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Resumo. E situagio comum desconhecer-se o grau de parentesco entre a populagdo na origem da maioria dos
programas de melhoramento genético de espécies florestais. Para resolver este problema, desenvolvemos um
protocolo de avaliacdo do parentesco utilizando 125 individuos e 16 microssatélites, da populagao base ou de
referéncia (PR) de Fucalyptus globulus do RAIZ. Através da recombinacdo gamética in silico foram simulados
10° individuos com diferentes graus de parentesco: descendentes de autopolinizagdo, meios-irmios, irmios
completos e individuos ndo aparentados. Por simulagdo Monte-Carlo foram calculados o valor médio e a
varidncia associada a média dos diferentes grupos de parentesco, com quatro coeficientes de similaridade
genética. Compararam-se as fung¢des densidade dos diferentes grupos de parentesco, obtidas com quatro
coeficientes de parentesco, utilizando o valor critico correspondente a intercepcdo das fungdes densidade dos
individuos ndo aparentados e dos meios-irmaos. O estimador escolhido foi aplicado a PR. Detectaram-se 4,4%
de pares de individuos potencialmente aparentados, com um erro de tipo II de 8%. Inferimos também, o
parentesco de um conjunto de 24 clones elite e encontramos 4 pares que sdo potencialmente aparentados.
Futuros cruzamentos entre estes individuos deverao ser evitados.

Palavras-chave: Microsatelites, Eucalyptus globulus, parentesco, melhoramento

Abstract. Founders in tree genetic improvement populations programs usually lack pedigree (degree of
coancestry) information. To evaluate the genetic similarity between trees in RAIZ base population we
genotyped a sample of 125 Fucalyptus globulus individuals with 16 microsatellites (SSR) - the reference
population (RP). Simulated individuals (10°) were obtained through gamete recombination, according to
different relatedness groups: selfed, half-sib, full-sib and unrelated individuals. The r-values and sampling
variances of self, full-sib, half-sib and unrelated individuals were calculated through Monte-Carlo simulations
using four pairwise similarity coefficients. The density functions of the relatedness groups were compared by
using as threshold the value corresponding to the interception of the probability distribution curves of the
unrelated and the half-sib individuals - the critical value. With the selected relatedness estimator 4.4% of
individuals putatively related were detected in the RP, with a type II error of 8%. Additionally, the relatedness
among 24 E. globulus elite individuals was verified, and four pairs of elite individuals were considered to be
putatively related. Future crosses amongst these trees should be avoided.
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Introducéo

Portugal tem condig¢des unicas, na Europa, para a produgdo de rolaria de eucalipto destinada
a pasta de papel, dadas as condigdes edafo-climaticas excelentes, especialmente para a
espécie Eucalyptus globulus. Além disso, Portugal tem vindo a liderar o melhoramento
genético desta espécie (BORRALHO et al., 2007), considerada a melhor para a produgdo de
papel de qualidade. A populagdo de melhoramento genético base deve reflectir a maior
diversidade genética possivel e deve haver cuidado para que o consecutivo melhoramento
da espécie ndo leve a uma redugdo excessiva da variabilidade genética, por excesso de
consanguinidade entre as arvores seleccionadas. E por isso importante monitorizar o nivel
de diversidade genética nos diferentes passos do ciclo de melhoramento, com destaque para
restricdes na realizacdo de cruzamentos controlados entre arvores aparentadas, para isso, o
parentesco entre os genitores seleccionados deve ser conhecido ou investigado (BALLOU e
LACY, 1995).

Na populagdo portuguesa de E. globulus, como alids na maioria dos casos, ndo existe
informagao detalhada sobre o pedigree dos seus fundadores ou populagdo genética de base.
O pedigree das arvores ou o seu respectivo grau de parentesco pode ser determinado através
de marcadores moleculares, em particular microsatélites. Estas estimativas sdo importantes
para inferir o grau de parentesco entre material elite de pedigree desconhecido e ajudar no
desenho de cruzamentos controlados. Diferentes estimadores baseados em marcadores
moleculares tém sido propostos para estimar o parentesco na auséncia de pedigree
conhecido e tém sido utilizados em diferentes areas de investigag¢do (revistos por BLOUIN,
2003 e THOMAS, 2005). Os estudos publicados até agora, geralmente concordam que nao
existe um coeficiente que seja universalmente superior aos outros € que O Sseu
comportamento depende do grau de parentesco que se pretende estimar, da capacidade
informativa do marcador (numero de loci e numero e frequéncia de alelos por locus) e da
amostra utilizada para estimar as frequéncias alélicas (CSILLERY et al., 2006; VAN DE
CASTEELE ef al., 2001; WANG, 2002). Neste estudo foram utilizados quatro coeficientes de
parentesco muito comuns: RITLAND (1996) (R), QUELLER e GOODNIGHT (1989) (Q),
LYNCH e RITLAND (1999) (LR) e LI (1993) (L).

Para seleccionar o melhor estimador recorremos a varios critérios, usando simulacgodes
Monte-Carlo: 1) maior precisdo, ou seja, intervalos de confianga mais pequenos
relativamente a média, 2) uma soma-p mais pequena, definida como a soma de todos os
valores p (probabilidade associada ao teste de t) de todas as comparacdes entre estimativas
de grupos de parentesco, partindo da hipotese nula que a média do grupo de parentesco x
iguala a média do grupo de parentesco y (x#y) e 3) menor area de sobreposi¢do entre cada
duas funcdes densidade de parentesco adjacentes.

Neste estudo foram usados 16 marcadores microsatélites para genotipar 125 individuos da
populagdo base de melhoramento de E. globulus. Estes individuos nao tém origem (raga
nativa) conhecida, tendo sido seleccionados originalmente em plantagcdes exdticas em
Portugal, geograficamente distantes e, também, em povoamentos naturais na Australia. Esta
informacdo serd muito relevante para uma boa gestdo das populacdes de melhoramento e
especialmente para monitorizar o parentesco do material comercializado. Foram objectivos
deste artigo: 1) obter estimativas de parametros genéticos para o conjunto de marcadores
microsatélites utilizados, incluindo o seu poder discriminante (D), ii) seleccionar o
estimador de parentesco com melhor comportamento e iii) aplicar o estimador escolhido a
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populagdo de referéncia e a um conjunto de 24 clones elite usados para comercializagao
pelo RAIZ.

Material e métodos

A populacdo de referéncia (PR) incluiu 125 4arvores sem parentesco conhecido, mas
supostamente nao relacionadas, representativas da populacdo fundadora do programa de
melhoramento do RAIZ (Instituto de Investigacdo da Floresta e Papel). A PR e um conjunto
de 24 clones elite foram genotipados com 16 microsatélites, apos a extraccdo do ADN total
de acordo com o método descrito por MARQUES (1998). Os 16 microsatélites utilizados,
foram seleccionados com base no numero de alelos e efectivo nimero de alelos (tabela 1) e
foram caracterizados por BRONDANI (1998), STEANE (2001) e BRONDANI (2002).
Consideramos que todos os marcadores utilizados neste estudo tinham segregacao
independente, porque os testes de desequilibrio de ligamento ndo foram significativos, apos
a correc¢ao Bonferroni.

Na andlise de parentesco, foram utilizados os coeficientes de parentesco de RITLAND (1996)
(R), de QUELLER e GOODNIGHT (1989) (Q), de LYNCH e RITLAND (1999) (LR) e de LI
(1993) (L). Usando um programa construido para efectuar a andlise dos dados (Zeta, que
pode ser obtido junto do co-autor LS: Leopoldo.Sanchez@orleans.inra.fr), foram simulados
10° individuos com diferentes graus de parentesco: descendentes de autopolinizagdo (DA),
meios-irmaos (MI), irmaos completos (IC) e individuos ndo aparentados (NR) a partir da PR,
através da recombinacdo gamética in silico. Foram calculados os valores médios e a
variancia associada a média dos diferentes grupos de parentesco com os quatro coeficientes
de similaridade genética, utilizando simulagdes Monte-Carlo e determinados os intervalos
de confianga com base no erro de amostragem.

Um dos parametro calculados para escolher o estimador com o melhor comportamento, foi
a soma-p de cada coeficiente, que foi definida como a soma de todos os valores p
(probabilidade associada ao teste de t) de todas as comparagdes entre estimativas de grupos
de parentesco, partindo da hipotese nula que a média do grupo de parentesco x iguala a
média do grupo de parentesco y (x£y) (figura 1).

Foram também efectuadas comparagdes nao paramétricas baseadas na percentagem de
sobreposicao das distribuigdes dos valores médios para cada coeficiente de parentesco,
através da integracao da distribui¢do dos 10.000 valores simulados, entre todas as fungdes
densidade, isto €, NR-MI, NR-IC, NR-DA, MI-IC, MI-DA e IC-DA. As areas de sobreposicao
foram calculadas no R statistical package (R Development Core Team 2008).
Compararam-se as fungdes densidade dos diferentes grupos de parentesco obtidas com
quatro coeficientes de parentesco, utilizando o valor critico correspondente a intercepcao
das fung¢des densidade dos individuos ndo aparentados e dos meios-irmaos.

Os parametros genéticos, nimero de alelos por locus (N,), nimero efectivo de alelos (V,),
heterozigocidade esperada (H,) e heterozigocidade observada (H,), foram calculados com o
referido programa Zeta, assim como o poder discriminante (D) de cada marcador, definido
como a probabilidade de um marcador conseguir descriminar entre padrdes genéticos
diferentes num conjunto de comparagdes para aquele marcador na PR. A matriz de
parentesco calculada com os valores do coeficiente LR para todos os pares de individuos
dos 24 clones elite foi usada para obter o dendrograma UPGMA (figura 2), usando o
programa NTSYSpc, versao 2.1 (ROHLF, 1993).
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Resultados e discussao

A heterozigocidade média referida na literatura para o E. globulus, usando marcadores SSR
foi similar ao valor obtido no presente estudo (~0,85; tabela 1). O H, obtido foi geralmente
mais baixo (0,66, STEANE et al. (2001) e 0,62, JONES et al. (2002)) do que o valor que nés
determinamos (0,73), mas o numero de loci utilizados nestes estudos foi sempre muito
menor. O facto de estarmos a utilizar uma populagao artificial pdde, também, aumentar H,,
Efectivamente, numa populacio de melhoramento desta espécie na Australia (140
individuos) JONES et al. (2006) calcularam 0,82 e 0,71, respectivamente, para a
heterozigocidade esperada e observada, mas o H, era menor nas populagdes nativas (0,66)
do que na populagdo artificial que ele estudou. ASTORGA (2004) detectou valores
semelhantes em E. globulus usando 26 marcadores SSR com darvores seleccionadas e,
ensaios de progénie: H.~0,80 e H,=0,70. Noutros estudos com microsatélites em E. grandis
e E. urophylla, a heterozigocidade média observada era muito menor do que a esperada (H,
~0,56-0,62 and H, ~ 0,86-0,82) (BRONDANI ef al., 2002; BRONDANI et al., 1998).

