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RESUMO

Cromossomos mitéticos de nove espécies do género Solanum L. (Solanaceae A. Juss.)
foram analisados, pelas técnicas de coloracdao convencional, CMA3/DAPI e FISH com sonda
DNAr 45S. S. atropurpureum Schrank, Solanum dulcamara L., S. gilo L., S. melongena L. e
S. nitidibaccatum Bitter., apresentaram 2n=24. Solanum luteum Mill., S. nigrum L., e S.
laciniatum Ait., apresentaram 2n=48, 2n=72, 2n=92, respectivamente. O caridtipo das
espécies foi bastante simétrico, com morfologia variando de metacéntrico a submetacéntrico e
nucleo interfasico semi-reticulado. O padrdo de condensacio observado foi do tipo proximal.
Em S. luteum foi observado um par cromossémico com heteropcnose negativa em células
metafasicas. S. dulcamara, S. atropurpureum e S. luteum apresentaram dois blocos
CMA;*/DAPI terminais em um par cromossdomico. Em S. nitidibaccatum dois satélites
evidenciados pela técnica de CMA3/DAPI apresentaram-se subdivididos, além dessa
caracteristica observaram-se blocos CMA;"/DAPI’ na maioria dos teldmeros em .
nitidibaccatum. Em S. laciniatum e S. nigrum foram observados quatro blocos CMAz/DAPI
em dois pares cromossdmicos, um em cada homoélogo. A técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) com sonda DNAr 45S revelou dois sitios de DNAr 45S em S. luteum e
quatro sitios em S. nigrum e S. laciniatum. Constatou-se que a localizacdo de marcadores
espécie-especificos foi satisfatoria, permitindo a identificacdo das espécies citadas. A andlise
da diversidade genética em espécies do género Solanum via marcadores ISSR também foi
estimada, em que um total 27 oligonucleotideos iniciadores foram testados fornecendo 299
bandas polimoérficas, representando um polimorfismo total de 97,4%. Entretanto o
polimorfismo intra-especifico foi de apenas 16,7%. Observou-se que a aplicacdo de apenas
um olii, UBC 841 ou 846 pode ser feita para a identificacdo dos genétipos de S. melongena
com seguranga. A andlise da diversidade genética via ISSR foi satisfatoria, resultando no

agrupamento dos tdxons em quatro clados principais.

Palavras-chave: genética molecular, citogenética, melhoramento genético vegetal, ISSR,

FISH.



ABSTRACT

Mitotic chromosomes of nine Solanum L. (Solanaceae A. Juss.) species were
cytogenetically analyzed using the conventional technique, CMA/DAPI and florescent in situ
hybridization. S. atropurpureum Schrank, Solanum dulcamara L., S. gilo L., S. melongena L.
and S. nitidibaccatum Bitter., showed a diploid chromosome number 2n=24. While Solanum
luteum Mill., S. nigrum L., and S. laciniatum Ait., showed 2n=48, 2n=72, 2n=92, respectively.
The species karyotype were symmetric, with morphology metacentric or submetacentric and

the interphasic nucleus were semi-reticulated type. The condensation pattern was always from the

telomere to the centromere. S. luteum showed heteropcnotic chromosomes pair in metaphases. S. dulcamara, S.
atropurpureum and S. luteum, two CMA;"/DAPI terminals blocks were observed in one chromosome pair.

Solanum nitidibaccatum showed two subdivided satellites with the application of fluorochromes. We also

observed in this species in several CMA;*/DAPI" blocks in telomeres. In Solanum laciniatum and S.
nigrum were observed four CMA;*/DAPI blocks in two chromosome pair. The application of
DNAr 45S probes in the FISH technique was applied only in S .luteum, S. nigrum, and in S.
laciniatum, and showed two hybridization sites of rDNA 45S in the fist one, and four sites in
the others. We noticed that the localization of species-specific marker was successful, allowing the
identification of the analyzed species. The estimation of the genetic diversity in Solanum species
was also made using ISSR markers. A total of 27 primers were tested giving 299 polymorphic
bands with a average of 97,4%. However the intra-specific average was lower 16,7%. We
realized that the application of just one UBC 841 or 846 primer can be used to identify the
genotypes of S. melongena safely. The dendrogam gendered by UPGMA method grouped the

species analyzed in four groups.

Key-word: genetic molecular, cytogenetic, plant breeding, ISSR, FISH.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Solanaceae A. Juss. possui distribui¢do cosmopolita, com representantes

mais concentrados na regido neotropical, e cerca de 4000 espécies distribuidas em 90 géneros.

melongena L. (berinjela); Nicotiana tabacum L. (tabaco); Petunia hybrida L. (petinia) sao
exemplos de espécies com grande importancia econdmica. Outras espécies, por outro lado,
sdo consideradas pragas em vdrios paises, como Solanum nigrum L. (erva moura)
(ANDRADA et al., 2003). Dentre os géneros que compdem a familia Solanaceae, Solanum é
o mais representativo, incluindo cerca de 2000 espécies. O mesmo € tradicionalmente
reconhecido pela presenca de anteras poricidas (SOUZA, 2005), e citado por diversos autores
como género de grande diversidade de espécies (KNAPP et al., 2004; HERASIMENKO,
1965).

O género possui uma taxonomia paradoxa e confusa, exibindo contraditoriamente,
uniformidade e diversidade morfolégica (ROE, 1972; LESTER; HASAN, 1991). Atualmente
o sistema taxondmico mais utilizado € o proposto por D’Arcy (1973), o qual divide o género
Solanum em sete subgéneros. Entretanto Bohs (2005) propds apos estudar as variacdes na
sequéncia ndhF do cpDNA, o agrupamento do género em 13 clados, incluindo no género
Solanum, representantes do género Lycorpersicon, anteriormente citado como género
separado.

Estudos citogenéticos como o registro de numeros cromossémicos sao bem
documentados para género Solanum (KARPECHENKO, 1925; SARBHOY, 1977; OKOLI,
1983; BAYLIS, 1954). Entretanto ha caréncia em estudos relacionados aos diversos métodos
de bandeamento, filogenia e mapeamento fisico, principalmente nas espécies nativas (OKOLI,
1983; HARTWELL et al., 2000; KURATA et al., 2002). Devido a ocorréncia de um grande
namero de espécies no género Solanum, os nimeros cromossomicos registrados na literatura
sd0 muito varidveis incluindo altos niveis de ploidia para algumas espécies. Por outro lado,
x=12 parece ser o nimero bdsico geral para Solanum assim como para a familia Solanaceae
(DARLINGTON; WYLIE, 1955).

Andlises citogenéticas usando técnicas convencionais oferecem informagdes
importantes sobre nimero, morfologia, tamanho cromossdmico, tipo de nucleo interfasico e

padrao de condensacdo profasico (STEBBINS, 1971). Ramanna e Prakken (1967)



identificaram os pares cromossdmicos de Solanum lycopersicum com base no comprimento e
na razao entre os bragos cromossdomicos. Em muitos os casos, a simples determinagdo do
nimero cromossomico, fornece informagdes importantes para a compreensao da filogenia e
evolucdo dos grupos, desde que associada a outras abordagens como morfologia,

caracteristicas geografica, etc (STEBBINS, 1971).

fluorocromos, por exemplo, sdo corantes com propriedades fluorescentes especificos, que
demonstram afinidade por DNA. Alguns fluorocromos como o DAPI (4’,6 diamidino-2-
fenilindol) e 0 CMAj3 (cromomicina A3z) apresentam afinidades por regides do DNA ricas em
AT e GC, respectivamente. Através da técnica de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)
com sondas de DNAr 45S pode-se localizar sitios ribossomais referentes a subunidade 45S do
ribossomo. Vdrias outras sondas podem ser utilizadas, fornecendo mais informagdes a
respeito do cariétipo das espécies.

Para um programa efetivo de melhoramento genético, as informacdes a respeito da
diversidade genética dentro de uma cultivar € essencial (GEPST, 1993). Em Solanum, a
diversidade genética tem sido descrita com o uso de Isoenzimas (WEILJUN, 1992; ISSHIKI et
al. 1994; KARIHALOO; GOTTIEB, 1995a.), DNA de cloroplasto (cpDNA) e mitocondrial
(mtDNA) (SAKATA et al., 1991; SAKATA; LESTER, 1994; ISSHIKI et al., 1998; 2003),
marcadores AFLP (MACE et al., 1999) e RAPD (KARIHALOO; GOTTIEB, 1995b). Estes
marcadores moleculares serviram em estudos anteriores para elucidarem questdes
filogenéticas e evolutivas deste género. Entretanto ha discordancias entre varios trabalhos,
sendo necessdria a realizacdo de novos estudos utilizando outros marcadores genéticos, para
elucidar as relacdoes entre as espécies do género Solanum e as cultivares utilizadas
comercialmente e nos programas de melhoramento (ISSHIKI et al., 2008). O marcador
molecular do tipo ISSR (sequéncia simple repetida interna) tem se mostrado eficaz na
caracterizacdo da diversidade genética (ISSHIKI et al., 2008), relacdes filogenéticas e
evolutivas (POCZAI et al., 2008), assim como na identificacdo de acessos e cultivares
indicando parentais promissores para programas de melhoramento genético (ISSHIKI et al.,
2008; CHARTERS; WILKINSON, 2000).

Pelo exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo, analisar os cromossomos
mitéticos de nove espécies dipldides e poliploides de Solanum através da coloragdo
convencional, CMA3/DAPI e hibridizacao in situ fluorescente, a fim de identificar marcadores

citologicos que facilitem o reconhecimento das espécies. Além de analisar a diversidade



genética inter-especifica e intra-especifica utilizando marcadores ISSR em espécies selvagens
e cultivadas do género Solanum. Em complemento, foi investigada a possibilidade de
distinguir o gendtipo selvagem do cultivado de S. laciniatum Ait. e S. melongena com a

utilizacdo de olii ISSR UBC (University of Brotish Columbia).
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos morfoldogicos e reprodutivos

Revisando a familia Solanaceae, Souza (2005) citou as principais caracteristicas desta
familia como ervas anuais, bianuais ou perenes, variando de arbustos a pequenas arvores,
raramente lianas, com folhas sem espiculas e margem inteira. As inflorescéncias sdo cimosas,
algumas vezes reduzidas a uma unica flor. As flores sd@o geralmente vistosas e bissexuadas,
actinomorfas, menos freqiientemente zigomorfas, diclamideas com célice pentamero,
gamossépalo, prefloracdo valvar ou imbricada; a corola é geralmente pentamera, gamopétala,
geralmente plicada, convoluta ou imbricada; com cinco estames, menos freqiientemente
quatro e didinamos (Brufelsia L., por exemplo) epipétalos, anteras rimosas ou poricidas
(Solanum); disco nectarifero geralmente presente; ovario supero, bicarpelar, bilocular,
raramente tetrocular (Dactura L.), estilete terminal, carpelos orientados obliquamente em
relagcdo ao eixo da flor, geralmente pluriovulado. O fruto é em forma de baga ou cdpsula. A
figura 3 mostra as principais caracteristicas morfoldgicas presentes em Solanaceae.

O género Solanum se distingue dos demais géneros pela presenca de anteras poricidas,
uma caracteristica presente em quase todas suas espécies e também no género aparentado
Lycianthes. Embora alguns autores considerem Lycianthes como parte do género Solanum.
Estudos moleculares tém confirmado com clareza a distin¢do entre os géneros Solanum e
Lycianthes (BOHS; OLMSTEAD, 1997; OLMSTEAD; PALMER, 1997; OLMSTEAD et al.,
1999). Morfologicamente, Lycianthes difere do género Solanum apenas quanto a estrutura do
calice (D’ARCY, 1986).

Na biologia floral e reprodutiva das espécies do género Solanum ocorre em comum a
polinizacdo por abelhas, a deiscéncia poricida das anteras e a predominancia de alogamia
(ANDERSON; SYMON, 1989). A retirada de pdlen de anteras poricidas requer
comportamento especial das abelhas, sendo a polinizacdo destas flores denominada de
polinizacao vibratil (BUCHMANN et al., 1977). Em geral, as espécies do género possuem
aromas florais fortes e adocicados produzidos por substancias volateis que estdo usualmente
presentes em flores com sindrome de polinizagdo vibritil, como Amourexia, Cassia e
Solanum (BUCHMANN, 1983). E possivel que os osméforos nas flores (corola, dpices de
anteras, cdlice e pedinculo floral) emitam odores suaves. Em Solanum, as anteras e,

presumivelmente, os pdlens exalam odores, que sdo tidos como atrativos florais (COLEMAN;
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COLEMAN, 1982). O género Solanum exibe varias formas florais, havendo espécies
mondicas com flores mondclinas e outras com variacdes referentes a andromonoicia,
androdioicia e até dioicia. Nos individuos andromonoéicos, androdidicos ou didicos, ocorrem
muitas vezes flores morfologicamente semelhantes, porém funcionalmente distintas
(ANDERSON, 1979; OLIVEIRA-FILHO et al., 1988). No género Solanum ha espécies
autégamas e aldgamas (WHALEN; ANDERSON, 1981). As espécies alégamas possuem
sistema de incompatibilidade gametofitica. A auto-incompatibilidade € a condi¢do ancestral
em Solanum, estando esta restrita ao subgénero Potatoe e a algumas espécies do Subgénero

Leptostemonum (WHALEN; ANDERSON, 1981).
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas das Solanacea. (A) ramo foliar, (B) frutos, (1) pecas florais, (2) pecas
reprodutivas, (3) estames, (4) corte transversal do ovario, (5) semente e (6) corte longitudinal da semente. Fonte:

Adaptado de biologie.uni-hamburg.de
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1.2 Aspectos filogenéticos e taxondomicos

Na classificagdo mais recente sobre as angiospermas, denominada de APG (Angiosperm
Phylogeny Group), os estudos filogenéticos basearam-se em marcadores moleculares, como a
andlise dos genes ribossomais de cloroplasto, rbcL. e atpB, e os genes matR e atpl das
mitocOndrias, além da sequéncia do gene de DNAr 18S. Estas andlises refletem mais
nitidamente relacdes filogenéticas entre tdxons, as quais eram mais dificeis pelos sistemas
antigos que usavam somente caracteres morfoldgicos e bioquimicos (ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP II, 2003).

No sistema de Cronquist (1988) e pela APG II, a familia Solanaceae pertence a divisio
Magnoliophyta (Angiosperma), classe Magnoliopsida (Dicotiledonea), subclasse Asteridae e
a ordem Solanales. Os taxonomistas tradicionais reconhecem apenas trés subfamilias:
Solanoideae, Nolanoideae e Cestroidea (D’ARCY, 1973). Entretanto, andlises moleculares
mudaram a visdo tradicional, mas o nimero preciso de grupos monofiléticos na familia, seus
nomes e propriedades ainda carecem de mais estudos. Dados da literatura revelaram que os
membros da tribo Anthocercidae, Physalis, género Nicotiana e Solanum estio em um clado
monofilético caracterizado pelo numero cromossémico bésico x=12 (Figura 2A)
(OLMESTEAD; PALMER, 1997; OLMSTEAD; SWEERE, 1994; OLMESTEAD et al.,
1999; ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP II, 2003). Nas espécies pertencentes ao
subgénero Archeosolanum observa-se nimeros cromossdmicos bdsicos de x=23 ou x=46
(D’ARCY, 1991), estes subgénero ndo possui relacdo aparente com x=12. Entretanto na
reconstru¢do evolutiva destas espécies sdo observados fatores que levam a estimar a
ocorréncia de modificagdes cromossOmicas no ancestral comum, proporcionando o nimero
basico distinto de x=12, comumente dividido entre as espécies do subgénero Archeosolanum
(D’ARCY, 1991; ANDERSON; SYMON, 1989).

Estudos recentes de DNA de cloroplasto (cpDNA) baseados na sequéncia ndhF
identificaram 13 clados dentro do género Solanum (Figura 2B). Estes estudos filogenéticos
moleculares estabeleceram o agrupamento dos antigos géneros Lycopersicon L.,

Cyphomandra Mart., Normania L. e Triguera Cav. dentro do género Solanum (BOHS, 2005).
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Figura 2. Clados da familia Solanaceae filogeneticamente agrupados, seta indica o nimero bdsico x=12 como
caracteristica comum (A). (B) os 13 clados do género Solanum agrupados por variagdes na sequéncia do gene
ndhF do DNA de cloroplasto, segundo Bohs (2005).

Fonte: Adaptado de Solanaceae source.
1.3 Distribuicao geografica e diversidade

Dentre as angiospermas importantes economicamente, a familia Solanaceae A. Juss.,
destaca-se por apresentar distribuicdo cosmopolita e cerca de 4000 espécies. Os
representantes desta familia estdo distribuidos em 90 géneros, sendo quase 2000 espécies
pertencentes ao género Solanum L., tornando-o de grande interesse para estudos botanicos,
taxondmicos, filogenéticos, etc (KNAPP et al., 2004).

