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RESUMO

Os genes da via biossintética de
carotendides apresentam sequéncia
conservada, 0 que permite a amplificacéo
direta via PCR heterdlogo com “primers”
degenerados. Neste trabalho, foram
avaliadas amostras de DNA genémico de dois
acessos de melancia contrastantes para
teores e tipos de carotenodides (a cultivar
‘Crimson Sweet’ com a tipica polpa vermelha
e linhagem ‘CNPH 133’ de polpa branca). O
objetivo foi identificar a presenca de
polimorfismos entre este dois acessos em
dois genes estruturais da via biossintética dos
carotenoides. Foram isolados, seqlienciados
e identificados nestes acessos amplicons
correspondendo a genes/alelos analogos aos
codificadores das enzimas licopeno beta-
ciclase e licopeno epsilon-ciclase. A
seqUéncia do gene da licopeno beta-ciclase
de ‘Crimson Sweet’ é idéntica (na regiao
estudada) a sequUéncia disponivel no
GenBank e que corresponde ao alelo
encontrado em materiais de polpa de
coloracdo vermelha. A sequéncia obtida para
0 acesso de polpa branca é distinta tanto do
alelo de ‘Crimson Sweet’ quanto a seqtiéncia
acessos de polpa amarela disponiveis no
GenBank. Foram encontrados cinco
polimorfismos de base (SNP) que poderao
ser explorados no desenho de marcadores
para cor de polpa em melancia. Os
fragmentos amplificados do gene codificador
da enzima licopeno epsilon-ciclase foram
comparados com o0 gene/alelo de tomateiro
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uma vez que nao existem, até o presente
momento, seqiléncias disponiveis para este
gene em melancia no GenBank. O fragmento
do gene codificador da enzima licopeno
epsilon-ciclase possui regides de similaridade
com o gene de tomate, mas € um alelo
distinto. VVarios polimorfismos de base forma
encontrados que diferem os alelos
encontrados no material de polpa branca
guando comparado com ‘Crimson Sweet'.
Estes potenciais marcadores deverédo ser
validados em sistemas de selecéo assistida
visando desenvolver cultivares de melancia
com maiores teores e diferentes tipos de
carotenoides. Estes amplicons estdo sendo
mapeados em populagbes segregantes que
foram desenvolvidas visando investigar co-
segregacdo de marcadores com
macromutacdes observadas em melancia
(gene W controlando polpa de cor vermelha /
branca).

Palavras-chave: melancia, marcadores
moleculares, sele¢ao assistida, carotendides.

ABSTRACT

Amplification via heterologous PCR of
alleles from genes coding for enzymes
of the carotenoid biosynthetic
pathway in watermelon.

Genes coding for enzymes of the
carotenoid biosynthetic pathway are
extremely conserved across distinct plant
taxa. This characteristic allows the direct
amplification of alleles from these genes via
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heterologous PCR with degenerate primers.
In the present work, two watermelon
accessions with contrasting flesh colors
(‘Crimson Sweet’ a typical red-fleshed cultivar
and the line ‘CNPH 133" with whitish flesh)
were used as genomic DNA sources aiming
to identify polymorphisms in alleles of
structural carotenoid pathway genes.
Analogous watermelon carotenoid amplicons
were amplified, sequenced and characterized
for the enzyme-coding genes of the lycopene
beta-cyclase and lycopene epsilon-cyclase.
The sequence of the ‘Crimson Sweet’
lycopene beta-cyclase was identical to that
deposited in the GenBank as the red-flesh
allele. Five single base polymorphisms were
found in the corresponding sequence of the
line ‘CNPH 133’, which might be used for
primer design and marker development for
red/white flesh color in watermelon. The

segment of the lycopene epsilon-cyclase
gene was compared with that of tomato, since
there is so far no report in the GenBank of
this gene in watermelon. The analysis showed
that tomato and watermelon alleles are
distinct, but they still have some regions of
identity. Several polymorphisms were found
in the segments of epsilon-cyclase gene in
‘Crimson Sweet’ and ‘CNPH 133'. These
potential molecular markers can be validated
for their usefulness in marker-assisted
selection systems aiming to develop
watermelon cultivars with distinct amounts
and types of carotenoid pigments. These
amplicons are currently being evaluated in
populations segregating  for the
macromutation/gene W, which controls red
flesh color phenotype in watermelon.

Keywords: watermelon, molecular markers,
assisted selection, carotenoid.