Tabela 1 - Parametros de diversidade para os 16 SSR loci na populagido de referéncia, ordenados de acordo
com D. Numero de alelos por locus (&,), numero efectivo de alelos (N,), heterozigocidade esperada (H.,),
heterozigocidade observada (H,) e poder descriminante observado (D)

Na Ne He H, D
EMBRA23 21 12,8 0,93 0,89 0,991
EMBRA12 19 13 0,93 0,89 0,991
EMCRCS 18 12,8 0,93 0,84 0,987
EMBRA18 21 11.5 0,92 0,90 0,987
EMCRC11 16 8,9 0,89 0,83 0,981
EMBRAG6 15 8,8 0,89 0,78 0,976
EMCRCI10 18 8,6 0,89 0,65 0,960
EMBRAI11 21 9,4 0,90 0,87 0,960
EMBRA2 15 6,2 0,84 0,76 0,959
EMBRAS 14 6,2 0,84 0,76 0,956
EMCRCY 14 4,8 0,79 0,70 0,932
EMBRA20 13 4,7 0,79 0,62 0,929
EMCRC?2 15 4,5 0,78 0,62 0,915
EMBRAS 21 5,2 0,82 0,50 0,898
EMCRCS 21 5,5 0,81 0,53 0,898
EMBRA19 6 34 0,71 0,54 0,855
Média 16,8 7,9 0,85 0,73 0,948

BLOUIN (1996) conclui no seu estudo que 10 loci com H,= 0,75 poderiam de forma precisa
descriminar mais do que 90% dos irmdos completos de individuos ndo relacionados, mas
seriam necessarios 14 loci para conseguir a mesma descriminacio entre irmaos completos e
meios-irmaos. Nas circunstancias do presente estudo as condigdes estdo consideravelmente
acima do requerido, pois s6 um marcador entre os 16 tem H,<0,75.

As estimativas de parentesco baseadas em marcadores moleculares t€ém, em geral, um erro
de inferéncia grande (LYNCH e RITLAND, 1999; RITLAND, 1996). De facto, as variancias
obtidas sdo grandes e intrinsecas ao processo, devido a recombinagao quando se formam os
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gametas. Existem factores extrinsecos que afectam os comportamentos absolutos e relativos
dos estimadores, como seja a distribuicdo das frequéncias alélicas, o nimero de alelos por
locus e a relacdo real de parentesco. Devido a dependéncia das diferentes propriedades dos
estimadores (enviesamento e variancia) na distribuicao das frequéncias génicas e padroes de
parentesco, VAN DE CASTEELE (2001) sugere o uso de simulagdes Monte-Carlo com dados
reais, para se poder determinar o coeficiente mais adequado para populagdes em equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW).

No nosso estudo usdmos os genétipos conhecidos da populagdo de referéncia para
estabelecer um "pool" genético a partir do qual simuldmos gametas, através do
posicionamento aleatorio dos alelos. Estes gametas virtuais foram cruzados em seguida de
acordo com as diferentes classes de parentesco (NR, MI, IC e DA) e esta sequéncia de
recombinagdo, segregacdo e cruzamento, foi repetida de forma a obter as curvas de
densidade dos estimadores de parentesco. Com este procedimento ndo necessitamos de
supor que a populagdo estd em EHW, porque as condi¢des de recombinacdo aleatorias irdo
minimizar o desequilibrio de ligamento. Este procedimento permitira inferir resultados em
qualquer populacao de melhoramento, que ndo estara de certeza em EHW, tal como acontece
a nossa.
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Figura 1 - Valores cumulativos dos p-valores (soma-p) de cada coeficiente de parentesco (significado das
abreviaturas na sec¢do de M & M)

O estimador LR parece ser o que melhor comportamento tem para o conjunto de dados,
porque para além de preciso e ndo enviesado, teve a menor percentagem de sobreposi¢ao de
areas entre grupos de parentesco (tabela 2), intervalos de confianca mais pequenos (dados
ndo apresentados) e soma-p mais pequena (figura 1). THOMAS (2005) refere que o
estimador de LYNCH e RITLAND (1999) apresenta propriedades mais interessantes num
espectro mais alargado de dados moleculares. CSILLERY (2006) estudou populagdes
alogdmicas que eram menos relacionados do que meios-irmaos (a maioria dos pares tinha
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valores de parentesco inferiores a 0,25) e concluiram que o estimador Q tinha menor erro de
amostragem para categorias de parentesco mais elevadas e LR comportava-se melhor para
relacdes de parentesco mais baixas. Os mesmos autores referiram que para todas as cinco
populagdes que estudaram, a taxa de erro na classificacdo de parentesco era menor para o
estimador LR. Concluiram, também, que a maior propor¢do da variancia de parentesco real
era explicada quando LR era utilizado, reflectindo o facto deste estimador ter uma variancia
mais pequena quando as categorias de parentesco baixas sdo mais comuns (NR ou pares
pouco relacionado), o que ¢ habitual em populacdes alogamicas. No nosso estudo,
queriamos distinguir individuos nao relacionados de relacionados e precisdmos, por isso, de
um estimador que fosse mais sensivel para individuos com baixo grau de parentesco

Os resultados do nosso estudo sdo confirmados por aqueles apresentados por RITLAND e
TRAVIS (2004): o estimador LR tem um comportamento superior ao estimador R, no caso de
graus mais elevados de parentesco e o ultimo ¢ mais sensivel para valores mais baixos de
parentesco. Na entanto, o estimador R ndo pode ser usado, porque as varidncias aumentam
com o grau de parentesco esperado e torna-se impossivel distinguir individuos pertencentes
a diferentes grupos de parentesco (dados ndo apresentados). No estudo de um caso com
populagdes cativas de papagaios, RUSSELLO e AMATO (2004) concluiram que a medida LR
explicava a maior parte da variagdo na relagdo de parentesco verdadeira, comparada com o
estimador Q. Concluindo, parece que o coeficiente LR tem um melhor comportamento no
caso do nosso tipo de populagdo, onde os individuos sdo, geralmente, ndo relacionados, € o
estimador R € o que tem pior comportamento dos quatro estimadores que estudamos.

Tabela 2 - Areas de sobreposicio das distribuicdes de parentesco (%). NR=ndo relacionados, MI=meios-
irmaos, IC=imdos completos e DA= descendentes de autopolinizagio

L R Q LR | Média
NR-MI | 21,49 | 1545 | 21,87 | 1553 | 18,58
NR-IC 1,32 2,23 1,40 0,67 1,40
NR-DA | 0,07 0,31 0,03 0,00 0,10

MI-IC 19,38 44,35 21,78 21,00 26,63
MI-DA 2,48 16,80 1,83 1,56 5,67
IC-DA 38,35 45,50 31,13 30,87 36,46
Média 13,85 20,77 13,01 11,60

Nos usamos o valor do parentesco correspondente a intercepcdo das distribuicdes de
probabilidade obtidas com as simulagdes Monte-Carlo, como valor limite — valor critico. O
valor critico minimiza os erros o € B (o f ¢ a area de sobreposi¢do a esquerda do valor
critico e 0 o ¢ a area a direita). Dado o nosso interesse em distinguir um par de individuos
aparentados num certo grau de um par de individuos ndo aparentados, o erro de tipo II
torna-se mais importante, isto €, considerar um par nao aparentado, quando efectivamente o
¢. O valor critico obtido com a intercep¢ao da curva dos individuos ndo relacionados com a
curva dos meios-irmaos, calculadas com o estimador LR foi de 0,126 (um valor alids
proximo do valor esperado que ¢ de 0,125), e o valor da 4rea a esquerda foi de 8%. Assim
sendo, os pares de individuos com valores superiores ao valor critico podem estar
associados a um certo grau de parentesco, pelo menos ao nivel dos meios-irmaos (ver figura
2), com uma probabilidade de erro de tipo II de 8%.
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O estimador escolhido foi aplicado a PR e detectdimos 4,4% de pares de individuos
potencialmente aparentados, com [ =8%. Quatro pares de individuos potencialmente
relacionados foram encontrados no conjunto dos 24 clones elite com o estimador LR (figura
2). No caso da populacdo amostrada, eles constituem uma pequena propor¢ao (1,4%) de
todos os possiveis pares (276) na matriz de parentesco, um resultado promissor do ponto de
vista da manutencao da diversidade genética da populacdo de melhoramento.

Apesar da origem destes progenitores de base ser desconhecida, existiriam a partida
oportunidades de ocorrerem parentescos insuspeito entre arvores da "raca" Portuguesa de
eucalipto (BORRALHO et al., 2007). Muitas das plantagdes onde foram seleccionados
tiveram origem em plantacdes de semente colhida em poucas arvores, possivelmente com
uma polinizagdo restrita € com um pequeno niumero de arvores envolvidas..

O facto de a propor¢do de individuos aparentados na populagdo de E. globulus do RAIZ ser
baixa ¢ uma boa noticia. Porém, este trabalho mostrou que na auséncia de informagao sobre
o pedigree, as estimativas obtidas com base no coeficiente de LR a partir de marcadores
moleculares podem ser uteis para se quantificar o grau de consanguinidade entre arvores na
populagao de melhoramento.
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Figura 2 - Dendrograma de parentesco dos clones elite (UPGMA) construido com base na matriz de
parentesco de LYNCH e RITLAND (1999)
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Resumo. Em Portugal, a Pinus pinaster Aiton, ¢ uma das mais importantes espécies ocupando cerca de
1.000.000 ha, sendo a principal fonte de fibra longa para a producdo de pasta de papel.

A introdug@o de critérios de qualidade da madeira é um objectivo importante nos programas de melhoramento.
A composi¢do quimica é relevante sobretudo no caso em que a madeira se destina a produgdo de pasta para
papel, no entanto o custo das analises tem inviabilizado a utilizagdo deste pardmetro nos programas de
melhoramento.

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) permite a analise de um grande numero de amostras com
elevada fiabilidade e com custos muito inferiores aos dos métodos de referéncia tem permitido a inclusdo de
parametros de qualidade em programas de melhoramento.

Neste trabalho analisou-se o teor de extractivos e de lenhina por NIR num total de 184 arvores de 46 familias
(4 arvores por familia).

O teor médio de extractivos foi de 1,7%, 1,2% e 3,2% respectivamente para diclorometano, etanol e agua,
verificando-se diferencas significativas entre familias para os dois ultimos solventes. O teor de lenhina médio
obtido foi de 28,6%, tendo-se verificado diferencgas significativas entre as familias.

%K

Introducéo

O pinheiro bravo (Pinus pinaster Aiton) ¢ uma espécie de elevada importancia no sector
florestal portugués, pois o aproveitamento industrial da sua madeira para serragdo, fabrico
de aglomerados e producao de pasta para papel sdo actividades com um peso consideravel
na economia portuguesa. Em 2002, esta espécie contribuiu com 16,2% para o total de
matéria-prima lenhosa usada no fabrico de 1927 milhares de toneladas de pasta para papel
(CELPA, 2002).

A importancia papeleira desta espécie e a crescente procura de madeira de elevada
qualidade, com menor variabilidade das suas propriedades e maior rendimento, colocam
uma grande pressdo ao nivel do desenvolvimento sustentavel da floresta, que passa entre
outros pelo melhoramento qualitativo do lenho. Neste sentido encontram-se a decorrer
projectos europeus de melhoramento genético de pinheiro bravo, essencialmente orientados
para a obtencdo de matéria-prima de melhor qualidade para a industria de pasta para papel.
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O conhecimento da composi¢ao quimica da madeira ¢ fundamental para a compreensdo das
suas propriedades, sobretudo nos casos em que ela se destina a transformagdo quimica para
a producdo de pasta para papel. Nesta intervém ndo s6 os componentes estruturais das
paredes celulares (a lenhina e os polissacaridos — celulose e hemiceluloses), mas também os
materiais extractaveis, tanto do ponto de vista da sua composi¢do estrutural, quanto dos
respectivos teores (RODRIGUES, 1998).

