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RESUMO

SILVA, Renata. Bandeamento fluorescente e marcador de RAPD em espécies
préximas ao Pinus de Tecun Uman. Lavras: UFLA, 1996. 55p. (Dissertagdo -
Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas)

Buscando verificar a proximidade do Pinus de Tecun Umén com as
espécies Pinus patula, Pinus oocarpa e Pinus caribeae var. hondurensis, realizou-se
um estudo comparativo usando técnicas de bandeamento fluorescente CMA, e de
marcadores de RAPD. Num primeiro experimento foram comparados os padrées de
bandas em metafases mitéticas da procedéncia Mountain Pine Ridge do Pinus Tecun
Uman, de Pinus patula, Pinus oocarpa e Pinus caribeae var. hondurensis . As
metafases mostraram variagéo na posigéo das bandas entre os taxa avaliados. N&o se
observou variagdo no ndmero de bandas entre P, caribeae, P. oocarpa e da
procedéncia Mountain Pine Ridge, a qual foi igual a 6. No complemento cromossémico
de P. patula observou-se 8 bandas. Os resultados obtidos permitiram concluir que o
padréo de bandas CMA da procedéncia Mountain Pine Ridge do Pinus de Tecun Uman
apresentou-se mais semelhante ao P. oocarpa. Em outros dois experimentos, o
coeficiente de similaridade “Simple Matching” e a Distancia Euclidiana Quadrada foram
obtidos atrévés de marcadores de RAPD para vinte e oito genétipos de Pinus, sendo

que duin‘ze eram de P. patula, cinco de Montain Pine Ridge e oito de San Rafael, estas

" Orientador: Lisete Chamma Davide. Membros da Banca: Eliana Regina Fomi Martins e César Augusto
Brasil Pereira Pinto.
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dltimas procedéncias do Pinus de Tecun Uman encontradas em baixas altitudes
(< 1500 m). Os valores encontrados mostraram similaridades, variando de 0,37+0,08
para P. patula-San Rafael, até 0,94+0,04 para o par de gendétipos dentro de P. patula.
O valor méaximo obtido de Distancia Euclidiana foi igual a 20 para P. patula-San Rafael
e P. patula-Montain Pine Ridge e o valor minimo encontrado foi igual a 2, entre
gendtipos de P. patula. Observou-se no dendrograma obtido pelo método UPGMA
(unweighted pair-group method, arithmetic average) o distanciamento do Pinus de
Tecun Uman do P. patula. Para confirmagéo deste resultado foi empregado o método
aglomerativo de Tocher, usando as Disténcias Euclidianas Quadradas. Em outro
experimento foram estimadas as similaridades genéticas e as distancias entre
dezesseis genétipos de Pinus, sendo 3 de P. oocarpa, 4 de P. patula, 3 de P. caribeae
var. hondurensis e 6 do Pinus de Tecun Uman, onde 3 éram da procedéncia Napite e
os outros 3 da procedéncia Rancho Nuevo, ambas encontradas em regibes de alta
altitude (> 1500 m). Os valores encontrados mostraram similaridades variando de
0,44 + q05 para as arvores da procedéncia Napite-P. patula e para as arvores de P.
oocarpa-P. patula, até 0,80 + QX4 para pares dentro da procedécnia Napite e dentro da
procedéncia Rancho Nuevo. O maior valor de disténcia encontrado foi igual a 56 para
os pares de arvores P. patula-Mountain Pine Ridge e San Rafael-Mountain Pine Ridge.
O menor valor encontrado foi de 20 para arvores dentro da procedéncia'San Rafael.
Observou-se no dendrograma obtido pelo método UPGMA, o posicionamento do Pinus
de Tecun Umén em um mesmo grupo que o P. oocarpa, e um distanciamernto destes
dois do P. patula e P. caribeae. O meétodo aglomerativo de Tocher confirmou estes
resultados. Verifica-se, portanto, que as duas metodologias empregadas demonstram a

maior proximidade do Pinus de Tecun Uman com o Pinus oocarpa.



SUMMARY

FLUORESCENT BANDING AND RAPD MARKER IN SPECIES CLOSE TO Pinus OF
TECUN UMAN.

Aiming to verify the closeness of Pinus of Tecun Uman with the species of
Pinus patula, Pinus oocarpa e Pinus caribeae var. hondurensis, a comparative study
was undertaken using of CMA fluorescent banding and RAPD markers. The band
fluorescent patterns in mitotic metaphases of the Montain Pine Ridge provenance of
Pinus Tecum Uman were compared with Pinus patula, Pinus oocarpa e Pinus caribeae
var. hondurensis. The metaphases showed variation in band positioning between the
taxa evaluated. No variation in the number of bands between P. caribeae, P. oocarpa
and the Mountain Pine Ridge provenance was noticed, which was equal to 6. In the P.
patula, complement cromossomic where 8 bands were observed. This way, it followed
that the CMA fluorescent band pattern of the Mountain Piﬁe Ridge provenance of Pinus
of Tecun Uman showed itself more similar to P. oocarpa. In further two experiments, the
similarity coefficient "Simple Matching" and Square Euclidian Distance were obtained
through RAPD markers for twenty eight Pinus genotypes, being fifteen were of P.
patula, five of Mountain Pine Ridge and eight of San Rafael, these latter ones coming
from Pinus Tecun Uman found in low altitudes (< 1500 m). The values found showed

similarity, ranging from 0.37 + 0.08 for P. patula-San Rafael to 0.94 + 0.04 for the pair of
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P. patula trees. The maximum value of Euclidian Distance obtained was equal to 20 for
Patula-San Rafael and P. patula-Mountain Pine Ridge and, the least value found was
equal to 2 among genotypes of P. patula. The distancing of the Pinus of Tecun Uman
from P. patula was observed in the dendogram obtained by the UPGMA method
(unweighted pair-group method, arithmetic average). For support of this result, Tocher's
clustering method was employed, using the Square Euclidian Distances. In another
experiment, genetical similarities and the distance among sixteen Pinus genotypes,
beeing 3 of P. oocarpa, 4 of P. patula, 3 of P. caribeae var. hondurensis, 6 of the Pinus
of Tecun Uman, where 3 were of the Napite provenance and the other 3 of Rancho
Nuevo precedence, both found in regions of high altitude (> 1500 m). The values found
showed similarities ranging from 0.44 + 005 for genotypes of Napite-P. patula
provenance for P. oocarpa P. patula genotypes, till 0.80 + Q4 for pairs within the Napite
provenance and within the Rancho Nuevo provenance. The greatest value of distance
found was equal to 56 for the pairs of genotypes P. patula-Mountain Pine Ridge and
San Rafael-Mountain Ridge. The least value found was of 20 for genotypes within the
San Rafael provenance. The positioning of Pinus of Tecun Uman in a same group as P.
oocarpa and a distancing of these two from P. patula and P. caribeae were observed in
the dendrogram obtained by the UPGMA method. Tocher's clustering method
supported these results. Verified, this way, that the two metodologies used showed the

an increased closeness between Pinus of Tecun Uman with the P. oocarpa.



1 INTRODUGAO

Dentre as espécies tropicais de coniferas introduzidas no Brasil, o Pinus
de Tecun Uman tem apresentado um bom desempenho em varias regiées (Wright e
Osorio, 1992).

Apesar de apresentar excelentes qualidades silviculturais como rapido
crescimento, mais de 50 m de altura, 1,50 m de DAP e copa com poucos ramos; este
taxon ainda ndo teve sua posigdo taxonémica bem definida, o que constitui um
problema. Algumas procedéncias foram denominadas P. oocarpa Schiede var.
ochoterenai Martinez, por Martinez (1948). Outras foram denominadas Pinus
tecunumanii (Schw.) Eguiluz e Perry por Eguiluz-Piedra e Perry (1983). Styles (1985)
sustenta o ponto de vista de que ambos, Pinus oocarpa var. ochoterenai e Pinus
tecunumanii pertencem ao mesmo téaxon, isto €, Pinus patula, Schiede & Deppe ssp.
tecunumanii (Eguiluz e Perry) Styles.

Na tentativa de solucionar este problema, Davide e Araljo (1993b)
realizaram estudos comparativos sobre a estrutura da madeira e aciculas da
procedéncia Yucul do éinus de Tecun Uman e verificaram que ela é mais relacionada
com Pinus patula, concordando com Styles (1985). No entanto os autores analisaram

poucas arvores de uma Unica procedéncia o que limita este tipo de estudo.
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Dando prosseguimento a este trabalho, Ledo e Davide (1993) estudaram
quatro diferentes procedéncias: Yucul, San Rafael, Camelias e Mountain Pine Ridge,
coletadas em Agudos-SP, Lavras-MG e Esplanada-BA. Em seus estudos os autores
analisaram caracteristicas anatdémicas e morfolégicas de aciculas e os resultados
encontrados concordaram novamente com Styles (1985), sugerindo o uso da categoria
subespecifica para o Pinus de Tecun Uman.

Grattapaglia, O'Malley e Dvorak (1992), utilizando marcadores de RAPD,
analisaram a relagéo filogenética entre P. caribaea var. hondurensis, P. oocarpa, P.
patula, P. pringlei, P. greggii e P. tecunumanii, dentre outros e sugeriram que o P.
tecunumanii € mais relacionado com P. oocarpa e P. caribaea var. hondurensis. Esse
estudo propds mudancgas nas relagdes filogenéticas realizadas até entdo por métodos
morfolégicos classicos.

Observa-se portanto, que as controvérsias ainda persistem, mostrando a
necessidade de se continuar estudando este assunto utilizando técnicas refinadas na
tentativa de solucionar este problema.

Uma das alternativas seriam as técnicas citogenéticas de bandeamento
cromossdmico. Os fluorocromos Cromomicina A3 e 4-6-diamidino-2-fenilindol mostram
um padréo de bandas denominadas CMA e DAPI, respectivamente; as quais tém sido
eficientes para identificagéo de diferentes cromossomas de algumas espécies de Pinus
(Hizume, Ohgiku e Tanaka, 1989a,1989b; Hizume, Arai e Tanaka,1990; Doudrick et

al., 1995). Esta técnica apresenta ainda a vantagem de ser rapida e especifica para

acido nucléico.



A técnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) consiste em um
marcador molecular que utiliza o DNA apresentando vantagens por ser rapida,
podendo processar um grande nimero de amostras por dia; n3o utilizar sondas e
radioisétopos proporcionando redugso nos custos e aumento na seguranga; utilizagdo
de pequena quantidade de DNA e também, de n&o serem necessarias informagdes
sobre as seqiéncias nucleotidicas do genoma para detectar um grande polimorfismo
genético. Os marcadores de DNA tém -sido considerados Uteis para determinar o
relacionamento genético, pois.’ além de identificarem grande polimorfismo, n&o
apresentam interag&o entre caracteres e podem ser avaliados em qualquer estagio de
desenvolvimento (Williams et al., 1990).

Assim, o objetivo deste trabalho foi o de utilizar técnicas citogenéticas
(bandeamento fluorescente) e moleculares (RAPD) para avaliar o grau de parentesco
entre o Pinus de Tecun Uman, P. patula, P. oocarpa e P. caribaea var.. hondurensis; e

assim contribuir para a definigéo da categoria taxonémica do Pinus de Tecun Uman.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Taxonomia no género Pinus

O género Pinus é dividido em 9 seges, de acordo com a classificagdo
feita por Martinez (1948), onde o autor empregou caracteres de aciculas, cones e
sementes, caducidade ou persisténcia das bainhas dos fasciculos e outros caracteres
macro e microscopicos. Pinus oocarpa Schiede e P. patula Schiede & Deppe
pertencem a segéo Serotinos, a qual se caracteriza por englobar espécies que
apresentam cones que ndo tém uma sincronia na abertura de suaé escamas. As
plantas dessa seg@io sdo divididas em trés grupos principais: oocarpa, patula e
peninsulares. O grupo oocarpa compreende as espécies que apresentam cones
simétricos, ovéides ou parcialmente ovéides e coloragéo ocre ou vermelho-marrom.
Nesse grupo encontram-se P. oocarpa Schiede e suas variedades microphyla,
manzonoi, trifoliata e ochoterenai. No grupo patula esto Pinus patula Schiede & Deppe
e sua variedade longepedunculata, P. greggii Engelm. e P. pringlei Shaw. Neste grupo
as plantas apresentam ;:ones obliquos, brilhantes, duros e muito persistentes.

Segundo a classificagéo feita por Little e Critchfield (1969), P. oocarpa e

P. patula pertencem ao subgénero 3. Pinus, Segdo 5. Pinus e Subsegdo 15. Oocarpae.



A subsecéo Oocarpae compreende trés espécies da Califérnia (Pinus radiata D. Don,
P. aftenuata Lemm. e P. muricata D. Don) e quatro do México e América Central (P.

patula Schiede & Deppe, P. oocarpa Schiede, P. greggi Engelm. e P. pringlei Shaw.).
2.2 Pinus de Tecun Uman: descoberta e controvérsias

De acordo com Eguiluz-Piedra e Perry (1983), o Pinus de Tecun Uman
pode ser encontrado em areas de solos bem variados, desde solos argilosos até solos
profundos de origem vulcanica, cujo pH é ligeiramente acido, variando de 4,5 a 5,5.
Com relagao a distribuicdo geografica populagdes de Pinus de Tecun Uman foram
observadas nas montanhas centrais da Guatemala, estendendo-se até El Salvador,

Honduras e provavelmente Chiapas, no México (Figura 1).

o I Belize
uatemala
2 Honduras

El Salvador Nicaragua

FIGURA 1. Mapa da América Central mostrando a distribuicdo geografica do Pinus de
Tecun Uman (H).



O Pinus de Tecun Uman foi primeiramente encontrado em 3 locais da
Guatemala, em altitudes variando de 1800 a 2700 m, mas existem confirmag¢des de que
sua distribuicdo € maior na América Central, particularmente em Honduraé, Nicaragua
e El Salvador, em altitudes variando de 600 a 2000 m. E também encontrado nos
estados de Oaxaca e Chiapas (sul do México), em habitats similares. Na Guatemala e
Honduras as arvores crescem em altitudes acima das quais normalmente se encontram
espécies de Pinus oocarpa, em Qéles férteis com abundancia de chuvas e solos
profundos, podendo estar aséociadas com outras espécies de Pinus como P.
ayacahuite Ehr., P. maximinoi e P. pseudostrobus (Styles,1985).

A descoberta do Pinus de Tecun Uman é descrita por Styles (1985) que
menciona que na década de 40 o patologista alemao, Fritz Schwerdtferger, foi
requisitado para investigar e avaliar os danos que vinham sendo causados pelo
coledptero Dendroctonus sp. (Scolytidae) em algumas florestas de Pinus da Guatemala
e América Central. Contudo, as pesquisas sobre a biologia do inseto foram
prejudicadas, pois, ndo existiam informagdes sobre a distribuigio destas florestas e
sobre a ocorréncia das espécies de Pinus nelas existentes. Schwerdtferger fez uma
revisdo apurada da taxonomia das arvores, e descreveu um novo taxon. No entanto, o
autor ndo considerou o Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica (1978), e
erroneamente, o descreveu em espanhol e ndo em latim, chamando-o de Pinus
tecumumanii.

Estudos envolvendo o Pinus de Schwerdtferger tém sido feitos por varios
autores e cada um propée denominagdes diferentes (Aguilar, 1962: Stanley e

Steyermark, 1958; Mittak, 1977, Eguiluz-Piedra e Perry, 1983 e Styles, 1985). Eguiluz-



Piedra e Perry (1983), através de seus estudos abrangendo ensaios de campo e
laboratério, com relagdo a morfologia, anatomia foliar e analise de terpenos presentes
em resinas, sugerem que o Pinus de Tecun Uman deva ser considerado uma espécie.
Os autores fizeram sua descrigdo de acordo com as Cédigo Internacional de
Normenclatura Boténica (1978) e conferiram-lhe a categoria especifica, alterando o
epiteto especifico denominando-o Pinus tecunumanii (Schw.) Eguiluz e Perry .Além
disso consideram o Pinus de Tecun Uman muito proximo do Pinus oocarpa var.
ochoterenai.

Contudo, Styles (1985) a partir de estudos baseados em caracteristicas
morfolégicas, anatémicas e de distribuicdo 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 e Araujo (1993) tentando auxiliar na elucidagdo destes problemas
taxondémicos, realizaram estudos sobre a estrutura da madeira e das aciculas da
procedéncia Yucul, plantada em Agudos-SP. Os resultados obtidos mostraram uma
proximidade do Pinus de Tecun Uman com o Pinus patula, concordando com Styles
(1985). Dando continuidade a este estudo, Ledo e Davide (1993) trabalharam com 4
procedéncias do Pinus de Tecun Uman: Yucul, Mountain Pine Ridge, Camelias e San
Rafael, plantadas em Agudos-SP, Lavras-MG e Esplanada-BA, os resultados
persistiram, sugerindo que o Pinus de Tecun Uman deva ser considerado uma
subespécie do Pinus patula.

Dvorak (1985) relataram que procedéncias do Pinus de Tecun Umén de

regibes de alta altitude, no México e América Central diferem daquelas de baixa



altitude, particularmente quanto as caracteristicas morfolégicas, e em padrdo de
florescimento. Estas informagées indicam uma possivel interagdo genétipo ambiente, a
qual pode ser eliminada pela avaliagdo direta do genétipo através de.técnicas de
marcadores moleculares, como o RAPD. Assim sendo, Grattapaglia, O’'Malley e Dvorak
(1992), estudando procedéncias de Pinus tecunumanii do norte e sul do México, de alta
e de baixa altitude, utilizaram dados obtidos por marcadores do tipo RAPD para o
estudo da analise filogenética envolvendo P. patula, P. carnibaea e P. oocarpa, entre
outros. Os autores observaram uma diferenciagdo genética a nivel de seqiiéncia de
DNA entre os 2 ecétipos do Pinus de Tecun Uméan e que 0 mesmo néo se apresenta
fortemente relacionado com P. patula, apresentando uma proximidade com P. oocarpa
seguida do P. caribaea var. hondurensis.

Tem-se, portanto, estudos utilizando técnicas morfolégicas que sugerem
duas categorias taxonémicas diferentes ao taxon em questéo, a especifica (Eguiluz-
Piedra e Perry, 1983) e a subespecifica (Styles, 1985; Davide e Aratjo, 1993 e Ledo e
Davide, 1993) e, analises de marcadores de DNA, que sugerem a categoria especifica
Grattapaglia et al. (1992). Desta forma a associagdo de técnicas que avaliam
diretamente o genoma de espécies do género Pinus, como o bandeamento
cromossdmico e marcadores RAPD, poderédo constituir mais uma contribuicdo para a

elucidagéo desse problema taxonémico.



2.3 Técnicas empregadas para a elucidagdo de problemas taxondémicos no

género Pinus

2.3.1 Técnicas morfolégicas e taxonomia no género Pinus

Varias metodologias tém sido utilizadas com o objetivo de solucionar
problemas taxonémicos. A avaliagéo de caracteristicas morfolégicas como tamanho de
cone e das sementes, nimero e comprimento de aciculas e aspecto da casca dos
caules, ja foram utilizadas por vérios autores para avaliar espécies de Pinus.

Styles e Mc Vaugh (1990) basearam-se em diferengas na anatomia de
aciculas e morfologia dos ramos entre P. oocarpa tipico e P. oocarpa Schiede var.
microphyla Schaw para promover a variedade a uma nova espécie denominada P.
pratermissa.

Outros autores também tém utilizado caracteristicas de aciculas para -
identificar espécies e variedades de Pinus (Mancilla e Tomazello Filho, 1984; Rojo,
1978; Stead, 1983; Calamassi, 1986). Contudo a influéncia do ambiente nas
caracteristicas de aciculas deve ser considerada. Xu e Guo (citados por Ledo 1992)
fizeram um estudo biossistematico em P. tabulaeformis Carr. e encontraram variagédo
em 18 caracteristicas de aciculas, cones e sementes em diferentes regies para 56
populagdes da China. Observaram que as diferengas entre as populagées foram todas
altamente significativas e que a variagéo de algumas caracteristicas como anatomia e
morfologia de aciculas e morfologia de ramos estéve intimamente relacionada as

condigdes climaticas.
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Le&o e Davide (1993) analisando procedéncias do Pinus de Tecun Uman
ainda sugerem que as caracteristicas de aciculas s&o influenciadas por fatores
ambientais, e que muito provavelmente séo controladas pela agdo de varios genes,
pois estas caracteristicas ndo apresentam classes distintas, mas sim uma gradacéo de
fendétipos.

