
 

CONSTRUÇÃO DE MAPA GENÉTICO, IDENTIFICAÇÃO DE QTLs 
ASSOCIADOS A CARACTERES AGRONÔMICOS E DETECÇÃO DE 
INIBIDORES DE PROTEASE EM Capsicum baccatum var. pendulum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MONIQUE MOREIRA MOULIN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE 
 DARCY RIBEIRO – UENF 

 
CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 

OUTUBRO – 2013 



 

CONSTRUÇÃO DE MAPA GENÉTICO, IDENTIFICAÇÃO DE QTLs 
ASSOCIADOS A CARACTERES AGRONÔMICOS E DETECÇÃO DE 
INIBIDORES DE PROTEASE EM Capsicum baccatum var. pendulum 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MONIQUE MOREIRA MOULIN 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Centro de Ciências e 
Tecnologias Agropecuárias da Universidade 
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, 
como parte das exigências para obtenção do 
título de Doutor em Genética e Melhoramento 
de Plantas. 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Profª. Rosana Rodrigues 
 
 
 
 
 
 

CAMPOS DOS GOYTACAZES – RJ 
OUTUBRO – 2013 



 

CONSTRUÇÃO DE MAPA GENÉTICO, IDENTIFICAÇÃO DE QTLs 
ASSOCIADOS A CARACTERES AGRONÔMICOS E DETECÇÃO DE 
INIBIDORES DE PROTEASE EM Capsicum baccatum var. pendulum 

 
 
 
 
 
 
 

MONIQUE MOREIRA MOULIN 
 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Centro de Ciências e 
Tecnologias Agropecuárias da Universidade 
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, 
como parte das exigências para obtenção do 
título de Doutor em Genética e Melhoramento 
de Plantas. 

 
 
 

Aprovada em 29 de outubro de 2013 
 
 
 

Comissão Examinadora: 
 
 
 

Profª. Elizanilda Ramalho do Rêgo (D.Sc. Genética e Melhoramento) - UFPB 
 
 
 

Profª. Valdirene Moreira Gomes (D.Sc. Ciências Biológicas) - UENF 
 
 
 

Prof. Alexandre Pio Viana (D.Sc. Produção Vegetal) - UENF 
 
 
 

  
 
 

Profª. Rosana Rodrigues (D.Sc. Produção Vegetal) - UENF 
 (Orientadora) 



 

ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Deus, pela dádiva da vida. 

Aos meus pais, Fernando e Cacilda, pelo amor incondicional, pelos esforços em 

prol das minhas realizações profissionais e pessoais, e por terem me ensinado o 

verdadeiro sentido da humildade. 

  

 

 

 

 

"Há um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que já têm a forma 

do nosso corpo, e esquecer os nossos caminhos, que nos levam sempre aos 

mesmos lugares. É o tempo da travessia: e, se não ousarmos fazê-la, teremos 

ficado, para sempre, à margem de nós mesmos." 

 

Fernando Pessoa 

 

 



 

iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS  

 

  

 

A Deus, por sempre se fazer presente me iluminando em todos os momentos; 

À Universidade Estadual do Norte Fluminense, em especial ao Programa 

de Pós-graduação em Genética e Melhoramento de Plantas pela oportunidade de 

qualificação; 

À FAPERJ pelo suporte financeiro do projeto de doutorado; 

Ao Instituto Federal do Espírito Santo, Campus de Alegre, pela liberação no 

último ano de doutorado e grande colaboração ao longo deste curso; 

À Professora Dra. Rosana Rodrigues, pela orientação, ensinamentos, 

amizade, paciência e confiança a mim dispensada desde a Iniciação Científica; 

Ao Professor Dr. Alexandre Pio Viana, pelo entusiasmo e pelas ótimas 

sugestões e ideias; 

À Professora Dra. Helaine Christine Cancela Ramos, pela orientação, 

sugestões e apoio durante a realização deste trabalho; 

 À Professora Dra. Valdirene Moreira Gomes, pelos ensinamentos, atenção, 

colaboração e compreensão;       

 Ao Professor Dr. Gonçalo Apolinário de Souza Filho, pela atenção 

dispensada e por disponibilizar recursos do Laboratório de Biotecnologia usados 

neste trabalho; 

 Aos demais professores do curso de Pós-graduação em Genética e 

Melhoramento de Plantas, pela oportunidade de aprendizagem, confiança e 

incentivo, fundamentais para minha formação acadêmica;     



 

iv 

 

 À Professora Dra. Elizanilda Ramalho do Rêgo pelas sugestões e 

disponibilidade de participação na banca;     

 Ao Professor Dr. Leandro Simões Azeredo Gonçalves, pelos auxílios com 

os programas estatísticos das análises bioquímicas, disponibilidade em esclarecer 

minhas dúvidas e pela amizade;  

 À Suzanna de Fátima Ferreira Ribeiro, pela atenção, colaboração e apoio 

nos trabalhos de laboratório; 

 À Cíntia dos Santos Bento, pela amizade incondicional, pelos 

aconselhamentos, conversas e momentos de descontração, pela contribuição por 

ceder o material vegetal utilizado no mapeamento e pelo auxílio na coleta do 

material utilizado nas análises bioquímicas; 

 À Cláudia Pombo Sudré, pela valiosa e verdadeira amizade, ensinamentos, 

estímulo e contribuição direta na realização deste trabalho;  

 Às técnicas Vitória e Marcela pelo auxílio constante na execução dos 

trabalhos, paciência e disponibilidade;                                             

 Ao secretário Daniel, pela amizade, incentivo, paciência e informações 

quanto aos prazos e datas, por estar sempre disponível em me ajudar, e também 

pelos momentos de descontração;  

 Aos atuais e antigos amigos do Laboratório de Recursos Genéticos: 

Marilene, Hérica, Samy, Jardel, Artur, Pakizza, Camila, Daniele, Sarah, Elaine e 

Marlon, pela contribuição no meu desenvolvimento científico e pessoal;  

 Aos amigos do Laboratório 222: Eileen, Jôsie Cloviane, Cláudia Lougon, 

Daniele, Rodrigo, Guilherme, Nayara, Fernando, Rulfe e Silvana;   

 Aos amigos de curso: Monique, Keila, Maurício, Juliana, Giovana, Roberta, 

Lucas, Kellen e Nonato;         

 Aos amigos feitos ao longo desses quatro anos de trabalho no IFES, 

Campus Alegre, pelos incontáveis auxílios ao longo dessa jornada: Madella, 

Dinoráh, Charlini, Karen, Karla, Carla, Gabriela, Evânia, João, Meneguelli, 

Janderson, Nailson, Bruno, César e Carlos Alexandre;     

 À minha família, minha fonte de inspiração! Especialmente aos meus pais, 

Fernando e Cacilda, por todo amor, carinho e incentivo;   

 Ao Alexandre, pelo carinho, incentivo, compreensão e companheirismo; 

 Aos amigos de sempre, pelos bons momentos. 



 

v 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

 

 

 

RESUMO....................................................................................................   VIII 

ABSTRACT.................................................................................................. X 

1. INTRODUÇÃO......................................................................................... 1 

2. OBJETIVOS............................................................................................. 5 

3. CAPÍTULOS............................................................................................ 6 

3.1. MAPEAMENTO GENÉTICO E IDENTIFICAÇÃO DE QTLs 

ASSOCIADOS A DIFERENTES CARACTERES AGRONÔMICOS EM 

Capsicum baccatum var. pendulum............................................................ 

 

 

6 

3.1.1. INTRODUÇÃO.................................................................................. 6 

3.1.2. REVISÃO.......................................................................................... 8 

   3.1.2.1. Origem, dispersão, aspectos botânicos e reprodutivos de 

Capsicum.................................................................................................... 

 

8    

   3.1.2.2. Importância econômica e nutricional.......................................... 10 

   3.1.2.3. Mapeamento Genético............................................................... 13 

      3.1.2.3.1. Construção de mapas genéticos.......................................... 13 

      3.1.2.3.2. Mapas genéticos em Capsicum............................................ 18 

      3.1.2.3.3. Marcadores Moleculares....................................................... 20 

   3.1.2.4. Mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci).......................... 24 

3.1.3. MATERIAL E MÉTODOS..................................................................  27 

   3.1.3.1. População de Mapeamento......................................................... 27 



 

vi 

 

 

   3.1.3.2. Extração e quantificação do DNA................................................ 29 

   3.1.3.3. Marcadores Microssatélites......................................................... 30 

   3.1.3.4.  Marcadores ISSR e RAPD......................................................... 32 

   3.1.3.5.  Mapeamento Genético............................................................... 34 

   3.1.3.6.  Mapeamento de QTLs................................................................ 34 

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO......................................................... 36 

   3.1.4.1. Mapa genético para população F2 de Capsicum baccatum var. 

pendulum..................................................................................................... 

 

36 

   3.1.4.2. Marcadores ISSR e RAPD.......................................................... 47 

   3.1.4.3. Polimorfismo e transferibilidade de marcadores microssatélites. 55 

   3.1.4.4. Mapeamento de QTLs................................................................. 68 

      3.1.4.4.1. Mapeamento de QTLs para características quantitativas..... 68 

      3.1.4.4.2. Mapeamento de QTLs para características qualitativas....... 76 

3.1.5. CONCLUSÕES.................................................................................  78 

3.2. DETECÇÃO DE INIBIDORES DE TRIPSINA EM FOLHAS DE 

Capsicum baccatum var. pendulum RESISTENTES AO Pepper yellow 

mosaic virus (PepYMV)............................................................................... 

 

 

80 

3.2.1. INTRODUÇÃO................................................................................... 80 

3.2.2. REVISÃO........................................................................................... 82 

   3.2.2.1. Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)…………………………… 82 

   3.2.2.2. Inibidores de proteases............................................................... 85 

3.2.3. MATERIAL E MÉTODOS............................................................... 87 

   3.2.3.1. Material Vegetal........................................................................... 87 

   3.2.3.2. Procedimento de inoculação....................................................... 88 

   3.2.3.3. Extração de proteínas e quantificação........................................ 89 

   3.2.3.4. Cromatografia de fase reversa em HPLC................................... 89 

   3.2.3.5. Ensaio de inibição de tripsina...................................................... 90 

   3.2.3.6.  Análise estatística...................................................................... 90 

   3.2.3.7. Eletroforese em gel de tricina...................................................... 90 

   3.2.3.8. Revelação do gel com nitrato de prata........................................ 91 

   3.2.3.9. Análise da sequência de aminoácidos........................................ 92 

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO......................................................... 92 



 

vii 

 

3.2.5 CONCLUSÕES.................................................................................. 102 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS............................................................  103 

  



 

viii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 

MOULIN, Monique Moreira; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; Outubro de 2013; CONSTRUÇÃO DE MAPA GENÉTICO, 
IDENTIFICAÇÃO DE QTLs ASSOCIADOS  A CARACTERES AGRONÔMICOS E 
DETECÇÃO DE INIBIDORES DE PROTEASE EM Capsicum baccatum var. 
pendulum. Orientadora: Profª. Rosana Rodrigues; Conselheiros: Profª. Valdirene 
Moreira Gomes e Prof. Alexandre Pio Viana. 
 

O gênero Capsicum possui cinco espécies domesticadas e entre estas, Capsicum 

baccatum var. pendulum, que possui potencial econômico e elevada variabilidade 

genética, além de ser fonte de genes de resistência a doenças, inclusive ao 

Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Entretanto, C. baccatum var. pendulum 

tem sido pouco trabalhada pelo melhoramento de plantas, principalmente em 

pesquisas voltadas para análise genômica, não existindo mapas genéticos 

desenvolvidos para a espécie. Este trabalho foi desenvolvido com os seguintes 

objetivos: i) construir um mapa genético de referência para a espécie Capsicum 

baccatum var. pendulum, com base em marcadores moleculares do tipo 

microssatélites, ISSR e RAPD; ii) avaliar a transferência de marcadores 

microssatélites disponíveis para C. annuum em Capsicum baccatum var. 

pendulum; iii) mapear possíveis QTLs associados a 16 características 

agronômicas de interesse para o melhoramento genético da espécie; e, iv) 

detectar a presença de inibidores de proteases, em especial inibidores de tripsina, 

em extratos foliares de plantas inoculados com PepYMV. Para a construção do 
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mapa genético foi utilizada uma população F2 constituída por 203 indivíduos, 

obtida a partir do cruzamento entre UENF 1616 e UENF 1732, previamente 

fenotipada para caracteres qualitativos e quantitativos. Foram testados 152 pares 

de iniciadores SSR, 61 iniciadores ISSR e 24 RAPD. O mapa foi gerado com o 

programa JoinMap versão  4.0 e os grupos de ligação foram formados e 

ordenados utilizando-se LOD Score 3,0 e máximo de 40% de recombinação. O 

mapeamento de QTLs foi feito por intervalo padrão para as características 

qualitativas e quantitativas. Para a detecção de inibidores de tripsina, foram 

utilizados extratos foliares de plantas do acesso UENF 1624, resistente ao 

PepYMV inoculadas e não inoculadas com o vírus em sete diferentes tempos (0, 

24, 48, 72, 96, 120 e 144 horas), mantidas em câmara de crescimento. O mapa 

genético obtido foi constituído por 183 marcadores, sendo 42 (22,95%) 

microssatélites, 85 (46,45%) ISSR e 56 (30,60%) RAPD, alocados em doze 

grupos de ligação maiores e quatro menores cobrindo uma distância total do 

genoma de 2547,5 cM. Entre os marcadores microssatélites testados, foram 

polimórficos e transferidos com sucesso 62 marcadores, sendo mapeados 42, e 

destes foi constatado um elevado percentual de similaridade (66,67%) entre os 

grupos de ligação dos marcadores mapeados para C. baccatum neste estudo e 

mapeados em outro trabalho para C. annuum. Utilizando-se o mapa desenvolvido, 

foram mapeados QTLs para as 16 características agronômicas estudadas. Para 

as treze características quantitativas, 71 QTLs de pequeno efeito foram 

identificados, e para os três caracteres qualitativos foram detectados 10 QTLs de 

pequeno efeito. Nos ensaios da atividade inibitória da tripsina constatou-se que 

esses inibidores são sintetizados constitutivamente nos tecidos foliares de 

Capsicum baccatum var. pendulum. Neste estudo foi construído o primeiro mapa 

genético para a espécie, sendo um mapa de referência para outros trabalhos. O 

mapeamento e a transferibilidade de marcadores microssatélites desenhados 

para C. annuum representam uma importante informação, pois introduzem a 

espécie C. baccatum em estudos de sintenia com outras espécies do gênero 

Capsicum e da família Solanaceae. Além disso, foram obtidos os primeiros QTLs 

para características agronômicas relevantes, incluindo QTLs para componentes 

de produtividade, podendo futuramente ser úteis em programas de seleção 

assistida por marcadores. 
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ABSTRACT 

 

 

 

MOULIN, Monique Moreira; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense 
Darcy Ribeiro; October, 2013; CONSTRUCTION OF GENETIC MAP, 
IDENTIFICATION OF QTLs ASSOCIATED WITH AGRONOMIC CHARACTERS 
AND DETECTION OF PROTEASE INHIBITORS IN Capsicum baccatum var. 
pendulum.  Advisor: Profª. Rosana Rodrigues; Committe members: Profª. 
Valdirene Moreira Gomes and Prof. Alexandre Pio Viana. 
  

The genus Capsicum has five domesticated species and among these, Capsicum 

baccatum var. pendulum that has economic potential and high genetic variability. 

Capsicum baccatum var. pendulum is also a source of diseases resistance genes, 

including resistance to Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). However, C. 

baccatum var. pendulum has been underexploited by plant breeding, especially in 

research for genomic analysis, and there are no genetic maps developed for the 

species. This work aimed: i) to construct a reference genetic map for C. baccatum 

var. pendulum, based on molecular markers; ii) to evaluate the transferability of 

microsatellite markers available for Capsicum annuum to C. baccatum var. 

pendulum, iii) to identify on the constructed map possible QTLs associated with 16 

agronomic traits and, iv) to detect the protease inhibitors presence, including 

trypsin inhibitors, in leaf extracts of plants inoculated with PepYMV. For the 

construction of the genetic map 203 F2 individuals from crosses between 

UENF1616 and UENF1732 were used. This population was previously 

phenotyped for qualitative and quantitative characters. One hundred and fifty two 
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pairs of SSRs, 61 ISSRs and 24 RAPDs primers were useful to map construction. 

The map was generated using JoinMap Version 4.0 software and linkage groups 

were formed and ordered using LOD Score 3.0 and maximum 40% of 

recombination. The QTL mapping was performed by standard interval for the 

qualitative and quantitative characteristics. Trypsin inhibitor was detect from leaf 

extracts from the accession UENF 1624 (resistant to PepYMV) inoculated and 

non-inoculated with the virus. Leaves for trypsin inhibitor assay were collected at 

seven different times (0, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 hours), from plants 

maintained in growth chamber with controlled temperature and photoperiod. The 

genetic map was constructed consisting of 183 markers, of which 42 (22.95%) 

were microsatellites, 85 (46.45%) ISSR and 56 (30.60%) RAPD allocated in 12 

large and four small linkage groups, covering 2547.5 cM of the genome. Among 

the microsatellite markers, 62 primers tested were polymorphic and successfully 

transferred from C. annuum to C. baccatum and 42 were mapped. It was observed 

a high similarity percentage (66.67%) among the linkage groups defined to C. 

baccatum in this study to those ones previously mapped for C. annuum. Using the 

map developed, QTLs were identified for the 16 agronomic traits studied. For the 

13 quantitative traits, 71 QTLs of small effect were identified, and for others three 

qualitative characters 10 small effect QTLs were detected. The inhibitory activity of 

trypsin was found synthesized constitutively in leaf tissues of Capsicum baccatum 

var. pendulum. The reference map for C. baccatum var. pendulum was 

constructed representing the first genetic map for the species. The mapping and 

transferability of microsatellite markers designed to C. annuum represent 

important information, because it introduces the species C. baccatum in studies of 

synteny with other Capsicum species and also with other Solanaceae members. In 

addition, we obtained the first QTLs for relevant agronomic traits in Capsicum 

baccatum var. pendulum, including QTLs for yield components that may be useful 

in future programs using marker assisted selection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Pimentas e pimentões (Capsicum spp.) são amplamente cultivados em 

todo mundo e desempenham significativo papel para a indústria alimentícia, 

farmacêutica e cosmética. Pimentas foram encontradas junto com outros fósseis 

de alimentos há cerca de 6.000 anos atrás e são consideradas o primeiro tempero 

que foi utilizado por humanos (Perry et al., 2007; Hill et al., 2013). 

O Brasil é um centro de diversidade do gênero Capsicum, abrigando 

espécies domesticadas, semidomesticadas e silvestres (Monteiro et al., 2010; 

Nascimento et al., 2012). O cultivo de pimentas está difundido em todas as 

regiões do país, principalmente nas regiões Sudeste e Centro-Oeste (Costa et al., 

2010).  

As plantas de pimenta possuem grande diversidade no que diz respeito aos 

atributos morfológicos, principalmente formato do fruto, tamanho, cor, aroma, 

textura e pungência, resultando em múltiplos usos, como frutos frescos para 

consumo in natura, ou secos para processamentos em pós ou extratos (Albrecht 

et al., 2012). 

O gênero Capsicum é composto por 35 espécies, sendo cinco 

domesticadas: C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum e C. 

pubescens (Carrizo et al., 2013). Entretanto, o melhoramento de Capsicum tem 

sido desenvolvido dando-se ênfase à espécie C. annuum, com pouca pesquisa 

sendo conduzida com outras espécies, sobretudo com C. baccatum (Rodrigues et 

al., 2012). O fato de a espécie C. baccatum ser subutilizada em programas de 
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melhoramento de plantas quando comparada a outras espécies do gênero 

Capsicum, provavelmente se deve a barreiras para fertilização entre as espécies 

(Albrecht et al., 2012). 

Entretanto, esta realidade está sendo transformada e alguns trabalhos nas 

áreas de recursos genéticos, pré-melhoramento e melhoramento estão sendo 

desenvolvidos no Brasil para a espécie C. baccatum, sendo esses voltados 

principalmente para caracterização morfoagronômica e resistência a doenças 

(Rêgo et al., 2009; Gonçalves et al., 2011; Rêgo et al., 2011a; Rêgo et al., 2011b; 

Rodrigues et al., 2012; Potnis et al., 2012; Bento et al., 2013; Gonçalves et al., 

2013). Cruzamentos interespecíficos para a introgressão de um gene de 

resistência à mancha bacteriana em C. annuum a partir de C. baccatum já foram 

obtidos com sucesso por Potnis et al., (2012).  

Além de informações fenotípicas, o conhecimento sobre a diversidade 

genética e genômica das espécies de pimenta também é importante para auxiliar 

o melhoramento da cultura. Vários estudos genéticos têm sido realizados para o 

gênero Capsicum, e as abordagens se baseiam, principalmente, no uso de 

marcadores moleculares (Wahyuni et al., 2013). O desenvolvimento de mapas 

genéticos é considerado uma das aplicações de maior impacto dessa tecnologia, 

nos quais é feita uma ampla cobertura e análise completa do genoma da espécie. 

Diversos mapas genéticos foram estabelecidos para C. annuum (Lefebvre et al., 

1995; Lefebvre et al., 2002; Paran et al., 2004; Sugita et al., 2005; Minamiyama et 

al., 2006; Barchi et al., 2007; Mimura et al., 2012; Sugita et al., 2013), entretanto 

não há mapas genéticos descritos na literatura para C. baccatum. 

Diversos tipos de marcadores moleculares já foram utilizados para o 

desenvolvimento de mapas de ligação de alta resolução para C. annuum como, 

por exemplo, SSRs (Simple Sequence Repeats) (Wu et al., 2009; Mimura et al., 

2012; Sugita et al., 2013), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (Paran et 

al., 2004; Barchi et al., 2007; Lee et al., 2009), RFLP (Restriction Fragment Lenght 

Polymorphism) (Sugita et al., 2005; Barchi et al., 2007; Lee et al., 2009), AFLPs 

(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (Sugita et al., 2005; Barchi et al., 

2007), e CAPS (Cleaved Amplified Polymorfic Sequences) (Lee et al., 2009). 

RFLP e RAPD são os marcadores mais comumente  utilizados para a construção 

desses mapas (Mimura et al., 2012). 
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O mapeamento genético é de grande utilidade para os programas de 

melhoramento de plantas por possibilitar o mapeamento de locos que controlam 

características quantitativas (QTLs – Quantitative Trait Loci), proporcionam o 

conhecimento sobre a posição de um gene e a sua região adjacente, permite a 

interpretação dos mecanismos evolutivos e a predição de descendências de 

cruzamentos controlados, além de contribuir para estudos de sintenia ou 

mapeamento comparativo e clonagem de genes (Shirasawa et al., 2012). Uma 

das mais importantes utilidades dos mapas genéticos é, sem dúvida, o 

mapeamento de genes e QTL. A partir do mapeamento de QTL é possível estudar 

a base genética dos caracteres complexos (Paterson, 1991; Bhering et al., 2008). 

Diante disso, a construção de um mapa genético para a espécie C. baccatum e a 

identificação de QTLs associados a importantes características agronômicas 

representam significativas contribuições para a genômica de plantas e para o 

melhoramento do gênero Capsicum.   

Além do crescente interesse pela caracterização genômica da espécie, 

pesquisas voltadas para a obtenção de cultivares resistentes a patógenos 

também estão entre os principais objetivos dos programas de melhoramento. 

Dentre as doenças que representam um dos fatores limitantes à produção das 

espécies de Capsicum, destacam-se as viroses (Lopes & Ávila, 2003). 

Para a pimenta, o Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) é considerado 

uma das doenças virais que causam maiores prejuízos na fase pré-colheita 

causando severas perdas na produção (Juhász et al., 2008). Alguns recursos 

genéticos resistentes ao PepYMV em Capsicum têm sido relatados em pimentas 

no Brasil (Nascimento, 2007; Gioria et al., 2009; Bento et al., 2009; Gonçalves et 

al., 2013). Em 2008, a UENF iniciou um programa de melhoramento de C. 

baccatum visando desenvolver genótipos que, entre outros atributos, fossem 

resistentes ao PepYMV (Gonçalves, 2010; Bento, 2012). Para melhor 

entendimento sobre a interação C. baccatum – PepYMV, estudos de identificação 

de proteínas relacionadas à patogênese foram conduzidos por Gonçalves et al., 

(2013), que identificaram a presença e atividade de peroxidase associada com a 

resistência ao vírus no acesso UENF 1624. 

A maioria das plantas produzem inibidores de proteases que podem estar 

relacionados à defesa contra insetos e organismos fitopatogênicos (vírus, 

bactérias e fungos). Esses inibidores podem ser encontrados constitutivamente, 
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ou seja, produzidos durante o desenvolvimento normal das plantas, ou ser 

induzidos nas plantas em resposta ao ataque de um patógeno ou outros 

predadores (Joshi et al., 2013). 

A continuidade da investigação sobre a interação planta-vírus deve 

considerar a importância dos inibidores de proteases para o mecanismo de 

defesa das plantas, bem como a detecção e a caracterização bioquímica dessas 

moléculas.  



5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1. Objetivos Gerais:  

a) Gerar um mapa genético de referência para a espécie Capsicum 

baccatum var. pendulum, baseado em marcadores codominantes microssatélites 

e em marcadores dominantes ISSR e RAPD;  

b) Investigar a presença e o papel de inibidores de protease na interação 

existente entre o acesso UENF 1624 e o patógeno Pepper yellow mosaic virus. 

