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RESUMO

O género Solanum possui cerca de 1.400 espécies arbdreo-arbustivas e trepadeiras,
encontradas preferencialmente nas regides tropicais, algumas com interesse econdémico, como
a batata. Em relagdo as caracteristicas citogenéticas, este grupo é interessante devido ao fato
dos caridtipos serem bastante conservados em numero e forma dos cromossomos, com
diversidade nos DNAs repetitivos. O objetivo deste estudo foi caracterizar espécies de
Solanum e duas espécies de géneros proximos, Lycianthes australe e Vassobia breviflora,
utilizando parametros citogenéticos (coloracdo convencional, bandamento C-CMA3/DAPI e
FISH com sondas DNAr 45S e 5S). Foi observado que todas as espécies apresentaram 2n =
24, confirmando a contagem para a maioria das espécies estudadas aqui. Para Solanum
scuticum, S. gemellum, S. amygdalifolium e Lycianthes australe a contagem foi inédita. Todas
as espécies apresentaram nucleos arreticulados com condensacdo profasica proximal e pouca
variacdo na simetria cariotipica, sendo que S. corymbiflorum mostrou cromossomos
aproximadamente trés vezes maiores em relagdo as outras espécies. Regides de
heterocromatina ricas em GC (banda C-CMA3") foram encontradas na regido terminal de
todos os cromossomos de algumas espécies de Solanum. Na maioria das espécies, incluindo
as dos géneros proximos, apenas um par foi marcado, enquanto em S. corymbiflorum 2 pares
foram marcados. Regifes de heterocromatina ricas em AT (banda C-DAPIY) foram
evidenciadas nas regides centroméricas de todos os cromossomos em L. australe e regido
centromérica dos dois maiores pares em S. amygdalifolium. Sitios de DNAr 45S coincidentes
com banda C-CMAs+ (satélites) foram vistos em apenas um par, havendo variacdo no par
portador. No entanto, S. corymbiflorum apresentou dois pares cromossomicos com DNAr
45S. A FISH com DNAr 5S mostrou sinais na regido pericentromérica de um par
cromossdmico, geralmente nos bragcos curtos dos menores cromossomos de cada
complemento, com excecdo de S. trachytrichium que apresentou dois pares marcados. Os
resultados indicam que os mecanismos de diferenciacdo cariotipica envolvem mudancas nos
pares portadores dos sitios de DNAr, posicdo e nimero de bandas ricas em GC e AT, bem
como alterages na forma e no tamanho dos cromossomos e cariotipos. Os resultados em S.
corymbiflorum, que ja fora considerada Cyphomandra corymbiflora, podem sugerir que 0s
géneros Cyphomandra e Solanum representam dois grupos distintos, ao contrario do que
sugerem alguns taxonomistas, quando consideram estes um Unico grupo taxondémico.

Palavras-chave: Bandamento cromossémico. Cyphomandra. DNAr 45S e 5S. Lycianthes.
Vassobia.
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ABSTRACT

The Solanum genus comprises about 1.400 species of shrubs, trees and wines, found
preferentially in the tropical regions. Some of these with economic interests, as the potato. In
relation to the cytogenetical features, this group is interesting by the fact of the karyotypes be
sufficiently conserved in chromosome number and shape, with diversity in the repetitive
DNA. The objective of this study was to characterize species of Solanum and two species of
next genera, Lycianthes australe and Vassobia breviflora, using cytogenetic parameters
(conventional staining, C-CMA3/DAPI banding and FISH with 45S and 5S rDNA. We have
been seen that all the species had presented 2n = 24, confirming the counting for the majority
of the species study here. In Solanum scuticum, S. gemellum, S. amygdalifolium and
Lycianthes australe the counting was new. All the species had presented arreticulated nuclei
with early condensed proximal in prophase and little variation in the karyotype symmetry.
However, S. corymbiflorum exhibited chromosomes approximately three bigger times in
relation to the other species. GC-rich heterochromatin had been found in the terminal region
of all the chromosomes in the majority of the species of Solanum. In the other species,
including related genera, only the one pair was detected, while in S. corymbiflorum two pairs
had been found. AT-rich regions had been evidenced in the centromerics regions of all the
chromosomes in L. australe and centromerics regions of the two largest pairs in S.
amygdalifolium. 45S rDNA sites were coincident with C/CMA3" regions (satellites) which
were found in just one pair, but with variation in the carrier pair. Solanum corymbiflorum
presented two chromosomic pairs with 45S rDNA. The FISH with 5S rDNA showed signals
in the pericentromeric region of one chromosome pair, generally in the short arms of the
smaller chromosomes of each complement, with exception of S. trachytrichium that it
presented two marked pairs. The results indicates that the mechanisms of karyotype
differentiation involve changes in the pairs carrier rDNA sites, location and number of GC-
and AT-rich bands, as well as changes in the shape and size of chromosomes and karyotypes.
The results in S. corymbiflorum, that already it was considered Cyphomandra corymbiflora,
can suggests that the Cyphomandra and Solanum genera represent two distinct groups in
contrast of that they suggest some taxonomical studies, when its consider a just one
taxonomic group.

Keywords: Chromosome banding. Cyphomandra. 45S and 5S rDNA. Lycianthes. Vassobia.
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1 INTRODUCAO

1.1 FAMILIA SOLANACEAE

A familia Solanaceae é reconhecida dentro da ordem Solanales pela
ocorréncia de frutos com Ovulos e sementes numerosos, dois carpelos obliquamente
orientados, auséncia de latex, estilete simples e estigma Unico, pouco ou nada lobado
(CRONQUIST, 1988). Muitas espécies de Solanaceae sdo de grande importancia econémica
para 0 homem, como a batata (Solanum tuberosum L.), a berinjela (Solanum melogena L.), 0
tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) e varios tipos de pimenta (género Capsicum L.).

A familia Solanaceae possui 2.800 espécies organizadas em 92 géneros e em
6 subfamilias: Cestroideae, Juanulloideae, Solanoideae, Salpiglossoideae, Schizanthoideae e
Anthocercidoideae (HUNZIKER, 2001). Somente as trés primeiras subfamilias tém
representantes nativos na regido sul do Brasil (MENTZ; OLIVEIRA, 2004).

De acordo com Hunziker (2001), a subfamilia Solanoideae possui 9 tribos.
Destas, a tribo Solaneae Miers é a maior delas em nimero de representantes (Figura 1). A
subtribo Solanineae Hunz. caracteriza-se pela presenca de anteras com deiscéncia poricida,
anel entre os filetes e adjacente a por¢édo basal da corola, e pela auséncia de disco nectarifero.
De acordo com D’Arcy (1991), os dois maiores géneros da tribo Solaneae que possuem antera
poricida terminal, Solanum L. e Lycianthes (Dunal) Hassler, tém distribuicdo ampla. O
primeiro ocorre em quase todo o mundo e o segundo na América tropical e no leste da Africa.
Os demais géneros de Solaneae possuem deiscéncia longitudinal da antera e tendem a ter

distribuicdo restrita em um Unico continente ou regido.

1.2 GENERO SOLANUM

O género Solanum é um dos maiores e mais diversos das angiospermas,
sendo economicamente o mais importante da familia Solanaceae. Possui cerca de 1.400
especies desde ervas a pequenas arvores, distribuidas por todo o mundo. No Novo Mundo

ocorrem cerca de 850 espécies. O género ocorre predominantemente nas Américas Central e
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do Sul, Africa, Australia, mas também podem ocorrer espécies na América do Norte, Eurasia
e Oceania (NEE, 1999; CHILD; LESTER, 2001; BOHS, 2005).

Hipodteses filogenéticas para a relacdo entre os grupos infragenéricos de
Solanum foram propostas (OLMSTEAD; PALMER, 1997; BOHS; OLMSTEAD, 1997, 1999;
SPOONER et al,. 2003; BOHS, 2004, 2005). Neste contexto, o género Solanum foi dividido
por Nee (1999) em trés subgéneros: Leptostemonum (Dunal) Bitter, Solanum L. e Bassovia
(Aubl.) Bitter. O subgénero Leptostemonum constitui 0 maior subgénero de Solanum, com
cerca de 450 espécies. Cerca de 180 destas ocorrem na América do Sul. Essas espécies se
diferenciam dos outros dois géneros principalmente pela presenca de espinhos (BOHS, 2005;
LEVIN et al., 2006), sendo um dos poucos grupos de Solanaceae com marcas adaptativas para
calor e habitats secos e sazonais (D’ARCY, 1991; NEE, 1999). O subgénero Solanum possuli
cerca de 370 espécies encontradas principalmente na América do Sul. Elas se diferenciam dos
outros subgéneros principalmente por possuirem anteras poricidas terminais, oblongas e sem
conectivo (BOHS, 2005). O subgénero Bassovia esta confinado as Américas, com maior
diversidade na América do Sul. Possui espécies que se diferenciam das demais principalmente
por possuirem anteras poricidas oblongas terminais e com conectivo (NEE, 1999; CHILD;
LESTER, 2001; BOHS, 2005).

S&o reconhecidas cerca de 60 secdes para o género Solanum (D’ARCY,
1991; NEE, 1999; BOHS, 2004). Dentro do subgénero Leptostemonum, a secdo
Acanthophora Dunal possui cerca de 40 espécies herbaceas e arbustivas, distribuidas do
Meéxico a Argentina e com centro de diversidade no sudeste brasileiro (NEE, 1999; LEVIN et
al,. 2005). Além disso, essa secdo exibe grande variacdo na morfologia de seus frutos, onde S.
palinacanthum Dunal e S. mammosum L. produzem os maiores frutos dentro desse grupo de
plantas com cerca de 5 cm de didmetro. A secdo Torva Nee possui 42 espécies arbustivas a
pequenas arvores distribuidas do México a Argentina. (D’ARCY, 1991; LEVIN et al,. 2006).

