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En la presente tesis, se determind el nimero cromosomico, el cariotipo, la distribucion
de heterocromatina constitutiva GC/AT y la posicion del ADNr 18-5,8-26S y 5S en
especies de Solanum (Solanaceae) de los clados Morelloide y Dulcamaroide. Para ello
se usO la técnica de tincion convencional HCI/Giemsa, bandeo cromosémico
CMAVJ/DAPI e hibridacion in situ fluorescente. Se confirmé el nimero basico x= 12 para
el género. Los taxones analizados de ambos clados tuvieron cariotipos formados en su
mayoria por cromosomas m y sm. Sélo S. sinuatirecurvum (Morelloide) present6 4
pares de cromosomas st, lo que representd el primer reporte para el clado y para el
género Solanum. Por otra parte, S. crispum (Dulcamaroide) fue la Unica especie que
presentd la mayoria de sus cromosomas sm. En general, los cromosomas fueron
pequefios y la ocurrencia de un par de satélites fue comin en los taxones examinados.
Resultaron importantes para destacar, S. pilcomayense 2287 (Morelloide) por ser la
Unica entidad en presentar satélites en los brazos largos del par m 2 y S. crispum
(Dulcamaroide) por poseer un par de satelites mas grandes que el brazo corto del
cromosoma que lo porta. Con la técnica de bandeo cromosémico CMA/DAPI se
determinaron dos tipos de heterocromatina constitutiva: una CMA'/DAPI" asociada a
NOR y otra CMA*/DAPI° que se distribuyé como bandas terminales en la gran mayoria
de los cromosomas del clado Morelloide. En Dulcamaroide, las Unicas especies que
presentaron esta caracteristica fueron S. angustifidum, S. salicifolium 818 y S.
salicifolium 794. Con la técnica de FISH se demostro que en Morelloide, los loci de
ADNIr 45S tuvieron posiciones terminales y variaron entre 2 y 4 sitios segun los taxones
examinados. Por otra parte, también en Morelloide, solo hubo 2 sitios de ADNr 5S que
variaron en cuanto a su posicion (terminales, intercalares y centroméricos). En
Dulcamaroide, los loci de ADNr 45S exhibieron todos posiciones terminales y excepto
S. salicifolium 3158 que tiene 4 sitios, el resto de los taxones mostraron 2 sitios 45S.
Los sitios de ADNr 5S variaron tanto en nimero como en posicion para las distintas
especies analizadas, siendo S. crispum la Unica entidad estudiada que presenté uno de
los sitios 5S en sintenia con el 45S. Tanto el analisis cariotipico, como el patron de
bandeo cromosdmico y la localizacion de los genes ribosémicos (ADNr 45S y 5S),
permitieron el reconocimiento de las especies reflejando los procesos de diferenciacién
cromosOmica asociados a la especiacion. Todos estos resultados se convirtieron en
herramientas Utiles para establecer posibles homeologias cromosémicas entre las

especies.
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In this work, the chromosomic number, karyotype GC/AT constitutive heterochromatin
distribution and the position of rDNA 18-5.8-26S and 5S were determined in species of
Solanum (Solanaceae) of Morelloid and Dulcamaroid clades. For this purpose, we
employed the classical staining technique HCI/Giemsa, CMA/DAPI chromosomic
banding and fluorescent in situ hybridization (FISH). The basic number x= 12 was
confirmed for the Solanum genus. The studied taxa in both clades presented karyotypes
formed mostly by m and sm chromosomes. Only S. sinuatirecurvum (Morelloid)
displayed 4 st chromosome pairs, being this the first report for the clade and for the
genus. On the other hand, S. crispum (Dulcamaroid) was the only species that exhibited
mostly sm chromosomes. In general, the chromosomes were small and the occurrence
of a satellite pair was a common finding in the examined taxa. Remarkably, S.
pilcomayense 2287 (Morelloid) was the only entity presenting satellites in the long arms
of m pair 2, whereas S. crispum (Dulcamaroid) showed a pair of satellites larger than
the short arm of the bearing chromosome. Two types of constitutive heterochromatin
were determined utilizing CMA/DAPI chromosome banding: CMA*/DAPI" associated
to NOR and CMA'/DAPI° distributed as terminal bands were found in most
chromosomes in the Morelloid clade. In Dulcamaroid, only S. angustifidum, S.
salicifolium 818 and S. salicifolium 794 presented this feature. It was demonstrated
using FISH that the 45S rDNA loci presented terminal positions and varied among 2
and 4 sites according to the examined taxa in Morelloid. Conversely, only 2 rDNA 5S
sites were found with variable positions (terminal, intercalary and centromeric) in this
clade. In Dulcamaroid, rDNA 45S loci exhibited 2 sites and terminal positions, with the
exception of S. salicifolium 3158 that presented 4 sites. rDNA 5S varied in number and
in position for the analysed species, being S. crispum the only entity presenting one of
the 5S sites in sinteny with 45S. The karyotype profile, chromosome banding pattern as
well as the location of ribosomic genes (rDNA 45S and 5S) allowed the recognition of
the species, thus reflecting the chromosome differentiation associated to speciation. All
the findings obtained contributed to the development of tools that can be used in the

establishment of chromosome homeologies among the species.
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Introduccion General

Solanaceae Juss. es una de las familias mas grandes de angiospermas con 92
géneros y ca. 3000 especies (Hunziker, 2001), con gran variacion en habito,
morfologia y ecologia. Si bien su distribucion es cosmopolita, posee como centro de
origen y diversidad primaria la region central de Ameérica del Sur (Knapp, 2013).
También existen otros centros de diversidad secundarios localizados en América del
Norte, Europa, India, Australia, Africa y Madagascar (D’Arcy, 1991; Edmonds &
Chweya, 1997; Hunziker, 2001; Olmstead et al., 2008).

Esta familia es de reconocida importancia econdmica. Relne numerosas plantas de
valor alimenticio tales como la papa (Solanum tuberosum L.), el tomate (S.
lycopersicum L.), la berenjena (S. melongena L.) y el pimiento (Capsicum annuum L.).
Otras presentan alcaloides extraidos de hojas y raices con fines farmaceuticos como S.
laciniatum Ait. o sirven como materia prima en la industria del tabaco como Nicotiana
tabacum L. Algunas son malezas de cultivos o consideradas toxicas tanto para el
hombre como para los animales, tal es el caso de la “hierba mora” (S. nigrum L.) y
muchas son también utilizadas como ornamentales (e.g., Petunia hybrida Vilm.).
Ademas, algunos de sus miembros son empleados como plantas modelo para estudios
a nivel celular, molecular y genético (e.g., tomate) (Doganlar et al., 2002; Andrada et
al., 2003; Chase et al., 2003; Gebhardt et al., 2003; Spooner et al., 2004; Lim et al.,
2006; Peralta et al., 2008).

D’Arcy (1991) reconocié 3 subfamilias dentro de las Solanéceas: Solanoideae
Schltdl., Nolanoideae Kostel. y Cestroideae Schitdl. Por su parte, Hunziker (2001),
excluye a Nolanoideae de las Solanaceas (la incluye en su clasificacion como una
familia aparte como tradicionalmente se hacia) y expande el nimero de subfamilias a
6: Cestroideae, Juanulloideae (Hunz.) Hunz., Solanoideae, Salpiglossoideae (Benth.)
Hunz., Schizantoideae (Miers) Hunz. y Anthocercidoideae (G. Don) Tétényi. En
ambos esquemas, Solanum L. se encuentra dentro de la subfamilia Solanoideae y de la
tribu Solaneae, que abarca unos 50 géneros de acuerdo al sistema propuesto por
Hunziker (2001).

En las clasificaciones mas recientes, datos moleculares y analisis filogenéticos han
cambiado el esquema tradicional para las subfamilias de Solanaceas (e.g., Olmstead &
Palmer, 1992; Olmstead & Sweere, 1994; Fay et al., 1998; Olmstead et al., 1999).
Basados en analisis cladisticos sobre secuencias de ADN, Solanum puede ser dividido
en 13 clados monofiléticos con la base de un nimero cromosémico x = 12 (Fig. 1)
(Bohs, 2005).
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Introduccion General
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Fig. 1: Filogenia de la familia Solanaceae (modificado de Olmstead et al., 2008).

El clado Leptostemonum, cominmente conocido como “Solanum con espinas”, es
el que presenta la mayor cantidad de especies (ca. 450) (Knapp, 2013) y coincide
ampliamente con Leptostemonum de Dunal (1852). Entre los “Solanum sin espinas” se
destacan los clados Geminata, Potatoe, Brevantherum y Morelloide/Dulcamaroide.
Este altimo, comprende a la mayoria de las especies herbaceas previamente incluidas
en la seccion Solanum (Weese & Bohs, 2007), ademas de las situadas con anterioridad
en las secciones Jasminosolanum (Bitter) Seithe, Dulcamara (Moench) Dumort,
Lysiphellos (Bitter) Seithe y Andropedas Rusby (Bohs, 2005).

El género Solanum L. es uno de los mas grandes y diversos de angiospermas,
siendo econdémicamente el mas importante de la familia. Se caracteriza por la
presencia de anteras con dehiscencia poricida terminal, caracter compartido sélo con el
género Lycianthes (Dunal) Hassler. Su nimero de especies conocidas, de distribucién
cosmopolita, es ca. 1500 (Knapp, 2008).

Solanum presenta problemas para los botanicos sistematicos debido a su gran

tamafio, complejidad taxondmica y reciente especiacion (Bohs, 2005; Weese & Bohs,
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2007). Sin embargo, representa oportunidades sin precedentes para investigar
numerosas cuestiones morfolégicas, biogeograficas, de desarrollo y moleculares
(Weese & Bohs, 2007). En este contexto, Olmstead & Palmer (1997), Olmstead et al.
(1999), Spooner et al. (2004) y Bohs (2004, 2005) propusieron diferentes hipotesis
filogenéticas para establecer relaciones entre los grupos infragenéricos de Solanum,
basados sobre todo en caracteres moleculares. Tradicionalmente, otros investigadores
intentaron compartimentalizar al género de acuerdo a la presencia o ausencia de
espinas (Linnaeus, 1753; Dunal, 1816), la morfologia de las anteras (Dunal, 1852;
Bitter, 1919) o el tipo de pelos (Seithe, 1962), pero ninguno de estos sistemas tuvo
consenso generalizado. D’ Arcy (1991), Nee (1999), Child & Lester (2001) y Hunziker
(2001) también proveyeron esquemas infragenéricos para Solanum, siendo el sistema
de D’Arcy (1991) el mas ampliamente usado en la actualidad. Este ltimo reconoce 7
subgéneros: Archaesolanum Marzell, Bassovia (Aubl.) Bitter, Leptostemonum (Dunal)
Bitter, Lyciosolanum Bitter, Brevantherum (Seithe) D’ Arcy, Potatoe (G. Don) D’Arcy
y Solanum. Todas estas clasificaciones estan basadas en datos morfoldgicos, y excepto
Whalen (1984), ninguno utilizo técnicas de analisis cladistico. Bohs (2005), a partir de
andlisis de secuencias moleculares procedentes de genes ndhF de cloroplastos,
reconocid 13 clados principales dentro de Solanum: Thelopodium, Regmandra,
Archaesolanum, Normania, “African non-spiny”, Dulcamaroide, Morelloide,
Wendlandii, Allophyllum, Cyphomandra, Geminata, Brevantherum y Leptostemonum
(Fig. 2). Si bien este nuevo esquema muestra un gran avance en las relaciones de
parentesco entre los distintos taxones, quedan aun algunos clados, tales como
Morelloide y Dulcamaroide, donde las relaciones filogenéticas no estan totalmente
resueltas dada la escasez de especies analizadas.

El clado Morelloide comprende ca. 75 especies distribuidas en todo el mundo, de
las cuales aproximadamente 30 se encuentran en Argentina (Barboza et al., 2013),
desde regiones templadas a tropicales y desde el nivel del mar hasta altitudes
superiores a los 3500 metros. La mayor diversidad y concentracion ocurre en los
tropicos del Nuevo Mundo, particularmente en Sudamérica (Edmonds & Chweya,
1997). En gran parte, concuerda con Solanum seccién Solanum (Dunal) Bitter e
incluye al conocido S. nigrum L. Sus representantes tienen habitos herbaceos o
débilmente lefiosos, con unidades simpodiales 2-3 foliadas, filamentos y estilos
pubescentes en muchos taxones y los frutos presentan pequefios agregados celulares

duros o esclerosomas (Fig. 3) (Barboza et al., 2013).
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El clado Dulcamaroide comprende ca. 43 especies distribuidas en Eurasia,
Norteamérica y principalmente en Centro y Sudamérica, de las cuales
aproximadamente 11 se encuentran en Argentina, con su centro de diversificacion en
los Andes y Sudeste de Brasil (Knapp, 2013). La gran mayoria de sus taxones tienen
habitos de enredadera, con unidades simpodiales plurifoliadas y los frutos carecen de
los pequefios agregados celulares esclerosados (Fig. 4). Incluye a elementos de 3
subgéneros de D’Arcy (1991) y, segin Bohs (2005) y Weese & Bohs (2007) es
considerado el grupo hermano del clado Morelloide.

e [ @ptOoStemonum clade

e Brevantherum clade

Geminata clade
e Cyphomandra clade

- Wendlandii / Allophyllum clade | ¢,
—E Dulcomaroid clade Q;%
Morelloid clade S
B Potato clade
African non-spiny clade
pee: NOrmania clade

pe: Archaesolanum clade
Regmandra clade

Thelopodium clade
Capsicum
E Lycianthes

Jakomata

Withenngia

Physaks

Fig. 2. Esquema de las relaciones filogenéticas en Solanum (segun Bohs, 2005).

Si bien existen numerosos trabajos de los clados Morelloide y Dulcamaroide que
revisan su taxonomia y sistematica a partir de datos morfoldgicos y moleculares, los
estudios a nivel citogenético, que proveen informacién atil en la resolucion del origen
y evolucién de distintos taxones, son relativamente escasos (Acosta, 2006). Desde
hace tiempo se sabe que el estudio de los nameros cromosémicos y de las

caracteristicas cariotipicas pueden ser muy Utiles en sistematica y que variaciones en el
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cariotipo pueden ocurrir sin cambios notorios en la morfologia (Stebbins, 1971;
Bernardello et al., 1994; Poggio & Naranjo, 2004).