Neste trabalho analisou-se o teor de extractivos e de lenhina por NIR num total de 184
arvores de 46 familias (4 arvores por familia).

Material e métodos
Preparacao das amostras

As amostras (184 verrumas) provenientes da Mata Nacional de Escaroupim foram
primeiramente moidas num moinho de facas da Retsch modelo SM 2000 com uma malha de
saida de 1 mm e posteriormente num moinho ultra centrifugo da Retsch ZM100 com uma
malha de saida de 0,5 mm.

Aliquotas de 2 gramas das amostras moidas com um diametro menor do que 0,5 mm foram
extractadas sequencialmente em diclorometano, etanol e 4gua. A extraccdo usou um
processo desenvolvido no laboratério do Centro de Florestas e Produtos Florestais (IICT)
que ocorre em duas fases, na 1* fase as amostras sdo colocadas directamente em contacto
com o solvente a temperatura de ebulicdo durante trinta minutos (percolacdo) em seguida
sdo suspensas no condensador, acima do solvente em ebulicdo durante 60 minutos
(extraccao propriamente dita) de acordo com o método descrito por SOUSA-CORREIA et al.
(2007).

Espectroscopia de infravermelho proximo (NIR)

Os espectros livre de extractivos foram adquiridos num espectrometro de infravermelho
préoximo da marca Bruker modelo Vector 22 N/I com esfera de integragdo. Estes espectros
foram obtidos por reflectancia difusa entre 12 000 ¢ os 4000 cm™ e resultam da coadigdo de
100 varrimentos de leitura (scans) com uma resolugio de 8 cm™.Os espectros das amostras
extractadas, foram usados para determinar o teor de lenhina Klason, recorrendo a um
modelo de calibracdo desenvolvido para esta espécie. O modelo de calibragdo foi
construido com 46 amostras, apresentando um coeficiente de determinagdo de R2=0,96 e
um erro médio quadratico de validacao cruzada (RMSECV) de 0,40%.

Resultados e discussao

O teor médio de extractivos e o respectivo desvio padrao obtido foi de 1,7+1,5%; 1,24+0,2%
e 3,2+1,1% respectivamente para o diclorometano, etanol e 4gua, variando os valores entre
um minimo ¢ maximo de 0,6-13%; 0,4-2,2%; 1,2-8,1% respectivamente. Verificaram-se
diferencas significativas entre familias apenas para os dois ultimos solventes.

As figuras 1, 3 e 3 mostram a varia¢do de extractivos entre as 46 familias, verificando-se
que existe maior variabilidade dentro das familias, do que entre as familias, verificou-se que



COMUNICAGCOES TEMA 2 307

as familias com elevados teores de extractivos, tinham pelo menos uma arvore com
elevados teores de resina.
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Figura 1 - Variagdo do teor de extractivos em diclorometano para as 46 familias

Como se pode verificar a maior parte das familias tem um baixo teor e baixa variabilidade
no teor de extractivos em diclorometano.
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Figura 2 - Variagdo do teor de extractivos em etanol para as 46 familias

O teor de extractivos em etanol variam pouco, quer entre quer dentro das familias, embora
também aqui a variabilidade dentro das familias seja superior a variabilidade entre familias.
Para a maioria das amostras o teor de extractivos em agua corresponde a maior fatia dos
extractivos totais. Tal como se verificou nos casos anteriores também aqui a variagdo dentro
das familias ¢ superior a variagdo entre familias.
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Figura 3 - Variagdo do teor de extractivos em agua para as 46 familias

O valor médio do teor de lenhina Klason (Figura 4) foi de 28,6%, oscilando os valores entre
um minimo de 26,8% e um maximo de 30,8%, tendo-se verificado diferengas significativas
entre as familias. Estes valores sao em média 1% inferiores, em valor absoluto, aos
encontrados por ALVES et al. 2006 para 46 amostras de Pinus pinaster provenientes de
Franga, em que o valor médio encontrado foi de 29,7% oscilando os valores entre um
maximo de 32,7% e um minimo de 25,8%, O valor maximo do teor de lenhina das amostras
portuguesas foi de 30,8% contra 32,7% no caso francés. Em parte estes resultados podem
ser explicados pelo elevado numero de amostras com lenho de reaccdo nas amostras
provenientes de Franca. Também se verificou que a variabilidade das amostras (desvio

padrdo de 0,7%) ¢ inferior a variabilidade encontrada nas amostras francesas (desvio padrao
de 2,0%),
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Figura 4 — Variagédo do teor de lenhina Klason para as 46 familias, estimado por NIR
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Conclusoes

Os resultados obtidos permitiram verificar a existéncia de diferengas significativas entre
familias para o teor de extractivos em etanol, agua e teor de lenhina. E de diferengas ndo
significativas para o teor de extractivos em diclorometano.
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Introduccao

A Pinus pinaster ¢ uma das espécies europeias com maior diversidade genética entre e
dentro de populagdes, tanto em caracteres neutrais como em caracteres adaptativos
(CORREIA et al., 2004; GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2004). Simultancamente, constatou-se
a existéncia de uma importante interac¢do gendtipo x ambiente em caracteristicas
morfologicas e fisiologicas (ALIA et al., 1997, CHAMBEL and AL{A, 2002), o que implica
diferencas em plasticidade fenotipica entre gendtipos em sentido lato (proveniéncias e
familias). O papel adaptativo das diferengas em plasticidade fenotipica para o uso
sustentavel dos recursos genéticos desta espécie, num cenario de alteracdo climatica ¢ ainda
mal conhecido. Em concreto, ¢ extremamente interessante separar as respostas inevitaveis,
como a redugdo do crescimento em condicdes limitantes, das que podem levar a que se
mantenha a uma elevada produtividade em ambientes desfavoraveis (ALPERT and SIMMS
2002; CHAMBEL et al., 2005). Entre estas ultimas, a fenologia e o desenvolvimento das
plantas (ontogenia) durante a fase de estabelecimento representam alguns dos mecanismos
possiveis de adaptacdo ambiental (SCHLICHTING and PIGLIUCCI, 1998). Nas ultimas
décadas verificou-se um interesse crescente pela diferenciacdo genética e pela plasticidade
da fenologia, como consequéncia da preocupagdo geral pelos efeitos do aumento das
temperaturas a nivel global e da sua interac¢do com os ritmos ciclicos das plantas (HURME
et al., 2000; LI and ADAMS 1993). Pelo contrario, em espécies florestais, ainda sabemos
muito pouco sobre o papel que a ontogenia pode desempenhar na adequagdo ao ambiente
experimentado pelas plantas nas primeiras etapas de vida, dos processos irreversiveis
associados ao crescimento, com a excep¢do de alguns trabalhos publicados sobre
Eucalyptus (JORDAN et al., 2000) e sobre Pinus canariensis (CLIMENT et al., 2006).
Adicionalmente, trabalhos recentes mostraram diferengas em algumas caracteristicas
funcionais (transpiracdo cuticular e tolerancia as geadas) entre as agulhas primarias e as
secundarias, cuja sequéncia de formacdo segue um claro padrdo ontogénico, em varias
espécies de pinheiros mediterraneos (CLIMENT et al., 2009; PARDOS et al., 2008).

O objectivo deste trabalho ¢ quantificar a variabilidade genética entre e dentro de
proveniéncias e as diferencas em plasticidade fenotipica de caracteres de potencial interesse
adaptativo, em concreto o crescimento em altura, a fenologia e o desenvolvimento do eixo
principal.
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Material e Métodos
Material vegetal

Neste estudo usaram-se 140 familias de meios-irmaos de Pinus pinaster, procedentes de 12
populacdes naturais que cobrem a area de distribui¢do desta espécie (Tabela 1). Estes
materiais plantaram-se em 2003 em dois locais de ensaio (Ibias, 6°53'W, 43°01N, 773 m
snm, P:1222 mm, T: 10,5°C; e Cavada: 6°32'W; 43°25'N, 468m snm, P: 1089, T: 11,9°C).
Na plantagdo utilizou-se planta de um ano de idade e seguiu-se um desenho experimental
em filas e colunas, com quatro plantas por familia e repeticdo e quatro repeti¢des por
familia

Tabela 1 - localizagdo das proveniéncias incluidas no ensaio. Grupo 1: proveniéncias atlanticas, grupo 2:
proveniéncias ibéricas mediterraneas, grupo 3: proveniéncias do interior da Peninsula Ibérica, grupo 4:
proveniéncias do sudeste espanhol e norte de Africa; grupo 5: proveniéncias da Corsega

Grup.| Cod. Longitude Latitude Nome Municipio Localizagdo | Pais
1 Alto | 05°18'00.16" W | 43°24'41.29" N | Alto de la Llama | Alto de La Llama Asturias ESP
3 |Aren |05°07 13.00" W | 40° 11' 19.00" N | Arenas Arenas de San Pedro | Avila ESP
1 Arma | 06°24' 15.00" W [ 43°19'37.00" N | Armayan Tineo Asturias ESP
3 |Bayu |02°55'40.00" W | 41°32'00.00" N | Bayubas Bayubas Séria ESP
1 Cada | 6°22'49.67"W |43°32'31.08" N | Cadavedo Valdes Astarias ESP
3 |Carb |04°15'19.00" W | 41°10' 13.00" N | Carbonero Carbonero el Mayor Segovia ESP
1 Cast [07°00'10.33" W | 43°30'27.64" N | Castropol Castropol Asturias ESP
3 Ceni | 04°30'00.00" W | 40° 17' 02.00" N | Cenicientos Cenicientos Madrid ESP
3 [Coca |04°30'11.00" W | 41°13'52.00"N | Coca Coca Segbvia ESP
1 Cont Control Control Galiza ESP
3 [ Cuel |04°12'24.00" W |41°18'48.00" N | Cuellar Cuellas Segovia ESP
1 Leir |[08°57'27.00" W | 39°47' 00.00" N | Leiria Leiria Portugal PT
1 | Mimi | 01° 18' 11.00" W | 44° 08' 03.00" N | Mimizan Mimizan Landes FR
4 Oria | 02°18'51.00" W | 37°30' 54.00" N | Oria Oria Almeria ESP
5 |Pini |09°27' 53.00"E |42°01'16.00" N | Pinia Pinia Corsega FR
5 |Pine |09°00'14.00" W | 41°57'32.00" N | Pineta Pineta Corsega FR
1 Pleu |[02°20'37.00" W | 47° 46' 52.00" N | Pleucadec Pleucadec Landes FR
1 Puer | 06°37'25.00" W | 43°32'55.00" N | Puerto de Vega | Navia Asturias ESP
1 | Rodo | 06°25'36.00" W | 43°19'19.00" N | Rodoiros Tineo Asturias ESP
1 San | 08°21'52.00" 42°07' 06.00" San Cipriano As Neves Pontevedra | ESP
3 SanL | 03°05'10.00" 41°50' 39.00" San Leonardo San Leonardo Soéria ESP
1 Segu | 08°27' 00.00" 42°49' 00.00" Sergude Boqueixon Corunha ESP
2 Sier | 00° 53' 60.00" 41°09' 60.00" Sierra de Pradell | Sierra de Pradell Tarragona ESP
4 | Tamr | 05° 00' 00.00" 34°00' 00.00" Tamrabta Tamrabta Marrocos MAR
3 | Vald |04°18' 00.00" 40° 31' 60.00" Valdemaqueda Valdemaqueda Madrid ESP
1 Lamu | 06° 12' 03.00" 43°34' 09.00" Lamufio Cudillero Astlrias ESP

Os resultados apresentados referem-se a (ontogenia) alturas trés, quatro e seis anos apods a
plantacdo, fenologia e estado de desenvolvimento do ramo terminal quatro anos apos a
plantacdo. A fenologia foi avaliada com uma escala subjectiva com seis niveis:
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1. Gema terminal dormente.