 

2.2. Objetivos Específicos:  

a) Construir um mapa de ligação de referência para a espécie Capsicum 

baccatum var. pendulum a partir de uma população F2 obtida do cruzamento 

intraespecífico entre os acessos UENF 1616 e UENF 1732;  

b) Avaliar a transferência de marcadores microssatélites disponíveis para 

Capsicum annuum em Capsicum baccatum var. pendulum;  

c) Mapear possíveis QTLs associados a dezesseis características 

agronômicas de grande interesse ao melhoramento genético da espécie;  

d) Detectar a presença de inibidores de proteases na espécie C. baccatum, 

em especial inibidores de tripsina, e analisar a existência ou não de um possível 

envolvimento com a resistência ao Pepper yellow mosaic virus. 
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3. CAPÍTULOS 

 

 

 

3.1. MAPEAMENTO GENÉTICO E IDENTIFICAÇÃO DE QTLs ASSOCIADOS A 

DIFERENTES CARACTERES AGRONÔMICOS EM Capsicum baccatum var. 

pendulum 

 
 
 
 

3.1.1. INTRODUÇÃO 
 
 

 
Mapas de ligação representam um recurso fundamental para estudos de 

características genéticas complexas em espécies vegetais (Chutimanitsakun et 

al., 2011). A construção de um mapa genético estimula a aquisição de 

informações importantes para o melhoramento genético de uma espécie. Tais 

informações variam desde a associação de marcadores com caracteres 

qualitativos e localização dos mesmos nos grupos de ligação, até a identificação 

de regiões genômicas associadas a caracteres quantitativos (Ferreira & 

Grattapaglia, 1998). 

Melhoristas de plantas e geneticistas têm se beneficiado da disponibilidade 

de ferramentas da biologia molecular, como os marcadores moleculares, para o 

desenvolvimento de mapas de ligação saturados (Chutimanitsakun et al., 2011). A 

possibilidade de identificar, mapear e medir os efeitos dos genes controladores 

dos caracteres quantitativos, utilizando-se marcadores moleculares, é uma 
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importante contribuição para o melhoramento de plantas, especialmente para 

espécies pouco estudadas. Marcadores associados aos QTLs, depois de 

mapeados e verificado que explicam uma alta porcentagem da variação 

fenotípica, podem ser utilizados para seleção indireta (SAM – Seleção Assistida 

por Marcadores), o que torna o processo de escolha de um determinado genótipo 

rápido e eficiente (Moretzsohn et al., 2009). 

O mapeamento genético facilita o trabalho de melhoramento, uma vez que 

uma ou mais marcas do genótipo podem estar associadas a um ou mais genes 

controladores de características qualitativas e quantitativas (QTL) (Bhering et al., 

2008). O mapeamento de QTLs é uma excelente abordagem para o estudo de 

características mais complexas e tem como princípio básico a obtenção de dados 

fenotípicos numa progênie e a identificação de regiões no genoma onde o 

genótipo do marcador pode ser associado ao fenótipo dos indivíduos (Broman & 

Sen, 2009). Neste contexto, marcadores microssatélites são considerados úteis e 

muito confiáveis para a construção de mapas genéticos e mapeamento de QTLs 

em populações de Capsicum (Sugita et al., 2013). 

Em Capsicum, alguns estudos de mapeamento já foram realizados 

(Lefebvre et al., 1995; Lefebvre et al., 2002; Paran et al., 2004; Sugita et al., 2005; 

Minamiyama et al., 2006; Barchi et al., 2007; Mimura et al., 2012; Sugita et al., 

2013). Entretanto, não há mapas genéticos descritos para C. baccatum var. 

pendulum. De acordo com Rodrigues et al., (2012), o melhoramento de Capsicum 

tem sido desenvolvido dando-se ênfase à espécie C. annuum, com pouca 

pesquisa sendo conduzida com outras espécies, sobretudo com C. baccatum, 

apesar do seu potencial de uso não somente como fonte de resistência a 

doenças, mas também na obtenção de novos genótipos para uso pelos 

produtores. Rêgo et al., (2009) ressaltam a alta variabilidade genética da espécie, 

mostrada principalmente no fruto, que pode ter diferentes formas, coloração, 

tamanhos e níveis de pungência. 

 Estudos sobre a identificação de QTLs no gênero Capsicum também tem 

sido efetuados (Rao et al., 2003; Minamiyama et al., 2007; Barchi et al., 2009; 

Mimura et al., 2009; Lee et al., 2011; Alimi et al., 2013). Contudo, nenhum deles 

está relacionado a caracteres agronômicos de C. baccatum var. pendulum, uma 

vez que não existem mapas descritos para a espécie. Diante disso, o presente 

trabalho objetivou: i) gerar um mapa genético de referência  para uma população 
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F2 de C. baccatum var. pendulum, baseado em marcadores moleculares do tipo 

microssatélite, ISSR e RAPD; ii) averiguar a transferência para C. baccatum de 

marcadores microssatélites disponíveis para C. annuum; e iii) mapear QTLs que 

controlam características de interesse agronômico para o melhoramento genético 

da espécie. 

 
 
 
 

3.1.2. REVISÃO 
 
 
 

3.1.2.1. Origem, dispersão, aspectos botânicos e reprodutivos de Capsicum 

 

 O gênero Capsicum é conhecido desde o início da civilização do hemisfério 

Norte, havendo registros de que o gênero faça parte da dieta humana desde 7500 

a. C. (MacNeish, 1964, citado por Akbar et al., 2010).  

 Segundo Moscone et al., (2007), o gênero Capsicum se originou na Bolívia 

Sul-Central, possuindo a espécie Capsicum chacoense como ancestral comum, 

que posteriormente passou por um processo de especiação e dispersão para os 

Andes e terras baixas da Amazônia. No século XVI, com as navegações 

portuguesas e espanholas ocorreu a dispersão mundial do gênero Capsicum, 

sendo cultivado tanto em regiões tropicais quanto temperadas (Mc Leod et al., 

1982; Hill et al., 2013).  

 As espécies do gênero Capsicum pertencem à Divisão Spermatophyta, Filo 

Angiospermae, Classe Dicotiledoneae, Ordem Solanales e Família Solanaceae 

(Andrews, 1995). São 35 espécies confirmadas e cinco em vias de classificação, 

sendo constituído por cinco espécies domesticadas e as demais, silvestres 

(Carrizo et al., 2013). A identificação de espécies de Capsicum é tradicionalmente 

baseada em características morfológicas e estudos de hibridação (Ince et al., 

2010). 

 As espécies que compõem este gênero estão distribuídas em três 

complexos gênicos distintos com base na cruzabilidade. O complexo C. annuum 

reúne as espécies C. annuum, C. chinense e C. frutescens; o complexo C. 

baccatum reúne C. baccatum var. baccatum (forma silvestre) e C. baccatum var. 
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pendulum (forma cultivada); e o complexo C. pubescens reúne algumas espécies 

silvestres e apenas uma cultivada, a C. pubescens (Pickersgill, 1991; Martins et 

al., 2010).  

 O Brasil é um importante centro de diversidade para o gênero Capsicum, 

por abrigar tanto espécies domesticadas como semidomesticadas e silvestres 

(Monteiro et al., 2010; Nascimento et al., 2012), e devido ao longo histórico de 

cultivo e à grande quantidade de espécies nativas, o Brasil é um dos países que 

tem a maior variabilidade para as espécies do gênero (Reifschneider, 2000). 

Novas espécies de Capsicum estão sendo descritas no Brasil. Barbosa et al., 

(2011) descreveram duas espécies, C. caatingae e C. longidentatum, e Barbosa 

(2011) descreveu uma nova espécie denominada C. eshbaughii. 

 Acessos de Capsicum são usualmente caracterizados com base nas 

características anatômicas de folha, flor e fruto (Dias et al., 2013). O fruto, por 

exemplo, possui grande variação quanto à pungência, cor, sabor, tamanho e uso. 

Essa grande diversidade existente tem fomentado os programas de 

melhoramento genético (Monteiro et al., 2010). 

 A planta possui caule semilenhoso e é arbustiva, podendo ultrapassar um 

metro de altura. Seus frutos são geralmente bagas ocas, pendentes, de formatos 

e tamanhos variados, cores com diferentes gradações, passando por verde, 

vermelho, amarelo, creme e roxo, quando maduros (Reifschneider, 2000; Lim, 

2013). 

 Uma característica notável do gênero Capsicum é a pungência atribuída à 

presença de capsaicinoides. Tais alcaloides acumulam-se na superfície da 

placenta e são liberados quando o fruto sofre qualquer dano físico (Carvalho et 

al., 2003). Além da placenta, estas substâncias estão presentes em menores 

quantidades nas sementes e no pericarpo. Os capsaicinoides constituem um 

grupo de 12 ou mais alcaloides relacionados, responsáveis pela sensação 

pungente em frutos do gênero Capsicum (Ayuso et al., 2008). 

 Capsicum possui espécies com 24 e 26 cromossomos. Em termos mais 

específicos, C. baccatum, objeto de estudo deste trabalho, é diploide, possuindo 

24 cromossomos (2n=2x=24) (Moscone et al., 2007; Martins et al., 2010).  

 A espécie C. baccatum tem seu centro de diversidade na Bolívia, 

sugerindo-se que possivelmente a espécie tenha seu centro de origem na mesma 

região, há cerca de 4500 atrás (Moscone et al., 2007). É uma das pimentas mais 
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difundidas em todo o mundo e mais comumente cultivada no Brasil (Lannes et al., 

2007; Rêgo et al., 2009). Apesar de sua grande variabilidade genética, 

praticamente todos os estudos têm sido voltados para C. annuum (Souza & Maluf, 

2003; Rodrigues et al., 2012).        

 Dentre as duas variedades botânicas (var.) da espécie C. baccatum, C. 

baccatum var. pendulum, encontra-se difundida principalmente na região que 

abrange da costa do Peru ao Brasil (Eshbaugh, 1970; Albrecht et al., 2012), e é 

caracterizada por possuir flores de corola branca com manchas amareladas e 

uma única flor por nó (Lim, 2013). A outra variedade, C. baccatum var. baccatum,  

possui distribuição semelhante a C. baccatum var. pendulum, contudo diferencia-

se da primeira por possuir manchas esverdeadas nas corolas e duas a três flores 

por nó, sendo essas as únicas diferenças entre essas variedades (Viñals et al., 

1996).  

 A planta de C. baccatum var. pendulum possui porte médio a pequeno, 

hábito ereto, suas flores são isoladas, pequenas e hermafroditas. Os cálices dos 

frutos maduros são evidentemente dentados e não possuem constrição anelar na 

junção do pedicelo. Os frutos são de várias cores e formas, pendentes, com polpa 

firme e as sementes são de cor creme (Carvalho & Bianchetti, 2004). Na verdade, 

o nome “pendulum” faz menção ao caráter pendente dos frutos. O tamanho do 

fruto aumentou como resultado da pressão de seleção humana, tendo a seleção 

indireta para os maiores frutos favorecido o aumento do seu peso. (Albrecht et al., 

2012). 

 

 

3.1.2.2. Importância econômica e nutricional  

 

Pimentas do gênero Capsicum são amplamente cultivadas no mundo, 

sendo utilizadas como matéria-prima para as indústrias alimentícia, farmacêutica 

e cosmética (Büttow et al., 2010) e são consideradas uma das principais culturas 

em países de clima tropical (Than et al., 2008). No Brasil, as pimentas possuem 

relevante importância econômica e cultural, o que se caracteriza pelos múltiplos 

usos do fruto na culinária das diversas regiões brasileiras (Sudré et al., 2010). 

Entretanto, apesar dessa significância, o gênero é bem menos estudado em 
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comparação com outras plantas cultivadas da família Solanaceae, tais como 

tomate (Solanum lycopersicum L.), batata (Solanum tuberosum L.) e tabaco 

(Nicotiana tabacum L.) (Albrecht et al., 2012).  

Segundo Cruz & Banci (2008), as pimenteiras do gênero Capsicum 

possuem um cultivo relativamente fácil, quando comparadas a outras solanáceas, 

como a batata, tomate e mesmo o pimentão. Segundo dados da FAO (2011) 

pimentas do gênero Capsicum ocupam uma área de mais de 1,8 milhões de 

hectares em todo mundo, e uma produção estimada em mais de 28 milhões de 

toneladas em 2006, mas esses dados não separam as pimentas dos pimentões. 

Os maiores produtores de pimenta são China, Índia, México, Indonésia, Coréia, 

Nigéria, Gana e Turquia (Akbar et al., 2010).  

As culturas de pimenta e pimentão são importantes para o agronegócio 

brasileiro, ocupando cerca de 12.000 ha, e com produção de mais de 348.000 

toneladas de frutos por ano (Ribeiro et al., 2008). A crescente demanda interna, 

cerca de R$ 80 milhões por ano, tem impulsionado o aumento de área cultivada e 

o estabelecimento de agroindústrias, o que torna o agronegócio de Capsicum um 

dos mais importantes do Brasil (Panorama Rural, 2006; Rêgo et al., 2011b). 

O cultivo de pimenta ocorre praticamente em todas as regiões brasileiras e 

é um dos melhores exemplos de agricultura familiar e de integração pequeno 

agricultor-agroindústria. Os principais Estados produtores são Minas Gerais, 

Goiás, São Paulo, Ceará e Rio Grande do Sul (Rufino e Penteado, 2006). Cultivar 

pimentas contribui para o aumento da renda nas pequenas propriedades e para a 

fixação de trabalhadores na área rural, já que demandam muita mão de obra para 

a colheita (Sudré et al., 2010). Nascimento et al., (2012) relatam que o 

agronegócio de pimenta e pimentão tem uma grande importância na agricultura 

familiar, devido à grande demanda de mão de obra, chegando a contribuir com 

60,8% do custo de produção. 

A produção de pimenta para uso como condimento de diversos produtos 

alimentícios industrializados cresceu significativamente nos últimos anos. Existe 

intenso comércio internacional de pimenta-vermelha, seca em pó, com ou sem 

sementes e com diversos níveis de pungência. Esses produtos são utilizados no 

preparo de alimentos, no processamento de conservas e na indústria de 

embutidos. Os frutos também são comercializados na forma de geléias, molhos e 
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blends (vidros com misturas de frutos usados como peças para decoração de 

casas) (Nascimento et al., 2012).  

No Brasil, a área cultivada para processamento industrial na forma de pó 

(páprica) ainda é muito pequena, compreendendo menos de 1.200 ha, sendo boa 

parte desta produção exportada. Grande parte da população brasileira 

desconhece a existência e a composição da páprica, assim como sua utilidade na 

culinária, porém há um forte potencial para sua popularização (Ribeiro & Cruz, 

2003). Os carotenóides, pigmentos comuns no gênero Capsicum, são 

responsáveis pela sua coloração e pelo corante vermelho da páprica 

(Reifschneider, 2000). 

A espécie C. baccatum foi tradicionalmente cultivada durante centenas de 

anos na região dos Andes, e compreendem a maioria das pimentas consumidas 

in natura ou na forma de páprica nos países andinos. Há também uma crescente 

demanda do produto por parte de países europeus (Rodriguez-Burruezo et al., 

2009). Frequentemente são também utilizadas como plantas ornamentais. 

Entretanto, a diversidade genética e o potencial econômico da planta têm sido 

pouco explorados pelo melhoramento de plantas (Rêgo et al., 2011a).  

 No Brasil, C. baccatum var. pendulum é cultivada principalmente nas 

regiões sul e sudeste. Dependendo das características dos frutos, pode ser 

chamada de pimenta ‘dedo-de-moça’ ou pimenta ‘cambuci’ (chapéu-de-bispo). 

Neste grupo de pimentas, a pungência dos frutos é menos intensa, há inclusive 

cultivares de pimenta que são doces (Carvalho & Bianchetti, 2004).   

Quanto à importância nutricional, os frutos de Capsicum são fonte 

importante de três antioxidantes naturais: a vitamina C, os carotenóides 

(geralmente presentes em altas concentrações, sendo importantes para o valor 

nutricional e coloração do fruto) e a vitamina E. Também estão presentes em seus 

frutos as vitaminas do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina, B-6 e ácido fólico) 

e vitamina A, em menores proporções, além de tocoferóis, flavonóides e 

capsaicinoides (Wahyuni et al., 2013). As pimentas possuem maiores valores de 

vitaminas B1 e B2, além da capsaicina (Viñals, 1996). Os frutos do gênero 

possuem também proteínas, glicídios, lipídeos, minerais, água e pequena taxa de 

matéria seca, cerca de 20 a 24%. Os frutos são, ainda, fontes importantes de 

fibras, elementos essenciais no processo de digestão e que previnem problemas 

intestinais e alguns tipos de cânceres (Reifschneider, 2000). 



13 

 

 

No gênero, podem existir frutos pungentes ou não-pungentes. A pungência 

da pimenta deve-se à presença de capsaicina. A aplicação farmacêutica da 

capsaicina é atribuída as suas propriedades antioxidantes, anticancerígenas, 

antiartrites e analgésicas (Akbar et al., 2010; Ashrafi et al., 2012).    

 O gênero Capsicum pode estar associado à medicina tradicional humana, 

tendo efeito inclusive sobre a bactéria causadora da cárie, Streptococcus mutans 

(Santos et al., 2011). Também se encontram relatos de seu uso no combate a 

enfermidades em criações domésticas. Entretanto, o uso das plantas de 

Capsicum é mais fortemente relacionado a produtos condimentares, devido aos 

alcaloides (capsaicinoides) contidos em seus frutos (Ayuso et al., 2008). Em 

alguns casos, plantas do gênero Capsicum podem também ser utilizadas como 

ornamentais, em razão da folhagem variegada, do porte anão e dos frutos com 

diferentes cores no processo de maturação (Moreira et al., 2006; Silva, 2013; Hill 

et al., 2013).  

A extração de oleoresina dos frutos pode ter uso potencial na fabricação de 

cremes analgésicos para aliviar dores musculares e distúrbios articulares. Foi 

verificado também que o uso regular de pimenta influencia a liberação de 

endorfinas, mediadores químicos responsáveis pelo bem estar e pela variação do 

bom humor, além de reduzir o apetite e a ingestão de calorias (Adams, 2007). 

Recentemente, estudos mostraram que pré-tratamentos com suco de C. 

baccatum inibem significativamente a atividade dos leucócitos, tendo ação 

antiinflamatória no organismo (Lim, 2013). 

 

 

3.1.2.4. Mapeamento Genético 

 

3.1.2.4.1. Construção de mapas genéticos 

 

 O mapa de ligação de uma espécie pode ser definido como um arranjo 

linear de um grupo de genes ou marcadores adjacentes. Um mapa genético 

constitui-se no ordenamento e no estabelecimento da distância entre marcadores 

genéticos. Dois locos marcadores são considerados ligados sempre que possuam 

menos de 50% de recombinação entre os marcadores consecutivos (Schuster & 
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Cruz, 2004). O primeiro mapa genético foi desenvolvido por Sturtevant (1913), 

que determinou a posição e a ordem de seis genes em Drosophila melanogaster.  

 Os primeiros mapas genéticos foram fundamentados em marcadores 

morfológicos e citológicos, sendo concentrados nas culturas de tomate, batata, 

milho e ervilha. No início da década de 1960, as isoenzimas foram descobertas e 

passaram a ser usadas como marcadores bioquímicos, permitindo a construção 

de mapas genéticos em diversas espécies de planta (Carneiro & Vieira, 2002). 

Entretanto, esses marcadores estão disponíveis em número limitado, sendo muito 

difícil obter uma ampla cobertura do genoma (Caixeta et al., 2006).  

 Na década de 1980, com o advento dos marcadores de DNA, mapas 

genéticos foram amplamente saturados para as mais diferentes culturas (Ferreira 

& Grattapaglia, 1998). Mapas genéticos que levaram décadas para serem 

desenvolvidos em virtude da restrita disponibilidade de marcadores morfológicos 

e isoenzimáticos foram amplamente saturados com o uso de marcadores 

moleculares. 

 A construção de mapas genéticos detalhados com alto nível de cobertura 

do genoma possuem inúmeras finalidades ao melhoramento de plantas 

(Tanksley, 1993), como por exemplo: i) cobertura e análise do genoma; ii) permitir 

o mapeamento comparativo entre as diferentes espécies, a fim de avaliar a 

semelhança entre os genes, ordens e função na expressão de um fenótipo; iii) 

predição de descendências de cruzamentos controlados; iv) decomposição de 

caracteres complexos em seus componentes mendelianos e  v) identificação de 

marcas relacionadas com regiões-chave do genoma para a expressão de 

características quantitativas (QTL) (Semagn et al., 2006). 

 Um mapa de ligação deve seguir critérios técnicos e metodológicos tais 

como simplicidade, robustez, transferência, e relação custo-eficácia (Lorieux et 

al., 2000). De acordo com o proposto por Liu (1998), Carneiro & Vieira (2002), Wu 

et al., (2007) e Toledo et al., (2008), a metodologia de construção de um mapa 

genético integra uma série de procedimentos que incluem:  

1)  Escolha de genitores contrastantes; 

2) Desenvolvimento de uma população segregante apropriada ao mapeamento;  

3) Escolha do tipo de marcador para genotipar a população;  

4) Verificação do padrão mendeliano de segregação de cada loco marcador;  
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5) Análise da ligação entre todos os pares de marcadores para a formação dos 

grupos de ligação e 

6) Estimação da ordem e distância dos locos marcadores adjacentes ou 

marcadores flanqueadores dentro dos grupos de ligação. 

 Para construção de um mapa genético uma premissa básica é a seleção 

de genitores contrastantes (tanto para expressão genotípica quanto fenotípica 

para caracteres de interesse agronômico), já que o número de marcas no mapa 

representa o número de caracteres contrastantes nos genitores (Carneiro & 

Vieira, 2002).  

 Podem ser utilizados diferentes tipos de populações para a construção de 

mapas de ligação, tais como as obtidas por retrocruzamentos, populações F2, 

linhagens puras recombinantes, linhagens de duplo-haplóides e, no caso de 

espécies com fecundação cruzada, cruzamentos entre indivíduos heterozigotos 

(Collard et al., 2005). A escolha do tipo de população mais apropriada ao 

mapeamento está relacionada com o tipo de marcador, a finalidade do mapa a ser 

construído e as características da espécie, como tipo de reprodução e duração do 

ciclo de vida (Tanksley, 1993). 

 Populações F2 são desenvolvidas por autofecundação do híbrido F1, 

derivado do cruzamento dos dois pais, enquanto em retrocruzamentos a 

população é produzida através do cruzamento de F1 com um dos pais. As 

populações F2 e aquelas oriundas de retrocruzamentos são as mais fáceis e 

rápidas de serem obtidas, sendo que o máximo de informação genética é 

alcançado quando se usa uma população F2 e marcadores codominantes (Staub 

et al., 1996).  Entretanto, possuem a desvantagem de os indivíduos serem únicos, 

dificultando a avaliação de uma determinada característica em ambientes 

diferentes (Coelho & Silva, 2002). 

 O tamanho da população de mapeamento também é um fator crítico para a 

construção do mapa de ligação, não havendo um padrão estabelecido em relação 

ao número de indivíduos (Bhering et al., 2008; Yarnes et al., 2013). Na prática, 

são utilizadas populações com tamanho variando de 50 a 250 indivíduos. Mapas 

desenvolvidos com um pequeno número de indivíduos fornecem grupos de 

ligação fragmentados e imprecisos (Ferreira et al., 2006). De acordo com Semagn 

et al., (2006), mapas acurados são obtidos para todos os tipos de população 

utilizados quando o quantitativo é igual ou maior que 200 indivíduos, entretanto 
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poucos estudos tem sido feito com esse quantitativo. Para Rocha et al., (2003), 

um bom mapa pode ser construído a partir de uma população composta de pouco 

mais do que uma centena de indivíduos. 

 Geralmente, um elevado número de marcadores moleculares é usado na 

construção dos mapas de ligação. Os marcadores são agrupados dentro de um 

“grupo de ligação”, que, do ponto de vista biológico, são grupos de genes 

(marcadores) cujos locos estão localizados no mesmo cromossomo (Collard et al., 

2005).  

 A escolha do tipo de marcador a ser utilizado leva em consideração as 

vantagens e desvantagens do marcador, disponibilidade dos iniciadores, 

infraestrutura laboratorial, tempo necessário para a realização das avaliações e 

treinamento do pessoal envolvido. É importante também considerar o padrão de 

segregação dos marcadores, se codominante, segrega na proporção 1:2:1, se 

dominante, na proporção 3:1 (Liu, 1998). 

 Para verificar o padrão Mendeliano de segregação de cada loco marcador 

é geralmente utilizado teste de qui-quadrado (χ2). A ligação entre o par de 

marcadores é analisada por comparações entre as frequências alélicas 

observadas e as frequências esperadas. Contudo, pode ocorrer distorção da 

segregação mendeliana, sendo causada, por exemplo, pelo efeito de 

amostragem, rearranjos cromossômicos ou viabilidade diferencial de gametas 

(Priyamedha et al., 2012). Essa distorção da segregação é um fenômeno comum 

nas análises genômicas, podendo aumentar o poder estatístico dos mapeamentos 

de QTLs com efeitos aditivos e diminuir o poder em mapeamento de QTLs com 

efeitos dominantes (Xu et al., 2008). 

 Bhering et al., (2008), ressaltam que na construção de um mapa genético, 

um importante passo é a análise de ligação entre pares de locos, para se verificar 

a existência de ligação entre eles. O teste apropriado para essa situação é o do 

qui-quadrado (χ2). Entretanto, tal teste é apenas qualitativo e, quando se detecta 

evidência de ligação, não é possível obter-se a porcentagem de recombinação 

entre os pares de marcadores. O método mais utilizado para a estimação da 

porcentagem de recombinação é o método da máxima verossimilhança.  

 O método mais importante e comum de mapeamento utiliza a frequência 

de recombinação para determinar a distância relativa entre dois marcadores 

ligados. Existem funções de mapeamento que estabelecem a relação entre 
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distância de mapa e frequência de recombinação entre os pares de marcas 

(Bhering et al., 2009). Elas convertem as frações de recombinação em unidades 

de mapa denominado centimorgans (cM). Por definição, uma unidade de mapa é 

igual a 1% de recombinação ou 1 cM. Diferentes funções de mapeamento são 

disponibilizadas, e as mais utilizadas são aquelas propostas por Haldane (1919) e 

Kosambi (1944). A função de Kosambi é considerada mais completa, pois leva em 

consideração o fenômeno da interferência entre os eventos de permuta diferentes 

(Schuster & Cruz, 2004).  

