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RESUMO

No género Solanum, sdo conhecidos os genomas A, P, B, C, D e E, com base no estudo
de compatibilidade e homologia cromossémica em hibridos interespecificos. A
caracterizacdo das sequéncias repetitivas dos centrémeros de espécies de alguns desses
genomas tem revelado uma dindmica bastante particular do DNA centromérico no
género. O centrdmero € um loco cromossomico formado, geralmente, por grandes
conjuntos de DNA satélite e/ou elementos transponiveis, responsavel pela segregacao
fiel do material genético durante a divisdo celular. Repeticdes satélite centroméricas
foram identificadas nas espécies Solanum tuberosum, Solanum verrucosum e Solanum
chomatophilum (portadoras dos genomas A, A e P, respectivamente) e observadas a
distribuicdo dessas sequéncias em espécies selvagens diploides de batata, portadoras dos
genomas A, P, B, E. Entretanto essas repeticbes ainda nao foram avaliadas nos
genomas C e D, presentes apenas em espécies poliploides, em associacdo com o
genoma A. Com esse intuito, o objetivo deste estudo foi verificar o padrdo de
distribuic@o e organizagdo de sequéncias centroméricas caracteristicas dos genomas A e
P de Solanum nos cromossomos de espécies alopoliploides (portadoras dos genomas
AC e AD), utilizando a técnica de FISH. As sequéncias centroméricas utilizadas como
sondas, foram obtidas da espécie S. tuberosum (St49 e St18), S. verrucosum (Sv54,
Sv123, Sv161.5) e S. chomatophilum (Sc83, Scl111, Sc9/108) e a sequéncia de rDNA
45S foi usada como controle positivo nos experimentos com sondas centroméricas. No
genoma AC, as sondas St18 e St49, foram ausentes. J& no genoma AD a repeti¢cdo St18,
também esteve ausente e a sequéncia St49 presente na regido centromérica de maltiplos
cromossomos de AD. A sequéncia Svb4 gerou 4 sinais centoméricos no genoma AD e
foi ausente no genoma AC. No genoma AD, Sv 161.5 evidenciou quatro sinais
centroméricos em dois pares de cromossomos, enquanto no genoma AC, Sv 161.5
revelou dois sinais centroméricos em um par cromossémico. Sv 123, tanto no genoma
AC quanto no genoma AD revelou dois sinais nos centrdmeros em um par
cromossomico. No genoma AC, a sonda Sc83 gerou sinais dispersos, ndo
centroméricos, ao longo dos cromossomos. No genoma AD, essa mesma sonda revelou
dois sinais centroméricos, em um par de cromossomos do complemento. No genoma
AD, Sc92/108 revelou quatro sinais intensos nas regifes centroméricas de dois pares de
cromossomos, enquanto no genoma AC ndo produziu sinal. Em AC, a sonda Sc 111,
demonstrou sinais dispersos, com maior intensidade nos centrdbmeros. J& no genoma
AD, a repeticdo Sclll mostrou sinais dispersos em todos 0S Cromossomos, como
também sete sinais com maior intensidade em regides centroméricas e nao
centroméricas, sendo que 4 sinais eram co-localizados com Sc92/108. De um modo
geral, as sequéncias identificadas nos alopoliploides pertencem, em sua maioria, aos
cromossomos do genoma A, com padrdo semelhante ora o genoma A de S. tuberosum,
ora ao de S. verrucosum. Nenhuma das sequéncias analisadas é candidata a pertencer ao
genoma C, enquanto que para 0 genoma D a sequéncia Sc83 pode pertencer a esse
genoma, com padrdo similar ao genoma P.

Palavras-chave: DNA centromérico. Solanum. Espécies alopoliploides. Genomas AC e
AD. DNA repetitivo.



ABSTRACT

In the genus Solanum, the genomes A, P, B, C, D and E are identified based on studies
of compatibility and chromosomal homology in interspecific hybrids. Characterization
of centromeric repetitive sequences in species with some of these genomes have been
shown that the dynamic of centromeric DNA is very distinct in Solanum. The
centromere is a chromosomal locus usually made up of large sets of satellite DNA
and/or transposable elements, responsible for the accurate segregation of the genetic
material during cell division. Centromeric satellite repeats were identified in the species
Solanum tuberosum, Solanum verrucosum and Solanum chomatophilum (carriers of the
A, A and P genomes, respectively) and the distribution of these sequences in wild
diploid potato species with genomes A, P, B, E was described. However, these repeats
have not yet been evaluated in genomes C and D, present only in polyploid species, in
association with genome A. The aim of this study was to verify the distribution pattern
and the organization of centromeric sequences in the genomes A and P of Solanum, in
the chromosomes of alopoliploid species (carriers of the AC and AD genomes) using
the FISH technique. The centromeric sequences used as probes were obtained from S.
tuberosum (St49 and St18), S. verrucosum (Sv54, Sv123, Sv161.5) and S.
chomatophilum (Sc83, Sc111, Sc9 / 108). The rDNA sequence 45S was used as a
positive control in experiments with centromeric probes. In the AC genome, the St18
and St49 probes were absent. In the AD genome the St18 repeat was also absent and the
St49 sequence was present in the centromeric region of multiple AD chromosomes. The
Svb4 sequence generated 4 centric signals in the AD genome and was absent in the AC
genome. Regarding the AD genome, Sv 161.5 revealed four centromeric signals on two
chromosome pairs, while in the AC genome, Sv 161.5 showed two centromeric signals
in one chromosomal pair. Sv 123, revealed in both AC and AD genomes two signals in
the centromere in one chromosomal pair. In the AC genome, the Sc83 probe generated
scattered, non-centromeric signals along the chromosomes. In the AD genome, this
same probe revealed two centromeric signals in one chromosome pair of the
complement. In the AD genome, Sc92/108 revealed four intense signals in the
centromeric regions of two pairs of chromosomes, whereas in the AC genome there was
no signal. In AC, the Sc 111 probe showed dispersed signals, with higher intensity in
the centromere. In the AD genome, the Sc111 repeat showed scattered signals in all
chromosomes, as well as seven signals with higher intensity in centromeric and non-
centromeric regions, four of them co-localized with Sc92/108. In general, the identified
sequences in alopoliploids belong mostly to chromosomes of genome A, with a patter
similar either to the genome A of S. tuberosum or S. verrucosum. None of the analyzed
sequences is candidate to belong to genome C, whereas for genome D the sequence
Sc83 can belong to this genome, with pattern similar to the genome P.

Keywords: Centromeric DNA. Solanum. Alopoliploid species. Genomes AC and AD.
Repetitive DNA.
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1 INTRODUCAO

Solanaceae é uma familia de angiospermas que possui cerca de 90 géneros e 3000 a
4000 espécies, das quais cerca de metade pertence ao género Solanum. Tem grande relevancia
econbmica por possuir espécies muito utilizadas na alimentacdo mundial, como S. tuberousm
L. (batata) e S. lycopersicum L. (tomate). A batata cultivada, S. tuberosum € o terceiro
alimento mais importante do mundo depois do arroz e do trigo em termos de consumo
humano. Existem mais de 4.000 variedades de batatas nativas, principalmente encontradas
nos Andes e mais de 180 espécies de batata selvagem (CIP, 2016).

Na secdo Petota do género Solanum, sdo descritos seis diferentes genomas
denominados A, B, C, D, P, E, com base no estudo de compatibilidade e homologia
cromossémica entre hibridos interespecificos (MATSUBAYASHI, 1991). Na literatura, ja foi
citado outro possivel genoma, nomeado como T, pertencente ao tomate (S. lycopersicum L.)
(GONG et al., 2012, TORRES et al., 2011; ZHANG et al., 2014). O genoma A é considerado
0 mais bésico, pois predomina nas espécies diploides e esta presente em todas as espécies
poliploides, tanto auto quanto alopoliploides (SPOONER et al., 2008). A diferenciacdo entre
espécies poliploides se da em virtude de seus genomas adicionais a0 genoma A, que Sao
estruturalmente diferenciados a um maior ou menor grau e sdo dadas formulas genémicas
diferenciadas (MATSUBAYASHI, 1991). As espécies diploides podem conter genomas A, B,
P e E, enquanto nas espécies poliploides, além dos autopoliploides do genoma A,
encontramos combinacGes de A com B, P, C e D, sendo os dois Gltimos ndo identificados na
condic&o diploide (SPOONER et al., 2008).

O conhecimento aprofundado da constituicdo e evolugéo desses diferentes genomas de
Solanum passou a contar, a partir de 2011, com a publicacdo do sequenciamento do genoma
da batata, realizado em um genétipo monoploide da batata cultivada S. tuberosum (DM1-3 —
2n=2x=24, AA). O sequenciamento revelou a existéncia de cerca de 39031 genes
codificadores de proteinas, e aproximadamente 62,2% (452,5 Mb) de DNA repetitivo, dos
quais 29,4% era composto por retrotransposons do tipo LTR (PGSC, 2011). A partir desses
dados, foram identificadas para o genoma A duas sequéncias satélite caracteristicas das
regides subteloméricas (TORRES et al, 2011) bem como algumas sequéncias centroméricas
(GONG et al, 2012). Em ambos os casos essas sequéncias foram estudadas também nos

genomas B, P e E. Esses dados corroboram com a ideia de que as sequéncias repetitivas sao
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relevantes para as regides funcionais do cromossomo, como teldmeros e centrdmeros
(PLOHL, 2010).