Muitos dos genes da via biossintética de carotenoides apresentam sequéncia
extremamente conservada, o que tem permitido a amplificacéo direta de tais genes em
diferentes espécies vegetais via PCR heterdlogo com “primers” degenerados (Fonseca, 2000;
Thorup et al., 2000). As informagdes de sequéncia de genes codificadores de enzimas da
via de carotendides tém sido utilizadas no estabelecimento de sistemas de selecao assistida
e poderdo também ser utilizados em estratégias de transformacéo genética visando obter
cultivares com melhores combinacgdes e teores de carotendides nutracéuticos (Araugjo et al.,
2007). No presente trabalho, dois acessos de melancia contrastantes para coloragao de
polpa foram avaliados em busca de polimorfismos em dois dos genes que codificam enzimas
estruturais da via metabélica dos carotenodides. Estas enzimas (licopeno-a-ciclase e licopeno-
a-ciclase) atuam na conversdo de licopeno em alfa-caroteno e beta-caroteno,
respectivamente. Foram gerados iniciadores de sintese e otimizados os protocolos de PCR.
Esta metodologia foi empregada na amplificacdo de fragmentos destes dois genes em dois
acessos de melancia. Durante o desenvolvimento do presente trabalho, foi identificado um
alelo de licopeno beta-ciclase especifico de variedades com polpa amarela e outro alelo
especifico de variedades com polpa vermelha (Bang et al., 2007). A seqtiéncia deste alelo,
disponivel no GenBank, também foi utilizada para comparagcdo com as sequéncias obtidas
nos dois acessos estudados.

MATERIAL E METODOS

Purificacdo do DNA gendmico: A purificacdo de DNA de folhas de melancia utilizados
neste estudo foi feita usando o método padréo de CTAB seguindo com algumas adaptacdes
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implementadas por Boiteux et al. (1999). Amplificacdo de genes da via biossintética de
carotendides: Foram sintetizados (de acordo com a andlise de sequiéncias conservadas)
os oligonucleotideos BCFor e BCRev para a amplificagdo de um segmento do gene
codificador da enzima licopeno beta-ciclase e os oligonucleotideos ECFor e ECRev para
amplificacdo de um segmento do gene codificador da enzima licopeno epsilon-ciclase. A
mistura da reacéo foi composta por 10.32 mL de agua milliQ, 2.5 mL of 10 X DNA tampéao da
polimerase, 2.3 mL de MgCl (25mM), 5.7 mL de DNTs (0.5mM de cada), 1mL de cada
‘primer’ (10mM), e 0.18 mL (§u/mL) da enzima DNA polymerase termoestavel. A reacéo de
PCR foi conduzida em um termociclador Perkin Elmer Cetus 9700. A mistura foi aquecida a
94°C por 2 min e submetida a um programa de 40 ciclos (30s a 94°C /1 min a 40°C com 70
% ramp, 1.5 min a 72°C e uma etapa final a 68°C for 10 min. Clonagem e seqiienciamento:
Apos amplificacdo os fragmentos de DNA foram clonados e sequenciados. Alguns dos
fragmentos, ap0s serem sequenciados, foram identificados como amplificagcdes néo-
especificas, isto €, ndo correspondendo aos genes alvo. Os clones correspondentes aos
genes codificadores das enzimas licopeno beta-ciclase e lycopeno epsilon-ciclase de melancia
‘Crimson Sweet’ (tipica polpa vermelha) e ‘CNPH 133’ (linhagem com polpa branca) foram
sequenciados. As sequiéncias de cada um dos genes em estudo foram comparadas através
do alinhamento utilizando o programa Megalign (Lasergene, Madison, WI). Foram observados
polimorfismos do tipo insercao/delecdo (InDels) e também de uma ou poucas bases (SNPs
="Single Nucleotide Polymorphisms”).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados, sequienciados e identificados segmentos analogos aos dos genes
codificadores das enzimas licopeno beta-ciclase e licopeno epsilon-ciclase da melancia
‘Crimson Sweet’ (tipica polpa vermelha) e do acesso ‘CNPH 133’ (polpa branca). A seqiiéncia
do gene codificador da enzima licopeno beta-ciclase de ‘Crimson Sweet’ idéntica a sequéncia
disponivel no GenBank (alelo encontrado em materiais de cor vermelha) na regidao amplificada.
Ja a sequéncia obtida para materiais de cor branca é distinta tanto do alelo de ‘Crimson
Sweet’ quanto a sequéncia de materiais amarelos disponiveis no GenBank. Foram
encontrados cinco polimorfismos de base (Figura 1) que poderao ser explorados no desenho
de marcadores para cor de polpa em melancia. Os fragmentos amplificados do gene
codificador da enzima licopeno epsilon-ciclase foram comparados com 0 gene de tomate.
Nao existem seqUéncias disponiveis para este gene em melancia publicados no GenBank.
O fragmento possui regides de similaridade com o gene de tomate. Varios polimorfismos de
base forma encontrados que diferem os alelos encontrados no material de polpa branca
quando comparado com ‘Crimson Sweet'. Estes genes e potenciais marcadores foram
depositados no banco de seqiiéncias do Laboratério de Melhoramento Genético e Analise
Genbmica. Estes potenciais marcadores deverao ser validados em sistemas de selecao
assistida visando desenvolver cultivares de melancia com maiores teores e diferentes tipos
de carotendides.