 A significância de ligação é definida pelo valor do LOD Score da estimativa 

da fração de recombinação entre os dois marcadores. A estatística consiste em 

utilizar a razão de verossimilhança convertida para o logaritmo na base 10. Em 

geral, ligações de locos possuem maior credibilidade quando os valores de LOD 

Score são iguais ou maiores que 3.  

 Para análise da ligação e ordenamento das marcas nos grupos de ligação 

são requeridos pacotes computacionais otimizados. Para Wu et al., (2007), os 

principais programas utilizados para elaboração de mapas de genéticos são:  

Mapmaker/EXP (Lander et al., 1987), Gmendel (Liu & Knapp, 1992), Map 

Manager QTX (Manly et al., 2001) e JoinMap (Van Ooijen & Voorrips, 2001). Os 

princípios básicos para construção do mapa são basicamente os mesmos para os 

diferentes programas estatísticos.  

 Mapas genéticos são construídos utilizando-se diferentes tipos e tamanhos 

de populações de mapeamento, sistemas de marcadores, procedimentos 

estatísticos e programas de computador (Ferreira et al., 2006). Cada fator pode 

afetar a eficiência do processo de mapeamento por causa das diferenças nas 

distâncias genéticas entre marcadores que podem ocorrer por variações no grau 

de recombinação observada em diferentes cruzamentos (Liu, 1998). Podem ser 

obtidos diferentes mapas gerados para populações diferentes da mesma espécie 

(Paterson et al., 2000).  

 A elaboração de um bom mapa genético depende da qualidade dos dados 

do pesquisador. O pesquisador deve detectar se há erros presentes nos dados, 

tais como erro de digitação, falta de dados, erro de codificação do genótipo, 

ordem de genótipos ao longo de todos os loci, entre outros. 
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3.1.2.4.2. Mapas genéticos em Capsicum 

 

 A pimenta cultivada é uma espécie diploide, com 2n=2x=24. Seus 

cromossomos são grandes quando comparados aos de outras espécies vegetais, 

com um tamanho de genoma haplóide estimado entre 3,3 a 3,6 Gb (Moscone et 

al., 2003; Hill et al., 2013). 

 Mapas genéticos de Capsicum foram construídos utilizando populações 

obtidas por cruzamentos intra e interespecíficos. O primeiro mapa de ligação de 

Capsicum foi construído baseado em poucos marcadores, usando uma população 

interespecífica de C. annuum cv. NuMex RNaky e C. chinense PI 159234 

(Tanksley, 1984) para mapear genes que codificam enzimas. Entretanto, o 

primeiro mapa genético com maior cobertura do genoma, contendo 85 marcas 

RAPD, foi desenvolvido por Tanksley et al., (1988) utilizando C. annuum cv. Doux 

des Landes cruzada com a mesma cultivar de C. chinense. Esta população foi 

mapeada com marcadores derivados de estudos de mapa em tomate, havendo 

alta conservação do repertório de genes, mas a ordem dos genes foi 

grandemente modificada. Mais tarde, um estudo posterior usando o mesmo 

cruzamento possibilitou a confecção de um mapa mais elaborado, contendo 192 

marcadores (Prince et al., 1993). 

 Em seguida, diversos mapas derivados do cruzamento de populações 

intraespecificas de C. annuum foram disponibilizados (Lefebvre et al., 1995; 

Lefebvre et al., 2002; Paran et al., 2004; Minamiyama et al., 2006; Barchi et al., 

2007; Sugita et al., 2007; Mimura et al., 2012). Lefebvre et al., (1995) 

desenvolveram o primeiro mapa integrado para C. annuum a partir de marcadores 

RAPD e RFLP, obtendo um total de 85 marcas, cobrindo cerca de 820 cM, e 

dispostos em 14 grupos de ligação. 

 Um mapa saturado para C. annuum foi construído por Lefebvre et al., 

(2002), no qual três mapas individuais foram integrados possibilitando a formação 

de doze grupos de ligação, correspondendo ao número básico de cromossomos 

de pimenta. Este primeiro mapa consenso funcional contém 100 marcadores de 

genes de função conhecida, tendo sido mapeados cinco loci de interesse 

agronômico (loci de resistência a nematóides Me3 e de resistência à 

Xanthomonas Bs3, de determinação do conteúdo de capsaicina, controle do 

hábito ereto dos frutos e da cor do fruto amarelo). 
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 Paran et al., (2004) também construíram um mapa bastante saturado para 

C. annuum, produto de seis mapas integrados, consistindo de 2262 marcadores 

(1528 AFLP, 440 RFLP, 288 RAPD e 6 TAGs). Ao final, os marcadores foram 

ordenados em 13 grupos de ligação, com um comprimento total de 1832 cM. 

Sugita et al., (2005) propuseram um mapa de ligação para pimentão doce (C. 

annuum), no qual foram mapeadas 464 marcas moleculares (328 AFLP, 122 

RAPD, 3 RFLP, 7 SCAR e 4 CAPS) em 11 grupos de ligação grandes e cinco 

menores, cobrindo 1043 cM. 

 Outro mapa foi elaborado por Minamiyama et al., (2006) utilizando 106 

marcadores SSR para mapear uma progênie composta por 117 indivíduos F2. O 

mapa gerado foi constituído por treze grupos de ligação com 1042 cM.  Mimura et 

al., (2012) também desenvolveram um mapa de ligação para a espécie C. 

annuum baseado em 253 marcadores (151 SSRs, 90 AFLPs, 10 CAPSs e 2 

TAGs) que possibilitaram a cobertura de 1336 cM do genoma. Este foi o primeiro 

mapa baseado em marcadores SSR que consistiu em 12 grupos de ligação. 

Recentemente, Sugita et al., (2013) desenvolveram o mapa com maior cobertura 

do genoma de C. annuum, baseado em 265 marcadores SSR, que foram 

distribuídos em doze grupos de ligação, cobrindo uma distância genética total de 

2028 cM.  

 Poucos trabalhos de mapeamento foram realizados com as demais 

espécies cultivadas do gênero Capsicum, sendo resultantes de cruzamentos 

interespecíficos dentro do Complexo C. annuum, de acordo com a 

compatibilidade e fertilidade da progênie híbrida. Mapas de ligação 

interespecíficos, provenientes dos cruzamentos C. annuum x C. frutescens (Rao 

et al., 2003; Wu et al., 2009), e C. annuum x C. chinense (Tanksley et al., 1988; 

Prince et al., 1993; Kang et al., 2001; Lee et al., 2009; Lee et al., 2011), têm sido 

construídos. 

 Rao et al., (2003) utilizaram uma população derivada do cruzamento de C. 

frutescens BG2816 com C. annuum cv. Maor para estudar os caracteres 

relacionados à produção.  O mapeamento foi baseado em 248 plantas 

provenientes de cruzamento interespecífico, 92 marcas RFLP foram distribuídas 

pelo genoma, sendo mapeados 58 QTLs associados a dez características 

relacionadas à produção. Wu et al., (2009) utilizando uma população F2 resultante 

do cruzamento entre C. frutescens e C. annuum  mapearam 299 marcadores 
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ortólogos entre pimenta e tomate, sendo este o primeiro mapa oriundo de 

população gerada pelo cruzamento interespecífico em que o número de grupos 

de ligação foi correspondente ao número de cromossomos. 

 Kang et al., (2001) obtiveram um mapa de ligação a partir de uma 

população F2 constituída por 107 plantas, derivada do cruzamento entre C. 

chinense Habanero e C. annuum TF68. O mapa resultante consistiu de 11 grupos 

de ligação, cobrindo 1320 cM. Lee et al., (2009) construíram um mapa integrado a 

partir do mesmo cruzamento, no qual 805 marcadores foram dispostos em 1858 

cM. O mesmo grupo de pesquisa, trabalhando com a progênie resultante desse 

cruzamento interespecífico, detectou um QTL responsável por explicar 27% da 

característica comprimento do fruto (Lee et al., 2011). Para as espécies C. 

baccatum e C. pubescens, ainda não existem mapas genéticos publicados. 

 

3.1.2.4.3. Marcadores Moleculares 

 

- Microssatélites 

 Os marcadores microssatélites ou SSRs (Simple sequence repeats) foram 

desenvolvidos por Hamada et al., (1982). Entretanto, o termo microssatélites foi 

cunhado pela primeira vez por Litt & Lutty (1989), sendo posteriormente também 

conhecidos como SSR (Simple Sequence Repeats – Jacob et al., 1991) ou STR 

(Short Tandem Repeats - Edwards et al.,1991). 

 Locos microssatélites são sequências constituídas de um a seis 

nucleotídeos, que podem estar repetidas em tandem, diferindo quanto à 

composição dos nucleotídeos. Em geral, as sequências repetidas de di-

nucleotídeo, tri-nucleotídeo, tetra-nucleotídeos estão mais amplamente 

distribuídas no genoma de plantas. O número dessas repetições nos indivíduos é 

variável e são responsáveis pelo polimorfismo gerado. Enquanto o número de 

repetições é variável, as sequências que flanqueiam o microssatélite são 

conservadas, sendo utilizadas para o ancoramento dos iniciadores e a 

amplificação do loco (Jiang, 2013). Esses marcadores têm sido utilizados nos 

mais diversos campos do estudo genético de espécies cultivadas e silvestres, 

bem como na identificação de origem parental, atribuição de linhagens, 

construção de mapas genéticos, avaliação do germoplasma de populações 

melhoradas e na estimativa de similaridade ou diversidade genética (Lacape et 
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al., 2007). São também considerados os marcadores mais difundidos para 

mapeamento de QTLs nas espécies animais e vegetais (Ferreira & Grattapaglia, 

1998). 

 Marcadores microssatélites possuem inúmeras vantagens: herança 

codominante, são multialélicos, ocorrem abundantemente nos genomas, são 

altamente reprodutíveis e informativos, além de terem locos que são 

frequentemente conservados entre espécies relacionadas, facilitando o 

mapeamento comparativo (Simko, 2009).  O mapeamento comparativo revela um 

elevado grau de colinearidade entre espécies intimamente relacionadas, 

permitindo a troca de marcadores entre elas (Zhu et al., 2012).  

 A grande limitação do uso de marcadores SSR em larga escala é a 

obtenção de iniciadores que serão usados na reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para amplificar alelos em cada loco. Trata-se de uma técnica de elevado 

custo e intensiva em mão de obra, considerando todas as etapas do seu 

desenvolvimento (Buso et al., 2000). Convencionalmente, o desenvolvimento de 

marcadores de SSR exige a seleção das bibliotecas genômicas e uma varredura 

destas para seleção de sequências repetitivas (Portis et al., 2007). Além disso, 

microssatélites estão disponíveis apenas para algumas culturas economicamente 

importantes por causa do alto custo e intensidade de trabalho para seu 

desenvolvimento (Kuleung et al., 2003). 

 A identificação e o desenvolvimento de marcadores microssatélites têm 

permitido aumentar significativamente a densidade dos mapas de ligação obtidos 

com outros marcadores, além de possibilitar estudos de filogenia e evolução de 

diferentes espécies. Segundo Novelli et al., (2000), os marcadores microssatélites 

podem funcionar como âncoras entre os mapas dos genitores, permitindo a 

construção de mapas consenso ou o mapeamento comparativo, além de 

possibilitarem maior robustez entre os mapas que compartilham estes 

marcadores nas mesmas posições. 

 Um bom número de marcadores microssatélites está disponível para C. 

annuum. Segundo Sugita et al., (2013), esse tipo de marcador é considerado útil e 

muito confiável para a construção de mapas genéticos e mapeamento de QTLs 

em populações de Capsicum. Os primeiros marcadores microssatélites para a 

espécie foram publicados por Huang et al., (2001). Nesse trabalho foram 

desenhados 58 pares de iniciadores a partir de uma biblioteca genômica 
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enriquecida com dez diferentes tipos de repetições, sendo que desses apenas 

cinco foram considerados polimórficos. Posteriormente, Lee et al., (2004) 

desenvolveram 40 pares de iniciadores microssatélites confiáveis a partir de uma 

biblioteca genômica enriquecida para as repetições GT, GA, TTG e ATT.  

 O número de marcadores disponível para C. annuum aumentou 

consideravelmente com a publicação de Minamiyama et al., (2006). Os 

marcadores foram desenvolvidos a partir de bibliotecas genômicas enriquecidas 

para as repetições GA, GT, AAG, e AAT. De um total de 626 pares de iniciadores 

desenhados, 153 mostraram-se polimórficos, e os 106 que seguiram a 

segregação mendeliana foram utilizados para construção de um mapa de ligação 

para C. annuum.  

 Recentemente, Sugita et al., (2013) desenvolveram 265 pares de 

iniciadores SSR que foram utilizados para a construção de um elaborado mapa 

genético. Com isso, aproximadamente 500 marcadores microssatélites já foram 

desenvolvidos para C. annuum, com base em bibliotecas genômicas de DNA. O 

gênero Capsicum possui um genoma de tamanho grande e uma base genética 

estreita. Portanto, mais marcadores SSR devem ser desenvolvidos para a 

construção de mapas genéticos de alta densidade em pimenta (Kong et al., 2012). 

 Esses marcadores são caracterizados por possuir uma alta taxa de 

transferência entre espécies aparentadas e até mesmo entre gêneros da mesma 

família (Gutierrez et al., 2005). Entretanto, para algumas espécies a taxa de 

polimorfismo gerada por marcadores microssatélites é muito baixa, havendo 

necessidade de efetuar cruzamentos interespecíficos, possibilitando maior 

sucesso na transferibilidade dos iniciadores. Não existem marcadores 

microssatélites descritos para a espécie C. baccatum, por isso, neste trabalho foi 

verificada a taxa de transferência desses marcadores já disponíveis para C. 

annuum para construção do mapa de ligação integrado para C. baccatum. 

 

- ISSR 

A técnica ISSR (Inter Single Sequence Repeats) é caracterizada por 

iniciadores de 16-25 pb, que amplificam entre as sequências de microssatélites de 

diferentes tamanhos. Esta técnica foi relatada pela primeira vez por Zietkiewicz et 

al., (1994) e idealizada com base em iniciadores de microssatélites (Kumar et al., 

2009). Ela pode revelar polimorfismos resultantes da variação de microssatélites 
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individuais cuja presença ou ausência difere entre genomas (loci dominantes) e 

resultantes da variação nas regiões entre microssatélites conservados (loci 

codominantes). 

O ISSR possibilita a determinação da diversidade inter e intraespecífica, 

análises da identidade genética de uma espécie, confecção de mapas genéticos, 

estudos filogenéticos, além de caracterização e avaliação do germoplasma 

(Zietkiewicz et al., 1994; Lijun et al., 2012). 

Nesta técnica, vários locos são gerados simultaneamente, detectando-se 

presença ou ausência de fragmentos de tamanho particular, o que possibilita o 

alto polimorfismo gerado. Este método possui alta reprodutibilidade, grande 

flexibilidade, não requer informações da sequência para a construção do iniciador, 

usa pequenas quantidades de DNA, e resulta em alto nível de polimorfismo 

(Kumar et al., 2001). Como limitação, sua segregação consiste em uma herança 

mendeliana dominante, podendo ocorrer problemas de reprodutibilidade (Kumar 

et al., 2009).  

Para o gênero Capsicum não existem relatos sobre mapas genéticos 

baseados em marcadores ISSR.  Os estudos com esse tipo de marcador se 

concentram em análises de diversidade para o gênero (Patel et al., 2011; Lijun et 

al., 2012; Ahmed, 2013; Dias et al., 2013). Ahmed (2013) descreve que, além de 

marcadores serem amplamente utilizados para caracterização e discriminação 

dos acessos, eles atuam como excelentes ferramentas para o mapeamento 

genético. Segundo Patel et al., (2011) esses marcadores possuem grande 

potencial para o mapeamento genético e localização de genes, a exemplo de 

outras espécies que tiveram seus mapas genéticos baseados em marcadores 

ISSR (Chen et al., 2011; Gupta et al., 2012; Priyamedha et al., 2012). 

 

- RAPD 

 Os marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foram 

desenvolvidos por Willians et al., (1990). São marcadores baseados em PCR que 

promovem a amplificação de segmentos arbitrários de DNA ao longo do genoma, 

a partir de iniciadores curtos (10 pb) e únicos (Jiang, 2013).  

 Marcadores RAPD têm sido largamente utilizados para análise da 

variabilidade e genotipagem, entretanto sua reprodutibilidade é baixa. A técnica 

também tem sido utilizada para outras finalidades, que vão desde estudos em 
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nível de indivíduo (por exemplo, identidade genética) para estudos envolvendo 

espécies estreitamente relacionadas, até estudos em populações de mapeamento 

de genes para auxiliar na saturação de regiões não cobertas por outros 

marcadores (Kumar et al., 2009). A técnica RAPD é mais eficiente nos estudos de 

divergência genética em que os indivíduos analisados são geneticamente 

próximos, ou seja, pertencem a uma mesma espécie (Collard & Mackill, 2008). 

 Como vantagens da técnica RAPD, destacam-se: a simplicidade, pois é 

fácil de ser executada; a rapidez na obtenção de dados; o custo relativamente 

reduzido, em relação a outras técnicas moleculares; e a aplicabilidade imediata a 

qualquer tipo de organismo. Além disso, não requer o desenvolvimento prévio de 

bibliotecas de sondas específicas para o organismo de interesse, sendo exigida 

uma quantidade mínima de DNA na análise genômica de um indivíduo, 

possibilitando resultados de grande validade prática (Caixeta et al., 2006).  

 A principal desvantagem dos marcadores RAPD é sua herança dominante, 

ou seja, não se pode determinar se uma banda de um gel de RAPD é produto da 

amplificação de um ou dois fragmentos de DNA e, assim, indivíduos homozigotos 

dominantes não podem ser diferenciados dos heterozigotos (Williams et al., 

1990). Além disso, esses marcadores têm baixa reprodutibilidade dos resultados 

em laboratório, sendo considerados, sob ponto de vista genético, menos 

eficientes que as técnicas de RFLP e SSR (Alzate-Marin et al., 2005).  

 A técnica de RAPD permite analisar um maior número de locos por ensaio 

e não necessita de trabalho prévio de seleção, o que possibilita um significativo 

avanço na rapidez de construção de mapas genéticos, tendo os marcadores 

RAPD sido amplamente usados para esse fim. Esses marcadores estão descritos 

na literatura para mapeamento da espécie C. annuum (Ben Chaim et al., 2001; 

Sugita et al., 2005; Minamiyama et al., 2006; Barchi et al., 2007).  

 

 

3.1.2.5. Mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) 

 

 O desenvolvimento de mapas genéticos é de grande utilidade no auxílio a 

programas de melhoramento de plantas, possibilitando o mapeamento de locos 

que controlam características quantitativas, poligênicas ou de herança complexa, 
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denominados QTLs (Quantitative Trait Loci) (Tanksley, 1993). Uma das principais 

aplicações dos mapas de ligação para o melhoramento de diversas culturas 

vegetais tem sido o mapeamento de QTLs em cruzamentos intraespecíficos 

(Chutimanitsakun et al., 2011). QTLs são regiões do genoma responsáveis pela 

variação de um caráter quantitativo, e seu estudo permite a identificação e o  

mapeamento de características agronômicas de maior interesse dos melhoristas 

(Toledo et al., 2008). 

 O mapeamento de QTLs pode levar a um melhor entendimento da 

interação entre genótipo e fenótipo. Segundo Bernardo (2008), o mapeamento de 

QTLs tem como objetivo aumentar o conhecimento da herança genética dos 

caracteres e identificar marcadores moleculares que podem ser utilizados na 

seleção assistida para características fenotípicas relevantes, tais como produção 

e resistência a doenças.  

 A técnica possibilita estimar a posição e o número de locos que controlam 

a característica quantitativa, assim como o modo de ação gênica (aditividade, 

dominância e epistasia), a decomposição da interação genótipos por ambientes 

ao nível de cada QTL, além de permitir estudos de sintenia ou mapeamento 

comparativo (Ferreira & Grattapaglia, 1998). QTLs não levam necessariamente a 

identificação de um gene específico, podendo corresponder à identificação de 

regiões que possuem até dezenas de genes. Uma das grandes dificuldades 

enfrentadas pelos pesquisadores é a identificação da posição dos QTLs e do 

tamanho do seu efeito (Broman & Sen, 2009). 

 Para o mapeamento, são necessárias informações tais como: caráter 

quantitativo de interesse, dados de marcadores moleculares os quais são 

associados aos QTLs e uma metodologia adequada para associá-los (Toledo et 

al., 2008). Diversas metodologias foram propostas para a identificação de QTLs a 

partir do final da década de 1980. Dentre estas, destacam-se o mapeamento por 

marca simples, mapeamento por intervalo e mapeamento por intervalo composto. 

O mapeamento por marca simples é baseado na comparação entre as médias 

das classes genotípicas dos marcadores, feitas por regressão linear, teste t, 

análise de variância e razão de verossimilhança. No mapeamento por intervalo, a 

associação entre o marcador e QTL pode ser estimada pelo método da máxima 

verossimilhança, que é fundamentado nas frequências conjuntas de um par de 

marcas adjacentes e um QTL pontual. O mapeamento por intervalo composto 
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emprega a combinação de mapeamento de intervalo simples e a regressão linear 

múltipla (Schuster & Cruz, 2004).  

 Para que seja estimada a magnitude dos efeitos dos QTLs, os mapas 

genéticos devem ter uma boa saturação. Segundo Wu et al., (2007), quanto maior 

a distância entre dois marcadores, menor a precisão da estimativa de um QTL 

entre esses marcadores. Além disso, três fatores devem ser considerados na 

associação coerente dos marcadores moleculares aos QTLs: i) repetibilidade da 

informação da ligação entre os marcadores e respectivos QTLs em diferentes 

populações; ii) interação QTLs x ambiente e; iii) seleção simultânea para vários 

caracteres (Ferreira & Grattapaglia, 1998). 

 Em pimenta, alguns estudos têm sido relatados envolvendo parâmetros 

genéticos de uma série de características e o mapeamento de seus respectivos 

QTLs (Alimi et al., 2013). A maior parte dos estudos de QTLs em pimenta tem 

como foco características comerciais, como características do fruto e da produção 

(Rao et al., 2003; Wang et al., 2004; Zygier et al., 2005; Lee et al., 2008; Barchi et 

al., 2009; Lee et al., 2011; Alimi et al., 2013), além de trabalhos voltados para 

identificação de QTLs associados à resistência a doenças (Lefebvre et al., 2003; 

Thabuis et al., 2003; Voorrips et al., 2010; Sugita et al., 2006; Minamiyama et al., 

2007; Mimura et al., 2009; Kim et al., 2011). Um número limitado de pesquisas 

envolve a identificação de QTLs associados à parte vegetativa (folhas, entrenós 

do caule e pecíolos) (Barchi et al., 2009; Mimura et al., 2010). 

 Lee et al., (2011) localizaram um QTL relacionado ao comprimento do fruto 

de pimenta, sendo alocado no grupo de ligação 3, tendo explicado 27% da 

variação fenotípica do caráter. Lu et al., (2012) identificaram 23 QTLs de efeito 

maior associadas a 12 características morfológicas, para tanto foi utilizado um 

mapa denso constituído por 458 marcadores moleculares, sendo esse mapa de 

ligação resultante da integração de vários mapas publicados em outros trabalhos.  

 Alimi et al., (2013) avaliaram 16 características fisiológicas na espécie C. 

annuum em quatro ambientes e identificaram 24 QTLs. O número médio de QTLs 

por característica foi dois, variando entre zero e seis. O total explicado da  

variância fenotípica das características variou entre 9 e 61%. No mapa de alta 

densidade construído por Yarnes et al., (2013) foram estimados 96 QTLs para 38 

caracteres agronômicos, incluindo 12 QTLs associados com os níveis de 

capsaicinoides na população de Capsicum em estudo.  



27 

 

 

3.1.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
3.1.3.1. População de Mapeamento  

 

 A partir do cruzamento UENF 1616 (P1) x UENF 1732 (P2), foram avaliadas 

as gerações P1 (genitor feminino), P2 (genitor masculino), F1 (primeira geração 

híbrida) e F2 (primeira geração de autofecundação do F1) (Figura 1) (Bento, 2012). 

Foi utilizada uma população de mapeamento constituída por 203 indivíduos F2.  

 Os acessos UENF 1616 (P1) e UENF 1732 (P2) são provenientes do 

município de Campos dos Goytacazes. O primeiro é suscetível ao PepYMV, e 

possui frutos pungentes de cor  alaranjada no estádio intermediário e de cor 

vermelha quando maduros. O genitor UENF 1732 é caracterizado como muito 

pungente, com fruto de coloração vermelha quando maduro, de aroma pouco 

acentuado e resistente ao PepYMV (Bento et al., 2009). 

 Plantas dessas gerações (P1; P2; F1 e F2) foram cultivadas por Bento (2012) 

(Figura 2) e amostras de folhas de todos os indivíduos foram coletadas, 

identificadas e armazenadas em ultrafreezer para a realização desse 

experimento. As amostras foram obtidas a partir de plantas cultivadas nas 

condições de campo, na Unidade de Apoio à Pesquisa (UAP) do Centro de 

Ciências e Tecnologias Agropecuárias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em novembro de 2010. 