O centrébmero é a regido dos cromossomos eucariotos que direciona a segregagdo das
cromatides irmas durante a divisdo celular, garantindo a estabilidade genética. De maneira
geral, é definido citologicamente como uma constri¢do primaria nos cromossomos mitéticos,
com excec¢do dos cromossomos holocéntricos, em que o centrébmero se estende por todo o
cromossomo. E o local onde ocorre a montagem do cinetdcoro, estrutura proteica onde se
ligam as fibras do fuso para assegurar a segregacdo fiel das cromatides durante a divisdo
celular (WANG; ZHANG,; JIN, 2009). A caracteristica marcante e definidora do centrémero é
a presenca de uma variante de histona H3 especifica, a CenH3 que substitui a H3 canénica
(PLOHL, MESTROVIC, MRAVINAC, 2014). A principal diferenca entre a H3 canénica e a
CenH3 estd na cauda N-terminal da CenH3, que é altamente divergente, podendo variar
substancialmente em comprimento e composicdo, até mesmo em organismos muito
relacionados (JIANG et al., 2003).

Com relacdo a composicdo de DNA existe uma variabilidade interespecifica muito
grande de sequéncias, em sua maioria composta por longos arranjos de diferentes familias de
DNA satélite e/ou elementos transponiveis (PLOHL, MESTROVIC, MRAVINAC, 2014).
Em Arabdopsis thaliana (L.) Heynh todos os centrémeros contém longos arranjos de uma
sequéncia satélite de 180pb (NAGAKI et al., 2003). Em milho (Zea mays L.), os centrdmeros
apresentam tanto uma sequéncia satélite CentC (156pb) como o retrotransposon CRM
(TY3/Gypsy) (JIANG et al., 2003). Em Oryza sativa L., espécie de arroz cultivada, os
centrdmeros sao compostos de uma repeticdo satélite, CentO (155pb), e o retrotransposon
CRR, também do tipo Ty3/Gypsy (CHENG et al., 2002). Importante ressaltar que apesar de
serem do mesmo tamanho as sequéncias satélite do milho e do arroz sdo totalmente
divergentes, e no caso do arroz ndo existe homologia nem mesmo com a repeticdo
centromérica de 154pb identificada em Oryza brachyantha A. Chev e Roehr. (LEE et al.,
2005).

Em Solanum, o isolamento de sequéncias associadas a CENH3, por meio de
imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP), revelou a existéncia de sequéncias especificas para
determinados cromossomos do mesmo complemento cromossémico bem como centrdmeros
desprovidos de DNA repetitivo. Em um monoploide de S. tuberosum (2n = 2x = 24, AA), sete

Cromossomos apresentam sequéncias satélite cromossomo-especificas (St49, St18, St24, St57,
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St3-58, St3-238, St3-294), enquanto 0s demais cinco cromossomos apresentam sequéncia
com baixo numero de copias ou cdpia unica. (GONG et al, 2012). Em Solanum verrucosum,
(2n = 2x = 24, AA), padrdo semelhante foi observado, com quatro cromossomos compostos
por seis sequéncias satélite cromossomo-especificas (Sv14, Sv44, Sv54, Sv123, Sv161.5,
Sv161.6), um cromossomo com baixo numero de cOpias e cdpia Unica, enquanto os demais
sete ndo foram caracterizados (ZHANG et al.,, 2014). Em S. chomatophilum Bitter.
(2n=2x=24, PP) foram identificadas quatro sequéncias repetitivas (Sc83, Sc111, Sc92/108,
Sc92/108/111), distribuidas em 6-7 centrdmeros dos cromossomos do complemento. Ao
comparar dois acessos, a repeticdo Sc83 mostrou uma variagdo entre plantas para o nimero de
sinais de FISH analisados. Ainda, o centromero 2 de S. chomatophilum demonstrou a
existéncia de trés diferentes haplétipos associados a ele, sendo composto pelas repetices
Scl11, Sc92/108 e Sc 92/108/111 (OLIVEIRA, 2015). Existéncia de haplétipos foi também
reportada em trés cromossomos de 17 cultivares de batata tetraploide. Os hapl6tipos
observados variaram da auséncia até todos o0s quatro homélogos apresentando as sequéncias
St3.58, St24 e St57 (WANG et al, 2014).

Os trabalhos de Gong et al., (2012), Zhang et al., (2014) e Oliveira (2015) avaliaram a
distribuicdo dessas sequéncias de DNA repetitivo centromérico em espécies diploides com
genomas A, P, B, E e T, revelando que a maioria das sequéncias parece ter origem recente,
com excecdo de St49 e Sc83. Entretanto, a composi¢do centromérica dos cromossomos dos
genomas C e D, presentes apenas em espécies poliploides em associacdo com 0 genoma A,
ainda ndo foi descrita. Informacdes acerca da distribuicdo e organizacdo das sequéncias
repetitivas centroméricas de espécies alopoliploides selvagens e a distribuicdo e organizacdo
dessas sequéncias nos diferentes genomas, podem contribuir para o melhor entendimento da
complexidade e evolucdo dos centrdmeros de forma geral, principalmente no género Solanum.
Com esse intuito, o objetivo do trabalho foi verificar o padrdo de distribuicdo e localizacdo de
sequéncias centroméricas caracteristicas dos genomas A e P de Solanum nos cromossomos de

espécies alopoliploides (portadoras dos genomas A, C e D).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sistematica e organizagdo genémica de Solanum

O género Solanum L. é o género mais representativo da familia Solanaceae,
abrangendo cerca de 2000 espécies, incluindo a batata cultivada Solanum tuberosum (KNAPP
et al., 2004). Hawkes em 1990 afirma que ja foram identificadas cerca de 235 espécies de
batata, sendo sete cultivadas e 228 selvagens, entretanto novos estudos com analises
moleculares afirmam que existam cerca de 110 espécies selvagens (SPOONER, 2009). A
maioria das espécies do género Solanum estdo distribuidas no sul da América do Norte, norte
do Chile e sul da Argentina, e sdo também encontradas no México e nos Andes
(MATSUBAYASHI, 1991).

As espécies desse género sdo subdividas em duas secdes: Petota (também conhecida
como secdo Tuberarium) representando as espécies que tuberizam e Etuberosum de espécies
ndo tuberizantes, sendo a secdo Petota a mais importante (HAWKES, 1994). A secdo Petota, é
ainda subdividida em 18 séries conhecidas como: Juglandifolia, Etuberosa, Morelliformia,
Bulbocastana, Pinnatisecta, Commersoniana, Circaeifolia, Conicibaccata, Piurana, Acaulia,
Demissa, Longipedicellata, Polyadenia, Cuneolata, Megistracoloba, Ingaefolia, Olmosiana e
Tuberosa (HAWKES, 1956, 1958, 1963, 1978).

As espécies da secdo Petota possuem ndmero basico cromossdémico x=12, com
morfologia cromossémica muito similar e com niveis de ploidia variados. Cerca de 70% das
espécies selvagens de Solanum sdo diploides (2n=2x=24), e os outros 30% sao poliploides,
sendo na maioria das vezes tetraploides (2n=4x=48) e hexaploides (2n=6x=72), existindo
também algumas espécies triploides e pentaploides (GRAVILENKO, 2007 e PENDINEN et
al., 2012).

Melo et al. (2011) realizaram um estudo citogenético com nove espécies do género
Solanum, analisando o numero e morfologia cromossdémica, bem como a caracterizacdo do
tipo de ndcleo e a localizagdo de satélites. S. dulcamara L., S. atropurpureum Schrank., S.
gilo Raddi., S. melongena L., S. nitidibaccatum Bitter., S. paniculatum L. mostraram ser
diploides apresentando 0 mesmo nudmero cromossdmico (2n = 2x = 24), diferindo das
espécies S. nigrum L. (2n=6x=72), S. lanciniatum Ait. (2n=8x=92) e S. luteum Mill.

(2n=4x=48). O cariotipo se mostrou simétrico em todas as espécies, com Cromossomos
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variando de submetacéntricos a metacéntricos. O trabalho mostrou uniformidade no tipo de
nacleo interfasio (semi-reticulados) e variagdo no padrdo de bandas CMA3/DAPI. No mesmo
trabalho foi realizada a técnica de FISH em apenas trés espécies, das nove estudadas,
evidenciando dois sitios de rDNA 45S em S.luteum (2n=4x=48) e quatro sitios de rDNA 45S
em S. nigrum (2n=6x=72) e S. lanciniatum (2n=8x=92), no qual revelou resultados similares
obtidos com a coloragdo CMAs.

Em outro estudo, 17 espécies diploides de 4 subgéneros e 7 séries de Solanum foram
avaliadas quanto a morfometria cromossomica. De maneira geral, os cromossomos dessas
espécies sdo pequenos (menores que 4 pm). O cromossomo mais curto em média para as
espécies avaliadas foi o de Solanum palustre Schitdl. (1,12 um) e o mais longo de Solanum
sisymbrifolium Lam. (3,76um). Todas as espécies analisadas possuiam um par de
cromossomos com regifes satélites (RONSs), anexados nos bragos curtos e caridtipo simétrico.
De acordo com os cariétipos avaliados, 0s cromossomos variaram entre metacéntricos (69%),
submetacéntricos (24%) e subtelocéntricos (7%), contribuindo, portanto, para a caracterizacao
das espécies em estudo, sugerindo relacGes taxonémicas entre as mesmas (ACOSTA et al.,
2005).