Dentro do subgénero Solanum, a se¢do Solanum possui cerca de 50 espécies
de ervas a arbustos, enquanto a se¢do Brevantherum (Seithe) D’Arcy possui 83 espécies de
distribuicdo neotropical. J& a se¢do Extensum D’Arcy possui de quatro a cinco espécies de
arbustos ou trepadeiras, encontradas principalmente na América Central e Venezuela
(D’ARCY, 1991; BOHS, 2005). A secdo Dulcamara tem cerca de 40 espécies estando
proximamente relacionada a secdo Petota (BOHS, 2005). Para Nee (1991) e Bohs (2005) a
secdo Geminata G. Don. possui cerca de 140 espécies arbustivas ou pequenas arvores, tendo
os dois maiores centros de diversidade no leste Andino e nas cordilheiras costeiras da

Venezuela.
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Conforme Nee (1999), a secdo Cyphomandropsis e mais outras trés secoes,
Pachyphylla, Allophylla e Pteroidea pertencem ao subgénero Bassovia. A secdo Pachyphylla
Dunal abriga as espécies anteriormente aceitas como pertencentes ao género Cyphomandra,
como por exemplo, Solanum corymbiflorum (Sendtn.) Bohs (= Cyphomandra corymbiflora
Sendtn.). As espécies de Solanum estudadas até o momento apresentaram 2n = 2x = 24,
embora séries poliploides com 2n = 4x = 48, 2n = 6x = 72, 2n = 8x = 96 sejam frequentes
(HUNZIKER, 2001).

1.3 GENERO LYCIANTHES (DUNAL) HASSLER

O género Lycianthes ja foi considerado um subgénero de Solanum, mas é
atualmente reconhecido como género independente por estudos com filogenia molecular
(OLMSTEAD; PALMER, 1992, 1997; BOHS; OLMSTEAD, 1997, 1999; OLMSTEAD et
al,. 1999; NEE, 1999; BOHS, 2004, 2005). Compreende cerca de 150 espécies com
distribuicdo américo-asiatica, sendo que dez crescem no sudeste do Brasil. Todas possuem
frutos do tipo baga e a maioria de cor brilhante. As poucas espécies de Lycianthes estudadas
citogeneticamente (L. lycioides (L.) Hassler, L. moziana (Dunal) Bitter, L. jalicensis E. Dean
e L. rantonnei (Carr.) Bitter) possuem 24 cromossomos (MOSCONE, 1992; HUNZIKER,
2001; ACOSTA et al., 2005).

1.4 GENERO VASSOBIA RUSBY

Solaneae € a maior tribo da subfamilia Solanoideae com aproximadamente
1.500 espécies. Esta é subdividida em cinco subtribos de acordo com Hunziker (2001). A
subtribo Capscinae possui nove géneros, dentre eles, Capsicum e Vassobia. Este Gltimo é
caracterizado por possuir espécies arbustivas ou pequenas arvores, com flores pequenas e
inodoras. Vassobia dichotoma (Rusby) Bitter, por exemplo, cresce na Bolivia a 1.900 a 2.100
m de altitude, enquanto V. breviflora (Sendtn.) Hunz. possui ampla distribuicdo geogréfica,
entre 300m e 2.700m de altitude e é encontrada nas montanhas da Bolivia, no nordeste da
Argentina, Leste do Paraguai, sudeste do Brasil e noroeste do Uruguai. Por conta de seu

polimorfismo, essa planta ja recebeu 30 nomes e foi incluida em sete géneros diferentes
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(HUNZIKER, 2001).
A Unica espécie estudada citogeneticamente até o momento é Vassobia

breviflora, a qual apresentou 2n = 24 cromossomos (XIFREDA et al., 1985 apud
HUNZIKER, 2001).

Figura 1 — Representantes de Solanaceae. (A) Solanum viarum, (B) S. artropurpureum, (C) S.
sisymbriifolium, (D) S. guaraniticum, (E) S. paniculatum, (F) S. mauritianum, (G) S.
granulosoleprosum, (H) S. gemellum, (1) S. pseudocapsicum, (J) S. trachytrichium, (K) S.
americanum, (L) S. palinacanthum e (M) Vassobia breviflora
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1.5 PROBLEMA TAXONOMICO DE CHYPHOMANDRA MART. EX SENDTN.

As espécies consideradas na circunscricdo de Cyphomandra s&o
neotropicais e ocorrem do Meéxico ao norte da Argentina, habitando clareiras e bordas de
formacdes florestais ou ambientes antropizados (SOARES; MENTZ, 2006). A circunscricdo
de Cyphomandra e suas relacdes intergenéricas sempre foram discutidas, dada a estreita
relagdo com os géneros Solanum e Lycopersicon (OLMSTEAD; PALMER, 1992; SPOONER
et al., 1993; BOHS, 1994, 1995; BOHS; OLMSTEAD, 1997, 1999; CHILD; LESTER, 2001,
SOARES; MENTZ, 2006). Estas espécies sdo distinguidas das outras solanaceas pela
presenca de conectivo, formando uma protuberancia no lado dorsal da antera e,
geneticamente, por possuirem grande quantidade de DNA e grandes cromossomos, maiores
que 12 um (BERNADELLO; ANDERSON, 1990; BOHS, 1989, 1994; PRINGLE;
MURRAY, 1991, 1993). Embora esses caracteres possam definir Cyphomandra como um
género independente, as relacdes filogenéticas entre Cyphomandra, Solanum e Lycopersicon
foram recentemente reavaliadas em estudos de sistematica molecular utilizando genes
conservados de cloroplasto (OLMSTEAD; PALMER, 1992; BOHS, 1995; OLMSTEAD;
PALMER, 1997; BOHS; OLMSTEAD, 1997, 1999; OLMSTEAD et al., 1999; BOHS, 2004,
2005).

As transferéncias das espécies de Lycopersicon (SPOONER et al,. 1993) e
Cyphomandra (BOHS, 1995) para o género Solanum geraram impacto, uma vez que estas
propostas ndo foram aceitas de imediato e muitos as contestaram, por discordarem dos
principios nas quais estavam fundamentadas (SOARES; MENTZ, 2006). Concordando
parcialmente com as modificagdes propostas pela biologia molecular na taxonomia do género
Solanum, Nee (1999) aderiu a transferéncia dos taxons de Cyphomandra para Solanum. No
entanto, preferiu manter a autonomia do género Lycopersicon. Conforme Nee (1999), a secdo
Pachyphylla abriga as espécies anteriormente aceitas como pertencentes ao género
Cyphomandra, como por exemplo, Solanum corymbiflorum (Sendtn.) Bohs (= Cyphomandra
corymbiflora Sendtn. In Flora 28:174. 1845).
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1.6 ASPECTOS CITOGENETICOS DE SOLANACEAE E DO GENERO SOLANUM

Dados citogenéticos sdo extremamente importantes na sistematica vegetal,
por auxiliarem na determinacdo das relacdes entre diferentes taxons, bem como na
compreensdo de mecanismos geneticos envolvidos na diferenciacéo e especiacdo de grupos de
plantas (GUERRA, 1986). A combinacdo de caracteres como formula cariotipica, presenca de
satélites, tamanho total do cari6tipo (um), tamanho relativo dos pares cromossémicos (%) e
indices de assimetria (TF %, por exemplo) também permitem que espécies sejam distinguidas
umas das outras (STEBBINS, 1971; BERNARDELLO; ANDERSON, 1990;
BERNARDELLO et al., 1994; ACOSTA et al., 2005; CHIARINI; BERNARDELLO, 2006).

Comparagdes entre assimetrias cariotipicas sdo mais faceis de fazer se as
categorias de assimetria sdo bem estabelecidas. De acordo com Stebbins (1971), um cariétipo
simétrico € aquele cujos cromossomos sdo todos aproximadamente do mesmo tamanho,
possuindo centrdmero mediano ou submediano. Assim, 0 aumento da assimetria pode ocorrer
tanto por meio de mudangas na posi¢cdo do centrébmero, como por variagdes nos tamanhos
relativos dos cromossomos do complemento. A classificacdo de caridtipos de acordo com 0
grau de assimetria de Stebbins (1971) utiliza, além do resultado da divisdo do par
cromossémico maior pelo par cromossémico menor, a analise da propor¢do de cromossomos
dos tipos subtelocéntricos e telocéntricos em relagcdo aos outros tipos cromossomicos de cada
lote haploide (Tabela 1). As categorias de classificacdo sdo baseadas em dois aspectos: 1)
freqliéncia de cromossomos dos tipos subtelo e telocéntricos em relagcdo ao restante do lote
hapldide, sendo a categoria 1 considerada mais simétrica em relacdo a categoria 4 e 2)
Relacdo de tamanho entre 0 cromossomo maior e 0 menor, isto é, quanto 0 cromossomo
maior € maior que 0 cromossomo menor, sendo a categoria A considerada mais simétrica em
relacdo a categoria C. Podemos assim assumir o cariétipo do tipo 1A como mais simétrico e o

cariotipo do tipo 4C como mais assimétrico.



16

Tabela 1 - Classificacdo de cari6tipos de acordo com o grau de assimetria, segundo Stebbins (1971).

Proporcio de cromossomos com razio de bragos < 2:1
Par maior/par menor

0.0 0.02-05  0.51-099 1.0
<21 1A A 3A A
2 1-41 1B 2B 3B 4B
= 4:1 1C 2C 3 4C

De uma maneira geral, espécies de Solanaceae tém exibido cariotipos
simétricos, com cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, independente do género e do
tamanho dos cromossomos. Nos géneros Solanum (STEBBINS, 1971; BERNARDELLO;
ANDERSON, 1990; MOSCONE, 1992; BERNARDELLO et al., 1994; ACOSTA et al.,
2005; OBUTE et al., 2006; CHIARINI; BERNARDELLO, 2006) e Lycianthes (ACOSTA et
al., 2005) os caridtipos sao compostos por cromossomos semelhantes em tamanho (menos de
4 um) e forma (meta e submetacéntricos). Os cariotipos de Capsicum (MOSCONE, 1993;
MOSCONE et al., 1993), de Cestrum L. (FREGONEZI et al., 2006) e de Nicotiana L.
(NAKAMURA et al., 2001; KITAMURA et al., 2001) também sdo simétricos com
cromossomos meta e submetacéntricos.

Estudos citogenéticos na familia Solanaceae mostram que esta exibe
ndmeros cromossdmicos basicos variando de x = 7 a x = 13, sendo x = 12 0 mais comum,
embora essa amplitude cromossémica ndo seja encontrada em todas as subfamilias
(MOSCONE, 1992). Estudos feitos em Capsicum (MOSCONE, 1993; MOSCONE et al.,
1993) e em Nicotiana L. (NAKAMURA et al., 2001; KITAMURA et al., 2001) mostraram
que a maioria das espécies possui 2n = 2x = 24. A maioria das espécies de Solanum estudadas
até 0 momento também apresentou 2n = 2x = 24, embora séries poliploides com 2n = 4x = 48,
2n = 6x = 72, 2n = 8x = 96 sejam frequentes (STEBBINS, 1971; BERNARDELLO;
ANDERSON, 1990; MOSCONE, 1992; BERNARDELLO et al., 1994; ACOSTA et al.,.
2005; OBUTE et al., 2006; CHIARINI; BERNARDELLO, 2006).