 Bento (2012) fez a fenotipagem desta população, sendo avaliadas 13 

características quantitativas e três qualitativas. Os caracteres quantitativos foram: 

altura da planta (ALP); diâmetro da copa (DIC); número de dias para a floração 

(DFL); número de dias para a frutificação (DFR); número de frutos por planta 

(NFP); massa média de fruto (MMF); comprimento do fruto (CMF); diâmetro do 

fruto (DMF); espessura da polpa do fruto (EPF); teor de sólidos solúveis (TSS); 

massa seca do fruto (MSF); teor de massa seca do fruto (TMS) e número de 

sementes (NS). As características qualitativas avaliadas compreendem: cor do 

fruto no estádio imaturo (CFI); cor do fruto no estádio maduro (CFM) e forma do 

fruto (FFR). 
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Figura 1. Frutos de genitores e progênie F1 e amostra da variabilidade em frutos da 
geração F2 do cruzamento entre UENF 1616 x UENF 1732 utilizada para constituir a 
população de mapeamento genético de C. baccatum var. pendulum.  
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Figura 2. Condução do experimento para obtenção das folhas de Capsicum 
baccatum var. pendulum utilizadas para a construção do mapa genético, na 
Unidade de Apoio à Pesquisa (UAP) da Universidade Estadual do Norte 
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). 
 
  

 As análises moleculares foram realizadas de janeiro de 2011 a julho de 

2013, no Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal (LMGV)/ Sala 222, do 

Centro de Ciências e Tecnologias Agropecuárias da UENF, conforme as etapas 

descritas a seguir. 

 

 

3.1.3.2. Extração e quantificação do DNA 

 

 Cerca de 300 mg de tecido foliar macerado foram transferidos para tubos 

de 1,5 mL e imersos em N2 líquido para a extração de DNA de acordo com o 

protocolo de Doyle e Doyle (1990), com modificações, descritas a seguir.  

  

 Foram adicionados aos tubos contendo as amostras 1 mL do tampão de 

extração pré-aquecido contendo 2 % CTAB, 1,4 mol L-1 NaCl, 20 mmol L-1 EDTA, 

100 mmol L-1 Tris-HCl (pH 8,0), 1 % PVP e  0,2 % - mercaptoetanol. Em seguida, 

foram adicionados 5 L de protease K (10 mg mL-1) em cada uma das amostras. 
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Este material foi incubado a 37°C por 30 minutos e agitado suavemente a cada 10 

minutos, e posteriormente incubado a 65°C por mais 30 minutos. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 8000 g durante 10 minutos. O sobrenadante 

(cerca de 800 l) foi transferido para um novo tubo devidamente identificado e 

adicionado igual volume de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1), para se 

efetuar a desproteinização. Foram realizadas suaves inversões do material 

durante aproximadamente 10 minutos até ficar turvo. A fase orgânica foi separada 

por centrifugação, a 8000 g por 10 minutos.            

 O sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Em seguida, 200 L de 

NaCl a 2,0 mol L-1contendo 4 % de PEG foram adicionados, para remoção 

completa de proteínas e recuperação do DNA, sendo as amostras incubadas por 

15 minutos a 4°C. O material foi centrifugado a 8000 g por 10 minutos. Os ácidos 

nucleicos foram precipitados pela adição de dois terços (400 l) do volume de 

isopropanol gelado e incubados por 20 minutos a –70 °C. O precipitado foi 

sedimentado por centrifugação a 8000 g por 10 minutos.  

 O sobrenadante foi descartado, e o precipitado, lavado duas vezes com 

200 l etanol a 75 % com acetato de amônio, para retirada de sal presente (entre 

cada lavagem, o material foi centrifugado a 8000 g durante 5 minutos). Após o 

descarte do último sobrenadante, o material foi seco em condições naturais até 

que o etanol estivesse removido. Em seguida, o material foi ressuspendido em 

100 l de solução TE (Tris-EDTA – 10 mmol L-1 Tris-HCl, 1 mmol L-1 EDTA, pH 

8,0) com RNAse em uma concentração final de 10 g mL-1 e incubado em banho-

maria a 37 °C por 30 minutos. Logo após, o material foi armazenado a – 20 °C. 

 A quantificação do DNA foi determinada em espectrofotômetro. A qualidade 

foi avaliada pelas razões A260/ A230nm e A260/ A280nm e em gel de agarose 1%. 

  

 

3.1.3.3. Marcadores Microssatélites 

 

 Os marcadores microssatélites foram selecionados com base em 

informações disponíveis na literatura para mapeamento de C. annuum 

(Minamiyama et al., 2006; Barchi et al., 2007) e em bancos de dados 

(http://solgenomics.net). Foram testados 152 pares de iniciadores microssatélites. 

http://solgenomics.net/
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Além desses, 30 microssatélites desenhados para tomate (Geethanjali et al., 

2010) disponíveis no laboratório foram testados para averiguar a transferência. 

Para detecção do polimorfismo foram escolhidos seis genótipos para o teste: P1, 

P2, F1 e três indivíduos da F2. 

 As reações de amplificação foram conduzidas em um volume final de 21 

L, contendo os seguintes reagentes: 5 ng de DNA genômico, 0,75 unidade de 

Taq DNA polimerase, tampão 10X (500 mM KCl, 100mM Tris-HCl, pH 8,3 

Invitrogen), MgCl2 2,4 mM, dNTP (0,1 mM de cada um dos 

desoxiribonucleotídeos) e 0,5 μM de cada iniciador. Foram aplicadas 2 L de 

DNA, e posteriormente, adicionados 11 L do mix descrito anteriormente. Para 

coloração, foram adicionados 8 L da mistura gel red e blue juice na concentração 

1:1. 

 As reações de amplificação (termociclador modelo Veriti da Applied 

Biosystems) foram conduzidas da seguinte forma: 1 min a 94ºC para 

desnaturação inicial, seguindo-se os 35 ciclos, cada um consistiu de 94ºC por 1 

min, 55-63°C por 1 min (dependendo do iniciador utilizado), 72ºC por 3 min e uma 

extensão final a 72ºC por 7 min. Os fragmentos amplificados foram então 

separados em gel de agarose de alta resolução Metaphor 4% e submetidos à luz 

ultravioleta para visualização (Fotodocumentador Minibis Pro – Bio-imaging 

System). As imagens dos géis foram capturadas para posterior análise. 

 Os marcadores microssatélites considerados polimórficos entre os 

genitores de C. baccatum e que obedeceram à segregação esperada para uma 

população F2 foram selecionados. Os dados de segregação foram anotados em 

uma planilha e usados na construção dos mapas genéticos. Os códigos utilizados 

para a construção do arquivo mapa com marcadores de herança codominante 

estão disponíveis na Tabela 1. 
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Tabela 1. Códigos utilizados para mapear uma população F2
*, com uso de 

marcadores codominantes. 
 

Código Descrição 

a homozigoto para o primeiro parental 

b homozigoto para o segundo parental 

h heterozigoto (igual ao F1) 

. genótipo desconhecido 

*códigos do programa JoinMap v 4.0 (Van Ooijen, 2006), para uma população 
caracterizada como F2, proveniente da autofecundação de F1,  obtido pelo 
cruzamento entre dois genitores diploides e homozigotos.  
 

 

3.1.3.4.  Marcadores ISSR e RAPD 

 

 Os iniciadores ISSR utilizados neste trabalho foram propostos para pimenta 

por Kumar et al., (2001), Refaat et al., (2007) e Yao et al., (2008). Os iniciadores 

RAPD avaliados foram dos respectivos kits OPAA, OPAB, OPAC, OPB, OPE, 

OPF, OPK, OPN e OPW, da Operon Technologies (Alameda, CA, USA). Quanto 

ao número de nucleotídeos, os iniciadores ISSR usados foram constituídos por 11 

a 20, e os iniciadores RAPD, por dez nucleotídeos. 

 Para a detecção do polimorfismo entre os parentais, foram testados 61 

iniciadores ISSR e 24 RAPD. Para tanto, previamente foram escolhidos seis 

genótipos para teste, a saber: P1, P2, F1 e três indivíduos da F2. 

 As reações de amplificação foram conduzidas da mesma forma para os 

marcadores ISSR e RAPD. O volume final foi de 21 L, contendo os seguintes 

reagentes: 5 ng de DNA genômico, 0,75 unidade de Taq DNA polimerase, tampão 

10X (500 mM KCl, 100mM Tris-HCl, pH 8,3 Invitrogen), MgCl2 2,4 mM, dNTP (0,1 

mM de cada um dos desoxiribonucleotídeos) e 1,0 μM de cada iniciador. Foram 

aplicados 2 L de DNA, e, posteriormente, adicionados 11 L do mix descrito 

anteriormente. 

 As reações de PCR (termociclador modelo Veriti da Applied Biosystems) 

foram conduzidas da seguinte forma: 1 min a 94ºC para desnaturação inicial, 

seguindo-se os 40 ciclos, cada um consistiu de 94ºC por 1 min, temperatura de 

anelamento do iniciador por 1 min (40 a 55°C para iniciadores do tipo ISSR e 
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37°C para iniciadores do tipo RAPD), 72ºC por 3 min e uma extensão final a 72ºC 

por 7 min. As condições de amplificação foram otimizadas para cada iniciador 

ISSR, detectando-se a temperatura mais adequada para amplificação. 

 Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corados 

com gel red/blue juice (1:1) e fotografados sob luz ultravioleta. (Fotodocumentador 

Minibis Pro – Bio-imaging System). As imagens dos géis foram capturadas para 

posterior análise. 

 Marcadores ISSR e RAPD considerados polimórficos entre os genitores e a 

população de C.baccatum foram selecionados e utilizados na população para 

obtenção dos dados. Para genotipagem da população, apenas géis com nítidos 

perfis de bandas foram considerados. Marcas de difícil interpretação foram 

tomadas como dados perdidos para evitar erros de genotipagem. 

 Inicialmente a análise genética foi baseada na contagem da presença (1) 

ou ausência (0) do alelo (banda) por loco nos dois genitores, híbrido e nos 203 

indivíduos constituintes da população filial. Quando houve falha do genótipo ou 

não foi possível detectar se a banda estava presente ou não, foi computado como 

número 2. Em seguida, foram convertidos para códigos utilizados pelo programa 

JoinMap. Os códigos para a construção do arquivo mapa com marcadores de 

herança dominante estão disponíveis na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Códigos utilizados para mapear uma população F2
*, com uso de 

marcadores dominantes. 

Código Descrição 

a homozigoto para o primeiro parental 

b homozigoto para o segundo parental 

c genótipo diferente do primeiro parental (o alelo b é dominante) 

d genótipo diferente do segundo parental (o alelo a é dominante) 

. genótipo desconhecido 

*códigos do programa JoinMap 4.0 (Van Ooijen, 2006),  para uma população 
caracterizada como F2, proveniente da autofecundação de F1,  obtido pelo  
cruzamento entre dois genitores diploides e homozigotos.  
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3.1.3.5.  Mapeamento Genético 

 

 Para a construção do mapa de ligação integrado, foi utilizado o programa 

JoinMap, versão  4.0 (Van Ooijen, 2006). Este programa permite análise conjunta 

de marcadores segregando nas proporções 1:1, 3:1, 1:2:1 e 1:1:1:1 e possibilita 

construir mapas integrados. Para a análise, foram excluídos os parentais e F1. Os 

grupos de ligação foram formados e ordenados utilizando um LOD Score mínimo 

de 3,0 e máximo de 40% de recombinação.  

 As frequências de recombinação foram convertidas em distância genética 

(centiMorgans) através da função de Kosambi (1944). O teste qui-quadrado [X2 (p 

<0,05, GL=1)] foi utilizado para testar as hipóteses de segregação mendeliana 

1:2:1 para marcadores SSR e 3:1 para marcadores ISSR e RAPD. Os 

marcadores que não tiveram distorções da proporção esperada foram utilizados 

inicialmente para construção do mapa. Após análise dos marcadores, foram 

adicionadas marcas ISSR e RAPD que não seguiram a segregação mendeliana. 

 Para facilitar a apresentação dos dados, principalmente nos gráficos e 

tabelas, os marcadores foram numerados de 1 a 374 e referidos apenas pelo 

número. Os marcadores RAPD foram numerados de 2 a 67, marcadores ISSR de 

70 a 226, e marcadores microssatélites, de 228 a 374 (nomenclatura CAMS 

utilizada por Minamyama et al., 2006). 

3.1.3.6.  Mapeamento de QTLs 

 

 O conjunto de dados morfoagronômicos para 13 caracteres quantitativos e 

três qualitativos obtidos no trabalho de Bento (2012) foi utilizado para identificar 

regiões com possíveis QTLs.  

 Para a análise dos QTLs foram utilizados os modelos descritos por Broman 

& Sen (2009), em que cada genótipo dos locos macadores é ajustado como 

efeitos de covariáveis frente às variáveis fenotípicas mensuradas. Os métodos de 

mapeamentos por intervalo padrão permitiram verificar a posição de possíveis 

QTLs ao longo do mapa de ligação estimado pela seguinte premissa: 

 

 

 

)/Pr( iiij MjgP
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 Em que: Pij = Probabilidade de existência de QTL; gi = genótipo possível do 

QTL; j= variável fenotípica mensurada; e Mi = genótipo do loco marcador. 

 

 Para as varáveis quantitativas utilizou-se os modelos de mapeamento por 

intervalo padrão estimados via algoritmos de máxima probabilidade (EM) de 

existência dos QTLs por processos iterativos, usando-se o seguinte estimador: 

 
 

 
 
 

 Em que: Yi é o valor fenotípico;    , a média inicial das variáveis 

fenotípicas; e          , a variância inicial das variáveis. 

 

 Os LOD Score foram obtidos pelo estimador: 

 

 

 

 

Para as variáveis multicategóricas utilizaram-se métodos de análise de 

QTL baseados em modelos não paramétricos. O teste de Kruskal-Wallis foi usado 

para verificar as possíveis posições dos QTLs.  

 As probabilidades dos genótipos dos QTLs foram verificadas com base em 

dados disponíveis dos genótipos de marcadores. Na estatística de teste de 

Kruskal-Wallis, considera-se a soma das classes dentro de cada grupo de 

marcadores, e neste aspecto são calculadas as probabilidades de genótipos de 

QTLs pertencerem a classes de genótipos de marcadores (conforme descrito 

anteriormente). Após essa etapa, promove-se o ranqueamento destes grupos 

com suas respectivas somas de rank, em que posteriormente calcula-se a 

estatística H, pelo estimador: 
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 Onde: Onde: µ0j e a média e Voj é a variância de Sj em condições de 

hipótese de nulidade para a presença do QTL ligado ao loco marcador.  

 Com a estatística H obtém-se após as estimativas de Lod Score a 

presença dos QTL’s, sendo esta uma estatística não paramétrica, que segue 

aproximadamente a distribuição de X2, que pode ser convertida para a estatística 

LOD = H/(2ln10)          

  Adotou-se como critério de evidência de possível QTLs picos de LOD 

Score com valores superiores a 1,5. Em seguida, foi estimada a porcentagem da 

variância explicada pelos QTL por meio da função “makeqtl” do pacote R-QTL. 

 
 
 
 

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 
 
 
3.1.4.1. Mapa genético para população F2 de Capsicum baccatum var. 

pendulum 

 

 O mapa de ligação foi constituído por 183 marcadores, sendo 42 (22,95%) 

microssatélites, 85 (46,45%) ISSR e 56 (30,60%) RAPD. O mapa gerado neste 

trabalho possui 12 grupos de ligação maiores (321,8–110,3 cM) e quatro menores 

(80,8–54,2 cM) (Figura 3), e os grupos de ligação tinham de 5 a 23 marcadores, 

com média de 159,2 cM em um mapa com cobertura total de 2547,5 cM (Tabela 

3). 
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Figura 3. Mapa de ligação de Capsicum baccatum var. pendulum construído com LOD Score de 3,0, com auxílio do programa 

JoinMap versão 4.0 (Van Ooijen, 2006), baseado em 183 marcadores (42 SSR, 85 ISSR e 56 RAPD) distribuídos em 12 grupos de 

ligação maiores e quatro menores resultantes da subdivisão. Os marcadores são indicados ao lado direito de cada grupo e a 

distância genética em cM ao lado esquerdo. Marcadores que mostraram distorção de segregação mendeliana são indicados com # 

(P<0,05).   
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Figura 3. Mapa de ligação de Capsicum baccatum var. pendulum construído com LOD Score de 3,0, com auxílio do programa 

JoinMap versão 4.0 (Van Ooijen, 2006), baseado em 183 marcadores (42 SSR, 85 ISSR e 56 RAPD) distribuídos em 12 grupos de 

ligação maiores e quatro menores resultantes da subdivisão. Os marcadores são indicados ao lado direito de cada grupo e a 

distância genética em cM ao lado esquerdo. Marcadores que mostraram distorção de segregação mendeliana são indicados com # 

(P<0,05). 
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Tabela 3. Número, tipo de marcadores, comprimento de cada grupo de ligação 
(cM)  e distância média entre marcas (cM) do mapa de Capsicum baccatum var. 
pendulum. 
 

Grupo de 

ligação* 

Número e tipo de marcas Comprimento 

(cM) 

Distância média 

entre marcas 

(cM) 

GL1a 21 (10 RAPD; 6 ISSR; 5 SSR) 321,8 15,32 

GL1b 6 (1 RAPD; 2 ISSR; 3 SSR) 80,8 13,47 

GL2a 20 (10 RAPD; 7 ISSR; 3 SSR) 295,7 14,78 

GL2b 5 (2 RAPD; 2 ISSR; 1 SSR) 72,6 14,52 

GL3 15 (4 RAPD; 8 ISSR; 3 SSR) 276,5 18,43 

GL4 23 (8 RAPD; 9 ISSR; 6 SSR) 205,6 8,94 

GL5a 16 (6 RAPD; 5 ISSR; 5 SSR) 199,5 12,47 

GL5b 7 (ISSR) 54,2 7,74 

GL6 13 (4 RAPD; 5 ISSR; 4 SSR) 196,4 15,11 

GL7a 12 (4 RAPD; 5 ISSR; 3 SSR) 145,9 12,16 

GL7b 5 (ISSR) 64,8 12,96 

GL8 7 (1 RAPD; 1 ISSR; 5 SSR) 144,0 20,57 

GL9  7 (1 RAPD; 5 ISSR; 1 SSR) 139,4 19,91 

GL10 11 (4 RAPD; 7 ISSR) 123,5 11,23 

GL11 7 (1 RAPD; 5 ISSR; 1 SSR) 116,8 16,68 

GL12 8 (6 ISSR; 2 SSR) 110,3 13,79 

Marcadores mapeados         183                              2547,5                    14,25 

Marcadores não mapeados  191 

Total                             374   

* Os grupos de ligação foram numerados sequencialmente do maior para o 
menor. 
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 Tanksley et al., (1988) desenvolveram um mapa genético de referência 

para C. annuum que continha cerca de 85 marcas RAPD, obtido a partir de uma 

população constituída por 61 indivíduos. Uma comparação do presente mapa 

genético para C. baccatum com outros mapas genéticos de referência está 

disponível na Tabela 4. 

 Quanto a outras espécies da família Solanaceae, o primeiro mapa genético 

descrito para tomate foi obtido por Bernatzky & Tanksley (1986), tendo sido 

mapeados 112 marcadores do tipo isoenzimas de uma população de 

mapeamento constituída por 46 indivíduos, cobrindo uma extensão de 760 cM do 

genoma. Gebhardt et al., (1989) construíram um  mapa de referência para 

Solanum tuberosum,  constituído por 141 marcadores do  tipo RFLP, que 

cobriram uma região de 690 cM do genoma, tendo  utilizado  uma população 

formada por apenas 38 indivíduos. Para Solanum melongena, foi desenvolvido 

um mapa de referência proveniente de uma população de 168 indivíduos, tendo 

sido  mapeados 181 marcadores do tipo RAPD e AFLP e  coberta uma região de 

779,2 cM do genoma (Nunone et al., 2001). 

 Pesquisa semelhante a esta foi realizada por Priyamedha et al., (2012), 

que construíram o primeiro mapa genético para a espécie Brassica carinata. Para 

o mapeamento foi utilizada uma população F2 composta por 150 indivíduos, 

sendo mapeados 69 marcadores (23 RAPD, 29 ISSR e 17 SSR) utilizando valor 

de LOD Score 3,0 e obtendo-se uma cobertura de 2166 cM do genoma. Os tipos 

de marcadores utilizados por esses autores e no presente trabalho foram os 

mesmos, entretanto o número de marcadores mapeados para a espécie C. 

baccatum foi bastante superior, o que revela uma maior saturação para o mapa 

construído. Além disso, foi utilizada uma população de maior tamanho (203 

indivíduos), o que confere maior confiabilidade aos dados.  

 Kole et al., (2012) construíram o primeiro mapa genético para melão 

amargo (Momordica charantia) a partir de uma população F2 de mapeamento 

formada por 146 indivíduos, baseado exclusivamente em 108 marcadores AFLP, 

cobrindo uma distância de 3060,7 cM do genoma. Lanteri et al., (2006) 

desenvolveram o primeiro mapa genético para alcachofra (Cynara cardunculus), 

no qual foi utilizada uma população formada por 94 indivíduos da F1, baseada em 

59 iniciadores de diferentes tipos (SSR, AFLP e SSAP) e coberta uma extensão 

de 2569,9 cM do genoma.  
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Espécie Autoria Mapa Tamanho da 

população 

Número de 

marcadores 

Cobertura do 

genoma (cM) 

Tipo de 

Marcador 

Solanum lycopersicum 
X S. pennellii 

Bernatzky & Tanksley 
(1986)  

46 112 760 Isoenzimas 

Capsicum annuum X C. 
chinense 

Tanksley et al., (1988) 46 85 - RAPD 

Solanum tuberosum Gebhardt et al., (1989) 38 141 690 RFLP 

Capsicum annuum Lefebvre et al., (1995) 61 85  820 RAPD e RFLP 

Solanum melongena Nunone et al., (2001) 168 181 779,2 RAPD e AFLP 

Cynara cardunculus Lanteri et al., (2006) 94 59 2569, 9 SSR, AFLP e 
SSAP 

Brassica carinata Priyamedha et al., 
(2012) 

150 69 2166 RAPD, ISSR e 
SSR 

Momordica charantia  Kole et al., (2012) 146 108 3060,7 AFLP 

Capsicum baccatum Moulin (2013) – este 
trabalho 

203 183 2547,5 RAPD, ISSR e 
SSR 

Tabela 4. Comparação de mapas genéticos de referência obtidos em diferentes estudos com o mapa para C. baccatum obtido no 
presente trabalho. 
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 A distância entre os marcadores nos grupos de ligação variou de 0 (isto é, 

dois marcadores que co-segregam completamente ligados) a 43,5 cM, com uma 

distância média de 14,25 cM entre marcas. Distâncias menores indicam que o 

mapa tem maior nível de saturação e possibilitam uma melhor detecção de QTLs. 

Resultados inferiores foram obtidos por Priyamedha et al., (2012), que obtiveram 

uma distância média de 31,39 cM entre as marcas para o mapa genético 

construído para a espécie Brassica carinata 

 Foram obtidas uma média de 2,61 marcas úteis para o mapeamento por 

iniciador dominante (ISSR+RAPD), e uma marca útil por iniciador microssatélite, 

já que estes possibilitam o mapeamento de apenas um loco para população F2 de 

espécie diploide.  

 O tamanho do genoma de Capsicum é estimado entre 3,300 cM e 3,600 

cM (Moscone et al., 2003; Hill et al., 2013). O mapa de ligação construído neste 

trabalho com o auxílio do programa JoinMap cobriu de 77,2% a 70,76% do mapa 

de C. baccatum var. pendulum. 

 Como não existem relatos de mapas genéticos para C. baccatum,  foram 

utilizados, na maioria das vezes, como fonte de comparação para os dados 

mostrados abaixo mapas publicados para a espécie correlacionada C. annuum. 

 A cobertura total do genoma obtido para C. baccatum var. pendulum 

mostrou ser maior que as coberturas já disponibilizados para C. annuum. 

Lefebvre et al. (1995) desenvolveram o primeiro mapa integrado para C. annuum 

baseado em 85 marcadores RAPD dispostos em 14 grupos de ligação, cobrindo 

cerca de 820 cM do genoma, perfazendo uma porcentagem de 24,85% a 22,78% 

de cobertura. Posteriormente, outros trabalhos de mapeamento da espécie C. 

annuum foram desenvolvidos com a finalidade de saturar o mapa (Lefebvre et al., 

2002; Paran et al., 2004; Sugita et al., 2005; Minamiyama et al., 2006; Barchi et 

al., 2007; Mimura et al., 2012).  

 Kang et al., (2001) publicaram um mapa genético resultante de uma 

população obtida por cruzamento interespecífico (Capsicum annuum × C. 

chinense) com cobertura de 1320 cM do genoma, contribuindo com uma taxa de 

40% a 36,7% de cobertura. Barchi et al., (2007) obtiveram um mapa para C. 

annuum com um comprimento total de 1857 cM, representando de 56,27% a 

51,58% da extensão coberta do genoma. No último mapa de ligação publicado 

para a espécie (Sugita et al., 2013), que se baseou em 265 marcadores SSR 
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distribuídos em doze grupos de ligação, foi coberta a maior distância genética 

total, correspondendo a 2028 cM, ou seja, 61,45% a 56,33% do comprimento do 

genoma. 

 Na construção do mapa obtido no presente estudo, primeiramente foram 

mapeados os marcadores que seguiram a proporção de segregação de 1:2:1 para 

os marcadores microssatélites e 3:1 para os marcadores ISSR e RAPD. Desvios 

da segregação esperada podem ser atribuídos a uma série de fatores, tais como 

rearranjos estruturais dos cromossomos, alelos recessivos deletérios, seleção 

gamética, seleção pré ou pós-zigótica de combinações alélicas, entre outros 

(Priyamedha et al., 2012). Considerando os marcadores ISSR mapeados, 22,35% 

se mostraram distorcidos (p>0,05), enquanto 14,28% dos marcadores RAPD 

mapeados foram distorcidos. Considerando o mapa total, 27 marcadores 

(14,75%) mostraram-se distorcidos (Tabela 5).  

