma nuclear e as proteinas sintetizadas sdo transportadas como pré-
proteinas para os plastideos, onde sdo processadas. Como o local de sintese dos
carotendides ocorre nos plastideos e as enzimas envolvidas nesse processo sao
codificadas no ntcleo, o destino destas enzimas depende de proteinas especializadas
(INOUE, 2004). Algumas enzimas da via biosssintética dos carotendides, tais como a
Isopentenil pirofosfato isomerase (IPI), a Geranilgeranil difosfato sintase (GGPPS) e a
Fitoeno-sintase (PSY) estdo agregadas como um complexo mutienzimdatico no estroma
dos plastideos. Outro grupo de enzimas tais como a Fitoeno dessaturase (PDS), Zeta
caroteno dessaturase (ZDS), Licopeno beta-ciclase (LCYB) e Licopeno epsilon-ciclase
(LCYE) esta associado com a membrana dos tilacéides (CUNNINGHAM & GANTT,
1998).

2.4. A Via Biosintética dos Carotenodides em Capsicum

O isopentenil difosfato (IPP) € o precursor dos carotendides e dos demais
terpendides. A sintese do IPP utilizado na via biossintética dos carotendides pode ser
realizada no citosol, a partir da via do 4cido mevalonico (MVA) ou nos plastideos, pela
condensacdo de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato (CUNNINGHAM & GANTT, 1998,
RASID et al., 2009). A biossintese de carotendides a partir de IPP envolve seis etapas:
(1) formacdo do dcido mevaldnico; (2) formacdo do geranilgeranil difosfato; (3)
formacdo do fitoeno e (4) dessaturagdo; (5) ciclizagdo e (6) hidroxilagdo resultando na

sintese de xantofilas (GROSS, 1991).
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O IPP € primeiro isomerizado a dimetialildifosfato (DMAPP) e, pela adicdo de
uma molécula de IPP, forma um composto de 10 carbonos, o geranil difosfato (GPP).
Adicdes sucessivas de IPP ddo origem a moléculas de 15 carbonos, o farnesil difosfato
(FPP) e de 20 carbonos, o geranilgeranildifosfato (GGPP) (GROSS, 1991). A formacgao
do primeiro composto carotendide, o fitoeno, é sintetizado através de uma reacdo de
condensacdo de duas moléculas de 20 carbonos de GGPP, catalizada pela enzima
Fitoeno-sintase. As etapas posteriores envolvem a dessaturagdes sucessivas do fitoeno e
producdo do zeta-caroteno, neurosporeno e, ao final, o licopeno. A partir do licopeno
ocorre uma ramificacao da via biossintética e a rota a seguir, vai depender da enzima
presente. O licopeno pode ser convertido em [-caroteno ou a-caroteno de acordo com a
atuacdo das enzimas Licopeno beta-ciclase e/ou Licopeno zeta-ciclase. Neste ponto,
também ocorre o processo de ciclizacdo dos carotendides. A hidroxilacdo dos anéis
terminais desses ultimos carotendides resulta na producdo das xantofilas (carotendides
oxigenados): a luteina e a a-criptoxantina (a partir de a-caroteno) e os carotendides [3-
criptoxantina, zeaxantina, antheraxantina, violaxantina e neoxantina (a partir de [-
caroteno) (ISAACSON et al., 2002).

As espécies de Capsicum sao caracterizadas por apresentarem uma via de
biossintese de carotendides mais longa que de outras solandceas tais como o tomateiro.
O ultimo passo da via biossintética de carotendides € a conversdo de antheraxantina em
capsantina e violaxantina em capsorubina, reacdo catalisada pela enzima Capsantina-
capsorubina-sintase (CCS). A capsantina e a capsorubina (pigmentos reportados
exclusivamente em Capsicum) sdo responsaveis pela coloracdo vermelha tipica dos
frutos maduros desse género (DELI et al., 2001). Essas xantofilas ndo acumulam em
tecidos clorofilados, mas s3o unicamente sintetizadas durante o processo de
amadurecimento dos frutos (MINGUEZ-MOSQUERA & HONERO-MENDEZ, 1994).
Estes pigmentos sdo classificados como ketocarotendides (CUNNINGHAM & GANTT,
1998).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar a diversidade estrutural de alelos do
gene que codifica a enzima CCS visando o desenvolvimento de marcadores moleculares
passiveis de serem utilizados na selecdo precoce do fendtipo cor de frutos no género
Capsicum. Esses marcadores moleculares poderdo ser utilizados na taxonomia do
género e também como uma ferramenta para a selecdo assistida em programas de

melhoramento genético de Capsicum.

