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RESUMO

RIBEIRO, Lilia Rosério. Morfometria cromossdémica em espécies tropicais de Pinus.
LAVRAS: UFLA, 2001. 42p. (Dissertagio - Mestrado em Agronomia / Genética e

Melhoramento de Plantas)’

A uniformidade cariotipica das espécies do género Pinus dificulta a distingdo entre
cromossomos de um complemento que, além de apresentarem dados de interesse taxonémico,
auxiliam quando se deseja associar grupos de ligag8o a cromossomos € integrar mapas fisicos
¢ de recombinacdo genética. Estudos citogenéticos baseados no comprimento total do lote
hapléide (CTLH), comprimento dos bragos, posi¢io centromérica e presenga de constrigdo
secundéria foram realizados em Pinus oocarpa, Pinus patula e nas procedéncias Las
Camelias, Jocon Yoro e San Rafael del Norte do Pinus tecunumanii. Anélises citogenéticas
na mitose, utilizando coloragio com Giemsa € o fluorocromo DAPI, confirmaram o padrio
cariotipico descrito para a maioria das espécies do género, isto €, onze pares de cromossomos
metacéntricos muito semelhantes quanto ao comprimento e morfologia e um par
submetacéntrico, para todos os taxa estudados. A coloragdo homogeénea dos cromossomos
com o fluorocromo DAPI permitiu diferenciar consistentemente espécies e procedéncias pelo
numero e posigdo das constri¢des secundérias. Os resultados obtidos suportam o “status”
especifico para o Pinus tecunumanii, bem como fornecem evidéncias de que, além das
mutagdes génicas, alteragdes estruturais contribuiram para a diferenciagio intra e
interespecifica no género Pinus.

* Comité Orientador: Dra. Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora), Dra. Giovana
Augusta Torres - UFLA.



ABSTRACT

RIBEIRO, Lilia Rosério. Chromosomic morphometry in tropical species of Pinus.
LAVRAS: UFLA, 2001. 42p. (Dissertation - Master in Agronomy / Genetics and Plant

Breeding)'

The species caryotype uniformity of the genus Pinus makes difficult the distinction
among chromosomes of a complement, which besides presenting data of taxonomic interest,
they are able to assist when one wants to associate connection groups to chromosomes and to
integrate physical and of genetic recombination maps. Cytogenetics studies based on total
length of the haploid set (CTLH), arms' length, centromeric position and presence of
secondary constriction were accomplished in Pinus oocarpa, Pinus patula and in the
provenances Las Camelias, Jocon Yoro and San Rafael del Norte of Pinus tecunumanii.
Mitotic cytogenetic analysis using Giemsa and the fluorochrome DAPI, confirmed the
standard karyotype described for most species of the genus, that is, eleven pairs of very
similar metacentric chromosomes regarding length and morphology and one pair of a
submetacentric chromosome, for all taxa studied. Fluorochrome DAPI maked possible to
differentiate consistently species and provenances using the number and position of
secondary constrictions. The results support the specific status for Pinus tecunumanii, and
supply evidences that besides genic mutations, structural alterations contributed to intra and
interespecific differentiation in the genus Pinus.

* Guidance Committee: Dr. Lisete Chamma Davide - UFLA {Major Professor), Dr. Giovana
Augusta Torres - UFLA.
il



1 INTRODUCAO

Dentre as coniferas de origem tropical introduzidas no Brasil destacam-
se as do género Pinus, em fungdo de sua alta produtividade e boa adaptagéio a
uma grande variedade de solos e condigdes ambientais diversas. As espécies
Pinus oocarpa, Pinus patula e Pinus tecunumanii, entre outras, sio plantadas
nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Paran4, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul, para diversos fins, tais como reflorestamento, produgéo de matéria-prima
para a industria de celulose e papel, extragdo de resinas, fabricagdo de estacas,
chapas e madeira para serrarias (Suassuna, 2001).

O complemento cromossémico das espécies do género Pinus tem sido
estudado por vérios autores (Sax & Sax, 1933; Saylor, 1961, 1964; Hizume et
al., 1983, 1989; Davide & Aratjo, 1993 a , b) e caracteriza-se por apresentar-se
muito homogéneo, com cromossomos grandes, metacéntricos, muito
semelhantes em comprimento, com somente um ou, as vezes, dois
submetacéntricos de tamanho médio, os quais podem ser facilmente observados
ao microscopio de luz. Essa uniformidade dificulta a distingdo dos cromossomos
€, portanto, a construgéo de cari6tipos detalhados que sio necessérios quando se
deseja associar grupos de ligagio a cromossomos e integrar mapas fisicos e de
recombinagdo genética (Doudrick et al., 1995).

Além disso, essas informagSes sdo de interesse taxondmico. Das trés
espécies citadas, Pinus oocarpa e Pinus patula tém o “status” especifico bem
definido. Por outro lado, com relagdo ao Pinus tecunumanii, apesar de ter sido
classificado recentemente por Frankis et al., (1999), baseado em caracteristicas
anatdmicas e morfol6gicas, vérios trabalhos anteriores ora tém considerado esse

tdxon como espécie, ora como subespécie do Pinus patula (Styles, 1985;



Davide, 1990; Grattapaglia, et al., 1992; Ledo & Davide, 1993; Silva-Mann, et
al., 2001).

A utilizagéo de programas para medicSes pode ajudar no detalhamento
de cari6tipos homogéneos como os desse género, uma vez que as ferramentas
desses programas permitem a identificacio de diferencas que ndo sdo
perceptiveis pelas técnicas de anélise convencionais. Além disso, as constri¢gdes
secundarias, estruturas utilizadas como marcadores citolégicos e que auxiliam na
identificagdio de cromossomos individuais, tém sido descritas no género Pinus
(Saylor, 1961; Pederick, 1967, Davide & Araijo, 1993 a e b). No entanto,
alguns trabalhos reportam que, neste género, elas tém se mostrado muito
varidveis em aparéncia, sendo pouco consistentes para serem utilizadas para
distinguir cromossomos de tamanhos semelhantes (Natarajan, et al., 1961;
Davide, 1990). A possibilidade de usar véirias metodologias para a identificagéo
consistente deste marcador citolégico forneceria informagdo complementar
importante para a distingio de cromossomos.

As constri¢des secundarias sfio as regides responséveis pela organizagio
dos nucléolos (RONs) e apresentam genes em seqiiéncias repetidas em tandem
que codificam para os rRNAs 18S, 5,88 ¢ 28 S em diversos organismos. De
acordo com Doudrick et al. (1995), estes genes localizados nas RONs e em
blocos de DNAs satélites adjacentes a elas sdo relativamente ricos em GC e,
portanto, CMA-positivos em cromossomos de plantas. Durante o ciclo celular,
quando as RONs s#o ativas na intérfase, elas apresentam-se como constri¢des
secunddrias na metafase e tém afinidade pela prata (Yonenaga-Yassuda, 1985;
Guerra, 1989).

Neste trabalho, procurou-se utilizar metodologias que permitissem a
identificac@io individual dos cromossomos de Pinus oocarpa, Pinus patula e do
Pinus tecunumanii com o objetivo de fornecer subsidios para estudos

taxondémicos ¢ de ligagdo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas, distribui¢iio geogrifica e posi¢iio taxondmica de Pinus

oocarpa, Pinus patula e Pinus tecunumanii

Pinus oocarpa Schiede destaca-se entre as espécies florestais utilizadas
para fins comerciais no Brasil, especialmente pelo seu potencial de crescimento
em solos de baixa fertilidade, tornando-se uma das mais importantes coniferas
para diversas regides subtropicais e tropicais de nosso pais (Kageyama et al.,
1977). Em Minas Gerais, grandes éreas de reflorestamento tém ocupado as terras
do sul do Estado, as vertentes a leste da Serra do Espinhago, os chapaddes da
Serra da Canastra e seus prolongamentos até as proximidades de Patos de Minas
(Zoneamento..., 2001).

Nas regides norte e central do estado de Sdo Paulo, onde se situam os
cerrados, caracterizados por inverno e primavera secos e solos pobres, o Pinus
oocarpa estd entre as espécies de origem tropical que melhor se adaptaram
sendo utilizada na produgdio de celulose e papel (Suassuna, 2001).