 Como observado neste estudo, mapas desenvolvidos para C. annuum 

também possuem marcadores com distorções de segregação. Lee et al., (2011) 

constataram uma distorção média de 36,5% da segregação mendeliana para os 

marcadores testados. Minamiyama et al., (2006) observaram que 14,28% dos 

marcadores mapeados tinham distorção da segregação. Porcentagem 

semelhante foi encontrado por Barchi et al., (2007) que ao desenvolverem um 

mapa integrado, constataram que 14,00% dos marcadores não obedeceram a 

segregação. 
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Tabela 5. Características dos marcadores moleculares selecionados no presente trabalho para integrar o mapa de ligação de 
Capsicum baccatum var. pendulum. 
 

Marcador Número 

total de 

iniciadores 

avaliados 

Número de 

iniciadores 

polimórficos 

Número 

total de 

marcas 

Número total 

de marcas 

mapeadas 

Número total 

de marcas 

não 

mapeadas 

Número de 

marcadores 

com 

distorção 

mendeliana 

Número de 

marcas por 

iniciador 

SSR 152 62 62 42 20 - 1 

ISSR 61 35 201 85 116 19 2,43 

RAPD 24 19 111 56 55 8 2,95 

Total                237  116                                          374                  183                     191                      27 
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 Altos níveis de desvios de segregação foram encontrados por Livingstone 

et al., (1999), no qual um quantitativo de 337 (50,7%) marcadores não seguiram a 

proporção esperada. Foram também detectadas distorção da segregação nos 

mapas construídos por Lefebvre et al., (2002) e Sugita et al., (2005) em 

proporções menores, de 7% e 10%, respectivamente. 

 No mapa desenvolvido, 191 locos não foram mapeados, o que indica que 

mais da metade (51,07%) dos marcadores não foram ligados. Esses marcadores 

não alocados evidenciam que o nível de saturação do mapa obtido necessita ser 

aumentado. Ao mesmo tempo, os marcadores disponíveis e não ligados facilitam 

a saturação do mapa com a adição de novas marcas obtidas em outros estudos.

 Segundo Carlier (2006) à medida que aumenta a cobertura de um mapa 

genético, o número de grupos de ligação aproxima-se do número haplóide de 

cromossomos da espécie e o número de marcadores não ligados aproxima-se de 

zero. 

 Resultados semelhantes foram obtidos por Barchi et al., (2007), nos quais 

cerca de 50% dos marcadores foram considerados não ligados pelo teste ao nível 

de 1% efetuado no programa Mapmaker. Estudos desenvolvidos por Lee et al., 

(2011) obtiveram resultados superiores aos obtidos neste trabalho, apenas 31,5% 

dos marcadores não foram mapeados. Contudo, esses autores trabalharam com 

um cruzamento interespecífico (Capsicum annuum X C. chinense), o que amplia o 

polimorfismo gerado, bem como o número de grupos de ligação, possibilitando a 

alocação da maioria dos marcadores.  

 Neste estudo, alguns marcadores foram removidos dos grupos de ligação 

que foram alocados inicialmente, devido aos baixos valores de LOD Score e altas 

estimativas de fração de recombinação, resultando em melhores ordenações das 

marcas remanescentes. Esse procedimento é comum para otimização das 

marcas obtidas. A remoção ocorreu nos grupos de ligação 1, 2, 4 e 7. Foram 

removidas duas marcas nos grupos 1 e 4, e apenas uma marca nos grupos 2 e 7, 

possibilitando reduzir o tamanho em cM do grupo de ligação e gaps que 

eventualmente ocorreram. Portanto, como resultado da análise seis marcas foram 

removidas. 

 Foram realizadas subdivisão dos grupos de ligação 1, 2, 5 e 7, por 

conterem gaps, estabelecidos por marcadores que foram mapeados, mas 

estavam a mais de 50 cM. Para tanto, foi adicionada uma letra ao número do 
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grupo original. Os grupos 1b, 2b, 5b e 7b foram resultantes dessa subdivisão, 

permitindo que 6, 5, 7 e 5 marcas, respectivamente, pudessem ser mantidas nos 

grupos de ligação. A subdivisão indica que as marcas estão dentro de um mesmo 

grupo, porém, até o presente momento, ainda não há marcas suficientes para 

agrupá-los. De acordo com Garcia et al., (2006), a existência de gaps em grupos 

de ligação é esperada para espécies de genoma maiores, mesmo que essas já 

tenham um bom número de mapas desenvolvidos. 

 Neste contexto, em mapas construídos para Capsicum com diferentes tipos 

de marcadores e com diferentes tipos de populações de mapeamento, são 

bastante comuns a existência de gaps, devido ao tamanho do genoma. Kang et 

al., (2001) construíram um mapa genético com 11 grupos de ligação maiores 

(206–60,3 cM) e cinco menores (32,6–10,3 cM). Resultados similares foram 

obtidos por Sugita et al., (2005), cujo mapa genético elaborado também foi 

constituído de 11 grupos de ligação maiores (118,5–56,7 cM) e cinco menores 

(33,1–1,8 cM). Segundo Paran et al., (2004) pode ser obtido um número de 

grupos de ligação diferente do número haplóide da espécie indicando que uma 

maior saturação é necessária para obter uma cobertura completa do genoma de 

pimenta. Entretanto, devem ser mantidos todos os marcadores encontrados com 

distância menor que 50 cM, por serem são fundamentais para maior saturação do 

mapa com introdução de novas marcas. 

 Ainda quanto ao número de grupos de ligação, mapas genéticos 

desenvolvidos por Mimura et al., (2012) e por Sugita et al., (2013) revelaram 12 

grupos, descrevendo perfeitamente o número haplóide da espécie C. annuum, 

enquanto Alimi et al., (2013) construíram um mapa para a mesma espécie com 17 

grupos de ligação.  

 Constatou-se maior concentração de alguns tipos de marcadores em 

determinados grupos de ligação. A aglomeração de marcadores em áreas 

específicas do genoma é um fenômeno comum no desenvolvimento de mapas 

genéticos e já foi descrita anteriormente em várias espécies e para diferentes 

tipos de marcadores (Qi et al., 2004). Para explicar essa concentração foram 

apontados fatores biológicos como a baixa taxa de recombinação nas regiões dos 

centrômeros e nos telômeros, a distribuição descontínua dos níveis de 

polimorfismo e a variação do número de cópias de determinadas sequências ao 

longo do genoma (Tanksley et al., 1992; Miklas et al., 2001; Qi et al., 2004). 
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 A partir do mapa de referência construído para C. baccatum var. pendulum, 

pode ser efetuada a inclusão de novos marcadores, possibilitando a maior e 

melhor cobertura do genoma e também melhor definição dos grupos de ligação. O 

mapa construído possibilita a inclusão da espécie C. baccatum em estudos de 

mapeamento comparativo, bem como pode ser utilizado como ponto de partida 

para a seleção de características de interesse ao melhoramento de plantas. Uma 

discussão mais detalhada a respeito de cada tipo de marcador utilizado no 

mapeamento está a seguir. 

  

 3.1.4.2. Marcadores ISSR e RAPD 

 Por intermédio da técnica ISSR (Figura 4) dos 61 iniciadores testados, 26 

não detectaram polimorfismo na progênie e 35 demonstraram polimorfismo nítido 

na população em estudo. Foi obtido um total de 85 marcas e o número médio de 

marcadores mapeados por iniciador foi de 2,43. Dentre os 35 iniciadores que 

foram utilizados, houve amplificação de um total de 201 locos, dos quais foram 

mapeados 85. Uma descrição mais detalhada dos marcadores ISSR, incluindo 

numeração no mapa de ligação, sequência dos marcadores utilizados 

temperatura de anelamento otimizada, número de locos amplificados, número de 

locos polimórficos e grupo de ligação está disponível na Tabela 6. 

 

Figura 4- Gel agarose 2%; amplificação de fragmentos de DNA utilizando 
marcador ISSR de sequência (CT)8GC. (1) P1, (2) P2, (3) F1, e (4-15) F2. M= 
marcador de peso molecular. As setas indicam o polimorfismo entre os genitores 
e o F1. 

  M     1      2       3      4      5      6      7      8      9     10    11    12    13    14     15    
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Tabela 6. Numeração no mapa de ligação, sequência dos marcadores ISSR utilizados, temperatura de anelamento otimizada, 
número de locos amplificados, número de locos polimórficos e grupo de ligação. Os marcadores que mostraram distorção de 
segregação mendeliana são indicados com # (P<0,05). 

Numeração no mapa 

de ligação 

Sequência (5′-

3′) 

Temperatura 

de anelamento 

N° de locos 

amplificados 

N° de locos polimórficos Grupo de 

Ligação 

70; 71 (CT)8TG 40°C 8 7 7; 4 

72#; 73#; 74# (CT)8AC 40°C 7 5 7; 3; 7 

75; 77 (CT)8GC 40°C 7 4 4; 4 

78; 79 (CA)6AC 40°C 6 5 3; 1 

80; 81#; 82 (CA)6AG 40°C 7 6 7; 3; 7 

83; 84; 85 (CAC)3GC 40°C 9 7 4; 4; 3 

86#; 87 (GAG)3GC 40°C 7 6 1; 1 

88; 90 (AC)8C 50°C 8 5 11; 5 

98; 99#; 100# (CT)8RA 50°C 9 7 2; 9; 1 

101; 104 (CT)8RG 50°C 6 5 7; 4 

108#; 109; 112 (CA)8RG 52°C 7 7 9; 5; 5 
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Cont. Tabela 6 

Numeração no mapa 

de ligação 

Sequência (5′-3′) Temperatura 

de anelamento 

N° de locos 

amplificados 

N° de locos polimórficos Grupo de 

Ligação 

118; 120 (GA)7C 50°C 5 4 11; 2 

123; 124 (GA)8YC 52°C 9 6 2; 6 

132; 133 (GA)8T 50°C 8 5 4; 9 

134; 135#; 136 (GC)6CC 50°C 7 6 2; 3; 10 

137 (CAG)4TA 50°C 4 3 6 

141; 142# (AG)8T 52°C 8 7 10; 10 

143#; 144; 145 (TG)8A 52°C 6 4 12; 5; 10 

146; 147; 148 (AAT)4CT 52°C 9 7 2; 9; 10 

149; 150 (AC)8YA 47°C 8 6 5; 7 

152; 153 (GT)8YG 47°C 7 5 2; 1 

154# (CAA)5GAC 47°C 3 1 12 

155; 156 (AG)8CG 47°C 4 3 3; 6 
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Cont. Tabela 6 

Numeração no mapa 

de ligação 

Sequência (5′-

3′) 

Temperatura 

de anelamento 

N° de locos 

amplificados 

N° de locos polimórficos Grupo de 

Ligação 

158#; 159#; 160 

161; 162 

163; 164 

165#; 166 

167; 168 

(AG)8TG 

(CCA)5 

(GCC)5 

(GA)7RC 

(AG)7C 

47°C 

47°C 

47°C 

49,5°C 

49,5°C 

8 

7 

6 

8 

7 

6 

5 

4 

6 

5 

5; 5; 3 

3; 12 

11; 7 

5; 6 

5; 7 

169; 171 (GTG)4RC 49,5°C 7 4 5; 11 

175; 176; 177# (GT)7YG 49,5°C 6 3 12; 5; 8 

180; 181 (GAA)6AA 49,5°C 8 4 5; 11 

186; 187; 188 (AC)8T 49,5°C 6 5 7; 1; 9 

189# (ATG)6 49,5°C 4 2 6 

192 (AC)8YG 40°C 2 1 2 

196; 199 (GGGTG)3 50°C 5 4 1; 1 

201 (GA)8T 50°C 4 2 12 
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Cont. Tabela 6 

Numeração no mapa 

de ligação 

Sequência (5′-

3′) 

Temperatura 

de anelamento 

N° de locos 

amplificados 

N° de locos polimórficos Grupo de 

Ligação 

208# (CAC)3GC 45°C 5 2 10 

216#; 218 (AG)8YT 42°C 6 5 4; 12 

225; 226 (AC)8CG 55°C 7 3 2; 4 
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 Para o método RAPD (Figura 5) foram testados 24 iniciadores, sendo que 

destes cinco não detectaram polimorfismo e 19 foram selecionados pelo 

polimorfismo. Foi gerado um total de 56 marcas e o número médio de marcadores 

mapeados foi de 2,95. Para os 19 iniciadores RAPD foi produzido um total de 111 

locos, dos quais 56 foram polimórficos entre os genitores e mapeados. Uma 

descrição mais detalhada dos marcadores RAPD, incluindo numeração no mapa 

de ligação, sequência dos marcadores utilizados, número de locos amplificados, 

número de locos polimórficos e grupo de ligação está disponível na Tabela 7. 

 

Figura 5- Gel agarose 2%; amplificação de fragmentos de DNA utilizando 
marcador RAPD OPAC 20. (1) P1, (2) P2, (3) F1, e (4-20) F2. M= marcador de 
peso molecular. As setas indicam o polimorfismo entre os genitores e o F1. 

  

 Tanto para marcadores ISSR quanto para RAPD foram obtidos um número 

elevado de locos, entretanto para o mapeamento foram utilizados apenas locos 

polimórficos entre os genitores e o F1, sendo assim, locos que não obedeciam a 

essa condição e de caráter monomórfico foram descartados.  

 Dentre os mapas genéticos para Capsicum baseados em marcadores 

RAPD destaca-se o de Minamiyama et al., (2006), no qual foi construído um mapa 

para C. annuum formado por 13 grupos de ligação contendo 60 marcas RAPD 

além de outros marcadores. Ben Chaim et al., (2001) mapearam apenas cinco 

marcas RAPD, sendo o mapa constituído basicamente por marcadores AFLP e 

RFLP.

   M    1     2      3     4     5     6     7     8      9     10   11   12   13   14   15    16   17    18   19    20 
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Tabela 7. Numeração no mapa de ligação, sequência dos marcadores RAPD utilizados, número de locos amplificados, número de 
locos polimórficos e grupo de ligação. Os marcadores que mostraram distorção de segregação mendeliana são indicados com # 

(P<0,05). 

Iniciador Numeração no 

mapa de ligação 

Sequência (5′-3′) N° de locos 

amplificados 

N° de locos 

polimórficos 

Grupo de 

Ligação 

OPAA 04 2; 3; 4 AGGACTGCTC 8 5 3; 10; 10 

OPAA 11 

OPAA 16 

OPAA 18 

OPAB 05 

OPAB 09 

OPAB 14 

5; 6; 7 

9#; 10 

11; 12; 13 

14; 15 

16#; 17; 19# 

20; 21 

ACCCGACCTG 

GGAACCCACA 

TGGTCCAGCC 

CCCGAAGCGA 

GGGCGACTAC 

AAGTGCGACC 

7 

5 

8 

7 

9 

8 

5 

2 

4 

4 

5 

    6 

4; 1; 5 

1; 3 

1; 1; 2 

10; 6 

2; 6; 1 

9; 7 

OPAC 07 22 GTGGCCGATG 5 4  7 

OPAC 10 24#; 25; 28 AGCAGCGAGG 8 7 2; 2; 2 

OPAC 17 30; 31; 32 CCTGGAGCTT 7 5 2; 1; 2 
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Cont. Tabela 7 

Iniciador Numeração no 

mapa de ligação 

Sequência (5′-3′) N° de locos 

amplificados 

N° de locos 

polimórficos 

Grupo de 

Ligação 

OPAC 20 33; 34; 35#; 36 ACGGAAGTGG 11 9 1; 5; 5; 2 

OPB 17 

OPE 06 

OPE 07 

37; 38; 39 

40; 41; 42 

43#; 45#; 46; 47 

AGGGAACGAG 

AAGACCCCTC 

AGATGCAGCC 

9 

9 

10 

8 

7 

9 

1; 4; 3 

1; 6; 1 

3; 5; 4; 5 

OPF 1 48; 49; 50 ACGGATCCTG 9 5 10; 7; 4 

OPK 16 

OPN 06 

OPN 08 

OPW 06 

51; 52; 54# 

55; 56; 57; 58 

59; 60; 61 

62; 64; 65; 67 

GAGCGTCGAA 

GAGACGCACA 

ACCTCAGCTC 

AGGCCCGATG 

11 

11 

8 

9 

9 

10 

4 

8 

4; 5; 4 

4; 11; 1; 8 

6; 4; 7 

2; 2; 2; 2 
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 Marcadores RAPD foram mapeados em praticamente todos os grupos de 

ligação do mapa para C. baccatum, exceto o grupo 12. As marcas ISSR foram 

distribuídas em todos os grupos de ligação, entretanto, de forma desigual. Foi 

possível observar uma concentração de marcadores de um mesmo tipo em 

regiões limitadas do mapa de ligação, como por exemplo, o acúmulo de marcas 

ISSR nos grupos 5 e 7.  Em outros trabalhos desenvolvidos com Capsicum 

também foram observados acúmulo de um mesmo tipo de marcadores em uma 

determinada região (Livingstone et al., 1999; Kang et al., 2001; Sugita et al., 

2005). De acordo com Sugita et al., (2005) essa concentração de marcadores é 

considerada comum no genoma de Capsicum e de outras solanáceas.  

 Marcadores ISSR e RAPD, apesar de dominantes, revelaram uma boa 

quantidade de locos polimórficos que puderam ser mapeados e possibilitaram a 

construção dos grupos de ligação. Se somados, o percentual de marcas geradas 

pelos marcadores ISSR e RAPD foi de 77,05%, taxa essa bem superior ao do 

marcador microssatélite, que foi de 22,95%. Isso ressalta a importância dos 

marcadores dominantes para a construção do mapa, especialmente para 

espécies que ainda não possuem mapas descritos. Além disso, possibilitaram a 

alocação dos marcadores microssatélites ao longo dos grupos de ligação.  

 

3.1.4.3. Polimorfismo e transferibilidade de marcadores microssatélites 

 Em relação aos marcadores microssatélites (Figura 6), do total de 152 

marcadores microssatélites disponíveis para C. annuum, e testados em C. 

baccatum var. pendulum, 62 foram transferidos com sucesso e considerados 

polimórficos, sendo que 42 foram mapeados, resultando em um percentual de 

40,8% de marcadores microssatélites transferidos. Não pôde ser afirmada uma 

boa transferabilidade de alguns iniciadores microssatélites, pois não houve uma 

leitura clara dos géis. Em outros casos, foi possível observar que houve 

amplificação e, portanto transferência do iniciador, mas não foi detectado 

polimorfismo. Apesar de parte dos iniciadores microssatélites não terem sido 

transferidos (59,2%), fica evidente que as regiões que flanqueiam os 

microssatélites são conservadas entre espécies. Além disso, o presente estudo é 
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pioneiro para validação desses marcadores na espécie C. baccatum, o que 

possibilita estudos de sintenia dentro do gênero Capsicum. 

  

 

Figura 6- Gel agarose ‘Metaphor’ 4%; amplificação de fragmentos de DNA 
utilizando o microssatélite CAMS-263. (1) P1, (2) P2, (3) F1, e (4-15) F2.  
 
 Observou-se uma boa correspondência entre a alocação dos marcadores 

microssatélites nos grupos de ligação de Capsicum baccatum var. pendulum 

obtidos neste trabalho e os do grupo de ligação de C. annuum obtidos por 

Minamiyama et al., (2006). Uma porcentagem de 66,67% dos marcadores 

microssatélites mapeados neste estudo foram comuns aos grupos de ligação 

construídos por Minamiyama et al., (2006). Essa elevada similaridade é de grande 

relevância para estudos de sintenia e mapeamento comparativo com outras 

espécies de Capsicum. 

 A caracterização dos marcadores microssatélites utilizados neste estudo, 

incluindo tipo de repetição, sequência do par de iniciadores, temperatura de 

anelamento otimizada, grupo de ligação obtido, e tamanho do produto esperado 

(pb), bem como uma comparação com o mapa de ligação para C. annuum 

construído por Minamiyama et al., (2006) está disponível na Tabela 8. 
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Tabela 8. Marcadores microssatélites utilizados, tipo de repetição, sequência do par de iniciador, temperatura de anelamento 
otimizada, grupo de ligação obtido neste trabalho, grupo de ligação obtido por Minamiyama et al., (2006) e tamanho do produto 
esperado (pb).  
 
Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de 

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

228 CAMS-351 (tg)3...(ag)

26 

cgcatgaagcaaatgtacca acctgcagtttgttgttgga 55°C 4 4 206 

229 CAMS-

352-2 

(ag)8...(ag

)3 

gctccttatgtggtggagga caccttctgactttggctga 55°C 4 4 240 

237 CAMS-163 (at)7(gt)14 tccatatagcccgtgtgtga gcgtgggaatacaatgct

aga 

62°C 4 5 250 

239 CAMS-173 (cata)7...(a

c)4 

caaccgccagtagacaggtt gtgcgtgtgcgtgtgtgtat 55°C 4 4 169 

 

263 CAMS-190 (ta)8(tg)11..

.(ata)3 

tttctgcagtgttaccaatatttca cccatgggtcctacctcag 62°C 5 5 212 

264 CAMS-191 (ac)10a(ta)

4 

cccgaatccaagtcattgag taaatccggttccctttcct 62°C 5 3 224 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura  

de  

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

272 CAMS-

070 

(gt)3...(tct)3

(ac)16.(ac)3 

ccctgaacttgtcctccaaa gggtatggggtgtaggtgtg 55°C 6 6 248 

277 CAMS-

024 

(tg)14tt(tg)3 tgttgaggcttgggaaaaac caagataatgggtagaaag

gcaac 

60°C 8 8 219 

278 CAMS-

090 

(ca)3a(ac)1

5 

tcgctcaaagcacatcaaag cttgattgttcttccactgctg 62°C 8 8 243 

279 CAMS-

040 

(ta)4tg(ta)4.

.(tg)10 

tatagcctgtgggtgccttc tggggtgaacaatagcatgt  3 3 248 

280 CAMS-

142 

(ta)3...(ac)7

(ac)12 (ta)8 

gagcgcttaagtggtcatagg ctacaacgccccaaaaca

at 

55°C 1 7 241 

281 CAMS-

177 

(ta)4tg(ta)4 

(tg)11 

attctctacccctgcctgtg ctcaggagatgtcccacgat 55°C 6 2 229 

282 CAMS-

378 

(tc)6...(tc)4.

..(ct)3 

gaaatcgacgcgtttctagc tgtggggagagagaggaa

ga 

55°C 1 1 168 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura  

de  

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

285 CAMS-

227 

(tgg)3...(tg)

8 

tttgtcctttaattcaccttttga gcatcaaaataaggataaa

gttatgg 

60°C 5 5 296 

286 CAMS-

207-2 

(ac)4at(ac)

8(at)3 

ctcacgagccacttgaacac gccttgtttcctatcccaac 55°C 5 5 243 

287 CAMS-

199 

(ta)3(tg)9...(

ta)3 

ccctacctcggcatgtgata tgcattgcatggggatataa 62°C 1 5 188 

290 CAMS-

373 

(ag)8 ggttgatggtccatgttcaa cctcctaccctatccccaag 55°C 12 12 230 

293 CAMS-

450 

(tct)3...(tct)

4a(tct) 

ccttcttctttgccaccttc tagcagcagctgatggaga

a 

58°C 5 5 220 

297 CAMS-

324 

(tc)4...(tc)9.

..(tc)3 

aacttgatccaacggctgag tcgaaggagagaaacggtt

g 

58°C 7 7 172 

299 CAMS-

478 

(ag)12 gagtgccatgctgattaagga cacgactgtcttgcctgaac 55°C 3 3 248 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura  

de  

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama et 

al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

301 CAMS-

679 

(tat)16 tttgcatgttttacccattcc atgtgaaacacataggtag

cactga 

55°C 1 1 200 

 

304 CAMS-

456 

(tc)10 atggagctggggctaaaaat gctcagcaaattgaggaga

ag 

55°C 2 1 153 

306 CAMS-

301 

(tg)6tt(ag)1

2 

ctgtccatgcttgtgatgct tgatttgtgcctcgtttgag 55°C 8 8 180 

308 CAMS-

610 

(taa)5...(ta

a)11 

ttgggacatgacaattctgc aaacgtacattaggtagatc

cggta 

55°C 1 1 207 

309 CAMS-

885 

(gaa)28 aacgaaaaacaaacccaat

ca 

ttgaaattgctgaaactctga

a 

60°C 2 2 248 

310 CAMS-

492 

(tc)6...(ac)4

(tc)4 

gttcaaacacttccccctca tgtcatcgttggtcgttacc 55°C 1 12 250 

311 CAMS-

679 

(tat)16 tttgcatgttttacccattcc atgtgaaacacataggtag

cactga 

63°C 1 1 200 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de 

anelamento 

Grupo de 

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama et 

al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

316 CAMS-

020 

(tg)9...(tg)7 cagcagtaacagaggcagg

tc 

cacaagtgagtttattcatat

cacca 

55°C 12 5 171 

318 CAMS-

644 

(tg)3...(ag)2

6 

cgcatgaagcaaatgtacca acctgcagtttgttgttgga 55°C 4 4 206 

323 CAMS-

234 

(ta)5(tg)6cg

(tg)7 

tatagcccatgggtgccttt aaaacccaatattaaccat

atgcaa 

55°C 6 6 157 

324 CAMS-

015 

(ac)7at(ac)

8a(ta)7 

tcatgttgattatgcttttgttca ccatgtattgtatgatacctg

agaaa 

55°C 7 2 112 

326 CAMS-

101 

(tg)4ta(tg)1

0 

tcagcaattaacatgccaaa

a 

tggattgggagaagatcga

c 

55°C 6 6 217 

329 CAMS-

051 

(gt)3a(ta)4(t

g)11 

acccagttccctttcttggt gaaggttagcggaatgaa

cg 

58°C 11 5 151 

331 CAMS-

081 

(ta)7(tg)12 gttgggggagagttgggtat tggggtgaacactagcatgt 55°C 3 7 238 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de 

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

340 CAMS-

065 

(ac)12 ccagtctcatccagcagaca catatgctgctcctgcattc 55°C 2 2 213 

342 CAMS-

072 

(ac)13 cccgcgaaatcaaggtaat aaagctattgctactgggttc

g 

55°C 5 5 153 

346 CAMS-

417 

(tc)6ta(tc)3 cccaaagacgatttgctga attgcctgtgagtgcaacaa 62°C 4 10 240 

359 CAMS-

892-2 

(tct)12 cgtcgattgaccattgagtg Tccttctaggaggcatgttttt 62°C 2 2 184 

361 CAMS-

358 

(tg)7 gacccttctcccctttttctt cacatggacggatccttttt 55°C 6 6 218 

365 CAMS-

236 

(ac)14a(ta)1

0 

ttgtagtttgcgtaccatttga atgaatccagggttccaca

a 

55°C 2 7 191 

366 CAMS-

224-2 

(ta)5(tg)12 tctctgctccaaaatggtga gtgcgaacccactttgaaat 55°C 1 1 201 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de 

anelamento 

Grupo de 

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

371 CAMS-

095 

(ca)3..(ca)9

.(ac) 

5at(ac)9(at

)6g(ta)3 

cgctagcatgacactcaagg aaacggcaaggctacaca

tc 

60°C 5 1 228 

374 CAMS-

201 

(ta)7(tg)15ta

(tg)4...(ta)3 

ggttattggtttggttcattttt ttggactaaatgttgatacg

agaaa 

55°C 9 9 201 

NM* CAMS-

063-2 

(tc)6...(ac)

4...(tc) 

ccactctccaaaagcaaac

c 

tgtttgccactgtatgtgtct

g 

55°C 

 

- 2 

 

213 

199 

NM CAMS-

075 

(tg)10 actaattacacattctgcattttc

tc 

aggctcgagtaccacgaa

ga 

55°C - 5 190 

NM CAMS-

089 

(tc)19 aacagcgctgatcctttacc caacatcacagtggcaga

aga 

55°C - 11 221 

NM CAMS-

117 

(tg)21(ta)3 ttgtggaggaaacaagcaaa cctcagcccaggagacat

aa 

55°C - 11 223 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de  

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

NM CAMS-

122 

(ta)3t(ac)8..