Rego et al. (2009) também realizaram um estudo citotaxondmico em espécies
brasileiras do género Solanum. Neste estudo ocorreu um predominio de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos nas espécies avaliadas, com maior nimero de cromossomos
metacéntricos em Solanum paniculatum L. O bandamento CMA/DAPI mostrou que as
regides ricas em CG se localizaram em regides terminais dos cromossomos, enquanto as
regides ricas em AT se localizaram em regides centroméricas. Neste trabalho também foi
realizada a técnica de FISH com sondas de rDNA 45S e 5S. Os sitios de rDNA 45S foram
coincidentes com regides C/ICMA; (satélites), encontrados em um par de cromossomos,
exceto em Solanum corymbiflorum (Sendtn.) Bohs. (2n=24), que apresentou dois pares. Os
locos de rDNA 5S apareceram nos bragos curtos de quase todas as espécies do estudo, e
normalmente nos menores cromossomos do complemento. S. trachytrichum Bitter. (2n=24) e
S. gemellum Sendtn. (2n=24), apresentaram 4 locos de rDNA 5S. Estes dados sugerem que 0S
segmentos de rDNA 45S e 5S em Solanum ndo apresentam local e nameros conservados,
como ocorre em outras espécies vegetais. Além disso, as espécies avaliadas apresentaram

nacleos interfasicos ndo reticulados e condensacdo na préfase, em concordancia com a
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sugestdo de Guerra (2000) de que pequenos cromossomos estdo associados com essas

caracteristicas.

A batata cultivada, Solanum tuberosum é autotetraploide (2n=4x=48, AAAA) com
pareamento cromossémico quadrivalente (SPOONER et al., 2008). Os cromossomos
metafasicos da batata cultivada, Solanum tuberosum, sdo pequenos e morfologicamente muito
parecidos, medindo cerca de 1.0 a 3.5 um, tornando a analise e identificacdo dos mesmos
muito complicada (DONG et al., 2000).

As espécies selvagens do género Solanum sdo espécies valiosas para o0 melhoramento
genético, por possuirem genes de resisténcia a diversos fatores e a multiplas doengas que
atingem a batata cultivada Solanum tuberosum (DEJONG et al., 2001 e SPOONER et al.,
2008). Muitas dessas caracteristicas estdo associadas a espécies poliploides, como S.
demissum Lindl. (2n=6x=72, AADDD’D’), que é fonte de resisténcia a requeima causada
pelo oomiceto Phytophthora infestans (PLAISTED AND HOPPES, 1989 e SPOONER et al.,
2008), S. acaule Bitter. que possui genes de tolerancia a geada (SPOONER et al., 2008 e
VEGA et al.,, 2000), bem como algumas espécies selvagens alopoliploides de batata que
possuem genes de resisténcia a podriddo mole e & podriddo anelar bacteriana (JANSKEY,
2000 e SPOONER et al., 2008).

O surgimento de espécies vegetais poliploides pode estar relacionado com o
cruzamento de espécies que produzam gametas ndo reduzidos (SCHIFINO-WITTMANN;
DALL’AGNOL, 2001). Espécies poliploides séo classificadas em autopoliploides, originados
pela duplicacdo de um mesmo genoma, e alopoliploides, originados pela duplicacdo de
genomas diferentes, normalmente apés um evento de hibridacdo, e como poliploides
segmentares, ou seja, aqueles originados pela duplicacdo dos genomas de espécies proximas
apresentando uma certa homeologia cromossdomica (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). Um
exemplo é a espécie S. agrimonifolium Rybd. (2n=4x=48), espécie selvagem da série
Conicibaccata (secdo Petota), que é um alotetraploide natural, com um genoma comum, € um
genoma dissimilar, pouco diferente do genoma basico A, com féormula gendmica A¢'Act C2
C* (MATSUBAYASHI, 1991).

A determinacdo do tipo de ploidia e o desenvolvimento para o conceito do genoma
para espéecies da secdo Petota, de Solanum, tem se baseado no pareamento cromossémico de

hibridos interespecificos e de espécies poliploides (PENDINEN et al., 2012). Com o objetivo
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de padronizar as interpretagdes desses genomas, Matsubayashi (1991) reconheceu cinco
genomas do género Solanum como A, B, C, D e P de espécies que tuberizam como S.
tuberosum e S. verrucosum Schlechtd., e 0 genoma E de espécies que nédo tuberizam, como
Solanum etuberosum Lindl. e Solanum palustre (SPOONER et al., 2008). Ja& foi citado na
literatura o surgimento de outro genoma, nomeado como genoma T, pertencente a0 genoma
do tomate, Solanum lycopersicum L. (GONG et al., 2012; TORRES et al., 2011). Esses
genomas foram classificados de diferentes formas anteriormente apos andlises de informacoes
como taxas de cruzamentos em combinacdes interespecificas, grau de homologia
cromossomica (nos hibridos) e viabilidade e fertilidade dos hibridos (MARKS, 1955;
HAWKES, 1958; IRIKURA, 1976; RAMANNA AND HERMSEN, 1979;
MATSUBAYASHI, 1991)

O genoma A é o genoma mais basico dentre 0s genomas existentes, visto que varias
espécies sul-americanas compartilham esse mesmo genoma, como € 0 caso da espécie
Solanum verrucosum (MATSUBAYASHI, 1991). Os genomas, B, C, D, P e E foram
nomeados de acordo com as iniciais da série nos quais foram previamente identificados:
genoma B — série Longipedicellata Busakov; genoma C- série Conicibaccata Bitter; genoma
D- série Demissa Busakov; genoma P- série Piurana Hawkes; genoma E- série Etuberosa
(MATSUBAYASHI, 1991).

Em 1991, Matsubayashi identificou em analises dos genomas B, C, D e P que as
espécies portadoras desses genomas sdo alopoliploides, e esses genomas ndo foram
identificados em nenhuma espécie diploide por meio de técnicas citogenéticas classicas.
Posteriormente estudos com técnicas citogenéticas moleculares, como GISH e analises
bioinforméticas de dados de sequenciamento do gene para nitrato redutase e do gene Waxy
(GBSSI- Granule- bound starch synthase) confirmaram a existéncia de algumas espécies
diploides portadoras do genoma B ( S. jamesii Torr. p. ex) e portadoras do genoma P (S.
chomatophilum Bitter.) (PENDINEN et al., 2012; RODRIGUEZ; SPOONER 2009;
SPOONER et al.,, 2008). Os genomas C e D foram encontrados apenas em espécies
poliploides (SPOONER et al., 2008).

Pendinen et al. (2012) analisaram a composi¢do genémica de espécies hexaploides da
série Demissa (secdo Petota), S. demissum (2n=6x=72, AADDD’D’) e S. hougassi Corr. (2n-

6x=72, AADDD’D’), com o objetivo de verificar se os genomas A, B e P estavam presentes
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em espécies hexaploides desta série. A série de combinac¢Bes de sondas com o genoma A
(Solanum verrucosum, 2n=2x=24, AA), B (S. ehrenbergii (Bitter) Rydb. ou S. jamesii ) e P
(S. andreanum Backer., S. chomatophilum, ou S. piurae Bitter ) em acessos de S. hougassi

revelou que essa espécie é um alopoliploide composta pelos trés genomas (A, B e P)

Neste mesmo estudo, Pendinen et al. (2012) demonstraram que para a espécie
Solanum demissum as sondas de genoma A hibridizaram fortemente em todos o0s
cromossomos.. Estes resultados sugerem que S. demissum contém trés conjuntos de

cromossomos altamente homdlogos e relacionados ao genoma A.

De acordo com Matsubayashi (1991), que renomeou 0s cinco genomas de Solanum,
todos os membros da série Demissa sdo alopoliploides com formula genémica AADDD’D’,
embora outros citogeneticistas tenham dado simbolos diferentes para essa série. A batata
cultivada Solanum tuberosum é uma espécie portadora do genoma A. De acordo com estudos
filogenéticos realizados por Gong et al., (2012) baseado na analise de DNA plastidial de
Spooner et al., (1993), Spooner e Castillo (1997), e Castillo e Spooner (1997), 0 genoma P € 0

mais proximo do genoma da batata cultivada, genoma A, seguido pelo genoma B, T e E.

Espécies poliploides de todas as séries taxondmicas de Solanum, exceto Etuberosa
(genoma E), possuem um genoma comum, 0 genoma basico A (MATSUBAYASHI,1991).
Essas espécies poliploides diferem umas das outras em virtude dos seus genomas adicionais,
que sdo estruturalmente diferenciados a um menor e maior grau e sdo dadas formulas
genbmicas diferenciadas (MATSUBAYASHI,1991).
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2.2 DNA repetitivo em Solanum

Sequéncias de DNA repetitivo referem-se a sequéncias de DNA presentes em
maltiplas copias do genoma. Essas sequéncias sdo encontradas em todos 0s eucariotos e
podem representar até 90% do tamanho do genoma em algumas espécies de plantas
superiores. As sequéncias de DNA repetitivo sdo consideradas importantes por gerar grandes
diferengas entre genomas, que pode refletir em diferencas evolutivas entre espécies
(MEHROTRA; GOYAL, 2014 e OLIVEIRA, 2015).