Muchos de los trabajos citologicos en Solanum, particularmente en lo que se refiere
a la cariologia de las especies argentinas informan el nimero de cromosomas vy
estudios sobre la meiosis y principalmente se restringen a unas pocas entidades de
gran utilidad econémica (Hawkes, 1999; Moscone, 1992; Obute et al., 2006). Cerca
del 99% de las especies presentan un numero cromosémico x= 12, el cual es
considerado el namero cromosdémico basico (Hunziker, 2001). Este nimero es
predominante en la subfamilia Solanoideae asi como en el género Solanum (Olmstead
et al., 1999; Hunziker, 2001; Acosta et al., 2005). S6lo 2 especies de la seccion
Acanthophora Dunal mostraron 2n= 22, S. mammosum y S. platense (Chiarini &
Bernardello, 2006).

En los ultimos afios fueron aumentando los estudios comparativos de cariotipos y
se realizaron varios trabajos que sentaron la base para posteriores investigaciones mas
profundas a nivel citogenético. Tal es el caso de los estudios realizados en la sect.
Basarthrum (Bitter) Bitter (Bernardello & Anderson, 1990), en la sect. Lasiocarpa
(Dunal) D’Arcy (Bernardello et al., 1994), en especies sudamericanas del subgénero
Leptostemonum (Chiarini & Bernardello, 2006; Chiarini et al., 2006, 2010) y en varias
especies de Solanum en general (Acosta et al., 2005; Rego et al., 2009).

Muchas veces, los patrones cromosomicos revelados convencionalmente resultan
solo parcialmente suficientes para un analisis detallado del cariotipo, sobre todo
cuando los cromosomas son pequefios y semejantes. Por ello, las técnicas de tincién
diferencial y marcado cromosémico han contribuido enormemente al estudio
exhaustivo de los cariotipos (Gill & Obembe, 1991; Sumner, 2003). Entre ellas, se
destacan las técnicas de bandeo e hibridacion in situ fluorescente (FISH) que han
demostrado ser eficaces en la deteccion de rearreglos cromosémicos y blogues
heterocromaticos que no son visualizados con las técnicas clasicas de tincion (Fuchs et
al., 1998; Melo & Guerra, 2003; Guerra, 2004). ElI mapeo citologico de genes
ribosomicos mediante FISH permite marcar cromosomas del complemento, ayudando
en la identificacion de homdlogos y en la comparacion con otras especies. El uso
combinado de varios marcadores cromosdémicos aporta valiosos datos sobre la
estructura cromosomica y sirve para establecer homeologias cromosdmicas entre
especies relacionadas (Schwarzacher & Schweizer, 1982; Moscone et al., 1995, 1999;

Fukui & Nakayama, 1996). No obstante, en Solanaceas, los estudios de bandeo
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fluorescente y FISH se han enfocado en pocos géneros como Cestrum L. (Berg &
Greilhuber, 1992, 1993a, 1993b; Fregonezi et al., 2004), Nicotiana L. (Merrit, 1974,
Mouras, 1982; Mouras et al., 1986), Capsicum L. (Moscone et al., 1993, 1995;
Moscone, 1999), Cyphomandra Mart. ex Sendt. (Pringle & Murray, 1993),
Hyoscyamus Scop. (Tyagi & Gill, 1990), Petunia Juss. (Smith & Oud, 1972; Wijsman
et al., 1983) y Solanum (Pijnacker & Fewerda, 1984, 1991; Moscone, 1989,
Wagenvoort et al., 1994; Acosta et al., 2002; Miguel, 2003; Rego et al., 2009). En los
clados Morelloide y Dulcamaroide, el empleo de estas técnicas es escaso y hasta el
momento se reportan los trabajos de Rego et al. (2009), Melo et al. (2011) y Acosta et
al. (2012).

Sobre la base de la informacion citogenética obtenida en Solanum, en la presente
tesis se extiende el analisis cromosdmico con técnicas clasicas de tincion, de bandeo y
FISH a especies nativas de los clados mencionados anteriormente. Ya que esta
informacion cromosomica es esencial para estudiar las posibles relaciones entre las
especies, se propuso obtener informacion original que permita esclarecer la taxonomia

y la filogenia en este grupo de plantas.
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Fig. 3: Fotografias de especies del clado Morelloide. Tomadas de Documenta
(www.darwin.edu.ar) y/o provistas por distintos investigadores.
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Fig. 4: Fotografias de especies del clado Dulcamaroide. Tomadas de Documenta
(www.darwin.edu.ar) y/o provistas por distintos investigadores.
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Objetivos

Objetivo general: Estudiar las relaciones filogenéticas y sistematicas de las especies de
los clados Morelloide y Dulcamaroide en Argentina mediante técnicas citogenéticas.

Obijetivos especificos:

- Determinar el nimero diploide de cromosomas en las especies de Argentina de los
clados Morelloide y Dulcamaroide.

- Confeccionar cariotipos de todas las especies y caracterizarlos numéricamente.

- Identificar y determinar la heterocromatina constitutiva a través del bandeo
CMA/DAPI.

- Estudiar la localizacion de los genes ribosomicos 5S y 45S por hibridacion in situ
fluorescente (FISH).
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Capitulo 2: CITOGENETICA CLASICA
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Introduccién

Los datos que aporta la citogenética clasica o convencional a partir de la utilizacion
de colorantes acidofilos como Giemsa o Carmin acético, entre otros, son muy
importantes para la sistematica vegetal (Guerra, 1986). Proveen informacion util con
respecto al namero minimo de grupos de ligamiento (nimero basico) y cuéntas veces
éstos se repiten, lo que permite proponer hipétesis filogenéticas en un determinado
grupo de plantas (Grant, 1981; Poggio, 1996; Seijo et al., 2010). Algunos taxdnomos
consideran al nimero bésico como cualquier otra variante morfoldgica de relevancia y
es utilizado en analisis fenéticos y cladisticos. EI nimero de cromosomas y su
homologia, determinan en gran medida el comportamiento de apareamiento y la
fertilidad y, por lo tanto, el comportamiento de reproduccion y patrones de variacion.
Este conocimiento resulta de fundamental importancia para lograr una clasificacion que
refleje el proceso de evolucion (Stace, 2000).

Con respecto al cariotipo, conocer sus caracteristicas estructurales y cualitativas
resulta importante en investigaciones taxonomicas y evolutivas (Poggio, 1996; Poggio
& Naranjo, 2004; Acosta et al., 2005; Urdampilleta et al., 2005). En analisis llevados a
cabo en células mitdticas, aspectos como el nimero cromosémico, tipo y tamafio de los
cromosomas, posicion del centromero y presencia de satélites, permiten la comparacion
de especies y la identificacion de variaciones cromosomicas intra e interespecificas
(e.g., Yokota, 1990; Guerra et al., 1997; Poggio et al., 2008). Las variaciones en el
cariotipo pueden ocurrir sin que se vean reflejadas en los caracteres exomorfoldgicos. A
pesar de ello, los aportes brindados por los datos cromosomicos han demostrado ser
valiosos para la resolucion de problemas taxonomicos y evolutivos (Poggio & Naranjo,
2004; Poggio et al., 2008). Los cariotipos, no s6lo difieren entre organismos muy
distintos sino también en especies que estan estrechamente relacionadas y la mayoria de
estas diferencias se deben a los rearreglos estructurales que ocurren en los cromosomas.
Estos pueden incluir translocaciones e inversiones, duplicaciones y fusiones en tandem,
sin que haya cambios en el nimero cromosdmico (Sumner, 2003).

Los miembros de Solanaceae poseen un niumero cromosémico que varia de x= 7
hasta x= 13, con cariotipos simétricos y predominancia de cromosomas meta y
submetacéntricos (e.g., Rego et al., 2009; Melo et al., 2011; Acosta et al., 2012; Miguel

et al., 2012). La informacion citologica en Solanum muchas veces se restringe a los
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reportes de numeros cromosomicos, estudios de cromosomas meidticos o composicion
cariotipica sin analisis de tipo cuali o cuantitativo (cf. Bernardello & Anderson, 1990).
La razon mas probable para esta situacion es que sus cariotipos han sido considerados
relativamente uniformes y simétricos (Stebbins, 1971) y que aun los cromosomas de
mayor tamafio (ca. 4 um de longitud) resultan pequefios en comparacién con otros
taxones (Roe, 1967; Bohs, 1989) como ocurre también en Lycianthes (Acosta et al.,
2005). También resultan simétricos y con la mayoria de sus cromosomas m y sm, los
cariotipos de Capsicum (Moscone, 1993; Moscone et al., 1993), Jaborosa (Chiarini &
Barboza, 2008), Dyssochroma (Piovano, 1989; Acosta & Moscone, 2000), Lycium
(Stiefkens & Bernardello, 1996), Cestrum (Fregonezi et al., 2006), Nicotiana (Kitamura
et al., 2001, Nakamura et al., 2001), entre otros.

Puntualmente, en lo que respecta a la citogenética de las entidades de Solanum de
los clados Morelloide y Dulcamaroide, la informacién es escasa para las especies
nativas (Moscone, 1992; Acosta et al., 2005, 2012), como fue mencionado con
anterioridad. Estos datos sefialan entonces a estos dos grupos como interesantes para

estudiar su diversidad cariotipica.
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Materiales y Métodos

Los materiales estudiados en el presente trabajo con tincion clasica, su procedencia,
colectores y recuentos cromosémicos previos se detallan en las Tablas 1 y 2. Los
respectivos ejemplares de herbario han sido determinados en su mayoria por la Dra.
Gloria Barboza y se encuentran depositados en el Museo Boténico de Cordoba (CORD).
Las fotografias de las especies, correspondientes a las figuras 3 y 4, fueron tomadas de
la base de datos de Documenta (www.darwin.edu.ar) y/o provistas por distintos
investigadores.

Las observaciones de metafases mitdticas se efectuaron en células meristematicas
obtenidas por aplastamiento de &pices radicales provenientes de la germinacion de
semillas. Estas se sembraron en cajas de Petri estériles con papel de filtro embebido en
acido giberelico (GAs) 1000 ppm, regadas posteriormente con el mismo para
interrumpir el reposo de las semillas (Ellis et al., 1985) y conservadas en estufa a 25°C.

El tamario adecuado de las raicillas para lograr la visualizacion de mayor cantidad de
metafases fue en general entre 5 — 10 mm. Los &pices radicales en todos los casos
fueron pretratados con 8-hidroxiquinoleina 2 mM durante 6 hs a 14°C, fijadas en
alcohol etilico absoluto: acido acético glacial (3:1, v/v) (solucién preparada al momento
de ser usada) por al menos 24 hs y mantenidas a -20°C. La tincion convencional se
realizé con la técnica de HCI/Giemsa (Guerra, 1983), con leves modificaciones. Previo
lavado con agua corriente, las raicillas se colocaron en HCI 1 N durante 10 min. a 60°C
y luego se aplastaron en una gota de acido acéetico 45%. Los preparados se hicieron
permanentes removiendo el cubreobjetos por congelamiento con nitrégeno liquido, se
colorearon con Giemsa 2% y se montaron en Entellan (Merck).

Los cariogramas de cada célula (en todos los casos, no menos de 10) se realizaron a
partir de fotomicrografias tomadas con un microscopio de contraste de fase Zeiss
Axiophot, estas Ultimas se utilizaron para obtener las siguientes variables:

- El largo total C de cada par cromosomico se calculé midiendo el largo de cada

miembro del par y sacando un promedio entre ellos.

- La posicién del centromero se determiné de acuerdo al indice braquial r=I/s

donde: I= longitud del brazo largo, s= longitud del brazo corto (Levan et al.,

1964), correspondiendo uno a cada par cromosomico.
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- El largo total del genoma haploide se calculé sumando las medias de los largos
totales de cada par cromosémico (Lt).

- Elindice R promedio es la razon entre el par cromosémico mayor y el par menor
del complemento, tomandose en cuenta sus respectivas longitudes promedio
(Stebbins, 1971).

- La asimetria cariotipica fue cuantificada mediante los indices propuestos por

Romero Zarco (1986), a saber:

> Indice de asimetria intracromosémica o A;= 1- [(Z bi/ B;)/ n] donde b y B;
son las medias de los brazos cortos y largos, respectivamente,
correspondientes a cada par de cromosomas homélogos y n es el nimero de

pares de cromosomas del complemento.

» Indice de asimetria intercromosémica o A,= s/x donde s es la desviacion

estandar y x es la media de las longitudes cromosomicas del complemento.

Estos indices varian de cero a uno, no tienen unidad de medida y son independientes del

tamafo y del nimero de cromosomas.

También se empled la clasificacion de Stebbins (1971) que establece categorias de
asimetria teniendo en cuenta por un lado, la razon entre las longitudes del par mayor y
el menor del complemento (R) y por otro, la proporcion de pares de cromosomas con r
mayor o igual a 2.

Los idiogramas se construyeron organizando los cromosomas en grupos de acuerdo a
su indice braquial (metacéntricos = m, submetacéntricos = sm, subtelocéntricos = st o
telocéntricos = t; segin Levan et al., 1964), ordendndolos luego por largo decreciente
dentro de cada categoria.

Con el objeto de corroborar el agrupamiento de las especies de los clados Morelloide
y Dulcamaroide en funcion de sus similitudes cariotipicas se realizd un anélisis
discriminante lineal. Para ello se emplearon las variables Lt, C, r, A1y A, y un ANOVA
de un factor para determinar si existen diferencias significativas entre los clados que
resultaron del analisis discriminante, utilizando el programa INFOSTAT version 1.1

(Grupo InfoStat, 2002). El propdsito de este andlisis fue predecir la pertenencia a un
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grupo determinado a partir de un conjunto de predictores, en este caso, las variables
mencionadas con anterioridad. A diferencia de un analisis multivariado de la varianza,
en el anélisis discriminante lineal, las variables citogenéticas son predictoras de la
pertenencia a los grupos (clados) de las distintas especies (Tabachnick & Fidell, 1996).
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Tabla 1: Lista de los taxones estudiados de Solanum de los clados Morelloide y

Dulcamaroide, colectores, procedencia, nimeros cromosémicos somaticos (2n) vy

recuentos cromosomicos previos. El asterisco indica los guarismos que se informan por

primera vez.

Clado Morelloide

Taxon y Colectores Procedencia 2n | Referencia bibliogréafica
S. aloysiifolium Dunal ARGENTINA. Salta, La 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 2210 Caldera.
Barboza et al. 2152 ARGENTINA. Tucuman, 24 | n=12 (Moscone, 1992)

Tafi.