.(ac)3 

catccacgtgcatagtcagg ttctaagtgttgaaattatgg

gattt 

60°C - 5 178 

NM CAMS-

153 

(ta)7(tg)14cg

(tg)6 

tgcacaaatatgaatcccaa

ga 

aagtcagcaaacacatctg

acaa 

62°C - 6 243 

NM CAMS-

162 

(ta)7(tg)7ta(

tg)6 

ggaccgttcaggaggttaca gccatcattcaaaaccgaa

t 

55°C - 1 210 

NM CAMS-

194 

(ta)7...(tg)11

aa(tg)3 

tcatggaaaattaacaacgc

ata 

gggggttggagaagaaag

tt 

55°C - 1 245 

NM CAMS-

237 

(ta)6(tg)13 ccttcccttgaaattgatatttta

c 

tcccctatcactcacatctgc 60°C - 2 221 

NM CAMS-

330 

(ct)3...(tc)12 ggctaccgccttctgactta ttcgtatctggggtgtcaaa 55°C - 4 208 

NM CAMS-

336 

(tc)16 ggtggaaacttgcttggaga cccagaaccatccacctac

t 

55°C - 3 157 

NM CAMS-

361 

(ga)7 ttggtgtggttaggggagag ggcgttcgaacttgtgaaat 55°C - 4 207 
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Cont. Tabela 8 

Numeração 

para QTLs 

Numeração 

no mapa  

de ligação  

Repetição “Forward” (5′-3′) 

 

“Reverse” (5′-3′) 

 

Temperatura 

de 

anelamento 

Grupo  

de  

ligação 

Grupo de ligação 

(Minamiyama  

et al., 2006) 

Tamanho do 

produto 

esperado (pb) 

NM CAMS-

454 

(ct)3...(tc)4

c(ct) 

gagcctcttaatgtatctgaaa

aca 

aattttggtgaatcgcacct 55°C - 9 243 

NM CAMS-

494 

(ag)7...(ag)

3 

ggtaggtgaggacccacag

a 

aactatacccccgctgctct 55°C - 4 247 

NM CAMS-

647 

(tat)6tg(tta)

3...(tat)21 

cggattcggttgagtcgata gtgctttggttcggtctttc 55°C - 3 221 

NM CAMS-

684 

(tat)4(taa)7

...(taa)10 

cagggtgagccaaaccata

g 

tcaagactactaggtcgtgg

aatg 

55°C - 6 232 

NM CAMS-

806 

(aga)19 tgtcacaagtgtcaaggtagg

ag 

ccccaaaaattttccctcat 55°C - 10 227 

NM CAMS-

826 

(gaa)6ga(g

ga) 

cttgatctcaagaaccagcta

caa 

tgtacattgaagacacgga

agaa 

55°C - 8 244 

NM CAMS-

864 

(aga)32 ctgttgtggaagaagaggac

a 

gcttctttttcaacctcctcct 55°C - 7 222 

NM CAMS-

891 

(gaa)8 ctccgagaaggatgtcagga actgagcgactgatgcctct 55°C - 6 204 

*NM – Marcadores não mapeados, mas que foram transferidos com sucesso para Capsicum baccatum var. pendulum, sendo 
detectado polimorfismo entre os genitores e a progênie. 
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 Em concordância com os dados obtidos, Zhu et al., (2012) realizaram um 

estudo para averiguar a transferibilidade de 35 iniciadores microssatélites 

disponíveis para solanáceas como batata, tomate e berinjela em Solanum 

elaeagnifolium, espécie que também não possui iniciadores microssatélites 

disponíveis até o momento. Dentre esses, 13 (37,14%) pares de iniciadores foram 

polimórficos em S. elaeagnifolium. 

 Os resultados obtidos na presente pesquisa são mais favoráveis do que 

aqueles obtidos no estudo desenvolvido por Priyamedha et al., (2012), que testou  

a  transferibilidade de 359 iniciadores microssatélites desenhados para Brassica 

rapa, B. oleracea, B. nigra e B. napus para construção do primeiro mapa genético 

da espécie Brassica carinata. Apenas 15 iniciadores microssatélites foram 

transferidos com sucesso, ou seja, a taxa de transferência foi de 4,1%, cerca de 

dez vezes menor que a taxa de transferência obtida nessa pesquisa. Baixa taxa 

de transferência também foi observada por Kuleung et al., (2004) ao estudarem a 

transferibilidade de iniciadores microssatélites sintetizados para trigo em centeio e 

vice-versa, constatando uma transferibilidade de trigo para centeio de 17%, 

enquanto 25% dos marcadores desenhados para centeio foram polimórficos em 

trigo. Varshney et al., (2005) testaram a transferibilidade de 185  marcadores 

microssatélites de cevada em arroz e obtiveram resultados semelhantes ao desta 

pesquisa, detectaram que 78 foram transferidos com sucesso, possibilitando 

detectar polimorfismo na cultura. A descrição dos diferentes trabalhos com as 

porcentagens dos marcadores microssatélites transferidos, bem como a do 

presente estudo encontra-se na Tabela 9. 

 Marcadores do tipo microssatélite foram mapeados em praticamente todos 

os grupos de ligação, exceto no grupo 10. Mimura et al., (2012) construíram um 

mapa genético integrado por 253 marcadores (151 SSRs, 90 AFLPs, 10 CAPSs e 

2 TAGs), no qual foram mapeadas marcas microssatélites em todos os grupos de 

ligação. Barchi et al., (2007) desenvolveram um mapa para C. annuum no qual 

foram integradas 40 marcas microssatélites concentradas em poucos grupos de 

ligação, demonstrando que esses marcadores não foram bem distribuídos pelo 

genoma. 
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Tabela 9. Comparação dos percentuais de marcadores microssatélites 
transferidos para algumas espécies com a taxa obtida no presente trabalho para 
C. baccatum. 
 

 
 Foi possível observar neste estudo que a distribuição dos marcadores não 

foi uniforme nos grupos de ligação, entretanto estavam presentes em 

praticamente todos os grupos de ligação. O maior número de marcadores 

microssatélites foram mapeados no grupo de ligação 4, correspondendo a seis 

marcas, sendo quatro destas mapeadas no mesmo grupo de ligação do trabalho 

de Minamiyama et al., (2006).  

 Para as espécies que não possuem mapas de ligação descritos é comum 

que seja utilizado mais de um tipo de marcador. Outros marcadores são também 

importantes para agregar marcas microssatélites ao mapa, especialmente quando 

não existem marcadores desse tipo desenhados para a espécie estudada. Para 

C. annuum que possui mapas de alta densidade já descritos é possível construir 

mapas que sejam saturados apenas com microssatélites (Mimura et al., 2012; 

Sugita et al., 2013). Em geral, a obtenção de mapas genéticos para espécies 

menos pesquisadas é dificultada pela disponibilidade e transferibilidade dos 

marcadores moleculares, especialmente microssatélites. 

 Foram testados cerca de 30 microssatélites desenhados para tomate 

(Geethanjali et al., 2010), entretanto não foram viáveis para genotipagem da 

Espécie  SSR Espécie Transferência (%)  Autoria Mapa 

Triticum aestivum Secale cereale 25 Kuleung et al., 

(2004) 

Hordeum vulgare Oryza rufipogon, 

O. sativa 

42,1 Varshney et al., 

(2005) 

Brassica carinata B. rapa, B. 

oleracea, B. nigra 

e B. napus 

4,1 Priyamedha et 

al., (2012) 

Solanum 

elaeagnifolium 

S. lycopersicun, S. 

tuberosum, S. 

melongena 

37,14 Zhu et al., (2012) 

Capsicum 

baccatum 

C. annuum 40,8 Moulin (2013) – 

este trabalho 
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população de C. baccatum. Para a maioria não houve amplificação, e dentre os 

pares de iniciadores microssatélites que demonstraram alguma amplificação, 

nenhum forneceu boa nitidez dos locos nos géis e nem mesmo revelou 

polimorfismo entre os genitores, obtendo-se padrões monomórficos entre os 

genitores e a progênie.  

 Como não se tem informações a respeito da transferibilidade e uso dos 

microssatélites para a espécie C. baccatum, a construção de mapas de ligação 

incorporando esses marcadores de natureza codominante representam uma 

valiosa estratégia para estudos genômicos na espécie.  

 A identificação de marcadores microssatélites polimórficos representa um 

grande avanço para a implementação de seleção assistida por marcadores nos 

programas de melhoramento de C. baccatum, e possibilita também que a cultura 

se beneficie dos avanços em genética e genômica de outras espécies mais 

estudadas, como C. annuum. Em um próximo trabalho podem ser incluídos mais 

marcadores microssatélites para maior saturação do mapa e realizados estudos 

mais aprofundados de sintenia com outras espécies do genêro Capsicum e da 

família Solanaceae.  

 

 

3.1.4.4. Mapeamento de QTLs 

 O mapeamento por intervalo padrão permitiu a identificação de QTLs 

associadas às 13 características agronômicas quantitativas e às três 

características qualitativas avaliadas.    

 

 3.1.4.4.1. Mapeamento de QTLs para características quantitativas 

 Para os caracteres quantitativos o número de QTLs obtidos variou entre 3 e 

11 e a taxa da variação fenotípica explicada variou de 0,76% a 3,45%. O número 

médio de QTLs para as características avaliadas foi de 5,46. Os grupos de 

ligação, marcadores e a porcentagem de variação fenotípica explicada por cada 

marcador, dentre outras características estão disponíveis na Tabela 10.   
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Tabela 10. Caracterização dos QTLs detectados para cada um dos descritores 
quantitativos avaliados em uma população F2 de Capsicum baccatum var. 
pendulum. 
 
Característica Grupo 

de 

Ligaçãoc 

Marcador Posição 

(cM) 

LOD 

score 

LODb 

threshold 

% de 

variação 

Altura da  5a 7 166,9 2,03 4,29 1,34 

planta 8 264 41,2 1,98 4,29 1,10 

(ALPa) 9 374 59,5 2,06 4,29 2,06 

 10 141 73,8 2,36 4,29 1,45 

 1b 371 17,3 1,89 4,29 1,45 

 5b 159 0,0 1,96 4,29 2,12 

Total      9,52 

Diâmetro da  1b 371 17,3 1,75 3,25 1,25 

copa (DICa) 5b 159 0,0 1,69 3,25 1,36 

 5b 169 9,0 1,95 3,86 0,98 

 5b 158 14,8 1,25 3,68 0,87 

 5b 144 21,4 1,36 3,35 0,96 

 5b 176 27,7 1,56 3,35 0,94 

 5b 149 35,5 1,63 3,35 1,56 

 5b 165 54,2 1,87 2,89 1,32 

Total      9,24 

N° de dias  11 118 0,0 1,98 4,15 1,65 

para floração  5b 159 0,0 1,65 4,15 1,35 

 (DFLa) 5b 165 54,2 1,55 4,15 2,01 

Total      5,01 

N° de dias 11 118 0,0 1,69 4,25 2,35 

 para   5b 159 0,0 1,96 4,82 3,45 

 frutificação 

(DFRa) 

5b 165 54,2 1,85 4,82 0,98 

Total      6,78 

N° de frutos  7a 365 126,6 1,96 4,12 2,34 

por planta 9 374 59,5 1,96 4,12 1,56 

(NFPa) 1b 282 80,2 1,96 3,36 0,98 

 2a 152 90,0 1,36 3,36 1,25 

 5b 159 0,0 2,15 3,56 1,36 

 5b 169 9,0 2,15 3,56 1,53 
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Cont, Tabela 10 

Característica Grupo 

de 

Ligaçãoc 

Marcador Posição 

(cM) 

LOD 

score 

LODb 

threshold 

% de 

variação 

 5b 158 14,8 2,15 3,56 1,65 

 5b 144 21,4 2,15 3,56 1,56 

 5b 176 27,7 2,15 3,65 1,69 

 5b 149 35,5 2,15 3,12 1,23 

 5b 165 54,2 1,98 3,56 0,98 

Total      16,13 

Massa média  2a 359 258,3 1,69 4,08 1,45 

do fruto  3a 299 181,1 1,56 3,65 2,36 

(MMFa) 12 316 43,1 1,48 3,65 0,96 

 5b 159 0,0 1,96 3,65 1,56 

 5b 158 14,8 1,63 3,65 1,69 

 5b 144 21,4 1,54 3,65 1,56 

 5b 176 27,7 1,96 3,65 1,56 

 5b 149 35,5 1,96 3,65 1,65 

 5b 165 54,2 1,96 3,65 1,65 

Total      14,44 

Comprimento  11 118 0,0 1,96 4,08 1,98 

do fruto  5b 159 0,0 2,13 4,08 1,76 

(CMFa) 5b 165 54,2 2,01 4,08 1,98 

Total      5,72 

Diâmetro do  11 118 0,0 2,01 3,79 1,76 

fruto (DMFa) 5b 169 9,0 2,01 3,79 1,09 

 5b 149 35,5 2,01 3,79 1,87 

Total      4,72 

Espessura da  7a 324 38,3 2,14 3,95 1,09 

polpa do fruto  5b 159 0,0 2,14 3,95 1,13 

(EPFa) 5b 165 54,2 2,14 3,95 1,09 

Total      3,31 

Teor de  5a 342 82,2 1,98 4,95 2,13 

sólidos 5b 159 0,0 1,98 2,78 1,96 

solúveis  5b 169 9,0 1,98 2,78 0,98 

(TSSa) 5b 158 14,8 1,96 2,78 0,76 

 5b 144 21,4 1,96 2,78 0,76 

 5b 176 27,7 1,96 2,78 1,02 
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Cont, Tabela 10 

Característica Grupo 

de 

Ligaçãoc 

Marcador Posição 

(cM) 

LOD 

score 

LODb 

threshold 

% de 

variação 

 5b 149 35,5 2,01 3,95 2,16 

 5b 165 54,2 2,01 3,62 2,34 

Total      12,08 

Massa seca  11 118 0,0 1,98 3,23 1,98 

do fruto  1b 371 17,3 1,98 3,62 2,09 

(MSFa) 5b 159 0,0 1,98 3,62 2,15 

 5b 165 54,2 1,98 4,62 3,34 

Total      9,56 

Teor de  10 141 73,8 2,12 3,59 2,56 

massa seca  11 118 0,0 2,12 3,59 2,34 

do fruto  1b 287 0,0 2,87 3,59 2,65 

(TMSa) 5b 169 9,0 2,69 3,59 2,09 

 5b 149 35,5 2,62 3,59 2,43 

Total      12,07 

N° de  11 118 0,0 1,98 3,65 0,96 

sementes  5b 169 9,0 2,36 3,65 0,99 

(NSa) 5b 158 14,8 2,36 3,65 1,36 

 5b 144 21,4 2,36 3,65 1,56 

 5b 176 27,7 2,36 3,65 2,03 

Total      6,90 
aMétodo de análise por intervalo padrão para dados paramétricos. bDeterminado 

por teste de permutação a 5% de probabilidade. 
 

 Considerando as 13 características avaliadas, 71 QTLs de pequeno efeito 

foram detectados em nove grupos de ligação. Apenas nos grupos 3, 4 e 6 não 

foram detectados QTLs. Alguns locos marcadores estão presentes no controle de 

mais de uma característica, em especial os marcadores do grupo de ligação 5b. 

Segundo Schuster & Cruz (2004) o conhecimento do número e dos efeitos dos 

QTLs pode propiciar aos melhoristas conhecimento do controle genético destas 

características e permitir a elaboração de estratégias de seleção mais eficientes.

 Alimi et al., (2013) utilizando 149 linhas recombinantes melhoradas de C. 

annuum, detectaram 24 QTLs variando de menor a maior efeito para 16 

caracteres agronômicos avaliados. Yarnes et al., (2013) desenvolveram um mapa 

genético para pimenta, a partir do cruzamento de C. frutescens e C. annuum e 
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identificaram 96 QTLs associados a 38 características agronômicas avaliadas. 

 Os valores da estatística LOD Score para a maior parte dos QTLs, obtidos 

pelo uso do Programa R/‘Pacote QTL’, são valores críticos, o que pode ser 

justificado pela herdabilidade da maioria das características agronômicas 

estudadas, que variou de moderado a baixo. Para Martinez et al., (1999) os 

fatores mais importantes que influenciam o poder e os parâmetros do QTL são a 

herdabilidade e a variância genética da característica.  

 Os QTLs identificados propiciaram uma baixa explicação das 

características fenotípicas avaliadas, mas representam importantes estimativas de 

localização de QTLs responsáveis por determinadas características para a 

espécie C. baccatum. QTLs com menores efeitos são localizados com menor 

precisão. De acordo com Asins et al., (2004), muitos QTLs são de pequeno efeito, 

sendo responsáveis por menos de 10% da variação fenotípica e muitos deste tipo 

já foram detectados em trabalhos cuja herança das características em estudo era 

poligênica ou quantitativa.  

 Possivelmente uma maior saturação do mapa de ligação irá possibilitar que 

os QTLs obtidos neste trabalho tenham sua magnitude aumentada e realocação 

no mapa de ligação para explicação de um determinado caráter ou ainda, à 

medida que mais QTLs forem identificados, índices de eficiência maiores poderão 

viabilizar a seleção assistida por marcadores. 

 Para o caráter altura (ALP) das plantas seis marcadores foram 

identificados. Esses marcadores encontram-se localizados em cinco grupos de 

ligação, sendo um no grupo 1b, dois no grupo 5 (um no 5a e um no 5b), um no 

grupo 8, um no grupo 9 e um no grupo 10. Uma das marcas foi RAPD (7), duas 

ISSR (141 e 159), e três microssatélites (264, 371 e 374). A taxa de variação 

fenotípica explicada variou de 1,10 a 2,12, totalizando 9,52%. Ben Chaim et al., 

(2001) obtiveram resultados divergentes ao deste trabalho, os autores  

identificaram oito QTLs baseado em um mapa construído a partir de 180 famílias 

em F3 de C. annuum. Os QTLs foram detectados nos grupos 2, 3, 4, 6 e 8, 

apenas o grupo 8 é comum ao deste trabalho, o que pode entre outros motivos, 

estar relacionado ao complexo gênico das espécies C. baccatum e C. annuum, 

que são diferentes.  

 Com relação à característica diâmetro da copa (DIC) foram detectados oito 

marcadores. Esses foram localizados em dois grupos de ligação, sendo um no 
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grupo 1b e sete no grupo 5b. O marcador mapeado no grupo 1b e identificado 

como QTL é um microssatélite, enquanto os demais marcadores associados com 

o diâmetro da copa são todos ISSR mapeados no grupo 5b (144, 149, 158, 159, 

165, 169 e 176). E a variação explicada por esses marcadores variaram de 0,87 a 

1,56, totalizando 9,24%. 

 Para o número de dias para floração (DFL) e número de dias para 

frutificação (DFR) foram estimados os mesmos três marcadores, sendo um no 

grupo 11, e dois no grupo 5b. Os marcadores associados a essas características 

são do tipo ISSR. A porcentagem de variação fenotípica explicada variou de 1,35 

a 2,01 para número de dias para floração e de 0,98 a 3,45 para número de dias 

para frutificação, totalizando 5,01% e 6,78% respectivamente. Como são 

características correlacionadas, era previsível que pelo menos uma parte dos 

marcadores fosse comum. Yarnes et al., (2013) identificaram QTLs em grupos de 

ligação diferentes dos obtidos neste trabalho, para número de dias para floração o 

QTL associado foi observado no grupo 6 e para número de dias para frutificação o 

QTL foi detectado no grupo 8. Entretanto, nesse trabalho os autores utilizaram 

uma população de mapeamento oriunda de cruzamento interespecífico entre C. 

frutescens e C. annuum.  

 Para o caráter número de frutos por planta (NFP) foi identificado o maior 

número de marcadores, correspondendo a um total de 11 marcadores. Esses 

marcadores encontram-se localizados em cinco grupos de ligação, sendo um no 

grupo 1b (282), um no grupo 2a (152), sete no grupo 5b (144, 149, 158, 159, 165, 

169 e 176), um no grupo 7a (365) e um no grupo 9 (374). Para essa 

característica, três marcas associadas foram de microssatélites (282, 365 e 374) e 

oito de ISSR (144, 149, 152, 158, 159, 165, 169 e 176). A taxa de variação 

fenotípica explicada variou de 0,98 a 2,34, totalizando 16,13%. Alimi et al., 

(2013) também detectaram marcadores nos grupos 1 e 2 associados ao número 

de frutos por planta em C. annuum. Trabalhos desenvolvidos por Rao et al., 

(2003) com C. annuum  identificaram nos grupos de ligação 2, 3 e 11 os possíveis 

QTLs responsáveis pela característica. Barchi et al., (2009) realizaram a 

caracterização fenotípica para esse caráter, mas não identificaram QTLs 

relacionados ao caráter. 

  Com relação à massa média de frutos (MMF) foram discriminados nove 

marcadores, sendo localizados em quatro grupos de ligação distintos, um no 
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grupo 2a (359), um no grupo 3a (299), um no grupo 12 (316) e seis no grupo 5b 

(144, 149, 158, 159, 165 e 176). Três marcadores mapeados e associados ao 

MMF são microssatélites (299, 316 e 359) e os demais são ISSR. A variação 

explicada ficou entre 0,96 a 2,36, correspondendo a um total de 14,44% da 

variação fenotípica.  Lu et al., (2012) ao desenvolverem um mapa denso para uma 

população de C. annuum detectaram três QTLs relacionados à MMF nos grupos 3 

e 4, e esses explicaram 30,14% da variação fenotípica. Barchi et al., (2009) 

mapearam QTLs associados ao MMF nos grupos de ligação 3, 4, 11 e 12, 

enquanto Rao et al., (2003) identificaram QTLs nos grupos 1, 2, 3, 4, 8, 10, 11, o 

que indica que possivelmente esse caráter é controlado por QTLs localizados em 

alguns grupos de ligação.  

 Para o comprimento (CMF) e diâmetro (DMF) dos frutos foram identificados 

três marcadores para cada caráter. Para o comprimento do fruto foi identificado 

um marcador no grupo 11 (118) e dois no grupo 5b (159 e 165). Para o diâmetro 

do fruto foi identificado o mesmo marcador no grupo 11, e dois no grupo 5b (149 e 

169). Todos os marcadores associados foram do tipo ISSR. O percentual de 

variação explicado foi de 1,76 a 1,98 para o comprimento do fruto, e de 1,09 a 

1,87 para diâmetro do fruto, totalizando 5,72% e 4,72% respectivamente. Em 

consonância com o obtido neste trabalho, Yarnes et al., (2013) detectaram dois 

QTLs associados ao DF de pimenta e um QTL associado ao CF, todos no grupo 

de ligação 11. Em estudos desenvolvidos por Lu et al., (2012) foram identificados 

três QTLs na mesma posição para comprimento e diâmetro dos frutos nos grupos 

de ligação 4, 5 e 10, sendo que para CMF o grupo de marcadores explicou 

10,98%, enquanto para DMF foi explicado 21,44% da variação fenotípica. Ainda 

em relação ao CF, Lee et al., (2011) obtiveram resultados similares ao dessa 

pesquisa, e observaram QTLs nos grupos 5 e 11. Dados contrastantes foram 

obtidos por Borovsky et al., (2011) para CFM, que identificaram um QTL de 

grande efeito no grupo de ligação 10.  

 Considerando-se a característica espessura da polpa (EPF), foram 

identificadas três marcas, duas de ISSR no grupo 5b (159 e 165) e uma de 

microssatélite no grupo 7a (324). A variação explicada foi de 1,09 a 1,13, 

totalizando 3,31%.  