Estes amplicons estdo sendo mapeados em populacdes segregantes desenvolvidas
a partir do cruzamento ‘Crimson Sweet’ x ‘CNPH 133’, visando investigar co-segregacao
destes marcadores com macromutacdes observadas em melancia (incluindo o gene W que
controla o fenoétipo polpa de cor vermelha).
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Red allele TGGAGAAAGCAAATTGAGCGAGCGATATTCATTCTCAGGT| 40
Canary allele TGGAGAAAGCAAATTGAGCGAGCGATATTCATTCTCAGGT| 40
White allele TGGAGAAAGCAAATTGAGCGAGCGATATTCATTCTCAGGT| 40
Crimsom Sweet T GGAGAAAGCAAATTGAGCGAGCGATATTCATTCTCAGGT| 40
Red allele CGCTATCAGTTATCTCCACCATTAATTGGCGAGAATATG G| 80
Canary allele CGCTATCAGTTATCTCCACCATTAATTGGCGAGAATATG G| 80
White allele C GCTATCAGTTATCTCCACCATTAATTGGCGAGAATATG G| 80
Crimsom Sweet |C GC TATCAGTTATCTCCACCATTAATTGGCGAGAATATGG| 80
Red allele AGCCATCTTCCAACTGTGGACGCTGACAAACTCCCAATCT| 120
Canary allele AGCCATCTTCCAACTGTGGACGCTGACARAACTCCCAATCT| 120
White allele AGCCATCTTCCAACTGTGGACGCTGACAAACTCCCAATCT| 120
Crimsom Sweet AGCCATCTTCCAACTGTGGACGCTGACAAACTCCCAATCT| 120
Red allele TCTTCAATTCCCCTAATTCCATCTCTTGGAGAACAGTGGC| 160
Canary alleleTCTTCAATTCCCCTAATTCCATCTCTTGGAGAACAGTGGC| 160
White allele [TcTofcaarTrtccccraarrccarc TEMNTGGAGAACAGTGEGC| 160
Crimsom Sweet T CTTCAATTCCCCTAATTCCATCTCTTGGAGAACAGTGGC] 160
Red allele CGGCGAAGTCACTTCGTCCAAATTGGGACTCGTCATTCGC| 200
Canary allele CGGCGAAGTCACTTCGTCCAAATTGGGACTCGTCATTTCGC| 200
White allele CGGCGAAGTCACTTCGTCAAATTGGGACTCGTCATTCGC 200
Crimsom Sweet CGGCGAAGTCACTTCGTCCAAATTGGGACTCGTCATTCGC| 200
Red allele GCTCCACATCCCTCCAATCCATAACAACCAAATGGAGO CTC| 240
Canary allele G CTCCACATCCCTCCAATCCATAACAACCARARATGGAGTCT C| 240
White allele GCTCCACATCCCTCCAATCCATAACAACCAAATGGAGCTC| 240
Crimsom Sweet GCTCCACATCCCTCCAATCCATAACAACCARAATGGAGCTC| 240
Red allele CATI T C C CNGNINC [CTRCHA" GI'G JTICH G €. C T C CHA ARANCHALC, AHCaGECREET € TA T C| 280
Canary alllele € T T/CC C G T CC T CIA GGTITJcGeGCCTWC CAAACACACGCCTCTIT C| 280
White allele CTTCCCGTCCTCAGGTTCGCCTCCAAACACACGCCTCTTC| 280
Crimsom Sweet CTTCCCGTCCTCAGGTTCGCCTCCAAACACACGCCTCTTC|] 280
Red allele ATGTTTTAATCACTGAATTCCATTGAAG 308
Canary allele ATGTTTTAATCACTGAATTCCATTGAAG 308
White allele ATGTTTTAATCACTGAATTCCTTGAA 308
Crimsom Sweet AT GTTTTAATCACTGAATTCCATTGAAG 308

