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RESUMO

Entre as Angiospermas, Solanaceae é uma das maiores familias. Composta por aproximadamente
2.800 espécies distribuidas em mais de 98 géneros. Devido a sua diversidade de uso na alimentacéo,
as solanaceas também sdo economicamente importantes. As espécies de Solanaceae apresentam
geralmente o nimero cromossdmico basico variando de x =7 a x = 13, outros registros de nimeros
basicos também sdo apresentados x = 17, 19 e 23. Entretanto, o0 nimero basico x = 12 e 0 numero
cromossdmico diploide 2n = 24 sdo mais frequentes na familia. O objetivo do trabalho foi (1)
determinar o nimero cromossdmico e (2) caracterizar os padrdes de distribuicdo da heterocromatina
constitutiva rica em GC e AT em espécies de Solanaceae, através da dupla coloracdo com
CMAJ/DAPI. As espécies dos géneros Athenaea, Brunfelsia, Capsicum e Solanum analisadas neste
estudo apresentaram numero cromossdmico 2n = 24. Solanum hexandrum, 2n = 48, foi a Unica
espécie poliploide observada. Foram identificados dois principais tipos de bandas através do
bandeamento cromossdémico com os fluorocromos CMA/DAPI: bandas CMA*/DAPI" e bandas
DAPI*/ICMA, ricas em GC e AT, respectivamente. Em todas as espécies analisadas, foi notada a
predominancia de bandas terminais CMA", variando apenas em nimero e forma, podendo ocorrer
tanto como blocos heterocromaticos quanto puntiformes. Algumas espécies apresentaram pequenas
bandas terminais em ambos os bracos de todos cromossomos. Possivelmente, esta heterocromatina
telomérica é presente em todas as espécies, mas as vezes pode passar despercebida devido ao
tamanho reduzido das bandas. As bandas CMA™ puntiformes terminais sdo comuns no género
Solanum, sugerindo que o compartilhamento dessa caracteristica pode representar um estado
ancestral no género, ou seja, um resultado de evolugdo em conjunto.

Palavras-chave: bandas heterocromaticas; poliploidia; Solanum.



ABSTRACT

Among the Angiosperms, Solanaceae is one of the largest families. Composed of approximately
2,800 species distributed in more than 98 genera. Due to their diversity of use in food, solanaceous
plants are also economically important. Species of Solanaceae generally present the basic
chromosome number ranging from x = 7 to x = 13, other records of basic numbers are also presented
x =17, 19 and 23. However, the basic number x = 12 and the diploid chromosome number 2n = 24
are more frequent in the family. The objective of this work was (1) to determine the chromosome
number and (2) to characterize the distribution patterns of constitutive heterochromatin rich in GC
and AT in Solanaceae species, through double staining with CMA/DAPI. The species of the genera
Athenaea, Brunfelsia, Capsicum and Solanum analyzed in this study presented chromosome
number 2n = 24, Solanum hexandrum, 2n = 48, was the only polyploid species observed. Two main
types of bands were identified through chromosomal banding with CMA/DAPI fluorochromes:
CMA*/DAPI" bands and DAPI*/CMA" bands, rich in GC and AT, respectively. In all analyzed
species, the predominance of CMA* terminal bands was noted, varying only in number and shape,
and could occur both as heterochromatic and punctiform blocks. Some species showed small
terminal bands on both arms of all chromosomes. Possibly, this telomeric heterochromatin is present
in all species, but sometimes it can go unnoticed due to the reduced size of the bands. Terminal
punctiform CMA® bands are common in the genus Solanum, suggesting that sharing this
characteristic may represent an ancestral state in the genus, that is, a result of co-evolution.

Keywords: heterochromatic bands; polyploidy; Solanum.
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1. INTRODUCAO

A familia Solanaceae é constituida por aproximadamente 98 géneros, com cerca de
2.800 espécies, uma das maiores familias boténicas entre as plantas vasculares (DUPIN et al.,
2017) apresentando distribuicdo cosmopolita. A América do Sul é considerada um dos
principais centros de diversidade e endemismo, no Brasil sdo encontrados 36 géneros
representados por 507 espécies (FLORA DO BRASIL, 2022). Destes, Solanum L. é o maior
género de Solanaceae, onde sdo encontradas cerca de 291 espécies no territério brasileiro
(AGRA et al., 2009).

