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Apresentacao

Este livro é resultado da parceria da Engie Brasil Energia com a Embrapa Florestas. O compromisso
das empresas com a inovagdo e sustentabilidade motivou o desenvolvimento de um projeto de pesquisa
pautado na integracao de praticas de campo com tecnologias geradas no meio cientifico. Assim, os métodos
propostos nesta obra almejam ser eficazes, sustentaveis e aplicaveis em diferentes contextos académicos e
ambientais, em prol do desenvolvimento da sociedade.

As informagdes apresentadas contemplam métodos consolidados e exploram recentes inovagdes para
a coleta, beneficiamento e conservagio de sementes, pdlen, cambio e baguetas de araucdria. Cada capitulo
foi cuidadosamente elaborado para oferecer um guia abrangente e pratico para estudantes, pesquisadores e
outros profissionais, integrando conhecimentos adquiridos na vivéncia de campo com tecnologias valida-
das cientificamente. O contetido deste trabalho enriquece o entendimento teérico e inspira novas aborda-
gens para os desafios futuros na conservagao e manejo de Araucaria angustifolia.

Além de seu valor cientifico, o livro oferece exemplos que ilustram a aplicagdo pratica das técnicas
em diversos cenarios de pesquisa. Neste contexto, a colaboragdo entre instituicdes de pesquisa e empresas
privadas tem demonstrado um compromisso de ambas as partes com a sustentabilidade e a preservagdo de
recursos genéticos vegetais, inspirando futuras geragdes a continuar avangando nesse campo crucial para
garantir a biodiversidade dos ecossistemas.

Deste modo, o tema abordado neste livro esta alinhado as metas dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS), estabelecidos pela Agenda 2030 da Organizagao das Na¢des Unidas (ONU), em especial
dos ODS 12 e 15, por apresentar técnicas importantes para estudos direcionados ao entendimento e a
gestdo sustentavel deste importante recurso florestal.

Que este trabalho seja uma fonte de conhecimento e um catalisador para avangos significativos na
ciéncia da conservagdo genética e manejo da araucaria e de outras espécies da flora brasileira, beneficiando
as geragdes presentes e futuras.

Marcelo Francia Arco Verde

Chefe-Geral Interino da Embrapa Florestas



Prefacio

Este trabalho decorre do esforgo conjunto para o avango do entendimento e da pratica na conservagao
e manejo dos recursos genéticos da araucaria, espécie emblematica da Floresta Ombrdfila Mista, pertencente
ao bioma Mata Atlantica, especialmente na regido Sul do Brasil.

Ao longo das ultimas décadas, a amostragem de sementes tem sido fundamental para a propagagido de
plantas destinadas a restauragdo de areas ambientais de alto valor de conservagao. Além disso, as amostragens
de pdlen, cambio e baguetas tém se mostrado igualmente essenciais para estudos cientificos abrangentes e
precisos, especialmente no que diz respeito a conservagao e ao melhoramento genético de espécies arboreas.
O foco esta na manutengdo e/ou aumento da biodiversidade e adaptabilidade das espécies, considerando
especialmente as mudangas climaticas em curso no nosso planeta.

Para contribuir com a preservagao de Araucaria angustifolia, o livro contou com a participagao de
especialistas de diversas dreas que apresentam desde os fundamentos tedricos até as aplicagdes praticas mais
atualizadas. O capitulo 1 detalha métodos essenciais de coleta de sementes, visando a produgdo de mudas
de alta qualidade para plantios destinados a restauracdo de areas ambientais e a conservagdo genética da
araucdria. No capitulo 2, sdo discutidos procedimentos de coleta de pdlen, essencial para os programas
de melhoramento genético da espécie. O capitulo 3 explora técnicas alternativas e inovadoras para a
amostragem de cambio, material biologico utilizado em estudos de caracterizagdo genética de populagdes
naturais de diversas espécies de arvores. Por fim, o capitulo 4 apresenta métodos de amostragem de baguetas
utilizados nos estudos de dendrocronologia, para melhor entendimento do crescimento e da adaptagao da
araucdria ao longo do tempo.

Espera-se que esta obra seja um guia indispensavel para pesquisadores, estudantes e profissionais que
se dedicam a ecologia, silvicultura, producao de mudas, melhoramento e conservagao genética de Araucaria
angustifolia, contribuindo para a promogao de praticas ambientais cada vez mais eficientes e responsaveis.

Sérgio Ricardo Silva

Editor técnico



Este livro é dedicado a todos os pesquisadores,
cientistas e professores do Brasil envolvidos
com a conservagdo de Araucaria angustifolia.
E também a todos os agricultores e silvicultores
que cuidam das florestas, sabendo conciliar
a produciao de alimentos e madeira com a
conserva¢do do meio ambiente.
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Capitulo 1

Método de coleta de sementes de Araucaria
angustifolia para producao de mudas e
plantios destinados a conservacao genética

Sérgio Ricardo Silva
Valderés Aparecida de Sousa
Ananda Virginia de Aguiar




Introducao

Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze, espécie popularmente conhecida como pinheiro-do-parand ou sim-
plesmente araucdria, presta importantes servicos ecossistémicos de alto valor ambiental e economico (Garcia; Parron,
2021). Sua madeira possui varias aplica¢cdes nas induastrias madeireira e moveleira, sendo utilizada na construgao civil
e na fabricagdo de instrumentos musicais e utensilios domésticos. As sementes da araucaria, ou pinhdes, estdo acon-
dicionadas dentro da pinha ou cone, que é o estrébilo feminino da espécie (Figura 1). Os pinhées sdao um produto
florestal ndo madeireiro amplamente utilizado na culindria, particularmente na regido Sul do Brasil, além de serem
fonte de alimento para diversas espécies da fauna silvestre presente na Floresta Ombrofila Mista (FOM), pertencente
ao bioma Mata Atlantica. As arvores da espécie desempenham importantes fungoes ecolégicas na FOM, contribuin-
do para a conservagao do solo e da agua, além de proporcionar abrigo para a fauna e outros organismos. Além disso,
a araucaria apresenta alta relevancia paisagistica devido a singularidade e exuberancia de seu formato, contribuindo
para a beleza cénica de paisagens rurais e urbanas.

Figura 1. Pinha (A) e sementes (B) de Araucaria angustifolia coletadas em area nativa da Floresta Ombrofila Mista em Castro, PR.

Nio obstante o relevante valor ambiental e econdmico da araucaria, a espécie foi submetida a um intenso
processo de exploragdo e extrativismo, principalmente no século XX, o que resultou em grande declinio de sua popu-
lagdo original, levando a sua inclusdo na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameagadas de Extingdo, sendo
classificada como “em perigo” (Brasil, 2014). Desde entao, a conservagao genética da espécie tem ocupado lugar de
destaque na pauta de varias entidades do setor publico e da sociedade civil, abrangendo ambientalistas, cientistas,
agricultores e diversas organizagdes, sendo parte de politicas publicas estaduais e federais (Ganem, 2011).

A conservagao genética da araucaria baseia-se em técnicas fundamentadas em bases cientificas, de modo a
promover a manuten¢do permanente da diversidade e variabilidade do germoplasma em condigées especificas. Ha
duas estratégias principais utilizadas para esse tipo de conserva¢ao denominadas in situ e ex situ, que nao sao exclu-
dentes, e sim complementares, sendo amplamente utilizadas para espécies ameagadas de extin¢do (Kageyama et al.,
2001; Costa; Bajgielman, 2016; Sousa et al., 2021). No processo de conservacao in situ, a espécie permanece em seu
habitat natural, de modo que a evolugdo natural ocorra de forma continua a partir da diversidade genética disponivel.
Assim, as populagdes in situ contribuem para a geragdo de novos genes e combinagdes alélicas (gendtipos), o que
resulta em melhor resposta as mudangas ambientais e no estabelecimento de resisténcia a novos patégenos, pragas
e doengas que surgirem. Por outro lado, a conservagao ex situ considera a manutengao dos genes e alelos em con-
digdes artificiais e/ou controladas (e.g., cAmara fria, criopreservagao e banco ativo de germoplasma), externamente

Fotos : André Kasczeszen
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ao habitat natural, utilizando cole¢des de polen, sementes, cultura de tecidos, embrides zigdticos ou mesmo de plantas
cultivadas em campo experimental (Paiva; Valois, 2001; Steiner et al., 2020; Sousa et al., 2021). Assim, estes materiais
mantidos em condi¢des mais controladas, apds serem caracterizados e documentados, podem ser utilizados em progra-
mas de melhoramento genético para diversas finalidades. Além disso, a manutengao de populagdes ex situ servem como
“estoque” de individuos (pool génico) para possiveis reintrodugdes e ampliagao do tamanho de populagdes nativas.

Nesse contexto, as sementes coletadas em florestas naturais ocupam papel de destaque como insumo-chave
para producao de mudas de araucaria, que podem ser utilizadas em projetos de restauragdo e/ou recomposi¢ao de
areas desflorestadas, tais como: Areas de Preservagio Permanente (APP), Reserva Legal (RL) e Unidades de Conser-
vagao (UC). Essas areas sdo importantes na promogao de servigos ambientais e ecossistémicos de modo permanente
e sustentavel, combinados com a conservagdo da espécie.