Segundo Souza (2005), Solaneceae possui como centro de origem e de diversidade
primadria, a regidao central da America do Sul. Por outro lado, outros centros de diversidade
secundarios, foram localizados também na America do Norte, México, América do Sul,
Europa, India, Austrdlia, Africa e Madagascar (Figura 1A). Solanaceae sdo geralmente
encontradas distribuidas em areas de vegetacdo secunddria, podendo ocupar os mais variados
habitats desde desertos até florestas tropicais. O género Solanum por sua vez, possui centro de
origem Sul Americano com centros secundarios de diversidade e endemismo na Austrdlia,
Africa do Sul, Nordeste do Brasil, regido dos Andes e parte da América do Norte (Figura 1B)
(HEYWOOD, 1978; EDMONDS; CHWEYA, 1997).
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Figura 1. Em negro os centros de diversidade da familia Solanaceae (A) e do género Solanum (B).

Fonte: Adaptado de Heywood, V. H. (1978).

1.4 Importancia economica da familia Solanaceae

Muitas espécies de Solanaceae sdo utilizadas diretamente na alimentacdo como
Solanum tuberosum L. (batata); S. lycopersicum L. (tomate); S. melongena L. (berinjela);
Capsicum spp. L. (pimentas e pimentdes), S. gilo L. (jil6), entre outras. Alcaldides sao
extraidos das raizes e folhas de algumas espécies para fins farmacé€uticos e na industria de
cigarros (SIMMONDS; CHOUDHURY, 1976). Nicotiana tabacum L. (tabaco) e N. rustica L.
sintetizam grande quantidade de nicotina, servindo como matéria prima na industria do
tabaco. Solanum laciniatum Ait. € utilizada na indudstria farmacéutica, na extracdo de um
alcal6ide chamado de solasodine (MANN, 1978). A espécie Petunia hybrida Vilm. (pettnia),
€ muito utilizada como planta ornamental (ANDRADA et al., 2003; KNAPP et al., 2004).

A berinjela é muito cultivada e utilizada para o tratamento de doengas como diabetes,
bronquite, asma, disenteria, etc. (DAUNAY et al., 2000). Solanum paniculatum L.,
vulgarmente conhecida como jurubeba, ocorre em toda a América tropical, sendo atribuidas a
ela propriedades medicinais, a mesma € popularmente usada no tratamento da ictericia,
hepatite cronica e febres intermitentes. Além do uso culindrio a jurubeba também ¢é
considerada uma planta invasora, ocupando os mais variados tipos de solo (PIO CORREA,
1969; LEITAO-FILHO et al., 1975). A erva moura, S. nigrum L., € considerada uma planta
invasora em muitos paises competindo com mais de 30 culturas, a mesma € considerada uma
planta téxica tanto para o homem quanto para animais. (ANDRADA et al., 2003; ZURLO;
BRANDAO, 1990).

Tendo em vista sua grande importincia econdmica, as Solanaceae contribuem
consideravelmente para a economia do pais. No Estado de Sao Paulo a produc¢do de berinjela
emprega cerca de 1.200 trabalhadores, com uma producdo de 47.549 mil toneladas anuais.

Neste mesmo estado, o Solanum lycopersicum (tomate) possui uma producdo de 3,3 milhdes
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toneladas por ano, sendo dois milhdes (77%) destinados ao consumo in natura (SISTEMA

ESTADUAL DE ANALISE DE DADOS, 2006).

1.5 Citogenética convencional e bandeamento cromossomico

A utilizac@o de corantes acidéfilos na citogenética cldssica possibilitou a visualizacao
nitida dos cromossomos revelando informagdes sobre diversos parametros citogenéticos. Nas
ultimas décadas, o uso de técnicas citogenéticas, tem fornecido informacdes importantes
através da localizagdo fisica de certos marcadores nos cromossomos. A andlise citogenética
classica em geral é realizada em cromossomos metafasicos mitéticos corados com corante
convencional como o Giemsa ou o carmim acético, por exemplo. Em uma andlise de células
mitdticas, aspectos como o nimero € comprimento dos cromossomos, razao entre bracos
cromossOmicos, padrdo de condensacdo e de coloracdo, além de caracteristicas fisicas
adicionais, como presenca e posicdo de constricdo secunddria e cromossomos satelitados,
permitem a comparacdo de espécies e a identificacdo de variacdes cromossOmicas inter- e
intra-especificas (YOKOTA, 1990; GUERRA et al., 1997). Em muitos casos, a simples
determinagdo do nimero cromossomico, fornece informacdes importantes para a
compreensdo da filogenia e evolucdo dos grupos, desde que associada a outras abordagens
como morfologia e distribui¢do geografica (STEBBINS, 1971).

Alguns exemplos serdo dados a seguir sobre a andlise cromossdmica convencional:
Battistin et al., (1996) analisaram, através da técnica convencional, nove populacdes de trés
espécies Sul americanas de Lathyrus L. além de seis populacdes da espécie cultivada L.
odoratus L. e observaram que todas as populagdes possuiam 2n=14 cromossomos, porém
apresentavam diferengas estruturais significativas observadas entre as populacdes de cada
espécie e entre espécies, em relacdo a morfologia cromossdmica, nimero e localizacao das
constricdes secunddrias, comprimento dos cromossomos e indice centromérico. Em
Oxalidaceae, Azkue (2000) encontrou alteracdes morfolégicas e numéricas entre seus
representantes. A verificagdo de diferentes niumeros bésicos x =5, 6, 7, 8,9 ¢ 11 em Oxalis L.
foi muito importante para o estabelecimento de relacdes filogenéticas no género, visto que a
subdivisdo do mesmo em secdes encontra-se baseada em dados morfoldgicos. No género
Erigeron L. (Asteraceae) a ocorréncia de 2n=2x=18 e 2n=3x=27 em E. thunbergii subespécie

grabratus variedade heterotricus foi evidenciada (NISHIKAWA; SATO, 2003).
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Muitas vezes, os padrdoes cromossdomicos revelados convencionalmente sao
insuficientes para uma andlise mais detalhada do caridtipo, especialmente quando os
cromossomos forem pequenos e semelhantes. Contudo, técnicas de coloracdo diferencial
cromossdmica tém contribuido grandemente para o estudo mais refinado dos cariétipos (GILL
et al.,, 1991; SUMNER, 2003). Dentre estas técnicas destacam-se o bandeamento C, a
impregnacdo com nitrato de prata (AgNO3), coloracdo com fluorocromos base-especificos e a
hibridizacdo in situ (BENNETT; LEITCH, 1995).

Muitas das técnicas tém como alvo o estudo da heterocromatina constitutiva, como o
bandeamento C. Este tipo de heterocromatina € caracterizado como sendo a porc¢do da
cromatina que permanece fortemente condensada durante todo o ciclo celular, apresenta
repeticdo tardia na fase S, além de ser pobre ou ausente de genes. A heterocromatina
constitutiva pode ser caracterizada pela presenga de DNA altamente repetitivo, denominadas
DNA satélite, estando ainda possivelmente relacionada a mecanismos de silenciamento
génico (DILLON, 2004). A técnica de bandeamento C atua de forma corrosiva sobre os
cromossomos promovendo remocdo parcial de DNA e proteinas cromossomais,
principalmente em regides eucromadticas, porém a heterocromatina é mais resistente a este tipo
de remocao, gerando um padrao de blocos heterocromaticos (SUMNER, 2003).

A heterocromatina pode ser qualificada em relacdo a composi¢do de bases AT e GC
usando-se corantes fluorescentes base-especificos. Os fluorocromos sdo corantes que
apresentam especificidade a determinadas sequéncias de bases no DNA alvo. Dentre os que
possuem afinidade pelas bases adenina e timina (AT) destacam-se o 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), Hoechst 33258 e a quinacrina. J4 a cromomicina Az (CMA3), o iodeto de
propideo (IP) e a mitramicina (MM) apresentam afinidade por regides ricas em guanina e
citosina (GC). Outros como distamicina A (DA) e a actinomicina D (AMD) podem ser
empregados como contra-corantes aumentando o nivel de contraste (SUMNER, 2003; KIM et
al., 2002).

A caracterizacdo citogenética da heterocromatina constitutiva realizada a partir de
coloragdes empregando-se fluorocromos pode auxiliar na caracterizagdo de espécies e
variedades. Analisando seis espécies de Citrus através do emprego dos fluorocromos DAPI e
CMA;, Guerra (1993) verificou divergéncias quantitativas e heteromorfismo no padrdo de
bandas das espécies. Divergéncias no padrao de bandas DAPI também foram observadas na
espécie Dioclea virgata Benth. quando comparadas a outras espécies da subfamilia
Papilonoidae (SOUZA; BENKO-ISEPPON, 2004). O uso da cromomicina A3 pode ser

empregado também na deteccdo das regides organizadoras de nucléolos (RON’s) visto que
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estas regides sdo normalmente flanqueadas por regides de heterocromatina constitutiva ricas
em pares de bases GC. Em Allium communtatum Guss. (Aliaceae) a aplicacdo sequencial das
técnicas CMA3/DAPI e nitrato de prata (AgNO;) revelaram que as marcagdes com CMAj3
encontravam-se adjacentes as RON’s (BESENDORFER et al., 2002).

As RONs sdo segmentos especificos dos cromossomos que contém copias em tandem
dos genes 5.8S, 18S, 26S do DNAr que codificam RNA ribossomico. Estas regides sdo
normalmente localizadas como constricdes secunddrias de cromossomos profdsicos a
metafasicos, sendo responsdveis pela formacao dos nucléolos, estruturas presentes nas células
eucaridticas responsdveis pela biogénese dos ribossomos. (SUMNER, 2003).

A técnica de nitrato de prata revela as RONs funcionalmente ativas, evidenciando o
ndmero e a posicdo dos DNA ribossomais (ZURITA et al., 1997). Tais informacdes podem
ser utilizadas na diferenciacdo intra- e inter-especifica, além de servirem como padrdes para
auxiliar em questdes de posicionamento taxondmico de uma espécie em termos de evolugdo
do caridtipo (KLINKHARDT, 1998). Entretanto, esta técnica limita-se apenas a detecc¢do das
RON’s ativas e em muitos genomas coexistem genes transcricionalmente ativos e inativos
para a sintese de RNAr (SUMNER, 2003). Com isso, a técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) tem possibilitado mapear fisicamente as sequéncias de DNA repetitivo,
sejam eles ativos ou inativos, tornando-se possivel, por exemplo, localizar todos os sitios de
DNAr 458, além do sitios de DNAr 5S, os quais encontram-se em regides cromossomicas
diferentes daqueles da RON (LOPEZ-LEON et al., 1999).

A técnica de hibridizacao in situ é ideal para localizar sequéncias de dcidos nucléicos
(DNA ou RNA) dentro da célula, em organelas, cromossomos ou no nucleo celular. Com a
FISH pode-se: (i) construir mapas fisicos em cromossomos; (ii) analisar estruturas e
aberragdes cromossomicas (iii) investigar a fusao, evolucdo cromossdmica e de genomas, (iv)
realizar a determinagdo da expressdo génica, (v) identificar sequéncias virais em genomas e
(vi) realizar a determinacdo sexual.Vdrias questdes podem ser investigadas com a utilizacao
da hibridizacdo in situ fluorescente, sendo a mesma largamente utilizada na citogenética
médica, programas de melhoramento animal e vegetal, bem como no estudo filogenético e
evolutivo (LEITCH et al., 1994).

Sondas de DNA ribossomal 45S e 5S foram usadas na investigacdo das relagcdes
filogenéticas e dos niveis de ploidia entre espécies do género Passiflora L. Em geral, o
nimero e a localizacdo dos sitios de DNAr 45S foram representativos para inferir que o
numero dipléide 2n=12 representa o provavel genoma ancestral com niimero basico x=6 para

0 género e que as demais espécies apresentariam os nimeros dipldides secundarios 2n=18,
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2n=20 e 2n=24 com numeros basicos x=9, x=10 e x=12, respectivamente (MELO; GUERRA,
2003). A andlise citogenética realizada em diversas espécies de Citrus L. empregando o
bandeamento com corantes fluorescentes CMA3 e DAPI e hibridizacao in situ com sondas de
DNAr 5S e 45S, demonstrou que a maioria das espécies estudadas sao hibridos
interespecificos com pelo menos um par cromossdmico heteromorfico em seus cariétipos. Por
outro lado, a espécie C. medica L., foi considerada uma das provdveis espécies ancestrais do
género por apresentar homomorfismo cromossdomico em todo seu cariétipo (CARVALHO et
al., 2005). Os dados obtidos pelos autores auxiliaram também na discussdo sobre questdes
filogenéticas do grupo. Ao contrario dos exemplos supracitados, uma forte estabilidade
cariotipica foi evidenciada intra e inter-especificamente no género Manihot Mill.
(Euphorbiaceae). Carvalho e Guerra (2002) analisando 34 acessos de Manihot, constaram que
todos os caridtipos apresentavam quatro cromossomos com uma Unica sequéncia rica em GC
marcada (blocos CMA;") na regido subterminal e seis sitios de DNAr 45S, revelados por
FISH, dos quais quatro foram encontrados na mesma posicdio que os blocos CMAj",
demonstrando uma grande semelhancga cariotipica entre os acessos, inferindo em estabilidade

cariotipica.

1.6 Citogenética da familia Solanaceae

Em geral, espécies da familia Solanaceae apresentam o nimero basico x=12 e nimero
dipldide de 2n=24 com cromossomos pequenos variando de 1,2 a 2,4 um no género Solanum
e 3,5 a 4,0 um em Capsicum, com predominancia de cromossomos com morfologia de
metatacéntricos a submetacéntricos (BERNADELLO et al., 1994; MOSCONE, 1993). No
entanto em Cestrum pode-se observar x=8, com 2n=16 e suas espécies possuem 0s maiores
cromossomos dentro da familia, podendo chegar até 14 pm e conter 1,36 pg de DNA por
Cromossomo (SYKOROVA et al., 2003).

Atualmente parece haver uma concordancia entre a maioria dos autores em relacdo ao
numero basico x=12 para o género Solanum, ocorrendo a existéncia de individuos diploides,
hexapldides e até decapldides registrada na maioria dos continentes (DARLINGTON;
WYLIE, 1955). Por outro lado, outros autores afirmam que o género Solanum é polifilético
com numeros bdsicos x=12, x=23, x=24, x=36 e x=46 (BARLOW, 1971; HENDERSON,
1973; RANDELL, 1970). Estes autores levaram em consideracdo a observacdo de meioses

regulares para descrever o nimero basico. Os mesmos descartaram o carater poliploide de
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muitas espécies desconsiderando que o género Solanum possui plantas perenes e de grande
valéncia ecoldgica, caracteristicas que segundo Stebbins (1971) refor¢a o aparecimento de
polipléides com meioses regulares apds a passagem pela selec@o natural frente a aquisi¢ao de
um indice de fertilidade suficiente para a perpetuacdo da espécie e para a manutencdo da
populacdo no ecossistema. Andrada et al., (2003) relataram na América do Sul a ocorréncia de
Solanum nigrum com numero cromossomico 2n=24. Entretanto, Edmonds e Chweya (1997)
encontraram individuos hexapldides (2n=6x=72) para esta espécie em populacdes da flora
européia. Este fato demonstra que a localizacdo geogrifica e fatores edafocliméticos
influenciam na evolugdo e provavelmente no surgimento de polipldides dentro do género. Os
representantes da familia Solanaceae mostram grande diversidade em relacdo a
heterocromatina constitutiva. Em Capsicum suas espécies exibem heterocromatina na forma
de blocos pericentroméricos e também adjacentes a constricdo secunddria, além de outros
blocos menores dispersos ao longo do cariétipo (MOSCONE et al., 1993).

A caracterizacdo cariotipica em duas espécies do gé€nero Cestrus L. (Solanaceae)
revelou divergéncias quanto ao nimero e posicdo dos sitios de DNAr. A espécie Cestrum
amictum Schltdl. apresentou sinais terminais de DNAr 45S no brago curto do par 6 e §, e
préoximo ao braco longo do par 8 um sinal de DNAr 5S. Em Cestrum intermedium Sendtn.
observou-se com sonda DNAr 45S sinais na regido terminal do braco curto do par 7 e sinais
subterminais no par 8 (FREGONEZI et al., 2006).

Muitos dos representantes do género Solanum possuem similaridades morfoldgicas,
levando a existéncia de vdrios sindnimos e a erros taxondmicos. S. laciniatum é citada em
muitos trabalhos como S. aviculare Forst. ambas possuindo citotipos diferentes com 2n=96 e
2n=46, respectivamente (BAYLIS, 1954). Outra espécie alvo de complicacdes taxondmicas €
S. nigrum. Esta espécie é encontrada com niveis de ploidia diferentes na natureza, 2n=24,
2n=48 ou 2n=72, mas sua grande semelhanca com S. americanum provocou erros em
trabalhos  citogenéticos e moleculares (SULTANA; ALAM, 2007; PIERRE,
COMUNICACAO PESSOAL).