S. americanum Mill. ARGENTINA. Tucuman, 24 | n=12 (Ganapathi & Rao,
Barboza et al. 2139 Chicligasta. 1982)
S. chenopodioides Lam. ARGENTINA. Buenos 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 2292 Aires, Bolivar.
S. concarense Hunz. ARGENTINA. San Luis, 24*
Chiarini et al. 821 Chacabuco.
S. echegarayi Hieron. ARGENTINA. La Rioja, 24*
Barboza et al. 3253 Famatina.
S. hastatilobum Bitter ARGENTINA. 24*
Chiapella et al. 2630 Catamarca, Tinogasta.
S. palitans C. V. Morton ARGENTINA. Tucuman, 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 2178 Tafi.
S. pilcomayense Morong ARGENTINA. Entre 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 2287 Rios, Uruguay.
Barboza et al. 2279 ARGENTINA. 24 | n=12 (Moscone, 1992)

Corrientes, Bella Vista.
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S. reductum C. V. Morton ARGENTINA. Salta, 24*
Barboza et al. 3516 Rosario de la Frontera.
S. sarrachoides Sendtn. ARGENTINA. Neuquén, 24 | n=12 (Ratera, 1943)
Chiapella et al. 1840 Norquin.
S. sinuatirecurvum Bitter ARGENTINA. Jujuy, 24*
Barboza et al. 3551 Tumbaya.
S. triflorum Nutt. ARGENTINA. Neuquén, 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Chiapella et al. 1839 Norquin.
S. tripartitum Dunal ARGENTINA. Jujuy, 24 | n=12 (Acosta, 2005)
Barboza et al. 2228 Tumbaya.
S. zuloagae Cabrera ARGENTINA. Salta, La 24*
Barboza et al. 3569 Caldera.
Clado Dulcamaroide
Taxdn y colectores Procedencia 2n Referencia bibliogréafica

S. aligerum Schltdl. ARGENTINA. Tucuman, 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 2155 Tafi.

S. amygdalifolium Steud. ARGENTINA. Entre 24*

Barboza et al. 1566 Rios, Uruguay.

S. angustifidum Bitter ARGENTINA. 24 *

Barboza et al. 3489 Catamarca, Santa Maria.

S. crispum Ruiz & Pav. CHILE VIII Region del 24*

Chiapella et al. 1764 Biobio.

S. dulcamara L. s/n cultivada 24 | n=12 (Bir et al., 1978)
S. endoadenium Bitter ARGENTINA. 24 | n=12 (Moscone, 1992)

Barboza et al. 3476

Catamarca, Belén.
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S. salicifolium Phil. ARGENTINA. 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Barboza et al. 3488 Catamarca, Belén.
Barboza et al. 3158 ARGENTINA. La Rioja, 24 | n=12 (Moscone, 1992)
Chilecito.
Chiarini et al. 818 ARGENTINA. Coérdoba, 24*
Punilla.
Chiarini et al. 794 ARGENTINA. Coérdoba, 24*

Punilla.
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Resultados

Se examinaron los cromosomas mitéticos de 26 poblaciones de 21 especies, 16 de
las cuales pertenecen al clado Morelloide y 10 al clado Dulcamaroide (Fig. 6 a 10).
Todas las entidades aqui estudiadas mostraron un nidmero cromosémico de 2n= 2x= 24.
Son informados por primera vez los nimeros cromosoémicos de 9 taxones (sefialados
con un asterisco en la Tabla 1) y se confirman los guarismos de las especies restantes.
Con las mediciones efectuadas a los cromosomas, se elaboraron los correspondientes
idiogramas (Fig. 11, 12, 13, 14 y 15), resumiéndose en las Tablas 2 y 3 las
caracteristicas cariotipicas de cada taxén examinado.

En general, los cromosomas de ambos clados fueron pequefios, con longitudes
medias que variaron en un rango de 0,97 (en S. palitans, Fig. 7 B) a 4,09 um (en S.
crispum, Fig. 9 D) (Tablas 2 y 3). En Morelloide, los cromosomas mas grandes y los
valores mas altos para el largo total del genoma haploide (Lt) fueron observados en S.
aloysiifolium 2210 (2,07 um y 24,79 um, respectivamente) (Tabla 2) (Fig. 6 A),
mientras que los valores mas bajos fueron obtenidos en S. palitans (0,97 um y 11,68
pum, respectivamente) (Fig. 7 B, Tabla 2). Solanum crispum se destaco en Dulcamaroide
por poseer los cromosomas mas grandes y el mayor valor para Lt (4,09 umy 49,15 pum,
respectivamente) (Fig. 9 D). Por otra parte, S. salicifolium 3158 present6 los
cromosomas mas pequefios (1,23 um) (Fig. 10 D), mientras que el menor valor para Lt
fue para S. aligerum (18,53 um) (Fig. 9 A, Tabla 3).

La presencia de satélites (sefialados con asteriscos en las Tablas 2 y 3) no fue
constante en las especies examinadas y varié de acuerdo a la muestra. ElI nimero de
células en las cuales no pudo visualizarse fue variable y, en algunos casos, su presencia
se detectd sélo en uno de los cromosomas homologos. La ocurrencia de un par de
satélites fue comun en el clado Morelloide: 7 especies exhibieron un par de satélites en
los brazos cortos, mientras que S. pilcomayense 2287, mostro ademas un par de satélites
en los brazos largos del cromosoma m numero 2 (Fig. 7 D y 12 C). Seis de las especies
analizadas del clado Dulcamaroide exhibieron un par de satélites en los brazos cortos.
Solanum crispum se destacd también en este caso ya que los satélites fueron mas
grandes que el brazo corto del cromosoma que lo porta (Fig. 9 D y 14 D).

La férmula cariotipica méas frecuente para Morelloide fue 10 m + 2 sm (en 7

especies, Tabla 2), seguidos por 11 m + 1 sm (en 4 especies) y 9 m + 3 sm (en 2

45



Citogenética clésica

especies). Solo tres especies mostraron una férmula cariotipica con cromosomas st: S.
pilcomayense 2287 (6 m + 5 sm + 1 st), S. aloysiifolium 2152 (7 m + 4 sm + 1 st) y S.
sinuatirecurvum (5 m + 3 sm + 4 st) (Tabla 2, Fig. 11, 12 y 13). En el clado
Dulcamaroide, la mayoria de las especies exhibieron cromosomas m (Tabla 3, Fig. 14 y
15), excepto S. crispum con la mayoria de sus cromosomas sm (2 m + 9 sm + 1 st).
También mostraron cromosomas st: S. amygdalifolium, S. salicifolium 3488 (con 9 m +
2 sm + 1 st), S. endoadenium (con 8 m + 3 sm + 1 st) y S. salicifolium 3158 (con 7 m + 4
sm + 1 st). Las especies que no presentaron cromosomas st fueron: S. aligerum, S.
salicifolium 818, S. salicifolium 794 (10 m + 2 sm), S. angustifidum y S. dulcamara (11
m + 1 sm) (Tabla 3, Fig. 9 A, C, D, E y 10 C, E). En ninguno de los dos grupos se
detectaron cromosomas t.

De acuerdo al indice de asimetria de Romero Zarco (1986), los cariotipos de los taxa
estudiados fueron principalmente simétricos, siendo S. pilcomayense 2279 con A; + Ay=
0,35 (Morelloide) y S. amygdalifolium con A; + A,= 0,30 (Dulcamaroide), los méas
simétricos. Por su parte, S. sinuatirecurvum con A; + Ax= 0,67 (Morelloide) y S.
crispum con A; + A= 0,64 (Dulcamaroide), fueron los mas asimétricos (Tablas 2 y 3,
Fig. 16).

Segun el sistema propuesto por Stebbins (1971), los taxones estudiados de ambos
clados tienen cariotipos que se incluyen en las categorias A (53,8 %), B (38,5 %) y C
(7,7 %). Esto coincide con los datos obtenidos a partir del indice de Romero Zarco
(1986), siendo nuevamente S. sinuatirecurvum Yy S. crispum las especies que presentan
los cariotipos méas asimétricos (Tablas 2 y 3).

A partir de los resultados que surgen del analisis discriminante, y utilizando sélo las
variables cariotipicas, se podria reagrupar las especies estudiadas dentro de los clados.
Del total de entidades analizadas, 6 quedaron incluidas dentro de Dulcamaroide. Para
este ultimo, por su parte, tres especies fueron reagrupadas en Morelloide (Fig. 5, Tabla
4). A partir de las funciones discriminantes para cada una de las variables empleadas se
observé que Lty A, son las que mas contribuyeron a la discriminacion entre clados. En
congruencia con esto, el andlisis de la varianza para Lt y A, arrojo diferencias

significativas entre clados (F =487, P=0037yF = 4,82; P = 0,038,
[1, 26] [1, 26]

respectivamente), no asi para las variables C, r y A; (F <3,35; P >0,08).
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Tabla 2: Datos cariotipicos de los taxones de Solanum del clado Morelloide, sometidos
a tincion clasica. m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st = subtelocéntrico; FC =
Formula cariotipica; Lt = Longitud total del complemento haploide; C = Longitud
cromosomica media; r = lIndice braquial medio; A; = Indice de asimetria
intracromosomico, A, = indice de asimetria intercromosémico; St = Categorizacion
segun Stebbins, de = desviacion estandar. Medidas en um.* indica un par cromosémico

con satélite en el brazo corto. ** indica un par cromosémico con satélite en el brazo

largo.
Taxén FC Lt C r Ay A, St
(de) (de) | (de)
S. aloysiifolium 10m* + 2sm 24,79 2,07 242 | 033|020 | 2B

Barboza et al. 2210 (0,41) | (0,41) | (0,30)

Barboza et al. 2152 7m* + 4sm + 1st 15,74 1,31 1,83 045 | 0,15 | 1B

0,19) | (0,20) | (0,30)

S. americanum 10m + 2sm 17,80 1,48 1,69 031|015 | 1A

Barboza et al. 2139 (0,23) ©0.22) | (0.21)

S. chenopodioides 10m + 2sm 13,55 1,13 185 | 0,29 | 0,16 | 1A

Barboza et al. 2292 (0,19) 0.18) | (0,22)

S. concarense 11m + 1sm 19,22 1,60 1,74 0321014 | 1A

Chiarini et al. 821 (0,23) 022) | (0,08)

S. echegarayi 9m* + 3sm 20,94 1,75 194 | 040 | 0,13 | 1B

Barboza et al. 3253 (0,23) 0.24) | (0,34)

S. hastatilobum 9m* + 3sm 20,69 1,72 1,74 | 037 | 0,16 | 1B

Chiapella et al. 2630 (0,28) | (0,27) | (0,18)

S. palitans 10m + 2sm 11,68 0,97 184 | 033|016 | 1A

Barboza et al. 2178 (0,17) (0.16) | (0,17)

S. pilcomayense 6m**+ 5sm + 1st 17,07 1,42 1,35 | 040 | 0,09 | 1B

Barboza et al. 2287 (0,26) (1.23) | (0,57)
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Barboza et al. 2279 11m + 1sm 16,17 1,35 1,50 025|010 | 1A
(0,15) | (0,24) | (0,04)
S. reductum 11m* + 1sm 20,69 1,72 1,72 033|015 | 1A
Barboza et al. 3516 ©027) | 0.25) | (0,15)
S. sarrachoides 10m* + 2sm 20,72 1,72 161 | 035 | 0,13 | 1A
Chiapella et al. 1840 ©024) | 022) | (0,07)
S. sinuatirecurvum 5m* + 3sm + 4st 15,68 1,31 2,14 | 043 | 0,24 | 2C
Barboza et al. 3551 ©024) | 031 | (0,20
S. triflorum 10m + 2sm* 21,41 1,78 2,38 037 | 0,18 | 2B
Chiapella et al. 1839 ©029) | (032) | (0,30)
S. tripartitum 10m* + 2sm 16,50 1,05 1,67 032|013 | 1A
Barboza et al. 2228 0.13) | (0,14) | (0.14)
S. zuloagae 11m* + 1sm 22,24 1,85 190 | 029 | 0,16 | 1A
Barboza et al. 3569 ©034) | (030) | (0,15)
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Tabla 3: Datos cariotipicos de los taxones de Solanum del clado Dulcamaroide
sometidos a tincion clasica. m = metacéntrico; sm = submetacéntrico; st =
subtelocéntrico; FC = Férmula cariotipica; Lt = Longitud total del complemento
haploide; C = Longitud cromosoémica media; r = indice braquial medio; A; = indice de
asimetria intracromosdmico, A, = indice de asimetria intercromosdmico; St =
Categorizacién segun Stebbins, de = desviacion estandar. Medidas en um.* indica un

par cromosémico con satélite en el brazo corto.

Taxon FC Lt C r A A, St

(de) (de) | (de)

S. aligerum 10m* + 2sm 18,53 1,54 160 | 029 | 0,12 | 1A
Barboza et al. 2155 (0,21) | (0,19) | (0,19)

S. amygdalifolium 9m + 2sm + 1st 22,06 1,85 1,28 | 0,22 | 0,08 | 2B

Barboza et al. 1566 (0,24) | (0,96) | (0,70)
S. angustifidum 11m* +1sm 26,13 2,18 215 | 033 | 020 | 2A
Barboza et al. 3489 (0,46) | (0,44) | (0,08)
S. crispum 2m* + 9sm + 1st 49,15 4,09 163 | 050 | 0,14 | 1C
Chiapella et al. 1764 (0,60) | (3,83) | (0,84)
S. dulcamara 11m* + 1sm 22,13 1,84 154 | 022 | 0,11 | 1A
s/n cultivada (0,21) | (1,33) | (0,20)
S. endoadenium 8m + 3sm + 1st 18,65 1,55 1,29 | 041 | 008 | 1B
Barboza et al. 3476 (0,14) | (0,13) | (0,54)
S. salicifolium 9m + 2sm + 1st 19,61 1,63 132 | 025 | 0,08 | 1B
Barboza et al. 3488 (0,13) | (0,87) | (0,81)

Barboza et al. 3158 7m* + 4sm +1st 22,78 1,23 1,37 033 1009 | 1B
(0,16) (1,08) | (0,70)

Chiarini et al. 818 10m™* + 2sm 22,55 1,88 202 | 037|015 | 2A

0,29) | (0,28) | (0,09)

Chiarini et al. 794 10m + 2sm 17,16 1,43 199 | 037 | 0,14 | 1A

0,22) | (0,20) | (0,01)
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Tabla 4: Funciones discriminantes para las variables citogenéticas empleadas en el
analisis estadistico. Se muestran los datos estandarizados con las varianzas comunes. Lt
= Longitud total del complemento haploide; C = Longitud cromosdmica media; r =
indice braquial medio; A; = Indice de asimetria intracromosomico, A, = Indice de
asimetria intercromosémico.