A coleta de sementes em arvores de araucdria demanda o dominio de diversas areas de conhecimento, in-
cluindo procedimentos para amostragem das matrizes, caracterizagao fenologica das pinhas, técnicas de escalada de
arvores, beneficiamento e armazenamento de sementes, dentre outras. No entanto, as informacoes disponiveis, seja
na literatura ou na forma de conhecimento tradicional em posse de povos indigenas e comunidades locais, ainda
estdo dispersas e fragmentadas. Assim, ha uma demanda por um documento que sintetize de forma estruturada os
métodos existentes, como subsidio para que a coleta de sementes seja bem-sucedida.

O objetivo deste trabalho é colaborar no atendimento desta demanda, por meio de um manual prético e aces-
sivel a todos aqueles envolvidos na conservagao genética desta importante espécie florestal.

Legislagao sobre coleta de sementes de espécies nativas

Hé uma legisla¢ao federal que contempla a coleta, produ¢ao e comercializagdo de sementes de espécies nativas,
que é regulamentada pela Instru¢do Normativa (IN) n° 17, de 26 de abril de 2017 (Brasil, 2017). Deste modo, antes
de iniciar a coleta de sementes de araucdria é preciso conhecer os procedimentos legais para realizar esta atividade.
De modo simplificado, destacam-se os seguintes topicos desta IN:

- De acordo com o artigo 3°, caso o objetivo seja a comercializagdo de sementes, é preciso que as pessoas
fisicas e juridicas se inscrevam no Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem). Esta inscri¢ao
também ¢é obrigatoria para execugio de atividades de responsabilidade técnica, como amostragem, coleta,
certificaao e analise laboratorial de sementes.

- Quando se tratar de um produtor de sementes, é preciso encaminhar ao 6rgao de fiscalizagiao da Unidade
da Federacéo, até 30 de marco do ano subsequente, o Relatério Anual de Producao e Comercializacio de
Sementes (inciso VII do artigo 5°).

- O produtor que coleta as proprias sementes devera declarar a fonte de sementes ao 6rgao de fiscalizagao da
Unidade da Federagao correspondente (i.e., onde as sementes serdo coletadas), no prazo de 30 de margo
do ano corrente (artigo 6°). Esta declaragao acompanha os seguintes documentos: i) “croqui ou roteiro de
acesso a fonte de sementes”; ii) “autorizagdo do detentor dos direitos da propriedade intelectual da cultivar
protegida no Brasil, quando for o caso”

- As sementes das espécies florestais sao classificadas em quatro categorias (artigo 7°): i) identificada (pro-
venientes de matrizes com determinacdo botanica e localizacdo da populacio); ii) selecionada (de matrizes
em populagdes selecionadas fenotipicamente em uma determinada condi¢ao ecoldgica); iii) qualificada
(de matrizes selecionadas em populagdes selecionadas e isoladas contra pélen externo); iv) testada (de
matrizes selecionadas geneticamente, com base em testes de progénie ou testes aprovados pela entidade
certificadora, para areas isoladas contra polen externo).
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O “Coletor de Sementes de Espécies Florestais” devera se credenciar no Renasem, sendo que sua prestacao
de servicos devera ser comprovada por meio de contrato ou documento similar, ou por meio de identifi-
cagdo do coletor no Laudo de Vistoria (artigos 8° e 9°).

“O beneficiamento das sementes devera ser realizado pelo préprio produtor ou por beneficiador inscrito
no Renasem” (artigo 11).

“As sementes ou os frutos, contendo as sementes, deverdo estar acompanhados da nota fiscal, ou do Laudo
de Vistoria ou do contrato de prestagdo de servi¢o do coletor, quando estiverem sendo transportados para
beneficiamento ou armazenamento fora da propriedade onde se realizou a coleta dos frutos ou das semen-
tes” (artigo 12).

<« 4 . 7 . . .
O armazenamento das sementes podera ser realizado pelo proprio produtor ou por armazenador inscrito
no Renasem” (artigo 15).

“As sementes deverdo ser identificadas desde a coleta até sua comercializacio [...] com, no minimo, as
seguintes informagdes: i) nome da espécie e da cultivar, quando for o caso; ii) nome do municipio onde as
sementes foram coletadas, conforme a declaragdo da fonte de sementes; iii) categoria; iv) data de coleta; e
v) nome do produtor” (artigos 34 e 35). No entanto, para a finalidade de comercializa¢ao de sementes de
espécies florestais, a identificacdo deve ser mais ampla, incluindo, por exemplo: nome cientifico da espécie,
identificagdo do lote, periodo de coleta (més/ano), percentagem de germinagéo e viabilidade do lote de
sementes, dentre outros (artigo 36).

O responsavel técnico pela coleta e producao de sementes “devera ser um profissional qualificado e devi-
damente registrado no respectivo conselho profissional, que o habilite para: i) orientar a selecdo fenotipica
ou genética de matrizes nas fontes de sementes; ii) recomendar procedimentos de beneficiamento, de
armazenamento, de tecnologia de sementes e de manejo a serem adotados na fonte de sementes” (artigo
50). Entre as suas obrigagdes, ele deve executar vistorias e supervisionar as atividades relativas a producao
e a fonte de sementes, emitir e assinar os documentos correspondentes, e manter toda a documentagao
atualizada e organizada a disposi¢do do produtor contratante (artigo 51).

Quando a coleta de sementes de espécies florestais destina-se exclusivamente ao uso préprio, no mesmo
imovel rural de origem das matrizes produtoras de sementes, a IN prevé um processo simplificado, no qual
o agricultor podera coletar as sementes e produzir as respectivas mudas, respeitando as seguintes normas
quanto aos materiais (sementes e mudas) produzidos: i) “serem utilizados apenas em propriedade de sua
posse, sendo proibida a comercializa¢io do material produzido; ii) estar em quantidade compativel com
a area a ser plantada; e iii) declarar sua producdo de sementes, de material de propagagao vegetativa ou de
mudas para uso proprio ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), quando o material
de propagacio utilizado for de cultivar protegida no Brasil [...], antes do inicio da produgao” (artigo 61).

Portanto, a coleta de sementes de espécies florestais nativas nao pode ser realizada arbitrariamente, devendo
seguir as normas e os protocolos estabelecidos pela legislagdo. Além disso, vale ressaltar que a coleta de sementes deve
ser precedida de autorizagdo formal do proprietario do imdvel rural ou dos representantes legais de UCs publicas,
onde as arvores matrizes de araucdria estdo presentes.

Fenologia e maturidade de pinhas

A araucaria, por pertencer ao grupo das gimnospermas, que nao produzem flores, mas sim estrébilos mascu-
linos e femininos em plantas distintas, ¢ uma espécie dioica e alégama, com reprodugao cruzada (Sousa et al., 2021).
Também nio produz frutos, e sim pinhas, que demoram aproximadamente dois anos para alcancarem a maturida-
de fisiologica das sementes apos a polinizag¢ao dos estrébilos femininos (Sousa et al., 2021). Deste modo, pode-se
encontrar em uma unica arvore pinhas em diversos estadios fenoldgicos: i) recém-formadas, apos a efetivagdo da
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fecundagao (Figura 2A); ii) intermedidrias, originadas no ano anterior (+12 meses) (Figura 2B); iii) maduras (+24
meses) (Figuras 2C e 2D).

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa (A, B, C); Marianne Bernardes (D)

Figura 2. Pinhas de Araucaria angustifolia em diversos estadios fenoldgicos: recém-formada (A); intermedidria com +12 meses
(B); e maduras com +24 meses na arvore (C) e depois da queda natural ao chao (D).

Na regiao Sul do Brasil, a araucaria emite estrobilos masculinos (androestrébilos) anualmente, no periodo de
fevereiro a outubro, alcan¢ando a maturagdo com liberagdo total de pélen de agosto a outubro (Sousa et al., 2021).
Por sua vez, os estrobilos femininos (ginoestrébilos) sdao emitidos um pouco antes, tornando-se visiveis a partir de
maio e aptos para serem polinizados geralmente de agosto a setembro em Santa Catarina e em outubro no Parana,
cujos periodos variam de acordo com as condi¢des ambientais (Sousa; Hattemer, 2003; Mantovani et al., 2004). E
importante destacar que a fertilizagao do 6vulo pelo pdlen no interior do ginoestrdbilo ocorre aproximadamente 14
meses depois da polinizagdo, sendo que o pélen permanece em estado de dorméncia na micrépila até este momento
da fecundagao (Goeten et al., 2020).

Apés a polinizagao, as pinhas alcangam a maturidade apds duas estagdes de crescimento (aproximadamente
de 18 a 20 meses), geralmente entre os meses de marco e junho, ocasido adequada para serem amostradas (Sousa
et al., 2021). Portanto, se houver recursos para realizar varias expedi¢des ao campo, o ideal, para fins de conserva¢ao
genética da espécie, ¢ amostrar pinhas durante todo o periodo da safra, de modo a ampliar a variabilidade genética
das sementes coletadas. Vale destacar que os pinhdes no inicio e no final da safra apresentam menor variabilidade
genética, pois sdo provenientes de fertilizacdes de menor numero de individuos masculinos. Consequentemente,
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caso seja possivel realizar apenas uma expedi¢ao ao campo, recomenda-se amostrar pinhas quando as araucarias
estiverem em “plena safra’, por volta de abril na regido Sul, de modo a contemplar a maior variabilidade genética
possivel dos pinhoes coletados.