Salazar (1983) estudou a variagdo na proporgdo de fasciculos em
aciculas de P. caribaea var. hondurensis Barr e Golf. De acordo com o autor, genes
responsaveis pelas caracteristicas de fasciculos tém, muito provavelmente, sua
expresséo influenciada por fatores climaticos. Desta forma, a influéncia do ambiente
sobre essas caracteristicas deve ser considerada.

Outra metodologia que tem sido utilizada para caracterizago do género
Pinus, é a anatomia de madeira.

Zobel (1865) analisou a variagdo no comprimento dos -traquedides de
algumas espécies de Pinus mexicanos e verificou que eles tém uma variagdo na
estrutura da madeira entre arvores, entre povoamentos, entre sitios dentro da espécie
e entre espécies.

Caracteristicas anatémicas, assim como a morfologia de aciculas, sédo
condicionadas por varios genes, sendo portanto, caracteristicas quantitativas, que

sofrem grande influéncia do ambiente (Strauss, Lande e Namkoong, 1992).



11

2.3.2 Citogenética e taxonomia no género Pinus.

Uma forma de avaliar caracteristicas particulares, que n&o séo
diretamente influenciadas pelo ambiente, é analisar diretamente o complemento
cromossémico.

Muitos trabalhos té_m sido conduzidos partindo do pressuposto da
ocorréncia de variagbes nos complementos cromossémicos de diferentes espécies.
Esta variagdo pode ser obsewéda no tamanho, nimero, relagéo de bragos e posigao
do centrémero dos cromossomas.

Em muitos grupos de plantas e animais, o cariétipo pode ser usado como
critério definitivo para distinguir diferentes espécies (Swanson, 1960; Saylor, 1861).

Espécies como as pertencentes ao género Emilia, mostram uma variagao
distinta no nimero de cromossomas, onde E. sonchifolia apresenta 2n=10 e
E. fosbergii apresenta 2n=20 (Guerra e Nogueira, 1990), permitindo assim uma
disting&o precisa entre as mesmas.

No entanto, em alguns géneros, as espécies que o compde mostram
caridtipos muito homogéneos, dificultando a distingdo interespecifica usando esta
metodologia. No género Pinus, onde Sax e Sax (1933) fizeram os primeiros estudos
informando que o cari6tipo é constituido por 12 pares de cromossomas sendo que 11
parés sdo metacéntricos e com compriméntos muito semelhantes, e apenas 1 par é
submetacéntrico, o menor deles.

Saylor (1972) realizou descrigdes cariotipicas baseadas principalmente no

comprimento dos cromossomas e localizagdo do centrémero para 46 espécies de
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Pinus. Todas as espécies apresentaram basicamente cari6tipos similares, apesar de
caracteristicas distintas terem sido encontradas em certas subsec¢bes, grupos de
espécies relacionadas e ocasionalmente em espécies individuais.

Apesar dessa grande homogeneidade entre os cariétipos das espécies de
Pinus, Pederick (1970), baseando-se principalmente no tamanho e localizagsio de
constricdes secundarias, conseguiu distinguir nove espécies de Pinus. O autor utilizou
tecido do gametéfito feminino hapléide e estudou os cromossomas na préfase mitética,
onde eles estdo mais distendidos e mostram grande numero de constrigbes
sgcundérias de tamanho variaveis.

No entanto, a maioria dos autores enfatiza a uniformidade do
complemento cromossémico nas espécies de Pinus, e, varios deles sugerem o
emprego do bandeamento cromossémico como uma alternativa para diferenciar
cromossomas dentro de uma espécie e cariétipos de espécies diferentes (Borzan e
Papes, 1978; Mac Pherson e Fillion, 1981:Davide e Aratjo, 1993a).

Vérias técnicas visando a evidenciagao de regibes especificas presentes
em cromossomas tém sido empregadas em Pinus e em outras espécies. A técnica de
bandeamento Giemsa para localizar heterocromatina C, foi aplicada em cromossomas
de varias espécies de Pinus (Borzan e Papes, 1978; MacPherson e Filion, 1981),
bandas intercalares e centroméricas foram observadas, mas foram insuficientes devndo
a pouca variabilidade para auxiliar na identifi icacdo da maioria dos cromossomas.

Constricbes secundarias para a regido organizadora do nucléolo (NOR)

tém sido identificadas em cromossomas de Pinus, mas sdo de valor limitado para
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distinguir cromossomas, pois ndo mostram variagdo entre e dentro de espécies
(Natarajan, Ohba e Simak, 1861; Saylor 1961, 1964).

A distingdo de cromossomas de Pinus tem sido 6btida, mais
recentemente, com o uso dos fluorocromos Cromomicina A3 (CMA), que tem afinidade
por regides ricas em C-G; e 4,6-diamidino 2-fenilindol (DAPI), com afinidade por
regiées ricas em A-T. Estes fluorocromos, com agéo antibiética, foram primeiramente
empregados por Schweizer (1976), e padrées especificos de bandas puderam ser
observados em 3 espécies vegetais (Vicia faba, Scilla siberica e Omithogalum
caudatum) e em cromossomas metafasicos humanos.

Hizume, Ohgiku e Tanaka (1989a), explorando a afinidade diferencial por
fluorocromos (CMA/DAPI) das diferentes regiées que compde os cromossomas,
verificaram o aparecimento de bandas intercalares efou proximais na maioria dos
cromossomas. Com este padrdo de bandas, cromossomas individuais puderam ser
identificados em P. nigra. Os mesmos autores tentando estudar as relagGes
filogenéticas entre duas espécies diferentes de Pinus, constataram que ocbrriam
diferengas entre as bandas CMA e DAPI entre P. densiflora e P. thunbergii, apesar da
similaridade entre os cromossomas das espécies (Hizume, Ohgiku e Tanaka, 1988b).

Doudrick et al. (1995), através de técnicas de bandeamento fluorescente
utilizando CMA e DAPI e hibridagdo in situ, identificaram todos os 12 pares de
cromossomas e estabeleceram um cariétipo padrao para P. elliottii var. elliottii, e ainda

sugerem o uso da técnica em outras espécies de Pinus e talvez até outros géneros de

coniferas.
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Assim, a utilizagdo de técnicas que permitam diferenciar linearmente os
cromossomas, explorando a afinidade diferencial das varias sequéncias de DNA
atraves de fluorocromos especificos séo uteis para auxiliar na elucidagéo de problemas

taxondmicos como os que ocorrem com o Pinus de Tecun Uman.
2.3.3 Marcadores moleculares e taxonomia no género Pinus

Muitas arvores florestais sdo plantas n&o domesticadas e tem um alto
nivel de diversidade (Grattapaglia et al., 1992). Visando analisar esta diversidade
muitas técnicas tém sido utilizadas tais como os marcadores moleculares de proteinas
(isoenzimas) e marcadores de DNA, como RFLP (Restriction Fragments Length
Polymorphisms), PCR (Polymerase Chain Reaction) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).

Os marcadores de proteinas que se baseiam na migracédo de proteinas
em um suporte de gel em fungdo de suas cargas elétricas e das suas estruturas,
mostra que a variagéo fenotipica (bandas visualizadas) est4 diretamente relacionada
com a variagéo genética, uma vez que as proteinas s&o produtos diretos dos genes
(Alfenas et al., 1991).

Thormann e Stephan (1993) analisaram e interpretaram padrdes
isdenziméticos de malato desidrogenase -em P. sylvestris L. Informagdes sobre tipo de
heranga-e mapas de ligag&o de variantes isoenzimaticos em populagées naturais de P.
leucodermis e P. pumila, também foram estudados por Morgante, Vendramin e Gianini

(1993). Informagtes uteis tém sido obtidas em Pinus e outras espécies como feijao,
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batata, girassol, cevada dentre outras (Koening e Gepts, 1989; Groza e Kahn, 1991; |
Quillet, Vear, Branlard,1992; e Fedak, 1974). Embora esta técnica seja relativamente{
barata, possui desvantagens de ser pouco varidvel, principalmente quando se analisa

populagdes de gendtipos altamente relacionados. Além disso, por ser um produtdf

génico, pode também apresentar interagbes com outros genes, o que é um complicador

adicional (Neale e Williams,1991).

Os marcadores de DNA, em relagéo aos de proteina, tém vantagens por / |
serem muito mais variaveis, ndo apresentam interagdo com outros caracteres e podem
ser identificados em plantas em qualquer idade. Os marcadores de DNA tém se|
mostrado altamente eficientes para identificar variabilidade do DNA em plantas (Santos ’
et al., 1994). |

A tecnica RFLP, que significa polimorfismo de tamanho de fragmento de
restricéio, vem sendo empregada em varias espécies. Consiste no uso de enzimas de
restricio que cortam o DNA em sitios especificos e uso de sondas marcadas para
identificar os fragmentos.

A técnica RFLP ja foi empregada em estudo para o entendimento da
filogenia de Pinus (Strauss e Doerksen,1990) bem como para o mapeamento e
aplicagdes genéticas no melhoramento de coniferas (Neale e Williams, 1991; Devey et
al.,1991). Esta técnica tem sido amplamente empregada e tem fornecido bons
resultados em estudos de variabilidade em germoplasma, na determinagéo de distancia
genetica e pureza de hibridos, na identificagio de caracteres 'quantitativos, dentre

outros. No entanto é relativamente complexa, demorada e cara.
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O PCR (Polymerase Chain Reaction) surgiu como uma técnica alternativa
para eliminar o uso de radioisétopos, baseando-se na amplificagdo de fragmentos
especificos de DNA, identificados sob luz uitravioleta. Mas, apresenta a desvantagem
de exigir o conhecimento prévio da seqiiéncia de nucleotideos de tais fragmentos, para
a sintese dos primers ( McPherson, Quirke e Taylor, 1992).