Variables Citogenéticas Datos estandarizados
Lt -1.04
C 0.16
r -0.20
Ax 0.31
A 0.87
cis| | omyg| |sof pad eche sai 794

frof

Figura 5: Representacion grafica de los taxones luego del analisis discriminante. En azul se
indican las entidades incluidas en Morelloide (S. aloysiifolium 2210 = aloy 2210, S.
aloysiifolium 2152 = aloy 2152, S. americanum = amer, S. chenopodioides = chen, S.
concarense = conc, S. echegarayi = eche, S. hastatilobum = hast, S. palitans = pali, S.
pilcomayense 2287 = pilc 2287, S. pilcomayense 2279 = pilc 2279, S. reductum = redu, S.
sarrachoides = sarra, S. sinuatirecurvum = sinu, S. triflorum = trif, S. tripartitum = trip, S.
zuloagae = zulo) y en amarillo se indican las entidades incluidas en Dulcamaroide (S. aligerum
= alig, S. amygdalifolium = amyg, S. angustifidum = angu, S. crispum = cris, S. dulcamara =
dulc, S. endoadenium = endo, S. salicifolium 3488 = sali 3488, S. salicifolium 3158 = sali 3158,

S. salicifolium 818 = sali 818, S. salicifolium 794 = sali 794) Todos segin la clasificacion
taxondmica actual.
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Fig. 6: Fotomicrografias de metafases mitoticas en especies de Solanum del clado
Morelloide con 2n = 24. A: S. aloysiifolium 2210, B: S. aloysiifolium 2152, C: S.

americanum, D: S. chenopodioides, E: S. concarense, F: S. hastatilobum. Barra = 6 pm.
Las flechas indican satélites.
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Fig. 7: Fotomicrografias de metafases mitoticas en especies de Solanum del clado
Morelloide con 2n = 24. A: S. echegarayi, B: S. palitans, C: S. pilcomayense 2279, D:
S. pilcomayense 2287, E: S. reductum, F: S. sarrachoides. Barra = 6 um. Las flechas
indican satélites.
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Fig. 8: Fotomicrografias de metafases mitoticas en especies de Solanum del clado
Morelloide con 2n = 24. A: S. sinuatirecurvum, B: S. triflorum, C: S. tripartitum, D: S.
zuloagae. Barra = 6 um. Las flechas indican satélites.
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Fig. 9: Fotomicrografias de metafases mitoticas en especies de Solanum del clado
Dulcamaroide con 2n = 24. A: S. aligerum, B: S. amygdalifolium, C: S. angustifidum,
D: S. crispum, E: S. dulcamara. Barra = 6 um. Las flechas indican satélites.
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Fig. 10: Fotomicrografias de metafases mitéticas en especies de Solanum del clado
Dulcamaroide con 2n = 24. A: S. endoadenium, B: S. salicifolium 3488, C: S.
salicifolium 818, D: S. salicifolium 3158, E: S. salicifolium 794. Barra = 6 um. Las
flechas indican satélites.
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Fig. 11: Idiogramas de especies de Solanum del clado Morelloide. A = S. aloysiifolium
2210, B = S. aloysiifolium 2152, C = S. americanum, D = S. chenopodioides, E = S.
concarense, F = S. echegarayi. Barra = 3 um.
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Fig. 12: Idiogramas de especies de Solanum del clado Morelloide. A = S. hastatilobum,
B = S. palitans, C = S. pilcomayense 2287, D = S. pilcomayense 2279, E = S. reductum,

F = S. sarrachoides. Barra = 3 um.
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Fig. 13: Idiogramas de especies de Solanum del clado Morelloide. A = S.

sinuatirecurvum, B = S. triflorum, C = S. tripartitum, D = S. zuloagae. Barra = 3 um.
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Fig. 14: Idiogramas de especies del clado Dulcamaroide. A = S. aligerum, B = S.
amygdalifolium, C = S. angustifidum, D = S. crispum, E = S. dulcamara. Barra = 3 um.
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Fig. 15: Idiogramas de especies del clado Dulcamaroide. A = S. endoadenium, B = S.
salicifolium 3488, C = S. salicifolium 3158, D = S. salicifolium 818, E= S. salicifolium
794. Barra = 3 um.
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Fig. 16: Comparacion de caracteres cariotipicos para los clados Morelloide vy
Dulcamaroide. C = Longitud cromosémica media; r = indice braquial medio; Lt =
Longitud total del complemento haploide; A;/ A; = indices de asimetria intra e
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2152 = aloy 2152, S. americanum = amer, S. chenopodioides = chen, S. concarense =
conc, S. echegarayi = eche, S. hastatilobum = hast, S. palitans = pali, S. pilcomayense
2287 = pilc 2287, S. pilcomayense 2279 = pilc 2279, S. reductum = redu, S.
sarrachoides = sarra, S. sinuatirecurvum = sinu, S. triflorum = trif, S. tripartitum = trip,
S. zuloagae = zulo. Dulcamaroide: S. aligerum = alig, S. amygdalifolium = amyg, S.
angustifidum = angu, S. crispum = cris, S. dulcamara = dulc, S. endoadenium = endo, S.
salicifolium 3488 = sali 3488, S. salicifolium 3158 = sali 3158, S. salicifolium 818 = sali
818, S. salicifolium 794 = sali 794.
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Discusion

Los analisis cromosdmicos con tincién clasica mostraron que las especies de
Solanum estudiadas presentaron 2n= 24 cromosomas, en concordancia con los datos
disponibles en el Index to Plant Chromosome Numbers (http://mobot.mobot.org/W3T/
search/ipcn.html), para este género. Por otro lado, éste es el nimero cromosémico mas
frecuente para Solanum, estando presente en mas del 90% de las especies conocidas (cf.
Acosta & Moscone, 2000; Hunziker, 2001; Acosta et al., 2005, 2012). También es
predominante en la subfamilia Solanoideae para los géneros Triguera, Lycopersicon,
Lycianthes y Vassobia, entre otros (Hunziker, 2001). Sélo 2 especies del clado
Leptostemonum presentaron 2n= 22: S. mammosum Yy S. platense (Chiarini &
Bernardello, 2006). También fueron reportados numeros distintos de x= 12 en grupos
como Petunia, con x= 7 (Raven, 1975) y Fabiana, con x=9 (Hunziker, 2001) asi como
también en la subfamilia Cestroideae, donde predomina x= 8 (Olmstead et al., 1999;
Hunziker, 2001).

Solanum, en general, se caracteriza por poseer cromosomas pequefios (ca. 4 um de
longitud) (e.g., Bernardello & Anderson, 1990; Bernardello et al., 1994; Acosta et al.,
2005; Chiarini & Bernardello, 2006; Rego et al., 2009; Melo et al., 2011), como la
mayoria de los cromosomas estudiados en la presente tesis. Se encontraron excepciones
en S. corymbiflorum donde el tamafio fue de 6,5 pum y en especies del grupo
Cyphomandra, con cromosomas que varian de 3 a 14 pum de longitud (e.g., Pringle &
Murray, 1991; Moscone, 1992; Rego et al., 2009; Miguel et al., 2012). En este trabajo,
solo S. crispum del clado Dulcamaroide presenté cromosomas de 4,09 um de longitud.

Las diferencias en el tamafio cromosomico han sido utilizadas en varias
oportunidades para delimitar algunos grupos de Solanaceas. Este es el caso de
Cyphomandra que posee cromosomas muy grandes en relacion al resto de las especies
de Solanum. Estas caracteristicas cariotipicas y otras de tipo morfoldgico, llevaron a
algunos autores a considerar a tal grupo como un género independiente, Cyphomandra
(Bohs, 1989, 1994; Child & Lester, 2001; Hunziker, 2001). No obstante, en los analisis
de filogenia molecular, utilizando los genes cloroplasticos conservados ndhF y rbcL,
establecieron que Cyphomandra se encuentra filogenéticamente dentro del género
Solanum (Olmstead & Palmer, 1992; Bohs, 1995; Olmstead & Palmer, 1997; Bohs &
Olmstead, 1999; Olmstead et al., 1999; Bohs, 2005). Chiarini (2013) incluye a S.
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reductum dentro de Cyphomandra porque retine muchos de los rasgos morfolégicos que
caracterizan a este grupo. De acuerdo a los analisis citogenéticos realizados para esta
especie en la presente tesis, se mantiene a S. reductum en el clado Morelloide hasta
tanto se cuente con mas evidencias que aclaren sus relaciones filogenéticas, ya que
posee cromosomas pequefios a diferencia del resto de las entidades en Cyphomandra,
que son notables dentro de Solanum por poseer cromosomas grandes.

En Solanéceas, y particularmente en Solanum, prevalecen los cromosomas m y sm
(e.g., Trivedi & Sinha, 1986; Bernardello & Anderson, 1990; Bernardello et al., 1994;
Acosta et al., 2005; Chiarini & Bernardello, 2006). Por otro lado, los cromosomas st son
raros, s6lo uno o dos pares en algunas especies (e.g., Trivedi & Sinha, 1986;
Bernardello & Anderson 1990; Bernardello et al., 1994; Acosta et al., 2005; Chiarini &
Bernardello, 2006). En el clado Morelloide, S. sinuatirecurvum presentd un alto
namero de pares de cromosomas st (4), siendo éste el primer reporte para el clado y para
el géenero Solanum. Ademas, las poblaciones estudiadas de S. aloysiifolium (2210 y
2152) difieren ampliamente en sus formulas cariotipicas (10 m+2smy7m+4sm+1
st, respectivamente) al igual que las analizadas de S. pilcomayense (2287 y 2279; con 6
m+5sm+1styl1lm+1sm, respectivamente). En el analisis discriminante se observé
que estas dos ultimas poblaciones, junto con S. sarrachoides y S. echegarayi podrian
incluirse dentro de Dulcamaroide. Sin embargo, no existen otras evidencias mas que los
caracteres cariotipicos y el analisis estadistico resultante que soporten esa inclusion.
Ademas, desde el punto de vista morfologico esta posicion no seria la mas adecuada ya
que se trata de especies netamente herbaceas. Solanum ratum C.V. Morton y S.
restrictum C.V. Morton, fueron sinonimizados bajo el nombre de S. salicifolium y se
incluyeron dentro de Dulcamaroide por el habito lefioso y considerando las distintas
formas de las hojas como un caracter altamente variable (Knapp, 2013). En cuanto a las
distintas poblaciones analizadas de S. salicifolium, S. salicifolium 818 corresponde a lo
que se llamé S. ratum y S. salicifolium 794 a S. restrictum. Ambas especies pertenecian
a la seccion Solanum (Morton, 1976) o al clado  Morelloide
(www.nhm.ac.uk/research/solanaceaesource). Estas 2 especies también presentaron
formulas cariotipicas distintas (ambas con 10 m + 2 sm) a S. salicifolium sensu stricto
(S. salicifolium 3488) (9 m + 2 sm + 1 st). A partir del analisis estadistico discriminante,
estas entidades quedan incluidas en grupos diferentes (Fig. 5), con lo cual este analisis

estadistico no brinda soporte a tal sinonimia. Por ende, nuestro analisis cariotipico
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sostiene que S. ratum / S. restrictum y S. salicifolium serian especies distintas. A
diferencia de lo que sucedi6 con las otras poblaciones, esta inclusion fue justificada con
las disimilitudes que también se revelaron con los anélisis de bandeo cromosomico y
FISH, como se vera en los proximos capitulos.

El nimero de pares cromosémicos con satélites es variable en Solanaceas; por
ejemplo, en Capsicum se hallaron de 1 a 4 pares (Moscone, 1999), Lycium siempre
mostréd 1 par (e.g., Stiefkens & Bernardello, 2002; Stiefkens et al., 2010) y en las
especies de Hyoscyamus de 1 a 3 (Sheidai et al., 1999). La mayoria de las especies de
Solanum exhibieron satélites en los brazos cortos de los correspondientes cromosomas:
1 par (como los encontrados en este trabajo en ambos clados), 2 pares (en S. pseudolulo,
Bernardello et al., 1994) o 3 pares (en especies del complejo S. indicum, Krishnappa &
Chennaveraiah, 1975). En muy pocos trabajos se reportaron satélites en los brazos
largos, tal es el caso de Nicotiana (Moscone, 1989), Datura (Palomino et al., 1988;
Moscone, 1989), Cestrum (Sharma & Sharma, 1957) y Solanum (Bernardello &
Anderson, 1990). En el clado Morelloide, S. pilcomayense sensu stricto (S.
pilcomayense 2287) fue la Unica especie estudiada con satelites en los brazos largos.
Acerca del tamario, estos pueden variar dependiendo de la especie, siendo destacable S.
crispum (Dulcamaroide) ya que presentd un par de satélites mas grandes que el brazo
corto del cromosoma que lo porta.

Solanum presenta inconvenientes al momento de delimitar sus taxones para definir
una circunscripcion infragenérica aceptable (e.g., D’Arcy, 1991; Nee, 1999; Bohs,
2005; Weese & Bohs, 2007). Nuestros analisis cariotipicos en especies de Morelloide y
Dulcamaroide permitieron detectar diferencias entre los taxones examinados. Por
consiguiente, la variacion en los cromosomas, aunque no siempre de magnitud
acompafiada por la divergencia evolutiva de las especies estudiadas, es un fenémeno
general observado tanto en plantas como en animales (e.g., Goodspeed, 1954;
Rieseberg, 2001). De este modo, las similitudes en los cariotipos, podrian indicar
relaciones entre los taxa. Nee (1999), por ejemplo, no considera a S. triflorum, S.
tripartitum y S. palitans como especies estrechamente relacionadas, colocando a S.
triflorum en la seccion Solanum (Morelloide) y a S. tripartitum y S. palitans en la
seccion Dulcamara (Dulcamaroide). Por el contrario, Bohs (2005), Weese & Bohs
(2007) y Knapp (2013), a través de analisis de secuencias de genes ndhF de cloroplastos

y estudios a nivel morfoldgico, las incluyen en Morelloide. Nuestros resultados
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concuerdan con este ultimo esquema, ya que todas exhiben la misma formula
cariotipica. Ademas, S. tripartitum y S. palitans se encuentran en la categoria 1 A de
Stebbins (1971) y muestran valores similares de Lt y C (Tabla 2), mientras que S.
triflorum se incluy6 en la categoria 2 B y sus valores para Lt y C son mayores. Este
hecho podria indicar a S. tripartitum y S. palitans como especies que estan
estrechamente relacionadas, en concordancia con Bohs (2005), Weese & Bohs (2007) y
Sarkinen et al. (2013).