Estudos citogenéticos como o registro do nimero cromossOmico sdo bem
documentados para o género Solanum (OKOLI; 1983; HOWARD; SWAMINATHAN, 1953;
EDMONDS; CHWEYA, 1997). Por outro lado, ha caréncia em trabalhos com bandeamento
cromossOmico, filogenia, citotaxonomia e mapeamento fisico. Em tdxons economicamente
importantes como S. lycopersicum e S. tuberosum e nos género Capsicum e Nicotiana L.,
muitos trabalhos refinados como o mapeamento fisico e estudos relacionados a origem

alopolipléide (em Nicotiana tabacum) s@ao comuns (BONNEMA et al., 1997; LIVINGSTONE
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et al., 1999; EAST, 1928; KITAMURA et al., 2001). Desta forma observa-se a preferéncia de
estudos citogenéticos em espécies cultivadas, deixando ao lado tdxons filogeneticamente
importante que podem solucionar questdes a respeito da taxonomia e evolu¢do do género

Solanum.

1.7 Contribuicao da citogenética ao melhoramento genético vegetal

O estudo citogenético em grupos vegetais de importancia econdmica pode
proporcionar beneficios aplicdveis a curto, médio e longo prazo, solucionando
questionamentos tanto antes quanto depois do melhoramento genético propriamente dito. A
simples e direta andlise cariotipica pode identificar alteracdes ou aberracdes cromossdmicas
numéricas e\ou estruturais, além de possibilitar a descricio do comportamento meidtico
provendo informagdes, como taxa de fertilidade, problemas em relacio ao pareamento ou
reconhecimento dos cromossomos homdlogos nos parentais € na progé€nie hibrida, além dos
casos de ndo disjungdo, ou seja, ndo segregagao das cromatides nas andfases o que pode levar
a formacdo de gametas aneupldides. Por outro lado, a caracterizagdo citogenética detalhada,
como 0 mapeamento fisico cromossomico, possibilita a descricdo clara da homologia
cariotipica de uma determinada cultivar ou variedade, permitindo a inclusdo desses dados nos
esquemas de cruzamentos e retro-cruzamentos contribuindo para minimizar possiveis erros de
selecdo de progénies ou ainda, determinando o percentual dos genomas parentais nos
individuos hibridos. Desta forma a indicacdo de parentais favordveis a hibridacdes pode ser
facilitada através do uso de parametros citogenéticos (SINGH, 2002). Os estudos
citogenéticos em espécies selvagens e cultivadas de Solanum tuberosum (batata)
possibilitaram a observacdo de questdes relevantes ao melhoramento genético desta cultura,
como a producgido de linhagens hibridas hapléides, a manuten¢do do status hapléide durante as
geragdes e a avaliagdo da instabilidade cromossdmica, observada pela ocorréncia de
alteracOes estruturais (PELOQUIN et al., 1991; HERMSEN, 1994; WILKINSON, 1994;
MATSUBAYASHI, 1991). Muitos dos problemas ocorrentes em hibridos de Solanum
lycopersicum (tomate), foram esclarecidos pelo uso de técnicas citogenéticas desde a década
de 40, por exemplo, Charles (1945) investigando as causa da ndo frutificacdo em cultivares
hibridas de tomate observou aneupléidias e comportamento irregular da meiose, ja MacArthur
e Chiasson (1947) relataram a possibilidade da introgressdo génica entre espécies selvagens e

cultivadas de tomate, para solucionar questdes como resisténcia a pragas e doengas. Desta
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forma observa-se que vdrios trabalhos inconclusivos de obten¢do de hibridos intra-especificos
poderiam ter o seu insucesso pré-suposto através da avaliacdo cariotipica, demonstrando a
incompatibilidade cromossdémica dos parentais (VREUGDENHIL et al., 2007). Analises
citogenéticas também podem esclarecer problemas referentes ao mecanismo reprodutivo da
cultivar hibrida, como a identificacdo do comportamento apomitico. Andlises moleculares,
estatisticas e bioquimicas podem indicar a ocorréncia de apomixia, mas a andlise citogenética
pode reforca a conclusiao de apomixia, além de revelar a ocorréncia de alteracdes e aberracdes
cromossdmicas e a possivel viabilidade da prole. O indicio citogenético do comportamento
apomitico pode ser visto em espécies vegetais em que se observam altas taxas de fertilidade
em individuos aneupldides, tripldides e em cruzamentos com progénies inesperadamente
férteis, uma vez que nestes casos a fertilidade seria baixa ou nula (STEBBINS, 1950;
FRYXELL, 1957; RAMACHANDRAN; RAGHAVAN, 1992).

A poliploidia pode ser simplesmente explicada pela existéncia de mais de dois
conjuntos cromossdmicos em um organismo e € considerado um importante fendmeno
genético para a evolugdo e domesticagdo de cultivares (COMALI, 2005). A possibilidade de se
obter artificialmente polipldides se deu gracas a descoberta do antimitético colchicina no final
de 1930, o qual pode ser utilizado para induzir poliploidia em vegetais, com isto os beneficios
da indugdo da poliploidia comecou a ter espaco no melhoramento genético vegetal (VAN
TUYL et al. 1992; TAYLOR et al. 1976). A poliploidia pode ser observada pela simples
colorag@o convencional dos cromossomos mitéticos, com a utilizacdo de corantes basoéfilos
(Geimsa) ou acidéfilos (Oceina acética), e sua observacdo meidtica revela caracteristicas
referentes a estabilidade, como a presenca de monovalentes e outras anomalias meidticas,
além de revelar um pouco da homologia cariotipica. Destra forma a andlise cariotipica
convencional,  fornece  informag¢des  importantes acerca do  comportamento
citolégico/reprodutivo na espécie ou cultivar (VAN BOGAERT, 1975). Os beneficios da
obtencdo artificial de polipldides, e a aplicagdo no melhoramento genético vegetal estdo

exemplificados abaixo:
A. Producdo de cultivares estéreis.

Em culturas estéreis ndo existe fluxo génico, desta forma nao ha o risco da cultivar

invadir ecossistemas indesejidveis nem de modificar as caracteristicas agrondmicas por

7z

cruzamento. Promover a esterilidade vegetal pela indu¢do de poliploidia € a forma mais
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segura € menos custosa para este fim, podendo ser aplicada em vérios tixons (SANFORD,

1983).
B. Restaurar a fertilidade em hibridos.

E comum a esterilidade em hibridos, principalmente em hibridos origindrios de tdxons
distantes, este fato ocorre devido ao ndo pareamento dos cromossomos homoélogos na meiose.
Entretanto, com a formacdo artificial de polipléides o cardter fértil surge, pelo ajuste do

pareamento meidtico (SANFORD, 1983).
C. Aumentar a resisténcia e fatores bidticos e abioticos.

A indugdo de polipléides pode ser provocada para aumentar a expressdo geénica e
consequentemente aumentar a concentracdo de metabolitos secundérios, que em alguns casos
sao utilizados nos mecanismos de defesa a stresses bidticos e abidticos. Por exemplo, em
autotetrapldides de Lolium L. (Gramineae) observa-se a maior resisténcia a doengas que seus
semelhantes diploides (VAN BOGAERT, 1975). Até o presente momento este fato foi
observado em poucos grupos vegetais. Entretanto, sua aplicagdo no melhoramento genético

vegetal poderia ser melhor investigada.
D. Aumento de partes vegetais de interesse agronomico.

A formacdo artificial de poliploides pode ser utilizada com a finalidade de aumentar o
volume de partes vegetais de interesse agrondmico como frutos, partes verdes, uteis para a
alimentacdo animal, e até o aumento deflores voltadas a comercializa¢do ornamental (KEHR,
1996).

A hibridizacao in situ foi utilizada ha mais de 30 anos atrds por Gall e Pardue (1969)
para localizar seqiiéncias de &cidos nucléicos diretamente nos cromossomos. A técnica
consiste na utilizacdo de uma sonda de DNA ou de RNA, marcada com fluorescéncia ou
radioatividade, que pode ser utilizada na detec¢do de sequéncias ou segmentos especificos,
como telomeros, centromeros, entre outros. Nos ultimos anos, a hibridiza¢do in situ vem
sendo empregada com sucesso para localizar regides especificas nas mais variadas espécies e
cultivares, além de possibilitar a construcdo de mapas para sequéncias especificas, como o
DNAr 458 ou 5S. Li et al., (2006) prop0s a utilizacdo de Solanum pinnatisectum Dunal como

fonte de genes de resisténcia bidtica para serem introgedidos em Solanum tuberosum, os
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mesmos autores realizaram o estudo cariotipico detalhado nas duas espécies e ressaltaram a
importancia da andlise cariotipica para futuras tentativas de introgressdo. A investigacdo
precisa da introgressao génica, seja por via cldssica, transgenia ou fusdo de protoplasto, pode
ser avaliada pela visualizacdo in situ do gene introgedido (allied gene). Em Vicia faba L.
foram localizadas as sequéncias de DNAr 58S, 45S, elementos Fokl, DNA telomérico, genes
para proteinas da semente, entre outros (FUCHS et al., 1998a). Igualmente Fuchs et al.,
(1998b) utilizaram a hibridizag¢do in sifu para localizar genes de RNAr para proteinas de
sementes e para a identificacao de cada par cromossomico de Pisum sativum L. (ervilha).

Pelo exposto observa-se que varias técnicas citogenéticas podem ser aplicadas, seja em
espécies selvagens, cultivares ou hibridos com o intuito de solucionar varios problemas
encontrados durante o processo de domesticagao e evolucdo de cultivares. Com tudo nota-se a
importancia da citogenética no melhoramento genético vegetal, indicando a aplicabilidade da

mesma para a criagdao de novas cultivares e como ciéncia diagnostica.

1.8 Marcadores moleculares

Os marcadores moleculares constituem-se numa ferramenta bastante utilizadas em
estudos genéticos, uma vez que detectam o polimorfismo diretamente ao nivel do DNA, nao
sofrendo qualquer tipo de influéncia ambiental, independendo do estado de desenvolvimento
do organismo, nem do tecido analisado. Com base nos polimorfismos revelados, tem sido
possivel fazer inferéncias sobre as correlagdes entre o genétipo e fenétipo dos individuos em
diversas populagdes. Dentre as aplicagdes de curto prazo dos marcadores moleculares estao a
identificacdo de origem parental, estudos de diversidade e distancia genética, a identificacdo e
protecdo de variedades, certificagdo de pureza genética e monitoramento de cruzamentos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Com base no polimorfismo informado pode-se
inferir sobre relacdes genotipicas e fenotipicas, taxonomia, filogenia e ecologia, através do
uso dos diversos marcadores moleculares (JOSHI et al., 2000).

Dentre os marcadores moleculares amplamente utilizados para a avaliagdo da
variabilidade genética estdio os RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA), RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
isoenzimas, entre outros (ZARATE et al., 2005; CASAS et al., 2006; PERONI et al., 1999;
SANCHEZ et al., 1996; JONES et al., 1997).
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Os microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR) sdo pequenas sequéncias de
DNA consistindo de uma até seis bases repetidas em tandem e baseiam-se em reacdes de
PCR, em que sdo amplificadas as regides entre os microssatélites (STAUB et al. 1996;
GUPTA; VARSHNEY, 2000). Estas sequéncias sdao hipervaridveis e de grande abundancia
nos genomas, os locos SSR representam uma geracdo poderosa de marcadores moleculares
co-dominante em eucariontes. Entretanto ha limitacdes como a necessidade do conhecimento
prévio da sequéncia que ird ser flanqueada pelo olii na reacdo de PCR. Por este fato a técnica
¢ mais utilizada em culturas ou tdxons de grande importancia economica (LIU; WENDEL,
2001)

Os marcadores ISSR sdo dominantes e sua utilizagdo envolve a amplificacdo de
segmentos de DNA presentes entre duas regides repetidas e orientadas em posicdes opostas.
Esta técnica utiliza em geral, olii com tamanhos entre 16 a 25pb desenhado a partir de regides
de microssatélite (GUPTA; VARSHNEY, 2000; MEYER et al., 1993; TSUMURA et al.,
1996; WANG et al., 1998). Para a aplicacdo do marcador ISSR ndo se necessita o
conhecimento prévio do genoma, pois 0 mesmo nao € especifico como o marcador SSR, desta
forma pode-se utilizar o ISSR em qualquer tdxon revelando padrdes altamente polimérficos
(ZIETKIEWICZ et al., 1994). A técnica combina muitos dos beneficios do AFLP e
microssatélites com a plasticidade e baixo custo do RAPD. O tamanho dos olii, permitem o
anelamento semi-especifico, requerendo em geral altas temperaturas de anelamento, entre 40
a 65 °C, dependendo da quantidade de CG no olii utilizado. Estudos sobre a reprodutibilidade
mostram que apenas bandas claras e finas ndo sdo reprodutiveis. Cerca de 92-95% dos
fragmentos podem ser separados com o uso de poliacrilamida, este valor pode ser menor
quando utilizado agarose (REDDY et al., 2002; WU et al., 1994)

A possibilidade do uso de uma ferramenta rapida e precisa para a identificacdo do
polimorfismo entre gendtipos é uma das vantagens dos marcadores ISSR para estudos
filogenéticos, taxondmicos ou para fins de melhoramento genético vegetal (SALIMATH et
al., 1995). Desta forma pode-se caracterizar germoplasmas estabelecendo a identificacdao de
variedades, hibridos, parentais, entre outros. Por exemplo, Charters e Wilkinson (2000),
utilizando olii ISSR di-nucleotidicos caracterizaram de forma eficiente uma cole¢do de
germoplasma de cacau. A identificacdo, caracterizacdo de gendtipos e a estimativa da
diversidade genética também foi realizada em diversas culturas como batata e batata doce,
arroz, trigo, feijdo de corda, entre outras (PROVOST; WILKINSON, 1991; LANHAN;
BREMAN, 1998; JOSHI et al., 2000; NAGAOKA; OGIHARA, 1997; AJIBADE et al.,
2000).
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Marcadores ISSR também podem ser utilizados para saturar mapas de ligagdo, assim
como em estudos populacionais (REDDY et al., 2002). Adicionalmente, pode-se utilizar
outros marcadores associados ao como o ISSR para a andlise mais refinada do polimorfismo
(JOSHI et al., 2000; BECKER; HEUN, 1995; WU et al., 1994). O nivel de polimorfismo
observado varia em relagdo ao método de deteccdo utilizado. Eletroforese em gel de
poliacrilamida combinado com radioatividade se mostra mais eficaz, seguido de eletroforese
em poliacrilamida com prata e ultimamente em gel de agarose com brometo-etidio (JOSHI et
al., 2000). Entretanto, altos niveis de polimorfismo podem ser detectados apenas com
eletroforese em agarose sem radioatividade (HAMPL et al., 2001; MEYER et al., 1993;
TSUMURA et al., 1996)

O advento das técnicas moleculares proporcionou uma revolu¢do na sistemadtica
botanica, trazendo novas idéias acerca das relacdes filogenéticas em todos os niveis
taxondmicos (BOHS, 2005). Em Solanum diferentes marcadores foram utilizadas para
explicar as relagoes filogenéticas fornecendo informacdes em nivel de géneros, subgénero e
secdes com o uso de marcadores moleculares (BOHS; OLMSTEAD, 2001; JACOBY et al.,
2003; FURINI; WUNDER, 2004). Bohs (2005) identificou 13 clados dentro do género
Solanum, baseado na seqiiéncia ndhF do DNA de cloroplasto, corroborando, a0 menos
parcialmente, aos estudos morfolégicos e bioquimicos proposto por D’Arcy (1971; 1991). O
agrupamento proposto por Bohs (2005) também propds a inclusdo novos clados como o
Dulcamaroid e Morelloid dentro do género Solanum. Outros estudos utilizando sequéncias
especificas do DNA nuclear como os de ITS, genes de cloroplastos como trnT-trnF e trnS-
trnG, separadamente ou em conjunto, contribuiram para o agrupamento filogenético e estudo
taxondmico do género Solanum. Segundo Neigel e Avire (1986) muitas destas informacdes
baseadas no estudo de 16cus unicos podem incorrer em erros, uma vez que variagdes em
apenas uma ou poucas dreas do genoma, muitas vezes, mostram-se insuficientes para
inferéncias taxondmicas e filogenéticas. Os erros podem ser evitados pelo uso de métodos
multi-locus como RAPD, RFLP e ISSR, fornecendo informagdes filogenéticas relevantes
contidas em grandes areas do genoma (HAMPL et al., 2001). Muitos estudos multi-locus
investigaram as relagdes filogenéticas em Solanum, incluindo técnicas como AFLP (JACOBY
et al., 2003; FURINI; WUNDER, 2004) e RAPD (VAN DEN BERG et al., 2002). Poczai et
al., (2008) através da andlise filogenética utilizando o marcador randomico RAPD em 42
acessos do género Solanum, sugeriu a exclusdao da secdo Dulcamara, bem como de outros

taxons do subgénero Potatoe e sua inclusdo no subgénero Solanum devido a maior
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proximidade genética, desta forma fornecendo dados tteis aos estudos filogenético do género
Solanum.