17

1.7 LocALIZACAO DE DNAS REPETITIVOS NA FAMILIA SOLANACEAE

Sequiéncias repetitivas de DNA representam uma fragdo substancial do
genoma nuclear das plantas superiores (FLAVELL, 1986; HESLOP-HARRISON, 2000).
Contudo, os caridtipos de angiospermas exibem grande varia¢do tanto na quantidade quanto
na localizacdo de bandas heterocromaticas, sendo comuns polimorfismos no tamanho e
posicdo das bandas. A quantidade de heterocromatina em uma espécie pode variar
independentemente da quantidade de eucromatina e do conteudo de DNA. De acordo com
Guerra (2000), a heterocromatina € formada de sequéncias repetitivas que variam em
natureza, tamanho e distribuicdo e as diferentes sequéncias parecem ndo ter o mesmo
significado funcional e evolutivo para todas as espécies de angiospermas.

Dentre as técnicas mais empregadas, 0 bandamento C-Giemsa
(SCHWARZACHER et al., 1980) e o bandamento com fluorocromos DAPI (4'- 6 diamidino -
2 fenilindol) e CMAs (cromomicina As ) sdo usados para localizar regides heterocromaticas
ricas em AT ou GC, respectivamente (SCHWEIZER, 1980). Estas técnicas sdo extremamente
Uteis em estudos de caracterizacdo cromossémica e evolucdo cariotipica, bem como para o
entendimento da evolucdo das sequéncias de DNA repetitivo dentro de um grupo e entre
diferentes espécies (SHARMA; SEM, 2002).

Em Nicotiana kawakamii estudada por Nakamura et al. (2001) a coloragéo
com DAPI revelou bandas positivas em todos os grandes cromossomos do complemento,
permitindo a divisdo destes em grupos quanto a posi¢do: (i) terminal do braco longo; (ii)
terminal do braco curto e na regido subterminal do braco longo e (iii) terminal e intercalar do
braco longo. Moscone et al. (1993) observaram que em Capsicum, todos 0os cromossomos dos
complementos das espécies estudadas exibiam bandas C centroméricas e uma grande variacao
em relacdo as bandas terminais. Em algumas espécies de Solanum da secdo Petota, a
heterocromatina foi localizada bem adjacente ao centrémero (PIINAKER; FERWERDA,
1984), diferentemente das espécies do género Cyphomandra (agora circunscritas dentro de
Solanum). Estas ndo apresentaram bandas C proximais, mas bandas terminais e intersticiais
em alguns cromossomos de cada complemento. Segundo Pringle e Murray (1993), isto mostra
que diferencas nas propor¢oes de heterocromatina podem refletir diferencas na dispersdo ou
agregacao de elementos repetitivos dentro desse grupo de plantas.

O grande numero de copias e a tendéncia a formacdo de blocos fazem dos

DNASs repetitivos alvos ideais para experimentos de hibridacéo in situ, pois sdo mais faceis de
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serem localizados tanto por bandamento quanto por FISH. As principais sequéncias de DNA
repetitivo utilizadas na citogenética molecular sdo as que codificam os genes ribossdémicos, 0s
segmentos de telébmeros e microssatélites, além de alguns grupos de DNAs satélites
(SNOWDON et al., 2001; SUMNER, 2003). Genes que codificam os RNAs ribossomais 18S-
5,85-26S (também chamado de DNAr 45S) representam uma das maiores e mais bem
estudadas familias de sequéncias repetitivas em eucariotos, assim como os que codificam o
RNAr 5S (DNAr 5S). Ambos ocorrem em repeticdes em tandem em um ou mais sitios
cromossémicos, porém ocorrem separados fisicamente nos cromossomos (LAPITAN, 1992).

As sequéncias de DNAr 45S e 5S sdo altamente conservadas, permitindo
que sondas originalmente isoladas de diferentes espécies, como trigo, por exemplo
(GERLACH; BEDBROOK, 1979; GERLACH; DYER, 1980), possam ser utilizadas na
localizacdo desses segmentos em diferentes espécies de eucariontes. Um bom exemplo para
Solanaceae foi publicado por Fregonezi et al. (2006), os quais utilizaram hibridacao in situ
com fluorocromos (FISH) com as sondas de DNAr 45S e 5S em espécies de Cestrum e
encontraram que o DNAr 45S variou em numero e localizacdo, aparecendo mais comumente
nas regides terminais dos bragos curtos dos cromossomos, enquanto que o DNAr 5S apareceu
sempre na regido proximal do braco longo do menor par cromossémico. Dessa forma, por
serem sequéncias evolutivamente conservadas e por estarem presentes em um ou mais sitios
cromossémicos, 0s DNAr 45S e 5S se tornaram importantes marcas cromossémicas para
estudos citogenéticos e evolutivos (HESLOP- HARRISON, 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar das metodologias convencionais de analise cariotipica fornecerem
informagdes valiosas para comparar populacdes e espécies, estas sdo limitadas para a
definicdo da organizacdo dos cromossomos em cada caridtipo em determinados grupos de
plantas. Isto acontece principalmente para espécies tropicais onde a biodiversidade é grande,
0s estudos citogenéticos sao escassos e 0s cariotipos sdo similares. Assim sendo, nem sempre
0 ndmero cromossdmico € suficientemente Gtil como caracteristica diagnostica
micromorfolégica. A aplicagdo de técnicas citogenéticas mais apuradas, tais como
bandamento C-CMA3/DAPI e FISH com sondas de DNASs repetitivos sdo muito Uteis para
estudar grupos com cariotipos tdo constantes, como os de Solanum e grupos proximos. Neste
contexto, estas técnicas citogenéticas podem ser aplicadas a resolucdo de problemas
taxonémicos e biossistematicos, bem como para a compreensdo dos mecanismos evolutivos
envolvidos na diferenciacdo cariotipica dentro da familia Solanaceae e do género Solanum.

A escolha desse grupo de plantas justifica-se pelo fato dos cari6tipos de
Solanum, Lycianthes e Vassobia serem similares, numericamente estiveis e com algumas
familias de DNA repetitivos ja identificadas. Além deste grupo possuir espécies com interesse
econémico indiscutivel, hd um elevado numero de espécies em nossa regido com reconhecida

importancia para a restauragdo ambiental.
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3 OBJETIVOS

Andlises de filogenia molecular tém alterado substancialmente a
organizacdo taxonomica de grupos acerca de Solanum, como por exemplo, a inclusdo de
Cyphomandra como uma secdo de Solanum, ao mesmo tempo em que grupos
morfologicamente mais proximos como Lycianthes encontram-se fora da circunscricdo em
Solanum. Contudo, a analise citogenética parece ir a contramdo dos trabalhos filogenéticos
gue empregam poucos genes extra-gendmicos. Para entender e contribuir melhor com estas
relacBes taxonémicas, este trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo cariotipica de
especies de Solanum, Lycianthes australe e Vassobia breviflora, utilizando metodologias de
coloragdo convencional, técnicas de bandamento cromossémico (bandamento C-
CMAG:/DAPI), bem como a localizacdo de segmentos repetidos de DNA (DNAr 45S e 5S)

pela técnica de hibridacéo in situ com fluorocromos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir e confirmar o nimero, a forma e o tamanho dos cromossomos de 18 espécies, sendo
16 de Solanum, Lycianthes australe e Vassobia breviflora.

2. Comparar a organizacao estrutural dos caridtipos das espécies utilizando a técnica de
bandamento cromossémico C-CMA3/DAPI.

3. Comparar a organizagdo estrutural dos cariétipos utilizando a técnica de hibridacéo in situ
fluorescente com sondas de DNAr 45S e 5S.

4. Utilizar os resultados obtidos pela caracterizacdo cariotipica das espécies para gerar mapas
fisicos. Estes, por sua vez, serdo empregados em uma analise comparativa entre espécies, a
fim de entender os processos evolutivos envolvidos na diferenciagdo cromossomica destas

espécies e de géneros proximamente relacionados.
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Analise cariotipica em espécies dos géneros Solanum, Lycianthes e Vassobia

Leticia do Nascimento Andrade de Almeida Rego'?, Carlos Roberto Maximiano da Silval e
André Luis Laforga Vanzela'?

1. Laboratdrio de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas, Departamento de Biologia
Geral, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana,
Brasil, CEP: 86051-990, Caixa Postal 6001.

2. E-mail para correspondéncia: avanzela@uel.br, letbio@gmail.com

O género Solanum possui cerca de 1.400 espécies arbdreo-arbustivas e trepadeiras,
encontradas preferencialmente nas regides tropicais, algumas com interesse econdémico, como
a batata. Em relagdo as caracteristicas citogenéticas, este grupo é interessante devido ao fato
dos caridtipos serem bastante conservados em numero e forma dos cromossomos, com
diversidade nos DNAs repetitivos. O objetivo deste estudo foi caracterizar 16 espécies de
Solanum e duas espécies de géneros proximos, Lycianthes australe e Vassobia breviflora,
utilizando parametros citogenéticos (coloragdo convencional, bandamento C-CMA3/DAPI e
FISH com sondas DNAr 45S e 5S). Foi observado que todas as espécies apresentaram 2n =
24, confirmando a contagem para as espécies estudas aqui. Em Solanum scuticum, S.
gemellum, S. amygdalifolium e Lycianthes australe a contagem foi inédita. Todas as espécies
apresentaram nucleos arreticulados com condensacgédo profésica proximal e pouca variagdo na
simetria cariotipica, sendo que S. corymbiflorum mostrou cromossomos aproximadamente trés
vezes maiores em relacdo as outras espécies. Regides de heterocromatina ricas em GC (banda
C-CMA;") foram encontradas na regido terminal de todos os cromossomos de algumas
espécies de Solanum. Na maioria das espécies, incluindo as dos géneros proximos, apenas um
par foi marcado, enquanto em S. corymbiflorum 2 pares foram marcados. Regides de
heterocromatina ricas em AT (banda C-DAPI") foram evidenciadas nas regides centroméricas
de todos os cromossomos em L. australe e regido centromérica dos dois maiores pares em S.
amygdalifolium. Sitios de DNAr 45S coincidentes com banda C-CMA;" (satélites) foram
vistas em apenas um par, havendo variagdo no par portador. No entanto, S. corymbiflorum
apresentou dois pares cromossomicos com DNAr 45S. A FISH com DNAr 5S mostrou sinais
na regido pericentromérica de um par cromossdmico, geralmente nos bragos curtos dos
menores cromossomos de cada complemento, com exce¢do de S. trachytrichium que
apresentou dois pares marcados. Os resultados indicam que os mecanismos de diferenciacdo
cariotipica envolvem mudancas nos pares portadores dos sitios de DNAr, posi¢do e numero
de bandas ricas em GC e AT, bem como altera¢des na forma e no tamanho dos cromossomos
e caridtipos. Os resultados em S. corymbiflorum, que ja fora considerada Cyphomandra
corymbiflora, podem sugerir que os géneros Cyphomandra e Solanum representam dois
grupos distintos ao contrario do que sugerem alguns taxonomistas, quando consideram estes
um Unico grupo taxondmico.