Um tipo de sequéncia de DNA repetitivo é o DNA satélite, que pode representar até
20% do DNA nuclear de uma planta, cerca de 50% de alguns genomas de insetos e roedores e
menos de 5% em seres humanos. Elementos transponiveis, que também sdo um tipo de DNA
repetitivo, sdo altamente abundantes em alguns genomas, cerca de 45% no genoma humano,
52% do genoma do gamb@, podendo também atingir cerca de 85% de alguns grandes genomas
de plantas, como o do milho (FLORES e RAMOS, 2012). Em Arabidopsis thaliana, por
exemplo, foi identificado uma familia de DNA satélite centromérica de 180 pb, altamente
repetitiva. Essa familia repetitiva constitui entre 2 e 5% do genoma de Arabidopsis e foi
mapeada exclusivamente nas regiGes centroméricas dos cinco pares de cromossomos de A.
thaliana (NAGAKI et al., 2003).

Existem dois tipos de sequéncias repetitivas: as dispersas (elementos transponiveis) e
as repetidas em tandem (JURKA et al., 2007). Os elementos transponiveis, propostos por
Barbara Mc Clintock, sdo fragmentos de DNA que possuem capacidade de se mover e
influenciarem na expressdo génica no local de insercdo. Possuem comprimentos que vao até
30kb e estdo espalhados na maioria dos cromossomos. S&0 em sua maior parte elementos
transponiveis inativos e, muitas vezes, cdpias incompletas desses elementos, principalmente
aqueles pertencentes a classe dos retroelementos. J& as sequéncias em tandem possuem

unidades de repeticdo (mondmeros) adjacentes umas as outras (JURKA et a.l, 2007).

Repeticdes em tandem sao classificadas em microssatélites (monémero de 2-5 pb),
minissatélites (mondmero de 600-100 pb) e DNA satélite, cujos arranjos podem medir até 100
Mb com unidades de repeticdo com comprimento variavel. As repeticdes em tandem do tipo
DNA satelite sdo geralmente encontradas em posicdes especificas dos cromossomos que
apresentam um papel funcional, podendo ser subteloméricas/teloméricas, intercalares, como
nas regides que codificam DNA ribossomal e centroméricas (MEHROTRA; GOYAL, 2014).
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A principal caracteristica das repeticdes de DNAs em tandem € o arranjo sequencial de suas
unidades de repeticdo, ou monémeros de DNA satélite, que se organizam uma apds as outras

que podem ter tamanhos de até dezenas de megabases (PLOHL, 2010).

Sequéncias repetitivas estdo envolvidas em varios processos tais como 0 movimento
dos cromossomos e pareamento, condensacdo centromérica, recombinacdo cromossémica,
coesdo das cromatides irmds, associacdo do cromossomo com o fuso mitdtico, arranjo
cromossémico, a interacdo de proteinas com a cromatina, a determinagdo da estrutura dos
cromossomos, evolugdo cariotipica, regulacdo da expressdo génica e respostas gendmicas a
estimulos ambientais e mudancas fisiologicas (MEHROTRA; GOYAL, 2014).

O Consoércio para Sequenciamento do Genoma da Batata (PGSC) realizou em 2011 o
sequenciamento de um genotipo monoploide (DM1-3), de Solanum tuberosum com a
estimativa de cerca de 39031 genes codificadores de proteinas. O genoma apresentou cerca de
62,2% (452,5 Mb) de conteudo repetitivo, sendo que 29,4% era composto por

retrotransposons com longas repeticdes terminais (LTR)

Porces de DNA repetitivo sdo importantes constituintes da heterocromatina
centromérica, telomérica e subtelomérica. Duas repeti¢bes satélite subteloméricas (CL14 e
CL34) foram identificadas a partir da analise da fracdo repetitiva do genoma da batata. As
repetices subteloméricas CL14 e CL34 sdo organizadas em matrizes longas com monémeros
de 182pb e 339 pb, respectivamente. Atraveés da técnica de hibridizagdo in situ fluorescente
(FISH), foi possivel observar que as sequéncias CL14 e CL34 se localizaram da extremidade
da maioria dos 24 cromossomos da batata. A repeticdio CL14 hibridizou em regides
subteloméricas nos cromossomos de algumas espécies do género Solanum, de diferentes
genomas, incluindo o tomate (genoma T) que se divergiu da batata a aproximadamente 7
milhGes de anos. Entretanto a repeticdo CL34 gerou sinais fracos ou foi ausente em algumas
espécies, presente apenas em espécies intimamente relacionadas a batata. Este fato evidencia
que essas sequéncias sdo organizadas de forma independente no genoma de Solanum
tuberosum sendo CL14 uma repeticdo mais ancestral e CL34 uma repeticdo que surgiu
recentemente ja que ela esteve presente apenas em espécies intimamente relacionadas a
batata, mostrando o potencial dinamismo dos dominios subteloméricos nos genomas
eucarioticos (TORRES et al. 2011).

O estudo de elementos repetitivos no género Solanum é diverso. Tek e Jiang (2004)

caracterizaram outro elemento repetitivo da espécie diploide Solanum bulbocastanum Dunal.,
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uma regido telomérica intercalar (ITR - Intercalary Telomeric Repeat), nomeada de pSbTC1.
O isolado tem cerca de 2,8 kb com organizagdo em tandem e longos arranjos de muitos
megabases. Através da técnica de FISH foi possivel observar que essas sequéncias em tandem
estdo localizadas em regifGes centroméricas em varias espécies de batata. O estudo também
afirma que essas sequéncias sdo altamente metiladas e associadas a heterocromatina
centromérica. He et al. (2013) também exploraram a distribuicdo de sequéncias teloméricas
em diferentes espécies diploides de Solanum. Este estudo mostrou que houve uma
amplificacdo macica de ITRs nas regides centroméricas dos cromossomos de espécies de
Solanum com os genomas B e P. Esses sinais intersticiais estavam presentes em pelo menos
algum cromossomo do complemento na maioria das espécies avaliadas, entretanto ndo foi
observado sinal intersticial em tomate. Cromossomos paquiténicos de Solanum pinnatisectum
Dun. (genoma B) apresentaram uma proporcdo significativa de ITRs em suas contricdes
primarias. Outro dado relevante neste estudo € a associacdo de uma das sequéncias de DNA
associadas a CenH3 em Solanum tuberosum, St 49 (GONG et al. 2012). St49 hibridizou com
regides de DNA telomérico em tomate, mais especificamente, dois locos sobrepostos a dois
principais sinais de ITR, indicando que essas sequéncia é uma subfamilia de ITRs em batata.

Com o intuito de avaliar o DNA repetitivo de batata, Tek et al. (2005) investigaram
por analises citogenéticas e moleculares uma repeticdo em tandem, denominada Sobo,
detectada apenas em uma espécie diploide de batata Solanum bulbocastanum Dunal. A
repeticdo Sobo foi mapeada em um Unico local, na regido pericentromérica do cromossomo 7
da espécie. Esse unico loco abrange 360kb de um monémero de 4,7 kb. A anéalise molecular
evidenciou que parte do mondmero Sobo é similar a sequéncias LTRs de um retrotransposon
presente no genoma da espécie, sugerindo que o monémero original pode ter surgido por
recombinacdo de uma regido genémica entre dois LTRs separados com outras sequéncias
repetitivas.

O estudo de DNA repetitivo do tomate, tal como o da batata e outras espécies do
género é uma das pecas centrais na identificacdo genética de espécies do género Solanum
(VAN DER HOEVEN et al., 2002). Hirakawa et al. (2014) realizaram o sequenciamento de
todo o genoma de Solanum melogena L. (beringela). A estimativa € de cerca de 85446 genes
presentes na espécie, apresentando um comprimento total de 586,8 Mb, 70% do seu genoma
constituido de sequéncias de DNA repetitivo. Assim como os dados de sequenciamento do
genoma da batata (PGSC, 2011), o tomate também teve seu genoma sequenciado em 2012
(TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012). As analises desse genoma revelaram um
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tamanho gendmico de 900 Mb, com uma estimativa de cerca de 18320 genes ort6logos. Em
relagdo ao genoma da batata, 0 genoma do tomate mostrou 8,7% de divergéncia em relacéo
aos nucleotideos das regides eucromaticas e mais de 30% de divergéncia nas regides

intergénicas e heterocromaticas (ricas em DNA repetitivo).

Em 1991, Lapitan, Ganal, Tanksley, realizaram uma pesquisa molecular e citogenética
de sequéncias de DNA repetitivo em tomate, Solanum lycopersicum. Foram utilizados 1000
clones e foram isoladas quatro familias de DNA repetitivo. Essas quatro principais familias
foram encontradas e caracterizadas em relagdo ao numero de coépias, localizagdo
cromossdmica e evolucdo na familia Solanaceae. A classe TGRI (DNA satélite, altamente
repetitivo) apresentou 77000 cépias do mondmero de 162 pb, normalmente perto dos
telomeros, centrdmeros e em alguns locais intersticiais dos cromossomos. A classe de rDNA
45S, apresentou 2300 copias do mondémero de 9,1 Kb, com um loco Gnico com sinal de
hibridizacdo intenso no final do cromossomo 2. A classe TGRII mostrou estar em regides
intercalares em quase todos os cromossomos com mondmero de 133 Kb (média entre os
elementos) e 4200 cdpias. A quarta classe, TGRIII, foi encontrada em regibes intercalares,
agrupadas em algumas regiGes cromossémicas, nas regides centromericas e com cerca de

2100 copias.