2. Gema terminal abrolhada, sem gemas axilares visiveis.

3. Distinguem-se as gemas dos braquiblastos (na base o em toda a longitude da gema).

4. Distinguem-se as pontas das agulhas secundérias, saindo das gemas dos
braquiblastos.

5. Vém-se claramente as agulhas secundarias.

Agulhas secundarias totalmente desenvolvidas.

O estado de desenvolvimento do ramo terminal (ontogenia) foi avaliado com uma escala de
trés valores:

1. Juvenil, s6 com agulhas primarias e sem gema terminal.

2. Intermédio, braquiblastos com agulhas secundarias nas axilas de algumas das
agulhas primarias, sem gema terminal.

3. Adulto, gema terminal que dé4 lugar a um ramo terminal com agulhas secundérias.

Analise dos dados

Para a analise dos dados aplicou-se uma analise de varidncia com um modelo misto (SAS,
1989), considerando aleatorio o efeito da familia (hierarquizada dentro da proveniéncia).
Calculou-se a heritabilidade para cada carécter estudado, depois de ter eliminado o efeito da
proveniéncia, o que permite obter uma estimagao global deste parametro. Considerou-se
que a probabilidade da amostra aleatéria de sementes utilizada para a produgdo incluir casos
de irmaos completos ¢ minima, pelo que se considerou V,=4 X V.

A diferenciacdo genética para os caracteres quantitativos (Qy) foi calculada a partir de
estimagdes da variancia entre e dentro de populagdes obtidas pelos métodos habituais
(SPITZE, 1993; WEIR and COCKERHAM, 1984; WRIGHT, 1951).

Resultados e Discussao

A evolug¢do do crescimento das plantas desde a plantagdo até a ultima medicdo mostra
claramente as acusadas diferencas entre os dois locais de ensaio (Figura 1). A altura média
das plantas em Cavada em 2009 superava ja o dobro da registada em Ibias.
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Figura 1 - Crescimento em altura das plantas de P. pinaster nos dois locais de ensaio.
Interacgao proveniéncia x local

Tanto o local de ensaio como a proveniéncia e a sua interaccdo foram estatisticamente
significativos para todas as variaveis analisadas. No entanto, para a altura aos 6 anos (H09),
esta interac¢do € sobretudo quantitativa, ja que todas as proveniéncias cresceram mais no
local mais favoravel (Cavada) e que as proveniéncias com melhor e pior crescimento
tendem a coincidir em ambos locais. Esta elevada plasticidade no crescimento parece ser
uma caracteristica geral da espécie (CHAMBEL, 2006; CHAMBEL and AL{A, 2002), e neste
caso chama a atencdo devido a escassa distdncia geografica que separa os dois locais de
ensaio. Em conjunto, os resultados mostram uma superioridade quanto a crescimento das
proveniéncias atlanticas, em comparacdo com as do interior da Peninsula Ibérica e as
africanas, o que esta de acordo com os resultados obtidos noutros estudos (ALIA et al.,
1995; ALIA et al., 1997), se bem que neste caso se observa uma grande heterogeneidade de
comportamento das proveniéncias do grupo atlantico.
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Figura 2 - Interacgdo proveniéncia x local para a altura aos seis anos de idade (H09). A ordenagdo das
proveniéncias corresponde a grupos geograficos
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Figura 3 - Interac¢do proveniéncia x local para a Ontogenia (A) e a Fenologia (B) aos quatro anos de idade. A
ordenacdo das proveniéncias corresponde a grupos geograficos

A interac¢do observada tanto para a Ontogenia como para a Fenologia foi muito mais
complexa, no local mais favoravel (Cavada), a fenologia adiantou-se, mas o estado de
desenvolvimento do ramo principal foi mais atrasado (maior nimero de plantas com um
padrdo de crescimento juvenil, com poucas agulhas adultas e menor propor¢ao de plantas
com gema terminal). Este adiantamento da ontogenia em condi¢des menos favoraveis
contrasta com o que se observou num ensaio de proveniéncias de Pinus canariensis
(CLIMENT et al., 2006). A discordancia entre o comportamento observado nestas duas
espécies pode dever-se a um efeito das baixas temperaturas de Ibias, enquanto que no
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ensaio de Pinus canariensis os dois locais estudados apenas diferiam em relacdo a
disponibilidade hidrica.

A diferenciacdo entre proveniéncias para a Ontogenia apresenta um claro padrdo
geografico. As proveniéncias atlanticas ibéricas e as africanas mostraram um menor grau de
desenvolvimento que as do interior da peninsula Ibérica e as proveniéncias atlanticas mais
setentrionais (Mimi, Mimizan, y Pleu, Pleucadec). Este padrdo poderia sugerir uma
adaptacdo ao frio nas primeiras etapas de crescimento mediante a formagao precoce de uma
gema terminal e/o de agulhas adultas, embora a maior susceptibilidade das agulhas
primarias relativamente as secundarias constatada noutras espécies de pinheiros
mediterraneos ndo esteja muito clara para o pinheiro bravo (CLIMENT ef al., 2009b).

O padrao de variagao da Fenologia ndo parece tdo claro, no local mais seco e frio (Ibias)
verifica-se uma estruturagdo geografica mais clara para a fenologia. Concretamente,
destacam pelo seu atraso fenoldgico (abrolhamento tardio) as proveniéncias do interior da
peninsula Ibérica (com excepcao de Cen, Cenicientos, na provincia de Madrid, uma zona
bastante quente), por oposi¢ao as proveniéncias africanas ¢ as da Corsega. De novo neste
caso, as proveniéncias atlanticas mostram respostas muito heterogéneas.

Heritabilidade e diferencia¢do genética

As heritabilidades para as alturas foram moderadamente elevadas e muito semelhantes entre
locais de ensaio, apesar das notaveis diferencas de crescimento observadas. Além disso, as
heritabilidades aumentaram com o tempo em ambos locais, durante o periodo de estudo
(Tabela 2). Os coeficientes de diferenciacdo entre proveniéncias ((Qsf) para altura foram
moderadamente baixos, algo maiores no local menos favoravel, Ibias. Com excepc¢do da
altura aos quatro anos em Ibias, esta diferenciacdo ndo ¢ muito superior 8 média observada
mediante marcadores moleculares (0,07) (EVENO ef al., 2008).

Tabela 2 - Heritabilidades e coeficientes de diferenciacdo genética para as variaveis estudadas

Variable | Parametro | Conjunto | Cavada Ibias
HO6 Osr 0,106 0,097 0,165
2
H 0,270 0,366 0,322
HO7 Osr 0,073 0,074 0,094
2
H 0,301 0,418 0,363
H09 Osr 0,057 0,078 0,065
2
H 0,343 0,471 0,422
@) 0,103 0,125 0,092
ONT 5
H 0,135 0,118 0,245
0,056 0,037 0,040
FENOL Q§T : d ?
h 0,208 0,198 0,383

As heritabilidades para a Ontogenia e a Fenologia foram superiores e os coeficientes de
diferenciagdo entre proveniéncias inferiores no local menos favoravel, Ibias. De qualquer
forma, os valores de Os¢ para estas variaveis sdo de uma magnitude semelhante a observada
para as variaveis de crescimento.
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Implicagoes para a conservagdo e o uso dos recursos genéticos

Os resultados apresentados indicam a existéncia de padrdoes de variagdo genética e da
plasticidade fenotipica entre os caracteres estudados. Apesar de se terem encontrado valores
semelhantes de heritabilidades e Ost para crescimento, ontogenia e fenologia, os graficos de
interac¢do proveniéncia x local mostram em alguns casos padrdes interessantes de variacdo
geografica que poderia ser um reflexo de processos de adaptagdo local. Estes sdo aspectos
fundamentais para a Estratégia Espanhola de Conservagdo e Uso Sustentavel dos Recursos
Genéticos Florestais recentemente aprovada (MIMAM 2006). A andlise conjunta dos
caracteres relacionados tanto com a produgdo como com a adaptacdo ao ambiente permitird
optimizar o uso da variacdo entre e dentro de proveniéncias para desenhar programas mais
eficientes de conservacdo e melhoramento de Pinus pinaster a nivel nacional e
internacional.
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Comparacio da Tolerdncia ao Frio entre Proveniéncias de Pinheiro Bravo Mediante
Simulacio de Geadas

Chambel, M.R., Ballesteros E., Pardos, M. e Climent J.

Centro de Investigacion Forestal CIFOR-INIA. Departamento de Sistemas y Recursos Forestales.
Ctra A Corufia Km 7,5. 28040 Madrid, ESPANA

Introducao

A diferente susceptibilidade das distintas proveniéncias de Pinus pinaster as baixas
temperaturas, constatada tanto em plantagdes comerciais como em ensaios de campo vem
suscitando interesse desde ha largo tempo. A grande amplitude ecologica desta espécie e a
elevada variacdo entre proveniéncias encontrada para diversos caracteres adaptativos
(AGUIAR et al., 2003; ALIA et al., 1997; CORREIA et al., 2004; HARFOUCHE et al., 1995)
justifica também a existéncia de uma amplia varia¢do no que respeita a tolerancia as geadas.
No entanto até a data a informagdo experimental sobre a diferenciacdo genética intra-
especifica na tolerancia ao frio desta espécie € escassa, 0 que ndo impediu a criagdo por
parte da EU de legislagdo restritiva da exportagdo de Materiais Florestais Pinus pinaster de
origem Ibérica, baseada no insucesso de algumas introdugdes levadas a cabo no passado.
Um estudo recente constatou, para uma proveniéncia continental espanhola, uma tolerancia
de tecidos foliares semelhante a observada em espécies claramente tolerantes como Pinus
nigra ¢ Pinus sylvestris, e claramente superior a de outras espécies mediterraneas como P.
pinea, ou P. halepensis (CLIMENT et al., 2009).

Com o objectivo de determinar a tolerancia ao frio de algumas populagdes espanholas com
potencial interesse comercial, iniciou-se uma linha de estudo baseada na simulacdo de
geadas em ambiente controlado.