 Para o caráter teor de sólidos solúveis (TSS) foram obtidos oito 

marcadores, todos localizados no grupo de ligação 5, um no grupo 5a (342) e sete 
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no grupo 5b (144, 149, 158, 159, 165, 169 e 176). Uma das marcas associadas 

ao caráter TSS foi de microssatélite (342) enquanto as demais foram de 

marcadores ISSR. A porcentagem de variação fenotípica explicada variou de 0,76 

a 2,34, totalizando 12,08%. Ben Chaim et al., (2001) ao estudar o mesmo caráter 

em C. annuum detectaram QTLs nos grupo 3, 6 e 12. Entretanto, os autores 

utilizaram para construção do mapa marcadores AFLP e RFLP, distintos aos 

utilizados neste trabalho.  

 Para a característica massa seca do fruto (MSF) foram identificados quatro 

marcadores, em três diferentes grupos de ligação, sendo um marcador 

microssatélite no grupo 1b (371), dois do tipo ISSR no grupo 5b (159 e 165) e um 

do tipo ISSR no grupo 11 (118). A taxa da variação explicada ficou entre 1,98 a 

3,34, totalizando 9,56. Para esse caráter estudado foram obtidos os melhores 

valores de explicação do fenótipo por marcador. 

 Já para o caráter teor de massa seca do fruto (TMS) foram identificados 

cinco marcadores em quatro grupos de ligação. Um marcador microssatélite (287) 

foi localizado no grupo 1b, dois marcadores ISSR no grupo 5b (149 e 169), um 

marcador ISSR no grupo 10 (141) e um marcador ISSR no grupo 11 (118). A 

variação explicada foi de 2,09 a 2,65, contribuindo com um total de 12,07% para 

explicação do TMS.  

 Com relação ao número de sementes (NS) foram observados cinco 

marcadores distribuídos em dois grupos de ligação, um marcador no grupo de 

ligação 11 (118) e quatro marcadores no grupo de ligação 5b (144, 158, 169 e 

176). Todas as marcas são do tipo ISSR. A taxa de variação fenotípica explicada 

variou de 0,96 a 2,03, totalizando 6,90%. 

 Para muitos dos caracteres avaliados neste trabalho não há informações 

na literatura quanto à identificação dos QTLs associados, nem mesmo para C. 

annuum, que é a espécie mais estudada. Neste contexto, para características 

como diâmetro da copa, espessura da polpa, massa seca e teor de massa seca 

do fruto, e número de sementes não foram encontrados trabalhos publicados para 

que pudesse ser efetuada comparação com os dados obtidos neste trabalho. 

Para características envolvendo identificação de QTLs associados aos frutos e 

produtividade foi possível realizar comparações com outros trabalhos, mas estes 

são ainda em número muito limitado. 
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 Em C. baccatum foi possível detectar um grande número de QTLs 

identificados no grupo de ligação 5b. Todos os QTLs identificados nesse grupo 

tiveram uma distância máxima de 20 cM para o marcador seguinte. A melhor 

saturação desse grupo pode estar relacionada aos marcadores estarem 

associados ao controle dos diversos caracteres estudados. Esse dado indica que 

esse grupo está potencialmente envolvido na explicação da variação fenotípica 

para diversos caracteres quantitativos em C. baccatum, bem como os QTLs 

posicionados nesse grupo mostram-se promissores para um maior conhecimento 

das características em análise. 

 Neste estudo foi realizada uma dissecação genética a respeito da 

localização de QTLs e sua importância para cada um dos treze caracteres 

agronômicos quantitativos em C. baccatum. Portanto, esses QTLs de pequena 

magnitude são úteis em um programa de seleção assistida, uma vez que podem 

ser utilizados como ponto de referência na espécie para detecção de QTLs de 

maior efeito. 

 

 3.1.4.4.2. Mapeamento de QTLs para características qualitativas 

 Para os caracteres qualitativos o número de QTLs obtidos variou entre três 

e quatro e a taxa da variação fenotípica explicada variou de 1,56% a 2,45%. O 

número médio de QTLs para as características avaliadas foi 3,33. Os grupos de 

ligação, marcadores e a porcentagem de variação fenotípica explicada por cada 

marcador, dentre outras características estão disponíveis na Tabela 11.   

 Para as três características qualitativas foram obtidos dez QTLs, 

detectados em três grupos de ligação, concentrando-se nos grupos 4 e 9, que 

estão relacionados às características avaliadas. QTLs responsáveis por controlar 

essas características já foram identificados em estudos com a espécie C. annuum 

(Ben Chaim et al., 2001; Ben Chaim et al., 2003; Zygier et al., 2005).  

 Considerando o caráter cor do fruto no estádio imaturo (CFI) foram 

identificados três marcadores associados ao fenótipo, sendo uma marca 

microssatélite (346) no grupo de ligação 4 e dois marcadores do tipo ISSR (147; 

188) no grupo 9. A porcentagem de variação fenotípica explicada variou de 1,56 a 

2,36, totalizando 6,26%.  
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 Para a característica cor do fruto no estádio maduro (CFM) foram 

detectados quatro marcadores relacionados,  sendo um no grupo 4, dois no 

grupo 9 e um no grupo 12. Apenas o marcador de número 290 (grupo 12) diverge 

daqueles que foram identificados para CFI, sendo esse do tipo microssatélite. A 

taxa de variação fenotípica explicada variou de 2,03 a 2,36, totalizando 8,55%. 

 
 
 Tabela 11. Caracterização dos QTLs detectados para cada um dos descritores 
qualitativos avaliados em uma população F2 de Capsicum baccatum var. 
pendulum. 

Característica Grupo 
de 

Ligação 

Marcador Posição 
(cM) 

LOD 
score 

LODb 
threshold 

% de 
variação 

Cor do fruto  4 346 126,7 2,03 4,29 2,34 

imaturo (CFIa) 9 188 0,0 2,56 4,25 2,36 

 9 147 112,2 1,98 3,96 1,56 

Total      6,26 

Cor do fruto  4 346 126,7 2,36 4,25 2,03 

maduro  9 188 0,0 2,56 4,36 2,36 

(CFMa) 9 147 112,2 2,96 4,66 2,13 

 12 290 50,8 2,86 4,25 2,03 

Total      8,55 

Forma do fruto 4 346 126,7 2,78 4,15 2,01 

(FFRa) 9 188 0,0 2,50 4,01 1,98 

 9 147 112,2 2,89 4,26 2,45 

Total      6,44 

aMétodo de análise por intervalo padrão para dados não paramétricos. 
bDeterminado por teste de permutação a 5% de probabilidade. 
 
  
 Entre um dos poucos relatos sobre QTLs controlando a cor do fruto imaturo 

e maduro em pimenta está o trabalho de Ben Chaim et al., (2001), no qual é 

descrito que a intensidade da cor dos frutos de C. annuum é possivelmente 

controlada por QTLs identificados nos grupos de ligação 3, 4, 8 e 10.  

 A respeito de outras solanáceas, como o tomate, é descrito que para o 
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fenótipo da cor do fruto há um grande número de trabalhos com detecção de 

QTLs no grupo de ligação 4 (Okmen et al., 2011).   

 Com relação à forma do fruto (FFR), foram detectados os mesmos 

marcadores que para a característica CFI. A variação fenotípica ficou entre 1,98 e 

2,45, totalizando 6,44%. Em concordância com esse trabalho, Alimi et al., (2013) 

e Lee et al., (2011) relatam que QTLs que controlam a forma do fruto são 

geralmente identificados no cromossomo 4, além dessa característica também 

estar relacionada ao grupo de ligação 2. Em estudos realizados por Zygier et al., 

(2005) com C. annuum foi detectado um único QTL no grupo de ligação 4 

responsável por explicar 16,5% da variação fenotípica para o caráter.  

 
 

 
 

3.1.5. CONCLUSÕES 
 
 
 

 Foi construído o primeiro mapa de ligação para Capsicum baccatum var. 

pendulum, baseado em 183 marcadores (42 SSR, 85 ISSR e 56 RAPD). O grau 

de cobertura e de densidade em marcadores deste mapa permite que ele seja 

considerado o mapa genético de referência desta espécie, constituindo o ponto de 

partida para a inclusão de novos marcadores e saturação do mapa. 

 Marcadores ISSR e RAPD foram de grande relevância para o 

desenvolvimento do mapa de ligação de Capsicum baccatum var. pendulum, visto 

que, além de integrar o maior número de marcas no mapa, possibilitaram a 

alocação de marcadores microssatélites. 

 Foram identificados 62 marcadores microssatélites polimórficos para C. 

baccatum, dos quais 42 foram mapeados. O mapeamento de marcadores 

microssatélites representa uma informação valiosa, por evidenciar a 

transferibilidade de marcadores desenhados para C. annuum e identificar uma 

similaridade genotípica com a espécie em estudo. Além disso, o presente trabalho 

possibilita a inclusão da espécie C. baccatum em estudos de sintenia com outras 

espécies do genêro Capsicum e da família Solanaceae. 

 No presente trabalho foram mapeados os primeiros QTLs para 

características agronômicas de relevante interesse ao melhoramento de C.  
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baccatum var. pendulum, incluindo QTLs para componentes de produtividade, 

podendo ser utilizados como referência para outros trabalhos de mapeamento e 

identificação de QTLs. Adicionalmente, é necessário um maior acúmulo de dados 

de QTLs no gênero Capsicum, pois permitirá realizar uma análise comparativa e 

caracterização genética da diversidade morfológica presente no gênero. 
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3.2. DETECÇÃO DE INIBIDORES DE TRIPSINA EM FOLHAS DE Capsicum 

baccatum var. pendulum RESISTENTES AO Pepper yellow mosaic virus 

(PepYMV) 

 
 
 
 

3.2.1. INTRODUÇÃO 

  
 
 
 Todos os organismos vivos desenvolvem diferentes mecanismos 

constitutivos e induzidos para se protegerem de  patógenos. Inúmeros compostos 

que conferem resistência a vírus, bactérias patogênicas e fungos foram 

identificados em plantas, entre os quais,  podem ser citados peptídeos  e 

proteínas   com atividade antimicrobiana (Benko-Iseppon et al., 2010). Entre as 

proteínas mais conhecidas envolvidas em defesa de plantas podemos citar os 

inibidores de proteases, lectinas, proteínas relacionadas à patogênese,  

glicoproteínas ricas em hidroxiprolina e proteínas de inativação de ribossomas 

(Macedo et al., 2004; Jamal et al., 2012).  

 A maioria das plantas produz  inibidores de proteases como uma defesa 

contra organismos fitopatogênicos e insetos. Os inibidores foram descritos pela 

primeira vez por Fermi & Pernossi (1894), no século XIX. São mais estudados em 

famílias de plantas como Solanaceae, Fabaceae e Poaceae, sendo detectados 

em órgãos vegetativos, reprodutivos e de reserva (Macedo et al., 2011).  

 Inibidores de proteases são pequenas moléculas que inibem a atividade de 

uma protease do patógeno por ligação,  bloqueando seu sítio ativo,  portanto, 

suprimindo  a atividade enzimática de insetos e microrganismos fitopatogênicos. 
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Esses inibidores podem ser encontrados constitutivamente, ou seja, produzidos 

durante o desenvolvimento normal das plantas, ou serem  induzidos nas plantas 

em resposta a um  ataque de um patógeno (Joshi et al., 2013). 

 Dentre os vários grupos de inibidores de proteases, os inibidores de 

serinoproteases são os mais bem estudados e têm sido isolados em inúmeras 

espécies, inclusive em Capsicum annuum (Antcheva et al., 1996; Moura & Ryan, 

2001; Tamhane et al., 2005; Tamhane et al., 2007; Tamhane et al., 2009; Mishra 

et al., 2012; Ribeiro et al., 2012; Ribeiro et al., 2013) e Capsicum chinense (Dias 

et al., 2013). Inibidores de tripsina estão incluídos na classe de inibidores de 

serinoproteases, e a presença de altas concentrações dessa molécula pode  estar 

associada com a resistência de plantas a insetos, fungos, bactérias e vírus (Kim 

et al., 2009; Oliva et al., 2011).  

 O sucesso de uma estratégia que empregue proteínas de defesa no 

melhoramento de plantas depende da investigação acerca de sua atividade in 

vitro e in vivo contra patógenos, da determinação da sequência parcial ou total de 

aminoácidos da proteína, e da purificação e caracterização da proteína de 

interesse (Oliveira & Macedo, 2011).  

Plantas desenvolveram uma série de mecanismos de resistência para 

responder a doenças, inclusive a infecções virais. As diferenças entre a 

suscetibilidade e resistência em plantas estão associados a diferenças no tempo 

e magnitude da resposta induzida e também na expressão de conjuntos 

diferentes de genes (Yang et al., 2006).  

Dentre as viroses, o mosaico amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic 

vírus (PepYMV, familia Potyviridae, gênero Potyvirus) é considerado a virose mais 

importante para a cultura da pimenta (Moura et al., 2011; Lucinda et al., 2012). 

Dentre os sintomas causados pela doença destacam-se a redução do tamanho 

dos frutos e da planta, folhas encrespadas e desenvolvimento do mosaico com a 

tonalidade verde-amarelada. A doença é responsável por significativas perdas no 

Centro-Sul do Brasil (Zambolim et al., 2004; Bento et al., 2009).  

O uso de cultivares melhoradas que reúnam resistência ao PepYMV, 

qualidade do fruto, e rendimento elevado é a alternativa mais eficiente para 

controlar o mosaico amarelo. Consequentemente, programas de melhoramento 

de Capsicum spp. ativos no país têm pesquisado por fontes de resistência em 

bancos de germoplasma (Bento et al., 2009). Alguns recursos genéticos 
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resistentes ao PepYMV em Capsicum têm sido relatados em pimentas no Brasil 

(Nascimento, 2007; Gioria et al., 2009; Bento et al., 2009; Gonçalves et al., 2011). 

Entretanto, as informações a respeito da resistência ao PepYMV em Capsicum 

baccatum ainda são escassas na literatura. Bento et al., (2013) detectaram que 

vários genes são responsáveis pela resistência ao PepYMV em uma população 

segregante oriunda do cruzamento entre acessos de C. baccatum, UENF 1616 x 

UENF 1732, caracterizando assim uma herança poligênica para esse caráter.  

Dentre os poucos trabalhos relacionados aos mecanismos bioquímicos de 

defesa ao PepYMV em pimenta, destaca-se o de Gonçalves et al., (2013) que 

registraram um aumento na expressão de peroxidases de C. baccatum quando 

inoculadas com o vírus, indicando um possível envolvimento de proteínas PR-9 

no mecanismo de defesa dessas plantas. Não existem relatos a respeito de 

inibidores de proteases associados ao PepYMV em Capsicum baccatum. 

Entretanto, alguns trabalhos  de caracterização e isolamento de inibidores de 

tripsina em pimenta têm sido conduzidos (Ribeiro et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; 

Dias et al., 2013). Estes trabalhos compreendem estudos bioquímicos em que 

não foi estabelecido contato prévio da planta com o patógeno.    

O objetivo desse trabalho foi detectar a presença de inibidores de 

proteases, especificamente inibidor de tripsina, em extratos de folhas de 

Capsicum baccatum var. pendulum (acesso UENF 1624)  obtidos de plantas que 

foram ou não inoculadas com o patógeno PepYMV. 

 
 
 
 

3.2.2. REVISÃO 
 
 
 
3.2.2.1. Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) 
 

A espécie Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), pertencente ao gênero 

Potyvirus e à família Potyviridae, foi originalmente descrita na década de 1980 

após caracterização de isolados que quebravam a resistência de cultivares de 

pimentão resistentes ao Potato Virus Y (PVY) (Inoue-Nagata et al., 2002). A 

princípio, foi denominado PVYM (Boiteux et al., 1996), posteriormente, estudos 

moleculares demonstraram que se tratava de uma nova espécie do gênero 
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Potyvirus, sendo denominado de PepYMV (Pepper yellow mosaic virus) 

(Nascimento et al., 2007; Inoue-Nagata et al., 2008; Moura et al., 2011).  

Acredita-se que os isolados de PepYMV estejam ocupando o nicho que 

antigamente era ocupado pelo PVY, vírus que era responsável por inúmeros 

prejuízos em solánaceas (Lourenção et al., 2005). Cunha et al., (2004) verificaram 

que não ocorre reação cruzada em testes sorológicos entre o PVY e o PepYMV, o 

que demonstra estarem relacionados sorologicamente. 

O PepYMV é o agente causal do mosaico amarelo, que representa a principal 

doença viral em pimentas (Lucinda et al., 2012). Os sintomas causados na planta 

incluem mosaico com tonalidade verde-amarelada, deformação foliar e dos frutos, 

e redução do porte e produtividade (Inoue-Nagata et al., 2008). Sua incidência é 

mais frequente no período em que a temperatura varia entre 18 e 22°C, quando a 

proliferação do vetor é maior. A ocorrência de PepYMV em plantios de tomate 

causou perdas de até 100% nos municípios da região serrana do Espírito Santo 

(Venda Nova do Imigrante, Vargem Alta e Domingos Martins) (Maciel-Zambolim et 

al., 2004; Ávila et al., 2004). Surtos epidêmicos também foram observados nos 

estados de São Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal (Dianese et al., 2008). 

O vírus é caracterizado por possuir partículas filamentosas e flexuosas cujo 

tamanho varia de 680-900 nm de comprimento por 11-13 nm de diâmetro (Ogawa 

et al., 2008). O genoma é composto por uma fita simples de RNA com 9.745 

nucleotídeos (Lucinda et al., 2012). O PepYMV possui uma grande habilidade em 

infectar a célula, e por canais intercelulares, denominados plasmodesmos, 

rapidamente infectam as células adjacentes e subsequentemente outras partes da 

planta (infecção sistêmica). Os vírus podem ainda se dispersar mais rapidamente 

a longa distância via floema (Lee & Lu, 2011). Todos os membros da família 

Potyviridae são caracterizados por formar corpos de inclusão cilíndricos e 

alongados de natureza cristalina no citoplasma das células das plantas infectadas 

(Dianese et al., 2008). 

O processo de infecção se inicia com a entrada de partículas virais no 

citoplasma da célula vegetal, tradução das proteínas virais, replicação do seu 

genoma em sequências repetitivas e formação de novas partículas virais (Hull, 

2009). As proteínas capsidiais são de fundamental importância para o 

desenvolvimento da infecção viral, pois está relacionada aos movimentos célula-

a-célula, a longa distância e na replicação viral. A sequência de aminoácidos 
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presentes na região codificadora para a proteína capsidial de PepYMV foi 

recentemente identificada (Moura et al., 2012). 

Como controle, a resistência genética é o único meio seguro de se impedir que 

a doença se instale na lavoura e cause prejuízos aos produtores, sendo, portanto, 

importante a identificação de fontes de resistência e sua transferência para tipos 

comerciais (Juhász et al., 2008). Para o controle de qualquer virose são 

recomendados uso de mudas sadias, controle do inseto vetor, e evitar o plantio 

próximo a lavouras velhas de pimenta e pimentão, para diminuir o risco de 

infecção viral (Lopes & Santos, 1994).   

Fontes de resistência genética ao PepYMV no gênero Capsicum têm se 

mostrado eficientes e duradouras em condições de inoculação artificial e em nível 

de campo (Caranta et al., 1999; Echer & Costa, 2002; Nascimento et al., 2007). A 

resistência genética ao PepYMV no Brasil se baseia na utilização de híbridos de 

pimentão como ‘Magali R’, ‘Rubia R’ e ‘Natalie’ (Gioria et al., 2009). Porém, no 

Estado de São Paulo existe pelo menos um relato de um isolado de PepYMV 

capaz de causar sintomas de mosaico nos híbridos ‘Magali R’ e em ‘Rubia R’ 

(Gioria et al., 2009). Além disso, não existem informações sobre cultivares 

comerciais de pimentas resistentes ao PepYMV  no Brasil.   

Alguns estudos genéticos para a espécie de Capsicum baccatum var. 

pendulum visando resistência ao PepYMV foram desenvolvidos pelo programa de 

melhoramento de Capsicum da UENF. Bento et al., (2009) avaliaram 127 acessos 

de Capsicum do banco de germoplasma da UENF, quanto à resistência ao vírus. 

Dentre estes, foram encontrados nove acessos resistentes, dos quais dois eram 

de C. baccatum var. pendulum, e sete de Capsicum chinense. Gonçalves et al., 

(2011) avaliaram as características agronômicas e de resistência ao PepYMV na 

espécie C. baccatum var. pendulum, e identificaram as combinações UENF 1629 

X UENF 1732, UENF 1616 X UENF 1732 e, UENF 1624 X UENF 1639 como 

promissoras para dar início a um programa de melhoramento, pois reúnem 

características agronômicas favoráveis e de resistência ao PepYMV. Gonçalves et 

al., (2013)  registraram um aumento na expressão de peroxidases em plantas de 

C. baccatum var. pendulum inoculadas com PepYMV, o que indica um possível 

envolvimento de proteínas PR-9 no mecanismo de defesa dessas plantas.  
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3.2.2.2. Inibidores de proteases 

Os inibidores de proteases vegetais são proteínas ou peptídeos, cuja 

massa molecular varia entre 4 e 85 kDa. São capazes de interagir específica e 

reversivelmente com diferentes enzimas proteolíticas, promovendo a inibição 

competitiva das mesmas (Jamal et al., 2012). 

Inibidores de proteases são geralmente proteínas que estão presentes em 

abundância em órgãos vegetativos e reprodutivos de plantas, concentrando-se 

principalmente em sementes e órgãos de reserva. O conteúdo desses inibidores 

varia de 1 a 10% do total de proteínas solúveis das plantas (Macedo et al., 2011). 

Os inibidores são caracterizados por serem moléculas estáveis, resistentes ao 

calor, variações de pH e a proteólise, presentes no meio intra e extracelular 

(Habib & Fazili, 2007). 

De acordo com Ryan (1990) em plantas existem entre oito a dez famílias 

de inibidores de proteases, sendo que estas são classificadas de acordo com a 

massa molecular, homologia na estrutura primária e classe de enzimas que 

inibem. De acordo com as enzimas que inibem são denominados: inibidores de 

serinoproteases, de metaloproteases, de cisteinoproteases e proteases ácidas 

(Richardson, 1977; Macedo et al., 2007).       

 As famílias de inibidores de proteases encontradas em plantas são: inibidor 

de tripsina da soja (Kunitz), inibidor Bowman-Birk, inibidor de tripsina da cevada, 

inibidores I e II da batata, inibidor da abóbora, inibidor bi-funcional do milho, 

inibidor da carboxipeptidase A e B, inibidor de cisteína protease e inibidor aspartil 

protease (Norton, 1991). A maioria dos inibidores possui sua sequência completa 

de aminoácidos já descrita e muitos genes envolvidos na determinação de sua 

estrutura (Tamhane et al., 2009). 

O primeiro relato de inibidor de protease detectado em plantas ocorreu em 

1938, por Read e Haas, e os primeiros trabalhos estavam relacionados à nutrição 

animal. Proteínas utilizadas na dieta animal tinham efeitos deletérios e foram 

inicialmente denominadas de fatores antinutricionais. Entretanto, somente em 

1976, inibidores de tripsina e quimiotripsina foram bem isolados de sementes de 

soja, feijão e batata, sendo observada uma pequena supressão da atividade de 

proteases secretadas por Fusarium solani (Mosolov et al., 1976). 
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Os inibidores são metabolicamente importantes em decorrência de 

algumas funções que exercem nas plantas, podendo atuar de maneira constitutiva 

ou induzida, no mecanismo de defesa contra o ataque de insetos, fungos, 

bactérias e vírus, como fonte de aminoácidos sulfurados, na regulação de 

proteases endógenas, e como sinais de respostas às condições ambientais 

estressantes de caráter biótico ou abiótico (Calderon et al., 2010; Bariani et al., 

2012). 

Em vegetais, inibidores de proteases atuam suprimindo a atividade 

enzimática de microrganismos fitopatogênicos. Embora o papel de inibidores de 

proteases nas interações planta-microrganismo ainda não seja claro, supõe-se 

que retardem a proteólise das paredes celulares e de proteínas de membrana, 

dificultando a invasão de patógenos (Mosolov & Valueva, 2006). 

Dentre os diferentes tipos de inibidores, os de tripsina, que pertencem à 

família de inibidores de serinoproteases, concentram o maior número de 

pesquisas em vegetais, sendo as famílias Solanaceae, Fabaceae e Graminae as 

mais estudadas quanto à atividade de inibidores (Macedo et al., 2009).  

Segundo Jamal et al., (2012), a classe das enzimas serinoproteases é a 

mais numerosa e amplamente distribuída entre os vírus, procariotos e eucariotos, 

sugerindo sua importância vital para todos esses organismos. Em relação aos 

vírus, ainda há poucas informações sobre as potencialidades dos inibidores 

proteolíticos. Sabe-se que possuem amplas concentrações de serinoproteases, 

cisteínoproteases e proteases ácidas, que estão envolvidas no processamento 

das proteínas constituintes da cápsula viral. 

Alguns trabalhos sobre caracterização e isolamento de inibidores de 

proteases em C. annuum estão disponíveis na literatura (Antcheva et al., 1996; 

Moura & Ryan, 2001; Tamhane et al., 2005; Tamhane et al., 2007; Tamhane et 

al., 2009; Mishra et al., 2012; Ribeiro et al., 2011; Ribeiro et al., 2013). Dois 

inibidores de proteases foram purificados a partir de folhas de Capsicum annuum, 

CapA1 e CapA2, observando-se sua atividade in vitro e in vivo inibitória das 

proteases de Helicoverpa armigera. Os inibidores possuíam massa molecular de 

12 kDa, com atividade inibitória da tripsina (68 a 91%) e quimiotripsina (39 a 85%) 

bovina. Estimou-se uma inibição de 60 a 80% das proteases produzidas pelo 

patógeno (Tamhane et al., 2005).  
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Em Capsicum, poucos estudos têm sido realizados em tecidos foliares, a 

maior parte é realizada em órgãos de estocagem, sobretudo em sementes. 