Stebbins (1971), consider6 como primitivos a los cariotipos que presentan altos
niveles de simetria pero también han sido propuestos mecanismos de ortoseleccion
cariotipica para el mantenimiento de los complementos formados por cromosomas de
aproximadamente la misma longitud y con centrémeros medios o submedios (Moscone
et al., 2003). Diferentes géneros de Solanaceas, tales como Hyoscyamus, Lycium,
Dyssochroma, Cestrum y Capsicum, podrian haber experimentado este fendmeno. De
hecho, el incremento en la asimetria de los cariotipos podria ser considerado como un
caracter avanzado, como mencionaran Chiarini & Barboza (2008) para Jaborosa.
Solanum fue incluido en la categoria 1 A por Stebbins (1971) debido a la presencia de
cariotipos altamente simétricos, como fuera también reportado posteriormente por
distintos autores (e.g., Bernardello & Anderson, 1990; Acosta et al., 2005; Chiarini &
Bernardello, 2006). Sin embargo, nuestros datos indican que Morelloide vy
Dulcamaroide tienen un rango de cariotipos que van desde simétricos (la mayoria de las
especies aqui estudiadas) a los considerados como mas asimétricos (S. sinuatirecurvum
y S. crispum). Antes de la clasificacion de Bohs (2005), S. sinuatirecurvum estaba
incluido en la seccion Episarcophyllum Bitter (Solanum subgénero Solanum).

Los datos disponibles sugieren que la gran diversificacion en Solanum fue
acompafiada por arreglos estructurales poco visibles en los cromosomas (Stebbins,
1971). Es posible, ademas, que los cambios estructurales que no son detectados en los
cariotipos tales como inversiones y translocaciones se hayan producido y que esos
cambios puedan ser méas frecuentes que los arreglos visibles (e.g., Stebbins, 1971;
Bernardello & Anderson, 1990; Bernardello et al., 1994). Este podria ser el caso de los
clados examinados en la presente tesis para los distintos taxones examinados.

Estos datos cariotipicos contribuyeron a una mejor comprension de la sistematica
del grupo. Sin embargo, es necesario obtener andlisis cariotipicos mas detallados y

acompafiados con estudios filogenéticos para obtener mas conocimiento acerca de las
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posibles tendencias carioevolutivas en Morelloide y Dulcamaroide. Como se analizara
en los siguientes capitulos, técnicas como el bandeo cromosémico CMA/DAPI e
hibridacion in situ fluorescente (FISH), que aportan valiosos datos sobre la estructura de
los cromosomas, nos permitiran determinar homeologias cromosdmicas entre estos dos

grupos estrechamente relacionados.
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Conclusiones

Se contaron los cromosomas mitdticos de 26 especies de Solanum, 16 de las
cuales pertenecen al clado Morelloide y 10 al clado Dulcamaroide. Todas las

entidades aqui estudiadas mostraron un niamero cromosémico de 2n= 2x= 24.

Son informados por primera vez los nimeros cromosomicos de 9 taxones y se

confirman los guarismos de las especies restantes.

Los taxones analizados de Morelloide presentaron cariotipos constituidos en su
mayoria por cromosomas m y sm. Sélo S. aloysiifolium 2152, S. pilcomayense
2287 y S. sinuatirecurvum presentaron cromosomas st. Esta ultima especie, con

4 pares st, representé el primer reporte para el clado y para el genero Solanum.

En el clado Dulcamaroide, la mayoria de las especies exhibieron cromosomas m,
excepto S. crispum con la mayoria de sus cromosomas sm. También mostraron
cromosomas st: S. amygdalifolium, S. salicifolium 3488, S. endoadenium y S.

salicifolium 3158.

En general, los cromosomas de ambos clados fueron pequefios, con longitudes
que variaron en un rango de 0,97 um en S. palitans (Morelloide) a 4,09 umen S.

crispum (Dulcamaroide).

La ocurrencia de un par de satélites fue comdn en los taxones examinados,
destacandose S. pilcomayense 2287 (Morelloide) por ser la Unica entidad en
presentar satélites en los brazos largos del cromosoma correspondiente y S.
crispum (Dulcamaroide) por poseer un par de satélites mas grandes que el brazo

corto del cromosoma que lo porta.

Los cariotipos de los taxones estudiados fueron principalmente simétricos, segun
los indices de asimetria utilizados para el analisis. S. sinuatirecurvum, con 5 m +
3 sm + 4 st (Morelloide) y S. crispum, con 2 m + 9 sm + 1 st (Dulcamaroide)

resultaron ser las especies con los cariotipos mas asimétricos.
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De acuerdo a los resultados del analisis estadistico discriminante, no fue posible
confirmar la sinonimia de S. ratum/S. restrictum y S. salicifolium, ya que estas

especies quedan incluidas en grupos diferentes.
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Capitulo 3: BANDEO CROMOSOMICO
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Introduccién

El bandeo cromosomico CMA/DAPI fluorescente revela la heterocromatina
constitutiva (HC), su composicion y distribucion en los cromosomas (Mizianty, 1985;
Henning, 1999; Guerra, 2000). Ademas, la doble tincion directa sobre los cromosomas
con fluorocromos base — especificos no requiere de tratamientos fisicos o quimicos y la
mayoria de las regiones tefiidas son aquellas que presentan gran afinidad por un
fluorocromo en particular (Sumner, 1990). La combinacion mas frecuentemente usada
para diferenciar bandas cromosdmicas es la doble tinciébn con CMA; (cromomicina Ag)
y DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro) (Guerra, 2000). Debido a que el
CMA vy el DAPI se unen preferencialmente a secuencias ricas en GC y AT,
respectivamente (Sumner, 1990), permiten la identificacion de diferentes tipos de
bandas de heterocromatina ricas en GC (CMA'/DAPI), ricas en AT (CMA/DAPIY) o
neutrales AT/GC (CMA%DAPI®) (Guerra, 2000).

Los blogues de heterocromatina pueden encontrarse en todas las partes que
componen a los cromosomas. Sin embargo, estdn presentes especialmente en
determinadas regiones cromosomicas, lo que sugiere entonces que la HC tiene una
finalidad funcional (Sumner, 1990; Guerra, 2000). Estos bloques heterocromaticos son
usualmente heteromarficos, esto es, difieren con frecuencia en tamafio entre individuos
de la misma especie y entre cromosomas homdélogos en el mismo individuo (Sumner,
2003). La mayoria de estos segmentos contienen elevadas concentraciones de ADN
repetitivo (ADN satélite) que pueden variar en composicién y tamafio sin efectos
notorios en el organismo entero. De esta manera, para el analisis de patrones de bandas
heterocromaticas de distintas especies, resulta importante considerar que la HC varia en
calidad y en cantidad entre los taxones y que, aun en una misma especie, el
polimorfismo para numero y tamafio de las bandas es frecuente (Vosa, 1989; Sumner,
1990; Guerra, 2000). Todos estos aspectos resultan esenciales para la caracterizacién
del cariotipo de una especie, ya que aun aquellas que se encuentran estrechamente
relacionadas pueden diferir en cuanto a la cantidad de heterocromatina presente en sus
cromosomas (Guerra, 2000).

El bandeo CMA/DAPI ha sido reconocido como un método confiable para
distinguir algunos tipos de HC en plantas (Vosa, 1976; Schweizer, 1976; Schweizer &
Ambros, 1994). Se ha aplicado con éxito en diferentes angiospermas para determinar la

distribucién de heterocromatina, por ejemplo: Capsicum y Nierembergia (Solanaceae,
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Moscone et al., 1996 y Acosta, 2006 respectivamente), Aurantioideae (Rutaceae,
Guerra, 2000), Caesalpinoideae y Papilionoideae (Fabaceae, Souza & Benko-Iseppon,
2004), Urvillea (Sapindaceae, Urdampilleta et al., 2006), Cactaceae (Las Pefias et al.,
2008), entre otras. También han sido herramientas Utiles en la caracterizacion de
genomas en grupos de especies vegetales relacionadas, como en los géneros Arachis
(Robledo & Seijo, 2008, 2010), Centaurea (Font et al., 2008), Citrus (Guerra, 1993),
Phleum (Cai & Bulum, 1991) y Tritricum (Friebe & Gill, 1996). Por su parte, Moscone
et al. (1996), Fregonezi et al. (2006) y Stiefkens et al. (2010) utilizaron el bandeo
cromosémico para identificar especies en Cestrum, Lycium y Capsicum,
respectivamente.

En Solanum, los datos cariotipicos para los patrones de bandeo de HC, han sido
obtenidos para unas 50 especies (Pijnacker & Fewerda, 1984; Pringle & Murray, 1993;
Sultana & Adam, 2007; Brasileiro-Vidal et al., 2009; Rego et al., 2009; Melo et al.,
2011; Acosta et al., 2012; Miguel et al., 2012).

Por lo tanto, sobre la base de los antecedentes expuestos se prevé que el analisis del
patrén de bandas generado mediante el bandeo CMA/DAPI, aporten nuevos marcadores
cromosomicos que contribuyan al esclarecimiento de las relaciones evolutivas y

sistematicas entre las especies de Solanum de los clados Morelloide y Dulcamaroide.
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Materiales y Métodos

Los taxones analizados con bandeo CMA/DAPI fueron los siguientes: S.
aloysiifolium 2210, S. aloysiifolium 2152, S. americanum, S. chenopodioides, S.
hastatilobum, S. palitans, S. pilcomayense 2287, S. pilcomayense 2279, S. triflorum
(Clado Morelloide) y S. angustifidum, S. crispum, S. dulcamara, S. endoadenium, S.

salicifolium 3158, S. salicifolium 818 y S. salicifolium 794 (Clado Dulcamaroide).

Para contribuir a la caracterizacién citogenética de las especies se utiliz6 la tincion
con cromomicina As y 4’,6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro (CMA/DAPI), que
revela simultdneamente bandas heterocromaticas ricas en pares de nucledtidos GC
(bandas CMA positivas y DAPI negativas) y AT (bandas CMA negativas y DAPI
positivas) segun Schweizer (1979) y Schweizer & Ambros (1994) con leves
modificaciones.

La fluorescencia aumentada o reducida de un segmento cromosémico se indica en el

¢ 9

texto mediante los simbolos “+” y respectivamente luego del correspondiente
fluorocromo.

Para la realizacion de esta tecnica se llevaron a cabo las preparaciones de los
cromosomas somaticos mediante digestion enzimatica del material, que consta de los

siguientes pasos:

- Lavado de los apices radicales fijados en agua destilada por 10 min.

- Maceracion en solucion enzimatica de celulasa 4% (w/v) y pectinasa 40% (v/v)
a 37°C por 60 min.

- Lavados en agua destilada y transferencia a acido acético 45%.

- Diseccion y aplastamiento en portaobjetos.

- Remocion del cubreobjetos por congelamiento con aire liquido.

- Secado al aire a temperatura ambiente por tres a cinco dias hasta su utilizacion.

Tincién doble CMA/DAPI (segun Schwarzacher et al., 1980):

- Incubacidn de los preparados con solucion CMA (0,5g/ml tampdn Mcllvaine) en
camara humeda y en oscuridad a temperatura ambiente por 1,5 hs.

- Remocioén del cubreobjeto y lavado con agua destilada por 5 min.
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- Incubacién con solucion DAPT (2 pg/ul tampén Mcllvaine) en camara humeda y
en oscuridad a temperatura ambiente por 30 min.

- Remocion del cubreobjeto y lavado con agua destilada durante 10 min.

- Montaje del preparado en medio 1:1 de glicerol/tampon Mcllvaine (pH 7.0).

- Los preparados se dejaron en oscuridad durante 3 dias para luego ser observados

con microscopio de fluorescencia.

Los correspondientes idiogramas se realizaron tomando como base los realizados
para los andlisis de tincion convencional para las mismas especies.
Los cromosomas fueron observados y fotografiados con un microscopio éptico

Zeiss Axiophot provisto de una cdmara y de un analizador de iméagenes.
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Resultados

Se analizaron con bandeo de fluorescencia CMA/DAPI los cromosomas mitoticos
de 16 especies de Solanum, 9 de las cuales pertenecen al clado Morelloide y 7 al
Dulcamaroide (detallado en Materiales y Métodos). En los idiogramas, las bandas
heterocrométicas asociadas a NORs se representaron con color diferente, mientras que
las no asociadas a NORs se representaron con un circulo.

La mayoria de las especies analizadas en este trabajo presentaron heterocromatina
constitutiva rica en pares de nucledtidos GC, ya que exhibieron bandas brillantes con
CMA (CMA") y apagadas con DAPI (DAPI") (Fig. 17, 18, 19, 20, 21y 22). El analisis
del patron de bandas permitié describir dos tipos de heterocromatina: por un lado
bandas asociadas a NORs (CMA'/DAPI") y por otro, bandas no asociadas a NORs
(CMA'/DAPI).

En las especies estudiadas del clado Morelloide, se encontraron bandas
CMA'/DAPI en 1-2 pares cromosémicos generalmente sm y bandas CMA*/DAPI® en
las regiones terminales de la gran mayoria de sus cromosomas. Las bandas
CMA'/DAPI se encontraron en el primer par sm de S. americanum (Fig. 17 E-F y 23
C), S. chenopodioides (Fig. 18 A-B y 23 D) y S. palitans (Fig. 18 E-F y 24 A), en el
segundo par sm de S. triflorum (Fig. 19 E-F y 24 D), en el tercer par sm de S.
hastatilobum (Fig. 18 C-D y 23 E) y en el cuarto par sm en el caso de S. aloysiifolium
2152 (Fig. 17 C-D y 23 B). Solanum triflorum mostrd también bandas CMA*/DAPI en
el primer par m y en S. pilcomayense 2287 (Fig. 19 A-B y 24 B) se destacaron bandas
CMA'/DAPI™ en el brazo largo del segundo par cromosémico m. En S. aloysiifolium
2210 (Fig. 17 A-B y 23 A), se hallaron bandas CMA'/DAPI" en el segundo par
cromosomico m.