As espécies da familia possuem grande diversidade morfoldgica e ecoldgica,
favorecendo a ocupacdo dos mais diversos habitats, como em regibes deseérticas, florestas
tropicais umidas ¢ areas de vegetacdo secundaria. (D’ARCY, 1991; KNAPP, 2002). Estudos
indicaram que eventos de dispersdo de sementes a longa distadncia associadas a outros
elementos, mesmo com dificil comprovacdo, explicariam a biogeografia de Solanaceae
(OLMSTEAD et al, 2008). As espécies da familia sdo consideradas espécies oportunistas, por
serem colonizadoras de areas perturbadas, frequentemente encontradas em pastagens, clareiras,
estradas e margens florestais, sendo consideradas importantes na estruturacdo de comunidades
vegetais (MESQUITA, 2016).

Solanaceae é uma das familias mais importantes economicamente dentre as
Angiospermas devido a sua diversidade de uso na alimentacéo, como a batata (S. tuberosum L.)
uma importante fonte de carboidrato, o tomate (S. lycopersicum L.), a berinjela (S. melongena
L.), as pimentas no geral (Capsicum spp.), entre outras espécies. Outra caracteristica importante
da familia é a producdo de grande quantidade de metabdlitos secundarios variados, o que
contribui para a inddstria farmacéutica e para fins medicinais, como a atropina (Atropa
belladonna L.) e os psicotropicos provenientes da nicotina (Nicotiana tabacum L.), que por sua
vez é uma das plantas mais utilizadas para a extragcdo de drogas. Outras solanéceas sao
amplamente utilizadas como ornamentais, a petunia (Petunia hybrida E. Vilm.), a dama-da-
noite (Cestrum spp.) e o manacé-de-cheiro (Brunfelsia uniflora (Pohl) D. Don), séo alguns
exemplos (ZAMBERLAN, 2012).

Citogeneticamente, Solanaceae agrupa espécies com caracteristicas cariotipicas
conservadas a nivel genérico. Numeros cromossémicos constantes, cariotipos em sua maioria
simeétricos e cromossomos metacéntricos sao observados em diversos trabalhos (GADELLA et
al., 1969; PLOWMAN, 1979; BOAVENTURA; PIEDADE, 1993; ACOSTA et al., 2005;



MESQUITA et al, 2017). Solanaceae apresenta como possiveis ndmeros cromossémicos
basicos entre x = 7 e x = 13, além de registros de numeros basicos como x = 17, 19 e 23.
Entretanto, o nimero bésico x = 12 e o nimero cromossémico diploide 2n = 24 sdo mais
frequentes, com predominancia de cromossomos metacéntricos ou submetacéntricos (MELO
et al., 2011). Cerca de 34,4% das 2.800 espécies de Solanaceae tém registros de nimeros

cromossOémicos na literatura (RICE et al., 2014).

Andlises citogenéticas sdo fundamentais para uma melhor compreensdo das relacoes
evolutivas e filogenéticas. Dentre as técnicas utilizadas para a caracterizacdo de espécies
podemos destacar a coloracdo com CMA/DAPI, fluorocromos que permitem uma analise
detalnada da heterocromatina das espécies vegetais. A aplicacdo de fluorocromos no
bandeamento tem sido uma valiosa técnica para a andlise do cariétipo, proporcionando um
auxilio significativo na delimitacdo taxonémica entre espécies relacionadas (SULTANA;
ALAM, 2007). Em Solalum lycopersicum L. foi possivel caracterizar espécies proximas
identificando diferencas significativas na quantidade e localizacdo no cromossomo de bandas
CMA, ricas em GC (BRASILEIRO-VIDAL et al., 2009). Diante do exposto, 0 objetivo do
trabalho foi (1) determinar o nimero cromossdmico e (2) caracterizar os padrdes de distribuicéo
da heterocromatina constitutiva rica em GC e AT em espécies de Solanaceae, através da dupla
coloracdo CMA/DAPI.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1.  HISTORICO DE SOLANACEAE

A familia Solanaceae apresenta uma complexidade taxonémica ainda ndo compreendida
totalmente. Diversas classificacdes intra-familiares foram apresentadas desde a formalizacéo
da familia por Jussieu em 1789. Solanaceae pode ser dividida em trés subfamilias: Cestroideae,
Solanoideae e Nicotianoideae, com base em pesquisas utilizando caracteres morfoldgicos
combinados com os caracteres moleculares, como: tipo de inflorescéncia, cor da flor, cor e
forma das anteras, disposi¢do da antera no filamento cor e forma das sementes, tipo de fruto,
folhas, além do espacador intergénico ndhF-rpl32, considerado um étimo marcador para inferir
as relagdes filogenéticas a nivel taxondmico (JAMIL et al., 2023).

Estudos filogenéticos baseados em marcadores moleculares, apresentaram maior
clareza sobre as relagdes filogenéticas entre os taxons, diferente dos sistemas mais antigos, que

utilizavam caracteres morfologicos e bioquimicos (MELO et al., 2011). As subfamilias



10

Solanoideae e Cestroideae constituem grupos ndo monofiléticos, as Cestroideae se apresentam
parafiléticas em relacdo as Solanoideae, que por sua vez, sdo parafiléticas em relacdo as
Nolanaceae (OLMSTEAD et al., 2008).