3.2. Objetivo Especifico

Isolar via PCR heterdlogo e caracterizar via sequenciamento a diversidade de
alelos de uma coleciao de materiais genéticos, incluindo linhagens de quatro espécies do
género Capsicum, quanto a estrutura do gene codificador da CCS (regido codante e

regido promotora do gene).

4. Material & Métodos

4.1. Acessos de espécies de Capsicum

O trabalho foi realizado, no periodo de Dezembro de 2008 a Novembro de 2009
na Embrapa Hortalicas, utilizando 24 acessos de Capsicum de quatro espécies
domesticadas, C. annuum L., C. frutecens, C. chinense e C. baccatum. As plantas foram
semeadas em bandejas de isopor de 72 células. Ap6s 30 dias foram transplantadas para
vasos de 5 litros e mantidas em casa de vegetacdo. Quando as plantas estavam com 20

cm de altura foram retirada as folhas mais jovens de cada acesso para extracdo de DNA.

4.2. Extracao de DNA

A extracdo de DNA das espécies de Capsicum foi realizada pelo método CTAB.

Foram maceradas 2 g de folhas em nitrogénio liquido. O macerado foi transferido para



um microtubo contendo 600 uL de tampao CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) [2%
(p/v); NaCl 1,4 M; Tris-HCI1 100 mM, pH 8,0; EDTA 20 mM; B-mercaptoetanol 0,2%
(v/v)] aquecido a 65° C em banho-maria por dez minutos, ficando em seguida a
temperatura ambiente por cinco minutos. Adicionou-se ao microtubo 600 puL de clorofil
(cloroférmio: dlcool isoamilico 24:1 v/v), procedendo-se a agitacdo num vortex e
posterior centrifugacao a 12.000 rpm por cinco minutos. Um total de 550 puL do
sobrenadante foi coletada e o DNA foi precipitado pela adicio de 300 pL de
isopropanol gelado. A mistura foi submetida a uma leve agitagdo e posterior
centrifugacdo (12.000 rpm por 13 minutos). Apds este passo, o sobrenadante foi
descartado e o DNA aderido ao fundo do tubo foi lavado com etanol 70% para remog¢ao
dos residuos de isopropanol e de sais. Os microtubos foram colocados por 10 minutos
em estufa a 37°C. O DNA foi ressuspedido em 300 uL. de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0;
EDTA 1 mM) e incubado por 24 horas a 4°C. A concentracdo e a qualidade do DNA
purificado foram estimadas em gel de agarose 1% (p/v) mediante compara¢do com um
padrao de concentragdo contendo 10 ng/ul. de DNA do fago lambda. Apds a verificagio
da integridade do DNA, procedeu-se a quantificacdo e o ajuste da concentracao de DNA
das amostras de forma a padronizd-las. Todos os materiais foram diluidos para a

concentracgdo final de 20 ng/uL em Tris 0,01 M.

4.3. Amplificacao da regido codante e promotora do gene codificador da CCS

Foram utilizados pares de iniciadores de sintese (‘primers’) para a amplificacao
especifica de segmentos do gene codificador da CCS. Os co6digos usados para os
iniciadores e suas respectivas sequéncias foram: PAL 1D: 5’-CCT TTT CCA TCT
CCT TTA CTT TCC ATT-3’; PAL 7R: 5°-AAG GCT CTC TAT TGC TAG ATT
GCC CAG-3’; (LEFEBVRE et al., 1998) e CCS promol FOR: 5’-CCC CCT TCG
GTT AGT TTG TGT-3’; CCS promol REV: 5’ATG GCT ATT TAT GAG AGG
AGG TGA-3’ (desenhados durante o presente trabalho).