Uma nova técnica, baseada no PCR (Welsh e MCClelland, 1990; Williams
et al.,, 1990), o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), vem permitindo acelerar a
aplicagéo da tecnologia de marcadores moleculares, avaliando a diversidade genética
observada em varias espécies. Ao invés de marcar o segmento de DNA alvo, ocorre a
sintese diferencial de segmentos aleatérios de DNA gendmico in vitro, através de uma
DNA polimerase termorresistente. Esta técnica utiliza primers aleatérios de 10
nucleotideos e por isso dispensa o conhecimento da seqiiéncia de fragmentos de DNA,
diminuindo seu custo. Os produtos s&o facilmente separados por. eletroforese e
visualizados por iluminag&o ultravioleta de géis corados com brometo de etidio.

As marcas de RAPD s&o altamente polimérficas e podem ser detectadas
diretamente em gel de eletroforese, sem a necessidade de sondas e radiois6topos
usados em RFLP. A tecnologia RAPD é mais acessivel que RFLP e promove um
ndimero equivalente de marcas para cobrir o genoma inteiro (Grattapaglia et al., 1992).

Nas espécies de Hordeum, o RAPD também tem sido usado com
sucesso. O género .Hordeum apresenta um grande nimero de espécies com
similaridades morfolégicas que dificultam a identificagao e diferenciacéo entre elas. O
uso de RAPD foi eficiente no estudo sistematico e taxonémico das espécies

pertencentes a este género (Gonzales e Ferrer, 1993).
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Tulsieram et al. (1992), mostraram que & possivel a utilizagdo de tecido
de megégametéﬁto para a confecgao de mapas de ligagdo em coniferas usando RAPD.
Os autores utilizaram esta metodologia em P. brutia Ten., e construiram um mapa de
ligagdo onde o numero de locos por primer testado foi baixo, variando de 0,28 a 0,59.
Mapas de ligacédo de P. elliottii Engelm var. elliottii, também foram feitos empregando
RAPD em DNA extraido de megagametéfitos. A anélise de marcadores de RAPD cobriu
aproximadamente 782 cM do genorﬁé, € permitiu avaliar o tamanho do genoma, que foi
estimado variar de 2880 a 3360 é:M (Nelson, Nance e Doudrick, 1993).

Usando também tecido de megagametéfitos, Nelson, Kubisiak, Nance
(1994), propuseram o mapa de ligagéo de P. palustris Mill., empregando RAPD. Neste
estudo, os autores cobriram 85% do genoma e os grupos de marcadores de RAPD
permitiram estimar um tamanho de genoma de aproximadamente 2265 cM.

Apesar da maioria dos trabalhos com marcadores moleculares em
coniferas empregarem tecido do megagametéfito, Carlson et al. (1991) utilizaram em
seus estudos aciculas jovens de Pseudotsuga menziesii e Picea glauca. Neste trabalho,
as condigbes de reagdes foram otimizadas para que pudessem fornecer produtos de
amplificacéo claros e especificos. Foi realizada a analise dialélica, confirmando a

heranca apropriada de marcas de RAPD na gerag&o F1.

2.3.4 Divergéncia genética

A analise de divergéncia genética tem sido utilizada pelos melhoristas de

plantas, por mais de duas décadas, principalmente, para investigar a natureza da
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variagdo genética e as relagSes entre divergéncia genética, grau de parentesco,
diversidade de origem geografica, capacidade de combinag&o e heterose (Behl, Singh
e Paroda, 1985; Peixoto, Silva, Barreto, 1986; Punia, Hooda e Paroda, 1982
Raveedran,Comstock e Harvey, 1951; Sugiyarto, Soemartono e Mangoendidjojo, 1984;
Viana, 1990).

A diversidade genética &, em geral, quantificada por estatisticas
multivariadas que permitem ao melhorista melhor inferéncia sobre os gendtipos
disponiveis. '

Entre técnicas estatisticas multivariadas pode-se citar a analise pelos
métodos aglomerativos sendo, neste caso, empregada principalmente a Distancia
Euclidiana, dentre outros, e também o método de médias aritméticas nao ponderadas
(Cruz, 1990; Morais, 1992; Soares, 1991; Viana, 1980). Para melhor visualizagso e
analise dos dados s3o feitas analises de agrupamento.

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir por algum critério de
classificacdo, as unidades amostrais em varios grupos, de tal forma que exista
homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre grupos (Mardia, Kent,
Bibby, 1979; Sneath, Sokal, 1979). Alternativamente, as técnicas de andlise de
agrupamento tém por objetivo dividir um grupo original de observagées em varios
grupos homogéneos, segundo algum critério de similaridade ou dissimilaridade (Cruz,
1990; Morais, 1992).

Segundo RAO et al, 1981, o processo de agrupamento envolve
basicamente, duas etapas. A primeira relaciona-se com a estimativa da similaridade, ou
dissimilaridade entre os individuos; a segunda, com a técnica de agrupamento para a

formagéo dos grupos. Destaca, ainda, que a adogio de determinada medida de
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similaridade depende da natureza das unidades amostrais avaliadas, da precisdo das
estimativas e da facilidade de computagéo dos dados.

Entre os métodos de agrupamento, destacam-se os hierérqu.icos e os de
otimizac&o. Os hierarquicos subdividlem-se em: a) aglomerativos, como o método do
vizinho mais préximo, o do vizinho mais distante, o da ligagdo média (ponderada ou
néo) e o do centréide (também ponderado ou n&o); e b) divisivos, como os
apresentados por Edwards e Cavalli-Sforza (1965). Como exemplo de método de
otimizag&o, tem-se o apresentado por Tocher, citado por RAO(1952).

Nos métodos hierarquicos, os individuos séo agrupados por um processo
que se repete em varios niveis, até que seja estabelecido um dendrograma ou
diagrama de arvores, sem preocupagéo com o nimero étimo de grupos, uma vez que o
interesse maior esta na arvore e nas ramificagdes (Cruz, 1990; Cruz, Regazzi, 1994;
Rao,1981). As delimitagdes dos grupos podem ser definidas por exame visual de
dendrograma, quando se procura detectar os pontos de alta mudanga de nivel (Cruz e
Regazzi, 1994). Ao se efetuar cortes nesses pontos do dendrograma, estabelecem-se
os grupos e os numeros de individuos de cada grupo (Cruz e Regazzii, 1994; Miranda,
Cruz e Costa, 1988).

Nos métodos de otimizagéo os grupos s&o eétabelecidos pela adequacgéo
de algum critério de agrupamento e diferem-se dos métodos hierarquicos pelo fato dos
gfupos serem mutuamente exclusivos (Barros, 1991; Morais, 1992). No método de
otimizagao, proposto por Tocher, adota-se o critério de manter a disténcia média

intragrupo sempre inferior a qualquer distancia intergrupos (Cruz, 1990; Morais, 1992).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conducgio do experimento

O bandeamento cromossémico fluorescente (CMA/DAPI) foi realizado no
Laboratério de Citologia e Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia-UFLA. As
fotomicrografias foram feitas em microscopio de fluorescéncia Carl-Zeiss, no
Laboratério de Biossisteméatica e Evolugdo da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP).

As andlises de RAPD foram realizadas no Iaboraté;io de Biologia

Molecular do Departamento de Biologia-UFLA.
3.2 Material boténico

Para as andlises citogenéticas e de RAPD, foram utilizados os seguintes

gendtipos listados a seguir.

- Pinus de Tecun Uman:
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a) Procedéncia San Rafael: sementes coletadas a partir de povoamentos estabelecidos
na regi&o de Agudos-SP, pela empresa Duratex S/A. Material originario da Nicaragua e

encontrado em altitudes variando de 1080 a 1330 m.

b) Procedéncia Mountain Pine Ridge: sementes coletadas a partir de povoamentos
estabelecidos na regido de Agudos-SP, pela empresa Duratex S/A. Material originario

de Belize e encontrado em altitudes variando de 440 a 730 m.

c) Procedéncia Napite: mudas obtidas a partir de colecdes de sementes da CAMCORE
(Central America and Mexico Coniferous Resources Cooperative) e fornecidas pela
empresa Pisa Papéis de Imprensa S/A (Jaguariaiva-PR). Material originario de

Chiapas, México e encontrado em altitudes médias de 2210 m.

d) Procedéncia Rancho Nuevo: mudas obtidas a partir de colegbes de sementes da
CAMCORE e fornecidas pela empresa Pisa Papéis de Imprensa S/A (Jaguariaiva-PR).

Material originario de Chiapas, México e encontrado em altitudes variando 2280 a

2340 m.

- Pinus patula Schiede e Deppe: foram coletadas aciculas de arvores de

um plantio estabelecido em Camanducaia - MG, pela empresa Melhoramentos S/A.

- Pinus oocarpa Schiede: foram coletadas sementes de &rvores de um

plantio estabelecido em Agudos - SP, pela empresa Duratex S/A. Devido a falta de
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arquivos na empresa ndo se conhece a origem precisa deste material sendo a origem

provavel na América Central.

-Pinus caribaea var. hondurensis. mudas obtidas a partir de colegbes
de sementes da e fornecidas pela empresa Pisa Papéis de Imprensa S/A (Jaguariaiva-

PR). Material originario de Alamikamba, Nicaragua

3.3 Analise citogenética

Sementes de Pinus patula (Camanducaia - MG), Pinus oocarpa, Pinus
caribaea var. hondurensis e da procedéncia Mountain Pine Ridge do Pinus de Tecun
Uman (Agudos - SP) foram coletadas e colocadas para germinar por 7 a 10 dias em
germinador com temperatura de 27°C. Ap6s germinagdo, as _radiculas com
aproximadamente 0,5 cm foram pré-tratadas com colchicina 0,05% por 24h, fixadas em
mistura de etanol-acido acético-cloroférmio (2:1:1) a 4°C por 24h e transferidas para
alcool etilico 70% onde permaneceram armazenadas a 4°C até o uso. Para confecgdo
das laminas as radiculas foram hidrolisadas em acido acético 45% a 60°C por 10
minutos. Apds este periodo as radiculas foram transferidas para agua gelada para
interrupgéo da reag&o de hidrélise. A regido meristematica foi excisada e macerada em
acido acético 45%. As laminulas foram removidas pelo método do gelo seco e ldminas
contendo o material a ser analisado foram armazenadas em dessecador a temperatura

ambiente até o uso.

BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA
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O método de coloragao fluorescente com Cromomicina A3 (CMA) e 4’-6-
diamidino-2-fenilindol {DAPI) foi empregado segundo Hizume, Ohgiku e Tanaka (1989a
e 1989b), com algumas modificagbes. As laminas foram pré-incubadas por 10 minutos
em tamp&o Mcllvane (&cido citrico-fosfato monohidratado de sédio, pH 7,0) e tratadas
com solugéo de cromomicina A3 (2 ug/ ml) por 1 hora em ambiente escuro. As laminas
foram lavadas rapidamente em tampzo Mcllvane e tratadas com 4'-6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) por 30 minutos, lavadas e montadas em glicerol 50% em tampé&o
Mclivane- MgCl; 2%.

Para a observagdo das bandas CMA e DAPI foram utilizados filtros com
comprimentos de ondas que variaram de 390 a 490 nm para CMA e 340 a 380 nm para
a coloragdo DAPI em microscopio fluorescente (Diaplan/Leitz). Foram feitas
fotomicrografias empregando-se filmes de 400 asas Tri Xpan da Kodak. Para o
fluorocromo DAPI o tempo de exposigdo do filme fotografico foi de 1 minuto e para o
CMA foi de 5 segundos.

Foram analisadas 4 metafases por taxon estudado e as bandas
observadas foram localizadas em seus respectivos idiogramas.

Para a montagem do idiograma foram feitas medigSes dos cromossomas

através de compasso de ponta seca e transferéncia para escala milimetrada. Foram

obtidas as seguintes variaveis:

a) comprimento do brago longo (bl);
b) comprimento do brago curto (bc);

c) comprimento total do cromossoma i: CTi = (bl + bc);



24

d) relagdo de bragos (Saylor, 1861) RB = be/ bl;
e) comprimento total do lote hapléide: CTLH = X, CTi;
f) comprimento relativo do cromossoma i: CRi = (CTi/ CTLH) x 100;

onde: (i) variou de 1 a 24.

3.4 Anilise de RAPD

Foram empregados em um primeiro ensaio genétipos de Mountain Pine
Ridge e San Rafael, ambas procedéncias do Pinus de Tecun Uman encontradas em
baixas altitudes (inferiores a 1500m segundo a CAMCORE), e genétipos de P. patula.
No segundo experimento foram utilizados genétipos de duas procedéncias do Pinus de
Tecun Umén Rancho Nuevo e Napite encontradas em altas altitudes (superiores a

1500 m segundo a CAMCORE), P. patula, P. oocarpa e P. caribaea var. hondurensis.

3.5 Extragdo do DNA

Empregou-se para a extragdo do DNA, aproximadamente 5g de aciculas
jovens, as quais foram colhidas e imediatamente conservadas sob baixas
temperaturas, na presenca de gelo.

As extragdes foram feitas por maceragdo do material vegetal com
nitrogénio liquido. Foram adicionados 10 ml de tamp&o de extragéo (2% de CTAB:
100 mM Tris-HCI (pH = 8); 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl; 1% PVP, 0,5% de sarkosyl).

Apo6s maceragéo, foram adicionados 20 i de 2-B-mercaptoetanol para 10 mi de tampéao
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para retardar a oxidacdo de metabdlitos secundarios, obtendo-se um homogeinado, o
qual foi incubado a 65°C por 30 minutos.

Ao final deste periodo, foram adicionados 10 ml de mistura de cloroférmio-
alcool isoamil-fenol (24:1:2), e verteu-se os tubos 20 vezes para a obtengéo de uma
emulsdo, que foi posteriormente centrifugada a 5000 r.p.m., em centrifuga Fanen
(modelo 206-R), por 10 minutos. O sobreﬁadante foi retirado do tubo com o auxilio de
uma pipeta e vertido em 30 ml de alcool 95%-acetato de aménio 7,5M (6:1), levado ao
freezer, durante 1 hora, para a ;;recipitagéo dos acidos nucléicos.

Ap6s a precipitagéo, os acidos nucléicos foram dissolvidos em TE (1,0mM
Tris-HCI, 0,1mM EDTA) seguindo-se uma nova precipitagdo em &lcool isopropilico e
dissolugéo final em TE.

As amostras de DNA tiveram a concentragdo de DNA determinada com o
auxilio de um fluorémetro (TKO 100), onde foram empregadas aliquotas de 2 ul de

amostra para cada 2 ml de tampao TNE 10x (1,3% Tris base; 0,37% Na,EDTA. 2 H.0;
11,68% NaCl- pH= 7 4).

3.6 Ampilificacdo do DNA

A amplificagéo foi baseada em método descrito por Williams et al. (1990)
usando primers de 10 bases de seqliéncia arbitraria, com algumas modificagbes, onde
as réagc“ses foram otimizadas para a obtencéo de produtos de amplificaggo claros. Cada

reagio continha 3 ul de DNA de concentraggo 10 ng/ul, e mais 10 pl de mix (2,8 ul de

agua pura; 2,0 ul de tampéo Promega; 0,2 ul de Taq polimerase Promega; 2,0 pul de
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nucleotideos; 3,0 ul de primer), obtendo-se no final 13 ul de reagdo. Foram
empregados 130 primers, obtidos da Operon Tecnologies, para identificacdo de
polimorfismo. As amplificagdes foram feitas em Termociclador Perkin Eimer (GeneAmp
PCR System 2400), programado para 1 primeiro ciclo a 94°C por 5 minutos, 45 ciclos
com temperatura de desnaturagdo de 94°C por 15 segundos, temperatura de
elongacdo de 36°C por 30 segundos e temperatura de renaturagdo de 72°C por 1
minuto. Foram acrescidos a estes ciclos, dois ciclos finais de manutengéo de 72°C por

5 minutos.

3.7 Eletroforese

Os produtos da amplificagdo foram separados em géis de 1,0% de
agarose, e posteriormente corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e visualizados

em transiluminador de luz ultravioleta Fotodyne.

3.8 Andlise dos resultados

Na avaliagéio dos géis, a-presenga de uma banda em um individuo foi
dgsignada por um e a auséncia em outro individuo, por zero. De posse desses dados,
construiu-se uma matriz de zero e um, para cada experimento. A estimativa da
simflaridade genética (Sgy) entre cada par de genétipos foi efetuada pelo coeficiente

“Simple Matching”, através da seguinte expresséo (Rohlf, 1992):



27

Sgi;= m/n
onde;
m = a + d (presenca e auséncia de uma dada banda nos dois genétipos considerados);

n = numero total de bandas.

As variaveis da expresséo foram obtidas como demonstrado no esquema

abaixo:
GENOTIPO i
1 0
1 a b
GENOTIPO j
0 c d

A representacdo simplificada das similaridades foi feita através da
construgédo de um dendrograma, obtido através do método de agrupamento UPGMA
(unweighted pair-group method, arithmetic average) (Rohif, 1992). Os erros associados
a cada similaridade foram estimados segundo Skroch, Tivang, Nienhuis (1992) usando

a seguinte expresséo:

-

variéncia (s) = ns (1- s){n -1)

erro padrio estimado = ( var s / n)"?

onde;
s = similaridade genética obtida através do método Simple Matching;

n = numero total de bandas.
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Foram realizadas também estimativas das distancias genéticas entre as
diferentes arvores usando o método de distancia genética Euclidiana Quadrada (E? g

o agrupamento proposto por Tocher (citado por RAO, 1952).

Elr=Xj(xy + xp)’
onde;

Xg= € a observagdo no i-ésimo genotipo, em referéncia ao j-ésimo caréater

estudado.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anilise citogenética

No estudo citogenético das metafases mitéticas da procedéncia Mountain
Pine Ridge do Pinus de Tecun Uméan, bem como das espécies P. patula, P. oocarpa e
P. caribaea var. hondurensis avaliadas neste trabalho apresentaram 2n= 24
cromossomas, com 11 pares metacéntricos e 1 par submetacéntrico, o 122 (Figura 2).
Esses resultados estéo de acordo com estudos anteriores realizados para estes taxa e
demais espécies do género Pinus (Saylor, 1961, 1972; Pederick, 1970; Borzan e
Papes, 1978; Mac Pherson e Filion, 1981:Davide e Araujo, 1993 Doudrick et al., 1995).

Observou- se também, que em todos os taxa analisados a distingéo entre
os 10 primeiros pares de cromossomas, feita através do tamanho e posicdo do
centrémero foi muito dificil, pois os mesmos mostraram-se muito semelhantes (Tabela
1). A procedéncia Mountain Pine Ridge apresentou o Comprimento Total do Lote
Hapléide de 143,63 um, com o tamanho dos cromossomas variando de 13,38 a 9,08
um. P. oocarpa, P. patula e P. caribaea apresentaram, respectivamente, CTLH de
140,50 um, 158,99 um, 174,91 Hm e variagdo no comprimento dos cromossomas de
13,30 2 7,84 ym, 15,00 2 9,74 yme 16,92 a 11,70um (Tabela 1).Esses dados estdo de

acordo com os obtidos por Davide e Aratjo (1993a), onde o CTLH de P. oocarpa
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FIGURA 2. Metafases mitdticas apresentando cromossomas de Pinus de Tecun Uman
procedéncia Mountain Pine Ridge (A); Pinus oocarpa (B); Pinus patula (C)

e Pinus caribaea var. Hondurensis (D), bandeadas com o fluorocromo CMA.
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TABELA 1. Valores médios em micrémetros das varia
Pine Ridge do Pinus de Tecun Uman (PR
caribaea var. hondurensis (PC)

veis cromossdmicas da procedéncia Mountain
), do P. oocarpa (PO), P. patula (PP)e P.