En el clado Dulcamaroide, todas las especies presentaron un Unico par de
cromosomas portador de bandas CMA*/DAPI"y la mayoria en cromosomas m. Solanum
angustifidum (Fig. 20 A-B y 25 A), S. dulcamara (Fig. 20 E-F y 25 C) y S. salicifolium
3158 (Fig. 21 C-D y 25 E) exhibieron bandas CMA'/DAPI" en el primer par
cromosomico m, mientras que sélo S. crispum mostr6 bandas CMA'/DAPI en el
segundo par m (Fig. 20 C-D y 25 B). En S. endoadenium (Fig. 21 A-B y 25 D), S.
salicifolium 818 (Fig. 21 E-F y 25 F) y S. salicifolium 794 (Fig. 22 A-B y 25 G) las
bandas se encontraron en cromosomas sm. A diferencia del clado Morelloide, donde la

mayoria de las especies exhibieron pequefios blogques de heterocromatina constitutiva no

75



Bandeo cromosomico

asociados a NORs (CMA'/DAPI®), las Unicas especies que presentaron esta
caracteristica en Dulcamaroide fueron S. angustifidum, S. salicifolium 818 (Fig. 21 E-F
y 25 F) y S. salicifolium 794 (Fig. 22 A-B y 25 G).
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Fig. 17. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Morelloide. A-B=S. aloysiifolium 2210, C-D= S. aloysiifolium 2152,
E-F= S. americanum. A, C y E: CMA; B, D y F: DAPI. Las flechas sefialan bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI". Barra= 6 pm.
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Fig. 18. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Morelloide. A-B=S. chenopodioides, C-D= S. hastatilobum, E-F=S.
palitans. A, Cy E: CMA; B, D y F: DAPI. Las flechas sefialan bandas heterocromaticas
CMA'/DAPI'. Barra= 6 pum.
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Fig. 19. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Morelloide. A-B= S. pilcomayense 2287, C-D= S. pilcomayense
2279, E-F=S. triflorum. A, Cy E: CMA; B, D y F: DAPI. Las flechas sefialan bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI". Barra= 6 pm.
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Fig. 20. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Dulcamaroide. A-B= S. angustifidum, C-D= S. crispum, E-F= S.
dulcamara. A, C y E: CMA; B, D y F. DAPI. Las flechas sefialan bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI". Barra= 6 pm.
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Fig. 21. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Dulcamaroide. A-B= S. endoadenium, C-D=S. salicifolium 3158, E-
F=S. salicifolium 818. A, Cy E: CMA; B, D y F: DAPI. Las flechas sefialan bandas
heterocromaticas CMA*/DAPI". Barra= 6 pm.
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Fig. 22. Metafases somaticas sometidas a doble tincion CMA/DAPI de especies de
Solanum del clado Dulcamaroide. A-B= S. salicifolium 794. A: CMA; B: DAPI. Las
flechas sefialan bandas heterocroméaticas CMA*/DAPI". Barra= 6 pum.
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Fig. 23: Idiogramas de especies de Solanum del clado Morelloide con bandeo de
fluorescencia CMA/DAPI. A= S. aloysiifolium 2210, B= S. aloysiifolium 2152, C= S.
americanum, D= S. chenopodioides, E= S. hastatilobum. Barra =3 um.
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Fig. 24: Idiogramas de especies de Solanum del clado Morelloide con bandeo de
fluorescencia CMA/DAPI. A= S. palitans, B= S. pilcomayense 2287, C= S.

pilcomayense 2279, D= S. triflorum. Barra = 3 pm.
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Fig. 25: Idiogramas de especies de Solanum del clado Dulcamaroide con bandeo de
fluorescencia CMA/DAPI. A= S. angustifidum, B=S. crispum, C= S. dulcamara, D=S.
endoadenium, E=S. salicifolium 3158, F= S. salicifolium 818, G=S. salicifolium 794.
Barra = 6 pm.
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Discusion

En la actualidad, las técnicas de biologia molecular permiten detectar la variabilidad
a nivel de ADN (Sumner, 2003). Sin embargo, la caracterizacion cariotipica ain sigue
siendo necesaria para dilucidar el rol de los cromosomas en la herencia, la adaptacion y
la evolucién. Efectivamente, los patrones de bandeo resultan de gran utilidad y
complementan a los estudios citogenéticos para establecer situaciones de poliploidia o
aneuploidia, origen de reordenamientos cromosomicos, dilucidar mecanismos
evolutivos y determinar heteromorfismos (Poggio, 1996; Guerra, 2000).

El uso de fluorocromos base — especificos para la tincion de cromosomas permite
caracterizar las bandas heterocromaticas de acuerdo a la composicion de su ADN
satélite (Schweizer, 1979). Aungue existe una gran variabilidad en los patrones de
distribucién de heterocromatina entre las angiospermas, no son comunes los cambios
notorios dentro de un grupo de especies relacionadas (Hoshi & Kondo, 1998; Guerra,
2000). De hecho, mediante la cuantificacion de las regiones heterocromaticas por los
fluorocromos CMA/DAPI, se demostro la riqueza de pares de nucledtidos GC. Este es
un tipo comun de HC asociada a NORs y a satélites, como es muy caracteristico en
plantas (Sinclair & Brown, 1971).

Los datos disponibles para la mayoria de familias y géneros de angiospermas para
los nimeros y disposicion de bandas heterocromaticas fueron variables, pero el patron
general fue relativamente conservado (e.g., Vigna, Fabaceae: Galasso et al., 1996;
Citrus, Rutaceae: Miranda et al., 1997, Guerra et al., 2000; Clivia, Amaryllidaceae: Ran
et al., 1999). Lo mismo ocurrié en varios géneros de Solanaceas tales como: Cestrum
(Fregonezi et al., 2006), Lycium (Stiefkens et al., 2010) y Capsicum (Moscone et al.,
1999).

En la mayoria de las especies de Solanum estudiadas hasta la fecha se destacan las
bandas heterocromaticas CMA'/DAPI terminales (e.g., Acosta et al., 2002; Miguel et
al., 2003, 2012), en concordancia con los taxones aqui examinados de los clados
Morelloide y Dulcamaroide. Un ejemplo de ello es S. chenopodioides, también
estudiada por Acosta et al. (2012), donde predominan este tipo de bandas. Estos autores
también sefialaron bandas CMA*/DAPI" intercalares en S. endoadenium, lo que difiere
con nuestros resultados ya que Unicamente fueron observados bloques heterocromaticos

en la regién terminal de los cromosomas. Por su parte, Melo et al. (2011) visualizaron
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bloques CMA" asociados a satélites y varios otros bloques menores teloméricos en S.
nitidibaccatum, lo que indicaria la existencia de dos tipos de heterocromatina rica en
GC, una asociada al satélite y la otra restringida al telémero. Esto también fue posible
observar en S. aloysiifolium 2210, S. americanum, S. hastatilobum, S. pilcomayense
2287, S. crispum, S. angustifidum, S. salicifolium 818 y S. salicifolium 794 en la
presente tesis. Segun los autores mencionados con anterioridad, esta caracteristica
podria ser utilizada entonces como un marcador especie — especifico, diferenciando a S.
nitidibaccatum de otras especies diploides que no presentan este tipo de bandas, lo que
podria ser extrapolado para las especies analizadas de Morelloide y Dulcamaroide (cf.
Melo et al., 2011). Algunas especies de Solanum demuestran diferencias cariotipicas
entre las poblaciones estudiadas. Solanum aloysiifolium 2210 (proveniente de Salta) y S.
aloysiifolium 2152 (procedente de Tucuman) se diferencian claramente en el patron de
bandas, situacion similar se presento en las poblaciones analizadas de S. pilcomayense
2287 (proveniente de Entre Rios) y S. pilcomayense 2279 (procedente de Corrientes).
Sumado a que en ambos casos existen diferencias en cuanto a las formulas cariotipicas,
tamafio cromosémico y presencia/ausencia de satélites (ver capitulo anterior), estas
caracteristicas podrian indicar la existencia de alta variacion cariotipica o0 de especies
distintas.

En el clado Dulcamaroide, Knapp (2013) sinonimiza (principalmente por el habito
de las plantas) bajo el nombre de S. salicifolium las especies S. ratum y S. restrictum
(antes incluidas en Morelloide). Solanum salicifolium 818 (= S. ratum) y S. salicifolium
794 (= S. restrictum) exhibieron bloques de HC no asociados a NORs. Nuestro analisis
confirma la sinonimia de S. ratum con S. restrictum, pero no con S. salicifolium. El
patron de bandas CMA'/DAPI° relaciona a las dos primeras especies con el clado
Morelloide.

También se observo heterocromatina en la region centromérica de los cromosomas
en varios generos de Solanaceas (e.g., Cestrum: Berg & Greilhuber, 1992, 1993a,b;
Hyoscyamus: Tiagi & Gill, 1990; Nicotiana: Merrit, 1974; Mouras, 1982; Mouras et al.,
1986; Solanum: Pijnacker & Fewerda, 1984; Wagenvoort et al., 1994), excepto en
Cyphomandra (Pringle & Murray, 1993), Petunia (Wijsman et al., 1983) y las especies
aqui estudiadas de los clados Morelloide y Dulcamaroide. Cabe sefialar como un hecho
frecuente la reaccion diferencial de la heterocromatina centromérica al tratamiento con
distintas técnicas de bandeo. La falta de discriminacién de regiones particulares C-

centroméricas fueron registradas en otras plantas (e.g., Solanaceae: Capsicum, Moscone
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et al., 1993, 1996; Cestrum, Berg & Greilhuber, 1993a; Fregonezi et al., 2004;
Fabaceae: Vicia, Schweizer, 1976), hecho que podria estar relacionado con regiones
compuestas de secuencias repetidas no particularmente ricas en AT o GC (Moscone et
al., 1996).

Las diferencias cariotipicas encontradas no otorgan soporte a la clasificacion actual
Morelloide y Dulcamaroide. Resulta prematuro establecer un patron general que
permita delimitar grupos de especies. Sin embargo, la variacion del patron de bandas de
heterocromatina en Solanum resulta una herramienta importante en el reconocimiento
de afinidades taxonémicas. Es por ello que se propone analizar mayor cantidad de
especies y de poblaciones para las distintas especies con diferentes técnicas de bandeo
cromosémico para llegar a conclusiones mas certeras en cuanto a su valor en la

taxonomia de estos grupos.
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Conclusiones

e Se estudiaron con bandeo de fluorescencia CMAJ/DAPI los cromosomas
mitéticos de 16 especies de Solanum, 9 de las cuales pertenecen al clado
Morelloide y 7 al Dulcamaroide.

e El andlisis del patrdn de bandas permitié describir dos tipos de heterocromatina:
(1) bandas asociadas a NORs (CMA*/DAPI")
(2) bandas no asociadas a NORs (CMA*/DAPI°)

e En el clado Morelloide, se encontraron bandas CMA'/DAPI" y bandas
CMA'/DAPI°en las regiones terminales de la gran mayoria de sus cromosomas.
En S. pilcomayense 2287 se destacaron bandas CMA'/DAPI™ en el brazo largo
del segundo par cromosémico m que se corresponden con el organizador

nucleolar.

e Se detectaron heteromorfismos en cuanto al tamafio y nimero de bandas entre
individuos de la misma especie (S. aloysiifolium 2210 y S. aloysiifolium 2152; S.

pilcomayense 2287 y S. pilcomayense 2279).

e A diferencia del clado Morelloide, donde la mayoria de las especies exhibieron
pequefios bloques de heterocromatina constitutiva no asociados a NORs
(CMA*/DAPI®), las Gnicas especies que presentaron esta caracteristica en

Dulcamaroide fueron S. angustifidum, S. salicifolium 818 y S. salicifolium 794,

e El patron de bandas no apoya la sinonimia de algunas especies pero la confirma

en el caso de S. ratum y S. restrictum.
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Capitulo 4: HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE
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Introduccién

En el estudio de los cromosomas se ha producido un notable avance durante las
ultimas décadas gracias a la aparicion de nuevas técnicas de citogenética molecular, en
particular la hibridacion in situ (Cuadrado & Jouve, 1994). Esta tecnologia fue
desarrollada independientemente por dos grupos de trabajo (John et al., 1969; Pardue &
Gall, 1969) y marco la transicion de la época de la citogenética clésica a la época de la
citogenética molecular moderna. Dicha técnica implica la localizacion citoldgica de
ADN sobre los cromosomas y resulta muy Gtil para conocer la posicién fisica de ADN
con elevado nimero de copias (ADN repetitivo) (Cuadrado & Jouve, 1994). Se basa en
el reconocimiento y la hibridacion entre una secuencia de ADN marcada (sonda) y un
segmento complementario de ADN cromosdmico (secuencia blanco), lo que permite la
deteccion de regiones especificas sobre los cromosomas (Barros e Silva & Guerra,
2010).

Las principales secuencias de ADN repetitivo utilizadas en la citogenética molecular
son las que codifican los genes ribosomicos, los segmentos de telomero y
microsatélites, ademas de algunos otros grupos de ADN satélite (Snowdon et al., 2001;
Sumner, 2003). Entre estas secuencias se destacan la de los genes ribosomales 18S-
5,8S- 26S (también llamado ADNr 45S), asi como los que codifican el ARNr 5S (ADNr
5S). Ambos se presentan en repeticiones en tdndem en uno 0 mas sitios cromosomicos;
sin embargo ocurren separados fisicamente en los cromosomas de los eucariotas
(Lapitan, 1992; Sone et al., 1999). Estos genes ribosomales de ADNr 45S y 5S
representan una de las secuencias empleadas con mayor frecuencia en plantas para la
generacion de marcadores por hibridacion in situ fluorescente (FISH) (Kato et al., 2005;
Seijo et al., 2010). Esto se debe a que dichas secuencias son altamente conservadas
permitiendo que sondas originalmente aisladas de diferentes especies, como por
ejemplo trigo (Gerlack & Bedbrook, 1979; Gerlack & Dyer, 1980), puedan ser
utilizadas en la localizacion de esos segmentos en distintos vegetales (Leitch & Heslop-
Harrison, 1992; Adams et al.,, 2000; Schwarzacher & Heslop-Harrison, 2000;
Schwarzacher, 2003).

El uso de la técnica de FISH ha permitido establecer nuevos tipos de marcadores
cromosomicos para el analisis comparado de los cariotipos, localizar diversas
secuencias repetitivas a lo largo del cromosoma y construir mapas fisicos para distintas

especies de plantas (Maluszynska & Heslop-Harrison, 1993). Este mapeo citoldgico de
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genes ribosomicos 45S y 5S aporta entonces valiosos datos sobre la estructura
cromosomica y permite determinar homeologias entre especies relacionadas (Moscone
et al., 1995, 1999; Adams et al., 2000; Taketa et al., 2005; Cai et al., 2006; Hasterok et
al., 2006).

Los metodos de FISH han sido utilizados en varios géneros de angiospermas tales
como Brassica (Brassicaceae, Ziolkowski & Sadowski, 2002), Lilium (Liliaceae, Lim,
2001), Urvillea (Sapindaceae, Urdampilleta et al., 2006) y Cephalanthera (Orchidaceae,
Moscone et al., 2007), entre otros. En lo que respecta a las Solanaceas, también han
sido localizados genes ribosémicos mediante FISH en especies de los géneros Capsicum
(Moscone et al., 2003; Park et al., 1999, 2000), Nicotiana (Kitamura et al., 2001;
Nakamura et al., 2001), Petunia (Entani et al., 1999), Nierembergia (Acosta, 2006),
Lycopersicon (en la actualidad género Solanum, Xiang-Hui et al., 2011), Cestrum
(Fregonezi et al., 2006) y Solanum (Rego et al., 2009). Para los clados Morelloide y
Dulcamaroide, en particular, s6lo han sido analizadas unas pocas especies, tales como:
S. dulcamara, S. nitidibaccatum, S. amygdalifolium y S. americanum (Rego et al., 2009;
Melo et al., 2011).