A PCR foi realizada nos termocicladores PCR System 9700 (Applied
Biosystems Co.). Para cada reacdo utilizou-se a seguinte concentracdo de cada reagente
para um volume final de 12 pL.: MgCl, 2,0 mM, iniciadores de sintese (0,2 mM cada) e
Taq DNA Polymerase High Fidelity® (HiFi) 1U. Todos os reagentes empregados para

PCR foram da Invitrogen LifeTechnologies. A PCR constituiu-se de um ciclo inicial de
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desnaturagdo a 94° C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos repetidos com as temperaturas
de 96° C por 30 segundos, 53° C por 1 minuto e 72° C por 2 minutos, finalizando-se com
um ciclo extra de extensdo a 72° C por 10 minutos. Os amplicons foram visualizados em

gel de agarose a 1% corado com brometo de etidium, 5 ug/mL em 4gua.

4.4. Sequenciamento da regiao codante e promotora do gene da Capsantina

capsorubina sintase

Foi realizado o sequenciamento direto dos produtos da PCR em um
sequenciador ABI 3100, utilizando o kit ABI Prism BigDye version 3.0 (Applied
Biosystems). Os iniciadores de sintese senso e anti-senso, para cada gene, foram
utilizados, individualmente, na reacdo de sequenciamento de cada amostra a fim de
obter, por meio do consenso, um fragmento de maior tamanho possivel. Para cada
reacdo foram utilizados 40 ng de DNA quantificado em gel de agarose e 5 pmoles dos
oligonucleotideos iniciadores de sintese. As sequéncias correspondentes ao fragmento
génico de cada uma das espécies estudadas foram obtidas a partir do consenso dos
fragmentos sequenciados com os iniciadores senso € anti senso utilizando-se o
programa SeqMan (Lasergene, DNAstar, Madison, WI, EUA). As sequéncias obtidas
para os genes codificadores da enzima CCS e da regido do promotor deste gene foram
submetidas ao banco de dados do GenBank pelo programa BLASTn, na pégina
eletronica do National Center for Biotechnology Information - NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

5. Resultados & Discussao

O amplicon resultante da regido codante se mostrou monomorfico (tamanho
similar em todos os materiais avaliados). Esta regido ndo foi amplificada nos acessos
amarelos da espécie C. annuum (‘CNPH 0181’ ¢ ‘CNPH 0645°, Figura 2). No entanto, a
mesma regido foi amplificada com sucesso e sequenciada em acessos de frutos amarelos
da espécie C. chinense (‘CNPH 0434°, ‘CNPH 0578’, ‘CNPH 2836’, ‘CNPH 2850’ ¢
‘CNPH 2852’). O amplicon foi analisado via sequenciamento direto buscando
diferencas internas dentre os acessos. No entanto, nao foram encontrados polimorfismos

ligados a cor de fruto. A figura 3 mostra parte do alinhamento da regido codante e
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alguns polimorfismos de bases. A correlagdo entre a delecdo do gene da CCS e cor de
fruto amarela foi estabelecida, inicialmente, na espécie C. annuum (LEFEVBRE et al.,
1999) e contestada, posteriormente, em estudos feitos com acessos de frutos amarelos
da espécie C. chinense (HA et al., 2007). No presente trabalho esta informacdo foi
confirmada nos acessos das duas espécies e a andlise foi expandida para incluindo dois
acessos de Capsicum frutescens.

A regido do promotor nao foi amplificada a partir de DNA gendmico extraido
dos acessos C. annuum ‘CNPH 0181’ e ‘CNPH 0645’ (ambos de coloracdo amarela).
Um tnico amplicon (de tamanho varidvel) foi detectado nos demais acessos de
coloragao vermelha e em um acesso de coloracao amarela (C. frutescens ‘CNPH 2871").
O sequenciamento parcial de um dos amplicons comprovou a identidade deste segmento
com a regido promotora do gene da CCS. O tamanho do amplicon apresentou uma
associacdo espécie-especifica estando relacionados da seguinte forma: (1) um amplicon
de 920 bp foi observado, exclusivamente, em acessos de C. annuum; (2) um amplicon
de 998bp foi observado apenas em acessos de C. baccatum e C. frutescens; (3) um
amplicon de 1117 bp foi observado na maioria dos acessos de C. chinense € em um
acesso classificado como C. frutescens.