Palavras-chave: bandamento cromossémico, Cyphomandra, DNAr 45S e 5S, Lycianthes,
Vassobia.
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Introducéo

O género Solanum é um dos maiores e mais diversos das angiospermas, sendo
economicamente o mais importante da familia Solanaceae. Possui cerca de 1.400 espécies
desde ervas a pequenas arvores, distribuidas por todo o mundo, sendo que no Novo Mundo
ocorrem cerca de 850 espécies (NEE, 1999; CHILD; LESTER, 2001; BOHS, 2005). Estudos
citogenéticos em Solanaceae mostram que esta familia exibe nimeros cromossémicos basicos
variando de x = 7 a x = 13, sendo x = 12 o0 mais comum. Contudo, essa amplitude em nimero
cromossdmico parece ndo ser encontrada em todas as subfamilias de Solanaceae
(MOSCONE, 1992).

De uma maneira geral, espécies de Solanaceae tém exibido caridtipos simétricos, com
cromossomos metacéntricos a submetacéntricos, independente do género e do tamanho dos
cromossomos. Estudos feitos em Capsicum (MOSCONE, 1993; MOSCONE et al., 1993) e
em Nicotiana L. (NAKAMURA et al., 2001; KITAMURA et al.,, 2001) mostraram que a
maioria das espécies possui 2n = 2x = 24 e que 0s cariotipos sdo simétricos com cromossomos
meta a submetacéntricos. As espécies de Solanum estudadas até o momento também
apresentam 2n = 2x = 24, embora séries poliploides com 2n =4x =48,2n=6x =72, 2n = 8x =
96 sejam frequentes (HUNZIKER, 2001). Além disso, possuem cari6tipos compostos por
cromossomos semelhantes em tamanho (menores que 4 um) e forma (STEBBINS, 1971;
BERNARDELLO; ANDERSON, 1990; MOSCONE, 1992; BERNARDELLO et al., 1994;
ACOSTA et al., 2005; OBUTE et al., 2006; CHIARINI; BERNARDELLO, 2006).

Estudos com sequéncias repetitivas de DNA em Solanaceae tém mostrado diferentes
padrdes de comportamento em diferentes grupos. Nakamura et al. (2001), mostraram que em
Nicotiana kawakamii ocorrem Dblocos ricos em AT nos maiores Cromossomos
submetacéntricos do complemento, permitindo a divisdo destes em grupos quanto & posicao:

(i) terminal do brago longo; (ii) terminal do brago curto e na regido subterminal do braco
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longo e (iii) terminal e intercalar do braco longo. Moscone et al. (1993) observaram que em
Capsicum, todos os cromossomos dos complementos exibiam bandas C centroméricas e uma
grande variacdo em relacdo as bandas terminais. Sequéncias repetitivas de DNA sdo
reconhecidamente uma fragdo substancial do genoma nuclear das plantas superiores, 0 que
explicaria a maioria da variacdo do contetdo de DNA entre as espécies (FLAVELL, 1986;
HESLOP-HARRISON, 2000).

Um fato interessante € que as sequéncias de DNAr 45S e 5S, umas das maiores e mais
bem estudadas familias de sequéncias repetitivas em eucariotos e amplamente localizadas nos
cromossomos de diferentes grupos de plantas (Lapitan 1992), ndo foram mapeadas em
espécies nativas de Solanum, sendo utilizadas apenas espécies cultivadas como Solanum
lycopersicon (VALLEJOS et al., 1986; LAPITAN et al., 1991; KOMAROVA et al., 2004), S.
bulbocastanum (DONG et al. 2000) e S. tuberosum (VOLKOV et al., 2001; SREBNIAK et
al., 2002; KOMAROVA et al., 2004). Fregonezi et al. (2006) fizeram hibridag&o in situ com
as sondas de DNAr 45S e 5S no género Cestrum e mostraram que estes segmentos (genes)
evolutivamente conservados sdo agrupados em tandem, porém, o conjunto varia em tamanho,
posicdo e par cromossdmico entre as espécies, sendo considerados importantes marcadores
cromossdémicos para estudos citogenéticos e evolutivos, como anteriormente sugerido por
Heslop-Harrison (2000).

Anélises de filogenia molecular tém alterado substancialmente a organizacao
taxonémica de grupos acerca de Solanum, como por exemplo, a inclusdo de Cyphomandra
como uma secdo de Solanum ao mesmo tempo em que grupos morfologicamente mais
préoximos como Lycianthes encontram-se fora da circunscricdo em Solanum (OLMSTEAD;
PALMER, 1992 1997; BOHS; OLMSTEAD, 1997, 1999; OLMSTEAD et al., 1999; BOHS,
2004, 2005). Contudo, a anlise citogenética parece ir a contramao dos trabalhos filogenéticos

gue empregam poucos genes extra-gendémicos. Para entender e contribuir melhor com estas
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relacdes taxonémicas, este trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo cariotipica de
algumas espécies de Solanum, Lycianthes australe e Vassobia breviflora (como grupo
externo), utilizando metodologias de coloracdo convencional e técnicas de bandamento
cromossomico (bandamento C-CMAG3/DAPI), bem como a localizacdo de segmentos
repetidos de DNA (DNAr 45S e 5S) pela técnica de hibridacdo in situ. Estas informacoes
também sdo Uteis para avaliar o nivel de organizacdo cariotipica, bem como as diferencas e

similaridades cariotipicas entre as espécies aqui relacionadas.

Materiais e métodos

Material botanico

Os exemplares de Solanum, Lycianthes, Vassobia e as sementes de cada espécie
estudada foram coletados em diferentes localidades nos estados do Mato Grosso do Sul,
Parand e Rio Grande do Sul, e cultivados em tubetes e vasos no viveiro de mudas do
Laboratorio de Biodiversidade e Restauracdo de Ecossistemas — LABRE. Foram utilizados
pelo menos trés individuos de cada espécie para as analises citogenéticas. Amostras
herborizadas encontram-se registradas no Herbario FUEL, da Universidade Estadual de
Londrina (Tabela 1). As espécies foram arranjadas em sec¢des de acordo com a classificacdo

taxonémica de Nee (1999).
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Analise convencional

Para a obtencdo de ld&minas foram utilizados meristemas radiculares, pré-tratados com
8-hidroxiquinoleina 2 mM por uma hora a temperatura ambiente, seguido de quatro horas a
14°C. As amostras foram, fixadas em etanol:acido acético (3:1, v:v), a temperatura ambiente,
por até 12 horas. Em seguida, as raizes foram diretamente utilizadas no preparo de laminas ou
mantidas a —20°C até o uso. Para a coloracdo convencional as raizes foram digeridas em uma
solucdo enzimatica contendo celulase 4% e pectinase 40% por uma hora a 37°C. Em seguida,
foram hidrolisadas em HCI 1M por 10 min a 60°C, dissecadas em uma gota de &cido acético
45% e esmagadas. As laminulas foram retiradas apos congelamento em nitrogénio liquido. A
coloracdo das laminas foi feita em Giemsa 2% e as laminas permanentes montadas com
Entellan (Merck).

A caracterizacdo dos caridtipos foi determinada utilizando os seguintes parametros:
relacdo de bracos, formula cariotipica haploide (FCH), tamanho do lote hapléide (TLH) em
um e dois indices de simetria, sendo o TF% calculado de acordo com Huziwara (1962)
(Tabela 1) e 0o R, obtido pela razdo entre o comprimento absoluto (um) do maior par
cromossémico dividido pelo menor par. Os tipos cromossomicos foram classificados
conforme a nomenclatura proposta por Guerra (1986) e as categorias de simetria foram

determinadas de acordo com Stebbins (1971).

Bandamento cromossdmico

A heterocromatina foi detectada de acordo com o protocolo descrito por Schwarzacher
et al. (1980), com modificacbes. Para tal, laminas envelhecidas por trés dias, sofreram trés

tratamentos: (i) &cido acético 45% a 600C por 10 min, (ii) solugédo saturada de hidréxido de
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bario 5% a temperatura ambiente por 10 min e (iii) 2xSSC a 600C por 80 minutos. Apos um
novo envelhecimento de trés dias, as laminas foram coradas com CMAs3 (0,5 pg/uL) por 90
minutos e em seguida com DAPI 2 pg/uL por meia hora. Em seguida as laminas foram
lavadas em &gua destilada, secas com ar e montadas com um meio composto por

glicerol/tampdo Mcllvaine (pH 7.0) 1:1, contendo MgCl22.5 mM.

Hibridacdo in situ com fluorocromos (FISH)

A hibridacdo in situ foi realizada de acordo com Heslop-Harrison et al. (1991) e
Cuadrado e Jouve (1994), com modificacGes. Foram utilizadas as sondas de trigo: pTa7l
contendo a sequiéncia de DNAr 45S e pTa794 contendo a sequéncia de DNAr 5S, marcadas
com biotina ou digoxigenina por nick translation. As laminas foram tratadas com uma
solugdo de RNAse (100 pg/mL) por 1 hora, lavadas com 2xSSC, pdés-fixadas com
paraformaldeido 4% por 10 minutos e desidratadas em uma série alcodlica (70% - 100%),
todos a temperatura ambiente. Sobre cada lamina foram aplicados 32 pL de uma mistura de
hibridacdo contendo 100 a 200 ng de cada sonda marcada (3 pL), formamida 100% (15 pL),
polietilenoglicol 50% (6 pL), 3 pL de 20xSSC (pH 7,0), 1 uL de DNA de timo de bezerro
fragmentado (100 ng) e SDS a 10% (1 pL). A mistura de hibridacdo foi desnaturada a 700C
por 10 min e imediatamente colocada no gelo por cinco minutos.