Descricao dos métodos

Selecao de locais para coleta de sementes

E importante que cada local selecionado para coleta de sementes, para fins de conservacdo de recursos gené-
ticos da araucdria, seja restrito a uma populagao natural situada em um ambiente edafoclimatico especifico, dentro
da formagao fitogeografica. Além disso, quando disponiveis, caracteristicas demograficas, geograficas e genéticas da
populagao a ser amostrada devem ser consideradas no processo de amostragem (Montagna et al., 2012). Quanto a
demografia, em populagdes naturais conservadas, com alta densidade de arvores de araucaria, deve-se amostrar um
minimo de 25 matrizes para cada popula¢do, como comentado mais adiante. Por outro lado, em populagdes com
arvores muito dispersas, tipico de areas com certo grau de desmatamento ou degradacdo, deve-se amostrar o niimero
de individuos disponiveis dentro de cada ambiente edafoclimatico, mesmo que nao se atinja o nimero minimo de 25
matrizes. Por sua vez, em relagao as caracteristicas geograficas, a amostragem de uma determinada popula¢do natu-
ral deve contemplar individuos localizados em diferentes altitudes e tipos de solos (i.e., ao longo da toposequéncia),
além de varias faces do relevo. Finalmente, caso haja estudo prévio com caracterizagdo genética de uma populagio,
¢ possivel definir com maior exatiddo o niimero minimo de matrizes a serem amostradas, com base em pardmetros
genéticos. Seguindo estas recomendagdes, eleva-se a probabilidade de aumentar a variabilidade genética das amos-
tras de sementes, considerando o conjunto de coletas de varias populagdes provenientes de diversos ambientes com
caracteristicas distintas.

Critérios para escolha das arvores a serem amostradas

A representatividade genética de uma populagdo de arvores de uma espécie alogama (i.e., que realiza preferen-
cialmente polinizagao cruzada, usualmente acima de 95%) depende do nimero de matrizes amostradas e do numero
de sementes amostradas por matriz. Esta representatividade pode ser avaliada por meio de estimativas de pardmetros
genéticos, principalmente o tamanho efetivo populacional e a frequéncia alélica (Nunes et al., 2021).

Em termos préticos, para fins de conservagao da diversidade genética de populagdes naturais sem informagoes
prévias de pardmetros genéticos, recomenda-se amostrar um minimo de 25 matrizes para cada populagdo nao endo-
gamica ou 30 matrizes quando ha indicios de endogamia (Sebbenn, 2002). Por sua vez, Nunes et al. (2021) mencio-
nam que, para garantir a conservagao da variabilidade genética de uma espécie florestal alégama, é preciso amostrar
pelo menos quatro populagdes distintas, incluindo 15 matrizes em cada populagao.

Durante o processo de amostragem das arvores para coleta de pinhas, recomenda-se manter uma distancia mi-
nima de 70 a 100 m entre as matrizes, de modo a reduzir o grau de parentesco entre elas (Sebbenn, 2002; Mantovani
et al., 2006). Neste contexto, Bittencourt e Sebbenn (2008) sugeriram uma distancia minima de 75 m entre arvores
para a coleta de sementes com fins de conservagdo genética da araucaria, baseando-se nas distancias médias de po-
linizagdo de 102 m e 98 m em uma floresta continua, estimadas por duas técnicas diferentes: analises de paternidade
e TwoGener, respectivamente. Por sua vez, Medina-Macedo et al. (2015), corroboraram esta distincia minima, pois
estimaram que o raio médio efetivo de dispersao de pélen de araucaria foi 75 m no interior de um fragmento florestal.
Como a finalidade desta amostragem ¢ a conservagao genética da espécie, os individuos sdo amostrados aleatoria-
mente, sem considerar caracteristicas especificas de interesse silvicultural ou de produtividade. Em termos praticos e
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operacionais, a partir da primeira matriz amostrada no campo, é realizado o caminhamento aleatdrio considerando
uma distancia aproximada de 100 m no interior da floresta até encontrar outra drvore contendo pinhas, que serad a
segunda matriz, e assim sucessivamente. Normalmente, se adota o caminhamento em zigue-zague dentro da drea, em
um sentido pré-determinado no transecto da floresta. Caso ndo haja uma arvore com pinhas maduras nessa distancia
de 100 m, deve-se escolher a vizinha mais proxima para realizar a amostragem. Refor¢a-se a recomendagio de que
nao se deve selecionar as arvores e sim toma-las ao acaso, pois a representatividade genética é o fator mais importante
para o objetivo deste trabalho.

No entanto, quando o objetivo da coleta de sementes esta voltado para o melhoramento genético da espécie,
visando plantios comerciais, ¢ importante que sejam adotados critérios especificos para a amostragem de arvores.
Deste modo, os individuos sao selecionados com base nas caracteristicas fenotipicas adequadas para a silvicultura,
principalmente para producao e qualidade de madeira e pinhdes. Assim, durante as expedi¢des em florestas naturais,
para sele¢ao de arvores, devem ser seguidas as etapas: i) observar se as arvores matrizes apresentam boas caracteristi-
cas sanitarias e biométricas, com destaque para o formato cilindrico do tronco e/ou produgio de pinhas; ii) mensurar
as arvores selecionadas [didmetro a altura do peito (DAP; + 1,30 m), altura da arvore, didmetro médio da copa, altura
do primeiro verticilo, espessura da casca etc.]; iii) além disso, quando possivel, recomenda-se a coleta de baguetas
para estudos de dendrocronologia (ver capitulo 4) e de cambio para extragdo de DNA (ver capitulo 3), que permitirao
estimar a idade de cada individuo amostrado e realizar a sua caracterizagdo genética.

Em ambos os casos, conservagio e melhoramento genético, é necessario realizar o georreferenciamento de
cada drvore com equipamento de precisdo, identific-la com etiqueta metdlica inox, numerada sequencialmente, cuja
numeragdo ¢ também registrada com tinta amarela ou vermelha no tronco da arvore (ver detalhes no capitulo 3).

Métodos de coleta de pinhas em arvores de araucaria

O melhor momento para a coleta é quando a pinha estd completamente formada e atinge a maturagao fisio-
légica, caracterizada externamente por uma coloragiao verde-amarronzada, pois suas sementes apresentam melhor
qualidade fisioldgica e maior poder germinativo nesse estadio (Fowler, 2018). Na pratica nao ¢é facil identificar este
“ponto ideal” de maturagdo, o que requer experiéncia de campo e boa capacidade de observa¢ao (Figura 3). Por
exemplo, pinhas verdes escuras com areas amarronzadas nas bases dos pinhdes é um indicativo de que estas sementes
estdo maduras.

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa

Figura 3. Pinhas de Araucaria angustifolia imaturas (A) e no “ponto ideal” de coleta (B).
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A coleta de pinhas diretamente na arvore é preferivel em relagdo a coleta daquelas caidas no chio, de modo a
garantir a origem genética das sementes, seja para programas de conservagao da espécie ou para a implantagao de
testes de progénies. Quando possivel, particularmente em arvores mais baixas, pode-se utilizar uma corda-coleta [in-
cluindo estilingue ou baladeira, peso de pescaria (chumbo), cordas ou linhas, molinete etc.] para remover as pinhas
dos ramos (Figura 4). Em algumas situagoes, também ¢é possivel a derrubada de pinhas com bambus longos, que é um
método muito utilizado por agricultores na regiao Sul do Brasil.

Foto: Carlos Roberto Urio

Figura 4. Coleta de pinhas em arvore de Araucaria angustifolia por equipe especializada, utilizando uma corda-coleta.

Considerando que a araucaria inicia a producéo de estrdbilos entre 14 e 16 anos de idade em florestas naturais
(Sousa et al., 2021), quando apresenta altura geralmente acima de 15 metros e largo didmetro, a escalada técnica das
arvores — popularmente conhecida como alpinismo florestal — é o método mais indicado, principalmente, em situa-
¢Oes onde as pinhas-alvo estio envolvidas por muitos obstdculos, como galhos sobrepostos (Figura 5)

Fotos : André Kasczeszen

Figura 5. Escalada técnica em arvore de Araucaria angustifolia, desde a base do tronco (A) até a copa (B), para coleta de sementes.
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Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Os equipamentos para escalada técnica em arvores incluem: esporas com garras de ago para adaptagdo em
calgados, cadeirinha, cinto de seguranca, capacete, estribo, descensor freio oito, trava quedas blocante, descensor
auto-blocante, polias de aco dupla, mosquetdes de ago, corda estatica e cordolete (Figuras 6A—6L). Além disso, é
necessario um podao com cabo longo dotado de cortador ou gancho (Figura 6M).

Figura 6. Alguns equipamentos utilizados na escalada técnica de arvores de Araucaria angustifolia para coleta de sementes:
esporas com garras de ago (A), cadeirinha (B), cinto de seguranga (C), capacete (D), estribo de quatro degraus (E), descensor
freio oito (F), trava quedas blocante (G), descensor auto-blocante (H), polia de ago dupla (I), mosquetdo de aco (J), corda
estatica (K), cordolete (L) e cabo longo com cortador ou gancho (M).

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva

Devido ao significativo nivel de risco envolvido na escalada de arvores, é preciso realizar treinamento espe-
cifico para esta finalidade, incluindo conceitos tedricos e vivéncia pratica. Frequentemente, a melhor alternativa é
contratar equipes especializadas que prestam este tipo de servico.