_ BRACO LONGO _ BRACO CURTO _ RELACAO BRACOS — COMP. RELATIVO COMP. TOTAL
PR PO PP PC PR PO PP PC PR PO PP PC PR PO PP PC PR PO PP PC
1 669 | 692 | 7,69 | 846 | 6,69 638 | 731 | 846 | 1,00 092 | 095 | 1,00 [ 9,31 947 | 943 | 9,67 [ 13,38 13,30 | 15,00 | 16,92
(6,15)
2 669 | 631 | 746 [ 8,08 | 6,23 631 ] 731]769[093] 1,00 098 [ 095 ] 8,99 [ 898 929 19,02 | 1292] 12,62 14,77 | 15,77
(4,61)
3 6,61 | 6,77 | 7,31 | 8,00 a.mu 561 1731 ] 762] 093] 083 1,00 | 0,95 | 8,88 | 8381 9,19 | 893 | 12,76 | 12,38 14,62 | 15,62
(3,85) | (3,85)
4 638 | 6,38 | 7.46* | 7,69 | 6,15 592 1669 | 731 | 0,96 | 0,93 090 | 095 | 8,72 [ 8,75 890 | 857 | 12,53 ] 12,30 14,15 | 15,00
@461) | (4,61) ]| (4,61)
5 6,15*] 638 | 723 [ 7,69 | 6,15 592 1638 | 731 | 1,00 | 0,93 088 | 095 | 856 | 875 [ 8,56 857 112,30 | 12,30 | 13,61 15,00
(3.85)| (5.38)
6 6,15 | 631 | 692 | 761 | 6,15 592 | 654 1 731 | 1,00 | 0,94 094 1 096 | 856 | 870 | 8,46 8,53 112301223 [ 13,46 14,92
(4s61)
7 6,15% | 6,15* | 6,77* [ 7,38* | 5,92 | 5,77 662 | 700 | 096 | 094 | 0,98 095 | 840 | 848 | 842 | 822 12,07 | 11,92 | 13,391 14,38
(3.8%5) ] (4611 (500) (4,61
8 600 [ 600 | 669 | 723 | 592 | 5,77 631 1 700 | 0,99 [ 0,96 | 0,94 097 | 830 ] 838 | 818 | 8,13 11,92 | 11,77 | 13,00 | 1423
(4,61) (4,61)
9 592 1600%| 669 | 692 | 592 | 5,46 6.15 | 692 | 1,00 | 091 | 0,92 1,00 | 824 | 8,16 | 8,08 791 [ 11,84 | 11,46 | 12,34 13,84
(4,23
10 592 1585631 ]692] 546 | 5,54 6,15 1692 | 092 [ 095 [ 097 1,00 [ 792 | 811 | 7,84 | 7,91 11,38 [ 11,39 [ 12,46 | 13,84
(5,00)
11 3,77 | 561 | 6,15 [6,92%] 538 | 5,38 577 1677 | 093 | 096 | 0,94 | 0,98 7,76 | 782 | 7,50 | 7,83 [ 11,15 10,99 | 11,92 | 13,69
12 523 | 461 | 577 | 6,85 | 338 | 3,23 400 | 485074 | 0,70 | 0,69 | 0,71 632 | 558 | 6,14 [ 6,69 | 9,08 7841 977 | 11,70
CTLH 143,63/140,50/158,99/174,91
CTLH: Comprimento Total do Lote Hapidide
(...): posicionamento da banda intersticial em relagdo ao centrémero. .
* .

banda centromérica
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apresentou-se menor que o do P. patula (122, 86 e 126, 05 pm, respectivamente).

A diferenga de tamanho entre o cromossoma 1 e o 12 foi maior para P.
oocarpa (5,46 pm) e menor para Mountain Pine Ridge (4,30 pum). A maior contribuigdo
para esta diferenca foi dada pelo comprimento do brago curto para a procedéncia do
Pinus de Tecun Uman, P. oocarpa e P. patula (51%, 73% e 58%, respectivamente). A
diferenga entre o cromossoma maior € menor em P. caribaea foi de 5,22 ym, sendo
que o brago longo contribuiu com 55% para essa diferenca. Observa-se portanto, que
os dados sobre o tamanho dos cromossomas mostram que a procedéncia Mountain
Pine Ridge apresenta seu complemento cromossémico muito proximo em tamanho do
P. oocarpa, diferindo deste por somente 3,13 pum. A diferenga entre o tamanho do
genoma hapldide desta procedéncia e os de P, patula e P. caribaea foi de 15,36 e
31,28 um, respectivamente.

Com relagédo a contribuigio do comprimento do brago bara a diferenca
entre o primeiro e o Ultimo cromossoma, Mountain Pine Ridge apresentou resultado
mais préximo ao do P. patula.

Diferente do que foi observado por Davide e Aravjo (1993a) para P.
oocarpa e P. patula, os cromossomas, das espécies estudadas neste trabalho ndo
apresentaram valores de relagéo de bragos em sequéncia decrescente do primeiro ao
dltimo cromossoma (Tabela 1).

Segundo Saylor (1972), os 3 cromossomas que apresentaram centrémero
mais préximo da regi&o mediana foram 3, 5 e 8 em P. oocarpa e 2, 3, e 7 em P. patula.
Davide e Araujo (1993a) verificaram para as mesmas espécies que os 4 cromossomas

com esta caracteristica foram 1,2, 3e 5em P, oocarpae 1,2, 4 e 5 em P. patula.
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Neste trabalho verificou-se que P. oocarpa apresentou os cromossomas
2, 8 e 11 como os mais metacéntricos e, em P. patula os cromossomas 2, 3 e 7 tiveram
seus centrémeros mais medianos. Quanto as outras duas espécies estudadas os
centrébmeros mais préximos da regido mediana ocorreram nos cromossomas 1,5,6e9
na procedéncia Mountain Pine Ridge e 1, 9, 10 e 11 no P. caribaea. Verifica-se desta
forma que os dados de relagao dg bragos nas espécies de Pinus ndo constituem uma
boa caracteristica para a comparégéo ‘entre espécies como sugeriu Saylor (1972).
Provavelmente, a utilizagdo dé metodologias que permitam medigdes mais precisas
dos cromossomas, como os programas de analise de imagens através de
computadores, venham contribuir para o emprego desta caracteristica nas analises
cariotipicas de espécies com complementos cromossémicos homogéneos.

Figura 3 apresenta os idiogramas de cada taxon com seus respectivos
padrées de bandas fluorescentes, os quais foram montados utilizando somente as
bandas CMA. As bandas DAPI foram observadas nas preparagdes citolégicas mas nao
foram usadas porque nao sensibilizaram o negativo. No entanto, as fotografias obtidas
com o filtro para o comprimento de onda DAPI, foram Uteis na confirmag&o das bandas
CMA, uma vez que estas fotografias constituem o negativo das bandas CMA.

Com relagdo ao numero de bandas, presentes em cada espécie,
observou- se 6 bandas para Pinus de Tecun Uman procedéncia Mountain Pine Ridge,
P. oocarpa e P. caribaea var. hondurensis. Em P. patula foram observadas 8 bandas
(Figura 3). Observa- se nesta Figura que a procedéncia Mountain Pine Ridge do Pinus
de Tecun Uman apresentou o mesmo nimero de bandas centroméricas (2) e
intersticiais (4) que o P. oocarpa e o P. caribaea var. hondurensis. P. patula apresentou

além destas, duas bandas intersticiais a mais.
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Com relagéo a posicéo das bandas a procedéncia do Pinus de Tecun Uman mostrou-
se mais proxima do P. oocarpa, (4 bandas nos cromossomas 3, 4 e 7) seguido do P.
patula (3 bandas nos cromossomas 4 e 7 ) e, mais distante do P. caribaea (1 banda no
cromossoma 7). Houve coincidéncia também na posicdo de 4 bandas entre o P.
oocarpa e P. patula . A banda centromérica do cromossoma 7 foi a Gnica que o P.

cariabaea apresentou em comum com os demais taxa.
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FIGURA 3. Idiogramas dos cromossomas de I a Xll bandeados pelo fluorocromo CMA,

. de Pinus de Tecun Uman, procedéncia Mountain Pine Ridge (A), P.
oocarpa{B), P. patula (C) e P. caribaea var. hondurensis (D).
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Os dados de bandeamento cromossémico acrescidos daqueles obtidos
para as variaveis cariotipicas mostram a maior proximidade entre a procedéncia do
Pinus de Tecun Uman com o P. oocarpa. No entanto, esses resultados indibam também
que o P. patula néo divergiu muito em relagdo a esses dois taxa. Ja o P. caribaea
apresentou-se mais divergente

Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos através de
técnicas morfol6gicas e anatémicas por -Eguiluz-Piedra e Perry (1983) e também por
marcadores de DNA por Grattépaglia, O'Malley e Dvorak (1992), onde os autores
afirmam que ha maior proximidade do Pinus de Tecun Uman com o P. oocarpa e sdo
contrarios aos dados obtidos por Styles (1985), Davide e Araujo (1993) e Ledo e

Davide (1993) que afirmam que ha maior proximidade entre este taxon e o P. patula.

4.2 Andlise de RAPD
4.2.1 Extragdo de DNA

A extragdo de DNA foi mais eficiente quando foi utilizado material vegetal
jovem, obtido a partir de plantulas e/ou mudas de 0 a 1 ano. Em aciculas obtidas de
arvores adultas, néo se obteve sucesso na extracdo de DNA, provavelmente devido a

presenca de fendis e/ou devido a lignificagdo do material.
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4.2.2 Amplificagao

Dos 130 primers testados, 28 provenientes dos kits de A a M, foram
escolhidos por apresentarem padroes de bandas polimorficos. As bandas mais

intensas observadas nos géis foram utilizadas para a analise (Figura 4).

e e o (S AR E B

FIGURA 4. Gel de agarose mostrando padrao dos produtos amplificados obtidos com o
primer E2 da marca Operon. (da esquerda para a direita) 1 a 4 - P. patula,
S5a 7-P.caribaea, 8 a 11 - Pinus de Tecun Uman procedéncia Napite, 12

a 14 - Pinus de Tecun Uman procedéncia Rancho Nuevo e 15 a 19- P.
oocarpa.
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Experimento n® 1

Para se verificar a proximidade do Pinus de Tecun Uman com o P. patula
utilizou-se gendtipos de P. patula, e das procedéncias Mountain Pine Ridge e San
Rafael do Pinus de Tecun Uman, ambas encontradas em regiées de baixa altitude.