Material e métodos
Material vegetal

Para este estudo foram utilizadas plantas de nove proveniéncias espanholas de Pinus
pinaster, pertencentes, cada uma delas, a uma regido de proveniéncia distinta e com climas
marcadamente diferentes, especialmente no que respeita as temperaturas minimas (Tabela
1; Figura 1). Incluiram-se neste estudo tanto populagdes com grandes areas e elevado
nimero de individuos (regides de proveniéncia designadas por um nimero), como
populacdes consideradas marginais e/ou ameagadas pelas suas reduzidas dimensdes
(regides de proveniéncia designadas com uma letra), de maneira a cobrir toda a area
ocupada por esta espécie em territorio espanhol com excepcao da Galiza.
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Tabela 1 - Lista das proveniéncias utilizadas no ensaio e principais variaveis climaticas. Alt = Altitude; Prec
= precipitagdo média anual; Tmed = temperatura média anual; Tmax= média das temperaturas maximas do
més mais quente; Tmin= média das temperaturas minimas do més mais frio. As regides de proveniéncia
designadas por uma letra sdo regides de area restrita
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cod. Proveniéncia Regido de Proveniéncia Alt. Prec. | Tmed | Tmax | Tmin
segundo ALIA et al. (1996) (m) | (mm) | (°C) (°C) (°C)
6 Puig / Teixeta B (Sierra de Pradel) 500 695 13,9 28,3 3,1
8 Fuencaliente E (Fuencaliente) 905 741 14,2 34,9 0,1
9 Joalgazar G (Serrania de Ronda) 470 1149 15,0 29,0 5,6
11 | Talayuela 5 (Bajo Tiétar) 275 987 15,2 33,6 2,2
23 | Oria F (Sierra de Oria) 1342 445 12,7 30,1 0,2
25 | Gredos 6 (Sierra de Gredos) 840 1456 12,4 31,1 1,0
26 | Tabuyo 2 (Sierra del Teleno) 1010 750 9.9 26,7 -1,8
28 | Cuellar 8 (Meseta Castellana) 756 464 12,2 31,1 -0,6
29 | Quatretonda D (La Sabor) 421 777 15,3 30,3 34
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Figura 1 - Localizagdo das proveniéncias utilizadas no ensaio. A verde esta assinalada a distribui¢do da
espécie Pinus pinaster em territorio espanhol

De cada proveniéncia, foram utilizadas dez plantas com quatro anos de idade. Estas plantas
foram semeadas nos viveiros da empresa TRAGSA em Maceda (Orense, Galiza), em
contentores de 2 litros com substrato de turfa e areia e mantidas em estufa durante o
primeiro inverno. Aos 30 meses foram transplantadas para contentores de 7 litros e
mantidas ao ar livre durante o verdo e o principio do Outono. Em Outubro de 2008, antes da
primeira geada, foram transferidas para Madrid, para a estufa do Instituto Nacional de
Investigacdo Agraria, onde se mantiveram durante todo o ensaio, para evitar o efeito ndo
controlado das geadas que ocorrem com frequéncia nesta zona.
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Ensaios de frio

O efeito das baixas temperaturas foi avaliado em duas datas, no inicio de Dezembro, altura
em que se supde que as plantas devem apresentar o maximo nivel de tolerancia as baixas
temperaturas, ¢ em Abril, ap6s o abrolhamento. Devido a falta de material vegetal, nesta
segunda data so foi possivel avaliar a resposta em seis proveniéncias (foram excluidas as
proveniéncias 6, 9 e 28). Submeteram-se amostras de tecido foliar a um ciclo de geadas
simuladas numa camara que permite ndo s6 controlar a temperatura em cada momento
como também a velocidade de descida (DICOMETAL). Utilizaram-se fragmentos de agulhas
com dois centimetros de comprimento, cortados em ambos os extremos (BURR et al., 1990).
Tendo em conta que a distinta morfologia das agulhas juvenis e adultas de esta espécie
influencia fortemente a resposta as baixas temperaturas (CLIMENT ef al., 2009), utilizaram-
se apenas agulhas adultas e totalmente desenvolvidas. Uma vez cortados, estes segmentos
foram lavados com dgua destilada e trés segmentos por planta de cada procedéncia foram
colocados em papel folhas de filtro humedecido também com agua destilada, espetados em
ranhuras com um centimetro de separagdo para evitar que os fragmentos se tocassem. O
papel foi entdo dobrado em trés partes, de forma a que as agulhas ficassem no interior e
cada um destes embrulhos foi envolvido em papel de aluminio, para facilitar a condugdo da
temperatura (Figura 2). Foi utilizado um embrulho destes, com um total de 30 fragmentos,
para cada proveniéncia e temperatura de teste.

Figura 2 - Exemplo do tipo de embrulhos de papel de filtro e aluminio usados para os testes de frio. No
presente estudo cada pacote continha 30 segmentos, pertencentes a 10 plantas da mesma temperatura

Uma vez colocados todos os embrulhos no interior da cdmara, partindo de uma temperatura
inicial de 4°C, procedeu-se a uma descida progressiva da temperatura, com uma velocidade
controlada de 5°C/hora (GLERUM, 1985) até atingir a temperatura de teste mais alta,
mantendo-se esta temperatura estdvel durante uma hora, finda a qual se retirava um
embrulho de cada proveniéncia. A descida da temperatura prosseguia entdo a0 mesmo ritmo
até a segunda temperatura de teste, manteve-se a temperatura estavel durante uma hora,
retirou-se uma segunda amostra de cada proveniéncia (e.g. ANEKONDA et al., 2000), e
assim sucessivamente. As temperaturas de teste variaram de uma data para a outra, em
fun¢do da resposta esperada; em Dezembro as temperaturas de teste variaram entre os -10°C
e 0s -40°C, com intervalos de 5°C e em Abril variaram entre os — 7°C e os -16°C, com
intervalos de 3°C. Para o célculo do efeito das baixas temperaturas sobre os tecidos foliares
utilizou-se o indice de condutividade relativa (I;) desenvolvido por FLINT (1967), para o
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qual ¢ necessario determinar a condutividade de cada amostra apds a exposi¢cdo as baixas
temperaturas e a condutividade maxima apos a morte dos tecidos. E necessaria ainda uma
amostra controle, que neste caso se manteve numa camara frigorifica a 4°C durante todo o
ciclo de geada para ser utilizada como controlo. Para as medigdes de condutividade, uma
vez retiradas da camara, as amostras deixaram-se descongelar lentamente a 4°C, e foram
entdo passadas para tubos de ensaio com 20 cm’ de agua destilada; deixaram-se incubar as
escuras durante 20 horas a 20°C, apos o que se fez a primeira medi¢ao de condutividade em
cada amostra. Para provocar a morte completa dos tecidos, as amostras meteram-se numa
estufa a 90°C durante duas horas, apds o que passaram por um novo periodo de incubacao
de 20 horas, em condic¢des idénticas, apds o que se procedeu a medicdo da condutividade
final de cada amostra.

Analise de dados

Utilizaram-se métodos baseados em estimagdes de maxima verosimilhanga para ajustar um
modelo de regressdo logistica para cada proveniéncia y data, utilizando os valores
individuais de cada combinacdo temperatura - It. A partir destes modelos obtiveram-se os
valores de temperatura que correspondem a um It de 50%, ou seja, a mortalidade de 50%
dos tecidos foliares (LTsy, correspondente ao ponto de inflexdo da curva logistica). Este
valor foi utilizado como um estimador da tolerdncia as baixas temperaturas de cada
proveniéncia e em cada data. Além dos valores médios de LTso, determinaram-se também os
correspondentes intervalos de confianga a 95%.

Resultados

No ensaio realizado em Dezembro, verificou-se que todas as proveniéncias estudadas
apresentam uma elevada tolerancia ao frio, com valores de LTsy oscilando entre -22,2°C
para a proveniéncia 26 (Tabuyo, Sierra del Teleno, Leon) e os -26,9°C para a proveniéncia
23 (Oria, Sierra de Oria, Almeria), sendo as diferencas entre proveniéncias nao
significativas (Figura 3). Os valores obtidos de LTsp ndo se correlacionam com as
temperaturas minimas de origem, mas sdo em todos os casos muito inferiores as minimas
absolutas registadas nos locais de recolha da semente.

Tal como era de esperar, a tolerancia as baixas temperaturas observada no ensaio realizado
em Abril ¢ muito inferior & de Dezembro, oscilando entre os -7,9°C da proveniéncia 26
(Tabuyo, Sierra del Teleno, Leon) e os -10,9°C da proveniéncia 11 (Talayuela, Bajo Tiétar,
Céceres). No entanto, neste caso o ajuste dos modelos logisticos foi, em geral, de muito pior
qualidade porque as temperaturas aplicadas foram demasiado baixas, obtendo-se em todos
0s casos unicamente percentagens muito altas de tecidos afectados, o que ndo permite uma
boa determinacdo dos pontos de inflexdo e dos correspondentes intervalos de confianca
devido ao desequilibro da nuvem de pontos. Por este motivo, torna-se necessario repetir
estas determinagdes, utilizando uma maior gama de temperaturas. Precisamente, uma das
dificuldades que apresenta este tipo de trabalhos ¢ a adequacdo das temperaturas utilizadas
em cada momento ao ritmo de aclimatacao e desaclimatacdo de cada populacdo, uma vez
que ndo dispomos de valores de referéncia. Adicionalmente, com este ensaio ndo se cobriu
o periodo critico do Outono, em que as primeiras geadas podem provocar importantes
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perdas se as plantas ainda nao estiverem suficientemente aclimatadas. Por estes motivos, ¢
necessario continuar com esta linha de trabalho.

Valores de LTg,em Dezenrbro

Temperatura (°C)

Figura 3 - Valores médios de LTs e intervalos de confianga a 95% obtidos em de Dezembro

Conclusoes

Embora os resultados obtidos at¢ ao momento sejam preliminares, parecem indicar que as
nove populagdes estudadas apresentam uma elevada tolerancia as baixas temperaturas no
inverno, com menores diferengas entre proveniéncias do que seria de esperar, tendo em
conta a variagdo existente quanto as suas condi¢des de origem. E especialmente notavel que
entre as populacdes com maior tolerancia nesta altura do ano se encontrem duas populagdes
do litoral da Catalunha e de Valéncia, zonas com temperaturas minimas bastante altas,
enquanto a proveniéncia mais susceptivel ¢ precisamente a da Serra do Teleno (Tabuyo),
que tem a temperatura minima mais baixa entre as estudadas.
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Ensaios Genéticos de Cryptomeria faponica nos Agores
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Resumo. A Cryptomeria japonica, é actualmente a espécie mais representativa da floresta de produgdo dos
Agores e o esteio da fileira florestal local. Foi introduzida na Ilha de S. Miguel, em meados do século XIX,
tendo-se expandido rapidamente por todo o territorio Agoriano, como consequéncia da excelente adaptagdo as
condig¢des locais, principalmente as de média altitude, e dos rapidos crescimentos que a espécie exibe.

O lugar proeminente que actualmente ocupa no sector florestal da Regido Autéonoma dos Agores e a
necessidade de uma utilizacdo mais racional e produtiva, motivaram que no ambito do Programa de
Melhoramento Florestal dos Agores fosse criada uma linha de accdo de melhoramento genético desta espécie,
com o objectivo de aumentar a produtividade e melhorar a sanidade dos seus povoamentos assim como
melhorar a qualidade da matéria prima produzida.

