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RESUMO

A pungéncia em frutos de pimenta do género Capsicum, devido
a presenca de capsaicindides, ¢ uma das caracteristicas mais atra-
tivas e muito valorizadas pela culinaria mundial. Neste trabalho,
objetivou-se validar e avaliar a eficiéncia de predi¢do dos marcadores
moleculares punl’, puni? e o SNP identificado pelo método tetra-
-primer ARMS-PCR para a determinagdo de pungéncia em acessos
de Capsicum spp. Trinta e seis acessos do Banco de Germoplasma
da Universidade Federal de Sdo Carlos foram avaliados através de
analises sensoriais (em frutos maduros) e moleculares para pungéncia
(na fase de plantula através da extragdo do DNA em folhas). Os mar-
cadores SNP ARMS-PCR, punl’e punl’ foram usados na avaliagdo
molecular. Os resultados mostram a eficiéncia desses marcadores
para uso de caracterizagcdo molecular de acessos de Capsicum ssp.
para o carater pungéncia.
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ABSTRACT

Validation of molecular markers associated with pungency
in hot pepper

The pungency in hot pepper fruits of the genus Capsicum, due
to the presence of capsaicinoids, is one of the most attractive and
highly valued characteristics in the world cuisine. This work aimed
to validate and evaluate the efficiency of prediction of molecular
markers punl’, punl® and SNP identified by tetra-primer ARMS-
PCR method for the determination of pungency in Capsicum spp.
Thirty six accessions of the Germplasm Bank of the Universidade
Federal de Sao Carlos were evaluated by sensory (ripe fruits) and
molecular (at seedling stage by DNA extraction from leaves) analyses
for pungency. The SNP ARMS-PCR, punl’ and pun I’ markers were
used for molecular evaluation. The results show the efficiency of
using these markers for molecular characterization of Capsicum spp.
accessions for pungency character.
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As pimentas do género Capsicum
sdo consideradas o condimento pi-

cante mais importante do mundo, sendo
consumido por um quarto da populacao
mundial (Carvalho et al., 2006). Apre-
senta grande importancia economica por
sua rentabilidade quando se agrega valor
ao produto e/ou por sua importancia
social, como exemplo pratico de agri-
cultura familiar e com grande geracao
de empregos. O cultivo desta hortalica
tem se tornado um importante segmento
no setor agricola no pais devido a cres-
cente demanda do mercado consumidor
(Sudré & Gongalves, 2010).

No Brasil a producdo de pimenta ¢é
caracterizada, em sua maioria, por um
grande nimero de pequenos agriculto-
res, tendo esta espécie como principal
fonte de renda ou uma alternativa para
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sua complementacao. Assim, ndo se tem
um valor exato da produgao de pimenta,
mas estima-se uma area de aproxi-
madamente 5 mil hectares com uma
producado de 75 mil toneladas (Pinheiro
etal.,2012).

Pimentas pertencentes ao género
Capsicum tém como centro de origem
e domesticacdo a América. Dentre as
espécies deste género, cinco sdo domes-
ticadas sendo largamente cultivadas e
utilizadas pelo homem: C. annuum, C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens e
C. pubescens. (Carvalho et al., 2006).
Essas espécies possuem grande variabi-
lidade fenotipica além de terem grande
versatilidade de usos. Seus frutos po-
dem ser comercializados para consumo
in natura além de atender a industria
alimenticia, cosmética e farmacéutica.

Devido ao aumento da demanda
por esses frutos, associado com a ca-
réncia de gendtipos melhorados para as
condicdes brasileiras, os programas de
melhoramento genético de Capsicum
tém concentrado esfor¢os no desen-
volvimento de cultivares adaptadas
ao Brasil. Dentre as caracteristicas de
importancia econdmica, a pungéncia é
o principal atrativo deste género, sendo
conferida por substancias alcaldides
denominadas capsaicinodides. Esses al-
caldides tém sido amplamente estudados
(Henry & Emery, 1986; Caterina, 2000;
Blum et al., 2002; Daood et al., 2002)
sendo sintetizados no tecido da placenta
e armazenados em células epidérmicas
(Garcés-Claver et al., 2007; Stewart et
al., 2007).