Ha outros métodos que podem ser utilizados para a escalada de arvores, como o uso de escadas acoplaveis,
escadas de corda, esporas com cinto de seguranca, blocante ao tronco com cinto de seguranca do rapel etc. (Medeiros
et al., 2007; Ledo et al., 2015a, 2015b; Bento et al., 2018). Porém, eles sio pouco utilizados para araucdria.

Independentemente do método utilizado para a coleta de pinhas, é imprescindivel o uso de equipamentos de
protecao individual (EPIs) adequados, como calgados tipo “perneira’, capacete, luvas e dculos de protecao (Figura 7),
particularmente durante o caminhamento no interior da floresta.

WiaW—

Figura 7. Equipamentos de prote¢do individual (EPIs) utilizados na coleta de pinhas e sementes de Araucaria angustifolia: calgado tipo
“perneira” (A), capacete (B), luvas (C) e 6culos de protecao (D).
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Quando néo se dispoe dos recursos descritos anteriormente (i.e., corda-coleta ou equipe de escalada), pode-se
realizar a coleta das pinhas caidas no chao e proximas da arvore matriz escolhida (Figura 8). No entanto, é impres-
cindivel que a borda da copa das outras arvores femininas em reprodugdo, com pinhas, se encontre a uma distancia
minima de 50 m do local onde as pinhas serdo coletadas. Esta é uma condi¢do fundamental para minimizar o risco
de mistura de pinhas provenientes de arvores diferentes, particularmente quando a amostragem tem foco em cada
individuo (matriz) da populacio selecionada.

Fotos: Carlos Roberto Urio

Figura 8. Coleta de pinhas no chio sob a copa de uma arvore de Araucaria angustifolia (A) e agrupadas por matriz apds a

conclusio do trabalho (B).

Outra recomendagdo importante consiste em ndo coletar pinhas de matrizes totalmente isoladas, sem arvores
adultas masculinas na vizinhanga, pois as pinhas podem apresentar sementes “chochas” (nao viaveis), devido a redu-
zida taxa de fecundagdo. Neste contexto, o pdlen da araucdria se dispersa pelo vento, podendo alcangar até 600 m de
distancia em campo aberto; porém, no interior da floresta, devido aos obstaculos naturais e as caracteristicas morfo-
légicas e estruturais do grao de polen, que é relativamente pesado, ele percorre curtas distancias, geralmente menores
que 263 m dentro de capio e 458 m em floresta aberta (Medina-Macedo et al., 2015). Além disso, a concentra¢do do
poélen no ar é inversamente proporcional a distdncia percorrida (Niklas, 1985), refor¢ando a necessidade de maior
proximidade entre individuos masculinos e femininos para a ocorréncia da poliniza¢ao e forma¢ao de sementes
vidveis.

Para fins de conservagao genética da araucaria, é preciso coletar aproximadamente oito pinhas por arvore matriz,
localizadas em diferentes pontos cardeais (norte, sul, leste e oeste) da copa, de modo que as sementes coletadas sejam
oriundas da fertilizacdo de uma maior diversidade de pdlens provenientes de varias arvores masculinas. Neste contexto,
a direcdo dos ventos pode afetar essa diversidade de pélens, dependendo da posi¢ao do estrébilo feminino na copa.
A quantidade de sementes por pinha deve ser em torno de 72 a 120, de modo a permitir a formagao de suficiente quan-
tidade de mudas, com alta variabilidade genética. No entanto, se for coletar pinhas (ou sementes) caidas no chao, é ne-
cessario aumentar o numero total de sementes por arvore matriz, atingindo de 800 a 1.000 unidades, pois estas sementes
em contato com o solo podem ter sofrido algum grau de deterioragao ou ataque de brocas. Além da formagao de mudas
para plantio em banco ativo de germoplasma, parte das sementes coletadas sdao geralmente reservadas e armazenadas
em freezer para posterior caracterizagao genética dos descendentes das drvores matrizes coletadas.

As pinhas coletadas no campo deverdo ser acondicionadas em sacos de tecido (Figura 9A) para transporte até
o laboratorio ou viveiro, na brevidade possivel para evitar que as sementes sequem ou sofram outros danos, como o
ataque de broca. Durante o transporte do campo até o local de beneficiamento, o ideal ¢ manté-las resfriadas sob tem-
peratura de 3 a 5 °C (Bianchetti, 1999) em caixas térmicas contendo gelo ou bolsa térmica gel. Apds o beneficiamento
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das sementes, as amostras sdo transferidas para sacos de papel kraft (Figura 9B). Ressalta-se que sacos plasticos nao
sao adequados para estas finalidades, pois favorecem a proliferagdo de fungos, devido a retengdo de alta umidade
proveniente das pinhas e/ou sementes. Além disso, as sementes precisam de oxigénio para sua manutengao vital, o
que ¢ dificultado por embalagens impermeaveis ao ar.
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Figura 9. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia coletadas no campo e armazenadas em sacos de tecido (A) para transporte

ao laboratdrio ou viveiro, sendo posteriormente transferidas para sacos de papel kraft (B) ap6s o beneficiamento.

Método de beneficiamento de sementes

Para aumentar o rendimento operacional da coleta de sementes de araucaria em dreas de florestas naturais, nao

é pratica a realizacao da debulha das pinhas, sua classificagdo e limpeza em condi¢des de campo, sendo preferencial-
mente transportadas in natura com um pouco de impurezas (e.g., fragmentos de grimpas, galhos, cascas e folhas).
Assim, ap6s o recebimento das pinhas e/ou sementes no laboratério ou no viveiro, essas devem ser beneficiadas antes
do armazenamento em cdmara fria, com o objetivo de uniformizar e melhorar a qualidade dos lotes de sementes. Este
processo de beneficiamento inclui as seguintes etapas:

Recepgio das amostras e manuseio inicial: para evitar a contamina¢do das sementes com fungos, bac-
térias e virus, recomenda-se que as bancadas e outros locais onde as sementes serdo manuseadas sejam
previamente limpos e desinfetados por meio de uma solugao aquosa quente com detergente e desinfetante
a base de Lysoform ou dlcool 70% (Brasil, 2009a). Além disso, é importante o uso de ferramentas e luvas
limpas e desinfetadas. Antes de iniciar o manuseio de cada lote de sementes (provenientes de uma arvore
matriz), é necessario repetir o processo de desinfecgio.

Organizag¢ao de bandejas para recebimento de pinhas: o primeiro passo do beneficiamento é separar os
lotes de pinhas e/ou sementes, individualmente por arvore matriz, em bandejas previamente identificadas
com os respectivos codigos das arvores (Figura 10). Esta atividade exige muita aten¢ao, de modo a evitar
qualquer tipo de mistura de material genético.

Limpeza inicial: as impurezas mais grosseiras sao retiradas manualmente antes da debulha. Nessa etapa
devem ser descartadas também as pinhas imaturas (Figura 3A).

Secagem das pinhas: as bandejas contendo as amostras devem ser dispostas em um local ventilado e com
baixa umidade do ar para acelerar o processo de secagem e abertura das pinhas. Geralmente, as pinhas
devem permanecer nas bandejas por um periodo aproximado de 15 dias, até a sua abertura, facilitando o
posterior beneficiamento.
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Fotos: Ananda Virginia de Aguiar

Figura 10. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia organizadas em bandejas (A, B), devidamente identificadas com plaquetas,
contendo os respectivos codigos das arvores matrizes.

- Extragao das sementes das pinhas: a retirada das sementes da pinha inicia-se com o rompimento do seu
tegumento externo para a liberagdo dos pinhdes, prosseguindo com a debulha (Figura 11).

Fotos: Ananda Virginia de Aguiar

Figura 11. Rompimento do tegumento externo de pinhas de Araucaria angustifolia (A), debulha das sementes (B) e produto final

deste processamento (C).

- Limpeza final: os fragmentos mais finos sdo eliminados pela agitacao da bandeja, que possui fundo cons-
tituido por uma tela que funciona como peneira (Figura 12).

- Classificagdo das sementes: apos os processos de debulha e limpeza, descartam-se as sementes que este-
jam “chochas” (ou vazias), imaturas, com fungos ou brocas, quebradas e defeituosas. No entanto, as semen-
tes menores nao devem ser descartadas, especialmente se o objetivo é a conservagdo genética da espécie,
pois evita-se a redu¢do de variabilidade genética do lote proveniente de uma matriz (Battilani et al., 2006).
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Sousa (B)

Fotos: Marianne Bernardes (A) Valderés Aparecida de

Figura 12. Limpeza final de um lote de sementes de Araucaria angustifolia (A) por meio da agitacdo da bandeja com fundo telado
(B), que funciona como peneira.

Método de armazenamento de sementes

As sementes de araucaria sdo consideradas recalcitrantes por sofrerem danos fisioldgicos ao se desidratarem,
perdendo progressivamente a capacidade germinativa ao longo da faixa regressiva de 38% a 25% de umidade, tor-
nando-se invidveis (mortas) quando apresentam apenas 20% de agua (Tompsett, 1984). Apos atingirem a maturagao,
com umidade em torno de 55%, as sementes podem perder totalmente a viabilidade em condigdes ambientais na-
turais em um periodo de 4 a 6 meses (Fowler et al., 1998, 2018; Lorenzi, 2002). Deste modo, o ideal é armazenar as
sementes na brevidade possivel, logo ap6s a coleta no campo.