Estudos de tratamento preservativo de madeira, realizados por Zeca
Filho & Targa (1998), comprovaram que o uso da madeira de Pinus oocarpa em
redes de transmissdo e distribui¢do de energia elétrica é perfeitamente viavel.

Na regido sul do Brasil, Pinus oocarpa é muito empregado na produgio
de chapas compensadas, madeira serrada, vigas laminadas, produgdo de papel e
na construg#o civil (Matos & Dezgeniski, 2001).

Apesar de se adaptar a uma grande variedade de solos, Pinus patula
alcanca seu melhor desempenho em 4reas de planicie, com solos
moderadamente férteis e Umidos, de textura arenosa a argilosa. Programas de

reflorestamento em Minas Gerais introduziram essa espécie no sul do estado,



abrangendo grande parte da Serra da Mantiqueira e os macigos montanhosos de
Pogos de Caldas e de Ouro Fino, Serra do Brigadeiro e a Serra do Caparad
(Zoneamento..., 2001).

A madeira de drvores jovens é utilizada para a fabricagc#o de caixas e
caixotes para embalagem. A madeira de drvores maduras ¢ utilizada na 4rea de
construgdo civil, para a produgéio de papel, para a fabricagdo de méveis e como
combustivel na Colémbia para a fabricagdio de carvdo ativado. Algumas partes
da planta tém propriedades medicinais. O cha de folhas jovens € utilizado no
tratamento de bronquite ¢ a fricgdo com a resina no tratamento do reumatismo
(Pinus..., 2001).

O Pinus tecunumanii é um taxon com caracteristicas excepcionais na
regido de origem: mais de 50 m de altura, tronco reto, mais de 1,40 m de
didmetro, com copa compacta e poucos ramos finos e laterais. Este tdxon é
encontrado em éreas de solos bem diversos, desde argilosos até os profundos de
origem vulcanica, com pH ligeiramente 4cido, distribuindo-se nas montanhas
centrais da Guatemala, estendendo-se até El Salvador, Honduras e,
provavelmente, Chiapas, no México (Eguiluz — Piedra & Perry, 1983).

Além do uso nas éreas de reflorestamento e industria de celulose e papel,
vérios trabalhos vém sendo realizados na regido sul do Brasil, buscando gerar
alternativas de introdu¢dio e uso de espécies tropicais de Pinus. No estado do
Parané, estudos sobre a caracterizacdo tecnoldgica de quatro espécies de Pinus,
entre elas o Pinus tecunumanii, desenvolvidos por Matos & Dezgeniski (2001),
visam a sua utilizaglio potencial na produgdo de compensados, aglomerados,
madeira serrada, vigas laminadas e usos estruturais.

De acordo com a classificagdo de Martinez (1948), empregando
caracteristicas de aciculas, cones ¢ sementes, caducidade ou persisténcia das

bainhas dos fasciculos, o género Pinus foi dividido em nove se¢des. Pinus



oocarpa Schiede e P. patula Schiede & Deppe pertencem a se¢dio Serotina, cujas
plantas sdo divididas em trés grupos: a) oocarpa, b) patula e c) peninsulares.

As espécies que abrangem o grupo oocarpa apresentam cones simétricos
ovoides ou parcialmente ovdides. Sdo representantes desse grupo: P. oocarpa
Schiede e suas variedades microphyla, manzonoi, trifoliata e ochoterenai. A
espécie Pinus oocarpa ¢ encontrada no México, Belize, Guatemala, Honduras e
Nicardgua, em regides cujas altitudes variam de 700 a 2.000 metros, com
estagdes secas.

O grupo patula caracteriza-se pela presenca de cones obliquos,
brilhantes, duros e muito persistentes. Neste grupo estio Pinus patula Schiede &
Deppe e sua variedade longepedunculata, Pinus greggii Engelm. e Pinus
pringlei Shaw. Pinus patula ocorre nos estados mexicanos de Querétaro,
Hidalgo, México, Puebla e Veracruz, em regides montanhosas timidas, com
altitudes de 1.500 a 3.000 metros (Martinez, 1948).

Em uma classificagio mais completa, segundo Little & Critchfield
(1969), Pinus oocarpa e Pinus patula pertencem ao subgénero Pinus, segio
Pinus e subsegdo Oocarpae. A subse¢do Oocarpae compreende trés espécies da
Califérnia (Pinus radiata D. Don, P. attenuata Lemm. e P. muricata D. Don) e
quatro do México e América Central (P. patula Schiede & Deppe, P. oocarpa
Schiede, P. greggii Engelm. e P. Pringlei Shaw).

Enquanto que o “status” taxonoémico do Pinus oocarpa e Pinus patula
esté bem definido, para o Pinus tecunumanii, até o momento, nio foram
apresentados dados conclusivos a esse respeito. Em fun¢o disso, alguns
trabalhos referem-se a esse tixon como Pinus de Tecun Umén. Entre eles,
encontra-se o de Styles (1985), que relata que a descoberta do Pinus de Tecun
Umén foi feita pelo patologista florestal aleméo Fritz Schwerdtfeger, no final da
década de 1940. Naquela época, esse pesquisador foi requisitado para analisar as

perdas ocorridas nas florestas do género Pinus da Guatemala, na América



Central, causadas pelo coleptero Dendroctonus sp. (Scolytidae). Por n#o
possuir informagSes sobre a extensdio e a ocorréncia das espécies de Pinus
naquelas florestas naturais, seus estudos sobre a biologia do inseto foram
prejudicados.

Schwerdtfeger iniciou, dessa forma, seu trabalho sobre a sistemética dos
Pinus, descrevendo um novo tixon, o qual denominou de Pinus tecumumanii. O
nome foi uma homenagem a Tecun Umén, o altimo lider dos indios Quiché na
Guatemala, morto em 1524 por Pedro de Alvarado, da Espanha, durante a
conquista do Istmo da América Central. Por ndo ter observado as normas do
Cédigo Internacional de Nomenclatura Boténica (Jeffrey, 1976), sua descrigdo
foi feita em espanhol e ndo em latim. Por essa razio foi rejeitada pelos
taxonomistas da época.

As espécies de Pinus da América Central pertencem ao grupo dos cones
fechados da subsecio Oocarpae do género Pinus. Porém, o tixon descoberto por
Schwerdtfeger despertou controvérsias entre botinicos e florestais quanto & sua
posigdo taxonémica e o seu relacionamento dentro do grupo.

A morfologia, anatomia foliar e a presenga de terpenos em resinas
analisadas por Eguiluz-Piedra & Perry (1983) sugerem que o Pinus de Tecun
Umaén deve ser considerado uma espécie. Os autores fizeram sua descrigio de
acordo com as normas do Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(Jeffrey, 1976) e conferiram-the a categoria especifica, alterando o epiteto
especifico denominando-o Pinus tecunumanii (Schw.) Eguiluz e Perry. Além
disso, consideram o Pinus de Tecun Umén muito mais préximo do Pinus
oocarpa var. ochoterenai do que de Pinus patula.

Contudo, Styles (1985), com base em estudos a partir de estudos sobre
caracteristicas morfolégicas, anatdmicas e de distribuigio geografica, sugere que
o Pinus de Tecun Umén ¢é mais relacionado com Pinus patula e confere-lhe a

categoria subespecifica: Pinus patula subespécie tecunumanii (Styles).



Davide (1990), analisando caracteristicas cromossémicas, da madeira e
de aciculas de Pinus oocarpa, Pinus patula e das procedéncias Camelias,
Mountain Pine Ridge, San Rafael e Yucul do Pinus de Tecun Umén, relatou
uma maior proximidade desse téxon com Pinus patula, concordando com Styles
(1985).

Ledo & Davide (1993) realizaram estudos sobre caracteristicas
anatémicas e morfolégicas de aciculas de Pinus oocarpa, Pinus patula e de
quatro procedéncias do Pinus de Tecun Umén (Camelias, Mountain Pine Ridge,
San Rafael e Yucul). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o Pinus
de Tecun Umén deva ser considerado como uma subespécie de Pinus patula.