Dos géneros que constituem as subfamilias Solanoide e Cestroideae, no presente

trabalho ser& dado enfoque para 0s seguintes géneros:

Athenaea Sendtn. pertencente a subfamilia Solanoideae, € um pequeno género
neotropical que reune 12 espécies, destas, 11 sdo endémicas do Brasil, com sua maior
diversidade na regido Sudeste. Sao arbustos ou pequenas arvores que crescem em sub-bosques
ou aberturas fragmentadas da Mata Atlantica (RODRIGUES et al., 2021). Athenaea foi
reestabelecido como o nome correto para o taxon referido anteriormente como Aureliana
Sendtn. (Withaninae e Solanaceae), que por sua vez € um homodnimo posterior de Aureliana
Boehm. (Ariliaceae) sendo, portanto, ilegitimo (RODRIGUES et al. 2019).0 género ja foi
considerado como parte da subtribo Withaninae e da tribo Physalideae por Olmstead et al.,
(2008), porém, estudos recentes apontaram que Withanianae ndo é monofilético, tendo em vista
que trés espécies (Whitania coagulans (Stocks) Dunal, W. riebeckii Schweinf. Ex Balf. f. e W.
somnifera (L.) Dunal) estdo intimamente relacionadas em Withaninae e outras duas espécies
(W. aristata Pauquy e W. frutescens (L.) Pauquy) intimamente relacionadas com Aureliana
(DEANNA etal., 2019). A espécie Athenaea fasciculata (Vell.) I.M.C. Rodrigues & Stehmann
é a mais difundida do género, sendo distribuida ao longo da Mata Atlantica até o Nordeste do
Brasil, ocorrendo também no Paraguai e Argentina, do Oeste ao Leste do Peru e Bolivia
(RODRIGUES et al. 2019). As espécies de Athenaea sdo encontradas também em diversas
fitofisionomias ao longo de toda a Costa Atlantica brasileira, inclusive em areas perturbadas e

em estagios iniciais de sucessao.

O género Brunfelsia Plum. ex L. € composto por cerca de 45 especies, sendo inserido
na subfamilia Cestroideae (SOARES; MENTZ, 2007), possuindo dois centros de diversidade,
na América do Sul onde aproximadamente metade das espécies sdo nativas, podendo ser
encontrado em quase todo o territorio brasileiro, e América Central com 23 espécies endémicas.
As espécies geralmente possuem habito arbustivo lenhoso ou pequenas arvores, sua
inflorescéncia é terminal ou axilar com flores zigomorficas. As flores de Brunfelsia por serem
extremamente perfumadas atraem polinizadores como mariposas noturnas. As espécies do
género sdo caracterizadas pela producdo de compostos alucinégenos ou téxicos, muito
utilizados por grupos indigenas (FILIPOWICZ; RENNER, 2010).
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O género Capsicum L., pertencente a subfamilia Solanoide, possui cerca de 41 espécies,
das quais, cinco sdo domesticadas: C. annuum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L., C.
baccatum L. e C. pubescens Ruiz e Pav. As espécies sdo agrupadas em trés categorias de acordo
com o nivel de exploragdo pelo homem: domesticadas (largamente cultivadas),
semidomesticadas (pouco cultivadas) e silvestres (ndo cultivadas comercialmente)
(CARVALHO et al., 2006; ALMEIDA et al., 2020). S0 espeécies cultivadas nos tropicos e
subtrdpicos, sendo culturas muito valiosas em paises temperados sob cultivo protegido,
podendo ser encontradas em todo o territério brasileiro, as pimentas com frutos pungentes sdo
utilizadas como tempero seco, fresco ou como 6leo resina, aquelas que ndo possuem pungéncia
sdo utilizadas como vegetais (GUPTA; TSUCHIYA, 1991).

O género Solanum L., subfamilia Solanoide, € considerado um dos maiores em ndmero
de representantes das angiospermas, reunindo cerca de 1.500 espécies. Sendo bastante diverso
em morfologia e ecologia, ocorre amplamente nos continentes tropicais e temperados, com
distribuicdo cosmopolita. A maior diversidade das espécies esta presente nas Américas Central
e do Sul, com cerca de 500 espécies endémicas. Além de agrupar espécies com caracteristicas
quimicas com alto potencial econdmico na industria farmacéutica, alimenticia, bem como a

utilizacdo como plantas medicinais e no controle biolégico (DE OLIVEIRA et al., 2020).
2.2.  NUMERO CROMOSSOMICO EM ESPECIES DE SOLANACEAE

A citogenética retine todo estudo relativo aos cromossomos, isolados ou em conjunto,
compactados ou estendidos, bem como tudo relacionado a sua morfologia, organizacéo, funcéo,
replicacdo, variacdo e evolucdo (GUERRA, 1988; BRAMMER et al., 2007; ). O uso de
informacdes cromossdmicas em estudos taxondmicos de grupos vegetais vem sendo relatado
desde o inicio do século XX (GUERRA, 1990), além do desenvolvimento de tecnologias onde
é possivel explorar os genomas dos organismos afim de encontrar os niveis de variabilidade e
a diversidade genética (CHIES et al., 2014).