Para determinagdo da pungéncia
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em frutos de pimenta, diversas téc-
nicas podem ser empregadas, como
analise sensorial e analise por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia
(High Performance Liquide
Chromatography, HPLC).
Entretanto, todas essas técnicas necessi-
tam do fruto para realizag@o da andlise,
ficando exposto a diversos fatores que
podem dificultar a avaliagdo, como
o crescimento da planta ndo ocorrer
conforme o previsto, haver alteragdo
do teor de capsaicinodides em funcao de
condigdes ambientas adversas (Curry et
al., 1999; Kirschbaum-Titze et al., 2002)
ou o numero de frutos ser insuficiente
para realizagdo do teste (Stellari et al.,
2010). Nestes casos uma alternativa
para avaliacdo da pungéncia € o uso de
marcadores moleculares, onde a analise
pode ser realizada em estagios iniciais
de desenvolvimento da plantula, utili-
zando apenas folhas jovens e, com isso,
reduzindo o tempo para verificagdo dos
genotipos (Garcés-Claver ef al., 2007).

A determinagdo de pungéncia atra-
vés de marcadores moleculares foi reali-
zada a partir do loco Pun! (Stellari et al.,
2010; Wyatt et al.,2012), principal gene
responsavel pela biossintese de capsai-
cinoides, sendo o unico loco conhecido,
até o momento, com efeito quantitativo
sobre o acimulo de pungéncia (Blum et
al., 2003; Lang et al., 2006; Stellari et
al.,2010). Neste loco foram encontradas
trés mutacdes (dele¢des) que apresen-
taram uma resposta espécie-especifica
para pungéncia em pimenta. A primeira
mutagdo, o alelo punl’ presente apenas
na espécie C. annuum, possui uma
delegdo de 2,5Kb, causando a perda do
possivel promotor e a maior parte do
primeiro éxon, impossibilitando que o
gene possa ser transcrito ou traduzido
(Wyatt et al., 2012). A segunda muta-
¢do punl? presente em C. chinense,
¢ caracterizada por uma deleg¢do no
primeiro éxon, causando um coédon de
stop, sendo que este alelo é transcrito
mas nenhuma proteina ¢ produzida
(Wyattet al.,2012). A terceira mutagao,
alelo conhecido como pun 13, especifico
para C. frutescens, possui uma grande
delegdo no final da regido do gene, que
resultaria numa perda de 70 aminodaci-
dos da proteina de Punl. O alelo punli?
ndo ¢ transcrito ou traduzido (Stellari ez
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al.,2010). Também foi encontrada uma
regido paraloga ao loco Punl, com 82%
de identidade, sendo denominada de
catf2 (Lang et al., 2006). Nesta regido
foi encontrado um polimorfismo de
nucleotideo tnico (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) que detecta a
mudanga de uma unica base G/T que
representa a presenca ou auséncia da
pungéncia, respectivamente, detectadas
pela técnica de sistema de amplificacdo
refrataria da mutagdo (Amplification
Refractory Mutation System - ARMS-
-PCR) (Newton et al., 1989), utilizando
quatro primers em uma mesma reagao
de amplificagdo (tetra-primer ARMS-
-PCR) (Ye et al., 2001). Este marcador
nao possui o carater espécie-especifico,
uma vez que a variagdo SNP pode ser
avaliada em diferentes espécies do gé-
nero Capsicum.

A caracterizagdo molecular tem sido
uma ferramenta 1til para a avaliagdo da
diversidade genética de diferentes espé-
cies vegetais (Ferreira et al., 2007; Hill
et al., 2013). Marcadores moleculares
tém sido usados nessa caracterizagdo
auxiliando em processos de coleta,
conservacdo e intercambio de acessos
em Bancos de Germoplasma de espé-
cies vegetais, bem como na selegdo de
genitores a serem utilizados em progra-
mas de melhoramento. Informagdes a
respeito da caracterizagdo servem para
aumentar a eficiéncia dos trabalhos de
melhoramento de espécies cultivadas,
conhecer a variabilidade existente, gerar
informagdes Uteis para preservagao ¢
uso dos genoétipos, além de possibilitar
a identificagdo de possiveis duplicatas
(Geleta et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi validar
e avaliar a eficiéncia de predigdo dos
marcadores moleculares punl?, punl?
¢ 0 SNP identificado pelo método tetra-
-primer ARMS-PCR para a determi-
na¢do de pungéncia em acessos de
Capsicum spp. do Banco de Germo-
plasma de Hortalicas da Universidade
Federal de Sao Carlos.