A utilizacdo dos marcadores ISSR no género Solanum ndo tem sido muito
documentada, principalmente nas espécies silvestres, limitando o conhecimento a respeito
deste marcador molecular no género Solanum (ISSHIKI et al., 2008; DOGANLAR et al.,
2002; NUNOME et al., 2003a; 2003b). Isshiki et al., (2008) relataram a auséncia de estudos
com marcadores ISSR para detectar a variagdo genética em S. melongena (berinjela) e
espécies relatadas. Entretanto, alguns trabalhos com ISSR sdo observados em tdxons
cultivados como S. tuberosum, S. melongena e S. lycopersicum. Bornet et al., (2001)
analisando a diversidade genética entre cultivares de S. fuberosum européia e argentinas,
concluiram que a utilizacdo de apenas trés olii € suficiente para identificar os 28 acesso
analisados. Isshiki et al., (2008) analisando oito cultivares de S. melongena mais 12 espécies
relatadas, estabeleceram que a aplicacdo de apenas dois olii podem identificar os oito acessos
de S. melongena. Os mesmos autores estabeleceram comparacdes entre os outros marcadores
moleculares, como Isoenzima e variacdes na sequéncia do cpDNA e mtDNA, e concluiram
que os marcadores ISSR sdo eficazes nos estudos de relacdes filogenéticas e para a

identificacdo de cultivares.
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Caracterizacao citogenética em espécies diploides e polipldides do género

Solanum L. (Solanaceae A. Juss.)

Cl4usio Antonio Ferreira de Melo!, Maria Isabel Gomes Martinsl, Ana Maria Benko-Iseppon 2, Reginaldo de

Carvalho *

RESUMO - (Caracterizacdo citogenética em espécies dipléides e polipléides do género Solanum L. (Solanaceae
A. Juss.)). Nove espécies do género Solanum L. foram analisadas citogeneticamente para a localizacdo de
marcadores espécie-especificos. Solanum atropurpureum Schrank, S. dulcamara L., S. gilo L., S. melongena L.,
S. nitidibaccatum Bitter, e S. paniculatum L. apresentaram 2n=24. Enquanto S. luteum Mill., S. nigrum L. e S.
laciniatum Ait. apresentaram 2n=48, 2n=72 e 2n=92, respectivamente. As espécies demonstraram cari6tipos
simétricos e nucleo interfasico semi-reticulado. O tamanho cromossomico médio variou entre as espécies
dipléides (1, 95 um) e polipléides (1,31 um). A aplicacio da técnica CMA3;/DAPI mostrou em S. dulcamara, S.
atropurpureum e em S. luteum dois blocos CMA;"/DAPI terminais. Em S. nitidibaccatum foi observado dois
segmentos grandes CMA;"/DAPI terminais e varios blocos teloméricos. S. nigrum € S. laciniatum quatro
segmentos CMA/DAPI terminais foram observados. A FISH com sonda de DNAr 45S foi aplicada apenas nas
espécies polipldides e revelou os mesmos resultados que os blocos CMA;" teloméricos. S. luteum € S. nigrum
foram consideradas tetrapldide e hexapldide, respectivamente. A localiza¢do de marcadores espécie-especificos

foi satisfatéria, identificando caracteristicas citoldgicas particulares nas espécies analisadas.
Palavras-chaves: neopolipléide, marcadores espécie-especificos, CMA3/DAPI, hibridizagao in situ fluorescente.

ABSTRACT - (Cytogenetic characterization in diploids and polyploids species of Solanum L. (Solanaceae A.
Juss.)). Solanum species were cytogenetically analyzed for localize specie-specific markers. Solanum
atropurpureum Schrank, S. dulcamara L., S. gilo L., S. melongena L., S. nitidibaccatum Bitter, and S.
paniculatum showed 2n=24. While S. luteum Mill., S. nigrum L., and S. laciniatum Ait. showed 2n=48, 2n=72
and 2n=92, respectively. All species demonstrate symmetric karyotype. The average in chromosome size varied
between species diploids (1, 95 um) and polyploids (1,31 um). The application of the technique CMA;/DAPI
showed in S. dulcamara, S. atropurpureum and in S. luteum two CMA;"/DAPI" terminal blocks, one per
homologous. In S. nitidibaccatum were observed two large segments CMA;"/DAPI apart from several terminal
blocks almost in all chromosomes. The FISH with DNAr 45S probes made only in polyploidy indicate the same
result as fluorochrome CMA;" telomeric blocks. S. luteum and S. nigrum were considered tetraploid and
hexaploid, respectively. The localization of specie-specific markers was successful, recognizing cytological

characteristic for all species analyzed.

Key-word: neopolyploidy, specie-especific markers, CMA;/DAPI, fluorescent in situ hybridization.
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Introducao

Dentre as angiospermas o género Solanum L. é um dos mais representativos em
termos de diversidade de espécies. Abrangendo cerca de 2000 espécies e pertencente a familia
Solanaceae A. Juss., Solanum se destaca por agregar vdrios representantes de importancia
econOmica. Espécies sdo largamente utilizadas para alimentacdo, Solanum tuberosum L.
(batata), S. melongena L. (berinjela), S. gilo L. (jil6) e S. lycopersicum L. (tomate). Outros
representantes deste género produzem substancias toxicas, como S. dulcamara L., S. nigrum
L. (erva moura) e S. paniculatum L. Solanum nigrum é considerada uma espécie invasora em
paises, como a Argentina e Estados Unidos, competindo com culturas como a cana-de-agticar
(Andrada et al. 2003). Por outro lado, espécies como a selvagem S. laciniatum Ait. sdo
utilizadas para a extracdo de solasodine, um esterdide alcaléide usado na industria
farmacéutica (Mann 1978). Com distribui¢cao cosmopolita, o género Solanum possui centro de
origem e diversidade genética Sul Americano. Entretanto ha centros secundarios de
diversidade, com espécies endémicas distribuidas nos continentes Asidtico, Africano e
Oceania (Knapp 2004).

O género possui taxonomia paradoxa e confusa, exibindo contraditoriamente,
uniformidade e externa diversidade morfologica (Roe 1972; Lester & Hasan 1991).
Atualmente o sistema taxondmico mais utilizado € o proposto por D’Arcy (1972), o qual
divide o género Solanum em sete subgéneros. Entretanto Bohs (2005) propds apds estudar as
variagdes na sequéncia ndhF do cpDNA (DNA de cloroplasto), o agrupamento do género em
13 clados, trazendo para Solanum géneros anteriormente isolados como Lycorpersicon. Outro
fato bastante relevante no género Solanum € a existéncia de espécies com diversos sindnimos,
dificultando o levante bibliografico sobre espécies, principalmente em representantes
selvagens e com poucas variagdes morfoldgicas (Sultana & Alam 2007; Pierre, comunicacao
pessoal).

Estudos citogenéticos como o registro do nimero cromossOmico sao bem

documentados para o género Solanum (Okoli & Olorode 1983; Swaminathan 1953; Edmonds
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& Chweya 1997). Entretanto ha caréncia em estudos relacionados aos diversos métodos de
bandeamento cromossomico, filogenia, citotaxonomia e mapeamento fisico, principalmente
nas espécies nativas. Para Solanum o nimero cromossdmico bdsico mais aceito atualmente €
x=12, mas devido a caracteristicas como hiperdiversidade de espécies e ocorréncia
cosmopolita, varidveis ndmeros cromossOmicos estdo registrados na literatura, incluindo o
relato de altos niveis de ploidia para algumas espécies (Darlington & Wylie 1955).

A andlise citogenética realizada pela coloragdo convencional fornece informacgdes
importantes sobre nimero, morfologia, tamanho cromossomico, tipo de nucleo interfasico e
padrao de condensagdo profasico. Em muitos casos, a simples determinacdo do numero
cromossOmico, fornece informagdes importantes para a compreensao da filogenia e evolugdo
dos grupos, desde que associada a outras abordagens como morfologia, caracteristicas
geograficas, etc (Stebbins 1971). O estudo citogenético detalhado, como o mapeamento fisico
dos cromossomos ou a andlise meidtica, fornecem dados a respeito da homologia
cromossOmica e do comportamento meidtico. Estes dados citogenéticos sdo essenciais para
programas de melhoramento genético vegetal, que visdo a obten¢ao de hibridos férteis ou no
desenvolvimento de cultivares polipldides (Sanford 1983;Van Bogaert 1975; Vreugdenhil et
al. 2007). Os bandeamentos cromossdmicos ampliam grandemente o espectro de observagao
dos caridtipos, por possibilitarem a coloracao diferencial dos cromossomos, desta forma pode-
se inferir em estudos taxondOmicos, filogenéticos e evolutivos (Leitch er al. 1998),
principalmente em grupos taxonOmicos com cariétipo simétrico € cromossomos pequenos
como em Citrus (Guerra 1993) e Manihot (Carvalho e Guerra 2002).

Os fluorocromos sdo corantes fluorescentes que demonstram afinidade por DNA,
como o DAPI (4°,6 diamidino-2-fenilindol) e o CMAj; (Cromomicina Aj), 0S mesmos
apresentam afinidades por regides do ricas em AT (adeninas e timina) e GC (guanina e
citosina), respectivamente. Através da técnica de hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com
sondas de DNAr 45S pode-se localizar sitios de DNAr referentes a subunidade 45S do
ribossomo. Além da subunidade 45S do DNAr pode-se localizar outras regides
cromossomicas como DNAr 5S, telomeros e centrdmero através de sondas especificas,
fornecendo mais informacdes a respeito do cariétipo das espécies.

A grande diversidade de espécies encontrada no género Solanum torna-o favoravel
para estudos citotaxondmicos e evolutivos. Sendo assim, o presente trabalho objetivou
caracterizar citogeneticamente nove espécies do género Solanum utilizando as técnicas de
coloragao convencional, fluorocromos CMAj3; e DAPI, além de FISH com sonda de DNAr

45S, a fim de localizar marcadores espécie-especificos para as espécies analisadas
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acrescentando informacdes uteis para estudos citotaxondmicios e evolutivos para o género

Solanum.

Material e método

A. Material vegetal, pré-tratamento e fixa¢do

Sementes de Solanum atropurpureum Schrank (Cod. 2975), S. dulcamara (Cod.
2980), S. gilo (Cod. 2995), S. laciniatum (Cod. 2983), S. luteum Mill. (Cod. 2984), S.
melongena (Cod. 2985), S. nitidibaccatum Bitter (Cod. 2979) e S. nigrum (Cod. 2969) foram
cedidas pelo Alfa Botanischer Garten Georg-Universidad - Alemanha. Exceto S. paniculatum
a qual foi coletada no campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). As
sementes foram germinadas em placa de Petri e as radiculas coletadas e pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (0,002 M) por uma hora a temperatura ambiente e em seguida, 23 horas a 8°
C. As radiculas pré-tratadas foram fixadas em Carnoy (etanol:acido acético) (3:1, v/v) por 24

horas a temperatura ambiente e posteriormente estocadas no frizer —20° C até anélise.

B. Andlise convencional

A andlise citogenética convencional seguiu o protocolo descrito por Guerra (1983). As
radiculas foram hidrolisadas com HCl 5N por 20 minutos e esmagadas em uma lamina
contendo uma gota de 4cido acético 45% sendo sobreposta a esta uma laminula. As
preparacdes foram mergulhadas em nitrogénio liquido para a remog¢ao da laminula, seca ao ar,

coradas em solucdo de Giemsa a 2% por 10 a 15 minutos e montadas com Entellan (Merck®).

C. Fluorocromos CMAz;e DAPI

Para a localizacdo de regides base-especificas utilizando os fluorocromos CMAj; e
DAPI. As radiculas foram digeridas em celulase-pectinase por uma hora a 37°C, segundo de
envelhecimento das por trés dias. A dupla coloragio CMA3/DAPI seguiu o protocolo descrito
Schweizer e Ambros (1994), em que a coloragdo seguiu com a aplicacio de 10 pul de CMA;
sobre a lamina durante uma hora, posterior lavagem com &dgua destilada e secagem. Em

seguida aplicou-se 10 pl de DAPI durante meia hora. Apds este tempo, as laminas foram
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lavadas, secas e montadas com 5 pl de meio glicerol\Macllvaine, utilizando-se laminula de

18x18mm.

D. Hibridizacdo in situ fluorescente (FISH)

A hibridizagao in situ fluorescente foi realizada apenas nas espécies S. laciniatum, S.
luteum e S. nigrum. O protocolo utilizado foi proposto por Moscone et al. (1996) com
modificagdes. A técnica envolveu a preparaciao de sonda especifica de DNAr 458S, a qual foi
marcadas pela incorporacdo de nucleotideos modificados os quais puderam ser detectados
através de luz UV ap6s a marcacao fluorescente. A sonda utilizada foi obtida de Arabidopsis
thaliana e marcada com digoxigenina-11-dUTP. Os cromossomos foram desnaturados a 75
°C em solugdo salina de 2x SSC por 7 minutos. Em seguida a sonda foi adicionada nas
laminas, desnaturada novamente a 75°C por 10 minutos e transferidas para uma cimara timida
pré-aquecida a 37 °C por 16 horas, aproximadamente. A deteccao da sonda foi feita utilizando
dois conjuntos de anticorpos, sendo o segundo, utilizado para amplificar o sinal fluorescente.
Posteriormente as laminas foram montadas com DAPI (2 pg/mL) conjugado com meio

Vectashield (Vect0r®).

E. Captura e andlise das imagens

As imagens convencionais foram capturadas com o filme Fuji Superia Asa 100 em
microscépio Bioval®. Para as imagens com fluorescéncia a pelicula utilizada foi Fuji® Superia
Asa 400 em um sistema analdgico adaptado ao micrésporo Leica® DMLB, com o sistema de
fotomicroscopia Leica® wild MPS 48. Os filtros utilizados apresentaram capacidade de
detec¢do de comprimento de onda de 360-390 nm para DAPI e de 430-470 nm para CMA;. A
contagem cromossomica e a medi¢do dos cromossomos foram feitas com o uso do software
Image Tool V3.0°, enquanto para a confeccdo das pranchas foi utilizado o software Corel-

Photo-Paint® X3 em plataforma Windows XP°.

Resultados

Todas as espécies foram analisadas primeiramente pela colora¢iao convencional (Fig.1-

9) para a descricdo do nimero, morfologia, tipo de nicleo, padrao de condensacdo e
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localizagdo dos satélites. Solanum melongena (Fig.1), S. gilo (Fig.2), S. atropurpureum
(Fig.3), S. nitidibaccatum (Fig.4), S. dulcamara (Fig.9) e S. paniculatum apresentaram
numeros dipléides com 2n=24. Enquanto as espécies S. luteum (Fig.5), S. nigrum (Fig.6) e S.
laciniatum (Fig.7) apresentaram 2n=48, 2n=72 e 2n=92, respectivamente. De modo geral, o
cariotipo de todas as espécies mostrou-se simétrico, com morfologia variando de meta a
submetacéntrica. Todas as espécies apresentaram nucleo interfdsico semi-reticulado (Fig.4 e
8) e padrio de condensacdo proximal (Fig.9). O tamanho cromossomico médio variou
grandemente entre as espécies dipldides (1.97 um) e polipléides (1.31 um), sendo a média em
S. atropurpureum (1.89 um), S. dulcamara (1.87 pm), S. gilo (2.05 um), S. luteum (1.46 um),
S. nigrum (1.40 pum), S. nitidibaccatum (2.11 pm), S. melongena (2.01 um) e S. paniculatum
(1.92 um). Caracteristicas cariotipicas peculiares foram observadas em S. laciniatum, na qual
o tamanho cromossomico apresentou média de 1,1 um, mas um par cromossdomico com 2,1
pm (Fig.7) foi observado em varias metafases. A coloragdo convencional revelou em S.
luteum pelo menos um par cromossdOmico com picnose negativa em metdfase. O mesmo par
cromossdmico apresentou picnose positiva pela coloracao de DAPI ap6s a técnica de FISH
(Fig.17).

A visualizacdo de satélites pela coloracdo convencional foi possivel apenas em
metéafases de S. atropurpureum (Fig.4) e em pro-metifases de S. luteum, em que um par de
satélites em cada espécie foi observado. A mesma técnica também revelou a apari¢do desigual
de satélites, na qual € visualizado satélite em apenas um homologo. Por outro lado, a
utilizagdo do fluorocromo CMAj revelou a presenca de um par de satélites nas espécies
diploides (Fig.11 e 13) e em S. luteum (Fig.14) e quatro em S. luteum e em S. nigrum. O uso
de fluorocromos CMA3 e DAPI revelou nas espécies S. dulcamara, S. atropurpureum
(Fig.11) e em S. [uteum (Fig. 14) dois blocos CMA;"/DAPI terminais em um par
cromossdmico. Solanum nitidibaccatum apresentou dois satélites CMA;*/DAPI subdivididos
em dois blocos maiores e dois menores, revelando a distensdo da constricdo secundaria
(Fig.13). Além disso, foram observados varios blocos CMA;"/DAPI nos teldmeros na maioria
dos cromossomos de S. nitidibaccatum (Fig.13), dado esse, confirmado pela visualizaciao de
diversos blocos positivos nos nucleos interfasicos corados com CMAs. S. nigrum revelou
quatro blocos CMA;*/DAPI terminais em dois pares cromossdmicos mostrando a constri¢cio
secunddria sempre distendida em um dos pares cromossdomicos (Fig.15). Quatro blocos
CMA;*/DAPT teloméricos de tamanhos distintos foram observados em S. laciniatum (Fig.16).