Segundo Guerra (2008), 0 numero cromossémico € um pardmetro citogenético
importante e mais amplamente utilizado na citotaxonomia vegetal, por ser de facil obtencéo,
além de ser uma caracteristica conservada dentro de determinados grupos, podendo auxiliar no
estabelecimento de relagbes filogenéticas entre espécies e grupos proximos. Outras
caracteristicas como o tamanho dos cromossomos, 0 nimero cromossémico, 0 comprimento da

cromatina, a relacao entre os bracos, a presenca de constrigdo secundaria bem como os padrdes
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de bandas longitudinais, obtidas através de coloracdes diferenciais, sdo de grande importancia
nos estudos taxondmicos e evolutivos (BRASILEIRO-VIDAL; GUERRA, 2003).

A descricdo do caridtipo muitas vezes deve ser acompanhada de outras informacdes,
como o conteudo de DNA, bem como uma filogenia bem sustentada, possibilitando que um
estudo mais completo das questfes evolutivas de grandes ou pequenos grupos (STACE, 2000;
GUERRA, 2012). Na citotaxonomia moderna, a caracterizacdo do cariotipo € combinada com
técnicas que determinam a quantidade de DNA, técnicas de bandeamento e hibridizacao in situ,
resultando na diferenciagdo cromossomica longitudinal (CHIES et al., 2014). Apesar de
existirem outros meios, a contagem cromossdmica é amplamente utilizada, permitindo o
diagnostico de eventos importantes na evolugdo vegetal: a poliploidia (CHIES et al., 2014;
GUERRA, 2008).

O numero cromossdmico basico proposto para Solanaceae é x = 12 e o nimero diploide
2n = 24 é o mais frequente na familia (MELO et al., 2011). Frequentemente sdo encontradas
espécies com um numero basico que varia de x =7 ax = 13. Outros nimeros basicos, no entanto,
também foram documentados, como x = 17, x = 19 e x = 23. O ndmero cromossdmico varia de
2n = 14 em Petunia axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb., P. hybrida E. Vilm. (BADR
et al.,, 1997) a 2n = 96 em Capsicum annuum L., S. laciniatum Aiton (RAO et al, 1987,
BEUZENBERG; HAIR, 1983). Em alguns géneros de Solanaceae como Solanum, Lycium,
Capsicum e Cestrum é possivel encontrar uniformidade cariotipica principalmente em nimero,
tamanho e morfologia dos cromossomos. Os géneros Solanum, Lycium apresentam nimero
cromossémico constante com 2n = 24, caridtipos simétricos, com Cromossomos pequenos,
predominantemente, metacéntricos e submetacéntricos (ACOSTA et al., 2005; MELO et al.,
2011; CHEN et al., 2013; MESQUITA et al., 2019).

No género Capsicum L. muitas espécies apresentaram numero cromossémico 2n =24 e
cariotipo simétricos, porém outras também apresentam 2n = 26 cromossomos e cariotipo
assimétricos (MOSCONE et al., 2007; ROHAMI et al., 2010) como duas espécies do oeste da
América do Sul de C. rhomboideum (Dunal) Kuntze e uma espécie silvestre do sul do Brasil
apresentaram numero basico x = 13 (GUPTA; TSUCHIYA, 1991). Pozzobon et al. (2006),
observaram namero cromossdmico 2n = 24 em especies silvestres e semidomesticadas de
Capsicum para C. baccatum var. praetermissum (Heiser & P.G.Sm.) Hunz., C. chinense Jacq.,
C. flexuosum Sendtn. e C. rhomboideum (Dunal) Kuntze. Além disso, os pesquisadores

encontraram também o numero cromossémico 2n = 26 para as espécies C. buforum Hunz., C.
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campylopodium Sendtn., C. cornutum (Hiern) Hunz., C. schottianum Sendtn., C. villosum var.

villosum Sendtn e outras cinco novas espécies nativas do sudeste brasileiro.