MATERIAL E METODOS

Trinta e cinco acessos pertencentes a
cinco espécies (13 acessos de Capsicum
annuum, 10 de C. baccatum, 10 de C.

chinense, um de C. frutescens e um de
C. pubescens) e um hibrido F, experi-
mental foram utilizados neste trabalho
(Tabela 1), sendo todos os gendtipos
oriundos do Banco de Germoplasma
de Capsicum da UFSCar. Os acessos
utilizados no presente trabalho foram
obtidos por autofecundacdo durante a
manutencao do Banco de Germoplasma,
exceto o hibrido experimental. Como
controle negativo das analises sensoriais
e moleculares para pungéncia foram
utilizadas uma cultivar de tomate (Santa
Clara), um de berinjela (F, Ciga) e um
de quiabo (Santa Cruz).

Cada acesso foi semeado em ban-
dejas de 200 células preenchidas com
substrato Bioplant® e mantidas em
ambiente protegido, sob irrigagdo por
aspersao para obtengdo das mudas. Apos
45 dias as mudas foram transplantadas
para vasos de 1 L e, mantidas durante
cinco meses sob irrigagdo por aspersao
em ambiente protegido. Para analisar
a pungéncia dos frutos, coletou-se 10
frutos maduros de cada acesso. Em cada
fruto, realizou-se um corte transversal
para os provadores analisarem a pre-
sen¢a da pungéncia através do contato
da lingua com a placenta, sendo cada
acesso avaliado por trés provadores.
Na analise sensorial os acessos foram
classificados como frutos pungentes (P)
e ndo pungentes (NP), sendo conside-
rado pungente 0 acesso que provocasse
ardéncia durante a prova.

A extragdo do DNA gendmico total,
com 200 mg de folhas de plantulas
jovens, foi realizada de acordo Doyle
& Doyle (1987) com modificacdes e
adaptado para quantidades pequenas de
tecido, tal como descrito por Arnedo-
Andrés et al. (2002). As amostras foram
quantificadas em gel de agarose 1% atra-
vés de comparagdo com concentragdes
conhecidas do DNA do fago lambda (L),
diluidas conforme proposto por Villela
et al. (2014) e armazenadas em freezer
a -20°C.

Foram avaliados trés loci especificos
para determinagdo da pungéncia mole-
cular em Capsicum ssp.: punl’, punl?
e o SNP identificado por tetra-primer
ARMS-PCR. A variacdo SNP identi-
fica pungéncia em diversas espécies
do género Capsicum e, devido a esta
propriedade, foi utilizada inicialmente
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para a avaliagdo molecular dos acessos
estudados. As amplifica¢des dos loci fo-
ram realizadas com os primers descritos
na literatura (Tabela 2) apds otimizacdes
como apresentadas a seguir:

Loco punli’: volume total de 25
pL, contendo 200 ng de DNA, 0,7 uM
dos primers punl’ fwdl, puni’ twd2 e
punl’rev, 400 uM de dNTP, 3 mM de
MgCl,, tampdo 1X, 1,0 U de Tag DNA
polimerase. Os ciclos de desnaturacéo,
anelamento e extensdo, bem como a
separacao dos produtos amplificados
foram realizados como proposto por
Wyatt et al. (2012).

Loco punli?® (Wyatt et al., 2012)
com modifica¢des: volume total de 25
uL, contendo 200 ng de DNA, 0,7 uM
dos primers punl’ twd, punl’ revl e
punl’rev2, 400 uM de ANTP, 3 mM de
MgCl,, tampdo 1X, 1,0 U de Tag DNA
polimerase. Os ciclos de desnaturacdo,
anelamento e extensdo, bem como a
separacdo dos produtos amplificados
foram realizados como proposto por
Wyatt et al. (2012).