Desta forma, este trabalho revela que a correlacdo entre a delecdo da regido
codante do gene CCS e a cor de fruto amarela ndo pode ser generalizada para todo o
género Capsicum. Além disso, as diferengas estruturais (delecdes e inser¢des de varios
tamanhos) na regido do promotor do gene CCS ocorrem de forma espécie-especifica.
Esta informacdo poderd ser ttil em sistemas de identificacao de espécies/cultivares bem

como em selecao assistida.
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Figura 2. Amplicons obtidos apds amplificagdo com os “primers” PAL 1D e PAL 1R,
especificos para a regido codante do gene CCS, visualizados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. Os acessos ‘CNPH 3017°, ‘CNPH 0992°, ‘CNPH 0279’
e ‘CNPH 2836’ apresentam frutos de cor alaranjada. Os acessos ‘CNPH 0645’ e ‘CNPH
0181’ apresentam frutos amarelos. O acesso ‘CNPH 0679’ apresenta frutos marrons e

os acessos ‘CNPH 0578’ e ‘CNPH 2852’ apresentam frutos brancos. Os demais acessos

apresentam frutos vermelhos.
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Figura 3. Fragmento do alinhamento correspondente a
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TTCCATTCT AFAAACAARAGCAGT ACACATTTTT T ACCTTTCTT FATTT AGCACCCACATC AR AFCCAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT CTCAT FEGTT =
TTCCGTTCTT AA2AC 2A8AGCAGT FCACATTTTT T A-CTTTCTT AT TTATCTCCCCTCTC AR AGCCEFAGTCTCT ACAT AT FAACAT GECAAFFCTT
TTCCTTTCT A-A2AC 2A8AGC AT ACACGTTTTT T AGCTTTCTT-ATTT AT AACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT CTCAT > GTT >
TTCCATTCT AT A2ACAAAAGCART ACACATTTTTCT ACCTTTCTT AT TT AGACCCCACETFAR AGCCAGAGT CTTT AGAT T TACCT LT CAT --CTT =
TTCCATTCT AFAAACAARAGCAGT ACACATTTTTCT ACCTTTCTT FATTT AGCACCCACATC AR AGCCAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT ATCAT FEGTT
TTCCATTCT A-A2AC 2A8AGCAGTACACATTTTT GT ACCTTTCTT-ATTT AFCACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT ATCAT >GTT >
CTT--TTTC Gra2ACAARAT CEET-TEGETTTTT T AFCTTTCTT - ATTT AGACCCCACETC AR AGCCGFAGT CTTT AFAT GT TAACATCTCAT GEETT
TTCCATTAT AFAAACAAAAGCAGT ACACATTTTTCT ACCTTTCTT AT TT AGCACCCACATC AR AGCICAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT CTCAT GEGTT
TTCCATTAT AFAAACAAAAGCAGT ACACATTTTT T ACCTTTCTT FATTTAGCACCCACATC AR AFCCAFAGT CTTT AGAT CT TAACAT CTCAT FEGTT =
TTTTATTAT A-A2AC2A8AGCFETACACATTTTT T ACCTTTCTT AT TT AFCACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT CTCAT ZEGTT >
TTCCATTAT A-A2AC2A8AGCAGTACACATTTTT CT ACCTTTCTTFATTT AFCACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT CTCAT ZEGTT >
TTCCATTAT AFAAACTFA-GOCGT ACG CATTTTTCT ACCTTT ATT AT TT AGCACCCACGTC AR AGCICAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT CTCAAGECTT
TTCCATTAT AFAFACAAAGFCAGT ACACATTTTT T ACCTTTCTT FATTT AGCACCCACATC AR AGCCAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT CTCAT FEGTT
TTCCATTAT AF-A2AC2A8AGCAGTACACATTTTT T ACCTTTCTT-ATTT AFCACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT CTCAT ZEGTT >
TTCCATTAT A-A2AC2A8AGFCAGTACACATTTTT GT ACCTTTCTT-ATTT AFCACCCACAT CAR AGCCAGAGTCTTT AFAT T TAACAT CTCAT >EGTT >
TTTTATTAT AFAT ACAAAAGCAGT ACACATTTTTCT ACCTTTCTT AT TT AGCACCCACATC AR AGCICAFAGT CTTT AGAT GT TAACAT CTCAT GEGTT
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AT ACTAT CT G- ACCEFECT FAATTC Al T AT CAT CATTGrAACT GECCCT GLCGEECTTC Gl T AGCT FAACAAGTTTC T AAAT AT - EAATT A4
ATATTFATC GLC-TAAGFFCT FAATTC FACGT AT CAT CATTGrAACT GFCCCT GLCGEECTTC G CT AGCT FAACAAFTTTC TAAAT AT FEAATT A4