O sucesso do armazenamento de sementes recalcitrantes depende do método empregado, que precisa ser ajus-
tado para cada espécie de planta. Entretanto, ainda nao se dispoe de métodos eficazes de armazenamento no longo
prazo, para a maioria das sementes recalcitrantes da flora brasileira (Fowler, 2018). No caso da araucaria, alguns
trabalhos foram desenvolvidos e proporcionam resultados satisfatorios, como sera visto a seguir.

Fowler et al. (1998) recomendam acondicionar as sementes de araucaria recém-coletadas em embalagem de po-
lietileno semipermeavel de 24 um (micra) de espessura e posterior disposi¢ao no interior de cimara fria ajustada para
temperatura de 4 °C e com umidade relativa do ar de 89%, cujo método permite alcangar uma taxa germinativa de
70% aos oito meses e 60% apo6s um ano de armazenamento. Deve-se notar que esse tipo de embalagem de polietileno é
geralmente utilizado na pesquisa sobre conservagao de sementes, podendo ser encomendado as empresas fabricantes.

Uma adaptagdo do método citado anteriormente foi proposta por Fowler (2018), cujas sementes recém-cole-
tadas sdo colocadas em cédmara seca (temperatura de 23 °C e umidade relativa do ar de 9%) para reduzir o teor de
agua para 38%, ou seja, até o “ponto de umidade critica de sobrevivéncia” de sementes de araucaria (Eira et al., 1994).
O restante do processo é idéntico ao descrito previamente (Fowler et al., 1998). Este procedimento resultou em taxa
germinativa de 95% aos 810 dias de armazenamento, com o diferencial de as sementes apresentarem maior vigor,
medido pelo indice de velocidade de germinagao, o que é fundamental para o bom desenvolvimento das plantulas no
periodo de pds-emergéncia. O autor relata que sementes recalcitrantes armazenadas com umidade acima do “ponto
critico” e que tenham passado pelos estagios iniciais de germinagao, ainda dentro da pinha, sdo susceptiveis a danos
fisiolégicos semelhantes aqueles causados pela secagem excessiva, levando ao decréscimo de sua germinagao.

Outro método alternativo consiste em acondicionar as sementes em embalagens de polietileno de 0,5 um de es-
pessura e armazena-las em camara refrigerada, entre 0 e 1 °C, com umidade relativa do ar entre 90% e 95%, cuja técnica
pode resultar em capacidade germinativa superior a 97% apds seis meses de armazenamento (Cagola et al., 2006).

E importante ressaltar que temperaturas muito baixas, menor que 0 °C, também causam injurias as sementes
de araucaria. Portanto, estas ndo devem ser armazenadas em freezer, sob pena de perderem completamente a viabili-
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dade germinativa (Garcia et al., 2014). Além disso, temperaturas mais elevadas, acima de 20 °C, aceleram a deteriora-
¢do das sementes da espécie, pois aumentam a taxa respiratéria que leva ao consumo de substancias de reserva, além
de ocasionarem a desorganizagao celular associada a desidratagao e a senescéncia dos tecidos (Amarante et al., 2007).

A susceptibilidade ao ataque de fungos é outra preocupagio em relagdo a manutengao da capacidade germina-
tiva das sementes de araucaria recém-coletadas em campo. Assim, é recomendado realizar um tratamento fitossani-
tario antes de seu armazenamento em camara fria, utilizando uma solugdo aquosa com 0,5% a 3% de hipoclorito de
sédio (NaClO) (Hennipman et al., 2017). Uma forma pratica de realizar este tratamento ¢é utilizando dgua sanitaria
comercial, que é vendida em solugao de até 2,5% de NaClO. A desinfec¢ao superficial das sementes ¢é realizada por
meio de sua imersdo na solu¢ao de NaClO por periodo de trés minutos, quando sdo retiradas do recipiente e distri-
buidas uniformemente, em camada tnica, sobre papel absorvente, deixando-as secar a sombra. Vale ressaltar que esta
desinfec¢ao é desnecessaria quando a semeadura for realizada em curto prazo apds a coleta em campo.

Métodos expeditos para avaliar a viabilidade de sementes

Considerando a redugdo significativa da capacidade germinativa de sementes de araucaria apds a maturagiao
fisioldgica, além de um percentual de unidades “chochas” (ou vazias) na pinha, é importante realizar uma avaliacao
do lote de sementes antes da semeadura, de modo a obter sucesso na formagao das mudas, que é favorecida pela alta
taxa de germinacéo e vigor das plantulas emergidas.

Um método pratico para avaliar a viabilidade de sementes de araucaria é por meio de sua imersdo em um
recipiente com agua: as sementes que permanecerem no fundo sdo consideradas viaveis, com maior capacidade
germinativa. Por outro lado, aquelas que boiarem provavelmente estarao “chochas”, ndo devendo ser semeadas para
prevenir falhas no lote de mudas (Jankauskis, 1970; Wendling et al., 2017).

Em laboratério tem-se a op¢ao do teste de tetrazdlio, que ¢é utilizado para diversas espécies agricolas e flores-
tais, com adaptagoes em relacao as Regras para Analise de Sementes (RAS) publicadas pelo Ministério da Agricultura
e Pecudria (Brasil, 2009b). Este teste visa avaliar rapidamente a viabilidade de sementes, particularmente daquelas
que apresentam dorméncia, que sdo recalcitrantes ou que germinam lentamente em testes padrdes de rotina labora-
torial. Por ser um teste bioquimico, pode ser utilizado em qualquer momento, mesmo que as sementes estejam ainda
dormentes ou tenham sido expostas a danos por secagem e/ou ataque de insetos, dentre outros. Vale ressaltar que
se utiliza apenas uma amostra de sementes de cada lote, de modo a caracteriza-lo em termos de poder germinativo.
As sementes submetidas ao teste de tetrazdlio sao descartadas posteriormente.

Oliveira et al. (2014) apresentam uma alternativa para o teste de tetrazolio, especifico para sementes de arau-
caria, que tem proporcionado bons resultados. De maneira resumida, as sementes sio embebidas em dgua durante
18 horas, visando ativar o metabolismo, realizando-se na sequéncia a remogao dos tegumentos e do tecido nutritivo
(megagametdfito) com auxilio de estilete, restando apenas os embrides que sao imersos em solugdo de tetrazdlio
(0,5% ou 0,1% de concentragdo) sob temperatura de 25 °C e mantidos no escuro durante 1 hora. Apds este periodo, os
embrides sao classificados em vidveis ou invidveis, com base na coloragio, aparéncia dos tecidos, extensao dos danos
e posicdo das coloracdes em relacio as areas essenciais de crescimento. Maiores detalhes sobre os critérios de classi-
ficagdo e fotos ilustrativas dos embrides ao final do teste de tetrazolio sdo encontrados no artigo cientifico original.
De modo similar, Silva et al. (2016) apresentam critérios ajustados para a condugao do teste de tetrazolio com semen-
tes de araucaria, incluindo fotos ilustrativas.

Método para avaliar a taxa de germinagao de sementes

A determinacao da taxa de germinagdo de um lote de sementes ¢ fundamental para o planejamento da semea-
dura, de modo a reduzir falhas na formagao de mudas e, consequentemente, os gastos com insumos e mao de obra.
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Hé& métodos praticos que podem ser realizados no préprio viveiro, sem controles especificos de substrato, temperatu-
ra e umidade. Porém, os resultados, por serem influenciados pelas condicdes ambientais locais, ndo sao reprodutiveis
e eficazes para comparar, com maior assertividade, lotes distintos de sementes. Assim, métodos de analise de germi-
nacao realizados em laboratdrio, sob condi¢des controladas, tém sido desenvolvidos com a finalidade de padronizar
os procedimentos e permitir uma germinagdo mais uniforme, rapida e completa das sementes, sendo especificos para
cada espécie. Deste modo, é possivel comparar os resultados obtidos por diferentes trabalhos, além de aumentar a
eficacia da produc¢ao de mudas pelo viveirista.

O método oficial para avaliar a germina¢ao de sementes é baseado nas RAS (Brasil, 2009b), sendo empregado
principalmente por produtores de sementes certificadas e em estudos cientificos. A seguir sdo apresentadas as prin-
cipais etapas deste teste laboratorial para sementes de araucaria (adaptado de Oliveira et al., 2014):

- Sementes: sdo utilizados quatro conjuntos ou repeti¢oes de 25 ou 50 sementes para cada lote a ser avaliado.

- Recipiente e substrato para semeadura: bandejas plasticas contendo areia autoclavada sob temperatura
de 120 °C, por 20 minutos, que deve ser posteriormente umedecida com dgua destilada até atingir a reten-
¢do de umidade correspondente a 60% da capacidade de campo.

- Semeadura: as sementes sdo inseridas no substrato de forma inclinada e com a por¢ao mais fina voltada
para baixo (Figura 13). Deve ser utilizado um espagcamento uniforme entre as sementes e suficiente para
minimizar a contaminag¢do (por patdgenos) e a competicdo entre as plantulas em desenvolvimento. Um
espacamento entre as sementes de 1,5 a 2,0 vezes o seu comprimento é o ideal.

Fotos: Elisa Serra Negra Vieira

o

Figura 13. Sementes de Araucaria angustifolia inseridas inclinadamente no substrato de areia, com a por¢do mais fina
voltada para baixo (A), para posterior processo de germinagdo (B) e avaliagdo da taxa germinativa.