Tetra-primer ARMS-PCR (Garcés-
Claver et al., 2007) com modificagdes:
volume total de 20 puL contendo 60 ng
de DNA, 0,75 uM de primers FI e RO,
1,75 uM de primers FO e RI, 200 uM
dNTPs, 3,5 mM MgCl,, tampdo 1X, e
1,0 U de Tug DNA polimerase. As etapas
da amplificag@o foram: 95°C por 1 min
seguidos de 18 ciclos de 95°C por 1
min, 72°C por | min (reduzindo 1°C por
ciclo) mais 72°C por 1 min, logo apo6s
mais 16 ciclos a 95°C por 1 min, 54°C
por 1 min e 72°C por 1 min finalizando
com 72°C a 2 minutos. Os produtos
foram separados por eletroforese em gel
de agarose MetaPhor 2,5% e corado com
brometo de etidio.

A analise dos resultados foi feita
avaliando a presenca de fragmentos es-
pecificos dos marcadores moleculares e
comparando com a resposta obtida atra-
vés das analises sensoriais da pungéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises
sensoriais dos 36 acessos de pimenta
encontram-se sumarizados na Tabela
1. Nao houve discordancia entre os trés
provadores na determinagao da pungén-
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cia para acessos avaliados. A analise
sensorial dos 36 acessos de pimenta
(35 espécies de Capsicum e um hibrido
experimental) mostrou que 29 acessos
(80,6%) foram pungentes e sete acessos
(19,4%) nao pungentes. C. annuum pos-
sui a maior diversidade fenotipica entre
os acessos, sendo que nove (69,23%)
foram classificados como pungentes e
quatro (30,77%) como ndo pungentes.
Em C. chinense, sete (70%) foram
pungentes e trés (30%) ndo pungentes.
Foram considerados pungentes todos os
acessos de C. baccatum, C. frutescens
e o hibrido experimental. Os controles
negativos (quiabo, tomate e berinjela)
foram determinados como ndo pun-
gentes nas andlises sensoriais e ndo
amplificaram qualquer fragmento para
os marcadores moleculares avaliados.

Na avaliagdo molecular, pelo mé-
todo de tetra-primer ARMS-PCR, trés
fragmentos (191 pb, 134 pb e 108 pb)
foram amplificados. O fragmento 134 pb
representou o alelo G e o fragmento 108
pb correspondeu ao alelo T em acessos
ndo pungentes e pungentes, respecti-
vamente. Finalmente, o fragmento 191
pb foi comum a todos os acessos do
género Capsicum spp. evidenciando um
fragmento género-especifico. Em
C. annuum, o loco espécie-especifico
punl?’, apresentou dois fragmentos,
1063 pb e 746 pb, os quais indicaram
pungéncia e ndo pungéncia, respectiva-
mente. No caso de punl? (C. frutenses)
pungeéncia foi associada ao fragmento de
586 pb e a ndo pungéncia ao fragmento
de 1033 pb.

A avaliagdo molecular dos 36 aces-
sos, através do SNP identificado pela
técnica tetra-primer ARMS-PCR (Tabe-
la 1), mostrou que 30 acessos apresen-
taram o fragmento de 108 pb indicando
a pungéncia (presenga do alelo T), ao
passo que seis acessos apresentaram o
fragmento de 134 pb associado a ndo
pungéncia (presenca do alelo G). O
SNP conseguiu predizer em 93,10%
dos acessos avaliados para pungéncia
caracterizada através de analise senso-
rial (Tabela 3). Este resultado mostra
a alta eficiéncia deste marcador como
diagndstico de pungéncia em pimentas.

Nos 13 acessos de C. annuum, sete
(53,84%) foram classificados como
pungentes ¢ seis (46,16%) como ndo

pungentes. Todos os acessos de C.
baccatum, C. chinense, C. frutescens,
C. pubescens e o hibrido foram consi-
derados pungentes.

Os acessos CCA 34 e CCA 105 (C.
annuum) apresentaram o fragmento de
134 pb que identificou a ndo pungéncia
(presenca do alelo G), discordando da
resposta obtida através da analise senso-
rial onde a pungéncia foi detectada (Ta-
bela 1). Exemplo semelhante também
foi encontrado com a cultivar Biquinho
(C. chinense) ¢ os acessos CCAF4 45
e CCAF4 72 que foram caracteriza-
dos como ndo pungentes na avaliacdo
sensorial e, no entanto, apresentaram
o fragmento de 108 pb que identifica a
pungéncia (presenca do alelo T).