ATACTFATCTFE-ACCEEFCT FAATTC FACGT AT CAT CATT FFAACT FFCCCTFCCGFECTTC 0T AFCT FAAC AAGTTT C TAAAT AT FAATT A&
ATTCTFAT GCCT-TACGHFFCT AATTC FACGT AT C AT CATT GHAACT GRCCCT G CGEECTTC GCT AFCT FAAC AAGTTTC T AAAT AT -=2ATT AARE
AT ACT AT CT G- AC LT GAATTC AL T AT CAT CAT T GrAACT GECCCT GLCGEECTTC Gl T ACCT FAACAAGTTTC TAAAT AT EAATT AL
ATACTFATCT G- ACCEFFCT GAATTC GACGT AT CAT CATTGrAACT L CCT GLCGEECTTC GECT AGCT FAAC AAFTTTC TAAAT AT FEAATT A4
ATACTFATCTCT-TAAGFFCTAATTC FACGTFATCAT CATT FraACT FFCCCTFCCGFECTTC 0T AFCT FAAC AAGTTTC TAAAT AT >FAATT A&
ATACTGATCTGE—TACGFFCT AATTC AT GT AT C AT CATT GHAACT GRCCCT GECGEECTTC GECT AFCT FAAC AAGTTTC T AAAT AT ==AATT AARE
AT ACTAT CT G- ACCGFECT CAATTC AT CT AT CAT CAT T GrAACT GECCCT GLCGEECTTC Gl T AGCT FAACAAGTTTC T A4AT AT - EAATT A4
ATACTFATCTETACCEFFCT AAATTC AT T AT CAT CATTGrAACT L CCT GLCGEECTTC G CT AGCT FAAC AAGTTTC TAAAT AT FEAATT A4
ATACTFATCT - ACGEEFCT ZAATTC FACGT AT CAT CATT FFAACT GFCCCTFCCGFECTTC 0T AFCT FAAC AAGTTTC TAAAT AT T ATT A&
ATACTGATCTCT-TCGEFECT AATTC FACGT AT C AT CATT GHAACT GRCCCT GECGEECTTC GCT AFCT FAAAAAGTTTC T AAAT AT =T ATT AAFE
AT ACTAT CT G- ACCEFECT GAATTC Al T AT CAT CAT T GrAACT GECCCT L CGEECTTC Gl T AGCT FAACAAGTTTC TAAAT AT T ATT AAEE
ATACTFATCT G- ACGEFFCT GAATTC GACGT AT CAT CATTGrAACT L CCT GLCGEECTTC G CT ACCT FAAC AAFTTTC TAAAT AT T ATT AAFE
ATACTFATCTFE-ACCEEFCT FAATTC FACGT AT CAT CATT FFaACT FFCCCTFCCGEFCTTC 0T AFCT FAAC AACTTTC TAAAT AT T ATT A&
ATACTGATCTGE—TAAGFFCT ZAATTC FACGT AT C AT CATT GHAACT GRCCCT G CGEECTTC LT AFCT FAAC AAGTTTC T AAAT AT =T ATT AARE
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TATGTTFCETT ACCCTTCACCACTTT CCAT T FCC AAAT AATT AT T GTTT GGTT AT A GTTT FAAAAGTT GFFATT A FAAGATTT CT AFATC &
TATCTTGCCTTFACCCTTCACCACTTT CCAT T ECCAAAT AATTAT T CTTTGEETT AT FAGCTTT CAAAAGT T CEEATT AGAAGATTGTCT ACATC A
TATGTTFCETTFACCCTTCACCACTTT CCATFTECCAAAT AATTATGET CTTTGFETTFAT FAGCTTT CAARAAGTTFEFATT AGAAGATTGTCT AFATC A
TATETTECFTTFACCCTTCACCACTTT CCAT CTFECCARAT AATTATT T CTTT FFTT ZAT FA FTTT FAARAGTT GFFATT A FAAFATTGTCT AFATCA
TATGTTFCETT ACCCTTCACCACTTT CCAT T FCCAAAT AATTAT T GTTT GGTT AT A GTTT FAAAAGTT FFFATT AFAAGATTTCT AFATC &
TATETTGCCTTFACCCTTCACCACTTT CCAT T HECCAAAT AATTAT T CTTTGEETT AT FAGTTT CAAAAGT T CEEATT AGAAGATTGTCT AFATC A
TATGTTGCETTFACCCTTCACCACTTT CCATFTECCAAAT AATTATGET CTTTGFETITFAT FAGTTT FAAAAGTT FEFATT AGAAGATTGTCT AFATC A
TATETTECFTTFACCCTTCACCACTTT CCAT CTEFCCARAT 2ATTAT GET CTTT FEGFTT ZAT FA CTTT FAARAGTT GFFATT A FAAFATTGTCT AFATCA
TATGTTFCETTFACCCTTCACCACTTT CCAT T FCC AAAT AATTAT T GTTT GGTT FAT A GTTT FAAAAGTT >EFATT AFAAGATTTCT AFATC &
TATETTGCCTTFACCCTTCACCACTTT CCAT T CECCAAAT AATTAT T CTTTGEETT AT FAGTTT FAAAAGT T GEEATT AGAAGATTGTCT ACATC A
TATGTTFCETTFACCCTTCACCACTTT CCATFT FECCAAAT AATTAT T CTTT FEETT FAT FAGTTT bAAAAGTT FFATT AFAAGATTGTCT AFATC A
TATETTECFTTFACCCTTCACCACTTT CCAT GTFECCARAT AATTAT GET CTTT ZFTT ZAT FA FTTT FAARAGTT GFFATT A FAAFATTGTCT AFATCA
TATGTTFCETT ACCCTTCACCACTTT CCAT T FCCAAAT AATTAT T GTTT GGTT AT A GTTT FAAAAGTT FFFATT A FAAGATTTCT AFATC A
TATCTTGCETTFACCCTTCACCACTTT CCAT T ECCAAAT AATTAT T CTTTGEETT AT FAGTTT CAAAAGT T CEEATT AGAAGATTGTCT ACATC A
TATGTTGTETT FACCCTTCACCACTTT CCATFT FECCAAAT AATTATGET GTTT FEETT FAT FAGTTT bAAAAGTT FEFATT AFAAGATTGTCT AFATC A
TATETTETTTFACCCTTCACCACTTT CCAT GTFFCCARAT 2ATTAT GET CTTT FEGFTT ZAT FA CTTT FAARAGTT GFFATT A FAAFATTGTCT AFATCA
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regido codante do gene da