Procedéncias de Pinus de Tecun Umén do norte e do sul do México
foram estudadas por Grattapaglia et al., (1992), utilizando dados obtidos por
marcadores moleculares do tipo RAPD para anélise filogenética envolvendo P.
patula, P. caribaea e P. oocarpa, entre outros. Os autores observaram variagio
genética na seqiléncia de DNA entre as procedéncias de elevada e baixa altitude
do Pinus de Tecun Umén e que o mesmo ndo se apresenta fortemente
relacionado com P. patula, apresentando uma proximidade com P. ococarpa
seguida do P. caribaea

Por meio de estudos de similaridade genética utilizando RAPD, Silva-
Mann et al., (1999) demonstraram um distanciamento genético das procedéncias
do Pinus de Tecun Umén em relagfio ao Pinus patula. Silva-Mann et al., (2001),
utilizando bandeamento com o fluorocromo cromomicina -A;, encontraram
maior proximidade entre procedéncias do Pinus de Tecun Umén e Pinus
oocarpa, distanciando-se do Pinus patula e Pinus caribaea.

Uma classificagfio mais recente do género Pinus foi feita por Frankis et
al., (1999), baseada nas caracteristicas de cones, sementes e aciculas. A
classificagdio segue o método utilizado por Little & Critchfield (1969), com

algumas modificages e adigdes. De acordo com esses autores, o género Pinus



divide-se em trés subgéneros: Strobus, Ducampopinus e Pinus. O subgénero
Pinus é dividido em trés se¢des: Pinus, Pinea e Trifoliae. Pinus oocarpa, Pinus
patula e Pinus tecunumanii pertencem a se¢éio Trifoliae, subsegdo Oocarpae, que
compreende além dessas espécies, Pinus radiata, P. attenuata, P. muricata, P.
greggii, P. pringlei, P. jaliscana, P. teocote, P. herrerae, P. lawsonii e P.
praetermissa.

Apesar de Frankis et al., (1999) terem conferido a categoria especifica ao
Pinus tecunumanii, em um estudo taxondmico, os autores consideraram apenas
as caracteristicas de cones, sementes e aciculas. Resultados sobre o
complemento cromossémico e de marcadores moleculares poderiam dar um

suporte maior a essa classificagdo.

2.2 Citogenética do género Pinus

A contribuicdo da citogenética para os estudos taxondmicos apresenta
grande importincia, uma vez que o processo evolutivo envolve os cromossomos
de diversas maneiras. Além das mutagSes génicas, o material genético sofre
rearranjos estruturais ¢ numéricos nos cromossomos, que podem conduzir a
variagdes cariotipicas aparentes, tornando possivel a diferenciagéio entre taxa
(Davide, 1990).

O cariétipo pode ser utilizado como um dos critérios para distinguir
diferentes espécies em vérios grupos de animais e vegetais (Swanson, 1960;
Saylor, 1961; Guerra, 1989). Mais recentemente, quando todos os cromossomos
de uma espécie podem ser identificados, tomou-se essencial para complementar
estudos sobre genética molecular e quantitativa. Com a hibridizagio in situ, o
cariétipo tomnou-se a chave para associar os resultados moleculares com os

citogenéticos (Doudrick et al., 1995).



Todavia, o avango da pesquisa citogenética das coniferas tem sido
limitada pela dificuldade na identificagdo de cromossomos individuais
(Pederick, 1967). No género Pinus, particularmente, o cariftipo das espécies
constituido de doze pares de cromossomos, apresenta uma notdvel uniformidade
quanto ao tamanho e forma, sendo que dez ou onze pares sdo metacéntricos e
com comprimentos muito semelhantes. Somente um ou dois pares sdo
submetacéntricos, podendo ser distinguidos claramente (Sax & Sax, 1933;
Natarajan et al., 1961; Saylor, 1961, 1964; Hizume et al.,1983).

Embora na predomine o padriio cariotipico descrito por Sax & Sax
(1933), estudos mais detalhados utilizando coloragdo convencional e técnicas de
bandeamento tém demonstrado a ocorréncia de variagdes cromossdmicas no
género Pinus.

Em um estudo do complemento cromossémico de espécies do grupo
Lariciones, Saylor (1964) observou que o décimo primeiro cromossomo poderia
ser diferenciado pela presenca de centromero submediano. Essa evidéncia
confirma os dados da literatura, sugerindo a existéncia de diferencas na estrutura
cromossdmica intergrupos.

Tanaka & Hizume (1980) aplicaram o bandeamento C com sucesso em
trés espécies de gimnospermas, entre elas Pinus densiflora, em que bandas C
centroméricas foram observadas em todos os cromossomos do complemento.

Mac Pherson & Filion (1981), estudando espécies dos subgéneros Pinus
e Strobus, concluiram que os dois subgéneros podem ser distinguidos um do
outro com base na heterocromatina pericentromérica. Os mesmos autores
verificaram que os cromossomos II, V, VI, VIII e XII de Pinus rigida ndo
apresentam bandas na regifio do centrdmero e que as bandas intercalares estdio
associadas com as constri¢des secundérias.

Os cromossomos de Pinus nigra foram claramente identificados por

Hizume et al., (1983), utilizando a técnica de bandeamento fluorescente, em que



as bandas cromomicina-A; (CMA) e diamidino-2-fenilindol (DAPI) apareceram
nas regides intersticiais e/ou proximais da maioria dos cromossomos.

Em estudos de relagdes filogenéticas, Hizume et al., (1989) descreveram
diferengas significativas entre Pinus densiflora e Pinus thunbergii, por meio de
técnicas de bandeamento fluorescente utilizando também CMA e DAPI. Todos
os membros do complemento cromossémico de Pinus densiflora mostraram
bandas CMA nas regides proximais e/ou interesticiais, enquanto que, em Pinus
thunbergii os pares I, IV e XI ndo apresentaram bandas. Sete pares de
cromossomos em Pinus densiflora e cinco em Pinus thunbergii exibiram bandas
CMA intersticiais fortes. O décimo par apresentou banda CMA na regido
proximal em Pinus densiflora e banda DAPI nessa mesma regido em Pinus
thunbergii,

Informagdes cariotipicas foram utilizadas por Davide & Araijo (1993)
para identificar fen6tipos diferentes em povoamentos de origem incerta de Pinus
oocarpa. O cariétipo destas drvores foi comparado com os de Pinus oocarpa e
Pinus patula, sendo possivel demonstrar que se tratavam de variantes da espécie
Pinus oocarpa.

Silva (1996) utilizou bandeamento fluorescente para comparar o
complemento cromossémico de Pinus oocarpa, Pinus patula, Pinus caribaea
var. hondurensis ¢ da procedéncia Mountain Pine Ridge do Pinus de Tecun
Uman. Foi verificada a presenga de bandas CMA centroméricas nos
cromossomos V e VII do Pinus de Tecun Umén, bem como bandas intersticiais
nos cromossomos 1L, I1I, IV e VII. Em Pinus oocarpa foram observadas bandas
centroméricas nos cromossomos VII e IX e bandas intersticiais nos
cromossomos III, IV, V e VII. Bandas intersticiais foram observadas nos
cromossomos IV, V, VII, VIII, IX e X de Pinus patula e na regiio centromérica
dos cromossomos IV e VII. Em Pinus caribaea foram observadas seis bandas

CMA sendo quatro intersticiais (cromossomos I, VI, VII ¢ VIII) e duas
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centroméricas (cromossomos VII e XI). Estes resultados permitiram a
diferenciagiio dos cromossomos das espécies analisadas e, associados aos de
anélises de RAPD, mostraram maior similaridade entre os genétipos do Pinus de
Tecun Umén e de Pinus oocarpa.

Em virios destes trabalhos sobre a citogenética das espécies de Pinus, os
autores referem-se as constrigdes secundarias como um marcador citolégico para
a comparacdo do complemento cromossdmico destas espécies.

De acordo com Natarjan et al., (1961) em um estudo de morfologia
cromossomica de Pinus silvestris foi relatada a ocorréncia de constrigSes
secundérias em cinco pares de cromossomos e a presenga de dois pares de
cromossomos submetacéntricos.