Os cromossomos e a sonda foram desnaturados simultaneamente em um termociclador
a 900C por 10 min, 500C por 10 min e 380C por 5 min. Em seguida, as laminas foram
colocadas em uma camara umida a 370.C por pelo menos 12 horas. As lavagens pos-
hibridacdo foram feitas em 2xSSC, formamida 20% em 0,1xSSC, 0,1xSSC, 2xSSC e
4xSSC/Tween20 0,2%, todos a 37oC por 5 min sob agitagdo. As sondas foram detectadas com

uma solucdo contendo avidina/FITC (verde) 1:99 em BSA 5%, quando apenas uma das
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sondas foi empregada na FISH ou entdo com uma mistura contendo avidina/FITC (verde)
1:98 e anti-digoxigenina/rodamina (vermelho) 1:98 em BSA 5%, para a detec¢do dupla. Em
seguida foram feitas duas lavagens pos-deteccdo com 4xSSC/Tween20 2%, por 10 min a
temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram contra-coradas e montadas simultaneamente
com antifade: 23 uL de antifade (1,4-diaza- bicyclo (2.2.2)-octane (2,3%), Tris HCI 20 mM,
pH 8.0 (2%) e Glicerol (90%), em &gua destilada), 1 uL de DAPI (2 ug/mL) e 1 uL de MgCl2
(50mM).

Todas as imagens foram adquiridas em um microscopio de epifluorescéncia Leica DM
4500 B, equipado com uma camera DFC 300FX e com o programa IM50 4.0, também da
Leica. As cinco melhores metafases de cada preparacdo foram utilizadas na montagem dos
idiogramas, utilizando 0 programa Micro Measure 3.3

(http://www.biology.colostate.edu/MicroMeasure/). Os idiogramas foram construidos com o

auxilio do programa Corel Draw 12.

Resultados

Anélise convencional

A andlise citogenética por coloracdo convencional mostrou que as espécies de
Solanum, Lycianthes australe e Vassobia breviflora possuem nucleos interfasicos
arreticulados e com condensagdo proximal (Figuras 1E, 11 e 1Q). Todas as espécies
apresentaram nimero cromossdémico constante (2n = 2x = 24) e cari6tipo com cromossomos
pequenos, medindo em torno de 2 um (Figuras 1 e 6; Tabela 1). Além disso, houve a
predominancia de cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos. Uma excecao em relagao

ao tamanho foi Solanum corymbiflorum, que mostrou cromossomos maiores em relagdo as
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outras espécies (cerca de 6 um), porém, com simetria cariotipica bem parecida as demais
espécies (Tabela 1, Figuras 1R e 61).

Anélise citogenética mostrou que ndo ha uma correlacdo clara entre caracteristicas
cariotipicas e os agrupamentos dentro e entre as se¢cdes de Nee (1999), portanto, a descricao
dos dados segue um agrupamento de espécies pelas similaridades entre as férmulas
cariotipicas independente das se¢des. Nos subgéneros Leptostemonum e Solanum houve a
predominancia de cromossomos metacéntricos em relacdo aos submetacéntricos (Figura 6;
Tabela 1). Entretanto, a férmula cariotipica mais freqliente foi de 6m + 6sm, observada em S.
artropurpureum, S. sisymbriifolium, S. trachytrichium, S. granulosoleprosum, S.
corymbiflorum e Lycianthes australe (Figuras 6C, 6D, 6L, 6M, 61 e 6Q; Tabela 1). Apesar de
possuirem formas cromossémicas semelhantes, estas espécies apresentaram diferengas no
tamanho do lote hapléide, variando de 13,5 um em S. granulosoleprosum a 77,88 pum em S.
corymbiflorum (Tabela 1).

A férmula cariotipica 7m + 5sm foi observada em S. paniculatum, S. pseudocapsicum
e S. mauritianum (Figuras 6E, 6K e 6N) variando de 19,32 um a 21,07 um (Tabela 1) e a
formula 8m + 4sm foi observada em S. guaraniticum, S. scuticum e S. amygdalifolium
(Figuras 6F, 6G e 6P). A variacdo no tamanho do complemento hapldide entre essas ultimas
espécies foi de 13,08 um em S. amygdalifolium a 25,87 um em S. scuticum (Tabela 1). Duas
espécies ndo foram agrupadas com as demais por possuirem férmulas bastante distintas.
Solanum viarum (Figura 6A) exibiu 11m + 1sm e complemento hapldide com 18,14 pum
(Tabela 1). Solanum americanum (Figura 6J) apresentou 10m + 2sm e complemento haploide
com 22,39 um (Tabela 1).

As duas Unicas espécies que apresentaram a maioria dos Cromossomos
submetacéntricos foram S. gemellum com 5m + 7sm (Figura 60) e S. palinacanthum com 3m

+ 9sm (Figura 6B), além do tamanho de seus complementos hapldides estarem dentre 0s
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maiores entre as espécies estudadas (25,74 um e 27,9 um, respectivamente). Por fim, a
espécie analisada como grupo externo, Vassobia breviflora, apresentou a maioria dos
cromossomos metacéntricos (9m + 3sm) e tamanho do complemento haploide igual a 19,63
pum (Figura 6R; Tabela 1), sendo mais similar a S. americanum.

Dessa forma, considerando a posicdo do centrdbmero e a variagdo no tamanho
cromossémico, os cariétipos das espécies estudadas se mostraram simétricos, com a maioria
classificada nas categorias 1A e 2A de indice de assimetria proposta por Stebbins (1971),
como pode ser visto na Tabela 1. A espécie S. palinacanthum, em particular, foi a Unica
classificada na categoria 3A, por possuir a maioria dos cromossomos de seu complemento do
tipo submetacéntrico com razéo de bragos e razéo entre 0s pares maior € menor, menor que a

proporcao 2:1 (Tabela 1; Figuras 1F, 6B e 7).

Bandamento C-CMA3/DAPI

O bandamento cromossémico mostrou dois principais padrées de distribuicdo da
heterocromatina, quando comparados o nimero, a posicdo e a composicdo de bases. Em
Vassobia breviflora (Figuras 2Q e 6R) e dentro dos subgéneros Leptostemonum e Solanum,
algumas das espécies estudadas (S. sisymbriifolium, S. guaraniticum, S. scuticum, S. variabile,
S. pseudocapsicum e S. americanum) mostrou bandas C-CMA3;" na regido terminal de todos
0s cromossomos do complemento, além de um bloco maior associado ao satélite (Figuras 2E,
21, 2K, 20, 2S e 6A-R), enquanto que nas outras espécies (S. viarum, S. artropurpureum, S.
amygdalifolium, S. trachytrichium, S. granulosoleprosum, S. mauritianum, S. gemellum e
Lycianthes australe) as bandas C- CMAs" foram observadas apenas como um bloco associado

ao satélite (Figuras 2A, 2C, 2G, 2U, 2W, 2Y, 3C, 3E e 6A, C, L, M, N, O, P, Q). Solanum
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palinacanthum e S. paniculatum mostraram uma distribuicao diferenciada da heterocromatina.
Solanum palinacanthum exibiu banda terminal C-CMA;" associada ao satélite no par 10, dots
proximais centroméricos nos bragcos longos e terminais nos bragos curtos dos pares
submetacéntricos (com excecdo dos pares 4 e 5 que possuem apenas dots proximais nos
bragos longos), além de dots intersticiais nos dois bragcos cromossdmicos dos pares
metacéntricos 1, 2 e 9 (Figuras 3G e 6B). Solanum paniculatum exibiu todos os cromossomos
metacéntricos com bandas C-CMA;" terminais e todos os cromossomos submetacéntricos
(pares 3, 6, 8, com exce¢do do par 11) com bandas C-CMA;" terminais nos bragos curtos,
além de dots proximais nos bracos longos (Figuras 2M e 6E). Dentro da se¢do Pachyphylla,
Solanum corymbiflorum, apresentou dois pares cromossdmicos contendo bandas C-CMA;"
terminais, no primeiro par metacéntrico associado ao satélite e no brago curto do décimo par
submetacéntrico (Figuras 3A e 61).\ Com excecdo de Lycianthes australe que apresentou
bandas C-DAPI" na regifo centromérica de todos os cromossomos (Figuras 3F e 6Q), e S.
amygdalifolium que mostrou bandas C-DAPI" na regido centromérica dos dois maiores pares
cromossémicos (Figuras 2H e 6P), todas as outras espécies ndo apresentaram bandas C- DAPI

(Figuras 2B, 2D, 2F, 2J, 2L, 2N, 2P, 2R, 2T, 2V, 2X, 2Z, 3B, 3D, 3H ¢ 6).

FISH com as sondas de DNAr

A hibridagéo in situ com a sonda de DNAr 45S mostrou que em Solanum e em
Lycianthes australe a sonda localizou dois sitios terminais de hibridagdo (Figuras 4A-H, 5A-
H, 6A-H e 6J-Q). Contudo, tais sinais diferiram em localiza¢do entre os cariotipos. Os sitios
de hibridacdo com DNAr 45S coincidiram com os satélites e com as bandas C- CMA;"

(Figura 6). Das espécies de Solanum, apenas em S. corymbiflorum a sonda de DNAr 45S
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hibridou em dois pares cromossémicos. Um sitio foi localizado na regido do satélite no par 1
metacéntrico, e 0 outro na regido terminal do brago curto do par 10 submetacéntrico (Figuras
51 e 61). Da mesma maneira, Vassobia breviflora exibiu dois pares cromossémicos contendo
sitios de DNAr 45S, associado ao satélite do par 11 e na regido proximal/centromérica do par
9 (Figuras 41 e 6R).