- Incubagao: as bandejas contendo as sementes sdo acondicionadas em camara germinadora do tipo BOD
(biochemical oxygen demand) ajustada para temperatura de 25 °C e sob luz constante. O periodo total de
incubagao é de 35 dias.

- Avaliagdo da germinagio: apos a incubagao, é realizada a contagem somente das plantulas normais, cuja
soma ¢ usada no calculo da percentagem de germinagdo, em relagdo ao total de sementes. Finalmente, o
resultado final serd a média das quatro repeticoes.

Plantulas normais sdo aquelas que possuem sistema radicular bem desenvolvido, além de hipocétilo, epicétilo
e folhas primordiais (eofilos) saudaveis (Figuras 14A e 14B), que mostram potencial para continuar seu desenvolvi-
mento e dar origem a plantas normais. Por outro lado, plantulas anormais (Figura 14C) sao aquelas caracterizadas
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pela auséncia ou deformagdo de uma ou mais estruturas essenciais (como raiz e parte aérea) ou que apresentam
desenvolvimento fraco ou disturbios fisioldgicos que comprometam seu desenvolvimento normal (Brasil, 2009b).

B

Fotos: Elisa Serra Negra Vieira

Figura 14. Exemplo de classificagdo, ap6s a germinagdo, de plantulas normais (A, B) e anormais (C) de Araucaria
angustifolia.

Método de extracao e isolamento de DNA de embrides para analises genéticas

A genotipagem de sementes de araucaria por meio de marcadores moleculares possibilita estimar pardmetros
genéticos, principalmente aqueles relacionados ao sistema reprodutivo, além de outros atributos bioldgicos de
interesse para estudos de populagdes naturais de araucaria (Stefenon et al., 2008). Varios trabalhos relacionados
ao tema foram publicados nos tltimos anos, com o objetivo de nortear a amostragem de sementes em populagdes
naturais para uso em programas de conservagao genética da espécie (Sousa et al., 2021). Por exemplo, a diversidade
genética, a taxa de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersao de polen de duas populagdes naturais de
araucaria da regido Sul do Brasil foram estimadas com a finalidade de estabelecer estratégias de conservagao da
espécie (Medina-Macedo et al., 2015).

A extragdo de acido desoxirribonucleico (DNA) ¢ realizada geralmente no embriao que compde a semente,
por conter as informagdes genéticas dos dois genitores. No entanto, o endosperma da semente contém somente as
informagoes genéticas do genitor feminino, sendo utilizado apenas quando se necessita saber o genétipo da planta
mae e ndo se tem tecidos foliares ou cambial. O material genético purificado é utilizado, posteriormente, para o
sequenciamento de nucleotideos de DNA por duas técnicas principais: i) marcadores microssatélites [simple sequence
repeats (SSRs)]; e ii) marcadores baseados no polimorfismo de um tnico nucleotideo [single nucleotide polymorphism
(SNP)], como comentado no capitulo 3.

A etapa-chave para a genotipagem de sementes de araucaria ¢ o isolamento e a purificagao de DNA, em quanti-
dade e qualidade adequadas, precisando estar integro, livre de impurezas e ser passivel de amplificacao pelas técnicas
de sequenciamento (Mazza; Bittencourt, 2000).

Em sintese, o0 método de extracdo de DNA dos embrides de sementes de araucaria, utilizado na Embrapa
Florestas, possui as seguintes etapas:

- Retirada dos embrides das sementes: cada semente é alojada sobre uma depressao feita em uma platafor-
ma de madeira, seguida de corte com uma guilhotina acoplada nesta estrutura (Figuras 15A e 15B), que
foi desenvolvida na Embrapa Florestas, pelo pesquisador Jarbas Yukio Shimizu.
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Foto: Valderés Aparecida de Sousa

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 15. Corte de semente de Araucaria angustifolia em guilhotina (A) para a retirada do embrido (B) e sua maceragao
em almofariz (C, D), visando a posterior extragdo de DNA.

Maceragiao dos tecidos embrionarios: cada embrido é colocado em um almofariz (gral) previamente
resfriado sob temperatura aproximada de -18 °C, seguido de maceragao com o pistilo (Figuras 15C e
15D). Outra opgao ¢é realizar a maceragdao do embrido junto com nitrogénio liquido dentro do almofariz
seco. Atualmente, as amostras de embrido também podem ser maceradas no equipamento TissueLy-
ser™ apds serem resfriadas com nitrogénio liquido. Neste caso, para a ruptura das amostras podem ser
usadas esferas (beads) de ago inoxidavel ou carboneto de tungsténio com 3 a 7 mm de didmetro (Qiagen,
2010). Deve-se notar que o tubo contendo as amostras e as esferas nao deve ser resfriado, para evitar
rachaduras em sua estrutura.

Isolamento e purificagio de DNA dos embrides: sio realizados segundo o método de Doyle e Doyle
(1987) ou, ainda, usando kits especificos de extracao de DNA de plantas (e.g., Kit de Plantas DNasy 96
— Qiagen; Figura 16).

Armazenamento do DNA isolado: é realizado em camara fria sob temperatura de -20 °C, até o momento
da genotipagem de DNA a partir das técnicas de SSR ou SNP.

Figura 16. Isolamento de DNA de embrides de Araucaria angustifélia usando Kit de Plantas DNasy 96 — Qiagen.
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Consideracgoes finais

A coleta de sementes de araucaria com fins de conservagdo genética requer conhecimentos especificos sobre ge-
nética de populagdes, estratégias de amostragem, fenologia de desenvolvimento e amadurecimento das sementes, méto-
do de escalada em arvores, procedimentos de beneficiamento e armazenamento de sementes, legislagao sobre sementes
de espécies florestais nativas, dentre outros. Portanto, envolve uma equipe multidisciplinar para o éxito da atividade.

A obtengdo de sementes de araucaria com alto valor, em termos de variabilidade genética e qualidade fisioldgica,
¢ uma condigdo essencial para a forma¢ido de mudas destinadas a programas de conservagao genética e restauragao de
areas de UC, RL e APP. Portanto, esta atividade constitui um processo-chave que deve ser desenvolvido baseado em
métodos bem estabelecidos cientificamente e, preferencialmente, de facil execu¢ao em nivel de campo e laboratério.

O treinamento permanente de equipes técnicas, capazes de desempenhar adequadamente as diversas etapas de
coleta, beneficiamento e armazenamento de sementes de araucaria, é fundamental para a continuidade de programas
de conservagao genética da espécie, que tém sido desenvolvidos por institui¢des de pesquisa, 6rgaos ambientais, uni-
versidades, comunidades rurais, organiza¢des da sociedade civil, dentre outras.

Investimentos em recursos humanos e infraestrutura para a realizagdo dos trabalhos de campo e laboratoriais
sao requeridos continuamente, de forma a garantir a manutenc¢do dos projetos e programas de pesquisa em anda-
mento, assim como a ampliacdo da rede de pesquisa para conservagio da araucdria em nivel nacional.
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Introducao

A araucaria [Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze], popularmente conhecida por pinheiro-do-parana ou
pinheiro-brasileiro, é considerada o destaque da Floresta Ombrdfila Mista (FOM) ou Floresta com Araucdrias, per-
tencente ao bioma Mata Atlantica, particularmente na regidao Sul do Brasil e nas dreas de altitude elevada da regiao
Sudeste. Seu formato exuberante na forma de calice, predominante no estrato superior do dossel da floresta, a destaca
das outras espécies, resultando em beleza cénica singular que é imediatamente assimilada na memoria dos observa-
dores (Figura 1).

Figura 1. Arvore (A) e populagdo natural (B) de Araucaria angustifolia localizadas em éreas de Floresta Ombréfila Mista, em Castro, PR.

As areas brasileiras de florestas naturais com presenga de araucaria compreendiam, originalmente, cerca de
73,8 mil km? no Parang, 56,7 mil km? em Santa Catarina, 46,8 mil km? no Rio Grande do Sul e 7,7 mil km? em frag-
mentos na regido Sudeste, totalizando 185 mil km* (Machado; Siqueira, 1980). No entanto, devido ao seu elevado
valor economico, proporcionado pelo formato cilindrico do tronco e qualidade da madeira, a araucdria nativa foi
intensamente explorada nos séculos XIX e XX, principalmente para exportagdo de toras e processamento de madeira
em serrarias, servindo de matéria-prima para construgéo civil, industria moveleira e mesmo como fonte de energia.
Como resultado, sua populagdo natural foi reduzida, aproximadamente, a 3% daquela original (Banco Regional de
Desenvolvimento do Extremo Sul, 2005), sendo considerada extinta no Espirito Santo (Simonelli; Fraga, 2007). Deste
modo, a espécie foi incluida na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameac¢adas de Extin¢ao (Brasil, 2014).

Originalmente, a FOM ocupava uma area estimada entre 18,5 e 25,4 milhdes de hectares (Machado; Siqueira,
1980; Atlas..., 2015). No entanto, atualmente hd um remanescente proximo de 3,2 milhoes de hectares de areas com
FOM (em diversos estagios de conservagao), dos quais apenas 3,1% estao sob regime de protegdo (Ribeiro et al., 2009).
Além disso, alguns cendrios de mudanga climatica direcionam para um segundo periodo (i.e., século XXI) de signifi-
cativa redugdo dos individuos da espécie, ao ponto de restarem até 2070 apenas 3,5% das atuais populagdes naturais
remanescentes, que encontrarao microrrefiigios em regides mais frias, de acordo com modelos preditivos de resposta
da araucaria as alterag¢des do clima no Brasil (Wilson et al., 2019). Adicionalmente, Wrege et al. (2017) estimaram uma
grande redugao da area de distribui¢do natural da araucaria até 2100 e, também, um possivel deslocamento das zonas de
araucdria para regides de maiores altitudes e latitudes, onde permanecerdo as menores temperaturas.