Pederick (1967), fundamentado principalmente no tamanho e localizagio
de constrigdes secundérias, conseguiu distinguir nove espécies de Pinus.
Cromossomos na prometifase mitética foram utilizados neste estudo por
apresentarem-se mais distendidos e mostrarem grande niimero de constrigdes
secunddrias de tamanhos varidveis.

Davide & Aratjo (1993), analisando o complemento cromossémico de
trés espécies de Pinus por meio de coloragdo convencional e técnicas de analise
de imagem, conseguiram identificar quatro constricdes secundérias em Pinus
oocarpa e sete em Pinus patula.

As constrigBes secundirias constituem-se em sitios cromossémicos que
codificam para os rRNAs 18S, 5,85 e 28S, responsiveis pela sintese e
processamento dos pré ribossomos no nucléolo, que se tornam maduros em
ultima instincia no citoplasma (Sumner, 1990). Os cromossomos que possuem
essa constrigio sdo freqilentemente vistos, durante a préfase, associados ao
nucléolo Dai chamar-se também essa constricdo de regido organizadora do
nucléolo (RON).

11



Segundo Bicudo (1985), com as técnicas de coloragdo comum, essas
regides diferenciam-se do restante do cromossomo, corando-se fracamente e
mostrando-se mais finas que as demais. Sdo chamadas de constrigdes
secundérias, para serem diferenciadas das constri¢des primdrias que apresentam
aspecto semelhante mas que incluem o centrémero.

De acordo com esse mesmo autor, as RONS tém mostrado uma grande
variabilidade quanto a vérios aspectos, tais como o niimero e a localizagdo das
regides organizadoras nucleolares presentes ou ativas e a quantidade de DNA
ribossémico presentes nas mesmas.

Cada espécie normalmente possui, pelo menos, um par de cromossomos
homélogos organizador de nucléolo (Schulz-Schaffer, 1980). Na droséfila, no
milho e na cebola, por exemplo, existe apenas um cromossomo com constri¢éo
secundéria, enquanto que na espécie humana elas estfio presentes em cinco dos
23 cromossomos do conjunto hapldide (Guerra, 1989).

Deve ser esclarecido, porém, que nem toda constrigio secundéria é uma
RON, assim como nem todos os locais de tDNA aparecem como constri¢des
secundérias (Sumner, 1990). Em Microtus agrestis, um tipo de rato silvestre, a
regido organizadora do nucléolo estd tdo proxima & extremidade terminal do
cromossomo, que ndo produz nenhuma constrigdo secundéria (Swanson, 1981).
Em casos como este, as constri¢des secundarias podem ser fortemente coradas
com nitrato de prata, que tem grande afinidade com o rRNA transcrito nos sitios
de rDNA. Provavelmente, algumas proteinas nucleolares persistem na constri¢do
secundaria durante todo o ciclo celular, permitindo corar ndo apenas os
nucléolos como também as constri¢des secundérias em metéfase (Guerra, 1989,
Yonenaga —Yassuda, 1985).

Outra técnica que vem sendo utilizada no estudo dessas regides € a
coloragdo diferencial por meio de fluorocromos. Como as RONs possuem os

sitios cromossomicos para os genes de rRNA que consistem em vérios blocos de
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rDNA (18S e 28S) ricos em seqiiéncias de bases GC (Sumner, 1990), a
utilizagdo de fluorocromos especificos para essas seqiléncias, como a
cromomicina-Aj, que possui afinidade pelos segmentos de DNA ricos em pares
de bases GC pode ser ntil para a identificagdo dessas regides (Doudrick et al.,
1995).

Em Pinus, em que complemento cromossomico é tio homogéneo, as
constrigdes secundérias representam um elemento importante para a distingdo
entre cariétipos, apesar de terem sido consideradas inconsistentes em alguns
trabalhos (Natarajan et al., 1961; Saylor, 1961, 1964; Davide & Araujo, 1993;
Doudrick et al., 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material genético

Foram utilizadas sementes coletadas de forma aleatdria, obtidas de
povoamentos de Pinus oocarpa e de Pinus patula, bem como das procedéncias
do Pinus tecunumanii como segue:

-Pinus oocarpa Schiede: sementes coletadas de arvores de um plantio
estabelecido em Agudos, SP, pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais
IPEF-ESALQ/USP. Material provavelmente originario da América Central e
encontrado em altitudes de 700 a 2.000m.

-Pinus patula Schiede & Deppe: foram coletadas sementes de arvores de
um plantio estabelecido em Camanducaia, MG, pela empresa Melhoramentos
S/A. Material originério da Africa do Sul e encontrado em altitudes que variam
de 1.500 a 3.000m. |

-Pinus  tecunumanii: sementes fomecidas pela EMBRAPA/
CENARGEN:

a) procedéncia Jécon Yoro: material originario de Honduras e encontrado em
altitudes variando de 775 a 1.000m;

b) procedéncia Las Camelias: material originirio da Nicardgua e encontrado em
altitudes de 950 a 1.060m,;

¢) procedéncia San Rafael del Norte: material origindrio da Nicardgua e
encontrado em altitudes de 1.080 a 1.330m.
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3.2 Avaliagiio citogenética

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética Vegetal,

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, UFLA.

3.2.1 Preparagiio citolégica

Sementes de Pinus oocarpa, Pinus patula ¢ das procedéncias Jécon
Yoro, Las Camelias e San Rafael del Norte do Pinus tecunumanii foram tratadas
com solugdo de hipoclorito de sédio 3% por 5 minutos. Foram entdio colocadas
para germinar por 7 a 10 dias sobre papel de germinagiio umedecido em placas
de Petri, 4 temperatura ambiente.

Apds a germinagdo, as radiculas com aproximadamente 0,5 cm foram
pré-tratadas com solugfio aquosa de colchicina 0,05% a 4°C por 24 horas,
fixadas em Carnoy (élcool etilico p.a. - cido acético glacial p.a. 3:1), sendo
efetuadas trés trocas do fixador a cada quinze minutos e estocadas em freezer -
20°C) até o uso.

Para a confec¢do das liminas, as raizes passaram por tratamentos
hipot6nicos com 4gua deionizada por trés vezes, com durag@io de dez minutos
cada. Posteriormente, foram incubadas em camara imida a 37°C por 1h30min,
para digestdio com solugfio enzimética de celulase 2% e pectinase 20%.

Apds o tratamento enzimético, as raizes passaram por trés banhos
hipoténicos de cinco minutos com 4gua deionizada. A regidio meristematica foi
excisada e macerada em 4cido acético 45%. As laminulas foram removidas pelo
método do nitrogénio liquido e as 1dminas foram secas ao ar.

As léminas foram submetidas a trés tipos de tratamentos, a coloragéo
convencional com Giemsa para anilise cariotipica e, para a obtengdo de bandas,

as técnicas de bandeamento C e de bandeamento fluorescente com DAPI A
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coloragdo com Giemsa foi realizada de acordo com Guerra (1983) com
modificagdes. As laminas foram coradas com solugfio de Giemsa 3% por 12
minutos e, apds serem secas ao ar, foram montadas de forma permanente em
Entellan®.

A metodologia de coloragio fluorescente com 4’-6-diamidino-2-
fenilindo! (DAPI) foi empregada de acordo com Hizume et al., (1989), com
algumas modificag8es. Ldminas envelhecidas por, no minimo, trés dias foram
pré incubadas por dez minutos em tampdo Mcllvaine (4cido citrico-fosfato
monohidratado de sédio, pH 7,0) e tratadas com DAPI (2ug/ml) por 40 minutos.
As laminas foram lavadas rapidamente em 4gua destilada e montadas de forma
semi-permanente em tampdo Mcllvaine com 2,5mM de MgCl,.

A técnica de Bandeamento C foi realizada de acordo com Tanaka &
Hizume (1980). As ldminas passaram por um processo de envelhecimento
minimo de trés dias e, posteriormente, foram tratadas com solugéo hipotonica de
BaOH, 5% a 60°C por cinco minutos e lavadas em é&gua destilada por quinze
minutos. Em seguida, as 1dminas foram incubadas em 4xSSC a 60°C por duas
horas, passando por um banho rapido em égua destilada. As liminas foram secas

ao ar e coradas com solugiio de Giemsa 1% por vinte minutos.
3.2.2 Andlise morfolégica dos cromossomos

Para cada espécie/procedéncia estudada foram selecionadas dez
metéfases coradas com Giemsa. Elas foram fotomicrografadas em microscépio
Olympus BX60, utilizando-se filmes preto e branco Pro Image 100 (Kodak)
revelados com D-76 (Kodak) e copiados em papel Kodabrome Print RCF3.