O loco punl?, especifico de C.
annuum, identificou oito acessos pun-
gentes (presenca do fragmento de
1063 pb) do total de 13 acessos desta
espécie. Os acessos CCA 29, CCA 34
e CCA 105 apresentaram divergéncia
entre a resposta do marcador molecular
e da analise sensorial (Tabela 1). O
loco punl! permitiu correlacionar em
77,77% a resposta da pungéncia obtida
através da analise molecular e sensorial
dos acessos avaliados de C. annuum
(Tabela 3).

Na avaliagdo com o loco punl?, es-
pecifico de C. frutescens, a amplificacdo
do fragmento de 586 pb comprovou a
pungéncia detectada para o acesso de
CCA 176 via analise sensorial. Estes
resultados para os loci puni’ e punli?
corroboram com a especificidade des-
crita para estes marcadores com 0s
respectivos géneros C. annuum e C.
frutescens (Wyatt et al., 2012).

As divergéncias entre as respostas
das avaliagdes moleculares e das anali-
ses sensoriais ocorreram, principalmen-
te, devido a fenotipos classificados como
ndo pungentes na analise sensorial. Este
resultado indica uma provavel falta de
sensibilidade por parte dos provadores
pararealizar a caracterizagdo de pungén-
cia em frutos de Capsicum ssp. Stellari
et al.(2010) mostraram que a pungéncia
so0 ¢ detectavel por analise sensorial
quando apresenta niveis superiores a
10 ppm. Assim € possivel, nestes casos,
que a pungéncia esteja presente no fruto,
porém a niveis controlados que ndo sdo
detectaveis pela analise sensorial. Este
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Tabela 1. Avaliagao de trinta e seis acessos de Capsicum e trés representantes da familia Solanaceae pertencentes ao Banco de Germoplasma
da Universidade Federal de Sao Carlos para reagdo a pungéncia através do método sensorial e de marcadores moleculares puni’ e SNP (tetra-
primer ARMS-PCR) (assessment of thirty-six Capsicum accessions and three Solanaceae family representatives belonging to Germplasm
Bank of Universidade Federal de Sdo Carlos for reaction to pungency through the sensory method and molecular markers puni’ and SNP
(tetra-primer ARMS-PCR). Araras, UFSCar, 2014.

Acessos Espécie Origem Analise Sensorial SNP** punl”
CCA1l C. annuum Filipinas P P(T) P
CCA2 C. annuum Filipinas P P(T) P
CCAS C. annuum Brasil P P(T) P
CCA 13 C. annuum Brasil NP NP (G) NP
CCA 17 C. annuum Brasil NP NP (G) NP
CCA 20 C. annuum Brasil NP NP (G) NP
CCA 29 C. annuum Brasil NP NP (G) P
CCA 34 C. annuum México P NP (G) NP
CCA 36 C. annuum Brasil P P(T) P
CCA 99 C. annuum Brasil P P(T) P
CCA 105 C. annuum Brasil P NP (G) NP
CCA 106 C. annuum Brasil P P(T) P
CCA 560 C. annuum Brasil P P(T) P
CCA 554 C. baccatum Brasil P P(T) -
CCA 528 C. baccatum Colombia P P(T) -
CCA 544 C. baccatum Brasil P P(T) -
CCA 424 C. baccatum Brasil P P(T) -
CCA 113 C. baccatum Brasil P P(T) -
Tomate Brasil NP - -
Quiabo Brasil NP - -
CCA 530 C. baccatum Brasil P P(T)

CCA 112 C. baccatum Peru P P(T)

CCA 555 C. baccatum Brasil P P(T)

CCA 415 C. baccatum Brasil P P(T)

CCA471B C. baccatum Brasil P P(T)

CCAF4 45 C. chinense Brasil NP P(T)

CCAF472 C. chinense Brasil NP P(T)

Buth Jolokoia C. chinense Brasil P P(T)

F, (CCAF4 45 X Biquinho) C. chinense Brasil P P(T)

MURUPI C. chinense Brasil P P(T)

CCA 124 C. chinense Brasil P P(T)

CCA 144 C. chinense Brasil P P(T)

CCA 145 C. chinense Brasil P P(T)

CCA 504 C. chinense Brasil P P(T)

CCA 518 C. chinense Brasil P P(T)

Biquinho C. chinense Brasil NP P(T)