Figura 1. Alinhamento de amplicons PCR do gene codificador da enzima licopeno beta-ciclase obtidos
utilizando DNA gendmico dos acessos de melancia ‘Crimson Sweet’ e ‘CNPH 133’ (White allele). Compara-
¢bes foram feitas com alelos disponiveis no GenBank (NCBI): “Red allele” (EF183521) e “Canary allele”
(EF183522). As bases polimoérficas estdo destacadas em preto. [Figure 1 — Sequence alignment of PCR
amplicons of the gene coding for the enzyme lycopene beta-cyclase obtained from genomic DNA of the
watermelon accessions ‘Crimson Sweet’ and ‘CNPH 133’ (White allele). Comparisons were carried out with
watermelon alleles available in the GenBank (NCBI): “Red allele” (EF183521) and “Canary allele” (EF183522).
The polymorphic nucleotides are highlighted in black boxes].
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Crimsom Sweet | CCGCTCAATCTTTAGAAGCTAAATATCCAACATTTCTTTATGCCATG CCAT TCTCCARA
White %CGCTCAATCTTTAGAAGCTAAATATCCAACATTCT TATGCCATGCC_TCTCTCCAA
Tomate CGCTCAATCTTTAGAAGCTAAATATCCAACATTTCTTTATGCCATGCCCATGTCTCCAA
Crimsom SweetCACGAGTCTTTTTCGAG
White CECGAGTCTTTTTCGAG
Tomate CACGAGTCTTTTTCGAG

Crimsom Sweet QT ATCTGTCTGCAGGARARRACTT

White T CTGTCTG

Tomate

Crimsom Sweet |G TT-TGGCTTCAAARAAGATGCAATGCCATTCGATCTGTTAAAGARAAAAACTGATGCTACGA
White G‘l"lGGC‘l’l‘CAAAAGAlGC[\A‘l’GCCA‘l’TCG[\lClGllAAAGA[\AA[\AC‘l‘GATGCTACC—A
Tomate GTT-TGGCTTCAAAAGATGCAATGCCATTCGATCTGTTAAAGAAAARAACTGATGCTACGA
Crimsom Sweet T TGAACACCCTTGGTGTAAGAATTAAAGAAATTTACGAGGAGG ATCCAATCCACCTTT
White TTGAACACCCTTGGTGTAAGAATTAAAGAAATTTACGAGGAGGTAATCCAATCCACCTTT
Tomate TTGAACACCCTTGGTGTAAGAATTAARAAGAAATTTACGAGGAGSG G
Crimso:ﬂSweetf*TATGTGCAATTTTTGTTTTTAGTAGAGAACGACAACCATGACGTTGTGAAAT
White ( 9T A T GTGCAATTTTTGTTTTTAGH TAGAGAACGACAACCATGACGTT-GTGAAAT
Tomate E=====1
Crimsom Sweet T TTTATGCAGGAATGGTCTTACATACCGGTTGGTGGATCTTTGCCAAATACAGARACAAAARA
White TGGTCTTACATACCGGTTGGTGGATCTTTGCCAAATACAGAACAARAA
Tomate TGGTCTTACATACCGGTTGGTGGATCTTTGCCAAATACAGAACARARAARARA
Crimsom Sweet AACACTTGCATTTGGTGCTGCTGCTAG

White AACACTTGCATTTGGTGCTGCTGCTAG

Tomate AACACTTGCATTTGGTGCTGCTGCTAG

Figura 2. Alinhamento de amplicons de PCR obtidos com DNA genémico dos acessos de melancia ‘Crimson
Sweet’ e ‘'CNPH 133’ (White) que se mostraram anélogos a um alelo do gene codificador da enzima licopeno
epsilon-ciclase de tomateiro (EU533951) disponivel no GenBank. As regides polimdrficas estdo destaca-
dos em preto. [Figure 2 — Sequence alignment of PCR amplicons obtained from genomic DNA of the accessions
‘Crimson Sweet’ and ‘CNPH 133’ (White) that were analogous to the lycopene epsilon-ciclase gene/allele
from tomato (EU533951) available in the GenBank (NCBI). The polymorphic regions are highlighted in black
boxes].
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