A Tabela 2 mostra as estimativas das similaridades genéticas, obtidas
através do método “Simple Matching” e os erros associados encontrados para cada par
combinado de genétipos.

O menor valor encontrado para este experimento foi para o par de
genoétipos constituido por P. patula e pela procedéncia San Rafael (genétipos 27 e 2),
sendo de 0,37 £ 0,08; e o maior valor encontrado foi de 0,94 + 0,04 para o par de
genoétipos de P. patula (genétipos 17 e 19).

A pesquisa de agrupamento usando o método UPGMA (unweighted pair-
group method, arithmetic average), mostrou duas arvores, as quais apresentaram
padréo de agrupamento semelhante.

Pode-se observar pelo dendrograma obtido (Figura 5) que as
procedéncias do Pinus de Tecun Uman posicionaram-se num mesmo grupo, diferente
daquele onde foram agrupados os gendtipos de P. patula. Além disto houve uma
variag&o muito maior entre genétipos do Pinus de Tecun Uman, do que entre genétipos
de P. patula. Esta maior variagdo entre Pinus de Tecun Uman sugere uma maior
possibilidade de selegido e também adaptagéo dos diferentes genttipos em varios

ambientes. A menor variag&o do P. patula talvez se deva, muito provavelmente, ao fato



TABELA 2. Estimativas de similaridades genéticas (método Simple Matching) (posicionadas acima da diagonal) e erro

padréo (posicionados abaixo da diagonal) entre 28 gendtipos de Pinus, baseadas em dados de RAPD.

Genétipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
1 0.77 0.71 0.63 0.66 0.77 0.69 0.71 0.83 0.77 0.86 0.80 0.66 0.63 0.49 0.51 0.63 0.57 0.63 0.57 0.49 0.46 0.54 0.54 0.63 0.57 0.60 0.63
2 0.07 0.77 0.69 0.71 0.71 0.80 0.60 0.66 0.66 0.69 0.69 0.60 0.57 0.49 0.57 0.51 0.51 0.51 0.51 0.43 0.46 0.49 0.43 0.46 0.51 037 0.40
3 0.08 007 0.80 0.83 0.83 0.86 0.71 0.66 0.77 0.68 0.74 0.60 0.51 0.54 0.63 0.51 0.51 0.51 0.51 0.49 0.51 0.43 0.66 0.63 0.63 0.54 0.5
4 0.08 0.08 007 0.69 0.86 0.83 0.69 0.57 0.63 0.60 0.60 0.63 0.60 0.63 0.71 0.60 0.60 0.60 0.66 0.57 0.66 0.46 0.74 0.66 0.71 0.57 0.54
5 008 008 006 0.08 0.71 0.74 0.68 0.60 0.71 0.63 0.74 0.66 0.63 0.66 0.57 0.57 0.57 0.57 0.57 0.54 0.51 0.49 0.54 0.63 0.63 0.54 0.51
6 007 008 006 0.06 0.08 0.86 0.66 0.66 0.66 0.69 0.63 0.66 0.69 0.60 0.74 0.69 0.63 0.69 0.63 0.54 0.63 0.54 0.71 0.63 0.74 0.60 0.63
7 0.08 007 006 006 0.07 0.06 0.74 0.69 0.69 0.66 0.66 0.69 0.66 0.63 0.77 0.66 0.66 0.66 0.66 0.57 0.60 0.51 0.63 0.60 0.66 0.51 0.54
8 0.08 008 008 008 0.08 008 007 0.71 0.83 0.69 0.74 0.71 0.63 0.66 0.51 0.69 0.69 0.69 0.69 0.66 0.57 0.54 0.60 0.74 0.63 0.66 0.63
9 006 0.08 008 008 008 0.08 008 0.08 0.83 0.80 0.80 0.71 0.63 0.54 0.57 0.69 0.57 0.63 0.57 0.49 0.51 0.49 0.60 0.63 0.57 0.60 0.63
10 007 008 007 008 0.08 008 008 0.06 0.06 0.80 0.91 0.71 0.63 0.54 0.51 0.63 0.57 0.63 0.57 0.54 0.5! 0.43 0.60 0.69 0.63 0.66 0.63
11 0.06 0.08 008 008 008 008 0.08 008 007 0.07 0.77 0.69 0.66 0.51 0.64 0.66 0.60 0.66 0.60 0.57 0.49 0.46 0.57 0.66 0.60 0.63 0.66
12 007 008 007 008 0.07 008 008 007 0.07 005 0.07 0.74 0.66 0.57 0.54 0.66 0.60 0.66 0.60 0.57 0.54 0.51 0.63 0.71 0.66 0.69 0.66
13 0.08 008 008 008 008 008 008 0.08 008 008 008 007 0.80 0.77 0.74 0.80 0.63 0.74 0.63 0.66 0.74 0.60 0.71 0.69 0.74 0.66 0.63
14 008 008 009 0.08 0.08 008 0.08 0.08 008 008 008 008 007 0.86 0.77 0.83 0.71 0.88 0.71 0.74 0.77 0.69 0.69 0.71 0.77 0.74 0.77
15 009 009 009 008 0.08 008 008 0.08 0.09 009 009 008 007 006 0.86 0.86 0.74 0.86 0.74 0.83 0.86 0.77 0.77 0.80 0.80 0.77 0.74
16 0.09 008 008 0.08 008 007 007 008 008 009 009 009 007 007 0.06 0.89 0.77 0.83 0.77 0.74 0.83 0.74 0.86 0.77 0.83 0.69 0.71
17 008 009 009 008 008 008 008 0.08 008 008 008 008 0.07 006 006 005 0.83 0.94 0.83 0.80 0.83 0.80 0.80 0.83 0.83 0.80 0.83
18 0.08 009 009 008 008 008 008 008 0.08 008 0.08 008 008 008 007 007 006 0.83 0.94 091 0.71 0.80 0.63 0.83 0.77 0.74 0.77
19 0.08 009 009 008 008 008 008 008 008 008 008 008 0.07 005 006 006 004 0.06 0.83 0.86 0.83 0.80 0.74 0.83 0.83 0.86 0.88
20 0.08 009 0.09 008 008 0.08 008 008 008 008 0.08 008 008 0.08 007 007 006 004 006 0.86 0.77 0.74 0.69 0.83 0.77 0.74 0.77
21 0.09 008 009 008 009 009 008 008 009 0.09 008 008 008 0.07 006 007 007 005 006 0.06 0.80 0.83 0.66 0.86 0.80 0.83 0.80
22 009 009 009 003 009 008 008 008 009 009 009 009 007 007 006 006 006 007 006 007 007 0.74 0.86 0.77 0.89 0.80 0.77
23 009 008 009 009 009 009 009 009 0.08 009 0.09 008 008 007 007 007 007 007 007 007 006 007 0.60 0.74 0.69 0.71 0.74
24 0.09 008 008 007 009 008 008 008 008 008 008 008 008 008 007 006 007 008 007 008 008 006 008 0.80 0.86 0.77 0.74
25 0.08 009 008 008 008 008 008 007 008 008 008 008 008 008 007 007 006 006 006 006 006 007 007 007 0.89 091 0.89
26 0.0 009 008 008 008 007 008 0.08 008 008 008 008 007 007 007 006 0.06 007 006 007 007 005 008 0.06 005 0.86 0.83
27 0.08 005 009 0.08 009 008 0095 008 008 008 008 008 008 007 007 008 007 007 006 007 006 007 008 007 005 0.06 0.91
28 005 008 009 009 009 008 009 008 008 0.08 008 0.08 0.08 007 007 008 006 007 005 0.07 007 007 007 007 005 0.06 0.05

genodtipos 1 a 5 -Pinus de Tecun Uman procedéncia Mountain Pine Ridge
6 a 13 Pinus de Tecun Uman procedéncia San Rafael
14 a 28 Pinus patula.

8¢
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GENOTIPOS: 1 a 8 = Pinus de Tecun Uméni, proc. Mountain Pine Ridge; 9 a 13 = Pinus de Tecun
Uman, proc. San Rafael; 14 a 28 = Pinus patula.

FIGURA 5. Agrupamento entre gendtipos de Pinus de Tecun Uméan e Pinus patula,
baseado em coeficientes de similaridades Simple Matching.

desta espécie ja ter sido explorada ha mais tempo e por isso, mais selecionada, e
consequentemente apresentar menor variagdo genética.
Utilizando o método de distancia Euclidiana Quadrada, foram observados

valores maximos de 20 para os genotipos P. patula-procedéncia San Rafael e P.
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patula-procedéncia Mountain Pine Ridge; e valor minimo de 2 entre gendtipos de P.
patula (Tabela 3).

Os agrupamentos obtidos pelo método de Tocher (Tabela 4), para estes
dados de disténcia Euclidiana Quadrada, mostraram grande proximidade com os niveis
obtidos pelos dendrogramas, confirmando os resultados.

Desta forma os resultados obtidos mostraram um distanciamento bem
claro entre genétipos do Pinus de Tecun Uman dos de P. patula, concordando com
Eguiluz-Piedra e Perry (1983).

Uma maior disténcia entre o Pinus de Tecun Uman e P. patula também foi
observada por Grattapaglia, O'Malley e Dvorak (1992) quando usou marcadores de
RAPD e o comparou com outras espécies de Pinus tropicais. Neste trabalho os autores
observaram que houve diferenciagdo genética a nivel de DNA entre ecétipos do Pinus
de Tecun Uman de alta e de baixa altitude.

Para verificar as similaridades genéticas entre o Pinus de Tecun Umén e
as especies que estdo envolvidas nas questdes que tratam da sua classificagéo

taxonomica foi realizado um segundo experimento.
Experimento n®2

Neste experimento as procedéncias Rancho Nuevo e Napite, ambas
encontradas em regides de alta altitude foram comparadas com P. oocarpa, P. patula e

P. caribaea var. hondurensis.
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TABELA 4. Formagdo de grupos segundo o método aglomerativo de Tocher, usando
Distancia Euclidiana Quadrada.