FISH com a sonda de DNAr 5S mostrou sinais de hibridagéo varidveis em tamanho e
localizacdo nas diferentes espécies. Em S. palinacanthum, S. guaraniticum, S. scuticum e S.
pseudocapsicum a hibridagéo in situ evidenciou sinais sempre no par 9, o qual variou quanto
ao tipo cromossomico (Figuras 6B, 6F, 6G e 6K). Solanum palinacanthum exibiu o sinal na
regido intersticial (Figuras 5G e 6B) e em S. guaraniticum, o sinal foi visto na regido
intersticial mais préxima do centrdmero do par metacéntrico (Figuras 5F e 6F). Solanum
scuticum e S. pseudocapsicum apresentaram os sinais de hibridagdo nas regides proximal de
pares submetacéntricos, sendo no brago longo (Figuras 5E e 6G) e no braco curto (Figuras 5B
e 6K), respectivamente. Em S. paniculatum, a hibridagdo com sonda de DNAr 5S evidenciou
um sinal proximal no brago curto do par 8 submetacéntrico (Figuras 5D e 6E). Solanum
corymbiflorum e S. mauritianum mostraram sinais na regido proximal do par 8 (Figuras 51 e
61) e do par 12 (Figuras 5C e 6N), respectivamente, sendo ambos metacéntricos. Lycianthes
australe, por sua vez, mostrou estes mesmos sinais na regido intersticial do par 7 metacéntrico
(Figuras 5A e 6Q). Diferentemente de todas as espécies aqui estudadas, Solanum
trachytrichium apresentou quatro sinais de hibridacdo com a sonda de DNAr 5S. Estes sitios
de DNAr 5S foram localizados na regido intersticial do braco longo do par 5 e na regido

terminal do par 8 (Figuras 5H e 6L).
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Discussao

Anélise citogenética convencional

A anélise convencional mostrou que as espécies de Solanum, Lycianthes australe e

Vassobia breviflora apresentaram 2n = 24 cromossomos, concordando com 0s ndmeros

disponiveis no Index to Plant Chromosome Numbers
(http://mobot.mobot.org/W3T/Search/ipcn.html), do Missouri Botanical Garden, U.S.A, para
0 género Solanum. Este nimero foi confirmado para a maioria das espécies estudadas aqui.
Para Solanum scuticum, S. gemellum, S. amygdalifolium e Lycianthes australe a contagem foi
inédita. Cerca de 50% das espécies de Solanaceae apresentam nimeros maltiplos de x = 12, o
qual é considerado o nimero basico para o grupo (HUNZIKER, 2001; RANDELL; SYMON,
1976). Este nimero bésico também é predominante na subfamilia Solanoideae para os
géneros Triguera, Lycopersicon, Lycianthes e Vassobia (HUNZIKER, 2001), assim como
para Solanum (OLMSTEAD et al.,, 1999; HUNZIKER, 2001, ACOSTA et al.,, 2005).
Somente duas espécies da secdo Acanthophora apresentaram 2n = 22, Solanum mammosum e
S. platense (CHIARINI; BERNARDELLO, 2006). Numeros diferentes de x = 12 foram
descritos em grupos como Petunia, com x = 7 (RAVEN, 1975) e Fabiana, com x = 9
(HUNZIKER, 2001) bem como na subfamilia Cestroideae, onde x = 8 predomina
(OLMSTEAD et al., 1999; HUNZIKER, 2001).

A analise convencional também mostrou que 0s ndcleos sdo invariavelmente
arreticulados e que a condensacdo profasica € proximal em todas as espécies de Solanum,
Lycianthes australe e Vassobia breviflora. Geralmente, espécies com cromossomos pequenos,
menores que 3 um, possuem nucleos arreticulados e com condensacdo proximal em profase
(GUERRA, 2000). Nossos resultados mostraram que, com excec¢éo de S. corymbiflorum, onde

o tamanho do lote hapléide foi de 77,8 um, as demais espécies apresentaram Cromossomos
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pequenos, cerca de trés vezes menores que em S. corymbiflorum, com o tamanho do lote
hapl6ide variando entre 13,08 um e 27,9 um (Tabela 1). Uma analise superficial dos
idiogramas (Figura 6) da a falsa impresséo de que os cari6tipos aqui estudados tém tamanhos
similares. No entanto, nossos dados bem como a literatura descrita para outras espécies de
Solanum e Lycianthes mostram que h&a uma clara variacdo neste tamanho como 12,14 um a
18,84 um (BERNARDELLO; ANDERSON, 1990), 24,8 um a 35,05 um (BERNARDELLO
et al.,, 1994), 16,30 pm a 38,75 um (ACOSTA et al., 2005) e 17, 08 pm a 33,71 pm
(CHIARINI; BERNARDELLO, 2006). Apesar de ndo ter sido feito nenhum teste estatistico
com 0s nossos dados e os da literatura para comprovar se tal variagao é significativa, nossos
resultados sugerem que os cariétipos das diferentes espécies de Solanum, Lycianthes australe
e Vassobia breviflora se diferenciaram por perdas e/ou ganhos de segmentos de DNA, ja que
0 nUmero nao variou.

Diferencas no tamanho cromossomico tém sido usadas para delimitar alguns grupos de
solanaceas. A secdo Pachyphylla Dunal do subgénero Bassovia (Aubl.) Bitter de Solanum
possui cromossomos muito grandes em relacdo as demais espécies do género, além de possuir
anteras com conectivos espessados e glandulosos. Estas caracteristicas morfologicas e
cariotipicas levaram alguns autores a considerar tal grupo como um género independente,
Cyphomandra Mart. ex Sendtn. (BOHS, 1989, 1994; HUNZIKER, 2001; CHILD; LESTER,
2001). Contudo, analises de filogenia molecular utilizando genes conservados de cloroplasto,
ndhF e rbcL, com enfoque em Solanum e géneros relacionados, estabeleceram que
Chyphomandra encontra-se filogeneticamente dentro do género Solanum (OLMSTEAD;
PALMER, 1992; BOHS, 1995; OLMSTEAD; PALMER, 1997; BOHS; OLMSTEAD, 1997,
1999; OLMSTEAD et al., 1999; BOHS, 2004, 2005).

Nee (1999) adotou as modificacGes propostas pela filogenia molecular e aderiu a

transferéncia dos tdxons de Cyphomandra para Solanum, como previamente estabelecida por
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Bohs (1995). Solanum corymbiflorum, anteriormente chamada de Cyphomandra corymbiflora
Sendtn. e agora pertencente a se¢do Pachyphylla de Solanum, exibiu cromossomos grandes (6
um, em média) e o maior tamanho de lote hapléide (77,88 um), como descrito anteriormente.
A anélise citogenética convencional sustenta que as espécies da se¢do Pachyphylla poderiam
ser mantidas no género Cyphomandra, como proposto por Child e Lester (2001) e Hunziker
(2001). Contudo, se tais espécies realmente pertencerem a Solanum, como indicam os estudos
de filogenia molecular acima citados, teremos que admitir que os caritipos da secdo
Pachyphylla se diferenciaram das demais espécies do género por acimulo substancial de
DNA, sem mudancas substanciais no nimero e na forma dos cromossomos (veja a Figura 6l).

Este conjunto de informagBes contrastantes levanta dividas sobre o valor das
caracteristicas diagnosticas utilizadas para alocar Chyphomandra dentro do género Solanum.
Dessa maneira, nosso trabalho permite levantar a seguinte questdo: sera que esta analise
filogenética baseada no sequenciamento de genes conservados de cloroplasto ndo deveria
levar em consideracdo a reunido de caracteristicas morfolégicas exclusivas, como anteras com
conectivos espessados e glandulosos e cari6tipos com cromossomos muito grandes em relacéo
aos do género Solanum?

Todos os caridtipos das espécies de Solanum, de Lycianthes australe e de Vassobia
breviflora mostraram cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, sendo 0s menores
cromossomos dos complementos geralmente submetacéntricos, exceto para Solanum variabile
e S. americanum que apresentaram 0S menores Cromossomos metacéntricos. Isto implica que
a diminuicdo do tamanho cromossoémico dentro do complemento foi acompanhada por uma
mudanca na posi¢cdo do centrdmero, quando comparado com 0s outros cromossomos. Tal
tendéncia também pode ser observada nos idiogramas apresentados por Bernardello e
Anderson (1990), Pringle e Murray (1991), Bernardello et al. (1994), Acosta et al. (2005) e

Chiarini e Bernardello (2006).
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As Unicas espécies estudadas neste trabalho que apresentaram a maioria dos
cromossomos do tipo submetacéntricos foram Solanum gemellum da secdo Extensum e S.
palinacanthum da se¢do Acanthophora. Casos similares foram descritos por Acosta et al.
(2005) para S. tucumanense e por Chiarini e Bernardello (2006) para S. aenictum. Lycianthes
australe e Vassobia breviflora também seguem a tendéncia de possuir a maioria dos
cromossomos do complemento do tipo metacéntrico. Cari6tipos com cromossomos
telocéntricos ou acrocéntricos sdo atipicos em espécies de Solanum, sendo reportados somente
para S. muricatum e S. basendopogon da se¢do Basarthrum (BERNARDELLO; ANDERSON
1990). Pringle e Murray (1991) também observaram que os cariotipos de espécies
anteriormente descritas como Cyphomandra possuem, ao menos, um par acrocéntrico em seus
complementos.

Embora pequenas variagdes sejam encontradas na composicao cariotipica em relacdo
ao tamanho e morfologia cromossémica, os caridtipos das espécies de Solanum, Lycianthes
australe e Vassobia breviflora foram classificados nas categorias 1A ou 2A de assimetria de
Stebbins (1971), por serem altamente simétricos assim como em outras espécies de Solanum
(BERNARDELLO; ANDERSON, 1990; BERNARDELLO et al., 1994; ACOSTA et al.,
2005; CHIARINI; BERNARDELLO, 2006). Dentro do subgénero Leptostemonum, Acosta et
al. (2005) observaram que espécies da secdo Acanthophora mostraram o0s cariétipos mais
assimétricos, concordando com nossos resultados, uma vez que S. palinacanthum, também da
secdo Acanthophora, foi a Unica classificada na categoria 3A.

A andlise dos indices de simetria TF % e R mostrou que dentre as espécies analisadas
aqui, S. guaraniticum e S. variabile possuem os cariétipos mais simétricos, com um alto valor
de TF %, devido a maioria dos cromossomos ser metacéntricos, e um baixo R, ou seja, com o
primeiro par aproximadamente do mesmo tamanho do dltimo par (Figura 7). Solanum viarum,

S. americanum, S. pseudocapsicum, S. paniculatum e S. scuticum da secdo Torva, Lycianthes
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australe e Vassobia breviflora se destacaram por possuirem a maioria dos cromossomos
metacéntricos, porém, o primeiro par consideravelmente maior que o Gltimo par. Solanum
palinacanthum e S. gemellum apresentaram os cari6tipos mais assimétricos com 0s menores
valores de TF%o, pois pesar de possuirem os primeiros e Ultimos pares cromossémicos de
tamanhos aproximados, a maioria dos cromossomos foi do tipo submetacéntrico (Figura 7).