Algumas repeticdes teloméricas (TR) e subteloméricas (TGR1) foram investigadas por
meio da técnica de fiber-FISH em tomate para analisar a organizacdo molecular e citologica
dessas sequéncias na espécie Solanum lycopersicum. A maioria dos telémeros é composta
tanto por repeticdes teloméricas quanto subteloméricas separadas por um espacador génico e
uma alta variacdo no tamanho de ambas as repetices. As fibras revelaram um comprimento
de 223-1330 Kb, tanto nos blocos constituidos pelas repeticdes teloméricas, quanto para as
subteloméricas, sugerindo que todos 0s cromossomos tém sua propria organizacao telomérica
(ZHONG et al., 1998).

Outro trabalho realizado no sentido de estudar o DNA repetitivo de Solanum foi
realizado por Stupar et al. (2002) que mostraram a existéncia de uma Unica classe de
heterocromatina pericentromérica, nomeada 2D8. Essa repeticdo foi isolada de Solanum
bulbocastanum e possuia 5,9kb. Consistia de uma sequéncia de DNA repetitivo em tandem,
altamente homdéloga com espacadores intergénicos (IGS) dos genes de RNA ribossomal 18S e
25S. Este estudo evidencia a possibilidade de que os elementos 2D8 tenham derivado de

espacadores intergénicos, corroborando com estudos que encontraram evidéncias de
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sequéncias relacionadas ao DNA ribossémico distribuidas por todo o genoma eucaridtico.
Este estudo também mostra que 2D8 possui uma evolugdo dindmica, altamente variavel na

estrutura e nimero de copias ao longo do género Solanum.

Um tipo especial de DNA repetitivo € 0 DNA centromérico. O DNA centromérico € o
mais abundante em repeticdes em tandem encontradas em plantas e animais (MEHROTRA;
GOYAL, 2014). Centrdmeros sdo constricbes primarias dos cromossomos eucarioticos,
responsaveis pelo movimento cromossdmico durante a mitose e meiose (FANG e SPECTOR,
2005). S&o locais de montagem do cinetdcoro e ligagdo das fibras do fuso, permitindo assim a
manutencdo e segregacdo fiel dos cromossomos e cromatides durante a divisdo celular,
garantindo a estabilidade genética (JIANG et al., 2003). Os centrémeros funcionais contém
nucleossomos centroméricos especializados, associados a organizagdo da cromatina, onde a
histona 3 (H3) é substituida pela presenca de uma variante (CenH3) localizada no centrémero
(FANG e SPECTOR, 2005; JIANG et al., 2003).

Os cromossomos normalmente possuem uma Unica constricdo primaria, formando um
cromossomo monocéntrico. Entretanto existem organismos que possuem mais de um
centrémero, ou até mesmo ndo possuem uma constricdo primaria e seus cromossomos Sao
constituidos por um centrébmero disperso, em muitos subdominios, ao longo de todo o
comprimento cromossémico (DEMBURG, 2001). Cromossomos dicéntricos, por possuirem
dois centrébmeros, sdo muito instaveis, devido a formacdo de pontes na anafase, ocasionando
em cromossomos quebrados ou rearranjados. Entretanto, em alguns casos, esses cromossomos
sdo estabilizados devido a inativacdo de um dos dois centrdmeros, permitindo com que o
Cromossomo se comporte como monocéntrico (PLOHL, MESTROVIC, MRAVINAC, 2014).
Essa inativacdo ainda ndo foi muito bem elucidada, porém, mudancas epigenéticas, como
alteracOes nas histonas, causam essa inativagdo no milho (HAN et al., 2006) e trigo (ZHANG
et al., 2010).

Os cromossomos holocéntricos sdo caracterizados pela auséncia da constri¢do
primaria e apresentam normalmente a proteina centromeérica, CenH3, distribuida ao longo do
eixo de cada cromatide (SILVA, 2016). Nesses cromossomos existe uma placa cinetocorica
com fibras do fuso unidas ao longo do comprimento total do cromossomo (PLOHL,
MESTROVIC, MRAVINAC, 2014). Em Luzula elegans Lowe. foi realizada a primeira
analise gendmica de uma espécie vegetal holocéntrica, evidenciando que o DNA satélite pode

ser um importante determinante centromérico nessa espécie (HECKMANN et al., 2013). A
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forte relacdo da CenH3 com a funcionalidade centromérica inicialmente desfocou a
importancia do DNA constituinte dos centromeros, entretanto o DNA que compde o0s
centrdmeros, muitas vezes compostos por longos arranjos de DNA satélite, sdo importantes e

representam uma funcéo conservada em alguns organismos eucarioticos (JIANG et al., 2003).

Gong et al., (2012) realizaram estudos sobre a caracterizacdo de sequéncias de DNA
associadas com a CENH3 em batata (Solanum tuberosum). Eles observaram que S. tuberosum
(genoma A) possui caracteristicas peculiares, por possuir sequéncia cromossomo especifica
para alguns dos 12 cromossomos da batata. Foram encontradas sete sequéncias centroméricas
repetitivas em S. tuberosum. Foi observado que cinco centromeros (Cen4, CENG6, CenlO,
Cenll e Cenl2) ndo possuiam repeticdes satélite, mas continham principalmente sequéncias
simples e de baixo numero de cdpias, incluindo genes ativos. Entretanto, seis centrdmeros da
batata (CEN1, Cen2, CEN3, Cen5, Cen7 e Cen8) sdo compostos por arranjos de repetigdes
satélite especifica para cada cromossomo, um arranjo raro em comparacdo com outros

eucariotos.

Outro trabalho que contribuiu para o melhor entendimento da complexidade
centromérica na batata foi realizado por Zhang et al., (2014) com S. verrucosum (genoma A),
uma espécie selvagem proximamente relacionada a S. tuberosum e ja proposta como seu
ancestral. Neste trabalho foi observado que S. verrucosum possuia tanto centrdmeros
compostos por DNA repetitivo como por DNA de copia Unica ou com baixo numero de
copias. Foram encontradas nove sequéncias centroméricas repetitivas. Os centrémeros dos
cromossomos 2, 4, 7 e 10 apresentam essencialmente DNA satélite. Os centromeros dos
mesmos cromossomos em S. tuberosum sdo compostos tanto por DNA repetitivo (2 e 7)
guanto por DNA ndo repetitivo (4 e 10) e as sequéncias que 0s compdem ndo apresentam
homologia com aquelas em S. verrucosum (GONG et al., 2012). Zhang et al., (2014)
consideram a hipdtese de que as repeticdes presentes nos centrdbmeros 4 e 10 de S.
verrucosum tenham invadido o genoma da espécie ap6s sua divergéncia de S. tuberosum, que
teria por sua vez mantido a composicdo do DNA centromérico com copias Unicas. Cinco
diferentes repeticOes satélites estdo presentes nos genomas das duas espécies e sequéncias
homeologas de copia Unica foram encontradas em comum apenas no centrémero do

cromossomo 9, revelando sua rapida evolugédo entre espécies proximamente relacionadas.

Oliveira (2015) também analisou sequéncias repetitivas centromericas de espécies de

Solanum. Foram avaliadas sequéncias repetitivas centroméricas em Solanum chomatophilum
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(2n=2x=24), portadora do genoma P (mais préximo ao genoma A) através de dois acessos da
espécie. Foram identificadas quatro sequéncias repetitivas, com comprimentos de 600 pb a 3
kb, comprimentos estes incomuns para repeticdes localizadas nos centrdmeros. As analises de
FISH mostraram que essas repeticdes compdem de 6-7 centrdmeros. Foi observado que houve
variacdo na distribuicdo dessas sequéncias quando elas foram mapeadas para os dois acessos
da espécie em estudo. Alem da diferenca na distribuicdo dessas sequéncias nos acessos
utilizados, Oliveira (2015) observou que existia divergéncia entre cromossomos homaélogos e
também entre plantas de um mesmo acesso. Observou-se também que todas as sequéncias
centroméricas isoladas de S. chomatophilum foram encontradas no genoma A, porém ausentes

nos outros genomas, com excec¢do de uma sequéncia que foi encontrada no genoma E.

Nesses trabalhos, foram feitos experimentos de imunoprecipitagdo da cromatina
(ChlIP), com uso da CenH3 para o isolamento do DNA centromérico dessas trés espécies. A
dindmica evolutiva das sequéncias centroméricas dessas trés espécies foi avaliada em espécies
selvagens de Solanum portadoras de outros quatro genomas (genomas B, P, T e E), entretanto
esses dados ndo foram observados em espécies poliploides, portadoras dos genomas C e D.
Os resultados obtidos nos trés trabalhos apontam para diferencas significativas na composi¢ao
do DNA centromérico, mesmo em espécies muito relacionadas (ZHANG et al. 2014; GONG
etal., 2012; OLIVEIRA, 2015).