Em 2002, iniciou-se o estabelecimento de uma rede de ensaios genéticos com o objectivo de avaliar a
variabilidade da populagdo portuguesa, comparar o seu comportamento com o das proveniéncias da area de
origem e de regides em que € exoética e a existéncia de interacgdo genotipo x ambiente, através da avaliagdo da
sobrevivéncia e do crescimento.

Neste trabalho ¢ reunida a informacao recolhida nos ensaios de proveniéncias e de descendéncia e efectuada
uma avaliac¢ao da estabilidade temporal e espacial dos resultados obtidos nos primeiros anos.

Palavras-chave: Criptomeria japonica, ensaios de proveniéncias e de descendéncia

Lt
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Novas Perspectivas para o Melhoramento Genético do Eucalipto em Portugal

Gabriel Dehon Rezende, José Alexandre Araudjo e Serafim Tavares
RAIZ - Instituto de Investigacdo da Floresta e do Papel. Quinta de S. Francisco, Apartado 15,
3801-501 EIXO

Historial

O RAIZ assumiu em 1996 os programas de melhoramento genético do eucalipto (PMG) que
as empresas PORTUCEL e SOPORCEL tinham vindo a desenvolver desde cerca de 1986.
Ambos 0os PMG iniciaram-se pela constitui¢do de uma popula¢do de melhoramento a partir
da selec¢ao fenotipica de individuos com crescimento superior (arvores "plus") em
povoamentos comerciais. Esta estratégia, por se aplicar as matas dispersas por todo o Pais,
contribuiu para a constituicao de uma base genética bastante alargada.

As arvores "plus" forneceram sementes para a constituicdo de ensaios de familias de
polinizacdo aberta, que posteriormente foram complementados com a importagdo de
coleccdes de sementes australianas. Forneceram ainda enxertos para as primeiras
campanhas de cruzamentos controlados e, finalmente, apds o corte, a rebentacao de toiga
para as primeiras tentativas de propagacao vegetativa. Efectivamente, os dois PMG estavam
cientes de que a floresta clonal seria a que maior ganho iria possibilitar, tdo logo houvesse
materiais genéticos de qualidade superior. Assim, durante anos foram estudados varios
aspectos do processo de clonagem, como nutri¢ao e condugdo dos pés-mae, tipos de estacas
mais convenientes, substratos e fertilizagdes, uso de hormona de enraizamento, irrigacao e
demais medidas que favorecessem a sobrevivéncia e o enraizamento das estacas. A
multiplicagdo vegetativa das arvores "plus" permitiu também a instalagdo dos primeiros
ensaios clonais e de pequenas areas clonais piloto, durante 1992-1996.

Com a criagdo do RAIZ, em 1996, houve a unificagdo dos PMG da PORTUCEL e da
SOPORCEL. Vérios aspectos importantes foram desenvolvidos a partir de entdo, destacando-
-se:

- A decisdo de clonar, ainda na fase de sementeira em viveiro, as plantas resultantes dos
cruzamentos controlados, passando-se a instalar ensaios de campo com um novo tipo de
material genético, de qualidade média superior ao seleccionado inicialmente. Deste modo
também se assegurou que parte da populacdo de melhoramento era clonada permitindo, no
futuro, uma avaliagdo mais rigorosa do mérito individual, especialmente para variaveis de
baixa heritabilidade, como o crescimento e a sobrevivéncia.

- O uso de metodologias de analise estatistica sofisticadas e melhor adaptadas ao tipo de
programa em curso. Efectivamente a andlise tipo BLUP (Best Linear Unbiased Prediction)
foi adoptada e € hoje referida pela maioria dos programas bem sucedidos de melhoramento
animal e florestal. Seu principal beneficio é permitir a eficiente separagdo entre a
contribui¢do genética e a ambiental para o desempenho observado de cada clone.

- A implementagdo de uma estratégia do tipo "Rolling-front", que permite acelerar o
progresso genético do programa e cujos tragos gerais sao a possibilidade de agregacao das
etapas de avaliacdo, selec¢do, recombinagdo e recomendacdo de clones, em actividades
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anuais que incidem sobre uma populacao tnica. Deste modo cria-se uma rotina que permite
em cada ano realizar as diferentes tarefas, havendo varios ciclos de melhoramento que em
simultaneo se desenvolvem (um ciclo que se termina, com a recomendacao de clones para o
viveiro, e outro que se inicia, com a selec¢do de novos progenitores), o que facilita a gestdo
de meios humanos e a sua optimizagao.

- A inclusdo de caracteristicas da madeira, como densidade bésica e rendimento em pasta,
nos critérios de avaliacdo e selec¢do. Estas caracteristicas, combinadas com o volume
individual e com a sobrevivéncia, determinam a produtividade de pasta / ha / ano, cujo
incremento se traduz no objectivo maior do PMG do RAIZ.

O momento actual

Actualmente, o PMG do RAIZ gere uma rede de 143 ensaios que sdo, em certa propor¢ao,
dependendo da idade, anualmente medidos para as varidveis sobrevivéncia, altura,
diametro, densidade e rendimento em pasta, actualizando a base de dados do programa. Em
2008 a analise BLUP sobre esta base de dados envolveu 223.684 registos, permitindo a
avaliacdo genética de cerca de 45 mil individuos, entre materiais derivados das sementes de
polinizagdo aberta de raga portuguesa e australiana, e aqueles resultantes dos planos de
polinizacao controlada conduzidos pelas sucessivas geragdes de melhoramento.

Cada vez que a base de dados ¢ renovada e re-analisada estimam-se os méritos genéticos
dos individuos para cada uma das variaveis consideradas. Com estes méritos constroem-se
indices de selec¢do para produtividade de pasta / ha / ano, além de outros também
importantes, como o valor econémico associado a cada clone. Pode-se assim, de modo
transparente, ordenar todos os individuos geridos pelo PMG e definir quais deverdo ser
cruzados para a geragao do ciclo seguinte de melhoramento. Define-se ainda quais deverao
ser estudados com maior profundidade quanto a taxa de enraizamento e outros caracteres
complementares, ¢ finalmente, quais deverdao ser recomendados para produgdao em larga
escala nos Viveiros Alianca (VA), visando o fornecimento das plantas clonais para o gPS e
para outros produtores privados.

Esta actividade constante de criagdo, avaliacdo, selec¢do e recomendacdo de novos
materiais genéticos resulta na renovagao periodica do portfolio de clones presentes nos VA,
de forma que aqueles mais antigos sdo gradualmente substituidos por outros de maior valor
genético. Cada clone transferido para os VA deve, para além de possuir valores altos dos
indices de seleccdo atrés referidos, apresentar uma taxa de enraizamento que torna viavel a
sua producao em larga escala. Efectivamente o custo final da planta clonal esta relacionado
com a sua aptiddo para enraizar na medida que uma grande componente diz respeito a mao-
de-obra sempre gasta, quer a estaca venha a enraizar ou ndo. Considera-se que taxas de 60%
sdo razoaveis para esta actividade, embora que se desejem sempre superiores.

Alguns dos materiais multiplicados nos VA podem ter alocacdo especifica para
determinadas condi¢des edafo-climaticas (por exemplo, regides com pronunciado deficit
hidrico ou com maior probabilidade de ocorréncia de uma determinada doenga), embora via
de regra ndo se verifiquem efeitos significativos da interaccdo "genotipos x ambientes" ao
longo do tempo, ou seja, via de regra nao ha alteracdo expressiva na classificagdo dos
clones de uma regido para outra. Como a préatica realizada pelo gPS nas suas floresta¢des
(proprias e arrendadas) consiste numa identificagdo, em cada propriedade, de zonas edafo-
climaticas homogéneas através da interpretacdo cruzada da aptidio dos solos e das
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circunstancias climaticas que ai se verificam, ¢ possivel escolher os clones mais aptos em
fun¢do da alocagdo indicada pelo PMG, aquando da elaboragdo do projecto florestal.
Actualmente os VA produzem plantas de 5 clones de E. globulus com elevado potencial de
crescimento para as diferentes regides do pais. Estes materiais estdo disponiveis para uso
pelo gPS e por produtores privados independentes, apresentando ganhos em relacdo aos
plantios seminais ndo melhorados da ordem de 15 a 25%, consoante as condi¢des edafo-
climaticas e a adequacao das praticas silvicolas implementadas.

Perspectivas e desafios futuros

Nao obstante os avangos conseguidos pelo PMG do RAIZ, torna-se relevante, diante do
cenario global de necessidade crescente de produtos de pasta e papel, aumentar a
competitividade da cadeia florestal através do desenvolvimento de clones de eucalipto ainda
mais produtivos e com melhor qualidade da madeira. Neste ambito, colocam-se algumas
oportunidades interessantes, actualmente em curso de investigagdo no RAIZ:

- O desenvolvimento de clones hibridos entre E. globulus e eucaliptos tropicais, visando a
combinagdo da 6ptima qualidade da madeira do primeiro e o rapido crescimento de outras
espécies do género.

- A preparagdo para as eventuais mudancas climaticas a incidir sobre o Pais, através da
avaliacdo e seleccdo de clones mais adaptados a condic¢des de elevado stress hidrico, frio ou
calor, bem como tolerantes as novas pragas e doengas.

- A disponibilizacdo de clones de E. globulus ou hibridos com elevada aptiddo para
produgdo de biomassa para geragdo de energia renovavel.

- O uso crescente da biotecnologia em apoio ao PMG, seja através da certificagdo da
identidade clonal nos viveiros e ensaios de campo, ou da orientacdo de cruzamentos
envolvendo individuos complementares do ponto de vista molecular, ou do aprendizado
sobre o potencial da transformagdo genética (especialmente para caracteres qualitativos,
como tolerdncia a determinadas doengas), ou do desenvolvimento da micro-propagagao via
cultura de tecidos.

- A aplicagdo de ferramentas complementares que permitam aumentar a eficiéncia do PMG,
tais como o uso de indugdo de florescimento e seleccao precoce visando ciclos de
melhoramento mais curtos, ou o uso de metodologias rapidas, baratas e ndo destrutivas de
avaliacdo da qualidade da madeira, ou ainda a ampliagdo do conhecimento sobre o controlo
genético das caracteristicas de interesse econdomico com subsequente melhoria nas
estimativas de mérito genético dos clones.
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Estratificar para Estimular a Germinag3o de Sementes Florestais —
Tempos de Tratamento e Regime de Temperatura

Goreti Pinto
Autoridade Florestal Nacional. DRFN. UGFT-CENASEF. Amarante, Parque Florestal,
4600-250 AMARANTE.

Resumo. Para assegurar a sobrevivéncia da espécie, muitas arvores florestais foram desenvolvendo, ao longo
do tempo, mecanismos que lhe permitiam suportar condi¢des climatéricas adversas, num estado de laténcia
mais ou menos prolongado, para mais tarde eclodirem em seguranga, quando as condigdes favoraveis
voltassem a vigorar. E este o fenomeno designado por dorméncia da semente, e que, actualmente, se pretende
contrariar, neste tempo apressado em que vivemos.

Existem diversos tipos de dorméncia e formas diversas de quebra-la ou de estimular o processo de
germinacdo, embora haja muitos factores que podem interferir no processo, ¢ nem sempre faceis de avaliar,
como por exemplo o estado de maturagdo da semente, a data de colheita ou as condi¢cdes de armazenamento
até a realizag¢do da sementeira.