A presenca de um par cromossdémico com satélite € comum na maioria das espéecies de
Solanum (BERNARDELLO; ANDERSON, 1990; BERNARDELLO et al., 1994; ACOSTA
et al.,, 2005). Essa tendéncia também foi observada nas espécies do presente estudo, que
apresentaram apenas um par de cromossomos com satélite. A mesma situacdo foi vista na
secdo Leptostemonum, exceto para S. pseudolulo Heiser, que possui dois pares
cromossémicos com satélites e as espécies do complexo S. indicum com um maximo de trés
pares com satélites (BERNARDELLO et al., 1994). Com relagdo ao tipo cromossémico, 0s
satélites em Solanum se localizam em cromossomos metacéntricos (ACOSTA et al., 2005),
enquanto no subgénero Leptostemonum se localizam em cromossomos metacéntricos e no
braco curto de cromossomos submeta e subtelocéntricos (BERNARDELLO et al., 1994;
CHIARINI; BERNARDELLO, 2006). Da mesma maneira, a maioria das espécies estudadas
aqui apresentou os satélites em bragos curtos de cromossomos submetacéntricos. Além disso,
0 par portador do satélite estd entre os quatro Gltimos do complemento, com excecdo de S.
corymbiflorum (par 1), Lycianthes australe (par 2), S. americanum (par 3) e S. gemellum (par
6). Ao contrario do que foi visto na maioria das espécies aqui estudadas, Acosta et al. (2005) e
Chiarini e Bernardello (2006) observaram que o par com satélite esta entre os cinco maiores

cromossomos do complemento das espécies de Solanum.
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FISH com as sondas de DNAr 45S e 55

A aplicacdo da hibridacdo in situ com a sonda pTa71 (DNAr 45S de trigo) confirmou os
sitios de satélites observados pelas técnicas convencional e de bandamento C-CMAs nas
espécies estudadas aqui. Esta localizacdo segue o padrao de distribuicdo comum a maioria das
espécies vegetais, ocorrendo sempre nas regides terminais dos cromossomos (Lima de Faria
1976). A localizagdo terminal dos sitios de DNAr 45S também foi vista em outras solanaceas
como Solanum bulbocastanum (DONG et al., 2000), Capsicum (MOSCONE et al., 1995),
Nicotiana (YONG LIM et al., 2000) e Cestrum (FREGONEZI et al., 2006), bem como em
outros grupos vegetais como Hordeum L. (LEITCH; HESLOP-HARRISON, 1992), Sorghum
Moench (SANG; LIANG, 2000) Helianthus L. (VANZELA et al., 2002) e Maxillaria Ruiz e
Pav. (CABRAL et al., 2006). Apesar da localizagdo terminal do DNAr 45S ter sido comum a
muitas espécies de plantas, o nimero de sitios foi variavel. A maioria das espécies de
Capsicum estudada por Moscone et al. (1995) possui dois sitios de hibridacdo assim como as
espécies do presente estudo, com excecdo de S. corymbiflorum e Vassobia breviflora. Em
Cestrum (FREGONEZI et al., 2006) e Hordeum vulgare L. cv Sultan (LEITCH; HESLOP-
HARRISON, 1992) foram observados quatro sitios de hibridacdo, enquanto em Sorghum
(SANG; LIANG 2000) e Maxillaria (CABRAL et al., 2006) variou de dois a quatro sitios em
diferentes espécies.

Embora a FISH ndo seja uma técnica totalmente quantitativa, a intensidade do sinal
pode estar relacionada com o nimero de cdpias dos genes de estruturas similares (LEICHT,;
HESLOP-HARRISON, 1992). O tamanho dos sitios em Solanum, Lycianthes australe e
Vassobia breviflora se manteve constante com excecao de S. corymbiflorum que apresentou o
sinal de DNAr 45S do par 1 metacéntrico maior que o sinal do par submetacéntrico. Assim,

diferencas nos tamanhos dos sitios podem refletir diferencas intraespecificas no numero de
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repeti¢bes por cistrons, assim como acontece em Cestrum (FREGONEZI et al., 2006).

A hibridacdo com a sonda pTa794 (DNAr 5S de trigo) mostrou sinais na regido
pericentromérica, geralmente nos bracos curtos dos menores cromossomos de cada
complemento. A localizacdo pericentromérica do DNAr 5S também ocorre em S.
bulbocastanum, porém, no maior cromossomo do complemento (DONG et al., 2000). Em
outros géneros como Nicotiana (YONG LIM, et al. 2000; KITAMURA et al.,, 2001),
Lycopersicon (LAPITAN et al., 1991) e Cestrum (FREGONEZI et al., 2006) sitios de DNAr
5S também foram localizados preferencialmente na regido pericentromérica, porém nos
bracos longos e curtos dos cromossomos. Estas informagGes indicam que estas sequéncias
possuem uma localizacdo conservada nestes caridtipos, seguindo a teoria do campo
cromossomico de Lima-de-Faria (1976) para regides preferenciais de ocorréncia e
funcionamento de alguns segmentos de DNA. Independente do nimero de sitios de DNAr 5S
localizados pela sonda, j& que S. trachytrichium exibiu quatro sitios, estes também seguem o

mesmo padréo descrito acima.

Bandamento C-CMA,-DAPI

O bandamento cromossémico nas espécies de Solanum, Lycianthes australe e
Vassobia breviflora mostrou dois principais padrdes de distribuicdo da heterocromatina,
guando comparados o tamanho, 0 nimero, a posi¢do e a composicdo de bases: (i) bandas C-
CMA:s+ na regido terminal de todos os cromossomos do complemento, alem de um bloco
maior associado ao satélite e (ii) bandas C-CMA;" apenas como um bloco associado ao
satélite. [Esta distribuicdo da heterocromatina segue o0 modelo de dispersdo
equilocal/equidistante proposto por Schweizer e Loidl (1987). Esses autores observaram que

em muitas espécies de plantas hd uma predominancia de bandas equilocais generalizadas, isto
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é, bandas que ocorrem na mesma regido em pelo menos 80% dos cromossomos de cada
caridtipo. Assim, o padrdo de distribuicdo da heterocromatina observado nas espécies do
presente estudo foi equilocal uma vez que os dots C-CMA;" apareceram preferencialmente na
regido terminal dos cromossomos.

Esta distribuicdo equilocal da heterocromatina foi vista em algumas espécies de
Solanum da secdo Petota (PIINAKER; FERWERDA, 1984), porém na regido
pericentromérica, assim como em outros géneros de Solanaceae, como em Capsicum
(MOSCONE et al., 1993) e em Lycopersicon (PETERSON et al., 1996), que exibiram a
maioria dos cromossomos com bandas C pericentroméricas. Em Nicotiana, Merrit (1974) e
Nakamura et al. (2001) encontraram bandas C principalmente terminais. Contudo, Fregonezi
et al. (2006) encontraram diferentes familias de heterocromatina em Cestrum, porém, algumas
equilocais e equidistantes e outras ndo. Em géneros de outras familias como Helianthus
(VANZELA et al., 2002) e Hordeum (LEITCH; HESLOP-HARRISON, 1992) a distribuicéo
equilocal da heterocromatina ocorre principalmente nas regides proximais dos cromossomos
de cada complemento, enquanto diferentes espécies de Maxillaria apresentaram bandas com
distribui¢bes proximal, intersticial e terminal (CABRAL et al., 2006). Schweizer e Loidl
(1987) mostraram que em alguns grupos os blocos de heterocromatina tendem a se distribuir
nos bragos de diferentes cromossomos a uma distancia igual a partir do centromero (bandas
equidistantes). Isto fica bastante evidente quando comparamos a localizacéo fisica dos blocos
C-CMA;z em Solanum palinacanthum. Tal distribuicdo simétrica foi atribuida a amplificacéo
e a transposicdo de heterocromatina que ocorre entre heter6logos durante a intérfase de acordo
com a disposicao de Rabl (veja GUERRA, 2000). Dessa forma, os dois modelos de dispersédo
da heterocromatina, (i) bandas C-CMA;" na regifo terminal de todos os cromossomos do
complemento, além de um bloco maior associado ao satélite (ii) bandas C-CMA;" apenas

como um bloco maior associado ao satélite, foram observados nas espécies aqui estudadas.
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Guerra (2000) comparou os padrbes de distribuicdo de bandas C em mais de 100
espécies de angiospermas, a fim de identificar padrdes gerais de distribuicdo de
heterocromatina ou locais preferenciais em que esta pode ocorrer. Ele concluiu que a
distribuicdo das bandas C, além de ser predominantemente equilocal, parece depender, ao
menos em parte, do tamanho do cromossomo. Isto porque as bandas proximais, em geral,
foram mais comuns nos cari6tipos com cromossomos pequenos, como Visto em espécies de
Solanum da secdo Petota (PIINAKER; FERWERDA, 1984). Nossos resultados contradizem
isso em parte, ja que a maioria dos cromossomos de Solanum e Vassobia breviflora séo
considerados pequenos por medirem em média 2 um, e apresentaram distribuicdo equilocal da
heterocromatina na regido terminal.

Guerra (2000) também observou que em cariétipos com cromossomos pequenos, a
heterocromatina localizada na regido telomérica e intersticial sdo geralmente ricas em GC,
enquanto a heterocromatina proximal é geralmente rica em AT, concordando com o tipo
heterocromético encontrado nas espécies do presente estudo.

Em conclusdo, o0 mapeamento fisico dos diferentes tipos de DNAS repetitivos gerados
neste trabalho, quando comparados a outros idiogramas e medidas realizadas para outras
espécies do género, reforcam a hip6tese de que nas espécies de Solanum e Lycianthes australe
as alteracbes cariotipicas ocorrem principalmente por mudancas nos padrdes de
amplificagdo/disperséo de diferentes segmentos de DNAS repetitivos. Contudo, as diferengas
no tamanho dos cariétipos encontradas aqui, exceto para S. corymbiflorum, de 13,08 um em
S. amygdalifolium a 27,90 um em S. palinacanthum, bem como aquelas descritas na literatura,
de 12,14 ym (BERNARDELLO; ANDERSON, 1990) a 38,75 um (ACOSTA et al., 2005),
sugerem duas possibilidades: (i) acumulo ou perda de outras familias DNAs repetitivos (como
por exemplo retrotransposons, SSRs, etc) ndo estudados nos artigos citados e/ou (i)

discrepancias quanto aos critérios utilizados nas medi¢fes para montagem dos idiogramas
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empregados pelos diferentes autores.