No Quadro 1 pode ser observado um esquema de distribuicdo das sondas
centroméricas localizadas nas espécies S. tuberosum (2n=4x=48, AAAA), S. verrucosum
(2n=2x=24, AA) e S. chomatophilum (2n=2x=24, PP) e a localizagdo das mesmas nos
cromossomos e também sua distribuicdo em espécies portadoras dos genomas B, P e E, de
acordo com os trabalhos de Zhang et al. 2014, Gong et al., 2012 e Oliveira, 2015.



Quadro 1: Localizacdo de sondas centroméricas de Solanum tuberosum (AA — Sondas St), 26
Solanum verrucosum (AA - Sondas Sv), Solanum chomatophilum (PP — Sondas Sc) nos
cromossomos dos genomas A, P,Be E

Sondas S. tuberosum S. verrucosum | S. chomatophilum | S. jamesii S. palustre e
(genoma A) (genoma A) (genoma P) (genoma B) etuberosum
(genoma E)
Sv14 Ausente cen4 Ausente Ausente Ausente
Sv 44 Ausente cen4 Ausente Ausente Ausente
Sv 161.5(St24) [ cenl cen’7 Ausente Ausente Sinal 2
Sv 161.6 (St cen’ cen’ Ausente Ausente Ausente
57)
Sv 54 cen9 cen2el0 cen 2 (sinal unico) | Ausente Ausente
Sv 123 Ausente cen2el0 cen 1, 2 e outro Ausente Ausente
desconhecido.
Sv 98 Todos 0s Todos o0s Ausente Ausente Ausente
Cromossomos €romossomos
Sv 43 Todos os Todos os 7 Cromossomos Ausente Ausente
Cromossomos €romossomos
Sv 132 Todos 0s Todos o0s Ausente Todos o0s Todos o0s
Cromossomos €romossomos Cromossomos | Cromossomos
St 49 cen5euma Multiplos Multiplos Multiplos cen5euma
localizagdo ndo | centrGmeros centrdmeros centrémeros localizagéo
centromérica em nao
outro par centromérica
em outro par
St 18 cen9 Cen Sinais dispersos em | Ausente Sinal 2
desconhecido | todos os
Cromossomos
St 24 cenl Cen Ausente Ausente Ausente
desconhecido
St 57 cen’ cen’ Ausente Ausente Ausente
St 3-58 cen 2 Ausente Ausente Ausente Ausente
St 3-238 cen8 Ausente Sinais dispersos em | Ausente Ausente
todos os
Cromossomos
St 3-294 ¢ cen3 Ausente Ausente Ausente Ausente
Sc 83 Todos Ausente Acesso A: Cen Ausente 6 centrdmeros
Cromossomos desconhecido
(n&o especificos Acesso B: cen3e
para 0s uma cépia de cen
centrdmeros) desconhecido
Sc 111 cen 3e9 Ausente Acesso A: Cen 2 Ausente Ausente
Acesso B: Ausente
Sc 92/108 Todos Ausente Acesso A: cenl, e | Ausente Ausente
Cromossomos uma copia do cen 2
Acesso B: Uma
copiadocenl
Sc 92/108/111 | Ausente cen2el0 Acesso A: Ausente | Ausente Ausente

Acesso B: cen 2




27

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Para os experimentos de localizacdo das sequéncias centroméricas foram usadas
espeécies alopoliploides portadoras dos genomas AC e AD. As espécies tetraploides portadoras
do genoma C utilizadas foram: Solanum agrimonifolium Rybd. (2n=4x=48, A<' A< C2 C?) e
Solanum longiconicum Bitter. (2n=4x=48, Ac¢ ' Ac¢ ! C! C!). As espécies hexaploides
portadoras do genoma D utilizadas foram: Solanum guerreroense Correll. (2n=6x=72,
AADDDeDg) e Solanum demissum Lindl.(2n=6x=72, AADDD<D¢). Para obtencao das sondas
a partir de amplificacdo via PCR e validacdo das sondas foram utilizadas as espécies diploides

Solanum tuberosum (monoploide), Solanum verrucosum e Solanum chomatophilum.

As sementes foram plantadas em vasos, em casa de vegetacao na Universidade Federal
de Lavras- UFLA, para obtencdo de raizes de todas as espécies para preparo de laminas e

folhas das espécies diploides para extracdo de DNA gendmico.
3.2 Preparo das laminas

Para obtencdo dos cromossomos mitdticos, raizes com cerca de 1 cm foram coletadas
de vasos mantidos em casa de vegetacdo e submetidas a tratamento com solucdo de 8-
hidroxiquinoleina 3mM, com o tempo de exposic¢do de 2-4 horas em temperatura ambiente, no
escuro.

Apds o tratamento, as raizes foram fixadas em 3 etanol : 1 &cido acético gelado e
mantidas a -20 °C. ApGs a lavagem das pontas de raizes para retirada do fixador, as mesmas
foram submetidas a digestdo enzimatica em solucdo de pectinase Onozuka R10 0,7%, celulase
0,7%, pectoliase 1% e citohelicase 1% a 37 °C, por cerca de 2 horas.

As laminas foram montadas pela técnica de secagem a chama. Apds a avaliacdo em
microscopio de campo claro, ldminas com maior numero de metafases com boa morfologia

cromossomica foram selecionadas para os experimentos de hibridizacéo in situ fluorescente.
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3.3 Hibridizagao in situ fluorescente (FISH)

3.3.1 Amplificagdo e marcagéo do rDNA 45S utilizado como sonda controle
A sequéncia de rDNA 45S foi usada como sonda para caracterizar esse sitio nas
espéecies em estudo e para servir como controle positivo nos experimentos com sondas

centroméricas nos cromossomos das espécies portadoras do genoma AC ou do genoma AD.

Bactérias transformadas com o vetor contendo a sequéncia 45S de trigo foram
cultivadas em meio LB contendo antibiotico ampicilina selecionador. A partir de coldnias
isoladas dessa cultura foi feita cultura em meio liquido e extragdo do plasmideo com uso do
Kit Plasmid Mini (Quiagen).

A sonda 45S foi marcada com biotina por meio da técnica de “Nick Translation”.
Cada reacdo de marcacao teve 1 pg de DNA da sonda, tampao de reacdo (0.5 M Tris HCI pH
7,5, 50 mM MgCI2), nucleotideos (dATP, dCTP e dGTP a 0.5 mM cada), nucleotideo
marcado (0.33 mMdTTP + 0.16 mMdUTP marcado com biotina), 0.02 U de DNAse 1 e 0.5 U
de DNA Polimerase | em um volume final de 50 uL. O produto da reacdo foi visualizado em
eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacdo do tamanho do(s) fragmento(s) e

verificacdo do padréo de amplificacéo.

3.3.2 Amplificacdo e marcacdo do DNA repetitivo centromérico utilizados como

sonda

As sondas centroméricas utilizadas neste estudo, identificadas em S. tuberosum e S.
verrucosum, ambas com genoma A, e em S. chomatophilum, genoma P, foram escolhidas em
funcdo de suas ocorréncias em genomas mais distantes do genoma A, como E e B, além da
maior distribuicdo no genoma A. Foram verificados o padrdo de distribuicdo de duas
repeticdes identificadas em S. tuberosum (St18 e St 49) por Gong et al. (2012), trés repetices
identificadas em S. verrucosum (Sv54, Sv123 e Sv 161.5) por Zhang et al. (2014) e trés
repeticdes identificadas em S. chomatophilum (Sc 83, Sc 111 e Sc 92/108) por Oliveira
(2015).

As sondas foram amplificadas por reacdes de PCR utilizando primers cujas sequéncias
estdo disponibilizadas nos artigos. As reacOes de amplificagdo foram feitas usando DNA

gendmico isolado de folhas jovens do clone monopléide DM1-3 516R44 (S. tuberosum grupo
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phureja), de S. verrucosum e S. chomatophilum usando o Kit para extracdo de DNA
gendémico QIAGEN (Valencia, CA). A reacdo de PCR foi feita em 25 puL de mix contendo
tampédo de reacdo 1x; MgCl, 3 mM, dNTPs 0.25 mM, primers 0.4 uM, 0.02 U de Platinum
Tagq Polymerase (Invitrogen), 10 ng de DNA gendmico. As condi¢cdes de amplificacdo
programadas em termociclador foram 95°C por 5 min; 32 ciclos (30 seg a 95°C, 1min a 57°C,
45 seg -1 min a 72 °C dependendo do tamanho do fragmento); 5 min a 72 °C. Os produtos da
reacdo foram visualizados em eletroforese em gel de agarose 1% para confirmacdo do
tamanho do(s) fragmento(s) e verificacdo do padrdo de amplificacéo.

Os produtos de PCR foram marcados com biotina-16-UTP ou digoxigenina-11-dUTP
(Roche Diagnostic, Indianapolis) por meio de reagdo “nick translation” padrdo. A reagdo foi
feita em 50 pL de mix contendo tampé&o de reacdo 1x; 1 pg do produto de PCR; nucleotideos
dATP,dCTP e dGTP 0.5 mM; dTTP 0.33 mM; dUTP marcado com biotina ou digoxigenina
0.17 mM; 4 x 10" U de DNAse | e 0.25 U de DNA Polymerase I, a 15°C for 1,5 h. O
tamanho dos fragmentos (entre 100 e 500 pb) foi confirmado em eletroforese em gel de

agarose.