CCA 176 **%C. frutescens Brasil P P(T)

Rocoto C. pubescens Peru P P(T)

Berinjela Brasil NP -

*Marcador especifico para acessos de Capsicum annuum (specific marker for accessions of Capsicum annuum); **Marcador SNP (tetra-
primer ARMS-PCR) indicado para todas as espécies do Género Capsicum [SNP marker (tetra-primer ARMS-PCR) suitable for all species
of Capsicum genus]; ***Marcador punI?, especifico para C. frutescens, também caracterizou o acesso CCA 176 como pungente (Marker
punl?, specific for C. frutescens, also characterized access CCA 176 as pungent); Tomate: Solanum lycopersicon, cv. Santa Clara (tomato:
Solanum lycopersicon, cv. Santa Clara); Quiabo: Abelmoschus esculentus, cv. Santa Cruz (okra: Abelmoschus esculentus, cv. Santa Cruz);
Berinjela: Solanum melongena cv. F| Ciga (eggplant: Solanum melongena, cv. F| Ciga); Pungente (P) e ndo pungente (NP) (pungent (P)
and not pungent (NP)].
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Tabela 2. Primers dos marcadores moleculares punl’, punl?e o SNP (tetra-primer ARMS-PCR) utilizados para a determinagao de pungéncia
em Capsicum ssp. [primers of molecular markers punl’, punl® and SNP (tetra-primer ARMS-PCR) used for the determination of pungency
in Capsicum spp.]. Araras, UFSCar, 2014.

Primer Sequéncia (5’ a 3°) Referéncia

punl’ fwdl TCCTCATGCATCTCTTGCAG Wyatt et al. (2012)

punl’ fwd2 GCTCCACGGAAAAGACTCAT Wyatt et al. (2012)
punl’rev CAAATGGCAGTTTCCCTTCTCTCATT Wyatt et al. (2012)

punl’ fwd GTAGTTTTTCGGAAATGAAAAGTACT Wyatt et al. (2012)
punl’revl CACGCCTTGCCCAGCTTTGTAATCTT Wyatt et al. (2012)
punl’rev2 TCATGTCCATTCGGCCAAACAGTG Wyatt et al. (2012)

fwd outer (FO) GTGATGTTGCACAAGCAACA Garcés-Claver et al. (2007)
fwd inner (FI) TTATTGCCTAATTAATTCCAAGTCTG Garcés-Claver et al. (2007)

rev outer (RO)
rev inner (RI)

GACCGTAAACTTCCGTTGAAA
TTCAATCAAACATCCAGTTACTTCA

Garcés-Claver et al. (2007)
Garcés- Claver et al. (2007)

Tabela 3. Associagdo entre andlises sensoriais e de marcadores moleculares para a determinagao da pungéncia em 36 acessos de Capsicum
ssp. (association between sensory analysis and molecular markers for determining the pungency in 36 Capsicum spp accessions). Araras,
UFSCar, 2014.

Marcador SNP (tetra-primer ARMS-PCR) (Capsicum spp.)
Acessos pungentes (P)

Acessos nao pungentes (NP)

Analise Analise Predicdo do marca- Analise Analise Predicdo do marca-

sensorial molecular! dor (%) sensorial molecular? dor (%)

29 27 93,10%* 7 4 57,14
Marcador punl! (Capsicum annuum)

Analise Analise Predicdo do marca- Analise Analise Predicdo do marca-

sensorial molecular? dor (%) sensorial molecular? dor (%)

9 7 77,77 4 3 75,00

*Porcentagem de associag@o entre as analises sensoriais e os marcadores moleculares na determinagdo da pungéncia. (percentage of
association between the sensory analysis and molecular markers in determining pungency); 'Presenc¢a do fragmento de 108 pb referente ao
marcador SNP (tetra-primer ARMS-PCR) [presence of the 108 bp fragment related to the SNP marker (tetra-primer ARMS-PCR)]; *Presenca
do fragmento de 1063 pb referente ao marcador punl’ (presence of the 1063 bp fragment related to pun I’ marker); *Presenga do fragmento
de 134 pb referente ao marcador SNP (tetra-primer ARMS-PCR) [presence of the 134 bp fragment related to the SNP marker (tetra-primer
ARMS-PCR)]; “Presenga do fragmento de 746 pb referente ao marcador punl’ (presence of the fragment of 746 bp related to pun I’ marker).

tipo de teste, embora possa parecer o
método mais rapido e econdmico, en-
volve algumas dificuldades para os pro-
vadores, dadas as sensacdes envolvidas.
Torna-se evidente, dada a subjetividade
humana, a possibilidade de imprecisao
deste teste. Um problema adicional ¢ o
fato desta analise ndo permitir a distin-
cdo entre os diferentes capsaicindides
presentes no fruto.