As fotomicrografias foram digitalizadas por meio de um Scan Jet 4c,
2000 DPI, acoplado a um microcomputador. As imagens digitalizadas foram

analisadas utilizando software Jandel Sigma Scan® Pro v.2.0. As medidas de
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comprimento dos cromossomos, obtidas pelo processo de analise de imagem,
foram determinadas pela média de dez avaliagdes, utilizando-se as “ferramentas”
do programa citado.

A medida do comprimento dos bragos dos cromossomos foi feita a partir
da extremidade até o centrémero, incluindo constrigdes secundérias quando
presentes. As constrigdes secundérias foram medidas a partir do telémero.
Foram avaliados:

a) comprimento do brago maior: BL;

b) comprimento do brago menor: BC;

¢) comprimento total do cromossomo i: Cti = BL + BC;

d) relagdio de bragos (Saylor, 1961): RB =BC/BL ;

e) comprimento total do lote hapléide: CTLH = X, Cti/2;

f) comprimento relativo: CR = Cti/CTLH x 100.

Com esses dados foi feita a identificagio dos pares homélogos e das
constrigdes secundarias e foram calculadas as médias dos valores de relagéo de
bragos (RB) e de comprimento relativo (CR). Os cromossomos foram
organizados e numerados em ordem decrescente de tamanho de I a XII e
representados na forma de idiograma.

As laminas coradas com DAPI foram observadas em microscopio
Olympus BX60, utilizando-se filtro com comprimento de onda de 330 a 385 nm.
As figuras de interesse foram capturadas por meio de microcimera Optronics®
acoplada ao microscépio e a um microcomputador Pentium III equipado com
placa digitalizadora.

As ldminas submetidas 4 técnica de Bandeamento C foram observadas
em microscopio de campo claro e as figuras de interesse foram capturadas como

descrito para o bandeamento DAPI.
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3.3 Anilise do comprimento relativo e comprimento total do lote hapldide

entre as procedéncias

Foi efetuada a anédlise de varidncia para detectar a existéncia de variagdo
para o comprimento relativo (CR) e para o comprimento total do lote hapléide
(CTLH) entre as procedéncias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
considerando-se cinco procedéncias e dez repetig¢des.

O modelo estatistico adotado foi:

Yij=m+t+e;

Y;; = observagdo da procedéncia i referente a repeticdo j

M = média geral do experimento

t; = efeito da procedéncia i

e;; = erro experimental

A comparagdio entre as procedéncias foi feita utilizando-se o teste de
Scott-Knott (1974), adotando-se o nivel de significancia de 5%.

As analises foram realizadas utilizando o programa Sisvar versdo 4.0,
desenvolvido pelo Professor Daniel Ferreira Furtado do Departamento de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Lavras (DEX/UFLA).
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4 RESULTADOS

Confirmando os dados existentes na literatura a respeito do género
Pinus, o padrdo cariotipico dos cinco genétipos analisados neste trabalho
apresentou complemento hapléide de doze cromossomos. Dentre eles, onze
eram metacéntricos muito semelhantes quanto ao comprimento total e um
submetacéntrico, podendo ser facilmente distinguido dos demais por ser também
o menor deles (Figura 1). Embora o complemento cromossémico dos genotipos
estudados tenha sido muito semelhante, foi possivel diferencia-los pela presenga
de constrigdes secundarias que se apresentaram bastante consistentes, como

mostram os resultados a seguir.

4.1 Anélise cariotipica

4.1.1 Pinus oocarpa

O caribtipo de Pinus oocarpa apresentou comprimento total do lote
hapléide (CTLH) de 162,05 um, com os cromossomos variando em
comprimento relativo de 9,92 um a 5,97 pum (Tabela 1). Verificou-se uma
diferenga de tamanho de 3,95 pm entre os cromossomos I e XIl, sendo que o
brago curto foi 0 que mais contribuiu para essa diferenga (2,49 um).

As maiores diferengas de comprimento entre cromossomos adjacentes
ocorreram entre I e II (0,62 pm), X e XI (0,51 pm) e XI e XII (1,33um). O
cromossomo XII € o inico submetacéntico apresentando relagdo de bragos de
0,64. Os cromossomos que apresentaram a maior relagdo de bragos foram I, II,

VI e VIII sendo, portanto, os que apresentam centrémero mais medianos.
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FIGURA 1 Metifases mitéticas coradas com Giemsa. A- Pinus oocarpa; B-
Pinus patula; C- Pinus tecunumanii procedéncia Las Camelias D-
Pinus tecunumanii procedéncia J6con Yoro; E- Pinus tecunumanii
procedéncia San Rafael del Norte. As setas indicam as constrigoes
secundarias.
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TABELA 1. Valores médios, em micrémetros, das varidveis cromossdmicas de Pinus oocarpa, Pinus patula e das
procedéncias do Pinus tecunumanii. (C = cromossomo; BL = brago longo; BC = brago curto; Cti =
comprimento total do cromossomo; RB =relagdo de bragos; CR = comprimento relativo ¢ MO =
morfologia dos cromossomos quanto & posigio do centrémero; sendo: M = metacéntrico ¢ SM =
submetacéntrico). Valores em negrito representam presenga de constrigio secundiria. UFLA.

Lavras, MG, 2001.

Pinus oocarpa Pinus patula Las Camellas Jécon Yoro San Rafael del Norte '
C BL BC Ci CR RB MOBL BC Ci CR RB MO BL BC Ct CR RB MO BL BC Ci CR RB MO BL BC Ci CR RB MO : g
I 825 781 1607 992 095 M 7,74 72,10 1484 971 092 M 10,16 925 1941 991 091 M 11,85 10,55 2239 10,17 089 M 1048 947 1995 980 090 M : %
I 78 720 1506 930 092 M 740 6,72 14,12 924 091 M 953 876 1829 934 092 M 10,89 985 2074 942 0% M 1001 909 19,10 938 091 M i
I 770 683 1453 897 089 M 718 652 13,70 896 091 M 924 867 17.9) 915 094 M 1079 946 2025 920 088 M 978 874 1852 9,10 089 M Ty
IV 748 675 1423 878 090 M 706 638 1345 880 0% M 931 828 17,59 898 089 M 1028 930 1958 £89 09 M 964 862 1826 897 08 M é
V743 662 1405 867 089 M 692 632 1324 867 091 M 9,00 802 17,01 869 089 M 1013 900 19,13 869 089 M 926 847 17,73 87) 092 M gg
VI 721 661 13,83 853 092 M 6,85 624 13,09 857 091 M 87 798 1667 851 092 M 1022 872 1894 860 085 M 9,19 821 17,40 835 089 M ,;' .
VII 720 640 1360 839 089 M 6,87 607 1294 847 088 M 859 7,85 1644 839 091 M 976 8§71 1847 839 089 M 389 809 1707 839 090 M j
VIl 699 642 1341 828 092 M 6,62 612 1273 833 092 M 840 768 1608 821 091 M 926 849 17,75 806 092 M 877 785 1662 817 090 M s
IX 633 623 13,11 809 091 M 654 594 12428 817 091 M 817 7,51 1568 801 092 M 906 822 1727 781 091 M 865 7,70 1636 804 039 M + 23
X 667 599 1265 781 090 M 6,27 5,67 1,9 781 0% M 809 7,01 1519 7,76 088 M 887 789 1676 761 089 M 827 734 1561 767 082 M 3
XI 623 560 11,82 730 090 M 595 523 I1,19 7.32 08 M 760 670 1430 730 088 M 831 744 1576 706 090 M 7,73 6,66 14,38 7,07 08 M : dﬁ
Xil 58 379 968 597 064 SM 548 3,61 9,09 595 066 SM 6,80 4,44 11,24 574 065 SM 7,72 532 13,03 592 069 SM 728 525 12,52 6185 072 SM ' ;3

El

CTLH 162,05 152,81 195,81 220,07 203,52

o 32000




wh

—J

Os cromossomos de Pinus oocarpa ndo apresentaram valores de relagao

de bragos em ordem decrescente do primeiro ao Gltimo.