Um ultimo aspecto a ser ressaltado, é que neste trabalho consideramos o cariotipo de
Vassobia breviflora como um elemento externo, pois mesmo possuindo caracteristicas
citogenéticas convencionais semelhantes a Solanum e Lycianthes australe, esta espécie
apresenta aspectos morfolégicos evidentemente distintos, como a presenga de antera com
deiscéncia longitudinal e ovéario com nectario. J& Lycianthes e Solanum apresentam
caracteristicas morfoldgicas muito similares, como antera poricida e ovario sem nectario,
porém, sdo taxonomicamente distintos pelo fato de Lycianthes apresentar o célice nao
dividido em lobos como em Solanum (HUNZIKER, 2001). Contudo, Solanum e Lycianthes
australe compartilham das mesmas caracteristicas citogenéticas como: 2n = 24, nucleos
arreticulados com condensacdo proximal em profase, cromossomos pequenos, cariétipos de
tamanhos semelhantes e simétricos com cromossomos meta e submetacéntricos e presenca de
dois sitios de hibridacdo com sonda de DNAr 45S coincidentes com a banda C/CMAs+ em
seus satélites. Se tomarmos como exemplo a circunscricio de Cyphomandra dentro de
Solanum, onde existem mais diferencas morfolédgicas e citogenéticas contrastantes, do que
guando comparado com Solanum e Lycianthes australe, por que ndo considerar outras
caracteristicas diagnosticas em novos estudos filogenéticos envolvendo Lycianthes,

Cyphomandra e Solanum?
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Figura 1. Coloragdo convencional (Giemsa) em (A) Solanum americanum, (B) S. gemellum, (C) S. atropurpureum, (D) S. viarum, (E) S. granulosoleprosum,
(F) S. palinacanthum, (G) S. pseudocapsicum, (H) S. scuticum, (I) S. variabile, (J) S. trachytrichium, (K) S. paniculatum, (L) S. mauritianum, (M) S.
sisymbriifolium, (N) Vassobia breviflora, (O) S. guaraniticum, (P) S. amygdalifolium, (Q) Lycianthes australe e (R) S. corymbiflorum. Barra corresponde a 5
um.
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Figura 2. Bandamento C-CMAs/DAPI em (A-B) Solanum viarum, (C-D) S. artropurpureum, (E-F) S. sisymbriifolium, (G-H) S. amygdalifolium, (1-J) S. guaranticum, (K-
L) S. variabile, (M-N) S. paniculatum, (O-P) S. pseudocapsicum, (Q-R) Vassobia breviflora , (S-T) S. americanum, (U-V) S. trachytrichium, (W-X) S. granulosoleprosum
e (Y-Z) S. mauritianum. Barra corresponde a 5 um.



Figura 3. Bandamento C-CMAs/DAPI em (A-B) Solanum corymbiflorum, (C-D) S. gemellum, (E-F) Lycianthes australe e (G-H) S. palinacanthum. Barra
corresponde a 5 um.
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Figura 4. FISH com a sonda de DNAr 45S mostrando dois sitios de hibridacao, coincidentes com os satélites em (A) Solanum viarum, (B) S.
artropurpureum, (C) S. sisymbriifolium, (D) S. variabile, (E) S. americanum, (F) S.. amygdalifolium, (G) S. gemellum e (H) S. granulosoleprosum.
Excecdo foi (I) Vassobia breviflora, com quatro sinais. Barra corresponde a 5 um.
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Figura 5. FISH com as sondas de DNAr 45S detectadas com biotina-FITC (verde) e a sonda de DNAr 5S detectada com anti-digoxigenina-rodamina (vermelho) em (A)
Lycianthes australe, (B) Solanum pseudocapsicum, (C) S. mauritianum, (D) S. paniculatum, (E) S. scuticum, (F) S. guaraniticum, (G) S. palinacanthum, (H) S.
trachytrichium e (1) S. corymbiflorum. Barra corresponde a 5 um.
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Figura 7. Simetria cariotipica. (1) Solanum viarum, (2) S. palinacanthum, (3) S. artropurpureum, (4) S.
sisymbriifolium, (5) S. paniculatum, (6) S. guaraniticum, (7) S. scuticum, (8) S. americanum, (9) S.
pseudocapsicum, (10) S. trachytrichium, (11) S. granulosoleprosum, (12) S. mauritianum, (13) S. gemellum,
(14) S. amygdalifolium, (15) S. corymbiflorum, (16) S. variabile, (17) Lycianthes australe e (18) Vassobia
breviflora.
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Tabela 1. Caracteristicas cariotipicas de espécies de Solanum, Lycianthes australe e Vassobia breviflora.

Espécie: In FCH TLH{pm) E TF& AL Localidades & Registro
Subgemers Leprosemonum Dunal (hitter)
Secio Acanthephara Tumal
5. vigriwm Dunal 22 1lm= lsm LB.14 162 4365 LA Thipord, PR, 41933
5. palinacanthium Danal 22 Im+%=m 1740 145 3435 3A Imtamzinha, PR, 41938
5 arropwrpureum Schrank 22 &m+ f=m 130 149 4150 1A TibagL PR, 41937
Secio Crypfecarpim Dhmal
5. sigymbriffeiiomm Lam. 24 Gm+ Szm 1741 1,55 41,28 14 Londrinz, PR, 410440
Seciao Torva Wees
5. panicularum L. 24 Tm+ 5:m 18,32 155 41483 LA Londrica, PE, 41930
5. puaraniticem A, 5t HIL 24 Em+sm 19,89 13T 4473 JA  Faximal PE, 201933 Londrma, PR, 41934
5 seuticim M. Wes 22 Em+ssm 15.87 149 41,87 1A Londrima, PR, 41934
5. variakile Mart. 24 12m 30,50 151 4443 LA Londrina, PR, 41084
Subgeners Solamum L.
Seciao Selanum
5. americmnum Mill 22 10m = 2sm 1239 1,67 4357 1A Londrina, PR, 41939; Thipord, PR 41240
Seciao Geminate & Don
5 prewdocapsricum L. 24 Tm+ 5zm o9 1,72 41,12 1A Londrinz, PE, 41941
5. mrackyrrichium Bitter 24 fm+ fzm 1547 162 41,71 LA Londrina, PR, 41942
Secao Brevansherum {Seithe) D Arcy
5. pravulpsolepresum Dimal 24 fm+dsm 13,50 1480 41,20 LA Sapepsma, PR, 41843
5. mauritiamion Martms ex Senden, 24 Tm+ 5zm 110 144 4L,70 A Pomo Alegre, ES, 41932
Secao Extensum D Arcy
5. pemellum Martms ex Sendin. 24 im+Tzm 15,74 147 3841 1A Londrina, PR, 41933
Secao Dulcamars Odosnch) Dumer
5. amyedaiifolivm Stead. 22 Em+2m 13,048 142 4137 1A Aquidauana, M5, 421145
Subgeners Bassoviz (Aubl) Sittar
Seciao Pachyphyile Dzl
5. corymbjflorum (Sendin) Bahs 32 4m+ dzm 7784 143 4150 1A Sapopema, PR 41847
Lycianikes ansfrale (Morton) A THunz, 24 Sm+ dem .02 181 4138 LA Londrica, PE, 41931
Fassebia brevifforg (Sendin.) Hunz. 24 Gm+3zm 19,83 1483 4325 LA Londrica, PE, 42117

FCH = firzmla canoctpica hapléeds: TLH = tamaphe de lots Eaploide; R = razfo soTwe o meior & o menor par cromsosedenice, AL = Tipo de asnimetra carictipica de acorde

comn Stobbins (1971)
TF%

corrprimels biwpon arics
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CONCLUSOES

1. A anélise convencional reforcou que as espécies de Solanum, Lycianthes australe e
Vassobia breviflora possuem estabilidade cromossémica numérica com 2n = 24,
confirmando a contagem para a maioria das espécies estudas aqui. Para Solanum scuticum,

S. gemellum, S. amygdalifolium e Lycianthes australe a contagem é inédita.

2. Todas as espécies apresentaram nucleos arreticulados com condensacao profasica proximal,
cariotipos simétricos com cromossomos pequenos (cerca de 2 um) e predominancia dos

tipos meta e submetacéntricos.

3. A anélise por bandamento cromossémico mostrou dois principais padrdes de distribuicao
da heterocromatina: (i) bandas C-CMAs" na regido terminal de todos os cromossomos do
complemento, além de um bloco maior associado ao satélite (ii) bandas C-CMA;" apenas

como um bloco maior associado ao satélite.

4. Os blocos heterocromaticos ricos em GC exibiram distribuicdo equilocal e equidistante,
com sitios preferenciais de ocorréncia, como por exemplo, regido terminal de todos os

cromossomos e/ou blocos CMA;" associados aos satélites.

5.Com exce¢do de Lycianthes australe que apresentou bandas C-DAPI® na regido
centromérica de todos os cromossomos e S. amygdalifolium que mostrou bandas C-DAPI*
na regido centromérica dos dois maiores pares cromossomicos, todas as outras espécies nao
apresentaram bandas C-DAPI, mostrando que as regides ricas em GC sdo mais dinamicas

que aquelas ricas em AT.

6. A hibridag&o in situ com a sonda de DNAr 45S mostrou dois sitios coincidentes com 0s
satélites e com as bandas C-CMA;", ocorrendo preferencialmente nas regides terminais dos
bracos curtos de tipos submetacéntricos, com variacdes nos cromossomos de ocorréncia.
Excecdes foram S. corymbiflorum e Vassobia breviflora que apresentaram quatro sinais

marcados com a sonda de DNAr 45S.
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7. O DNAr 5S ocorreu preferencialmente nas regides pericentroméricas dos bracos curtos dos
menores pares cromossémicos de cada complemento, com excecdo de Solanum

trachytrichium, que apresentou quatro sinais de hibridacéo.

8. Solanum corymbiflorum, antiga Chyphomandra corymbiflora, é citogeneticamente
diferente dos demais grupos aqui estudados, sugerindo que o sistema de classificacdo
proposto por Bohs (1995), juntamente com aqueles trabalhos com filogenia molecular
baseados na sequéncia de poucos genes extragendmicos, deveria levar em consideragédo um
numero maior de caracteristicas diagndsticas antes de propor reformulagdes sistematicas tao

significativas.
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