A aplicagdo da técnica de FISH com sonda de DNAr 45S revelou resultados similares

aos obtidos com a coloracdo CMAj; (Fig.17-19). Solanum luteum apresentou dois sinais de
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hibridizacio DNAr 45S em um par cromossOmico, assim como um par cromossomico
heteropicnético mais corados com DAPI em metédfases (Fig.17). Em S. nigrum, foram
revelados quatro sinais de hibridizacdo DNAr 45S, dois maiores e dois menores em dois pares
cromossdmicos, sendo os maiores referentes ao par com constri¢ao distendida observado na
coloragdo com CMA; (Fig.18). Quatro sitios de hibridizagdo DNAr 45S de tamanhos distintos
foi observado em S. laciniatum, coincidindo com os blocos CMA;" (Fig.19). Todos os dados
obtidos com o bandeamento em cromossomos metafasicos foram confirmados em células,

pré-metafdsicas e nos nucleos interfasicos.
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Figuras 1-9. Andlise convencional em metafases, pré-metafase e nicleos interfasicos em espécies do género
Solanum. (1) S. melogena (2n=24), (2) S. gilo (2n=24), (3) S. atropurpureum (2n=24), (4) S. nitidibaccatum
(2n=24), (5) S. luteum (2n=24), (6) S. nigrum (2n=72) e (7) S. laciniatum (2n=92). (8) niicleo interfasico em S.
dulcamara e (9) cromossomos pré-metafasicos em S. dulcamara. Setas em (4) indicam satélites e (7) par
cromossOmico maior. Barras correspondem a 5 pm.
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Figura 10-19. Coloracdo com fulorocromos DAPI em (10) Solanum atropurpureum (2n=24) e (12) S.
nitidibaccatum (2n=24). (11), (13), (14), (15) e (16), coloracio com CMA em S. atropurpureum, S.
atropurpureum, S. nitidibaccatum, S. Iluteum (2n=48), S. nigrum (2n=72) e S§. laciniatum (2n=92),
respectivamente. Observar setas vermelhas em (13) indicando blocos CMA/DAPI teldmericos. Setas brancas
indicam blocos CMA™/DAPI. (17) S. luteum, (18) S. nigrum € (19) S. laciniatum pela hibridiza¢do fluorescente

in situ com sonda de DNAr 45S. Setas brancas indicam sinais de hibridizacdo e setas amarelas indicam
cromossomos heteropicnéticos. Barras correspondem a 5 ym.
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Discussao

A andlise das seis espécies de Solanum pela coloragdo convencional permitiu a
descricdo dos pardmetros citogenéticos mais utilizados na caracterizagdo como numero,
morfologia e tamanho cromossdmico, tipo de ntcleo interfasico e padrdao de condensagdo
cromossOmica. Trés espécies apresentaram-se dipléides com 2n=2x=24. O carater dipldide,
em que o numero bdsico x=12 para a o género Solanum, esta descrito em mais da metade das
espécies do género estudadas até o momento (Darlington & Wylie 1955, Hunziker 2001). Por
outro lado a poliploidia se mostra um fendmeno comum em muitos subgéneros de Solanum,
por exemplo, Solanum (sect. Solanum; Edmonds, 1997), Potatoe (sect. Petota Dumort.;
Hawkes 1990) e Archeosolanum Marzell. (Randell & Symon 1976). Segundo diversos autores
a espécies Solanum luteum é relatada com o sindnimo de S. villosum, e sua origem
alopolipléide ou autopolipldide ainda ndo estd clara (Sultana & Alam 2007; Schilling &
Anderson 1990). Estudos meidticos revelam o comportamento alopolipléide, uma vez que
existe regularidade disjuncional (Sultana & Alam 2007; Venkateswarlu & Krishna Rao 1968).
Por outro lado o comportamento meidtico regular ndo descarta o cardter poliploide, uma vez
que meioses regulares sdo comumente observadas em autopolipldides primitivos (Stebbins
1971). No presente trabalho foi constatada forte simetria cromossdmica em S. luteum, fato
que atribui a esta espécie o carater primitivo. O relato da ocorréncia de populagdes com niveis
diferentes de ploidia como dipldides, tetrapldides e hexapldides em S. nigrum € bastante
comum em estudos citogenéticos (Andrada et al. 2003; Anil & Palpu 2005). Andrada et al.
(2003) constataram a existéncia de gendtipos dipldides (2n=2x=24) na flora Argentina.
Entretanto, observamos o nivel hexapldide (2n=6x=72) no acesso proveniente da flora
européia. Atualmente € aceito que S. nigrum € hexapldide com 2n=6x=72 (Baylis 1958;
Edmonds 1977; 1981; 1982; 1983; 1984; Henderson 1974; Randell & Symon 1976; Symon
1981; Bukenya 1996). Devido a forte similaridade morfol6gica muitos trabalhos afirmam que
S. nigrum é comumente confundido com a espécie diploide S. americanum (2n=2x=24), e que
os erros taxondmicos sdo comuns, implicando em paradoxo (Sultana & Alam 2007; Pierre,
comunicac¢do pessoal). A andlise cariotipica de S. nigrum juntamente com dados da literatura
indicam que o acesso analisado é neopolipléide, uma vez que o provavel ancestral dipldides
ainda pode ser encontrado em populagdes naturais. As variagdes no numero bdsico sdo
comuns em tdxons como S. mammosus L. (x=11), S. bullatum Vell. (x=15) e em sete espécies

do subgénero Archeosolanum (x=23) (Baylis 1963; Barlow 1971; Henderson 1973;
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Herasimenko 1965; Randell 1970). Com inferéncia ao nimero cromossoémico basico mais
comum observado no género Solanum (x=12), S. laciniatum (2n=92) poderia ser considerada
octapléide apds processos de disploidia descendente, como translocagdes e fusdes
cromossomicas. A indicacdo de disploidia descendente foi observada em S. laciniatum
revelada pela visualizacdo de um par cromossOomico maior, provavelmente origindrio de fusdo
cromossOmica. Esta caracteristica poderia ter reduzido o nimero cromossdmico da espécie
apos a poliploidizacdo, ja que a mesma nao apresenta nimero cromossdmico multiplo de 12.
Por outro lado a existéncia de espécies no mesmo subgénero (Archeosolanum) com
caracteristicas cariotipicas semelhantes, como nimero cromossdomico hapléide de n=23 ou
n=46, possibilitam estimar o cardter tetrapléide ou diploide nesta espécie. Baylis (1954) e
Herasimenko (1971) relataram o ndmero hapléide n=46 para S. laciniatum, analisando células
meidticas. Entretanto, estes autores nao consideraram a espécie como sendo um
autopolipldéide, devido a observacdo de meiose regular. Por outro lado, polipldides
comumente sofrem modificagdes estruturais no seu caridtipo como translocagcdes
principalmente nos casos de autopolipldides com o objetivo de restaurar a fertilidade,
aumentando, conseqiientemente, a regularidade na meiose (Stebbins 1971; Wolfe 2001). Nao
se destaca o cardter polipléide em S. laciniatum assim como em algumas espécies do
subgénero Archeosolanum, mas a inferéncia de ploidia exige a cuidadosa estipulacdo do
tempo evolutivo da espécie, uma vez que existe naturalmente a tendéncia de diploidizagdo,
levando o gendtipo a ter um comportamento dipléide, silenciando as caracteristicas
cariotipicas que possibilitam a indicac¢ao do carater polipléide (Wolfe 2001).

As espécies analisadas apresentaram caridtipo simétrico, corroborando com a
classificagdo proposta por Stebbins (1971) como do tipo Al. Semelhante a este fato, a
simetria em Solanum foi reportada por diversos autores, inferindo a caracteristica primitiva
aos cariétipos (Bernadello & Anderson 1990; Bernadelo et al. 1994). Parametros como o
tamanho cromossdmico, nucleo semi-reticulado, padrdo de condensacdo proximal e
morfologia cromossdmica corroboram com os dados da literatura, estas caracteristicas sao
comumente compartilhadas aos representantes do género Solanum, e demonstram que todas
as espécies analisadas possuem estabilidade cariotipica. Revisando trabalhos convencionais
observa-se que no caridtipo de espécies do género Solanum existe a predominadncia de
Cromossomos metacéntricos € em menor propor¢ao cromossomos submetacéntricos (Oinuma
1949; Swaminathan 1954; Magoon et al. 1962; Mitra 1967; Krishnappa & Chennaveeraiah
1975; Pijnacker & Ferwerda 1984; Wu & Li 1985; Okoli 1988; Bernardello & Anderson

1990). Constatou-se que o tamanho cromossomico médio € inversamente proporcional ao
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nivel de ploidia, uma vez que as espécies dipldides apresentaram medias cromossomicas
consideravelmente maiores que as espécies polipldides.

A dificuldade de observar satélites pela coloracdo convencional ocorreu devido a
influéncias do pré-tratamento com 8-hidroxiquinoleina ou por influéncias do espalhamento no
momento da preparacdo das laminas. A presenca de um par cromossOmico satelitado em
espécies dipldides de Solanum parece ser a regra do género, mas excecoes sdo observadas nas
dipléides S. pseudolulo Heiser e em S. basendopongo Bitter, com dois pares de satélites
(Mitra 1967; Wu & Li 1985; Okoli 1988; Bernardello & Anderson 1990; Bernardello er al.
1994). A visualizagdo de satélites em apenas um homoélogo pela colorag@o convencional, pode
estar relacionada a ativacdo de apenas uma RON. Este fato tem sido comumente relatado em
Solanaceae (Moscone 1989; Bernadello ef al. 1994). Em espécies como S. lycopersicum, o
tamanho dos satélites pode levar a erros de contagem cromossomica, visto o tamanho similar
aos cromossomos do complemento. Um reflexo de contagens erroneas pode ser visto em
Banks (1984), o qual estudando S. lycopersicum encontrou nimeros dipldides com 2n=24 em
apenas duas das 18 variedades estudadas, 2n=25 em uma e 2n=26 nas outras 15 variedades.
Essa variacdo de nimeros entre variedades pode ter ocorrido devido a contagem erronea dos
cromossomos por influéncia dos satélites. As caracteristicas referentes aos satélites nao
possibilita a utilizacdo segura destes como marcadores espécie-especificos nas espécies
analisadas pela coloragdo convencional. Para melhor visualizacdo de satélites, RONs ativa e
nucléolos recomenda-se a andlise pela coloracao diferencial com nitrato de prata (Rufas et al.
1987).

A qualificagdo das regides heterocromadticas pelos fluorocromos CMAs; e DAPI
demonstrou a riqueza em GC, tipo comum de heterocromatina entre as angiospermas
localizada em satélites e em RONs. A visualizagdo de satélites subdivididos em S.
nitidibaccatum pelo uso do fluorocromo CMAj; € fato atribuido a associagdo de um bloco
CMA;" ao satélite e outro bloco ao cromossomo, revelando a constricdo secunddria sempre
distendida nesta espécie. S. nigrum além do numero cromossOmico hexapldide, revelou
polimorfismo entre constricdo secunddria, como um par cromossdmico com constricdes
secunddrias distendidas e outro par sem distensdo. Estas particularidades podem ser
empregadas para a distincdo inicial da espécie. Constricdes secunddrias e satélites
polimoérficos entre espécies, células e em cromossomos homdlogos foram observados em
Solanaceae (Moscone et al.1995), este fato é atribuido a provaveis processos mutacionais
como rearranjos ocorrentes na heterocromatina associada ao satélite, constricao secundaria ou

RONs promovendo eventual polimorfismo nestas regides heterocromaticas (Sato 1981). A
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visualizacdo dos blocos CMA;" referentes a satélites e de varios outros blocos teloméricos
menores em S. nitidibaccatum indica a existéncia de dois tipos de heterocromatina rica em
GC nesta espécie, uma associada ao satélite e outra restrita ao teldmero. Esta caracteristica
pode ser utilizada como marcador espécie-especifico, diferenciando S. nitidibaccatum das
outras espécies dipldides.

A aplicacdo da técnica de hibridizacdo in situ com sonda de DNAr 45S aplicada
apenas nas espécies polipléide, demonstrou resultados similares aos blocos CMA;* associados
aos satélites. Por outro lado, o nimero de constricdes secunddrias, satélites, RONs e sitios de
hibridizacdo de DNAr 45S ndo se mostrou associado ao nivel de ploidia. A semelhanga entre
a quantidade dos sitios de DNAr 45S ou 5S ndo precisa estar necessariamente associado com
o nivel de ploidia, uma vez que existe instabilidade nestas regides em espécies com nimeros
cromossdmicos semelhantes (Shi ez al. 1996). Alguns géneros demonstram correlagdes entre
o numero de sitios de DNAr 5S ou 45S com o nivel de ploida, como por exemplo, o género
Saccharum (D’Hont et al. 1998). Apo6s a hibridizagao in situ foi constatado a presenga de um
par cromossdmico heteropicnético positivamente corado com DAPI em S. luteum. O
processo realizado na hibridizacdo in situ fluorescente possibilita, em alguns casos, a
visualiza¢do de regides cromossdmicas diferenciais, como dreas heterocromaticas, que nao
seriam reveladas por técnicas como o bandeamento C ou pela aplicagdo de fluorocromos
CMA; e DAPI, este fato € atribuido ao desgaste cromossdmico gerado pelas lavagens,
desnaturagdes e digestdes durante o procedimento da FISH.

A localizagdo de marcadores espécie-especificos nas espécies analisadas foi
satisfatoria, permitindo a identificacdo de caracteristicas citogenéticas particulares nos taxons
analisados. O género Solanum abrange quase a metade da familia Solanaceae e questdes
taxondmicas e evolutivas sempre sao motivos de discussdo. A andlise citogenética refinada,
como a construcdo de mapas fisicos, possibilita o esclarecimento das relacdes gendOmicas,
desta formas pode-se inferir com seguranca em questdes evolutivas, filogenéticas e

taxondmicas.
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RESUMO

O marcador molecular do tipo seqiiéncias simples repetidas internas (ISSR) tem sido aplicado para analisar a
diversidade genética em varias espécies. A analise em dois acessos selvagens de Solanum laciniatum Ait., um
gendtipo selvagem e outro cultivado de S. melongena L. e outras espécies do género Solanum foram investigadas
quanto a diversidade genética e a possibilidade de identificar os gendtipos de S. lacinatum e S. melongena. Um
total de 299 bandas polimérficas foram obtidas da amplificacdo de 20 dos 27 oligonucleotideos iniciadores. O
polimorfismo inter-especifico total foi de 97.4% e o intra-especifico foi de 16.7%. Nao foi possivel estabelecer
um marcador ISSR aplicavel na identificagdo dos dois gendtipos de S. laciniatumi mas os Olii UBC 841 ou 846
podem ser utilizados para a identificacdo segura dos acessos de S. melongena (berinjela). O agrupamento pelo
estatistico pelo método UPGMA, organizou inicialmente os géneros Solanum e Capsicum em dois grupos

principais, dividindo o género Solanum em mais trés subgrupos.
Palavra-chave: marcador molecular, melhoramento genético vegetal, fingerprint.

ABSTRACT

Inter-simple sequence repeat or ISSR molecular marker have been used to evaluate the genetic diversity of
several species. Analysis were performed in two wild accessions of Solanum laciniatum Ait., a wild genotype
and a cultivar of S. melongena L. and related Solanum species to evaluate the genetic diversity and identifying
the accessions of S. laciniatum and S. melongena. A total of 299 polymorphic amplified bands were obtained
from 20 of the 27 primers tested. The total inter-specific polymorphism was 97.4% and the intra-specific was
lower 16.7%. No ISSR marker obtained showed polymorphic for the two accessions of S. laciniatum, but for
both genotypes S. melongena (eggplant) a few primer were polymorphic, UBC 841 or 846 can be used for
identify safely both eggplants genotype. Cluster analysis using UPGMA method grouped in two initial branches

one for the genus Solanum and other for the Capsicum L. and divided Solanum in three groups.
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Introducao

O género Solanum L. apresenta distribuicdo cosmopolita e suas espécies representam
cerca de 1% de todas as angiospermas (Whalen e Caruso, 1983). A grande diversidade de
espécies € atribuida a sua origem antiga além de uma diversificada rota de especiacdo
(Whalen, 1979). E atribuida ao género Solanum uma origem Sul Americana, especialmente na
regidio dos Andes, contudo espécies endémicas podem ser encontradas na Asia, Africa,
América do Norte e Austrdlia (Bukenya e Carasco, 1995; Edmonds, 1977). Por outro lado, o
género possui uma taxonomia um tanto complexa. Atualmente o sistema de classificacdo mais
utilizado é o citado por D’Arcy (1972), o qual dividiu o género em sete subgéneros:
Archeosolanum Marzell, Bassovian (aubl.) Bitter, Leptostemonum (Dunal) Bitter,
Lyciosolanum Bitter, Minon Raf. Brevantherum (Seithe) D’ Arcy, Potatoe (G. Don) D’ Arcy e
Solanum Seithe, além de mais de 70 secdes. O gé€nero possui vdrias espécies cultivadas e
comercialmente importantes para a alimentacdo humana como batata (Solanum tuberosum
L.), berinjela (S. melongena L.), jilo (S. gilo L.) entre outras. Alguns representantes sdao
utilizados no tratamento de diversas doencas, como asma, bronquite, disenteria e diabetes
(Bohs, 1999). Algumas espécies sdo utilizadas na industria farmacéutica como S. laciniatum,
da qual se extrai a substancia Solasodine, um esterdide alcaléide utilizado no controle do
colesterol (Mann, 1978).