Nesses casos de falso negativo
na analise sensorial e positivo para o
marcador ¢ importante ressaltar que a
detecgdo de capsaicindides nos frutos
varia em funcdo do gendtipo e das con-
di¢des ambientais (Curry et al., 1999;
Kirschbaum-Titze et al., 2002). Pesqui-
sas indicam uma diferenga significativa
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nos teores de pungéncia quanto a respos-
ta dos gendétipos de pimenta submetidos
a diferentes ambientes e também quando
colhidos em diferentes épocas. O teor de
capsaicionoides aumenta gradualmente
nos dias ap6s o vingamento do fruto com
o aumento da atividade da capsaicina-
-sintetase, decrescendo posteriormente,
devido ao aumento da atividade enzima-
tica da peroxidase o que torna a época
de colheita um pardmetro determinante
para a pungéncia do fruto (Contreras-
-Padilla & Yahia, 1998; Estrada et al.,
1999; Zewdie & Bosland, 2000; Estrada
etal., 2002).

Sendo assim, os melhoristas podem
selecionar e desenvolver variedades
com diferentes niveis de pungéncia a

partir do controle de manejo da cultu-
ra. Dickerson (1997) demonstrou que
uma maior disponibilidade de agua se
correlacionava negativamente com a
pungéncia ao contrario da temperatura
que tem um efeito positivo sobre a
pungéncia. Além disso, diversos estudos
mostram o efeito aditivo do gene Punl
sobre a pungéncia (Stewart et al., 2005;
Stellari et al., 2010).

Por outro lado, podem ocorrer di-
vergéncias entre as analises sensoriais
e avaliagcdes moleculares devido a
detecgdo da ardéncia durante a analise
sensorial e auséncia de fragmentos dos
marcadores moleculares associados
a pungéncia. Isto pode ter acontecido
porque ¢é provavel que a expressdao da
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pungéncia seja devido a acdo de outros
genes envolvidos na determinacdo
de capsaicinodides. Diversos estudos
atribuem a existéncia de um complexo
poligénico que regularia a expressao
da pungéncia (Yagishita et al., 1990;
Zewdie & Bosland, 2000). Alguns es-
tudos (Blum et al., 2003; Ben-Chaim et
al., 2006) tém realizado o mapeamento
de loci de caracteristicas quantitati-
vas (Quantitative Trait Loci, QTL)
(Tanksley, 1993 Barchi et al., 20009;
Lu et al., 2012; Dwierdi et al., 2013)
associados a pungéncia na tentativa
de localizar um possivel complexo de
genes moduladores da pungéncia via
marcadores genéticos onde podera ser
verificado com maior confiabilidade a
presenca de mais de um gene interfe-
rindo no controle do carater, o que cer-
tamente ira auxiliar na melhor detecgao
da pungéncia em pimenta.

No acesso CCA 29 os marcadores
SNP (tetra-primer ARMS-PCR) e punl’
apresentaram resultados divergentes. O
marcador SNP classificou o acesso como
nao pungente, presenca do alelo G. Ao
passo que o marcador punl’ classificou
como pungente, presenca do fragmento
de 1063 pb o qual indica que nao houve
delegdo no primeiro exon. Uma possivel
explicacdo € que, como a regido onde o
SNP foi localizado (Catf2) € paraloga a
Punl e desta forma ndo segregam jun-
tos, existe a hipdtese que a divergéncia
observada, a principio, possa ser em
decorréncia de um evento raro de mu-
tacdo naregido Catf2. Esta mutagdo ndo
reflete a perda de pungéncia na regido de
Punl, o qual foi detectado sem alteragdo
por delecao.