As constrigdes secundérias foram observadas no brago longo dos
cromossomos 11, 1II e VIII, medindo, respectivamente, 4,01 pm, 3,49 pm e 3,81
pm bem como no brago curto do cromossomo VII (3,91 um), utilizando-se

coloragdo com Giemsa (Figura 1A).

4.1.2 Pinus patula

A andlise do complemento cromossémico de Pinus patula apresentou
CTLH de 152,81pum (Tabela 1). De acordo com os dados de comprimento
relativo, a diferenca entre o maior cromossomo e o menor foi de 3,76 pm, valor
atribuido a diferenca dos bragos curtos (2,29 pm) que, no cromossomo I,
apresentou o dobro do tamanho do cromossomo XII.

Os cromossomos I e II, X e XI, XI e XII apresentaram as maiores
diferengas dentre os cromossomos adjacentes: 0,47 pm; 0,49 pm e 1,37 pm,
respectivamente. A diferenga entre os cromossomos I e Il foi devido tanto a BL
quanto a BC (0,22 pm e 0,25 pm), que contribuiram com valores
aproximadamente iguais. A diferenga de tamanho entre os trés cromossomos
menores do complemento se deu, principalmente, devido ao BC _ que entre X ¢
X1, contribuiu com 0,28 pm e entre XI e XII com 1,07 pm.

As posigdes de centromero mais proximas da regido mediana foram
encontradas nos cromossomos I e VIII. O cromossomo XII apresentou o
centrdmero mais afastado, com relagdo de bragos (RB) igual a 0,66 (Tabela 1).
A ordem decrescente dos valores de RB foi quebrada pelos cromossomos V.,

VIII e IX.
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As constrigdes secundérias em Pinus patula foram observadas nos
bragos longo e curto do cromossomo I (4,06 pum e 3,55 pm), no brago longo dos
cromossomos III, VI, IX e X (3,40 pm; 3,02 um; 2,77 um e 2,85 pum) e no brago
curto do cromossomo VIII (2,52 um).

A Figura 1B mostra uma metafase mitética de Pinus patula corada com

Giemsa.
4.1.3 Pinus tecunumanii
4.1.3.1 Procedéncia Las Camelias

Os dados do complemento cromossémico dessa procedéncia estdo
apresentados na Tabela 1. O CTLH foi de 195,81 um, com valores de
comprimento relativo variando entre 9,91 pm e 5,74 um. A diferenca de
tamanho entre os cromossomos I e XII foi de 4,17 um, sendo esse valor
decorrente da diferenga entre os bragos curtos desses cromossomos (2,45 pum).

Dentre os cromossomos adjacentes, os que apresentaram maior diferenga
de tamanho foram I e II (0,57 um), X e XI (0,46 um) e XI e XII (1,56 pm). A
diferenga entre I e II foi devido ao brago longo que contribuiu com 0,32 pm. BL
e BC contribuiram com valores muito préximos (0,25 um e 0,21 pm) para a
diferenga entre o décimo e o décimo primeiro par ¢ BC foi o responséavel pela
grande diferenga de comprimento (1,15 pm) entre os dois ltimos pares.

De acordo com a relagdo de bragos, os cromossomos com centrémeros
mais medianos foram II, IIl, VI e IX. Dentre os metacéntricos, X ¢ XI
apresentaram centrdmeros mais afastados do centro. Os cromossomos dessa
procedéncia ndo mostraram uma ordem decrescente do valor de relagdo de

bragos.
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A coloragdo convencional evidenciou a presenga de constrigSes
secunddrias nos bragos longos dos cromossomos I, II, V e IX ( 3,90 pum; 3,96
pm; 3,58 pum e 3,65 um) e nos bragos curtos dos cromossomos IV e VII (3,76
pm e 3,23 pm).

A Figura 1C mostra uma metéfase mitética da procedéncia Las Camelias

corada com Giemsa.
4.1.3.2 Procedéncia Jécon Yoro

A procedéncia apresentou CTLH de 220,07 yum. Os cromossomos I e XII
mostraram uma variagéo em comprimento relativo de 10,17 pm a 5,92 pm
(Tabela 1). A diferenga de tamanho entre esses dois cromossomos (4,25 pm)
deve-se principalmente a diferenga dos seus bragos curtos (2,38 pm).

A maior diferenga entre os cromossomos adjacentes ocorreu em 1 e II
(0,75 um). O brago longo foi o maior contribuinte (0,43 pm) ‘para essa
diferenga;. Para X e XI (0,45 pum), o brago longo contribuiu de maneira
consideravel (0,25 pum) e para os cromossomos XI e XII, que mostraram a maior
diferenca de tamanho (1,24 pm), o brago curto contribuiu mais efetivamente
(0,97 pm).

Os cromossomos que apresentaram centrdmero mais proximo da regido
mediana foram II, IV, VIII, IX e XI. Ndo houve decréscimo gradativo na
posi¢#io do centrdmero (Tabela 1).

A coloragio com Giemsa permitin a observagdo de constrigoes
secundérias nos bragos longos dos cromossomos I, Il e V (4,52 pm ; 4,45 pm e
4,13 pum) e nos bragos curtos dos cromossomos 1V, VII e IX (3,70 pm ; 3,55um
e 3,52 pm.) (Figura 1D).
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4.1.3.3 Procedéncia San Rafael del Norte

O comprimento total do lote hapléide observado para essa procedéncia
foi de 203,52 um. Os dados de comprimento relativo mostram que a diferenga
de comprimento entre os cromossomos I e XII foi de 3,65 pm (Tabela 1). O
brago curto contribuiu mais efetivamente para essa diferenca (2,08 pum).

Como mencionado para as outras procedéncias em estudo, os
cromossomos adjacentes I e II; X e XI; XI e XII, foram os que apresentaram
maior diferenga de comprimento (0,42 pm; 0,60 um e 0,92 pm). Para os dois
primeiros cromossomos, a diferenga se deu pelo brago longo (0,23 um) e para os
trés Gltimos cromossomos o brago curto foi o que contribuiu mais
acentuadamente (0,34 upm e 0,70 pum).

Os maiores valores de relagdo de bragos foram observados para os
cromossomos II e V, sendo estes os representantes de centrdmeros mais
medianos. Entre os metacéntricos, o cromossomo XI apresentou a menor relago
de bragos (0,86). Como observado para os outros tixons analisados, a
decrescéncia dos valores de relagdo de bragos foi quebrada. A

Os resultados da coloragio com Giemsa sdo coincidentes aos da
procedéncia Las Camelias: os cromossomos I, II, V e IX mostraram constri¢des
secundarias nos bragos longos (3,76 pm; 3,30 pm; 3,32 pm e 3,16 pm) e os
cromossomos IV e VII nos bragos curtos (3,77 um e 2,92 um. Figura 1E).

4.2 Bandeamento DAPI

Apesar de terem sido utilizados vérios protocolos, o fluorocromo DAPI
permitiu a observagdio de bandas apenas nos cromossomos de Pinus patula.
Estas apareceram somente na regido centromérica de oito cromossomos do

complemento (Figura 2).
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Figura 2 Metafase submetida a técnica de bandeamento DAPI em Pinus patula.
As setas indicam as bandas centroméricas

Em todos os gendtipos, os cromossomos apresentaram grande afinidade
pelo fluorocromo DAPI, corando-se homogeneamente, favorecendo a
observagdo das constrigdes secundarias, que puderam ser evidenciadas na
maioria das células analisadas (Figura 3).

Pinus oocarpa mostrou quatro constrigdes secundarias em seu
complemento haploide (Figura 3A), confirmando o resultado obtido pela
coloragdo com Giemsa.