Informagdes a respeito da diversidade genética intra e interespecifica € essencial para
os programas de melhoramento genético, uma vez que a auséncia da variabilidade genética
inviabiliza sua execugdo (Gepst, 1993). Em Solanum, molecularmente, a diversidade genética
tem sido descrita através do uso de isoenzimas (Weijun, 1992; Isshiki et al. 1994; Karihaloo e
Gottieb, 1995a), DNA de cloroplasto (cpDNA) e mitocondrial (mtDNA) (Sakata e Lester,
1994; Isshiki et al., 2003), marcadores AFLP (Mace et al., 1999) e marcadores RAPD
(Karihaloo e Gottieb, 1995b). Estes marcadores moleculares foram utilizados para elucidar
questdes filogenéticas e evolutivas dentro do género, entretanto, discordancias entre varios
trabalhos indicam que a adi¢do de novos estudos, utilizando outros marcadores moleculares,
pode auxiliar na elucidacdo das relagdes entre as espécies do género Solanum (Isshiki et al.,
2008).

O marcador molecular ISSR (sequéncia simple repetida interna) tem se mostrado

bastante informativo no estudo da diversidade genética (Isshiki et al., 2008) e das relacdes
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filogenéticas e evolutivas (Reddy et al., 2002), bem como na caracterizacdo de acessos €
cultivares possibilitando, a indicacdo de parentais promissores em programas de
melhoramento genético (Isshiki er al., 2008; Charters & Wilkinson, 2000; Vijayan e
Chatterjee, 2003). ISSR ¢ um marcador co-dominante e, diferente dos marcadores de
microssatélite (SSR), ndo necessita de um conhecimento prévio do DNA em estudo (Gupta et
al., 1994). A técnica de ISSR apresenta grande reprodutibilidade, facil uso e baixo custo em
comparacdo com diversos outros tipos de marcadores moleculares (Matthews, 1999). A
utilizacdo da técnica ISSR no género Solanum nao tem sido muito documentada,
principalmente nas espécies silvestres, limitando o conhecimento a respeito deste marcador
molecular nas espécies pertencentes ao género (Isshiki et al., 2008; Doganlar et al., 2002;
Nunome et al., 2003a,b). Pelo exposto acima, o presente estudo realizou a anélise de ISSR em
nove espécies do género Solanum e duas do género Capsicum objetivando ampliar o
conhecimento a respeito da diversidade genética neste género, o qual, podera ser utilizado

tanto em estudos taxondmicos como em programas de melhoramento genético.

Material e método

A. Material vegetal

No presente trabalho, foi utilizado o DNA gendmico de 11 acessos do género Solanum

e dois do género Capsicum L. conforme a tabela 1.

B. Extragdo e quantificacdo de DNA

O DNA gendmico total foi extraido de folhas frescas obtidas de plantulas germinadas
em placa de Petri, exceto em S. paniculatum L. e nas espécies do género Capsicum L., que
foram coletadas no campus da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Nas espécies que
forneceram pouco tecido foliar (0,1 mg), o DNA foi obtido com a utilizacdo do Kit de
extracdo Plant DNAzol® (Invitrogen®), seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. Ja nas
espécies com abundancia de tecido vegetal, a extra¢do foi seguida pelo método CTAB 2%
[cetyltrimethylammoniun bromide] (Murray & Thompson, 1980), que consistiu na maceragao
em nitrogénio liquido de 100 mg de tecido foliar fresco, colocado em 1000 ul de tampao de

extracdo CTAB 2% (100 mM triz [pH 8.0], 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA [pH 8.0], 0.2% (p/v)
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B-mercaptoetanol, 2% [p/v] CTAB) aquecido em banho-maria a 60°C por 30 minutos. O
DNA foi extraido com um volume de cloroférmio: dlcool isoamilico 24:1 e precipitado com
presenca de isopropanol 40% (v/v). O DNA foi lavado com etanol 70%, seco e dissolvido em
100 ul de TE (10 mM triz-HCI [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH 8.0]). A concentracdo do DNA foi
estimada eletroforeticamente em gel de agarose (0,8%), utilizando como padrio de peso
molecular 1,0 pul de marcador A. O DNA, solucdo de trabalho, foi diluido para uma

concentracdo de Sng/ul para ser utilizado nas amplificagoes de PCR.

C. Reagdo de amplificacdo ISSR

Para as amplificagdes via PCR foram utilizados 27 oligonucleotideos iniciadores (olii)
ISSR UBC [University of British Columbia] (Tabela 2). Utilizou-se em cada rea¢dao de ISSR-
PCR, 15 ng/ul de DNA genomico, 10 mM de tampdo 10X (Fermentas®), 10 mM MgClI2
(Fermentas®), 5uM de olii, 10 mM dNTP (LGC®), 1 U de Tag DNA Polimerase
(Fermentas®), com volume final de 17ul. As reacdes foram realizadas em termociclador PTC
200 (MJ rechearch®), sendo submetidas a uma desnaturacdo inicial de 95°C por 4 minutos,
seguida de 31 ciclos compostos de: desnaturagdo por 30 segundos a 94°C, anelamento por 45
segundos variando de 50.4°C a 58°C (a depender do olii) e extensao por 2 minutos a 72 °C.
Apés esta etapa, foi feita uma extensdo final por 7 minutos a 72°C. Aos produtos de
amplificacdo foi adicionada uma mistura de 10X Loading Dye (LGC®) mais o corante Syber
Green 5X (Invitrogen®), os produtos amplificados foram separados em géis de agarose 1,5%
a 80V por 120 minutos, com tampao TBE 0,5X (Tris base, EDTA [pH:8,0] e dcido bérico), e

observados sob luz ultravioleta.

D. Andlise estatistica dos produtos amplificados por ISSR

A partir dos produtos de amplificacdo (bandas claras e evidentes), foi construida uma
matriz bindria de dados com informacgdes referentes a presenca (1) e auséncia de bandas (0);
caracteristicas de cada iniciador para cada uma das espécies e acessos. Para a andlise de
similaridade entre as espécies e acessos, foi empregado o coeficiente de Jaccard, através do
programa NTSYS-pc 2.1 software (Rohlf, 2000). O dendrograma foi construido baseado no
agrupamento estatistico UPGMA. A presenca de bandas polimoérficas e a influéncia da

natureza dos olii também foram investigadas.
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Resultados

Dos 27 olii testados, 20 foram selecionados por serem polimoérficos e apresentarem um
bom perfil de amplificagdo. O nimero total de bandas amplificadas foi de 307. Deste total,
299 ou 97,4% (Tabela 2) foram polimérficas sendo 77,4% variando entre 500 a 2000pb.
Entretanto, o polimorfismo intra-especifico foi de apenas 16,7%. O nimero de bandas
polimérficas por olii variou de oito (UBC 861) a 19 (UBC 888 e 841), com média geral de
aproximadamente 15 bandas. Dos 20 olii utilizados, 15 apresentaram todas as bandas
polimorficas. A figura 1 mostra os perfis eletroforéticos dos fragmentos gerados por alguns
dos olii ISSR utilizados no presente trabalho.

A similaridade genética inter-especifica variou de 0.1952 entre as espécies S.
paniculatum e S. nitidibaccatum Bitter a 0.3546 entre S. laciniatum Ait. e S. melongena e a
similaridade média entre as espécies/acessos de Solanum foi de 0.2892 (Tabela 3). O
dendrograma construido através do método de grupamento estatistico UPGMA (Figura 2),
separou os géneros Solanum e Capsicum em dois ramos principais I e II. O ramo I inclui os
grupos A, B e C e no ramo II apenas o grupo D (Figura 2). No grupo A os acessos selvagens
de S. laciniatum foram agrupados com o coeficiente de similaridade de 0.9261, indicando a
mais alta similaridade obtida pelo método de Jaccard (Tabela 3).

O acesso selvagem e o cultivado de S. melongena foram agrupados no mesmo grupo
dos acessos de S. laciniatum, porém com menor coeficiente de similaridade (0.7972). Com
isso, sugere-se que os primers UBC 842 e 846 podem ser indicados para a identificacdo
segura de acessos selvagens e cultivados de S. melongena (Figura 1). Os grupos B e C foram
arranjados separadamente no dendrograma revelando um baixo indice de similaridade. No
grupo B, S. luteum Mill. apresentou coeficiente de similaridade de 0.3173 com S. nigrum L. e,
este ultimo apresentou 0.2802 de similaridade com S. nitidibaccatum. O grupo C foi
composto por trés subgrupos representados pelas espécies S. gilo, S. paniculatum e S.
dulcamara. O menor coeficiente de similaridade encontrado entre as espécies do género
Solanum foi de 0.1952 entre S. paniculatum do grupo C e S. nitidibaccatum do grupo B. O
grupo D, composto pelos dois representantes do género Capsicum apresentou coeficiente de
similaridade de 0.7941 entre seus acessos, sendo que o menor coeficiente de similaridade
entre Solanum e Capsicum, 0.1705 foi observado entre as espécies Capsicum spp. € S.

dulcamara.



Melo, C.A.F. Estudo citogenético e molecular em nove espécies do género Solanum...

88

Discussao

Modifica¢des na composi¢iao de bases em regides simples ou repetitivas ao longo dos
genomas de procariotos e eucariotos sdo consideradas comuns. Essas modificagdes podem
incluir inserc¢des, dele¢des e erros no pareamento de bases e possuem grande importancia para
estudos de mutacao, caracterizagdo e filogenia. Quando as modificacdes ou variagdes alteram
o local de anelamento ou ligacdo dos olii, elas podem gerar os polimorfismos de produtos
amplificados. Deste modo, insercdo e\ou delecio num determinado ponto, pode resultar na
presenca ou auséncia de polimorfismo entre individuos de um determinado grupo analisado
(Wolfe et al., 1998; Culley & Wolfe, 2001).

A estimativa da diversidade genética através da andlise do polimorfismo inter- e intra-
especifico com o uso de olii ISSR forneceram resultados importantes em diversas culturas
como o arroz (Joshi et al., 2000); trigo (Nagaoka & Ogihara, 1997); feijao (Ajibade et al.,
2000); batata doce (Huang & Sun, 2000). Utilizando estes marcadores, Charteis e Wilkinson
(2000) distinguiram com bastante clareza, acessos e hibridos de um banco de germoplasma de
cacau, inferindo sobre a diversidade genética da colecdo. Igualmente, Prevost e Wilkinson
(1999) distinguiram 34 cultivares de batata (Solanum tuberosum) com marcadores do tipo
ISSR.

No presente trabalho, ao menos em S. laciniatum nao foi observado polimorfismo
suficientemente discriminatério, uma vez que o coeficiente de similaridade foi de 0.9261
entre os dois acessos estudados, demonstrando pouco polimorfismo entre os dois acessos.
Segundo Symon (1994), este fato pode ser explicado pela por varios motivos: (i) pequena
amostra de olii utilizado, (ii) pela pouca quantidade de acessos analisados, (iii) pela
ocorréncia de baixa variabilidade entre os acessos selvagens desta espécie gerada por um
possivel isolamento geogréifico, ou mais provavelmente, pela juncdo de alguns destes fatores.
Por outro lado, o polimorfismo entre o acesso selvagem e cultivado de S. melongena
(berinjela) foi observado com seguranga, uma vez que tanto o olii 842 quanto o 846,
revelaram um alto polimorfismo entre estes genétipos. De acordo com o exposto acima, torna-
se necessario o uso de uma grande quantidade de olii na deteccio do polimorfismo em
genotipos com baixa variabilidade genética como no dos acessos de S. laciniatum, uma vez
que dos 27 olii testados nesta espécie, nao se verificou a amplificagdo de uma regido
genOmica polimérfica o bastante para assegurar a identificacdo dos gendtipos com seguranca.

Um reflexo da utilizagdo de muito olii para selecdo de poucos polimoérficos para a
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identificacdo de gendtipos, pode ser visto no trabalho de Isshiki er al. (2008). Os autores
utilizaram cerca de 100 oligonucleotideos iniciadores para a discriminagdo de oito cultivares
de S. melongena e concluiram que a utiliza¢do de apenas dois € suficiente para a identificacdo
de todos os genotipos.

O polimorfismo encontrado entre os acessos de S. melongena pode ser atribuido ao
processo de domesticacdo sofrido pelo gendtipo cultivado. Vijayan e Chatterjee (2003)
sugeriram que na espécie Morus spp., o polimorfismo observado entre os acessos selvagens e
cultivados ¢é reflexo do processo de selecdo durante a domesticagdo das cultivares,
principalmente nos genétipos envolvidos nos programas de melhoramento genético.

O agrupamento pelo método UPGMA para geracdo do dendrograma, corroborou com
os dados da literatura. No grupo A, os gendtipos de S. laciniatum apresentaram-se isolados,
comportamento este, fortemente sustentado por ser o unico representante do subgénero
Arqueosolanum, o que distingue esta espécie das outras espécies de Solanum. S. laciniatum é
reconhecida como uma espécie polipléide, com nimero cromossdmico bdsico distinto dos
demais representantes do género Solanum x=23 (Symon, 1981), a mesma também se
distingue dos demais subgéneros devido a ocorréncia de aneuploidia (D’ Arcy, 1991; Symon,
1994). Segundo Bohs (2005), o clado Archeosolanum representa um grupo isolado e ainda
com muitas indefinicdes taxondmicas entre seus representantes. De forma inesperada, S.
laciniatum compartilhou com S. melongena e S. atropurpureum Schrank o mesmo grupo A no
exposto dendrograma. Por outro lado, S. melongena e S. atropurpureum pertencem ao
subgénero Leptostemoum, fato que corrobora com o agrupamento no mesSmo grupo.
Conclusao semelhante foi encontrada no trabalho de Poczai et al. (2008) com marcadores do
tipo RAPD, os autores observaram o agrupamento de S. melongena no mesmo grupo que S.
atropurpureum, concluindo que taxonomiamente as duas espécies estdo classificadas de
forma correta, compartilhando o mesmo subgénero, mas sdo distintas por pertencerem a
secdes botanicas diferentes.

O alto polimorfismo total de 97,4% foi reflexo do grupo amostral analisado, uma vez
que nove espécies representando subgéneros distintos do género Solanum foram utilizadas.
Outro fato que atribui o alto polimorfismo total encontrado, foi a existéncia de duas espécies
como grupo externo pertencentes ao género Capsicum. Desta forma observa-se que, quanto
maior a divergéncia entre os genotipos no grupo amostral, maior o polimorfismo total. Em
trabalhos com marcadores RAPD, o polimorfismo gerado entre espécies do género Solanum
também tem tido alto valor. A andlise da diversidade genética de espécies do género Solanum

com marcadores RAPD revelou maior polimorfismo que marcadores isoenzimaticos ¢ AFLP
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(Furini, 2004, Karihaloo et al., 1995b; Mace et al., 1999). Kochieva (2002) estimando o
polimorfismo genético além das relacdes filogenéticas em representantes do antigo género
Lycopercicon observou a ocorréncia de polimorfismo inter-especifico de 98,8% e intra-
especifico variando de 8,7% a 65,6%. Este alto polimorfismo detectado pelos marcadores
ISSR, associado a parametros taxondmicos, ecoldgicos e evolutivos das amostras analisadas.
Entender as relagoes filogenéticas dentro do género Solanum, dito muitas vezes como
género paradoxo pela sua uniformidade e hipediversidade, pode promover beneficios
aplicaveis em outros géneros. Desta forma os marcadores ISSR se mostram um método multi-
locus eficaz para analisar a diversidade genética dentro do género Solanum, fornecendo dados
aplicdveis nas diversas dreas, como a taxonomia, filogenia e melhoramento genético, além de
se mostram uma ferramenta ripida e simples para a identificacdo e caracterizacdo de

germoplasma.

Agradecimentos

Os autores agradecem ao instituto Alfa Botanicher Garden Georg-Universidad-

Alemanha pelo envio do material bioldgico e ao CNPq pela concessao da bolsa de pesquisa.



Melo, C.A.F. Estudo citogenético e molecular em nove espécies do género Solanum...

91

Referéncias bibliograficas

Ajibade SR, Weden NF and Chite SM (2000) Inter-simple sequence repeat analysis of genetic
relationships in the genus Vigna. Euphytica., 111,1: 47-55.

Bohs I (1999) Cyphomandra (Solanaceae). Flora Neotropica  Monograph,
New York Botanical Garden, 63.