Tendo como ponto de partida a pesquisa bibliografica e como complemento as praticas experimentais do
CENASEF (Centro Nacional de Sementes Florestais), propomos tempos de tratamento e regime de temperatura
para utilizar na estratificagdo de algumas espécies florestais, a fim de quebrar a dorméncia ou estimular o
processo de germinagdo da semente.

Consideramos que a estratificacdo ¢ um método mais pratico para utilizagdo em viveiro, do que, por exemplo,
o recurso a acidos, mais aconselhado para utilizacdo em laboratério, para investigacao.

Lt

Introducéo

Para as pessoas que gostam de observar o despertar do mundo vegetal, basta colocar uma
semente num vaso, regar ¢ aguardar pacientemente, até ver surgir do solo os primeiros
sinais de vida de um ser fragil, que pode vir a tornar-se um gigante no futuro. Falamos de
arvores florestais. No entanto, para as pessoas cuja producao de plantas ¢ uma actividade
econdmica, ndo ¢ possivel, simplesmente, esperar com paciéncia que as sementes
germinem. E imperioso acelerar o processo. Ha espécies cuja semente germina em menos
de um més, mas hé outras que podem levar um, dois, ou mesmo trés anos a germinar.
HARTMANN et al., 1990, definiram o fenémeno da dorméncia, como sendo "uma suspensao
temporaria do crescimento evidente de qualquer estrutura de uma planta que contenha um
meristema", ou seja, trata-se de um periodo na vida de um organismo em que o crescimento
para e as actividades metabolicas sao reduzidas ao minimo, como reac¢do a factores
fisioldgicos e a factores ambientais. Este fendmeno pode ajudar os organismos a sobreviver
em periodos de escassez de alimentos ou agua, ou quando estd demasiado frio. Quando a
germinagdo ocorre imediatamente apds a semente ter sido exposta a condi¢cdes ambientais
favoraveis, diz-se quiescente (HARTMANN ef al., 1990).
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Para a germinagdo acontecer, em sementes totalmente dormentes, estas devem passar por
mudangas fisicas e/ou fisiologicas. A queda das sementes, em condi¢des naturais, expde-nas
aos estimulos ambientais que induzem a quebra de dorméncia. Contudo, isto acontece de
um modo ndo controlado e por isso a germinagdo pode acontecer apds semanas, meses ou
mesmo anos. Tratamentos eficazes que proporcionem condigdes Optimas para a quebra de
dorméncia, podem reduzir grandemente esta variacdo natural (FINCH-SAVAGE, 2001).
Existe uma grande percentagem de espécies florestais cujas sementes apresentam
dorméncias profundas. H4 diferentes tipos ou combinagdes de dorméncias, mas a
embrionaria ¢ a mais comum em arvores das zonas de clima temperado. A dorméncia
embriondria pode ser quebrada durante o tratamento a baixa temperatura e com um teor
elevado de humidade. Este processo de estratificacdo a frio tem sido usado desde ha
centenas de anos, mas ndo ¢ linear a sua aplica¢do. O tempo necessario para refrigeracdo ¢
diferente de um ano para outro, depende da espécie, e varia também entre lotes de semente
da mesma espécie. No caso particular da semente de azevinho (llex aquifolium), por
exemplo, ¢ extremamente dificil fazé-la germinar rapidamente, devido ao seu tegumento
impermedvel e a imaturidade caracteristica do embrido.

Métodos Experimentais

Tendo por base a pesquisa bibliografica e as pratica de viveiro utilizadas ao longo do
tempo, foram sendo testados no CENASEF, nos ultimos anos, diferentes tempos de
estratificacio a frio (aproximadamente 2°C), a quente (aproximadamente 20°C) e
combinagdes de ambos, que permitiram apurar procedimentos que poderdo ser utilizados
com alguma regularidade.

A semente deve ser embebida em agua durante 24 a 48 horas, para ficar bem hidratada,
misturada com um substrato para proporcionar suporte a plantula, e humedecida a mistura,
sem provocar encharcamento. O substrato pode ser constituido por areia e vermiculite (para
uma libertagdo lenta da humidade), em partes iguais, ¢ o seu volume deve ser apenas o
necessario para envolver toda a semente. Durante a estratificacio a mistura deve ser
monitorizada regularmente (uma vez por semana), revolvida para promover o seu
arejamento, ¢ humedecida sempre que necessario. Se se verificar a emissao da radicula em
algumas sementes, bastante tempo antes do término do tratamento, essas sementes deverdo
ser retiradas e colocadas no substrato final, para que ndo sejam danificadas na operagao de
arejamento da mistura.

As sementes do género Pinus ndo apresentam, normalmente, grandes dorméncias. Basta a
sua conservacao no frio (aproximadamente 2°C), por um periodo minimo de trés meses,
sem hidratacao prévia e sem adicao de substrato, para que a germinagao ocorra rapidamente
e numa percentagem elevada.

No caso particular de Pinus pinaster, que pode ser conservada por varios anos, a 12°C, sem
perda significativa de viabilidade, pode promover-se uma germinagdo mais homogénea da
semente, mergulhando-a em agua a 80°C por breves segundos, e colocando-a de seguida em
agua fria, durante 24 horas. Apds esta operacdo deve ser espalhada para secar a sua
superficie e depois conservada no frio (2°C) durante um més, devendo a sementeira ser
realizada de seguida.
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Resultados e obtidos

No que respeita a espécies do género Tilia, e para as espécies Sorbus aucuparia, Taxus
baccata e Juniperus oxyxedrus, nao foi possivel ainda obter bons resultados no que respeita
a percentagem de germinagao, num espacgo de tempo curto (inferior a 3 meses).
Relativamente a Ilex aquifolium, os resultados obtidos com e sem estratificagdo sdo
idénticos (normalmente a germinacdo ocorre apenas apos um ano de sementeira, com
excepcao de uma percentagem minima — menos de 5%), pelo que acreditamos ser preferivel
ndo fazer qualquer tratamento a semente, evitando despesas e trabalho desnecessarios.
Apresentam-se, no Quadro 1, os resultados obtidos para alguns ensaios realizados para
diferentes espécies, nos ultimos anos.

Figura 1 - Plantulas de Acer pseudoplatanus Figura 2 - Plantulas de Fagus sylvatica

Figura 3 - Plantulas de Juglans regia Figura 4 - Plantulas de Prunus lusitanica
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Quadro 1 - Resultados de germinagdo obtidos no CENASEF, para alguns lotes de semente, ap0s estratificagdo

Germinagéo (%)

Lote 3 4* 5t 6* 7 12*
Espécie n° Proveniéncia Tratamento N°sem | Sementeira | semana | semana | semana | semana | semana | semana
Celtis australis 35/05 | Marco Canavezes Estratifica¢do a frio durante 8 semanas 100 04-04-2007 86
Celtis australis 35/05 | Marco Canavezes Testemunha / sem tratamento 100 04-04-2007 2
Celtis australis 78/06 | Amarante Estratifica¢do a frio durante 8 semanas 100 04-04-2007 90
Celtis australis 78/06 | Amarante Testemunha / sem tratamento 100 04-04-2007 0
Laurus nobilis 70/06 | Coimbra Estratificacdo a frio durante 8 semanas 100 04-04-2007 9 35 41 46 51
Laurus nobilis 70/06 | Coimbra Testemunha / sem tratamento 100 04-04-2007 0 0 11 27 37
Arbutus unedo 42/04 | Vila Pouca Aguiar Estratificagdo a frio durante 8 semanas 100 04-04-2007 42 80 80 80 82
Arbutus unedo 42/04 | Vila Pouca Aguiar Testemunha / sem tratamento 100 04-04-2007 0 0 5 9 10
Fraxinus angustifolia) 67/06 | Braganga Estratificagdo a frio durante 12 semanas 100 01-03-2007 70 100
Fraxinus angustifolia) 67/06 | Braganga Testemunha / sem tratamento 100 01-03-2007 0 27 44 48 49
Arbutus unedo 57/06 | Mondim Basto Estratificacdo a frio durante 8 semanas 100 09-03-2007 86 89 91
Arbutus unedo 57/06 | Mondim Basto Testemunha / sem tratamento 100 09-03-2007 0 1 14 28 30
Prunus lusitanica 46/07 | Vila Real Estratificagdo a frio durante 12 semanas 100 12-02-2008 94 95
Prunus lusitanica 46/07 | Vila Real Testemunha / sem tratamento 100 12-02-2008 0 0 0 0 0
Abies alba 41/07 | Braganga Estratificacdo a frio durante 8 semanas 100 04-03-2008 48 75 80 84 86
Abies alba 41/07 | Braganga Testemunha / sem tratamento 100 04-03-2008 4 12 24 42 62
Crataegus monogyna| 45/04 | Vila Real Ftratificagdo & g;‘::t: durante 14 semanas, seguida | 100 | 04-07-2008 8 40 41
Crataegus monogyna| 45/04 | Vila Real Testemunha / sem tratamento 100 04-07-2008 0 0 0 0 0
Prunus avium 18/06 | Macedo Cavaleiros ES“g;‘*;‘Scézi‘%ia‘l‘;f)“;efg‘:gztrz 2 semanas, Seguida | 199 | 12122007 45 72 77 87 93
Prunus avium 18/06 | Macedo Cavaleiros Testemunha / sem tratamento 100 12-12-2007 0 0 0 0 0
Sorbus latifolia 41/08 | Guarda Estratificacdo a frio durante 8 semanas 100 03-02-2009 92 95
Sorbus latifolia 41/08 | Guarda Testemunha / sem tratamento 100 03-02-2009 0 0 0 0 0
Prunus laurocerasus| 19/08 | Vila Real Emztéfg;‘r‘?:t‘i’ﬁacgzggt: durante 2 semanas, seguida | 1o | 19.022009 | 0 29 44 57 60
Prunus laurocerasus | 19/08 | Vila Real Testemunha / sem tratamento 100 19-02-2009 0 0 0 0 0
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Os tempos de estratificagdo e o regime de temperatura aconselhados para estimular a
germinacdo da semente, para as espécies com que habitualmente trabalhamos, estdo
indicados no Quadro 2.

"A frio" —2°C
"A quente" - 20°C

Quadro 2 — Tratamento pré-germinativo recomendado para semente de algumas espécies florestais

Espécie

Tempo de estratificacdo e regime de temperatura

Abies alba

Acer negundo

Acer pseudoplatanus
Aesculus hippocastanum
Arbutus unedo
Berberis sp.
Castanea sativa
Cedrus atlantica
Celtis australis
Cercis siliquastrum
Corylus avellana
Cotoneaster sp.
Crataegus monogyna
Cupressus lusitanica
Fagus sylvatica
Fraxinus angustifolia
Ginkgo biloba
Juglans sp.
Juniperus sp.

Laurus nobilis
Ligustrum sp.
Liriodendron tulipifera
Magnolia sp.

Olea europaea
Pistacia sp.
Pittosporum sp.
Platanus sp.

Prunus avium
Prunus laurocerasus
Prunus lusitanica
Prunus mahaleb
Pyracantha sp.
Quercus sp.

Sorbus aucuparia
Taxodium distichum
Taxus baccata

Tilia sp.

Ulmus sp.