Agoes para a preservagao e/ou recuperagao de ecossistemas com araucdria ganharam forga nas tltimas décadas
para reverter a situagdo critica de sobrevivéncia da espécie. Assim, a identificagdo e o mapeamento de fragmentos
naturais da FOM tém sido realizados por diversas equipes de pesquisadores, ambientalistas e ecologistas de insti-

Fotos : André Kasczeszen
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tui¢des publicas e privadas (Medeiros et al., 2004; Wrege et al., 2017). Arvores de araucaria presentes em formagdes
fitogeograficas distintas servem como populagdes (pool génico) de grande utilidade, particularmente para a coleta de
material genético (sementes e pélen) a ser utilizado em programas de conservagio e melhoramento genético.

A presenca de variabilidade genética nas sementes de araucaria é essencial para a produ¢ao de mudas desti-
nadas aos programas de recuperacgdo de areas desflorestadas, principalmente quando o objetivo é a reconstituicao de
popula¢des naturais com alta variabilidade genética, visando garantir a perpetuagao da espécie. Além disso, consti-
tui-se em um pré-requisito nos programas de melhoramento genético, cujo fundamento é justamente a disponibili-
dade de progenitores detentores de ampla variabilidade de genes, particularmente daqueles vinculados a resisténcia
a pragas e doengas e a produgdo de madeira e pinhdo. Neste sentido, durante o processo de polinizagdo (livre ou
controlada) é fundamental o balango sexual entre gametas masculinos e femininos, de modo que gerem descendentes
geneticamente diversos (Sousa et al., 2021).

Em programas de melhoramento genético de espécies alégamas (i.e., com reprodugio cruzada), como aque-
las do género Eucalyptus, a coleta, o beneficiamento e o armazenamento de pélen sdo praticas bem consistentes e
rotineiras, particularmente quando ocorre assincronia fenologica entre os progenitores-alvo, ou seja, épocas distintas
de liberagao de polen e de receptividade das flores femininas, para ocorréncia da poliniza¢ao. No caso da araucaria,
embora hibridos intervarietais e hibridos interespecificos sejam parte da estratégia de programas de melhoramen-
to genético (Sousa; Aguiar, 2012) e, inclusive, ja tenham sido gerados no Brasil e na Argentina (Tesdorff, 1956;
Christian, 2018), esses procedimentos ainda estdo sendo desenvolvidos e aprimorados.

O objetivo deste capitulo é apresentar, detalhadamente, as principais etapas, técnicas e procedimentos para a
coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do polen de araucdria, adotados em programas de conservagao
e melhoramento genético da espécie.

Fenologia reprodutiva da araucaria

A araucaria é uma espécie dioica, apresentando estrobilos masculinos (androestrobilos ou microestrébilos)
(Figuras 2A e 2B) e femininos (ginoestrobilos ou megaestrobilos) (Figuras 2C, 2D e 2E), cujas estruturas reproduti-
vas estdo presentes em arvores distintas, com algumas excegdes, como no caso de arvores monoicas que ocorrem em
baixissima propor¢do em populagdes naturais (Stefenon; Caprestano, 2009; Carmo et al., 2021).

Os estrdbilos masculinos produzem esporos (i.e., pdlen) em seus esporangios, que estao localizados no interior
de esporangioforos (Figura 3). Os estrobilos femininos, com aproximadamente 3 a 4 cm de diametro (Figura 2E),
estdo em estadio adequado de receptividade do pdlen, ou seja, para a ocorréncia de polinizagdo, que geralmente ocor-
re de outubro a novembro na regido Sul (Anselmini; Zanette, 2012; Kuhn; Mariath, 2014). No entanto, a fertilizagao
(i.e., a unido dos gametas masculino e feminino) ocorre somente de 13 a 14 meses apds a polinizagao, sendo que,
durante este periodo, o pdlen fica em estado de dorméncia no interior da microépila do ginoestrébilo (Goeten et al.,
2020). Segundo esses autores, os estadios de embriogénese ocorrem entre 15 e 23 meses ap6s a polinizagao; portanto,
as sementes atingem a maturacao fisioldgica aproximadamente dois anos apos a polinizagdo. Os estadios desde a
polinizagdo até a formacdo da pinha madura estdo ilustrados nas Figuras 2F, 2G e 2H.

Quando amadurecem, os graos de pélen sdo transportados para o exterior dos esporangiéforos pela agdo do
vento, que viabiliza o processo de polinizagao. Porém, o pélen da araucaria é considerado pesado e grande, com apro-
ximadamente 60 um de didmetro (Figura 4), apresentando baixa taxa de flotagdo, o que resulta em dispersao pelo
vento em curtas distdncias, geralmente menores que 600 m (Niklas, 1985; Sousa; Hattemer, 2003). Isto contribui para
a formacao de uma populagao de araucaria com certo grau de endogamia (i.e., fixagdo de alelos) e uma estruturagao
genética espacial, considerando uma drea territorial restrita, geralmente com didmetro menor que 70 m (Mantovani
et al., 2006; Sousa et al., 2021). Portanto, para fins de conservagao e melhoramento genético, a amostragem de pdlen
em arvores oriundas de florestas naturais deve priorizar individuos distantes entre si, de modo a aumentar a variabi-
lidade genética do material coletado.
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Fotos: Valderés Aparecida de Sousa (A, E, G, H); Marianne Bernardes (B, E); Ananda Virginia de Aguiar (C, D)

Figura 2. Estrobilos de Araucaria angustifolia: masculinos verdes (A) e maduros (B) (sendo os ultimos propicios para liberar

polen para seu posterior manuseio), e feminino verde (C, D) e apto para ser polinizado apds a abertura das bracteas (E). Estadios
de formagao da pinha: recém-polinizada (F), com um ano apds a polinizagao (G) e madura aos dois anos de idade (H).

Os estrobilos masculinos sao emitidos anualmente, em ramos jovens recém-formados, geralmente de fevereiro
a outubro, sendo que alcangam a maturagao fisioldgica no periodo de agosto a outubro na regido Sul do Brasil (Sousa
et al., 2021). Portanto, esta é a melhor época para a coleta de pdlen, que normalmente requer vérias expedicoes ao
campo para aumentar a amplitude genética de arvores amostradas em plena liberagdo dos esporos.
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Fotos: Marianne Bernardes

Fotos: Marianne Bernardes

‘Eixo central
- (antoma)
Resquicios do
esporangio

Porgao
peltada

Figura 3. Estrobilos masculinos de Araucaria angustifolia (A) e seus componentes: eixo central (antoma ou caule antomético) e
esporangioforos (B). Ampliagao de um esporangioéforo, mostrando a sua porgao peltada e resquicios do esporéngio (C).

AR

Figura 4. Imagens obtidas por microscopia, com aumentos de 100x (A) e 200x (B), mostrando a estrutura de graos de pdlen de
Araucaria angustifolia com aproximadamente 60 um de didmetro.
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Descricao dos métodos

Critérios para a escolha de locais e de arvores para a coleta de pélen

Quando o objetivo da coleta de pdlen é a constituigdo ou enriquecimento de um “banco de pélen”, tem-se
como pressuposto o incremento da diversidade genética deste material, que sera utilizado em programas de poliniza-
¢do controlada. Assim, no caso da “conservagdo genética’, os locais escolhidos para a coleta de pélen devem contem-
plar diferentes formagdes fitogeograficas em florestas naturais, onde ha maior possibilidade de encontrar diversidade
e supostas variedades geograficas da espécie. Neste contexto, para a amostragem abranger a variabilidade genética de
uma espécie florestal alégama, Nunes et al. (2021) recomendam amostrar, pelo menos, quatro populagdes naturais
distintas. No entanto, em fung¢do da ampla area de ocorréncia natural da araucaria, um maior nimero de populagdes
sera necessario.

Por sua vez, a escolha de arvores masculinas em cada populagdo natural deve ser realizada com base em crité-
rios técnicos, que reduzam o grau de parentesco (endogamia) entre os individuos amostrados, além de proporcionar
uma intensidade amostral adequada para capturar a maior variabilidade genética possivel e disponivel em uma dada
popula¢ao. De modo pratico, pode-se utilizar critérios similares aqueles exemplificados para coleta de sementes no
capitulo 1, ou seja: coletar polen, no minimo, de 25 arvores em cada populagdo natural, priorizando um distancia-
mento minimo de 100 m entre as drvores escolhidas ao acaso no interior da floresta, por meio de caminhamento em
zigue-zague. E importante ressaltar que o pélen deve ser armazenado individualmente por drvore amostrada, evitan-
do qualquer tipo de mistura ou contaminagdo. Isto permitira a realizagdo dos cruzamentos controlados desejaveis e
a manutenc¢ao desses genes para uso futuro, visando o incremento da variabilidade genética.