Por possuir grande importancia econémica, Solanum é amplamente estudado
cariologicamente, apresentando nimero cromossémico 2n = 24 sendo 0 mais encontrado entre
0s seus representantes (ACOSTA et al., 2005, 2012, ; MIGUEL et al., 2012; ), com 48% de
suas espécies contabilizadas (DEANNA et al., 2022). Ha uma tendéncia de analises
citogenéticas para grupos de espécies com representantes economicamente valiosos como, por
exemplo, Capsicum e Nicotiana, enquanto pequenos clados e grupos monotipicos genéricos sdo
cariologicamente desconhecidos (DEANNA et al., 2022).

Contagens cromossomicas sao relatadas na literatura para o género Athenaea Sendtn,
com registro de 2n = 24 em A. picta (Mart.) Sendtn. (GADELLA et al., 1969). Estudos
citogenéticos para nove especies das 49 espécies aceitas do género Brunfelsia (B. americana L.
(BEDI, 1981), B. australis Benth., B. dwyeri D'Arcy (DAVIDSE, 1981), B. grandiflora D. Don,
B. lactea Krug & Urb., B. latifolia (Pohl) Benth. (PLOWMAN, 1979), B. nitida Benth.
(BOAVENTURA; PIEDADE, 1993), B. pauciflora (Cham. & Schitdl.) Benth.. (PLOWMAN,
1979) e B. undulata Sw.) demonstraram que todas possuem 2n = 22 como numero

cromossdmico.

Solanaceae experimentou eventos de duplicacBes do genoma completo que ocorreram
proximo ao seu momento de origem, o que pode ter desempenhado um papel significativo no
surgimento de caracteristicas essenciais e na subsequente diversificagdo das espécies.
(SCHRANZ et al., 2012). A poliploidia, um fendmeno amplamente estudado (CHIARINI et
al., 2016; VAN DE PEER et al., 2021), vem sendo objeto de pesquisa desde o inicio da
citogenética em Solanaceae até os dias atuais, devido as vantagens que pode conferir. Ocorre
quando existe a duplicacdo ou multiplicacdo de um complemento cromossémico inteiro
(GUERRA,2008), apresentando um papel importante na evolugéo das angiospermas, apesar de

apresentar frequéncia variavel entre as familias (LEITCH; BENNET, 1997).

Outra alteracdo importante além das alteracGes cariotipicas, € sobre os genes de rDNA,
a grande subunidade (45S ou 35S) contém os genes 18S, 5.8S e 26S, sendo cruciais para a
viabilidade, além de serem altamente dindmicos em relacdo aos progenitores diploides
(RENNY-BYFIELDS; WENDEL, 2014). Apesar de apresentar uniformidade quanto ao
nimero cromossomico, a poliploidia se apresenta com importancia relevante na evolucgéo de

espécies de Solanaceae, como em espécies dos géneros Lycium, Nicotiana, Physalis L. e
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Solanum, onde é possivel encontrar individuos tetraploides com 2n = 4x = 48 e individuos

hexaploides desses mesmos géneros (CCBD, 2023).
2.3. HETEROCROMATINA EM SOLANACEAE

Para o estudo da heterocromatina em plantas sdo utilizadas duas técnicas principais: o
bandeamento C e o bandeamento CMA/DAPI, ambas vém se mostrando Uteis nos estudos
evolutivos até os dias atuais (SCHWEIZER, 1976; CUCO et al., 2003; MELO et al., 2011;
ACOSTA et al., 2016; DEANNA et al., 2022). O bandeamento C identifica a ocorréncia e
distribuicdo da heterocromatina através de solucBes que eliminam proteinas e regides
eucromaticas, evidenciando porcdes altamente heterocromaticas (SOARES-SCOTT et al.,
2005), enquanto o bandeamento CMA/DAPI utiliza os fluorocromos cromomicina Az (CMA)
e 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) evidenciando regibes ricas em CG e AT,
respectivamente, permitindo a identificacdo da composicdo das bases nitrogenadas da
heterocromatina (HOLMQUIST, 1979; GUERRA, 2000).

Cerca de 7,7% das 2.800 espécies de Solanaceae foram estudadas com técnicas de

bandeamento cromossémico:

A maioria das espécies estudadas pertence ao género Solanum (69 de 1.238 espécies,
5,6%). Em seguida, temos o género Capsicum (25 de 41 espécies, 60,9%) e 0 género
Lycium (24 de 105 espécies, 22,9%). Estes dois Gltimos géneros sdo também os mais
bem estudados em termos relativos, juntamente com Nierembergia Ruiz & Pav.
(71,4% de 21 spp.), Jaborosa Juss. (65,2% de 23 spp.) e lochroma Benth. (22,6% de
31 spp.) (DEANNA et al., 2022).