Bohs L (2005) Major clades in Solanum based on ndhF sequences. In: Keating RC, Hollowell
VC, Croat TB (eds) A Festschrift for William G. D’Arcy: the legacy of a taxonomist.
Monographs in systematic botany from the Missouri Botanical Garden, vol 104. Missouri
Botanical Garden Press, St. Louis, 27-49.

Bukenya ZR and Carasco JF (1995) Solanum  (Solanaceae) in Uganda
Bothalia, 25, 1:43-59

Charters YM and Wilkinson MJ (2000) The use of self-pollinated progenies as ‘in-groups’ for
the genetic characterization of cocoa germplasm. Theoretical and Applied Genetics, 100:
160-166.

Culley T and Wolfe A (2001) Population genetic structure of the cleistogamous plant species
Viola pubescens Aiton (Violaceae), as indicated by allozyme and ISSR molecular markers.
Genealogical Society of Great Britain, 86: 545-556.

D’Arcy WG (1972) Solanaceae  studies II:  typification of  subdivisions
of Solanum. Annals of the Missouri Botanical Garden., 59:262-278

D’Arcy WG (1991) The Solanaceae since 1976, with review of its biogeography. in J. G.
Hawkes, R. N. Lester, M. Nee & Estrada (editors), Solanaceae Taxonomy, Chemistry,
Evolution. Royal Botanic Gardens., Kew, 75.

Doganlar S, Fray A, Daunay MC, Lester RN and Tanksley SD (2002). A comparative
genetic linkage map of eggplant (Solanum melongena) and its implications for
genome evolution in the Solanaceae. Genetics, 161: 1697-1711.

Edmonds JM  (1977) Taxonomic  studies of  Solanum  sect.  Solanum
(Maurella). Botanical Journal of the Linnean Society, 75: 141-178

Furini A and Wunder J (2004) Analysis of eggplant (Solanum melongena) related
germplasm: morphological and AFLP data contribute to phylogenetic interpretations
and germplasm utilization. Theoretical and Applied Genetics, 108: 197-208.

Gepts P (1993) The use of molecular and biochemical markers in crop evolution studies.
Evolution Biology., 27: 51-94.

Gupta M, Chyi Y-S, Romero-Severson J and Owen JL (1994)
Amplification of DNA  markers from  evolutionarily  diverse  genomes
using single primers of simple-sequence repeats. Theoretical and Applied Genetics, 89: 998—
1006.



Melo, C.A.F. Estudo citogenético e molecular em nove espécies do género Solanum...

92

Huang J and Sun SM (2000) Genetic diversity and relationships of sweet potato and its wild
relatives in Ipomoea series Batatas (Convolvulaceae) as revealed by inter-simple sequence
repeat (ISSR) and restriction analysis of chloroplast DNA. Theoretical and Applied Genetics,
100: 1050-1060.

Isshiki S, Okubo H and Fujieda K (1994) Phylogeny of eggplant and related Solanum species
constructed by allozyme variation. Scientia Horticulturae. 59: 171-176.

Isshiki S, Suzuki S and Yamashita K (2003) RFLP analysis of mitochondrial DNA in
eggplant and related Solanum species. Genet. Res. Crop Evol., 50: 133-137.

Isshiki S, Iwata N and Khan MR (2008) ISSR variations in eggplant (Solanum melongena L.),
Scientia Horticulturae, 117: 186-190

Jaccard P (1908) Nouvelles recherches sur 1la distribution florale. Bull.
Soc.Vaud. Sci. Nat., 44: 23-270.

Joshi SP, Gupta VS, Aggarwal RK, Ranjekar PK and Brar DS (2000) Genetic diversity and
phylogenetic relationship as revealed by inter-simple sequence repeat (ISSR) polymorphism
in the genus Oryza. Theoretical and Applied Genetics, 100: 1311-1320.

Karihaloo JL and Gottlieb LD (1995a) Allozyme variation in the eggplant, Solanum
melongena L. (Solanaceae). Theoretical and Applied Genetics, 90: 578-583.

Karihaloo JL and Gottlieb LD (1995b) Random amplified polymorphic DNA variation
in the eggplant, Solanum melongena L. (Solanaceae). Theoretical and Applied Genetics, 90:
767-770.

Kochieva EZ, Ryzhova NN, Khrapalova IA & Pukhalskyi VA (2002) Using RAPD for
estimating genetic polymorphism in and phylogenetic relationships among species of the
genus Lycopersicon (Tourn.) Mill. Russian Journal of Genetic, 38 (9):1104-1108.

Mace ES, Lester RN and Gebhardt CG (1999) AFLP analysis of genetic relationships
among the cultivated eggplant, Solanum melongena L., and wild relatives
(Solanaceae). Theoretical and Applied Genetics. 99: 626—633.

Mann JD (1978) Production of Soladine for the pharmaceutical industry. Advances in
Agronomy. 30: 207-245.

Matthews D, McNicoll J, Harding K and Millam S (1999) 50-anchored simplesequence
repeat primers are useful for analysing potato somatic hybrids. Plant Cell Report, 19: 210-
212.

Murray MG and Thompson WF (1980). Rapid isolation of high molecular weight plant
DNA. Nucleic Acids Research., 8: 4321-4325.

Nagaoka T and Ogihara (1997) Applicability of inter-simple sequence repeat polymorphism
in wheat for use as DNA markers in comparation to RFLP and RAPD marker. Theoretical and
Applied Genetics, 94: 597-602.



Melo, C.A.F. Estudo citogenético e molecular em nove espécies do género Solanum...

93

Nunome T, Suwabe K, Iketani H and Hirai M (2003a). Identification and characterization of
microsatellites in eggplant. Plant Breeding. 122: 256-262.

Nunome T, Suwabe K, Ohyama A and Fukuoka H (2003b). Characterization of
trinucleotide microsatellites in eggplant. Breed. Science., 53,77-83.

Prevost A and Wilkinson MJ (1999) A new system of comparing PCR primers applied to
ISSR fingerprinting of potato cultivars. Theoretical and Applied Genetics. 98: 107-112.

Poczai P. Taller J. Sazabé 1. (2008). Analysis of phylogenetic relationships in the genus
Solanum (Solanaceae) as reveled by RAPD markers. Plant Systematic and Evolution 275: 59-
67.

Reddy PM, Sarla N and Siddig EA (2002) Inter simple sequence repeat (ISSR)
polymorphism and its application in plant breeding. Euphytica, 128: 9-17.

Rohlf, fJ (2000) NTSYS-pc: numerical taxonomy and multivariate analysis system, version
2.1. New York, Exeter Software.

Sakata Y and Lester RN (1994) Chloroplast DNA diversity in eggplant (Solanum
melongena) and its related species S. incanum and S. marginatum. Euphytica,
80: 1-4.

Symon DE (1981) A revision of Solanum in Australia Journal of the Adelaide Botanic
Gardens., 4:1-367

Symon DE (1994) Kangaroo apples: Solanum sect. Archaesolanum. Published by the author,
Keswick, South Australia.

Vijayan K and Chatterjee SN (2003) ISSR profiling of indiam cultivar of mulberry (Morus
spp.) and its relevance to breeding programs. Euphytica, 131: 53-63.

Weijun Z (1992) Inheritance of isozymes and morphological characters in the
brinjal eggplant. Acta Genet. Sin., 19: 423-429.

Whalen MD (1979) Taxonomy of Solanum section Androceras.
Gentes Herb., 11: 359426

Whalen MD and Caruso E (1983) Phylogeny in Solanum sect. Lasiocarpa
(Solanaceae). Congruence of morphological and molecular
data. Systematic Botanic, 8: 369-380.

Wolfe A, Xiang Q-Y and Kephart SR (1998) Assessing hybridization in natural populations
of Penstemon (Scrophulariaceae) using hypervariable inter-simple sequence repeat markers.
Molecular Ecology, 7: 1107-1125.



Melo, C.A.F. Estudo citogenético e molecular em nove espécies do género Solanum...

94

Tabela 1. Espécies dos géneros Solanum L. e Capsicum L. com seus respectivos codigos de acesso ou nome da

cultivar.

?os}’aslc;r!:\Capsicum Codizo

S. laciniatum 1119

S. laciniatum 1393

S. melongena 1157

S. melongena ‘Var. Romanita’
S. atropurpureum 1178

S. luteum 1184

S. gilo ‘Var. Mouro redondo’
S. paniculatum UFRPE

S. dulcamara 1181

S. nigrum 1187

S. nitidibaccatum 1118

Capsicum spp. UFRPE
Capsicum spp. UFRPE

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores ISSR utilizados nas amplifica¢des, incluindo suas temperaturas de
anelamento (Tm), nimero total de bandas, nimero de bandas polimérficas e porcentagem de polimorfismo.
Letras significando olii degenerados: Y = (C, T); R=(A,G); H=(A,C, T); B=(C,G,T); V=(A,C,G); D =
(A, G, T).

Olii Sequéncia (5'— 3) Tm (°C) legfﬁsde Polimérficas % Poli
807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 50.4 18 18 100%
808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 52.8 18 16 87,50%
809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 52.8 10 10 100%
826 ACACACACACACACACC 52.8 16 16 100%
834 AGAGAGAGAGAGAGACYT 526 13 13 100%
835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 52.6 12 12 100%
836 AGAGAGAGAGAGAGACYA 54.8 11 11 100%
841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 52.0 19 18 94,50%
842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 54.0 12 11 91%
844 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 52.0 14 14 100%
846 GAGAGAGAGAGAGAGAA 52.0 16 16 100%
855 ACACACACACACACACYT 52.6 17 15 86,7
857 ACACACACACACACACYG 54.0 16 15 93,4
861 ACCACCACCACCACCACC 58.0 8 8 100%
873 GACAGACAGACAGACA 50.0 18 18 100%
880 GGAGAGGAGAGGAGA 52.8 18 18 100%
884 HBHAGAGAGAGAGAGAG 52.8 17 16 100%
887 DVDTCTCTCTCTCTCTC 52.8 18 18 100%
888 BDBCACACACACACACA 52.8 19 19 100%
Kl ATA TAT ATA TAT ATA TT 51.1 17 17 100%

Total 307 299 97,40 %
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Tabela 3. Coeficiente de similaridade entre as espécies do género Solanum e Capsicum pelo método de Jaccard.
01 e 02 - S. laciniatum; 03 - S. melongena (selvagem); 04 - S. melongena; 05 - S. atropurpureum; 06 - S. luteum;
07 - S. gilo; 08 - S. paniculatum; 09 - S. dulcamara; 10 - S. nigrum, 11 - S. nitidibaccatum; 12 e 13 - Capsicum

Spp.

*Nota 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13

01 1.0000

02 0.9261 1.0000

03 0.3333 0.3546 1.0000

04 0.3450 0.3535 0.7972 1.0000

05 0.2722 0.2538 0.3275 0.3254 1.0000

06 0.3045 0.3128 0.3031 0.2795 0.2544 1.0000

07 0.2019 0.2146 0.3522 0.3200 0.2654 0.2958 1.0000

08 0.2413 0.2487 0.2435 0.2663 0.2621 0.2277 0.2969 1.0000

09 0.2660 0.2549 0.2436 0.2331 0.2619 0.2282 0.2732 0.2923 1.0000

10 0.2676 0.2755 0.2989 0.2888 0.2189 0.3173 0.2529 0.2500 0.2941 1.0000

11 0.2268 0.2216 0.2768 0.2586 0.2532 0.2937 0.2195 0.1952 0.2777 0.2802 1.0000

12 0.2295 0.2244 0.2116 0.2402 0.2327 0.2209 0.1734 0.2058 0.2068 0.2439 0.2733 1.0000
13 0.2169 0.2116 0.1978 0.2126 0.2091 0.2209 0.1779 0.2049 0.1705 0.1913 0.2500 0.7941 1.0000

Figura 1. Produtos das amplificagdes ISSR-PCR em gel de agarose 1.5 %. Oligonucleotideos iniciadores UBC
set 808, 842 e 846. M — Marcador Ladder Plus 1 Kb; 01 e 02 - S. laciniatum; 03 - S. melongena (selvagem); 04 -
S. melongena (Var. Romanita); 05 - S. atropurpureum; 06 - S. luteum; 07 - S. gilo; 08 - S. paniculatum; 09 - S.
dulcamara; 10 - S. nigrum; 11 - S. nitidibaccatum; 12 e 13 - Capsicum spp.
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Figura 2. Dendrograma obtido pela andlise das variagdes nas regides ISSR das espécies do género Solanum e do
grupo externo Capsicum pelo coeficiente de Jaccard e método de agrupamento UPGMA.
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4. CONCLUSOES GERAIS

e Conclui-se que a localizagdo de marcadores espécie-especificos com o uso das
técnicas de coloragdo convencional, fluorocromos CMAj3; e DAPI e FISH com sonda

de DNAR 458 foi satisfatdria, possibilitando a identificagdo de todas as espécies.

e E provdvel que o cariétipo de Solanum laciniatum tenha sofrido processos como fusdo
cromossOmica e displdidia, fato que proporcionou a espécie 0 nimero cromossdmico

de 2n=92.

¢ Foi constatado que o tamanho cromossdmico e inversamente proporcional ao nivel de
ploidia, ou seja, o tamanho cromossémico médio em espécies dipldides € maior que

em espécies polipldides.

e A visualizagdo de satélites € dificil pela coloracao convencional com o uso de Giemsa.
A técnica de coloragdao com fluorocromos CMA3 e DAPI € a mais indicada para este

fim.

® A localizacdo de marcadores citologicos espécie-especificos com a aplicagdo dos
fluorocromos CMAj3 e DAPI foi satisfatéria para a distingao das maiorias das espécies.
Fluorocromos CMAj3; e DAPI possibilitam a localizagdo de marcadores espécie-

especificos, permitindo a identificacdo mais confidvel do genétipo analisado.

e O uso de marcadores ISSR foi satisfatério estimar a diversidade genética no género
Solanum, apresentando resultados satisfatérios com polimorfismo médio maior que os

observados na literatura com outros marcadores como o RAPD.

e Pode-se concluir que o polimorfismo médio € reflexo do grupo amostra utilizado.
Quando o grupo amostral é mais diversificado em termos taxonOmicos maior € o

polimorfismo médio.
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NORMAS GERAIS PARA PUBLICACAO DE ARTIGOS NA ACTA BOTANICA BRASILICA

1. A Acta Botanica Brasilica publica artigos originais em todas as dreas da Botanica, basica ou aplicada, em
Portugués,Espanhol ou Inglés. Os trabalhos deverdo ser motivados por uma pergunta central que denote a
originalidade e o potencial interesse da pesquisa, de acordo com o amplo espectro de leitores nacionais e
internacionais da Revista, inserindo-se no debate tedrico de sua drea. 2. Os artigos devem ser concisos, em
quatro vias, com até 25 laudas, seqiiencialmente numeradas, incluindo ilustragdes e tabelas (usar fonte Times
New Roman, tamanho 12, espaco entre linhas 1,5; imprimir em papel tamanho A4, margens ajustadas em 1,5
cm). A critério da Comissdao Editorial, mediante entendimentos prévios, artigos mais extensos poderdo ser
aceitos, sendo o excedente custeado pelo(s) autor(es). 3. Palavras em latim no titulo ou no texto, como por
exemplo: in vivo, in vitro, in loco, et al. devem estar em itdlico. 4. O titulo deve ser escrito em caixa alta e baixa,
centralizado, e deve ser citado da mesma maneira no Resumo e Abstract da mesma maneira que o titulo do
trabalho. Se no titulo houver nome especifico, este deve vir acompanhado dos nomes dos autores do tdxon, assim
como do grupo taxondmico do material tratado (ex.: Gesneriaceae, Hepaticae, etc.). 5. O(s) nome(s) do(s)
autor(es) deve(m) ser escrito(s) em caixa alta e baixa, todos em seguida, com niimeros sobrescritos que
indicardo, em rodapé, a filiacdo Institucional e/ou fonte financiadora do trabalho (bolsas, auxilios etc.). réditos
de financiamentos devem vir em Agradecimentos, assim como vincula¢des do artigo a programas de pesquisa
mais amplos, e ndo no rodapé. Autores devem fornecer os enderegos completos, evitando abreviagdes, elegendo
apenas um deles como Autor para correspondéncia. Se desejarem, todos os autores poderdo fornecer e-mail. 6. A
estrutura do trabalho deve, sempre que possivel, obedecer a seguinte seqiiéncia: - RESUMO e ABSTRACT (em
caixa alta e negrito) — texto corrido, sem referéncias bibliograficas, em um unico pardgrafo e com cerca de 200
palavras. Deve ser precedido pelo titulo do artigo em Portugués, entre parénteses. Ao final do resumo, citar até
cinco palavras-chave a escolha do autor, em ordem de importincia. A mesma regra se aplica ao Abstract em
Inglés ou Resumen em Espanhol.