Em Pinus patula, o fluorocromo DAPI permitiu a observa¢do de sete
constrigdes secundarias no complemento hapléide (Figura 3B), sendo que em
um dos seis cromossomos, estas se apresentaram em ambos os bragos. A
coloragdo com Giemsa permitiu evidenciar quatro constrigdes no complemento
haploide dessa espécie.

Nas procedéncias do Pinus tecunumanii também houve coincidéncia
quanto a presenca de constrigoes secunddrias quando foram comparadas as duas

metodologias (Figuras 3 C, D e E).
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FIGURA 3 Metafases mitéticas coradas com DAPIL A - Pinus oocarpa; B-
Pinus patula; C- Pinus tecunumanii procedéncia Las Camelias; D -
Pinus tecunumanii procedéncia Jocon Yoro; E - Pinus tecunumanii
procedéncia San Rafael Del Norte. As setas indicam as constrigdes
secundarias. * Cromossomos com constrigdes em ambos os bragos.



Associando-se a coloragio com Giemsa ¢ com DAPI foi possivel
estabelecer de forma segura a ocomréncia das constrigdes secunddrias nas

espécies e construir seus idiogramas (Figura 4).
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FIGURA 4 Idiogramas das espécies de Pinus analisadas. BC = brago curto;
BL = brago longo. As falhas indicam a localizag@o das constrigGes
secunddrias.
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4.3 Bandeamento C

Diversas variagdes da técnica de bandeamento C foram aplicadas, tendo-
se obtido bandas apenas na procedéncia Jécon Yoro do Pinus tecunumanii. A
Figura 5 mostra bandas C teloméricas em todos os cromossomos do

complemento dessa procedéncia.

Figura 5 Metéfase mitética da procedéncia Jocon Yoro do Pinus tecunumanii

submetida a técnica de bandeamento C.

4.4 Analise estatistica do Comprimento Relativo (CR) e Comprimento Total
do Lote Haploide (CTLH) entre procedéncias

A aplicagdo do teste de F para a comparagio da varidncia do
comprimento relativo (CR) demonstrou a existéncia de diferengas significativas
a 1% entre os cromossomos III, IV, VIII e IX das espécies estudadas (Tabela 2).
Considerou-se, para efeito de comparagio, Pinus oocarpa e P. patula
representados por uma procedéncia e o Pinus tecunumanii, como descrito

anteriormente, por trés procedéncias.
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Tabela 2. Andlise de varifncia para o comprimento relativo (CR) entre Pinus
oocarpa, Pinus patula e Pinus tecunumanii. UFLA, Lavras, MG,

2001.
FV GL QM CV (%)
Procedéncia / Cromossomo 1 4 0,23 3,80
Erro 45 0,14
Procedéncia / Cromossomo 2 4 0,04 2,65
Erro 45 0,60
Procedéncia / Cromossomo 3 4 0,09** 1,69
Erro 45 0,02
Procedéncia / Cromossomo 4 4 0,06** 1,25
Emro 45 0,01
Procedéncia / Cromossomo 5 4 0,00 1,44
Erro 45 0,01
Procedéncia / Cromossomo 6 4 0,00 1,75
Erro 45 0,02
Procedéncia / Cromossomo 7 4 0,01 1,64
Erro 45 0,01
Procedéncia / Cromossomo 8 4 0,09** 1,85
Ermro 45 0,02
Procedéncia / Cromossomo 9 4 0,13%* 2,00
Erro 45 0,02
Procedéncia / Cromossomo 10 4 0,06 2,15
Erro 45 0,02
Procedéncia / Cromossomo 11 4 0,09 4,32
Erro 45 0,09
Procedéncia / Cromossomo 12 4 0,20 4,65
Erro 45 0,07

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

A Procedéncia Jécon Yoro do Pinus tecunumanii diferiu estatisticamente
quanto ao comprimento relativo do cromossomo IX das demais procedéncias

pelo teste de Scott-Knott, a 5% (Tabela 3).
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Tabela 3. Comprimento relativo (CR) do cromossomo IX, expresso em
micrémetros (um), para Pinus oocarpa, Pinus patula ¢ Pinus
tecunumanii. Classificagdio baseada no teste de Scott-Knott para a
fonte de variagdo procedéncia a 5% de significancia. UFLA, Lavras,

MG, 2001. '
Procedéncias Meédias

“Pinus tecunumanii (J6con Yoro) 7.84 a
Pinus tecunumanii (Las Camelias) 8,01b
Pinus tecunumanii (San Rafael del Norte) 8,04b
Pinus oocarpa 8,09b
Pinus patula 8,17b

A anélise de varidncia do comprimento total do lote hapléide (CTLH)
demonstrou a existéncia de diferengas significativas a 1% entre as espécies
(Tabela 4).

Tabela 4. Anélise de varidncia para o comprimento total do lote hapléide
(CTLH) entre Pinus oocarpa, Pinus patula e Pinus tecunumanii.

UFLA, Lavras, MG, 2001.
FV GL oM CV (%)
Procedéncia 4 8234,09** 22,33
Erro 45 1746,18

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
Pinus oocarpa nilo diferiu estatisticamente de Pinus patula pelo teste de

Scott-Knott a 5% (Tabela 5), mas ambos diferiram significativamente do Pinus

tecunumanii.
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Este teste separou as espécies em dois grupos. Um deles inclui Pinus
oocarpa ¢ Pinus patula, enquanto que no outro estdo as trés procedéncias do

Pinus tecunumanii (Tabela 5), apresentando os valores mais altos de CTLH.

Tabela 5. Comprimento total do lote hapléide (CTLH), expresso em
micrometros (um), para Pinus oocarpa, Pinus patula e Pinus
tecunumanii. Classificagfio baseada no teste de Scott-Knott para a
fonte de variagdo procedéncia, a 5% de significincia. UFLA,

Lavras, MG, 2001.
Procedéncias Médias
Pinus patula 152,81 a
Pinus oocarpa 162,05 a
Pinus tecunumanii (Las Camelias) 195,81 b
Pinus tecunumanii (San Rafael del Norte 203,52 b
Pinus tecunumanii (J6con Yoro) 220,07 b

* médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Scott-
Knott (P<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os cromossomos das espécies do género Pinus favorecem a observagéo
devido ao tamanho, sendo possivel observa-los com facilidade, mesmo em
objetivas a seco. No entanto, a homogeneidade destes cromossomos € tal que
dificilmente a distingdo entre os mesmos pode ser feita. Somente os
cromossomos I e XII e, em algumas espécies o cromossomo XI, podem ser
diferenciados sem a utilizagio de medigdes e andlises estatfsticas (Sax & Sax,
1933; Saylor, 1961, 1964; Hizume et al., 1983, 1989; Davide & Araijo, 1993a).

Se, por um lado, o tamanho dos cromossomos facilita a sua visualizagdo,
pelo outro dificulta o espalhamento dos mesmos nas células, constituindo-se
num dos maiores obsticulos para o desenvolvimento deste trabalho. Além disso,
um fendmeno bastante comum em cromossomos de Pinus é o do cromossomo
pegajoso “sticky phenomenon” (Borzan & Papes, 1978; Davide, 1990), que
dificulta a separagdo dos mesmos. Também durante as medigdes h4 dificuldades,
uma vez que alguns cromossomos se apresentam muito alongados e podem se
dobrar, dificultando a sua andlise. Os programas para se obter medi¢Ses mais
acuradas vém se tornando uma estratégia para superar tais problemas (Davide &
Aratjo, 1993; Doudrick et al., 1995; Lubaretz, 1996) e constituiu uma
ferramenta importante neste trabalho, facilitando a obtengdo de dados
confidveis.

Apesar dessas dificuldades, as metodologias empregadas forneceram
namero suficiente de boas metéfases, tendo o nimero (2n=24) e a morfologia
dos cromossomos caracteristicos do género sido confirmados.

Saylor (1961) realizou a classificagio morfologica e o pareamento dos
cromossomos de Pinus para um grande nimero de espécies, principalmente para
aquelas do subgénero Pinus, em que a relagdo de bragos foi calculada pela razio

brago curto/brago longo. Na determinagdo dos pares, o autor considerou o
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comprimento do brago curto mais apropriado por ser menos susceptivel ao
esmagamento. Para obter resultados mais criticos, Saylor (1961) comparou as
espécies pela indicagdo dos cromossomos com maior relagio de bragos, como
também pela variagdo no comprimento do brago longo, de acordo com a sua
posicdo na seqiiéncia normal descendente. No presente trabalho, essa
metodologia também foi utilizada para fins de comparagdo com os trabalhos de
Saylor (1961, 1964, 1972) e Davide & Aratjo (1993a).