Debido a las ventajas que proporciona la técnica de FISH para analizar la
distribucién del conjunto de secuencias repetidas de ADN, es que se decidi6 encarar el
presente estudio. Esta tecnologia, combinada con los patrones de bandeo fluorescente
CMA/DAPI y otras caracteristicas observadas mediante técnicas citogenéticas clasicas,
constituyeron herramientas Utiles para los analisis comparativos de los cariotipos en
especies relacionadas de Solanum de los clados Morelloide y Dulcamaroide en esta

tesis.
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Materiales y Métodos

FISH para los genes de ADNr 18-5,8-26S y 5S

La localizacion y nameros de sitios de ADNr fueron determinados mediante la
técnica de FISH segun el protocolo de Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000), con
pequefias modificaciones. Para detectar las regiones de ADNr 18-5,8-26S fue utilizada
como sonda el fragmento pTa71 (Gerlach & Bedbrook, 1979) marcada con biotina-14-
dATP (BioNick, Invitrogen). Para mapear loci de ADNr 5S fueron utilizados productos
de PCR marcados con digoxigenina-11-dUTP (DIG Nick Translation, Roche,
Alemania), utilizando como primer 5SrDNA-3 y 5SrDNA-4 (Kitamura et al., 2001) y
ADN de S. stuckertii como molde.

Preparacion de la mezcla de hibridacion

- En el momento de efectuar las hibridaciones, se preparo la mezcla de hibridacion que
incluyo los siguientes componentes: formamida deionizada, 50% de sulfato de dextrano,
tampdn 2xSSC, 0,3% de SDS y 4-6 ng/ul de sonda de ADN marcada.

- Desnaturalizaciéon a 70°C por 10 min.

- Enfriamiento en hielo hasta su uso.

Tratamiento de los preparados para la hibridacién

- Incubacion en 100 pg/ml ARNasa/2x SSC en camara hiimeda a 37°C por 60 min.

- Remocidn del cubreobjeto y lavado con 2xSSC a temperatura ambiente (este paso se
repitié 2 veces).

- Fijacion en solucion de paraformaldehido y lavado con 2xSSC a temperatura
ambiente.

- Deshidratacion alcohdlica de etanol 70% y 100% por 5 minutos y secado al aire.

Hibridacion in situ

- Agregado de la mezcla de hibridacién a cada preparado a los que se habian realizado
los tratamientos pre-hibridacién y colocacion del cubreobijeto.

- Incubacidn de los preparados en termociclador con el siguiente programa: 90°C por 10
min, 48°C por 10 min y 38°C por 5 min.

- Incubacion en cdmara himeda a 37°C por 24 horas.
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Lavados post hibridacion

- Inmersién de los preparados en 2 x SSC a 42°C por 15 minutos para la remocion de
los cubreobjetos.

- Lavados sucesivos en las siguientes soluciones: 0,1 x SSC 5 min, 2 x SSC 5 min, 4 x
SSC 5 min. Todas las soluciones a 42°C.

- Lavado en 4 x SSC a temperatura ambiente por 5 min.

Bloqueo, deteccién y coloracion

- Agregado de solucion de bloqueo 5% de BSA (albimina de suero bovino) a los
preparados, colocacion del cubreobjeto e incubacion en cdmara himeda durante 5 min.

- Deteccion con solucion de Avidina-FITC (Sigma-Aldrich) y Antidigoxigenina-
Rodamina (Roche) en 5% de BSA para la deteccion de la sonda, incubacion en cadmara
himeda en oscuridad a 37°C por 60 min.

- Lavado con 4 x SSC 5 min.

- Montaje del preparado con 25 ul de Vectashield (Vector Lab.) conteniendo 1,5 ug/ml
de DAPI.

- Los preparados se dejaron en oscuridad durante 3 a 5 dias previos a la observacion con

microscopio de fluorescencia.

Los correspondientes idiogramas se realizaron tomando como base los realizados

para los analisis de tincion convencional para las mismas especies.

Los cromosomas fueron observados y fotografiados con un microscopio 6ptico

Zeiss Axiophot provisto de una cdmara y de un analizador de imagenes.
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Resultados

Se analizaron 16 especies de Solanum, 9 de las cuales pertenecen al clado
Morelloide y 7 al clado Dulcamaroide. En la Tabla 5 se indica el nGmero y posicion de
los loci de ADNr 45S y 5S que presenta cada taxdn estudiado.

En todas las entidades analizadas fue posible localizar ambos agrupamientos
ribosémicos y el patron de distribucion de las dos familias génicas de ADNTr difirio
entre las especies. Por otra parte, la localizacion de los sitios 45S se correlaciond con el
correspondiente patron de bandas heterocromaticas CMA'/DAPI™ luego del bandeo
fluorescente que fuera detallada en el capitulo anterior.

En Morelloide, los loci de ADNr 45S tuvieron posiciones terminales y variaron
entre 2 y 4 sitios segln las especies examinadas. En S. chenopodioides (Fig. 26 D y 30
D) los dos sitios se ubicaron en el primer par cromosomico m mientras que en S.
aloysiifolium 2210 (Fig. 26 Ay 30 A), S. americanum (Fig. 26 C y 30 C) y S. palitans
(Fig. 26 F y 31 B) se ubicaron en el primer par cromosdmico sm. Solanum pilcomayense
2279 mostro estos loci de ADNr 45S en el par m nimero 10 (Fig. 27 Ay 31 C) y S.
triflorum asociado al satélite del segundo par sm (Fig. 27 C y 31 E). Los 3 taxones de
este clado que presentaron 4 sitios de ADNr fueron S. aloysiifolium 2152 (en el primer
par m y asociado al satélite del segundo par cromosémico m) (Fig. 26 B y 30 B), S.
pilcomayense 2287 (en el primer par m y en el satélite del brazo largo del segundo par
m) (Fig. 27 Ay 31 C) y S. hastatilobum (en el Gltimo par m y en el segundo par sm)
(Fig. 26 E y 31 A). Ademas, se distinguieron heteromorfismos en cuanto a la presencia
de uno de los sitios 45S s6lo en uno de los cromosomas homologos en S. hastatilobum
(Fig. 26 Ey 31 A).

Por otra parte, solo hay 2 sitios de ADNr 5S en todas las entidades de Morelloide
estudiadas. Estos variaron en cuanto a su posicion, a diferencia de los loci 45S que
estuvieron todos en posiciones terminales. En S. aloysiifolium 2210 (Fig. 26 Ay 30 A),
S. chenopodioides (Fig. 26 D y 30 D) y S. americanum (Fig. 26 C y 30 C) estuvieron en
el par cromosémico m nudmero 10, en posiciones terminales y centromérica,
respectivamente. En S. pilcomayense 2287 (Fig. 27 Ay 31 C), S. hastatilobum (Fig. 26
E y 31 A) y S. pilcomayense 2279 (Fig. 27 A y 31 C), los loci de ADNr 5S se
encontraron en posiciones terminales para los 2 primeros (pares cromosomicos 6 my 9
m) y centromérica para el tercero (par 6 m), respectivamente. Las Unicas entidades que

presentaron locus de ADNr en cromosomas sm fueron S. triflorum (primer par) (Fig. 27
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C y 31 E), S. palitans (segundo par) (Fig. 26 F y 31 B) y S. aloysiifolium 2152 (tercer
par) (Fig. 26 B y 30 B), en posiciones terminales e intercalar.

En Dulcamaroide, los loci de ADNr 45S exhibieron todos posiciones terminales y
excepto S. salicifolium 3158 que tiene 4 sitios (situados en el primer par m asociado al
satélite y en el segundo par m) (Fig. 29 B y 32 F), el resto de los taxones mostraron 2
sitios 45S. En S. angustifidum (Fig. 28 B y 32 B), S. dulcamara (Fig. 286Dy 32 D) y S.
endoadenium (Fig. 29 A y 32 E), estos sitios se hallaron en el primer par de
cromosomas m (asociados a satélites para los dos primeros). Por ultimo, S. salicifolium
794 (Fig. 29 C y 32 G) y S. amygdalifolium (Fig. 28 A 'y 32 A) fueron las Unicas
entidades en que los sitios 45S se encontraron en el primer par de cromosomas sm.
Solanum crispum presenta un patron diferencial de distribucion de ADNr 45S no
observado en el resto de las especies de Dulcamaroide. Este patron consiste de un par
de sefiales intensas en la region terminal del segundo par m y n conjunto de sefiales de
menor intensidad en las regiones terminales de la mayoria del complemento
cromosomico (Fig. 28 Cy 32 C).

Los sitios de ADNr 5S variaron tanto en nimero como en posicion para las distintas
especies analizadas. En S. amygdalifolium (Fig. 28 Ay 32 A), S. endoadenium (Fig. 29
Ay 32 E), S. salicifolium 3158 (Fig. 29 B y 32 F) y S. salicifolium 794 (Fig. 29 C y 32
G) pudieron distinguirse 2 sitios en posiciones terminales para las 3 primeras especies e
intercalar para la Gltima entidad mencionada en pares cromosomicos m y sm. Solanum
angustifidum (Fig. 28 B 'y 32 B) y S. crispum (Fig. 28 C y 32 C) fueron las unicas
especies que exhibieron 4 sitios 5S en posiciones terminales, centroméricas e
intercalares en cromosomas m y sm. Ademas, S. crispum presento uno de los sitios 5S
en sintenia con las sefiales intensas de 45S. En cuanto a los heteromorfismos, en S.
angustifidum (Fig. 28 B y 32 B), fue posible visualizar la diferencia de tamafios de los
sitios, tanto para el 45S como para el 5S.

Resulta importante destacar que el tamafio de los sitios 45S y 5S, para ambos
clados, no siempre fue proporcional al tamafio de las bandas heterocromaticas asociadas
a NORs correspondientes, observadas con la técnica de bandeo CMA/DAPI aplicada.
De la misma manera, tanto para Morelloide como para Dulcamaroide, fue poco
frecuente la visualizacién de los sitios 45S y 5S para solo uno de los cromosomas
homdblogos del par correspondiente. Por lo general, aparecieron en ambos homélogos,
con tamafios similares, siendo de esta manera, homomdrficos en la mayoria de los

taxones.
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Tabla 5. Datos cromosémicos de los taxones de Solanum estudiados de los clados

Morelloide y Dulcamaroide examinados con la técnica de FISH utilizando las sondas

para los genes ribosémicos 18-5,8-26S y 5S. (***) Dispersion en los cromosomas A de

ADNIr, c: centroméricas; i: intercalares; t: terminales

Especies ADNr Sintenia
18-5,8-26S 5S
n° | Pos. | n° | Pos.
Clado Morelloide
S. aloysiifolium 2210 2 t 2 t -
S.aloysiifolium 2152 4 t 2 t -
S. americanum 2 t 2 c -
S. chenopodioides 2 t 2 t -
S. hastatilobum 4 t 2 t -
S. palitans 2 t 2 t -
S. pilcomayense 2287 4 t 2 c -
S. pilcomayense 2279 2 t 2 t -
S. triflorum 2 t 2 [ -
Clado Dulcamaroide
S. amygdalifolium 2 t 2 t -
S. angustifidum 2 t 4 t,c -
S. crispum 2(***) t 4 i,c +
S. dulcamara 2 t 2 C -
S. endoadenium 2 t 2 t -
S. salicifolium 3158 4 t 2 t -
S. salicifolium 794 2 t 2 [ -
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Fig. 26: Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafasicos de especies
de Solanum del clado Morelloide. A= S. aloysiifolium 2210, B= S. aloysiifolium 2152,
C= S. americanum, D= S. chenopodioides, E= S. hastatilobum, F= S. palitans. Las
flechas indican las sefiales de hibridacion para las sondas 45S (verde) y 5S (rojo). Barra
=6 um.
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Fig. 27: Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafasicos de especies
de Solanum del clado Morelloide. A= S. pilcomayense 2287, B= S. pilcomayense 2279,
C= S. triflorum. Las flechas indican las sefiales de hibridacion para las sondas 45S
(verde) y 5S (rojo). Barra = 6 pum.
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Fig. 28: Hibridacién in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafasicos de especies
de Solanum del clado Dulcamaroide. A= S. amygdalifolium, B= S. angustifidum, C=S.
crispum, D= S. dulcamara. Las flechas indican las sefiales de hibridacion para las

sondas 45S (verde) y 5S (rojo). Barra = 6 um.
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Fig. 29: Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en cromosomas metafasicos de especies
de Solanum del clado Dulcamaroide. A= S. endoadenium, B=S. salicifolium 3158, C=
S. salicifolium 794. Las flechas indican las sefiales de hibridacion para las sondas 45S

(verde) y 5S (rojo). Barra = 6 um.
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Fig. 30. Metafases somaticas sometidas a FISH de especies de Solanum del clado
Morelloide. A= S. aloysiifolium 2210, B= S. aloysiifolium 2152, C= S. americanum, D=
S. chenopodioides. Barra= 6 pm.

Indica sitios de ADNr 45S @ Indica sitios de ADNr 5S.
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Fig. 31. Metafases sométicas sometidas a FISH de especies de Solanum del clado
Morelloide. A= S. hastatilobum, B= S. palitans, C= S. pilcomayense 2287, D= S.
pilcomayense 2279, E= S. triflorum. Barra= 6 um.

Indica sitios de ADNr 45S @ Indica sitios de ADNr 5S.
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Fig. 32. Metafases somaticas sometidas a FISH de especies de Solanum del clado
Dulcamaroide. A= S. amygdalifolium, B= S. angustifidum, C= S. crispum, D= S.
dulcamara, E= S. endoadenium, F= S. salicifolium 3158, G= S. salicifolium 794.
Barra= 6 pum.

Indica sitios de ADNr 45S @Indica sitios de ADNr 5S
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Discusion

La técnica de FISH, a diferencia de las tinciones convencionales sobre los
cromosomas, se basa en reacciones moleculares especificas entre el ADN y otra
secuencia cualquiera denominada sonda (Guerra, 2004). Por otra parte, FISH en
combinacion con la tincidén doble con fluorocromos CMA/DAPI, se ha convertido en un
poderoso método para generar nuevos patrones de polimorfismos Utiles en la
identificacion y caracterizacién de cromosomas (e.g., Moscone et al., 1999; Guerra,
2004; Fregonezi et al., 2004, 2006). Una de las aplicaciones de esta técnica es la
obtencion de un mapa fisico, funcional y estructural del genoma a partir de sondas de
distinto origen. El analisis de la organizacion fisica de secuencias repetidas permite
entonces identificar a los cromosomas, analizar la arquitectura del genoma y verificar
hipdtesis acerca de la relacion entre posicion y funcién de determinadas secuencias
(Guerra, 2004).