Capsanthin/capsorubin synthase pelo método Clustal (Megalign-Lasergene, Madison, WI). Os

polimorfismos observados em comparagdo com a sequencia depositada no GenBank sdo mostrados

em amarelo. As 16 sequéncias comparadas sdo identificadas com o nimero da cole¢do do CNPH,

codigo da espécie: CC = Capsicum chinense, CF=Capsicum frutescens, CA=Capsicum annum, CB =

Capsicum baccatum, Taba = Capsicum frutescens ‘Tabasco’, GenB=GenBank X76165. E os cédigos

da cor do fruto foram: A = amarelo, V = vermelho, L = laranja. O polimorfismo apresentado na

posicao 378 (numeracdo da sequéncia GenB) pode representar uma mutacdo especifica das espécies

CA e CB. Esta mutacdo silenciosa que ndo altera a proteina (GGT ou GGA sdo codigos do

aminoacido Glicina).
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Figura 4. Gel de agarose (1%) corado com brometo de etideo mostrando os produtos da amplificacdo de
DNA de Capsicum, utilizando os iniciadores de sintese CCSPromF e CCSPromR, especificos para a
regido do pomotor do gene codificador da enzima Capsantina-capsorubina sintase. ( C.a= Capsicum
annuum, C.c= Capsicum chinense, C.f= Capsicum frutescens, C.b= Capsicum baccatum. As cores

representam as cores dos frutos, quando maduros).
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