Em todos os taxa estudados, destaca-se o cromossomo II entre aqueles
que apresentam o centrdmero mais mediano. Os cromossomos I ¢ V também
apresentaram essa caracteristica em Pinus oocarpa e Pinus patula e na
procedéncia San Rafael Del Norte do Pinus tecunumanii. E interessante notar
que Saylor (1972) e Davide & Araujo (1993a) também obtiveram esse resultado
para Pinus oocarpa e Pinus patula. As procedéncias Las Camelias e J6con Yoro
apresentaram, além do cromossomo II, o IX entre os mais medianos.

A alteragiio na ordem decrescente do comprimento do brago longo ndo
ocorreu em Pinus oocarpa e na procedéncia San Rafael del Norte. Em Pinus
patula e nas procedéncias Las Camelias e Jécon Yoro, os cromossomos VII, IV
e VI, respectivamente, quebraram essa ordem. Saylor (1972) e Davide & Araijo
(1993a), encontraram trés ou quatro cromossomos quebrando essa ordem
decrescente e, mesmo assim, ndo houve coincidéncia entre os pares, em ambos
os trabalhos.

Uma outra caracterfstica citada por Saylor (1972) foi o comprimento do
brago longo do cromossomo I. Nas espécies da subse¢io QOocarpae, o autor
verificou que somente P. greggii ndo tem o cromossomo I com o maior brago
longo. Neste trabalho, como no de Davide & Aratijo (1993a), em que espécies
dessa subsegio foram analisadas, todos os taxa apresentaram essa caracteristica.

Somente usando as caracteristicas apresentadas acima, Saylor (1972)

propde dois diferentes padrdes cariotipicos para os membros da subsegdo
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Oocarpae: os da Califérnia (P. radiata, P. muricata e P. attenuata) formafn um
grupo e os restantes, originarios da América Latina (P. greggii, P. patula, P.
oocarpa e P. pringlei) formam outro grupo, menos unificado. Neste trabalho
essa desuniformidade também foi observada, mas permitiu, considerando o
comprimento total do lote hapléide, a posigdo do centrdmero € a variagio na
ordem decrescente do brago longo, agrupar Pinus oocarpa e Pinus patula.

Em varios trabalhos anteriores, onde utilizou-se a coloragéo
convencional, as constrigdes secunddrias ndo apresentaram-se como um dado
consistente (Saylor, 1961; 1964; 1972; Natarajan et al., 1961; Pederick, 1967;
Davide & Aradjo, 1993a). Neste trabalho, associou-se o uso de técnicas de
coloracio Giemsa e de bandeamento justamente com o objetivo de localiza-las
com maior precisdio e usi-las como um dado citotaxondmico e para a distingdo
de cromossomos individuais.

Foram utilizados diferentes protocolos para bandeamento fluorescente
(DAPI) e bandeamento C. No entanto, somente o DAPI contribuiu de forma
efetiva nos resultados. Esse fluorocromo, em fungio de sua alta especificidade
pelo DNA, corou homogeneamente todos os cromossomos nas metéfases,
favorecendo a defini¢@io das constri¢des secundarias. Elas apareceram de forma
consistente em todas as metéfases analisadas e permitiram diferenciar o  Pinus
oocarpa do Pinus patula e estes das trés procedéncias do Pinus tecunumanii. A
unica diferenga foi quanto & posi¢dio da constri¢io secundéria do cromossomo
IX (em J6con Yoro foi localizada no brago curto e nas duas outras procedéncias,
no brago longo).

Essa variagdo na posicio da constricio secundaria parece estar
correlacionada com a distribuigéo geografica destas procedéncias. Las Camelias
¢ San Rafael del Norte encontram-se em locais considerados de elevada altitude
(950 a 1.330 m) e Jécon Yoro em locais de baixa altitude (775 a 1.000m).

35



Grattapaglia, et al. (1992) também encontraram diferengas entre procedéncias de
baixa e elevada altitude do Pinus tecunumanii utilizando marcadores de RAPD.

Em fungéio de fatores ambientais, modificagdes estruturais podem ter
ocorrido, justificando a variagdo na posi¢do dessa constrigio secundiria. Em
termos de comprimento relativo, o cromossomo IX de Jécon Yoro ¢é
significativamente menor que o mesmo par nas procedéncias San Rafael del
Norte e Las Camelias (Tabela 3), indicando a ocorréncia de delegdes. Isto ndo
impede que outras alteragdes estruturais, como inversdes e translocagdes,
também tenham ocorrido.

A andlise estatistica realizada para comparagdo dos CTLHs das trés
espécies mostrou diferengas significativas entre elas (Tabela 4). A Tabela 5
mostra que, por meio do teste de Scott-Knott, as procedéncias do Pinus
tecunumanii foram classificadas dentro de um mesmo grupo e as espécies Pinus
oocarpa e Pinus patula em outro grupo. Esse procedimento concorda com
Davide & Aratjo (1993a) que também néo encontraram diferengas significativas
entre 0 CTLH de Pinus oocarpa e Pinus patula. Estes resultados mostram
também que os genomas de Pinus oocarpa e Pinus patula séo menores que os
de Pinus tecunumanii. O fato de ndo ter ocorrido diferenga significativa entre o
tamanho dos genomas das procedéncias do Pinus tecunumanii ndo invalida a
possibilidade de ter ocorrido delegio no cromossomo IX da procedéncia J6con
Yoro, uma vez que a perda da cromatina de somente um dos cromossomos
estaria diluida no complemento como um todo.

Bandas DAPI foram obtidas apenas em Pinus patula. Estas foram
localizadas nas regides centroméricas de oito cromossomos, mas ndo
apresentaram repetibilidade suficiente para permitir a construgdo de um padréo.
Bandas DAPI centroméricas e intersticiais j4 foram observadas em outras

espécies de Pinus (Hizume et al., 1989).
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Bandas C foram obtidas somente para o Pinus tecunumanii (procedéncia
Jécon Yoro), sendo observadas nas regides teloméricas de todos os
cromossomos. Usando essa metodologia, Hizume & Tanaka (1980) obtiveram
bandas centroméricas e intersticiais para outras espécies desse género.

Apesar dessas dificuldades, é possivel concordar com Saylor (1961,
1964, 1972). Esse autor afirma que as espécies de Pinus tém caritipos
similares, mas nio idénticos e que o grau de diferenciagio cromossémica que se
consegue detalhar estd correlacionado com aspectos evolutivos e sdio de
importéncia para taxonomistas e melhoristas.

No caso especifico deste trabalho, as informagdes cariotipicas como
posicdo do centrémero, variagio na ordem decrescente do comprimento dos
bragos longos, constrigdes secundarias ¢ o CTLH, forneceram informacdes
suficientes para separar os trés taxa estudados. As procedéncias do Pinus
tecunumanii constituiram um grupo a parte, fornecendo subsidios para concordar
com o trabatho de Frankis et al., (1999), que confere a esse tdxon a categoria

especffica.
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6 CONCLUSOES

Dados cariotipicos, como posi¢gdo do centrdmero, variagdio na ordem
decrescente do comprimento dos bragos longos, constrigdes secundarias,
comprimento relativo e comprimento total do lote hapldide, permitiram
distinguir as espécies Pinus oocarpa, Pinus patula e Pinus tecunumanii. Essa
Gltima, ora considerada como espécie, ora como subespécie, teve a categoria

especifica confirmada do ponto de vista citogenético.

A utilizagdo do fluorocromo DAPI, por seu cardter especifico pela
molécula de DNA, tornou mais evidentes as constrigdes secundarias nos

cromossomos homogeneamente corados das trés espécies estudadas.
Além das mutagSes génicas, alteragdes estruturais, como adig3es,

delecdes, inversdes e translocagdes, contribuiram para a diferenciago intra e

interespecifica no género Pinus.
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