- Introducao (em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a esquerda): deve conter uma visdo clara e concisa
de: a) conhecimentos atuais no campo especifico do assunto tratado; b) problemas cientificos que levou(aram)
o(s) autor(es) a desenvolver o trabalho; c) objetivos. - Material e métodos (em caixa alta e baixa, negrito,
deslocado para a esquerda): deve conter descrigdes breves, suficientes a repeticdo do trabalho; técnicas ja
publicadas devem ser apenas citadas e ndo descritas. Indicar o nome da(s) espécie(s) completo, inclusive com o
autor. Mapas - podem ser incluidos se forem de extrema relevancia e devem apresentar qualidade adequada para
impressdo. Todo e qualquer comentdrio de um procedimento utilizado para a andlise de dados em Resultados
deve, obrigatoriamente, estar descrito no item Material e métodos. - Resultados e discussio (em caixa alta e
baixa, negrito, deslocado para a esquerda): podem conter tabelas e figuras graficos, fotografias, desenhos, mapas
e pranchas) estritamente necessdrias a compreensdo do texto. Dependendo da estrutura do trabalho, resultados e
discuss@o poderdo ser apresentados em um mesmo item ou em itens separados. As figuras devem ser todas
numeradas seqiiencialmente, com algarismos ardbicos, colocados no lado inferior direito; as escalas, sempre que
possivel, devem se situar a esquerda da figura. As tabelas devem ser seqiiencialmente numeradas, em ardbico
com numeracio independente das figuras. Tanto as figuras como as tabelas devem ser apresentadas em folhas
separadas (uma para cada figura e/ou tabela) ao final do texto (originais e 3 cdpias). Para garantir a boa
qualidade de impressdo, as figuras ndo devem ultrapassar duas vezes a drea util da revista que é de 17,523,5 cm.
Tabelas - Nomes das

espécies dos tdxons devem ser mencionados acompanhados dos respectivos autores. Devem constar na legenda
informagdes da drea de estudo ou do grupo taxondmico. Itens da tabela, que estejam abreviados, devem ter suas
explicacdes na legenda. As ilustragdes devem respeitar a drea util da revista, devendo ser inseridas em coluna
simples ou dupla, sem prejuizo da qualidade grafica. Devem ser apresentadas em tinta nanquim, sobre papel
vegetal ou cartolina ou em versdo eletronica, gravadas em .TIF, com resolug@o de pelo menos 300 dpi (ideal em
600 dpi). Para pranchas ou fotografias - usar nimeros ardbicos, do lado direito das figuras ou fotos. Para graficos
- usar letras maitsculas do lado direito. As fotografias devem estar em papel brilhante e em branco e preto.
Fotografias coloridas poderao ser aceitas a critério da Comissao Editorial, que devera ser previamente
consultada, e se o(s) autor(es) arcar(em) com os custos de impressao.

As figuras e as tabelas devem ser referidas no texto em caixa alta e baixa, de forma abreviada e sem plural (Fig.
e Tab.). Todas as figuras e tabelas apresentadas devem, obrigatoriamente, ter chamada no texto. Legendas de
pranchas necessitam conter nomes dos tdxons com respectivos autores. Todos os nomes dos géneros precisam
estar por extenso nas figuras e tabelas. Graficos - enviar os arquivos em Excel. Se ndo estiverem em Excel,
enviar cOpia em papel, com boa qualidade, para reproducdo. As siglas e abreviaturas, quando utilizadas pela
primeira vez, devem ser precedidas do seu significado por extenso. Ex.: Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE); Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Usar unidades de medida de modo abreviado (Ex.: 11 cm;
2,4 pm), o nimero separado da unidade, com exce¢do de percentagem (Ex.: 90%). Escrever por extenso os
nimeros de um a dez (ndo os maiores), a menos que seja medida. Ex.: quatro arvores; 6,0 mm; 1,0-4,0 mm;125
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exsicatas. Em trabalhos taxondmicos o material botnico examinado deve ser selecionado de maneira a citarem-
se apenas aqueles representativos do tdxon em questdo e na seguinte ordem:

PAIS. Estado: Municipio, data, fenologia, coletor(es) n timero do(s) coletor(es) (sigla do Herbdrio).

Ex.: BRASIL. Sao Paulo: Santo André, 3/X1/1997, fl. fr., Milanez 435 (SP). No caso de mais de trés coletores,
citar o primeiro seguido de er al. Ex.: Silva et al. (atentar para o que deve ser grafado em CAIXA ALTA, Caixa
Alta e Baixa, caixa baixa, negrito, itdlico). Chaves de identificacdo devem ser, preferencialmente, indentadas.
Nomes de autores de tdxons ndo devem aparecer. Os tdxons da chave, se tratados no texto, devem ser numerados
seguindo a ordem alfabética. Ex.:

1. Plantas terrestres

2. Folhas orbiculares, mais de 10 cm didm..... 2. S. orbicularis

2. Folhas sagitadas, menos de 8 cm compr..... 4. S. sagittalis

1. Plantas aquéticas

3. Flores brancas .......c.ccceeceeevieenieeneenieenneeennne. 1. S. albicans

3. Flores vermelhas .........cccccoevveevieniienceennnnnns 3. S. purpurea

O tratamento taxondmico no texto deve reservar o itdlico e o negrito simultineos apenas para os nomes de
tdxons vélidos. Basidnimo e sinonimia aparecem apenas em itdlico. Autores de nomes cientificos devem ser
citados de forma abreviada, de acordo com indice taxondmico do grupo em pauta (Brummit & Powell 1992 para
Faner6gamas). Ex.: 1. Sepulveda albicans L., Sp. pl. 2: 25. 1753. Pertencia albicans Sw., Fl. bras. 4: 37, t. 23, {.
5. 1870. Fig. 1-12 Subdivisdes dentro de Material e métodos ou de Resultados e/ou discussdo devem ser escritas
em caixa alta e baixa, seguida de um trago e o texto segue a mesma linha. Ex.:

Area de estudo - localiza-se ... Resultados e discussdo devem estar incluidos em conclusdes. - Agradecimentos
(em caixa alta e baixa, negrito, deslocado para a esquerda): devem ser sucintos; nomes de pessoas e Instituicdes
devem ser por extenso, explicitando o porqué dos agradecimentos. - Referéncias bibliograficas - Ao longo do
texto: seguir esquema autor, data. Ex.: Silva (1997), Silva & Santos (1997), Silva et al. (1997) ou Silva (1993;
1995), Santos (1995; 1997) ou (Silva 1975; Santos 1996; Oliveira 1997). - Ao final do artigo: em caixa alta e
baixa, deslocado para a esquerda; seguir ordem alfabética e cronoldgica de autor(es); nomes dos periddicos e
titulos de livros devem ser grafados por extenso e em negrito. Exemplos: Santos, J. 1995. Estudos anatdmicos
em Juncaceae. Pp. 5-22. In: Anais do XXVIII Congresso Nacional de Botinica. Aracaju 1992. Sio Paulo,
HUCITEC Ed. v.I. Santos, J.; Silva, A. & Oliveira, B. 1995. Notas palinolégicas. Amaranthaceae. Hoehnea
33(2): 38-45. Silva, A. & Santos, J. 1997. Rubiaceae. Pp. 27-55. In: F.C. Hoehne (ed.). Flora Brasilica. Sao
Paulo, Secretaria da Agricultura do Estado de Sdo Paulo. Para maiores detalhes consulte os dltimos fasciculos
rescentes da Revista, ou os links da mesma na internet: www.botanica.org.br. ou ainda artigos on line por
intermédio de www.scielo.br/abb. Nao serao aceitas Referéncias bibliograficas de monografias de conclusdo de
curso de graduacdo, de citacdes resumos simples de Congressos, Simpésios, Workshops e assemelhados.
Citacoes de Dissertagcdes e Teses devem ser evitadas ao maximo; se necessario, citar no corpo do texto. Ex.:
J. Santos, dados ndo publicados ou J. Santos, comunica¢do pessoal.
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GENETIC AND MOLECULAR BIOLOGY - NOTICE TO CONTRIBUTORS

Scope and policy

Genetics and Molecular Biology (formerly named Revista Brasileira de Genética/Brazilian Journal of Genetics
- ISSN 0100-8455) is published quarterly by the Sociedade Brasileira de Genética (Brazilian Society of
Genetics). The Journal considers contributions that present the results of original research in genetics, evolution
and related scientific disciplines. Although Genetics and Molecular Biology is an official publication of the
Brazilian Society of Genetics, contributors are not required to be members of the Society. It is a fundamental
condition that submitted manuscripts have not been and will not be published elsewhere. With the acceptance of
a manuscript for publication, the publishers acquire full and exclusive copyright for all languages and countries.
Manuscripts considered in conformity with the scope of the journal as judged by the Editor in conjunction with
the Editorial Board are reviewed by the Associate Editors and two or more external reviewers. Acceptance by
the Editor is based on the quality of the work as substantial contribution to the field and on the overall
presentation of the manuscript.

Submission of papers

1. Manuscripts should be submitted to: Angela M. Vianna-Morgante, Editor-in-Chief
Genetics and Molecular Biology
Rua Capitdo Adelmio Norberto da Silva, 736
14025-670 Ribeirido Preto, SP — Brazil

2. A submission package sent to the Editorial Office must contain: a) A cover letter signed by all authors
stating that they have approved the submission of the manuscript and that the findings have not been published
or are not under consideration for publication elsewhere.b) A hard copy of the manuscript, including original
figures. ¢) A copy of any unpublished or in-press companion articles referred to in the submission. d) An
electronic copy of the text, tables and figures. Formats for text are Word or RTF, in Windows platform. Images
in TIFF or JPEG formats should be sent in separate files (For Figures, see detailed instructions in 3.1.h). Mailed
disks must be labeled with the first author's last name, platform and software (see detailed instructions
below). Failure to adhere to these guidelines can delay the handling of your contribution and manuscripts may
be returned before being reviewed. 3. Categories of Contribution. 3.1. Research Articles. Manuscripts must be
written in English in double-spaced, 12-point type throughout, including the References Cited section,
appendices, tables and legends; printed on one side only of A4 paper with 2.5 cm margins; marked with
consecutive page numbers, beginning with the cover page. The following elements must start on a new page and
be ordered as they are listed below: a) The title page. must contain: a concise and informative title; the authors'
names (first name at full length); the authors' institutional affiliation, including department, institution, city, state
or province and country; different affiliations indicated with superscript numbers; a short running title of about
35 characters, including spaces; up to five key words; the corresponding author's name, postal address, phone
and fax numbers and email address. The corresponding author is the person responsible for checking the page
proofs, arranging for the payment of color illustrations and author's alteration charges. b) The Abstract. must be
a single paragraph that does not exceed 200 words and summarizes the main results and conclusions of the study.
It should not contain references. ¢) The text. must be as succinct as possible. Text citations: articles should be
referred to by authors' surnames and date of publication; citations with two authors must include both names; in
citations with three or more authors, name the first author and use et al. List two or more references in the same
citation in chronological order, separated by semi-colons. When two or more works in a citation were published
in the same year, list them alphabetically by the first author surname. For two or more works by the same
author(s) in a citation, list them chronologically, with the years separated by commas. (Example: Freire-Maia et
al., 1966a, 1966b, 2000). Only articles that are published or in press should be cited. In the case of personal
communications or unpublished results, all contributors must be listed by initials and last name (et al. should not
be used). Numbers: In the text, numbers nine or less must be written out except as part of a date, a fraction or
decimal, a percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine. Avoid
starting a sentence with a number. Binomial Names: Latin names of genera, species and
intraspecific taxa in the text must be printed in italics; names of orders and families should appear in the Title
and also when first mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources should be listed in the
Internet Resources Section, immediately after the References Section, not in the text. URLs for citations of
publications in electronic journals should appear in the reference section. The text includes the following
elements: Introduction - Description of the background that led to the study. Material (or Subjects) and Methods
- Details relevant to the conduct of the study. Statistical methods should be explained at the end of this section.
Results - Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on significance of results is
appropriate but broader discussion should be part of the Discussion section. Discussion - The findings of the
study should be placed in context of relevant published data. Ideas presented in other publications should not be
discussed solely to make an exhaustive presentation. Some manuscripts may require different formats
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appropriate to their content. d) The Acknowledgments. must be a single paragraph that immediately follows the
discussion and includes references to grant support. €) The References Section: references must be ordered
alphabetically by the first author surname; references with the same first author should be ordered as follows:
first, as single author in chronological order; next, with only one more co-author in alphabetical order by the
second author; and finally followed by references with more than two co-authors, in chronological order,
independent of the second author surnames. Use standard abbreviations for journal titles. Only articles that are
published or in press should be included in this section. Works submitted to a publication but not yet accepted,
personal communications and unpublished data must be cited within the text. "Personal communication" refers
to individuals other than the authors of the manuscript being submitted; "unpublished data" refers to data
produced by at least one of the authors of the manuscript being submitted. Sample journal article citation:
Breuer ME and Pavan C (1955) Behaviour of polytene chromosomes of Rhynchosciara angelae at different
stages of larval development. Chromosoma 7:371-386. Yonenaga-Yassuda Y, Rodrigues MT and Pellegrino
KCM (2005) Chromosomal banding patterns in the eyelid-less microteiid lizard radiation: The X;X;X,X,
:X1X,Y sex chromosome system in Calyptommatus and the karyotypes of Psilophtalmus and Tretioscincus
(Squamata, Gymnophthalmidae). Genet Mol Biol 28:700-709. Sample book citation: Dobzhansky T (1951)
Genetics and Origin of Species. 3rd edition. Columbia University Press, New York, 364 pp. Sample chapter-in-
book citation: Crawford DC and Howard-Peebles PN (2005) Fragile X: From cytogenetics to molecular genetics.
In Gersen SL and Keagle MB (eds) The Principles of Clinical Cytogenetics. 2nd edition. Humana Press, New
Jersey, pp 495-513. Sample electronic article citation: Simin K, Wu H, Lu L, Pinkel D, Albertson D, Cardiff RD
and Van Dyke T (2004) pRb inactivation in mammary cells reveals common mechanisms for tumor initiation
and progression in divergent epithelia. Plos Biol 2:194-205. http://www.plosbiology.org. f) Internet Resources
Section: this section should contain a list of URLSs referring to data presented in the text, software programs and
other Internet resources used during data processing. When databases are cited, date of consultation must be
stated. Sample Internet resource citation: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM),
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM (September 4, 2005) LEM Software,
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/ hybrid_design.htm g) Tables: each table must start on a new page.
A concise title should be provided above the table. Tables must be numbered consecutively in Arabic numerals.
Each column must have a title in the box head. Footnotes typed directly below the table should be indicated
in lowercase superscript numbers. h) Figures. must be numbered consecutively in Arabic numerals. Legends
should be typed on a separate sheet. A set of original illustrations of the highest quality must be provided in
glossy paper. If you have created figures electronically submit them also as hard copies. Scanned figures should
not be submitted. Images should be in TIFF or JPEG format and provided in separate files. Figures in Word
format cannot be published. Journal quality reproduction will require grayscale and color at resolution yielding
300 dpi. Authors should submit bitmapped line art at resolution yielding 600-1200 dpi. These resolutions refer to
the output size of the file; if it is anticipated that images will be enlarged or reduced, the resolutions should be
adjusted accordingly. Identify each illustration by affixing on the back a label containing: the number of the
figure, the name of the first author and an arrow indicating top of illustration. Illustrations supplied on disks must
follow instructions in item 2 (Submission package). Color illustration can be accepted, but authors are asked to
defray the cost. For costs of color figures, check with the Editorial Office. i) Nomenclature. should adhere to
current international standards. j) Sequences. may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein sequences
equal to or greater than 50 units must be entered into public databases. The accession number must be provided
and released to the general public together with publication of the article. Long sequences requiring more than
two pages to reproduce will not be published unless the Editorial decision is that the publication is necessary.
Complete mtDNA sequence will not be published. k) Data access: reference should be made to availability of
detailed data and materials used for reported studies. 1) Ethical issues: Reports of experiments on live
vertebrates must include a brief statement that the institutional review board approved the work. For experiments
involving human subjects, authors must also include a statement that informed consent was obtained from all
subjects. If photos or any other identifiable data are included, a copy of the signed consent must accompany the
manuscript. 3.2 Short Communications. Present brief observations that do not warrant full-length articles. They
should not be considered preliminary communications. They should be 15 or fewer typed pages in double spaced
12-point type, including literature cited. They should include an Abstract no longer than five percent of the
paper's length and no further subdivision with introduction, material and methods, results and discussion in a
single section. Up to two tables and two figures may be submitted. The title page and reference section format is
that of full-length article. 3.3 Letters to the Editor. Relate or respond to recent published items in the journal.
Discussions of political, social and ethical issues of interest to geneticists are also welcome in this form.3.4
Review Articles. Review Articles are welcome. 3.5 Book Reviews. Publishers are invited to submit books on
Genetics, Evolution and related disciplines, for review in the journal. Aspiring reviewers may propose writing a
review. 3.6 History, Story and Memories. Accounts on historical aspects of Genetics relating to Brazil. 4.
Proofs. Page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made to page proofs, apart from printer's
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errors, will be charged to the authors. Notes added in proof require Editorial approval. 5. Reprints. Reprints are
free of charge and provided as a pdf-file.