Grupo Individuos

17 19 14 15 16 22 26 25 21 27 28
18 20 ‘
10 12 9 1 11
3 7 6 4

2

5

8

24

13

10 ‘ 23

OO ~NOOTHL, WN =

Genétipos 1 a 5 - Pinus de Tecun Uman procedéncia Mountain Pine Ridge
6 a 13 - Pinus de Tecun Uman procedéncia San Rafael
14 a 28 - Pinus patula

A Tabela 5 mostra as estimativas das similaridades genéticas e os erros
associados encontrados para cada par combinado de genétipos. ‘O menor valor
encontrado (0,44 + 0,05) foi para a procedéncia Napite e P. patula (genétipos 8 e 2) e
para P. oocarpa e P. patula (genétipos 16 e 2). O valor maximo encontrado foi de
0,80 + 0,04 dentro da procedéncia Napite e dentro da procedéncia Rancho Nuevo
(gendtipos 10 e 9, e gendtipos 11 e 13, respectivamente).

Uma visdo geral das similaridades entre os gendtipos avaliados neste
ex_perimento foi fornecida pela pesquisa de agrupamento usando o método UPGMA.
Pode- se observar através do dendrogl;ama obtido (Figura 6) que existe uma maior
proi(imidade entre gendtipos de P. oocarpa com os do Pinus de Tecun Umén
(procedéncias Napite e Rancho Nuevo) e uma divergéncia destes em relagdo aos

outros genoétipos das espécies P. caribaea var. hondurensis e P. patula.



TABELA 5. Estimativas das similaridades genéticas (método Simple Matching acima da diagonal) e erro padrao (abaixo

da diagonal) entre 16 genétipos de Pinus baseadas em dados de RAPD.
Gen6tipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 068 0.72 0.70 0.66 0.67 076 0.62 0.69 0.59 051 068 0.59 0,64 0.67 0.52
2 0.05 068 068 068 067 064 044 065 063 063 068 061 064 055 044
3 005 005 066 0.68 0.73 0.72 0.64 0.63 0.65 063 062 067 070 075 052
4 005 005 005 0.64 0.63 .070 0.56 0.69 0.63 059 056 055 0.56 061 056
5 005 005 005 005 0.77 072 046 0.71 067 055 064 065 0.66 055 048
6 0.05 005 004 005 004 073 055 068 064 060 063 066 065 0.62 0.55
7 004 005 005 005 005 005 062 073 0.67 059 062 065 0.68 069 0.58
8 0.04 005 004 005 005 004 004 0.63 069 061 048 059 054 0.77 0.60
9 005 005 005 005 005 005 005 005 08 064 069 066 069 070 0.57
10 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.72 0.67 078 071 0.66 0.55
11 005 005 005 005 005 005 005 005 005 004 073 080 069 0.60 0.59
12 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 0.67 0.70 0.57 0.60
13 0.05 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 004 0.73 0.60 0.51
14 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 004 004 005 0.67 0.56
15 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 004 0.65
16 005 004 004 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 004

genétipos  1,2,3 e4 Pinus patula
5,6 €7 Pinus caribaea
8,9 ¢ 10 Pinus tecunumanii proc. Napite
11, 12 € 13 Pinus tecunumanii proc. Rancho Nuevo
14, 15 e 16 Pinus oocarpa.

ey
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GENOTIPOS: 1, 2, 3, 4 = Pinus patula; 5, 6, 7 = P. caribeae; 8, 9, 10 = Pinus Tecun Umén, proc. =
Napite; 11, 12, 13 = Pinus de Tecun Umén, proc. Rancho Nuevo; 14, 15, 16 = P. oocarpa.

FIGURA 6. Agrupamento de diferentes genétipos de Pinus, baseado em coeficientes de
similaridades Simple Matching.

Na Tabela 6 pode-se observar as distancias Euclidianas Quadradas, onde
foram obtidos valores maximos iguais a 56 para genotipos de P. patula-procedéncia
Napite( pares de genétipos 8 e 2; 16 e 2). O menor valor obtido foi igual a 20 para os
génétipos procedéncia San Rafael-San Rafael.

Os grupos obtidos com o método aglomerativo de Tocher (Tabela 7)
mostraram grande proximidade com os resultados dos niveis obtidos com os

dendrogramas, confirmando os resultados.
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Por comparagéo pode- se notar valores de erro padréo maiores para o
experimento 1 (Tabela 2) e menores para o experimento 2 (Tabela 5). Estes resultados
ocorreram em fungéo da utilizagdo da metodologia proposta por Skroch; Tivang e
Nienhuis (1992), segundo a qual h4 uma diminuigdo do erro padrdo com o aumento do
nimero de bandas analisadas, sendo ideal um numero igual ou maior que 100. Os
erros associados as estimativas resultam da amostragem do genoma através das
bandas analisadas e, evidentemente, quanto maior o niimero de bandas melhor sera a
amostragem do genoma. No caso particular do Pinus, que possui grande quantidade de

DNA, possivelmente o nimero ideal de bandas seja maior do que 100.

TABELA 6. Estimativas das distincias genéticas (método Distancia Euclidiana
Quadrada) entre 16 genétipos de Pinus, baseadas em dados de RAPD.

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 32 28 30 34 33 24 38 31 41 49 32 41 36 33 48
2 32 32 32 33 36 56 35 37 37 32 39 36 45 56
3 34 32 27 28 36 37 35 37 38 33 30 25 48
4 36 37 30 44 31 37 41 44 45 44 39 44
5 23 28 54 29 33 45 36 35 34 45 52
6 27 45 32 36 40 37 34 35 38 45
7 38 27 33 41 38 35 32 31 42
8 37 31 39 52 41 46 23 40
9 20 36 31 34 31 30 43
10 28 33 22 29 34 45
11 27 20 31 40 41
12 33 30 43 40
13 | 27 40 49
14 _ 33 44
15 35

Gendtipos: 1, 2, 3 e 4 - Pinus patula
5, 6 e 7 - Pinus caribaea
8, 9 e 10 - Pinus de Tecun Umén procedéncia Napite
11, 12 e 13 - Pinus de Teun Umén procedéncia Rancho Nuevo
14, 15 e 16 - Pinus oocarpa.
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TABELA 7. Formagdo de grupos segundo o método aglomerativo de Tocher, usando
Distancia Euclidiana Quadrada.

Grupo Individuos

1 9 10 113 11 14 12 7 3 6 5 1 2
2 8 15

3 16

4 4

Gendtipos: 1, 2, 3 e 4 - Pinus patula
5, 6 e 7 - Pinus caribaea
8, 9 e 10 - Pinus de Tecun Umén procedéncia Napite
11, 12 e 13 - Pinus de Teun Uman procedéncia Rancho Nuevo
14, 15 e 16 - Pinus oocarpa.

Desta forma o estudo desses marcadores obtidos por RAPD é certamente
mais seguro, pois o DNA é relativamente estavel para amostrar o genoma de uma dada
espécie, no entanto, a natureza de fragmentos amplificados nd@o estad ainda bem
definida, permitindo sugerir que, muito provavelmente, muitos desses fragmentos
possam conter sequéncias repetidas de DNA, as quais ndo s&o codificadas (Devos e
Gale, citados por Gonzales e Ferrer, 1993). Este fato pode comprometer o estudo
taxonémico de espécies estreitamente relacionadas.

Provavelmente um estudo semelhante usando um grande numero de
primers podera contribuir para se obter informacdes de marcadores de RAPD que se
relacionem mais com caracteres fenotipicos, como ja verificado em milho, onde a
distancia genética baseada em dados de RFLP, mostraram alta correlagdo com
caracteristicas de produgio de grdos (Smith et al., 1990). Entretanto, deve ser
enfatizado que o relacionamento genético estimado a partir de marcadores tem sido
considerado mais preciso do que aquele determinado por meio de estudos

genealbgicos (Lee, 1995).
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4.3 Distancia genética entre o Pinus de Tecun Uman, P. patula, P. oocarpa e P.
caribaea var. hondurensis

Até o momento tem-se que para alguns autores que utilizaram técnicas
morfolégicas e anatdmicas (Aguilar, 1962; Stanley e Steymark, 1958; Mittak, 1977;
Eguiluz-Piedra e Perry, 1983; Styles, 1985; Davide e Aratjo, 1993 e Le&o e Davide,
1993) para tentar resolver a questdo da classificagdo taxondmica do Pinus de Tecun
Uman, a categoria de subespécie do P. patula, lhe foi atribuida. Por outro lado,
trabalhos utilizando técnicas anatémicas, morfolégicas e bioquimicas de analise de
terpenos (Eguiluz-Piedra e Perry, 1983) e marcadores de RAPD (Grattapaglia,
O'Malley e Dvorak, 1992) tém demonstrado a proximidade deste taxon com o P.
oocarpa e atribuem-lhe a categoria especifica (P. tecunumanii).

Neste trabalho, dados citogenéticos e marcadores de DNA confirmam que
0 Pinus de Tecun Uman apresenta-se mais préximo do P. oocari)a. No entanto,
percebe-se também que ndo existe uma distancia muito grande entre estes dois taxa e
o P. patula. Avaliando os resultados obtidos neste e nos outros trabalhos sobre a
taxonomia do Pinus de Tecun Uman permanece ainda a duvida sobre a sua posi¢éo
como espécie (P. tecunumanii) ou como subespécie do P. oocarpa, uma vez que a
distancia entre eles € menor que a distancia observada entre o P. oocarpa e o P.

patula que pertencem a mesma subsegéo- Oocarpae.
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5 CONCLUSOES

- O padréo de bandas fluorescentes CMA da procedéncia Mountain Pine Ridge do
Pinus de Tecun Uman apresentou- se mais semelhante ao P. oocarpa, seguido do P.

patula.

-Com o estudo das similaridades genéticas obtidas através do método Simple
Matching e das distancias genéticas obtidas com o método de Distancia Euclidiana
Quadrada usando a técnica de RAPD, verificou-se maiores similaridades entre

genctipos do Pinus de Tecun Uman e de P. oocarpa.
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