Los genes ribosémicos 45S y 5S se encuentran entre los marcadores citogenéticos
mas comunes y abundantes. Sin embargo, las familias génicas pueden diferir en la
organizacion espacial y el nimero de copias en especies relacionadas (Levin, 2002). La
hibridacion con la sonda de ADNr 45S confirmé los sitios de satélites observados por
las técnicas de tincion convencional y de bandeo fluorescente en las especies estudiadas
en la presente tesis. Esta localizacion sigue un patrén de distribucion coman, ocurriendo
siempre en las regiones terminales de los cromosomas y que resulta frecuente en
muchas familias de angiospermas (e.g., Zhang & Sang, 1998; Benko-Iseppon &
Morawetz, 2000; Vaio et al., 2005; Urdampilleta et al., 2006). La disposicion terminal
de los sitios de ADNr 45S fue vista en varios géneros como por ejemplo: Hordeum
(Leitch & Heslop-Harrison, 1992), Sorghum (Sang & Liang, 2000), Helianthus
(Vanzela et al., 2002) y Maxillaria (Cabral et al., 2006), entre otros. También ha sido
comun en varios géneros de Solanaceas como Capsicum (Moscone et al., 1999),
Nicotiana (Lim et al., 2000), Nierembergia (Acosta et al., 2005), Cestrum (Fregonezi et
al., 2006) y Solanum (Rego et al., 2009; Melo et al., 2011, Chiarini et al., 2013). En
varias especies del subgénero Solanum, tales como: S. pseudocapsicum, S.
trachytrichium (Clado Geminata), S. granuloso-leprosum, S. mauritianum y S.
gemellum (Clado Brevantherum), también fue posible visualizar entre 2 y 4 sitios de

ADNTr 45S, en posiciones terminales de los cromosomas (Rego et al., 2009). La misma

106



Hibridacion in situ fluorescente

situacion se observd para las especies de los clados Morelloide y Dulcamaroide aqui
estudiadas.

La hibridacion con la sonda de ADNr 5S de S. stuckertii mostro sefiales en la regién
centromérica en S. americanum y S. pilcomayense 2287 (Morelloide) y en S.
angustifidum, S. dulcamara y S. crispum (Dulcamaroide) en el presente trabajo. Esta
posicion del sitio 5S ha sido mencionada como caracteristica tanto en angiospermas
como en gimnospermas por distintos autores (Kulak et al., 2002; Siljak-Jakovlev et al.,
2002; Besendorfer et al., 2005). En otros géneros de Solanaceae como Nicotiana (Lim
et al., 2000; Kitamura et al., 2001), Lycopersicon (en la actualidad género Solanum,
Lapitan, 1992) y Cestrum (Fregonezi et al., 2006), los sitios de ADNr 5S también
fueron localizados preferencialmente en la region centromérica. Esta informacion indica
que estas secuencias poseen una localizacion conservada en estos cariotipos y siguen la
teoria de campo cromosomico de Lima de Faria (1976) para regiones preferenciales de
ocurrencia y funcionamiento de algunos segmentos de ADN. Sin embargo, en el resto
de las especies analizadas en esta tesis, también se encontraron sitios 5S en posiciones
terminales e intercalares. De esta manera, tanto para las entidades de Morelloide como
de Dulcamaroide estudiadas, la hibridacion con la sonda de ADNr de S. stuckertii
mostrd sefiales en las regiones centroméricas, intercalares y terminales, a diferencia de
lo observado para los sitios 45S, en donde se encontraron siempre en posicion terminal
para ambos clados.

Los sitios del gen 5S fueron encontrados en uno o dos pares cromosomicos, siempre
en un cromosoma diferente al portador del 45S, hecho que coincide con los hallazgos en
varias angiospermas donde estas dos familias de genes ribosomicos (5S y 45S) estan
usualmente en cromosomas distintos (Maluszynska & Heslop-Harrison, 1993; Cerbah et
al., 1998). La excepcion en este caso resultd ser S. crispum donde se hallaron 4 sitios en
posiciones intercalares y centroméricas, éste ultimo en sintenia con el 45S. Estos datos
sugieren que los segmentos que contienen los sitios génicos para 45S y 5S no presentan
un numero Yy localizacion conservada entre las especies de Solanum y otras Solanaceas
estudiadas hasta el momento (Rego et al., 2009). Esta caracteristica parece ser comun en
otros grupos de plantas (e.g., Sapindaceae; Urdampilleta et al., 2006).

Determinadas secuencias de los genes 5S han sido utilizadas para hacer
reconstrucciones filogenéticas ya que los loci de ADNr 5S han sido variables en
cantidad y posicion. Por consiguiente, esta variabilidad ha sido utilizada para obtener

datos filogenéticos significativos como en Amaryllidaceae (Ran et al., 2001), Fabaceae
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(Crisp, 1999), Malvaceae (Cronn et al., 1996), Myrtaceae (Udovicic et al., 1955)
Poaceae (Steele et al., 1991; Kellogg & Appels, 1995; Baum & Johnson, 1996) y
Cactaceae (Las Pefias, 2009). Sin embargo, en otras familias se observd que la
codificacién de la regién es relativamente corta con un bajo indice de sustitucion de
bases y en consecuencia, estos sitios son filogenéticamente poco informativos y
constantes en nimero y posicién (Soltis & Soltis, 1998). Tal es el caso de algunos
taxones de Nierembergia (Acosta, 2006) y géneros como Aloe (Adams et al., 2000),
Arachis (Seijo et al., 2004), Clivia (Ran et al., 2001) e Hypochaeris (Weiss-
Schneeweiss et al., 2003), entre otros.

Con respecto a las caracteristicas de ambas sefiales de ADNTr, se encontré que para
Morelloide, los sitios 45S fueron mas numerosos que los 5S. En el caso de
Dulcamaroide, fueron los sitios 5S los que se encontraron en mayor cantidad. Esto
altimo ya habia sido indicado por otros autores en otras especies de angiospermas
(Hemleben & Werts, 1988; Sastri et al., 1992; Moscone et al., 1999). En cuanto a la
intensidad de las sefiales de FISH de ambos genes, Appels et al. (1980) y Weiss-
Schneeweiss et al. (2003) sefialan su similitud en los homologos por lo que concluyen
que no existirian diferencias entre ellos en el nUmero de copias de genes. Sin embargo,
en la presente tesis, pudieron observarse heteromorfismos (por ejemplo en S.
angustifidum de Dulcamaroide), con respecto al tamafio de los sitios, tanto para el 45S
como para el 5S.

Por dltimo, los resultados obtenidos en S. crispum indicaron la existencia de un
patrén diferencial de distribucion de ADNr 45S constituido por varias sefiales de menor
intensidad en las regiones terminales de la mayoria de los cromosomas del
complemento. Esto indicé la presencia de ADN satélite, un tipo de ADN repetitivo
comun en el genoma de las plantas (Kubis et al., 1998) que podria ser utilizado para
caracterizar una mejor diferenciacion cariotipica entre especies. Las posibles diferencias
en cuanto al ADN satélite podrian ser consideradas en estudios filogenéticos y el
andlisis de las secuencias, reforzar los estudios sistematicos en algunos taxa (Svitashev
et al., 1994; Hemleben et al., 2007).

Por todo lo antedicho, consideramos que los resultados obtenidos con la técnica de
FISH, sumados a los ya expuestos de tincion convencional y bandeo cromosémico,
resultaron Utiles para caracterizar especies. La utilizacion de dichas técnicas
citogenéticas podria complementar muy bien a todos aquellos analisis de filogenia

molecular basados en unos pocos genes cloroplasticos, asi como también seria de suma

108



Hibridacion in situ fluorescente

importancia incluir estudios a nivel morfolégico y anatomico en aquellas especies que
aun no han sido lo suficientemente exploradas. La aplicacion de estas técnicas
citogenéticas moleculares y la utilizacién de secuencias de ADN repetitivo en la
discusion de problemas biosistematicos, significaria un aporte importante en el estudio
de las relaciones filogenéticas y sistematicas de los clados Morelloide y Dulcamaroide
en Argentina.
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Conclusiones

e Se analizaron con técnicas de hibridacién del ADN in situ fluorescente (FISH)
16 especies de Solanum, 9 de las cuales pertenecen al clado Morelloide y 7 al
clado Dulcamaroide.

e En todas las entidades analizadas para los dos clados fue posible localizar los
agrupamientos ribosomicos de ADNr 45S y 5S y el patron de distribucion de las
dos familias génicas de ADNTr difirio entre las especies.

e Los loci de ADNr 45S se correspondieron con las regiones heterocromaticas

constitutivas ricas en GC.

e En Morelloide, los loci de ADNr 45S tuvieron posiciones terminales y variaron
entre 2 y 4 sitios segun las especies examinadas. Por otra parte, solo hay 2 sitios
de ADNr 5S en todos los taxones que variaron en cuanto a su posicion

(terminales, intercalares y centroméricos).

e En Dulcamaroide, los loci de ADNr 45S exhibieron todos posiciones terminales
y excepto S. salicifolium 3158 que tiene 4 sitios, el resto de los taxones
mostraron 2 sitios 45S. Los sitios de ADNr 5S variaron tanto en nimero como

en posicidn para las distintas especies analizadas.

e Fue posible visualizar heteromorfismos en cuanto a la diferencia de tamarfios de
los sitios, tanto para el 45S como para el 5S en una sola especie del clado
Dulcamaroide (S. angustifidum). También en relacion a la presencia de uno de
los sitios 45S s6lo en uno de los cromosomas homologos de S. hastatilobum
(Clado Morelloide).

e Solanum crispum fue la Unica entidad estudiada que presentd uno de los sitios
5S en sintenia con el 45S. Por otra parte, presentd un patron de distribucion
diferencial de ADNr 45S que consistio de un par de sefiales intensas en la region
terminal del segundo par m y un conjunto de sefiales de menor intensidad
también en las regiones terminales de la mayoria del complemento

cromosomico.
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e Tanto el numero como la posicién de los genes ribosémicos resulté ser una
herramienta 0til para establecer posibles homeologias cromosomicas entre las

especies y entre las distintas poblaciones de una misma especie.
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Capitulo 5: CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS
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De la presente tesis surgieron 26 recuentos cromosomicos de especies de
Solanum pertenecientes a los clados Morelloide y Dulcamaroide, todos con 2n=
2x= 24. El andlisis llevado a cabo en células mitGticas permitié la comparacion
de especies y la identificacion de variaciones cromosGmicas intra e
interespecificas. La gran mayoria de los cariotipos resultaron diferentes ain en
especies estrechamente relacionadas, asi como también fue posible observar un
incremento en la asimetria cariotipica, lo que podria ser considerado un caracter

avanzado durante el proceso de evolucién.

En 16 taxones fueron descriptos los patrones de bandeo cromosémico y la
distribucion de ADNr a partir de la técnica de FISH. Se detectd la presencia de
heteromorfismos en cuanto al tamafio y nUmero de bandas entre individuos de la
misma especie y también entre cromosomas homologos en el mismo individuo.
En ambos clados, la localizacion y nimero de los loci de ADNr 18-5,8-26S y 5S
fueron variables y podrian ser utilizados como marcadores especificos para
algunos taxones. Por otra parte, la sintenia de estas familias génicas no resulto

frecuente, siendo S. crispum la Gnica especie que presentd esta caracteristica.

Tanto los andlisis efectuados con tincion cléasica, como los de bandeo
cromosomico y FISH resultaron Utiles para caracterizar citogenéticamente a los
taxones examinados y constituyeron una gran herramienta para inferir relaciones
filogenéticas entre las especies. Especificamente, podria evaluarse el ADN
repetitivo como caracter cromosémico y como marcador especie-especifico y/o

grupo-especifico.

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se sugiere que las futuras
investigaciones deberian centrarse en el andlisis del mayor nimero posible de
especies pertenecientes a ambos clados, sobre todo de aquellas que fueron
sinonimizadas. Los datos que surgieran, en conjunto con estudios de filogenias
moleculares basadas en secuencias nucleares y cloroplasticas podrian esclarecer
las relaciones de parentesco, confirmar sinonimias o apoyar la validez de

algunas entidades como buenas especies.
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Anexo 1

Taxones analizados de Solanum de los clados Morelloide y Dulcamaroide con las
técnicas clasicas de tincion, bandeo cromosomico CMA/DAPI y FISH. El asterisco
indica los nimeros cromosémicos que son informados por primera vez.

Clado Morelloide

Taxon 2n T. convencional Bandeo CMA/DAPI FISH

S. aloysiifolium Dunal

Barboza et al. 2210 24 X X X

Barboza et al. 2152 24 X X X

S. americanum Mill.

Barboza et al. 2139 24 X X X

S. chenopodioides Lam.

Barboza et al. 2292 24 X X X

S. concarense Hunz.

Chiarini et al. 821 24 X

S. echegarayi Hieron.

Barboza et al. 3253 24* X

S. hastatilobum Bitter

Chiapella et al. 2630 24 X X X

S. palitans C. V. Morton

Barboza et al. 2178 24 X X X

S. pilcomayense Morong

Barboza et al. 2287 24 X X X

Barboza et al. 2279 24 X X X

S. reductum C. V. Morton

Barboza et al. 3516 24* X
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S. sarrachoides Sendtn.

Chiapella et al. 1840 24 X
S. sinuatirecurvum Bitter

Barboza et al. 3551 24" X
S. triflorum Nutt.

Chiapella et al. 1839 24 X X X
S. tripartitum Dunal

Barboza et al. 2228 24 X
S. zuloagae Cabrera

Barboza et al. 3569 24" X
Clado Dulcamaroide

Taxoén y colectores 2n T. convencional Bandeo CMA/DAPI FISH
S. aligerum Schitdl.

Barboza et al. 2155 24 X
S. amygdalifolium Steud.

Barboza et al. 1566 24* X X
S. angustifidum Bitter

Barboza et al. 3489 24* X X X
S. crispum Ruiz & Pav.

Chiapella et al. 24* X X X
S. dulcamara L.

24 X X X

S. endoadenium Bitter

Barboza et al. 3476 24 X X X
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S. salicifolium Phil.

Barboza et al. 3488 24
Barboza et al. 3158 24 X
Chiarini et al. 818 24
Chiarini et al. 794 24 X
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