Contudo, são as folhas os órgãos mais suscetíveis ao ataque de patógenos e 

pragas, por ser o órgão mais exposto. Segundo Macedo et al., (2011) a maioria 

dos trabalhos de inibidores de serinoproteases são isolados a partir de sementes 

em inúmeras espécies, concentrando-se nas famílias Leguminosae, 

Cucurbitaceae, Solanaceae e Graminae. Chevreuil et al., (2011) ressaltam a 

importância de se investigar a expressão de diferentes inibidores de tripsina e 

quimiotripsina no tecido foliar, visando contribuir para o melhor entendimento da 

interação planta- patógeno. 

 
 
 
 

3.2.3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
 
3.2.3.1. Material Vegetal 

 

Plantas de Capsicum baccatum var. pendulum do acesso UENF 1624, 

resistente ao Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Bento et al., 2009), foram 

cultivadas em câmara de crescimento, com condições de temperatura controladas 

em 22°C, umidade de 80% e fotoperíodo de 16 horas (Figura 1). Após o 

desenvolvimento de dois pares de folhas definitivas, foram transferidas 112 

plântulas para potes plásticos com capacidade para 1 L, contendo uma mistura de 

solo e substrato (2:1). Após 45 dias de plantio procedeu-se a inoculação do 

PepYMV. 
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Figura 1. Condução do experimento para obtenção de folhas de Capsicum 
baccatum var. pendulum (acesso UENF 1624) resistentes ao PepYMV em câmara 
de crescimento, na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 
(UENF). 

  

3.2.3.2. Procedimento de inoculação  

 

 Como fonte de inóculo foram utilizadas plantas de Nicotiana debneyi 

infectadas com o isolado 3 de PepYMV, obtido de planta de pimentão coletada no 

campo do município de Igarapé, estado de Minas Gerais, e gentilmente cedido 

pelo Professor Murilo Zerbini da Universidade Federal de Viçosa. A inoculação foi 

realizada via extrato vegetal tamponado em fosfato de potássio 0,05M, pH 7,2, 

contendo sulfito de sódio a 0,01% e utilizando carborundum (600 mesh) como 

abrasivo (Truta et al., 2004). As plântulas foram inoculadas no estádio de três ou 

quatro folhas definitivas sendo inoculadas as folhas mais jovens completamente 

expandidas. Como controle, 14 mudas foram inoculadas apenas com a solução 

tampão e abrasivo.  

 As plântulas controle e infectadas com Pepper yellow mosaic virus 

(PepYMV) cresceram em  sete tempos diferentes: 0, 24, 48, 72, 96, 120 e 144h. 

Nestes respectivos tempos, as folhas foram coletadas. As plântulas foram 

pesadas, obtendo-se 10 gramas de cada um dos diferentes tempos, e em seguida 

submetidas à maceração usando-se graal e pistilo a -4ºC com a utilização de 

Nitrogênio líquido (N2). O material macerado foi utilizado para o ensaio de 

inibidores de protease.   
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3.2.3.3. Extração de proteínas e quantificação 

 Cerca de 1 grama de tecido fresco macerado foi transferido para tubos de 

15 mL e imersos em 4 mL de tampão contendo borato de sódio 10 mM e cloreto 

de sódio 0,125 M, de acordo com o protocolo de Leon et al., (2002), com 

modificações, descritas a seguir.  

 Os tubos contendo as amostras em 4 mL de tampão sem adição de 

fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)  permaneceram em agitação, em temperatura 

de 4°C por 3 horas. O material foi centrifugado a 8000 g por 10 minutos à 4°C. O 

precipitado foi descartado e coletado o sobrenadante em tubos de 1,5 mL. Em 

seguida, foram  adicionados ao sobrenadante polietilenoglicol 14% triturado e 

fosfato hidratado de potássio a 8,5% (K2HPO4). Após 30 minutos observou-se a 

separação de duas fases, sendo coletada a parte inferior, que contém as 

proteínas solúveis.   

 As determinações quantitativas de proteínas foram feitas através do 

método do ácido bicinconínico, descrito por Smith et al., (1985), com 

modificações, sendo utilizada a ovalbumina (Sigma) como proteína padrão. 

 

3.2.3.4. Cromatografia de fase reversa em HPLC 

 

 Uma cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 equilibrada com 

0,1% de TFA foi empregada sequencialmente no processo de isolamento de 

proteínas com baixa massa molecular. As frações das amostras de 120 horas 

(inoculado e não inoculado) obtidas após cromatografia em coluna C2/C18 foi 

solubilizada em TFA 0,1% e 200 L (150 L + 50 L TFA) desta mistura foram 

injetados na coluna.  A cromatografia foi desenvolvida utilizando-se um fluxo de 

0,5 mL.min-1, numa temperatura de 33ºC em sistema de HPLC (High Pressure 

Liquid Chromatography). Para a eluição das proteínas da coluna, foi feito um 

gradiente de ACN (0-80%). Inicialmente, nos 10 primeiros minutos, a coluna foi 

lavada com TFA 0,1% em água ultrapura (Solução A) e, em seguida, um 

gradiente foi sendo formado, pela mistura da solução A e 80% de ACN em TFA 

0,1% (Solução B), por cerca de 80 min. Após este período, a coluna foi lavada 

com 100 % da solução B totalizando 60 min. A eluição da coluna foi 

acompanhada por um detector do tipo DAD, sendo as absorbâncias lidas a 220 
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nm. Posteriormente, foi realizada uma recromatografia das amostras coletadas a 

partir dos picos de 120 horas não retidos (saem antes do início do gradiente de 

acetonitrila) das plantas inoculadas e controle. 

 

3.2.3.5. Ensaio de inibição de tripsina  

 A atividade inibitória da protease foi determinada medindo-se a atividade 

hidrolítica residual da tripsina através do uso do substrato BApNA (estoque 5 

mM). A atividade proteolítica foi medida pelo uso de um peptídeo sintético 

derivado da p-nitroanilida em tampão Tris-HCl 50 mM (pH 8,0) a 37 ºC por 30 

minutos, num volume final de 200 mL. Foi utilizado um controle em triplicata para 

os diferentes tempos de inoculação, contendo apenas substrato BApNA e Tris-

HCl 50 mM. A reação foi interrompida pela adição de 100 mL de ácido acético 

30% (v/v) e a hidrólise do substrato foi acompanhada fotometricamente pela 

medida de absorbância de p-nitroanilida liberada a 405 nm (Adaptado de Macedo 

et al., 2007). Os resultados mostrados são média de três ensaios, como descrito 

por Macedo et al., (2007). O percentual de inibição da tripsina foi calculado a 

partir das leituras do controle da enzima e das amostras testadas. Os resultados 

foram expressos em termos de percentual de atividade inibitória. 

 

3.2.3.6.  Análise estatística 

 Para a análise estatística dos dados foram realizadas análises de variância 

simples (ANOVA). Foi utilizada a média de três ensaios para os diferentes tempos 

estudados. Esta análise teve por objetivo verificar se houve diferença estatística 

significativa entre os tratamentos, nas diferentes quantidades de amostra 

(extratos de C. baccatum) utilizadas. Em seguida, as médias foram comparadas 

pelo Teste t a 1% de probabilidade.  

 

3.2.3.7. Eletroforese em gel de tricina 

A eletroforese em gel de Tricina-PAGE foi feita segundo método de 

Schaggner e Von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidro 8 x 10 cm e 7 x 10 

cm e espaçadores de 0,5 mn. Uma fração de 17 l de cada uma das amostras 
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contendo quantidades conhecidas de proteínas foram adicionadas a um volume 

de 5,5 l de água, 1,25 l β-mercaptoetanol 5%, e 6,25 l de tampão de amostra 

(glicerol 10%, SDS 2,3%, Tris-HCl pH 6,8 0,0625 M), fervidas por cinco minutos, 

centrifugadas por igual período e posteriormente aplicadas no gel.  

Os géis de concentração e separação foram obtidos a partir de solução 

estoque de acrilamida 30%, mantida em refrigeração em geladeira (10°C) em 

frasco âmbar. O gel de concentração a 5% foi preparado em tampão Tris-HCl 1 

M, pH 6,8, e o gel de separação 15%, em tampão Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8, sendo 

acrescentados a ambos SDS 10%. A polimerização foi conseguida pela adição de 

TEMED (tetrametiletilenodiamino) e APS 10% (persulfato de amônio). Os géis 

foram submetidos a uma corrente de 25 V overnight. Como padrão de bandas 

foram utilizados marcadores de baixo peso molecular.  

Os tampões de corrida utilizados foram o catodo (Tris 0,5 M; Tricina 0,3 M 

e SDS 5 %) e o anodo (Tris 5 M), pH 8,9. Após a corrida, os géis foram retirados 

das placas, e revelados por prata segundo a técnica descrita por Morrissey 

(1998), com modificações, descritas a seguir. 

 

3.2.3.8- Revelação do gel com nitrato de prata  

 

O gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e submetido aos 

seguintes procedimentos: incubado por 40 minutos em uma solução contendo 4 

mL de ácido acético 10%, 16 mL de etanol absoluto e 20 mL de água ultrapura, e 

então lavado em água ultrapura por 5 minutos. Logo após, foi incubado em uma 

segunda solução (8mL de glutaraldeído 25% e 32 mL de água ultrapura) por 20 

minutos, e lavado novamente em água ultrapura por duas vezes de 10 minutos 

cada. No passo seguinte, o gel foi colocado em uma solução contendo 24 mL de 

etanol absoluto e 96 mL de água ultrapura por 20 minutos. Posteriormente 

incubado em uma mistura (20 mL de etanol absoluto, 1mL de nitrato de prata, 1 

mL de hidróxido de amônio, 5 mL de hidróxido de sódio, e 73 mL de água 

ultrapura) por 20 minutos. A seguir, o gel foi colocado em uma solução reveladora 

até a obtenção da coloração desejada (visualização das bandas), e esta foi 

constituída por 20 mL de etanol absoluto, 100 l de formaldeído, 25 l de ácido 

acético 2,3 M e 80 mL de água ultrapura. Para fixação o gel foi imerso durante 10 
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minutos em uma solução formada por 5 mL de ácido acético 10%, 0,5 mL de 

glicerol e 44,5 mL de água ultrapura. 

 

3.2.3.9. Análise da sequência de aminoácidos 

 

 As proteínas foram separadas por uma cromatografia de coluna de fase 

reversa em coluna C2/C18. As amostras obtidas foram armazenadas a -4°C, as 

amostras aplicadas em gel e as bandas de interesse submetidas à análise de 

sequência dos aminoácidos. Para determinação da sequência N-terminal das 

respectivas bandas foi utilizado um sequenciador de proteína modelo Shimadzu 

PSQ-23A (Shimadzu, Kyoto, Japan). 

 
 
 
 

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSÂO 
 
 
 

 O ensaio de atividade enzimática residual de tripsina demonstrou que os 

extratos foliares de Capsicum baccatum var. pendulum coletados em diferentes 

tempos possuem inibidores de serinoproteases. Houve inibição da atividade da 

tripsina tanto para amostras que foram inoculadas com o PepYMV, quanto para 

aquelas que não foram inoculadas (Figura 2), o que sugere que a resistência ao 

patógeno seja constitutiva. Segundo Prasad et al., (2010), inibidores de proteases 

são geralmente sintetizados de forma constitutiva durante o desenvolvimento 

normal das plantas ou podem ainda, ser expressos em resposta ao ataque de 

patógenos.   

 Hartl et al., (2010) ao examinarem o perfil de inibidores de proteases de 

Solanum nigrum, planta de potencial fitoterápico pertencente à família 

Solanaceae, detectaram presença de altos níveis constitutivos de inibidores de 

tripsina, tanto para as plantas expostas ao Spodoptera exigua quanto para 

aquelas que não tiveram contato com o mesmo. Foi constatado que os inibidores 

intrínsecos à planta possivelmente afetam o crescimento larval da praga, 

representando um possível mecanismo natural de defesa da planta contra insetos 

herbívoros.   
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 Kim et al., (2005) observaram ação antifúngica e antibacteriana em um 

inibidor de tripsina isolado de Solanum tuberosum. Elevadas concentrações do 

inibidor foram detectadas naturalmente nos tubérculos de batata, ou seja, mesmo 

quando não estavam expostas ao patógeno. Resultados divergentes foram 

obtidos por Bar-Ziv et al., (2012) que constataram indução da síntese de 

inibidores de protease em tomate como mecanismo de defesa contra inúmeros 

patógenos, incluindo Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), que é considerada a 

doença viral mais destrutiva para a cultura. Quando não havia exposição ao 

patógeno o quantitativo de inibidor detectado era mínimo. 

 

 

Figura 2. Atividade enzimática residual de tripsina dos extratos obtidos das 
plantas de C. baccatum var. pendulum cultivadas em câmara de crescimento. 
Concentrações crescentes dos extratos foram adicionadas a uma concentração 
fixa da tripsina (10 mg). A atividade enzimática residual foi determinada na 
presença do substrato BApNA (5 mM). Cada ponto representa a média de três 
ensaios independentes. (A) Folhas não inoculadas com o vírus. (B) Folhas 
Inoculadas com o vírus. () Tripsina; () 1 µL extrato; () 5 µL extrato e () 25 µL 
extrato.  
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 Com relação às concentrações dos extratos foliares utilizados nos ensaios 

de atividade enzimática residual de tripsina (1 µL, 5 µL, 25 µL), foi observado que 

a atividade inibitória sobre a tripsina foi maior quanto maior o quantitativo de 

extrato utilizado. Nas análises realizadas por Bariani et al., (2012) verificou-se que 

a atividade inibitória da tripsina não foi alterada significativamente entre as 

diferentes concentrações (1, 9 e 12 μg)  de extratos foliares de Caesalpinia ferrea 

e Swartzia polyphylla utilizadas. 

 Em Capsicum, poucos estudos para inibidores de proteases têm sido feitos  

em tecidos foliares, tendo a maior parte sido feita  em órgãos de estocagem, 

sobretudo em sementes. Contudo, as folhas são os órgãos mais suscetíveis ao 

ataque de patógenos e pragas, por serem   mais expostas. Segundo Macedo et 

al., (2011) a maioria dos trabalhos de inibidores de serinoproteases são isolados a 

partir de sementes em inúmeras espécies, concentrando-se nas famílias 

Leguminosae, Cucurbitaceae, Solanaceae e Graminae. Chevreuil et al., (2011) 

ressalta a importância de se investigar a expressão de diferentes inibidores de 

tripsina e quimiotripsina no tecido foliar, visando contribuir para o melhor 

entendimento da interação planta- patógeno.  

 Os extratos proteicos de folha de Capsicum baccatum var. pendulum 

inoculados e não inoculados com PepYMV dos diferentes tempos de coleta da 

câmara de crescimento foram aplicados em gel de Tricina-SDS-Page e foi obtido 

o mesmo padrão eletroforético para as plantas inoculadas e não inoculadas 

(Figura 3), o que corrobora com o resultado obtido nos ensaios de atividade 

enzimática residual de tripsina, indicando uma resistência constitutiva. Dessa 

forma, a análise do gel SDS-PAGE revelou perfis proteicos similares para as 

plântulas inoculadas com PepYMV e controle nos diferentes tempos de estudo. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Gonçalves et al., (2013) que ao 

avaliarem o perfil de géis SDS-PAGE para quitinases e proteínas transportadoras 

de lipídeos (LTP) em plântulas de C. baccatum inoculadas com PepYMV e não 

inoculadas obtiveram perfis proteicos similares para os diferentes tempos de 

inoculação.  
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Figura 3. Eletroforese em Gel de Tricina-SDS-PAGE dos diferentes tempos de 
coleta dos extratos de folha de C. baccatum var. pendulum. (A) Folhas não 
inoculadas com o vírus (PepYMV). (B) Folhas inoculadas com o vírus (PepYMV).  
(M) Marcador de baixo peso.  

 

 O teste t aplicado (Figura 4) demonstra que nas condições de câmara de 

crescimento inicialmente no tempo de 0 horas a inibição da atividade da tripsina 

estava equiparada, no tempo de 24 horas os extratos das plantas inoculadas 

tiveram uma redução na taxa de inibição da tripsina quando comparado as 

plantas controle no mesmo tempo. De forma geral, nos tempos seguintes a taxa 

de inibição da atividade enzimática ficaram próximas ou se igualaram entre as 

plantas inoculadas e controle, modificando-se no tempo de 144 horas no caso A 

(1µL do extrato), e no tempo de 120 horas nos casos B e C (5 µL e 25 µL de 

extrato, respectivamente). Nestes últimos tempos a atividade da enzima foi mais 

inibida nos extratos de plantas inoculadas, sugerindo um envolvimento dos 

inibidores de tripsina em resposta ao PepYMV. Essa resposta é coerente com o 

esperado da interação planta-patógeno, uma vez que a planta requer um 

determinado tempo para mediar a resposta de defesa bioquímica. 

A B 
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Figura 4. Teste t aplicado ao nível de 1% para avaliar a inibição da atividade 
enzimática de acordo com as diferentes concentrações de extratos foliares 
utilizadas (1, 5 e 25 µL/mL). (A) Tripsina + 1µL amostra; (B) Tripsina + 5µL 
amostra; e (C) Tripsina + 25 µL amostra. Controle (Absorbância: 0,9143 ± 0,0586). 
As barras representam os desvios padrão. Médias seguidas da mesma letra não 
diferem estatisticamente pelo teste t a 1%. 

 Como a alteração da inibição enzimática mais evidente foi verificada nos 

dois últimos tempos de cultivo, foram selecionados extratos proteicos de C. 

baccatum var. pendulum do tempo de 120 horas inoculado e não inoculado com 

PepYMV, para serem submetidos à cromatografia de fase reversa em coluna  

C2/C18 (Figura 5), resultando em um pico (Cb-R2) para o extrato não inoculado 

com PepYMV e em dois picos (Cb-R2’ e Cb-R3’) para o extrato inoculado com 

vírus. Nos dois cromatogramas, foi observado um pico não retido com alta 

absorbância em 220 nm (Cb-R1 e Cb-R1’) que sai antes do início do gradiente de 

acetonitrila. Este pico normalmente retem os pigmentos vegetais. 
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Figura 5. Cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 do extrato total obtido 
após extração de folhas coletadas com 120 horas de crescimento. (A) Extrato total 
não inoculado com o vírus (PepYMV). (B) Extrato total inoculado com o vírus. 

 

 A partir dos picos Cb-R2, Cb-R2’ e Cb-R3’ obtidos dos extratos das folhas 

coletadas no tempo de 120 horas foi feito um gel de tricina SDS-PAGE (Figura 6), 

no qual foi observado um perfil proteico em que as proteínas presentes em Cb-R2 

correspondiam aquelas observadas para a soma das proteínas obtidas para Cb-

R2’ e Cb-R3’, o que possibilitou concluir que o inibidor de tripsina não estava 

nessas frações. Bariani et al., (2012) ao investigar a presença de inibidores de 

tripsina em extratos proteicos de C. ferrea e S. polyphylla, também obtiveram três 

picos distintos (PI, PII e PIII) em uma cromatografia de filtração em gel em 

Sephadex G-100, resultando em frações com baixa atividade inibitória sobre a 

tripsina. 
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Figura 6. Eletroforese em gel de Tricina SDS-PAGE das frações obtidas após 
cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 do extrato total obtido após 
extração de folhas com 120 horas de crescimento. (M) refere-se ao marcador de 
massa molecular (kDa); (1) refere-se ao pico denominado Cb-R2 obtido em 
coluna C2/C18 do extrato não inoculado; (2) refere-se ao pico denominado Cb-R2’ 
obtido em coluna C2/C18 do extrato inoculado e, (3) refere-se ao pico 
denominado Cb-R3’ obtido em coluna C2/C18 do extrato inoculado. 

 

 Para identificar em qual fração estava a atividade inibitória sobre a tripsina 

os picos obtidos antes do início do gradiente de acetonitrila foram submetidos a 

um ensaio de atividade enzimática de tripsina e detectou-se que o inibidor da 

atividade da tripsina estava presente nas frações coletadas a partir dos picos não 

retidos (Figura 7), enquanto nos três picos retidos não foi verificada inibição da 

atividade da tripsina.  As frações obtidas a partir do pico não retido inoculado com 

PepYMV e pico não retido não inoculado com vírus foram recromatografadas 

(Figura 8) para purificação das proteínas, sendo obtido um pico Cb-R2 para o 

extrato não inoculado com PepYMV e em um pico Cb-R2’  para o extrato 

inoculado com vírus. Nos dois cromatogramas, foi observado um pico não retido 

com alta absorbância em 220 nm (Cb-R1 e Cb-R1’) que sai antes do início do 

gradiente de acetonitrila. 

 



99 

 

 

 

Figura 7. Atividade enzimática residual de tripsina dos extratos do tempo de 120 
horas de cultivo das frações não retidas e retidas. Concentrações crescentes das 
frações obtidas após cromatografia em coluna C2/C18 do extrato total obtido após 
extração de folhas com 120 horas de crescimento, foram adicionadas a uma 
concentração fixa da tripsina (10 mg). A atividade enzimática residual foi 
determinada na presença do substrato BApNA (5 mM). Cada ponto representa a 
média de três ensaios independentes. (A) Folhas não inoculadas com o vírus. (B) 
Folhas Inoculadas com o vírus. () Tripsina; () 20 µL extrato; () 40 µL extrato e 
() 80 µL extrato. 
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Figura 8. Cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 do extrato obtido no 
pico não retido do tempo de 120 horas de cultivo. (A) Extrato não inoculado com o 
PepYMV. (B) Extrato inoculado com o vírus. 

 

 O gel de tricina-SDS-PAGE obtido (Figura 9) a partir das frações 

recromatografadas demonstrou um perfil completamente diferente entre extrato 

do pico retido (Cb-2 e Cb-2’) e o do pico não retido (Cb-1 e Cb-1’), que saiu após 

o gradiente de acetonitrila,  indicando  que o inibidor de tripsina está presente 

possivelmente na fração não retida. Devido à presença de bandas de baixa 

massa molecular detectadas nas raias referentes aos picos não retidos, sugere-se 

que essas bandas sejam  possivelmente inibidoras de tripsina nos extratos 

avaliados, uma vez que têm massas moleculares que correspondem às  descritas 

na literatura.   
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Figura 9. Eletroforese em gel de tricina dos extratos obtidos a partir da coleta do 
pico retido e pico não retido da cromatografia do tempo de 120 horas. (Cb-2) pico 
retido extrato não inoculado, (Cb-1) pico não retido extrato não inoculado, (Cb-2’) 
pico retido extrato inoculado, e (Cb-1’) pico não retido extrato inoculado; (M) 
Marcador de massa molecular em kDa. 

 

 A sequência N-terminal das bandas Cb-1 e Cb-1’,  obtida no gel de tricina-

SDS-PAGE, que têm   massa molecular em torno de 10 e 14 KDa, foi  avaliada. 

As bandas Cb-1 e Cb-1’ mostraram as seguintes sequências: 

GFPFLLNGPDQDQGDFIMFG e, GFKGEQGVPQEMQNEQATIP, 

respectivamente. A análise da sequência N-terminal das bandas Cb-1 e Cb-1’ não 

revelou homologia com nenhuma das sequências de inibidores de tripsina 

conhecidas, entretanto todas essas foram isoladas de sementes. Dias et al., 

(2013) ao estudarem a espécie Capsicum chinense isolaram um inibidor desse 

mesmo tipo, cuja massa molecular dos peptídeos revelados foi de 5 e 8 kDa, e as 

sequências N-terminal foram respectivamente: GICTNCCAGRKGCNYFSAD e 

QICTNCCAGRKGCNYYSAD. Ribeiro et al., (2007) isolaram um inibidor de 

tripsina de C. annuum com aproximadamente 6 kDa de massa molecular e a 

seguinte sequência N-terminal foi obtida: SEPRNEPTEISYSVAPSVS.  

 Macedo et al., (2011) purificaram, caracterizaram e determinaram a 

estrutura primária parcial de um inibidor de tripsina isolado da família 

Sapindaceae. Ao realizarem uma análise em gel tricina-SDS-PAGE observaram 

uma proteína constituída por uma cadeia polipeptídica de 18 kDa. Yang et al., 

(2006) isolaram uma proteína com massa molecular de 18 kDa de Psoralea 

corylifolia L. e através do sequenciamento da região N-terminal, verificaram que 
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esta proteína tinha homologia com inibidores de tripsina de plantas, possuindo 

também ação antifúngica. Kim et al., (2005) isolaram um inibidor de protease em 

Solanum tuberosum, cuja massa molecular foi de 5,6 kDa. 

 Dois inibidores de proteases foram purificados a partir de folhas de 

Capsicum annuum, CapA1 e CapA2, observando-se sua atividade in vitro e in 

vivo inibitória das proteases de Helicoverpa armigera. Os inibidores possuíam 

massa molecular de 12 kDa, com atividade inibitória da tripsina (68 a 91%) e 

quimiotripsina (39 a 85%) bovina. Estimou-se uma inibição de 60 a 80% das 

proteases produzidas pelo patógeno (Tamhane et al., 2005).  

 Outros trabalhos de caracterização e isolamento de inibidores de proteases 

para o gênero Capsicum estão disponíveis na literatura (Antcheva et al., 1996; 

Moura & Ryan, 2001; Tamhane et al., 2007; Tamhane et al., 2009; Mishra et al., 

2012). Entretanto, não há inibidores de proteases descritos para C. baccatum 

tampouco associados a mecanismo de defesa na interação C.baccatum-PepYMV, 

sendo esse estudo pioneiro na análise de padrões proteicos associados a esses 

inibidores na espécie.  

  

 
 

 
3.2.5. CONCLUSÕES 

 
 
 

 Os resultados possibilitam afirmar que inibidores de tripsina são 

sintetizados constitutivamente nos tecidos foliares de Capsicum baccatum var. 

pendulum, sendo obtidas bandas possivelmente associadas a esses inibidores.  

Entretanto, maior caracterização dos inibidores em C. baccatum deve ser feita 

com base no material obtido neste estudo. 
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