Bandeamento com fluorocromos, especialmente CMA/DAPI, tem demonstrado que 0s
cromossomos sédo compostos principalmente por cromatina nao codificante (DEANNA et al.,
2022). Além disso, essa técnica revelou um forte sinal filogenético e estabeleceu padrdes
distintos em diferentes clados em Solanaceae (ACOSTA et al.,, 2016). A utilizagdo de
CMA/DAPI tem auxiliado na deteccdo da variabilidade genética, mesmo diante da
uniformidade morfoldgica dos cromossomos, fornecendo informagdes sobre variagdes em nivel
populacional relacionadas a especiacdo, bem como revelando regides ricas em AT e GC nos
cromossomos (DEANNA et al., 2022).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA E DOCUMENTAGCAO BOTANICA

Foram coletados espécimes de Solanaceae provenientes dos estados de Goids, Minas
Gerais, Espirito Santo, Pernambuco, Paraiba e Sergipe. Todos os espécimes foram mantidos
em cultivo no jardim experimental do Laboratorio de Citogenética e Taxonomia Vegetal do
Departamento de Biociéncias do Centro de Ciéncias Agrérias, da Universidade Federal da
Paraiba (DB/CCA/UFPB). As exsicatas de todo o material estudado foram depositadas no

acervo do Herbério Jayme Coelho de Moraes (EAN).
3.2 ANALISE CITOGENETICA E COLORACAO COM CMA/DAPI

Para as analises citoldgicas, pontas de raizes jovens foram coletadas, pré-tratadas com
8-hidroxiquinoleina por 24 h a 10°C, fixadas em etanol-acido acético 3:1 (v/v) e estocadas em
freezer a —20°C. Para preparacdo das laminas, foi realizada a digestdo enzimatica das pontas de
raizes com solucdo enzimatica contendo 2% celulase (Onozuka) e 20% pectinase (Sigma) (w/v)
por 60 minutos a 37°C. Em seguida as laminas foram preparadas pelo método de esmagamento
em 4acido acético 60% , com as laminulas retiradas em nitrogénio liquido, secas ao ar e
envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente (GUERRA; SOUZA, 2002).

Para a coloracdo com fluorocromos foi utilizado o protocolo conforme descrito Vaio et
al. (2018). As laminas foram coradas com CMA (Cromomicina As— 0,1 mg.mL™) por 1 hora
em cAmara escura e posteriormente com DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol - 1ug.mL™? ) mais
meio de montagem tampdo Mcllvaine (pH 7,0) e envelhecidas novamente por trés dias em
camara escura. As melhores metafases foram fotografadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia AxioCam MRm Zeiss equipado com camera de video, utilizando um programa

para captura de imagens.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foram analisados 13 individuos pertencentes aos géneros
Athenaea, Brunfelsia, Capsicum e Solanum, sumarizadas da Tabela 1. Todas as espécies
analisadas apresentaram nmero cromossdmico 2n = 24. A Unica excecdo foi uma populagdo
de Solanum hexandrum Vell., coletada em Iltuguacu — ES, que apresentou nudmero

cromossémico 2n = 48. Das espécies analisadas aqui, trés delas apresentam registros
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cromossémicos inéditos: Brunfelsia cf. brasiliensis, S. hexandrum (ltuguacu — ES) e S.

sycocarpum.

Alguns pesquisadores apontam hipoOteses para a definicdo do ndmero de base
cromossémica ancestral para a familia, como: Raven (1975) prop6s x = 7 para Solanales,
enquanto x = 12 pode ter sido derivado do nivel tetraploide (n = 14) através de redugdo
aneuploide na histdria inicial de Solanaceae. Acosta et al. (2006), por sua vez, sugeriram x = 11
seja 0 numero ancestral que melhor se encaixa as hipoteses filogenéticas (OLMSTEAD et al.,
1999). Para o género Solanum outros autores propdem o nimero basico x = 12 (ACOSTA et
al., 2005; MELO et al., 2011), e essa proposicao é confirmada pelas espécies analisadas neste
trabalho desse género. Esse numero basico ancestral € mantido em todas as linhagens atuais de
Solanum e parece ser uma caracteristica compartilhada, sinapomorfia, na subfamilia
Solanoideae (OLMSTEAD et al., 1999, 2008).