3.3.3 Hibridizacgéo e detec¢do das sondas

Os cromossomos obtidos nas preparacdes feitas com meristemas das espécies
poliploides (genoma C e D) foram desnaturados com formamida 70% em SSC 2x, por cerca
de 1,5 min a 85 °C e desidratados em séria alcoolica: etanol 70% (-20 °C); 90% and 100% por
5 minutos cada. A mistura de hibridizacdo (Formamide 50%, SSC 2x, sulfato de dextran 10%,
50-100 ng de sonda marcada) foi desnaturada por 10 minutos a 95 °C e resfriada em gelo por
pelo menos 5 minutos. A mistura de hibridizacdo foi aplicada sobre a preparacéo
cromossémica, coberta com laminula 22 X 40 mm e colocada em camara Umida de um dia
para o outro.

A deteccdo das sondas foi feita com o uso dos anticorpos antibiotina conjugada com
alexafluor 488 e antidigoxigenina conjugada com rodamina (Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN) ap6s lavagens estringentes com tampdo SSC 2x e TNT. Os cromossomos foram
contracorados com DAPI (diamidinefenilindole) em meio de montagem “antifade”
VectorShield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). As laminas foram analisadas em
microscopio de epifluorescéncia Nikon eclipse E400, com uso dos filtros para DAPI
(Excitagdo:330-385nm; Emissdo:420nm), Alexafluor488 (Excitagdo:510-550nm;
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Emissdo:590nm) e Rodamina (Excitagdo: 400-410nm; Emissdo:455nm). As imagens foram
avaliadas em microscopio de epifluorescéncia Olympus BX60 com cdmara monocromatica
refrigerada, capturadas com uso do software NIS Elements BR, e processadas no Adobe
Photoshop CS6.

As sondas centroméricas de S.tuberosum, S.verrucosum foram inicialmente
hibridizadas em metafases das suas espécies originais, para a validacdo das sondas obtidas por
amplificacdo de PCR (ANEXO A). As sondas utilizadas de S.chomatophilum foram as

mesmas utilizadas no trabalho original e cedidas pelo autor (OLIVEIRA, 2015).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os genes ribossomais 45S estdo organizados em tandem, formando blocos com
centenas ou milhares de copias, que podem corresponder a até 10% do genoma de plantas.
Sao sequéncias de DNA muito Uteis para estudos cromossdémicos, por serem de facil
identificacdo nos cromossomos por meio de hibridizacdo in situ, e por terem ampla
distribuicdo ao longo de diferentes grupos taxondmicos pelo fato de serem muito conservadas
(GUERRA, 2004). Em funcdo dessas caracteristicas, a sequéncia 45S foi caracterizada nas
quatro espécies alopoliploides de Solanum usadas nesse estudo, para servir como controle
positivo para os experimentos de hibridizacdo com as sondas centroméricas isoladas em
espécies diploides com genoma A ou P. Das espécies portadoras do genoma AC, S.
longiconicum (2n=4x=48, AACC), apresentou 4 sitios de rDNA 45S (dois maiores e dois
menores), enquanto S.agrimonifolium (2n=4x=48, AACC), apresentou apenas 2 sitios (figura
1, A e B). Ja no genoma AD, as duas espécies utilizadas S. demissum (2n=6x=72) e S.
guerreroense (2n=6x=72), apresentaram 4 sitios de rDNA 45S (figura 1, C e D). Chiarini
(2014) observou a distribuicdo da sonda de rDNA 45S em populagdes diploides (2n=2x=24) e
poliploides (2n=4x=48, 2n=6x=72) de Solanum elaeagnifolium. Nas espécies poliploides, o
autor mostrou que o nimero de marcas de 45S correspondia ao nivel de ploidia. De um modo
geral, a distribuicdo de sequéncias de rDNA 45S e 5S em espécies poliploides de Solanum
ndo segue um padrdo especifico e ndo precisa necessariamente estar associado ao nivel de
ploidia, como nas espécies S luteum (2n=48) e S. nigrum (2n=72) e S.laciniatum (2n=92), que
apresentaram dois, e quatro sitios, respectivamente (Melo, 2009). Ndo foram encontrados
trabalhos sobre a distribuicdo de rDNA 45S nas espécies utilizadas no presente estudo.
Nossos resultados se assemelham ao descrito de que o nimero de sitios de 45S das espécies S.
agrimonifolium, S. guerreroense e S.demissum ndo corresponde necessariamente ao nivel de

ploidia.

A partir do padrdo de distribuicdo de 45S nas quatro espécies foi possivel demonstrar a
auséncia de sinal para algumas sequéncias centroméricas. No genoma AC, as sondas St18 e
St49 (S.tuberosum), Sv54 (S.verrucosum) e Sc92/108 (S.chomatophilum) foram ausentes
(figura 3, B e J; Quadro 2), sendo identificadas apenas a sonda 45S. No genoma AD a
repeticdo St18, também esteve ausente (figura 2, B). O quadro 2 apresenta o resumo do
padrdo de hibridizacdo das sondas usadas no presente trabalho e nos trabalhos prévios em que

foram caracterizadas nos genomas A de S. tuberosum e S. verrucosum, para permitir a
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inferéncia sobre a dinamica das sequéncias nos genomas C e D que compdem oS

alopoliploides juntamente com o0 genoma A.

S. longiconicum S. agrimonifolium
Genoma AC Genoma AC

S. demissum S. guerreroense
Genoma AD Genoma AD

Figura 1: Mapeamento por FISH de locos de rDNA 45S (verde em A, C e D; vermelho em B) em
cromossomos contracorados com DAPI nas espécies (A) Solanum longiconicum (2n=4x=48) e (B)
Solanum agrimonifolium (2n=4x=48), portadoras do genoma AC e (C) Solanum demissum
(2n=6x=72) e (D) Solanum guerreroense (2n=6x=72), portadoras do genoma AD. Barras= 10um.
Fonte: Do autor (2017)
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Quadro 2: Resumo das analises de FISH das repeticdes centroméricas isoladas de
S.tuberosum (GONG et al, 2012), S.verrucosum (ZHANG, et al 2014) e S. chomatophilum
(OLIVEIRA, 2015) em espécies do genoma A (previamente identificadas) e em espécies

alopoliploides portadoras do genoma AC e AD de Solanum do presente trabalho.

Sondas S. tuberosum S. verrucosum Genoma AC Genoma AD
(2n=24,AA) (2n=24,AA) (2n=48) (2n=72)
St18 Especifica para Um par Ausente Ausente
Cen9 cromossémico néo
identificado
St49 Especifica para Sinal centromérico | Ausente Sinal
Cen5endo e/ou centromérico
centromérica em | pericentromérico elou
outro par em multiplos pericentromeé
cromossémico Cromossomos rico em
multiplos
Cromossomos
Sv54 Especifica para Especifica para Ausente 4 sinais
Cen 9 Cen 2 e Cen 10
Sv161.5 Especificapara | Especifica para 2 sinais 4 sinais
Cenl Cen7
Sv123 Ausente Especifica para 2 sinais 2 sinais
Cen 2 e Cenl0
Sc83 Ausente Sinais em todos os | Sinais dispersos | 2 sinais
cromossomos, ndo | nao especificos
especificos para os | para 0s
centrdmeros centrdmeros
Sci11 Especificapara | Ausente Ausente 4 sinais
Cen3eCen9 (colocalizado
scom 4
sinais de
Sc92/108)
Sc92/108 Sinais dispersos | Ausente Sinais dispersos | Sinais
em todos 0s em todos 0s dispersos em
Cromossomos Cromossomos, todos os
(mais abundantes com maior Cromossomos
nos centrémeros) intensidade em | e 7 sinais
alguns mais intensos
centrémeros nos
centrOmeros
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A sequéncia St18 ndo esta presente nos genomas AC e AD avaliados (Figura 2, B;
Quadro 2). Para o genoma A, em S. tuberosum, St18 foi especifica para o centrdmero 9,
enquanto em S. verrucosum hibridizou apenas em um par de cromossomos diferente do 9.
Nos genomas P e B gerou sinais fracos dispersos em todos 0s cromossomos. Essa repeticéo
pode estar relacionada a retrotranposons do tipo LTR, uma provavel fonte para o surgimento
de novas repeticBes satélite centroméricas em batata (GONG et al., 2012), como é o caso da
repeticdo satélite Sobo isolada de S. bulbocastanum amplificada a partir de um
retrotransposon (TEK e JIANG, 2004). As evidéncias sdo de que St18 seja uma repeticdo
recente, que pode ter sido amplificada de forma independente nas duas espécies do genoma A
em que foram identificadas (GONG et al, 2012), em eventos posteriores a formacgdo dos

alopoliploides em estudo que apresentam genoma A (AC e AD).