O hibrido experimental F, (CCA
F4 45 x ‘Biquinho’) obtido pelo cru-
zamento de materiais de C. chinense
ndo pungentes para analise sensorial,
foi caracterizado sensorialmente como
pungente. ‘Biquinho’ ¢ uma cultivar am-
plamente utilizada no cultivo de pimenta
no Brasil e conhecida como pimenta
“que ndo arde” ou pimenta doce, devido
a producao de frutos ndo pungentes.
Em trabalho realizado por Domenico
et al. (2012), avaliando o contetido de
capsaicina em frutos frescos da pimenta
IAC 1643 (‘Biquinho’) pela técnica de
HLPC, ndo detectaram a presenga de
capsaicina nos frutos, caracterizando-a
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como uma pimenta sem ardor. Entretan-
to, a determinagdo molecular através de
tetra-primer ARMS-PCR identificou a
pungéncia para os dois genitores e para
o hibrido.

Ribeiro & Costa (1990) verificaram
a existéncia de heranga genética quan-
titativa para pungéncia na espécie C.
chinense. Foram encontrados valores
altos de herdabilidade no sentido restrito
para determinacdo da pungéncia em
duas populagodes de pimenta. A ocorrén-
cia de segregacgdo transgressiva na gera-
¢do I, e as estimativas dos componentes
genéticos de variancia indicaram que
o conteudo de capsaicina ¢ controlado
por varios genes de agdo aditiva. Sendo
assim, para a producdo de hibridos nao
pungentes de pimenta doce desta espécie
¢ necessario identificar linhagens iso-
génicas para ndo pungéncia, utilizando
ambos progenitores ndo pungentes.

Atualmente, as técnicas espectro-
fotométricas e cromatograficas, por
serem mais precisas, sdo utilizadas para
compreensdo das relagdes bioquimicas
envolvidas em vias metabolicas de in-
teresse (Hoffman et al., 1983; Cooper
etal., 1991; Garcés-Claver et al., 2006;
Thapa et al., 2009; Al Othman et al.,
2011). No caso especifico de pimenta,
¢ importante que as avaliagdes fenotipi-
cas representem corretamente os niveis
de pungéncia nas diferentes geragoes.
Sabendo que a pungéncia tem efeito
aditivo, a utiliza¢do de técnicas com
marcadores moleculares para a sele¢do
de genoétipos em cruzamentos pode ser
bastante eficiente. Com isso, 0s marca-
dores moleculares podem auxiliar na
orientacdo para realizacdo de cruza-
mentos entre genitores ndo pungentes
fenotipicamente com o intuito de obter
uma populagao segregante para pungén-
cia. No presente trabalho, a utilizagdo da
analise sensorial aliada a0 marcador mo-
lecular para determinag@o da pungéncia
foi eficiente além de possuir menor custo
quando comparado as técnicas espectro-
fotométricas e cromatograficas.

Normalmente, a obtengdo de cul-
tivares pungentes de pimenta exige a
realizacao de cruzamentos e a avaliagao
de populagdes segregantes. Essas etapas
envolvem um tempo demorado, trabalho
intensivo no cuidado das plantas, de-
manda de area experimental e métodos

eficientes de avaliacdao do contetido de
capsaicindides nos frutos. A selegdo
assistida por marcadores ¢ uma poderosa
ferramenta para selecionar individuos
pungentes entre populagdes segregantes
em estagios precoces do desenvolvi-
mento das plantas, antes mesmo do
aparecimento dos frutos, de forma mais
eficiente e precisa (Tanaka et al., 2014).
Além disso, os marcadores moleculares
relacionados com pungéncia em pimen-
ta podem ser Uteis na caracterizagao
molecular de acessos em bancos de
germoplasma, gerando informagdes
para orientagdo de cruzamentos dentro
do programa de melhoramento.

Com os resultados obtidos neste
trabalho ¢ possivel concluir que a pre-
di¢do dos marcadores SNP e punl’ em
detectar pungéncia em Capsicum ssp.
foi alta. Houve comprovagao da eficacia
dos marcadores moleculares na detec-
¢do precoce da pungéncia em frutos
de Capsicum ssp. Estes estudos, além
de auxiliar no melhor entendimento da
genética destas espécies, sdo grandes
aliados dos programas de melhoramento
genético de pimentas podendo reduzir
custos aumentando a eficiéncia dos cru-
zamentos e sele¢do indireta de genotipos
de interesse economico.
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