Em Athenaea, o numero cromossdmico encontrado foi 2n =24 em A. fasciculata (Vell.)
I.M.C. Rodrigues & Stehmann e corrobora com dados registrados na literatura (CHIARINI et
al., 2017). No género Brunfelsia, estudos demonstraram que todas as nove espécies analisadas
até o momento possuem 2n = 22 (PLOWMAN, 1979; BEDI, 1981; DAVIDSE, 1981;
BOAVENTURA; PIEDADE, 1993), divergindo do nimero cromossémico encontrado no
presente trabalho, em Brunfelsia cf. brasiliensis (Spreng.) L.B.Sm. & Downs com 2n = 24. O
namero cromossdmico 2n = 24 reportado para Capsicum se confirma aqui, embora estudos
realizados por Pozzobon et al. (2006) indiquem uma clara distin¢do entre as espécies silvestres
brasileiras de Capsicum com x = 13 e as demais, principalmente com x = 12. Com as
informacdes citogenéticas obtidas até o momento ndo foi possivel confirmar se x = 13 é
primitivo ou derivado. Todavia, uma comparacdo entre estudos citoldgicos e os dados
morfoecoldgicos sugere que x = 13 € o numero basico ancestral, representando duas linhas
evolutivas distintas (MOSCONE et al., 1993, 2007; POZZOBON et al., 2006).

Embora Solanum apresente uma relativa estabilidade cromossémica numérica, o
nimero cromossémico observado em S. hexandrum, 2n = 4x = 48, representa um caso de
poliploidia entre as espécies estudadas. A poliploidia e este nUmero tém sido observados em
algumas especies de Solanum como, por exemplo, em S. acaule Bitter, S. brevicaule Bitter, S.
campylacanthum Hochst. Ex A. Rich., S. comptum C.V. Morton e S. grandidentatum Phil.
(CHIARINI et al., 2017). Além disso, ha registro na literatura de poliploidia com namero
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cromossémico 2n =72 em S. furcatum Dunal, indicando que essa espécie seria um hexaploide
(CHIARINI et al., 2017).

O bandeamento cromossémico com os fluorocromos CMA/DAPI revelou dois tipos
principais de bandas: CMA*/DAPI- e DAPI"/CMA" (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4). Foi observada
a predominancia de bandas CMA™ terminais em todas as espécies analisadas, variando apenas
em numero e em forma (blocos heterocromaticos e/ou puntiformes). Em A. fasciculata ha
quatro bandas CMA/DAPI" na regido terminal dos cromossomos (Figura 1A). Na espécie B.
brasiliensis além de duas bandas terminais CMA*/DAPI", também foram observadas cerca de
22 bandas terminais DAPI*/CMA" (Figura 1B). Bandas DAPI* também foram observadas em
Lycianthes australe (C.V.Morton) Hunz. & Barboza (REGO et al., 2009) e em algumas espécies
de Solanum. Bandas ricas em GC (CMA") foram observadas em Capsicum sp., com duas
bandas terminais proeminentes e cerca de 10 bandas terminais puntiformes (Figura 1C), todas
CMA*/DAPI".

Nas espécies pertencentes ao género Solanum, a S. hexandrum proveniente da populagdo
de Minas Gerais possui duas bandas terminais em blocos e cerca de 22 bandas terminais
puntiformes CMA*/DAPI" (Figura 2A). Enquanto, na espécie poliploide S. hexandrum do
Espirito Santo apresenta quatro bandas terminais em blocos e cerca 45 bandas terminais
puntiformes CMA*/DAPI" em ambos 0s bracos cromossémicos (Figura 2B). As espécies S.
paniculatum L. (Figura 2C), S. paraibanum Agra (Figura 2D) e S. reflexiflorum Moric. Ex
Dunal (Figura 2E) possuem duas bandas terminais CMA*/DAPI". Para S. sycocarpum Mart. &
Sendtn. observa-se seis bandas terminais CMA*/DAPI, sendo duas em blocos e quatro
puntiformes (Figura 2F). Em Solanum sp.1 (Figura 3A) e Solanum sp2 (Figura 3B), constatou-
se duas bandas terminais em blocos e seis terminais puntiformes CMA*/DAPI". Nas espécies
Solanum sp3 (Figura 3C) e Solanum sp. nv (Figura 3D) identificou-se duas bandas terminais
CMA"/DAPI".

As sequéncias de heterocromatina ricas em GC — bandas CMA™ — possivelmente estao
colocalizadas ou adjacente as Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) e tem sido
frequentemente descrita em muitas espécies vegetais (GUERRA, 2000). No entanto, nem todas
as bandas CMA" estdo associadas as RONs em Solanum, o que implica que as sequéncias ricas
em GC sdo independentes dos genes de rDNA (JO et al., 2009). Algumas espécies apresentaram

pequenas bandas terminais em ambos os bracos de todos cromossomos. Possivelmente, esta
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heterocromatina esta presente em todas as espécies, mas as vezes pode passar despercebida
devido ao tamanho reduzido das bandas (CHIARINI et al., 2018).