A sequéncia St49 esta ausente no genoma AC e presente na regido centromérica de
maultiplos cromossomos de AD (Figura 2, C; Quadro 2). A repeticdo centromérica St49 esta
presente na regido centromérica dos genomas A, B, P e E, 0 que indica se tratar de uma
sequéncia antiga. No genoma T do tomate, a hibridizacdo se deu na regido telomérica dos
cromossomos e os estudos de similaridade mostraram que St49 pertence a um grupo amplo de
satélites com sequéncias ricas em AT e com motivos teloméricos (GONG et al., 2012). O
padrdo de hibridizacdo nos dois genomas A (S. tuberosum e S. verrucosum) foi bastante
distinto, sendo a sequéncia especifica para o centrdbmero 5 e ndo centromérica em outro par
para S. tuberosum e centromérica e/ou pericentromérica em multiplos cromossomos para S.
verrucosum, assim como observado no genoma AD nesse estudo (Figura 2, C; Quadro 2).
Isso indica maior distanciamento entre os genomas A dos alopoliploides, maior proximidade
do genoma A de AD com o genoma A de S. verrucosum e auséncia da sequéncia no genoma
C.

A sequéncia Svb4 gerou 4 sinais centoméricos no genoma AD (figura 2, F) e foi
ausente no genoma AC (Quadro 2). Em S. tuberosum Svb54 é especifica para o centrdmero 9,
enguanto que para S. verrcosum € especifica para os centrdmeros 2 e 10. No genoma P, o
mais proximo do genoma A, foi detectada em um par cromossémico nédo identificado e nos
genomas B e E estava ausente (ZHANG et al., 2014). Nesse genoma, 0s 4 sinais gerados
podem estar presentes nos cromossomos que pertencem ao genoma A ja que eles coincidem

com 0s 4 sinais caracteristicos do genoma A de S. verrucosum.
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Figura 2: Mapeamento por FISH de repeticbes de sondas centroméricas na espécie Solanum
guerreroense (2n=6X=72), portadora do genoma AD . Cromossomos da espécie corados com DAPI
(A, E)); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica St18 e DNAr 45S (B); sinais de FISH gerados
pela sonda centromérica St49 (C); sobreposi¢do dos sinais de FISH gerados pelas sondas
centroméricas St18, St49 e 45S com DAPI no genoma AD (D); sinais de FISH gerados pela sonda
centromérica de Sv54 (F); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica de Sv161.5 (G);
sobreposicdo dos sinais de FISH gerados pelas sondas centroméricas Sv54, Sv161.5 e 45S com DAPI
no genoma AD (H). Barras= 10um. Fonte: Do autor (2017)
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No genoma AD, Sv 161.5 evidenciou quatro sinais centroméricos em dois pares de
cromossomos, sendo dois blocos de sinais maiores e dois menores (figura 2, G), enquanto no
genoma AC, Sv 161.5 revelou dois sinais centroméricos em um par cromossémico (figura 3,
C). Essa repeticdo € especifica para o centromero 7 de S. verrucosum e para o centrémero 1
de S. tuberosum, sendo considerada pelos autores como uma sequéncia recente, presente
apenas no genoma A (ZHANG et al., 2014). Assim, as marcas geradas nos genomas AC e
AD, provavelmente pertencem aos cromossomos do genoma A, sendo que no genoma AD

pode ter havido uma amplificacdo ou duplicagdo cromossémica.

A terceira sonda obtida de S.verrucosum, Sv 123, tanto no genoma AC (figura 3, F)
guanto no genoma AD (figura 4, B), revelou dois sinais nos centrdmeros em um par
cromossémico. No genoma A de S. verrucosum essa sequéncia foi especifica para 0s
centromeros 2 e 10, no genoma P esteve presente em trés pares cromossémicos (1, 2 e um
desconhecido) enquanto que no genoma A de S. tuberosum estava ausente (ZHANG et al.,
2014). Portanto, os centrdmeros observados pertencem ao genoma A mais proximo do

genoma de S. verrucosum.

O trabalho de Oliveira (2015) demonstrou a existéncia de 4 clusters (Sc83, Sc92,
Sc111, Sc108) componentes dos centrémeros de S. chomatophilum (2n=2x=24, PP) em dois
acessos da espécie. No genoma AC, a sonda Sc83 gerou sinais dispersos, ndo centroméricos,
ao longo dos cromossomos (figura 3, G). No genoma AD, essa mesma sonda revelou dois
sinais centroméricos bem distintos, em um par de cromossomos do complemento (figura 4,
C). Essa sequéncia ndo esta presente no genoma A de S. tuberosum e produz sinais dispersos
nos cromossomos do genoma A de S. verrucosum, enquanto que nos dois acessos avaliados
de S. chomatophilum, Sc83 foi identificada em dois centrdmeros. Dessa forma, no genoma
AC o0 padrdo para Sc83 é semelhante ao genoma A de S. tuberosum e no genoma AD ¢é
semelhante ao genoma P de S. chomatophilum, indicando que essa sequéncia pode estar
presente em cromossomos do genoma D, em face ao padrdo bastante diferenciado das duas

especies com genoma A.

No genoma AD, Sc92/108 revelou quatro sinais intensos nas regides centroméricas de
dois pares de cromossomos (figura 4, F), enquanto a repeticdo Sclll mostrou uma
localizagdo dinamica, com sinais dispersos em todos 0s cromossomos, como também sete
sinais com maior intensidade em regides centroméricas e ndo centromericas (figura 4, G). Os

quatro sinais gerados pela sonda Sc92/108, se co-localizaram com quatro dos sete sinais
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resultantes da hibridizacdo da sonda Sc111 no genoma AD (figura 4, H), indicando se tratar
de um bloco composto por Sc92/108/111, como no cen2 do acesso B de S. chomatophilum
descrito por Oliveira (2015). Através de fiber-FISH, o autor pode confirmar que essas duas
repeticdes estariam associadas a mesma fibra de cromatina, sendo, portanto, parte de um
mesmo mondmero. Oliveira (2015) mostrou que 0 mondmero composto por Sc92/108/11 foi
localizado nos centromero 2 e 10 dos cromossomos de S. verrucosum, mesmo resultado no
genoma AD do presente estudo, indicando se tratar de cromossomos do genoma A do

alotetraploide.

No genoma AC, Sc92/108 ndo produziu sinal (figura 3, J) e a sonda Sc111 revelou
sinais dispersos, porém com cerca de 6-8 sinais com maior intensidade nos centrémeros
(figura 3, K). Esse resultado coincide com o descrito para S. tuberosum por Oliveira (2015),
em que a distribuicdo de Sc92/108 foi independente de Sclll, uma vez que a repeticdo
Sc92/108 foi ausente no genoma AC e a repeticdo Scl1l gerou sinais dispersos em todos 0s

Cromossomaos.
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S.lon(AC)

Figura 3: Mapeamento por FISH de repeticbes de sondas centroméricas nas espécies Solanum
longiconicum e S. agrimonifolium (2N=4X=48), portadoras do genoma AC. Cromossomos das
espécies corados com DAPI (A, E,I); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica SV54 e DNAr
45S (B); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica Sv 161.5 (C); sobreposi¢do dos sinais de
FISH gerados pelas sondas centroméricas Svb4, Sv161.5 e 45S com DAPI (D); sinais de FISH
gerados pela sonda centromérica SV123 e DNAr 45S (F); sinais de FISH gerados pela sonda
centromerica de Sc83 (G); sobreposi¢do dos sinais de FISH gerados pelas sondas centroméricas
Sv123, Sc83 e 45S com DAPI (H); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica Sc92/108 e DNAr
45S (J); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica Sc111 (K) sobreposicdo dos sinais de FISH
gerados pelas sondas centroméricas Sc111, Sc92/108 e 45S com DAPI (L). Barras= 10um. Fonte: Do
autor (2017)
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Figura 4: Mapeamento por FISH de repeticbes de sondas centroméricas nas espécies Solanum
gurreroense e S. demissum (2n=6X=72), portadoras do genoma AD. Cromossomos das espécies
corados com DAPI (A, E); sinais de FISH gerados pela sonda centromérica Sv123 e DNAr 45S (B);
sinais de FISH gerados pela sonda centromérica de Sc83 (C); sobreposi¢do dos sinais de FISH gerados
pelas sondas centroméricas Sv123, Sc83 e 45S com DAPI no genoma AD (D); sinais de FISH
gerados pela sonda centromérica Sc11ll e DNAr 45S (F); sinais de FISH gerados pela sonda
centromérica de Sc92/108 (G); sobreposicdo dos sinais de FISH gerados pelas sondas centroméricas
Sc111, Sc92/108 e 45S com DAPI no genoma AD (L). Barras= 10um. . Fonte: Do autor (2017)
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5 CONCLUSOES

A sequéncia St18 surgiu no genoma A apdés a formacao dos alopoliploides AC e AD,
e as sequéncias St49, Svb4 e Sclll surgiram no genoma A ap6s a formagdo dos

alopoliploides AC.

As sequéncias identificadas nos alopoliploides pertencem, em sua maioria, aos
cromossomos do genoma A, com padrdo semelhante ora 0 genoma A de Solanum tuberosum,

ora ao de Solanum verrucosum.

Nenhuma sequéncia é candidata a pertencer ao genoma C, enquanto que para 0

genoma D, Sc83 pode pertencer a este genoma , com padrédo similar ao genoma P.
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ANEXO A - Confirmacgdo da hibridizagdo das sondas centroméricas de Solanum

tuberosum e Solanum verrucosum.

S. verrucosum S. verrucosum | S tuberosum

Barras: 10pum. Fonte: Do autor (2017).