8 semanas a frio

2 semanas a frio

12 semanas a frio

12 semanas a frio

8 semanas a frio

3 semanas a frio

12 semanas a frio

4 semanas a frio

8 semanas a frio

Imersdo em agua a 82 °C, até arrefecer

12 semanas a frio

12 semanas a quente seguidas de 12 semanas a frio

12 semanas a quente seguidas de 20 semanas a frio

4 semanas a frio

12 semanas a frio

8 semanas a frio

10 semanas a quente seguidas de 14 semanas a frio

12 semanas a frio

8 semanas a quente seguidas de 16 semanas a frio

8 semanas a frio

8 a 12 semanas a frio

8 semanas a frio

12 semanas a frio

8 semanas a frio

10 semanas a frio

Mergulhar alguns segundos em 4gua a ferver

8 semanas a frio

2 semanas a frio, seguidas de 15 semanas a quente

2 semanas a quente seguidas de 9 semanas a frio

12 semanas a frio

Demolhar 3 dias ¢ estratificar 11 semanas a frio

12 semanas a frio

12 semanas a frio

8 semanas a frio

8 semanas a frio

12 semanas a quente seguidas de 16 semanas a frio

16 semanas a quente seguidas de 16 semanas a frio

8 semanas a frio
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Considerac0es Finais

As sementes, como seres vivos que sdo, t€m comportamentos muito diversos como resposta
aos estimulos fisiologicos e ambientais. No que diz respeito ao teor de humidade de
conservagao, as sementes recalcitrantes (como por exemplo as de Quercineas, Castanea sp.,
Juglans sp., etc.) ndo sobrevivem a teores de humidade muito baixos e, por isso, tém de ser
armazenadas humidas (30 a 40%), o que implica um tempo de conservacao relativamente
curto (inferior a um ano). As sementes ortodoxas (como por exemplo as de coniferas)
suportam teores de humidade relativamente baixos (inferiores a 8%) e podem conservar-se
por varios anos, sem perda significativa de viabilidade.

Existe, assim, alguma dificuldade na conciliacdo destes dois factores: por um lado ¢
importante conservar a semente para anos de fraca produ¢do e, por outro, ¢ necessario
fornecer semente em condi¢des de germinagdo rapida, de modo a responder as necessidades
de producdo de plantas, em tempo tutil. Um teor de humidade baixo e baixas temperaturas
podem permitir conservar a semente por longos periodos, mas, em simultineo, podem
induzir dorméncias na semente (em conjugacdo com as caracteristicas bioldgicas de cada
espécie), precisamente para possibilitar essa conservagao.

As dificuldades existentes para quebrar a dorméncia de sementes, prendem-se
fundamentalmente, como pode observar-se no Quadro 2, com os longos periodos de tempo
necessarios para a realizacdo dos tratamentos e com a heterogeneidade existente entre
diversos lotes de semente ou mesmo dentro do proprio lote, para cada espécie.

As orientagdes agora fornecidas pretendem ser apenas uma base de trabalho para os
produtores de plantas, dado que, atendendo a matéria-prima com que se trabalha, ndo ha
"receitas" nem regras rigidas para quebrar a dorméncia das sementes florestais. Cada
obreiro encontrara o método mais adequado aos resultados que pretende obter.
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Resumo. O castanheiro tem uma importancia historico-cultural como talvez nenhuma outra espécie florestal
do nosso pais. Desde o Paleolitico que o castanheiro acompanha o Homem e tem para ele uma importancia
crucial. Por isso ¢ necessério fazer algo que contribua para a sua preservagdo. E do conhecimento geral que as
principais causas do desaparecimento de muitos exemplares e até de povoamentos inteiros sdo devidos as mas
praticas agricolas, mas principalmente por causa das doengas, nomeadamente, o cancro do castanheiro ¢ a
tinta do castanheiro. A enxertia pode vir a contribuir em muito para a preservagdo do castanheiro. Com a
realizagdo deste trabalho pretendemos obter arvores vidveis e com frutificacdo através da enxertia do
castanheiro (Castanea sativa) em carvalho (Quercus robur). Este trabalho foi realizado no concelho de Viseu
de 2006 a 2008 e utilizamos a enxertia inglesa. Relativamente aos resultados deste trabalho obtivemos uma
taxa de sucesso dos enxertos de 80% em 2006 e 2007 e de 100% em 2008. O maior comprimento verificou-se
nas plantas enxertadas no ano 2007. A altura da enxertia ndo foi influenciada significativamente pelo ano de
realizagdo da enxertia. Quanto ao desenvolvimento dos estados fenoldgicos verificamos que os enxertos
apresentavam um bom desenvolvimento ¢ logo no primeiro ano registaram floracdo ¢ alguns deles
frutificaram. Como trabalho futuro pretendemos acompanhar estas plantas ao longo dos proximos anos a fim
de observarmos quer o desenvolvimento fisioldgico quer a qualidade dos frutos que irdo produzir.
Palavras-chave: Castanea sativa, Quercus robur, enxertia, taxa de sucesso, enxerto, porta-enxerto

Lt

Introducgéo

No periodo de 1980 a 2006, a area de castanheiros tem vindo a aumentar em Portugal,
sobretudo na regido de Tras-os-Montes. De facto, a diminui¢cdo da producdo europeia
baseada na cultura de montanha, com o consequente aumento da valorizacdo nos mercados
internacionais, os incentivos a plantagdo no ambito de programas comunitarios € as
condi¢des edafo-climaticas favoraveis, constituem alguns dos factores que estdo na origem
desta evolugdo. Entre os anos extremos da série, a area de soutos no pais aumentou mais de
16 mil hectares, passando de 13 683 ha para 30 253 ha. A produgdo ainda ndo reflecte este
aumento de area, pois as novas plantagdes efectuadas, sobretudo na década de 90, ainda nao
se encontram em plena producao (INE, 2007).

Dos 30 mil hectares, que constituem a area de castanheiros no Continente, apenas 0,5%,
correspondem a area com produgdo comercializada e certificada como DOP. Devido as
crescentes exigéncias do mercado em produtos de elevada qualidade, e para a preservacao
do patrimonio genético nacional, foram criadas regides demarcadas com Denominagdo de
Origem Protegida para a valorizagdo das variedades de castanha regionais: Castanha da
Terra Fria, Castanha da Padrela, Castanha dos Soutos da Lapa e Castanha do Marvao
(COSTA et al., 2008).
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O castanheiro tem sido uma espécie muito importante na economia das populagcdes rurais,
por ter dupla aptiddo: frutos e madeira. Continua a ser uma excelente opg¢ao cultural em
muitas regides do pais, possuindo as variedades portuguesas qualidades reconhecidas no
mercado internacional. A producdo média ¢ de cerca de 1ton/ha, existindo potencial para
aumentar para 3 ton/ha (DGRF, 2006).

As doengas mais importantes que afectam o castanheiro sdo originadas por fungos (doengas
criptogamicas). Alguns destes fungos afectam a parte viva da planta, nomeadamente o
sistema radicular, que a debilitam e podem levar a morte (doenca da tinta), enquanto outros
afectam a madeira provocando-lhe podriddes, que actuam mais lentamente mas que quase
sempre levam também a sua morte (cancro do castanheiro) (SERRANO, 2003).

Material e Métodos

O ensaio decorreu numa exploragdo do Distrito de Viseu de 2006 a 2008. De acordo com a
classificagdo de Thornthwaite o clima do Distrito varia essencialmente entre o tipo A
(Super Himido) e o tipo B4 (Muito Hiimido), sendo classificado de clima mediterraneo
com estacdo seca bem demarcada pela classificacdo de Koppen (ABREU et al., 2004).

Para os porta-enxertos utilizamos plantas de Quercus robur, e os garfos foram retirados de
uma arvore sa de Castanea sativa. O material que foi utilizado na enxertia foi desinfectado,
a fim de evitar transmissdes de doencas. O ensaio tinha dez repeticdes de uma planta. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados. As enxertias foram
iniciadas com um corte o mais plano possivel na arvore que vai servir de porta-enxerto. Em
seguida realizamos a preparacao dos cortes em bisel no cavalo e depois relativamente com o
mesmo comprimento no garfo. Depois realizou-se uma fenda vertical (lingueta) no ter¢o
inferior do corte mais ou menos até a altura do seu inicio. No cavalo, o corte correspondente
¢ posicionado no ter¢o superior, ambos os cortes foram feitos com muito cuidado para nao
separar a casca do cambio. Em seguida, o garfo foi inserido no cavalo de forma que as
linguetas se entrosem, criando-se, dessa forma, uma ligeira curvatura para facilitar a
insercao do garfo. Para que esta curvatura ndo dificulte o contacto intimo dos cambios, os
cortes foram sempre feitos um pouco mais longos do que o necessario. A ligacao do enxerto
foi facil uma vez que as duas pecas estdo bastante unidas pelas forcas mecanicas activas
nesta drea, devido as linguetas. Através deste processo consegue-se que uma grande area de
zonas cambiais fique em contacto que a unido seja fortalecida mecanicamente através dos
cortes em lingueta. Posteriormente isolou-se o ponto da enxertia com uma fita auto-adesiva,
para evitar perdas de humidade e libertagcdo de seiva (choro), tanto do cavalo, como do
garfo. Por fim com a ajuda de um pincel, colocou-se um pouco de cera cicatrizante na
extremidade do garfo, a fim de evitar a sua dissecagao.

Mensalmente foi feito o registo da espessura dos rebentos, altura da arvore e o
acompanhamento dos estados fenologicos através de uma escala de 1 a 8 a que 1 -
corresponde Olho dormente; 2 — Abrolhamento; 3 - Rebentos de 0 a Scm; 4 - Rebentos de 5
a 10cm; 5 — Rebentos de 10 a 30cm; 6 - Rebentos com mais de 30cm; 7 - Floracdo ¢ 8 —
Frutificagao.
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Resultados e Discussao

Relativamente aos enxertos realizados no ano de 2006 todos rebentaram e pareciam ser
viaveis, e desses 20% nao rebentaram em 2007. Em 2007 também nao rebentaram 20% dos
enxertos. No ano de 2008 rebentaram todos os enxertos realizados.

Em 2008 a espessura média dos enxertos variou entre 3,3cm e 0,99 cm para as enxertias
realizadas em 2006 e 2008 respectivamente. A altura média das plantas era de 180 cm para
as plantas enxertadas em 2006, 283 cm para as de 2007 e de 84 cm. Relativamente aos
estados fenologicos verificdmos que 40% das plantas enxertadas em 2006 apresentaram
frutificagdo, ¢ das enxertadas em 2008 frutificaram 28%.

Conclusodes

Com este trabalho verificamos que nos anos de 2006 e 2007 obtivemos uma taxa de sucesso
de 80% e em 2008 de 100%. Ao longos dos 3 anos as plantas evoluiram progressivamente
face a normalidade do crescimento do casatnheiro. Relativamente aos estados fenologicos
praticamente todos os enxertos tiveram um bom desenvolvimento e logo no primeiro ano
registaram floragdo e alguns deles frutificaram.

Como trabalho futuro pretendemos acompanhar estas plantas ao longo dos proximos anos a
fim de observarmos quer o desenvolvimento fisiologico quer a qualidade dos frutos que irdo
produzir.
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