A composic¢ao, localizacéo e distribui¢do da heterocromatina em Solanum séo variaveis.
Esta variagdo pode ser em relagdo ao nimero e tamanho das bandas entre as espécies analisadas,
sendo comum a ocorréncia de bandas CMA*/DAPI". As bandas CMA™ puntiformes terminais
sdo comuns no género Solanum, tendo sido observado em S. lycopersicum (BRASILEIRO-
VIDAL et al., 2009). Isso sugere que o compartilhamento dessa caracteristica pode representar

um estado ancestral no género, ou seja, um resultado de evolucdo em conjunto.
5. CONSIDERACOES FINAIS

As espécies analisadas neste estudo apresentaram ndmero cromossémico 2n = 24 nos
géneros Athenaea, Brunfelsia, Capsicum e Solanum. Foi observada uma espécie poliploide a
Solanum hexandrum com ndmero cromossémico 2n = 48. Foram identificados dois principais
tipos de bandas através do bandeamento cromossémico: bandas CMA'/DAPI- e bandas
DAPI*/CMA". Em todas as espécies analisadas, foi notada a predominancia de bandas terminais
CMA", variando apenas em nimero e forma, podendo ocorrer tanto como blocos

heterocromaticos quanto puntiformes.
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Tabela 1: Espécies da familia Solanaceae analisadas por meio de dupla coloragcdo com fluorocromos. género e espécie, local de coleta, coletor e nimero, contagens
cromossOmicas prévias (CP), nimeros cromossomicos determinados no presente trabalho (PT), tipos de bandas CMA/DAPI.

CpP*

PT

Bandas heterocromaticas

Téxon Local de coleta ¥ Coletor e nUmero ’n on CMA*DAPI- DAPI/CMA- Figura
Athenaea Sendtn.
A. fasciculata (Vell.) 1.M.C.Rodrigues & Stehmann Taquaritinga do Norte - PE LPF 15857 24 24 4t - 1A
Brunfelsia Plum. ex L.
Brunfelsia cf. brasiliensis (Spreng.) L.B.Sm. & Alto Paraiso - GO JMPC 857 - 24** 2t ca. 22t 1B
Downs
Capsicum L.
Capsicum sp. Taquaritinga do Norte - PE LPF 15863 - 24 2t+ca. 10dt - 1C
Solanum L.
S. hexandrum Vell. Capara6 - MG EMA 1270 - 24**  2t+ca. 22 dt - 2A
S. hexandrum Vell. Itaguacgu - ES EMA 1320 - 48**  4t+ca 45dt - 2B
S. paniculatum L. Buique - PE LPF 19571 24 24 2t - 2C
S. paraibanum Agra Brejo da Madre de Deus - PE LPF 17822 - 24 2t - 2D
S. reflexiflorum Moric. ex Dunal Bonito - PE LPF 18690 - 24 2t - 2E
S. sycocarpum Mart. & Sendtn. Bezerros - PE LPF 18736 - 24** 6t - 2F
Solanum sp.1 Bonito - PE LPF 18655 - 24 2t+6dt - 3A
Solanum sp.2 Ibitirama - ES EMA 1286 - 24 2t+6dt - 3B
Solanum sp.3 Poco Redondo - SE JMPC 521 - 24 2t - 3C
Solanum sp. nv. S&o Domingos do Cariri - PB LPF 19722 - 24 2t - 3D

+ Estados Brasileiros referentes aos locais de coleta: ES, Espirito Santo; GO, Goids; MG, Minas Gerais; PB, Paraiba; PE, Pernambuco; SE, Sergipe. *Fonte para as contagens
cromossdmicas prévias: Chromosome Counts Database (CCDB), 2017; **Contagem inédita para a espécie. A posi¢do das bandas nos cromossomos esta abreviada como segue:
t = terminais; dt = puntiformes.
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Figura 1: Metafases mitéticas coradas com os fluorocromos CMA (amarelo), DAPI (azul) e nimero
cromossémico 2n = 24. Athenaea fasciculata (A); Brunfelsia cf. brasiliensis (B) e Capsicum sp. (C). Barraem C

corresponde a 10 pym.
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Figura 2: Metafases mitéticas coradas com os fluorocromos CMA (amarelo) e DAPI (azul). S. hexandrum (A)
com 2n = 24; S. hexandrum (B) com 2n = 48; S. paniculatum (C), S. paraibanum (D), S. reflexiflorum (E) e S.

sycocarpum (F) com 2n = 24. Barra em F corresponde a 10 pum.
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Figura 3: Metafases mitéticas coradas com os fluorocromos CMA (amarelo) e DAPI (azul). Solanum spl (A);

Solanum sp.2 (B); Solanum sp.3 (C) e Solanum sp. nv. (D) todas com 2n = 24. Barra em D corresponde a 10 pum.
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