Métodos de coleta de pdlen

A liberagao de polen acontece quando os estrébilos masculinos estao maduros, cujo processo inicia-se pela
abertura dos esporangioforos. O ponto de maturagao do estrobilo ocorre quando este muda da cor verde para ama-
relada (Figuras 2A e 2B). Apds a completa liberagdo do pélen, os estrébilos tornam-se amarronzados (Figura 3) e,
portanto, ndo devem ser amostrados.

Tém-se duas opg¢des para a coleta de pdlen:

i) Em campo: esse tipo de coleta deve ser feito apenas nos casos em que ndo se necessita da identificagdo
precisa do individuo, tal como na realizacdo de polinizacdo massal com mix de pdlen. Sendo assim, por
ocasido do inicio da abertura natural dos esporangiéforos, utiliza-se um frasco de vidro ou plastico que é
colocado no entorno do estrdbilo, seguido de agitagdo mecénica de sua estrutura, promovendo a liberacao
do pdlen para o interior do frasco, que é posteriormente fechado com tampa, para um armazenamento
provisorio antes do beneficiamento a ser realizado em laboratdrio.

ii) Em laboratorio: é realizada a coleta prévia de estrobilos masculinos, individualmente para cada arvore,
proximo ao seu ponto de maturagao, quando ainda nao ocorreu a abertura dos esporangioforos. Estes sdao
armazenados em sacos kraft e transportados até o laboratério, onde sdo lavados em dgua deionizada e se-
cos com papel toalha. Em seguida, os estrobilos masculinos sao distribuidos dentro de caixas com fundo
telado sobre papel manteiga, para a continuidade da secagem até a liberagdo de poélen, preferencialmente
em ambiente controlado, com baixa umidade e sob temperaturas entre 20 e 25 °C. Nao se deve submeter
o polen a radiagao solar direta durante o processo de secagem, de modo a ndo comprometer a sua viabili-
dade. Apos a liberagao do polen dos estrdbilos, a bandeja deve ser agitada vigorosamente para a coleta do
polen, utilizando outro recipiente limpo disposto sob a bandeja. A seguir, o pdlen é armazenado proviso-
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riamente em frasco de vidro com tampa. Salienta-se que esse procedimento deve ser feito longe das demais
bandejas, para evitar contaminagao (i.e., mistura de polens de diferentes arvores). Ademais, quando o pro-
cedimento for repetido para o pélen de outra arvore, as bandejas, os frascos e outros utensilios utilizados
devem estar lavados e esterilizados.

Para ambos os métodos de coleta de pdlen, os frascos “provisorios” devem estar completamente limpos e
identificados, com etiquetas escritas com marcador permanente, de modo a evitar qualquer tipo de contaminagao ou
mistura de pdlens. Esta identificagdo deve incluir o nome da espécie, a data e o local da coleta, e o cddigo da arvore
amostrada em uma populagdo natural especifica.

Métodos de beneficiamento, secagem e armazenamento definitivo do pélen

O polen previamente coletado no campo ou extraido no laboratdrio é submetido a um processo de beneficia-
mento antes de seu armazenamento definitivo em ambiente refrigerado. O primeiro passo é a retirada de todas as
impurezas, incluindo residuos de estrdbilo, por meio da passagem do pdlen por um conjunto de duas peneiras, com
aberturas de malha de 16 e 170 mesh (ABNT = 18 e 170, respectivamente) (Figura 5).

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 5. Peneiramento de pdlen de Araucaria angustifolia (A), sucessivamente por duas peneiras com aberturas de malha de
16 e 170 mesh (B).

A seguir, o polen peneirado deve ser seco. O adequado grau de desidratagao do pdlen é inversamente propor-
cional a temperatura na qual ele sera posteriormente armazenado, ou seja, quanto mais frio, maior a desidratagdo
necessaria. A redugdao da umidade do pdlen diminui sua taxa metabdélica durante o armazenamento e também pos-
siveis injurias pelo congelamento (i.e., formagao de cristais que podem perfurar as membranas celulares), além de
minimizar a proliferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias (Sousa et al., 2014).

Ha trés métodos frequentemente utilizados para secagem de pdlen de araucdria (Sousa et al., 2021):

i) Depositando os fracos de polen destampados em dessecadores com silica-gel (Figura 6A) e sob a agdo de
vacuo, por um periodo de 24 a 48 horas (dependendo da quantidade de pélen utilizada), em temperatu-
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iii)

ra ambiente. Apds este periodo, o pélen atinge a umidade adequada para armazenamento na temperatura de
-20 °C. Vale ressaltar que, a medida que se aumenta a quantidade de pélen depositada no interior do dessecador,
deve-se aumentar a quantidade de silica-gel seca (com cor azul) e substitui-la quando estiver imida (com cor
rosa). Deve-se notar que a silica-gel umedecida pode ter sua capacidade de absor¢do de 4gua recuperada, ao ser
seca em estufa com circulagio forcada de ar, geralmente sob temperatura entre 60 e 80 °C, por 24 horas.

Utilizando uma estufa de secagem, preferencialmente com circulagao for¢ada de ar, com temperatura con-
trolada de 30 °C, por 24 a 48 horas. Este procedimento possibilita que o pélen atinja a umidade adequada
para armazenamento, no médio prazo, na faixa de temperatura de -10 °C até -20 °C.

Realizando uma redugéo drastica da umidade do pdlen, com valor préximo de zero (recomendado para
espécies com pdlen ortodoxo ou ndo recalcitrante), por meio de um liofilizador (Figura 6B), que promove
o rapido congelamento do material e retira a agua por sublimagao (i.e., passagem direta da dgua do esta-
do sélido para o gasoso). O tempo de permanéncia do pélen no equipamento é definido de acordo com
particularidades de cada populagdo ou variedade geografica da espécie, devendo ser testado previamente.
Sendo assim, esse pdlen pode ser preservado por criogenia (-80 °C até -196 °C).

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 6. Equipamentos utilizados no processo de secagem de pdlen de Araucaria angustifolia na Embrapa Florestas: dessecadores

com silica-gel (A) e liofilizador de bancada (B). Frasco hermeticamente vedado (com lacre) contendo pélen seco (C) e conjuntos

de frascos prontos para o armazenamento em freezer (D).
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O pdlen seco é acondicionado em recipiente hermético apropriado, como ampola plastica, tubo Eppendorf,
frasco de vidro de penicilina (Figuras 6C e 6D) e tubo criogénico, cuja escolha depende da temperatura de armaze-
namento e da quantidade de pdlen a ser armazenado ou usado nas polinizagdes controladas.

O pélen beneficiado pode ser armazenado em freezer (-20 °C até -40 °C; Figura 7A) ou em equipamento crio-
génico (-80 °C até -196 °C). Porém, para a conservagao da viabilidade do pélen de araucaria por longo periodo (ainda
indefinido), o método mais adequado é realizar a secagem por liofilizacdo e, posteriormente, proceder a criopreser-
vagdo em ultrafreezer (-80 °C; Figuras 7B e 7C) ou em botijao com nitrogénio liquido (-196 °C; Figuras 7D e 7E)
(Sousa et al., 2021). E importante destacar que, para o uso em polinizagdes controladas, o pélen deve ser gradual-
mente descongelado, ndo podendo ser novamente congelado e armazenado (Sousa et al., 2014). Além disso, deve-se
evitar oscilagoes de temperatura e manipulagdo frequente dos frascos armazenados sob refrigeracao, de modo que o
polen mantenha a sua viabilidade.
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Figura 7. Equipamentos utilizados para o congelamento e/ou criopreservagio de poélen de Araucaria
angustifolia na Embrapa Florestas: freezer (A), ultrafreezer (B, C) e botijao com nitrogénio (N) liquido (D, E).

Métodos para avaliar a viabilidade germinativa de graos de pélen

O polen perde progressivamente a sua capacidade germinativa ao longo do tempo, cuja intensidade depende
de: i) caracteristicas genéticas de cada espécie e individuo; ii) manejo durante a coleta, transporte e beneficiamento;
iii) intensidade de secagem; e iv) condi¢des de armazenamento. Em termos praticos, sdo utilizados métodos laborato-
riais para estimar a taxa de germinag¢ao do poélen in vitro, em meio de cultura com agar, variando-se as concentragdes
de aguicares e micronutrientes, assim como o periodo de germinagao e a temperatura (Figura 8) (Sousa et al., 2021).

No entanto, a medida que se aumenta o tempo de incubagdo (acima de 72 horas), corre-se o risco de perda
do ensaio de germinac¢do devido as caracteristicas genéticas da espécie e ao incremento da contaminagao do meio
de cultura por fungos e bactérias. Para a araucaria, ainda ndo se dispoe de um protocolo consistente para avaliar a
viabilidade de polen, uma vez que o ciclo reprodutivo da espécie é muito longo e isso se reflete na germinagao dos
graos de pélen. O periodo maximo de incubagdo estudado para essa espécie foi 96 horas, em que a contaminagao
inviabilizou o teste. Neste contexto, ensaios com diversos corantes especificos deverao abrir novos horizontes para
avaliar a viabilidade germinativa de graos de polen da araucdria. Até o momento, os melhores resultados tém sido
obtidos pelo seguinte procedimento:
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Composi¢io do meio de cultura (Figura 8A): 0,8% de agar, 10% de sacarose, e solugdo de nutrientes
(Brewbaker; Kwack, 1963) contendo 100 mg L' de H,BO,, 300 mg L'de Ca(N03)2.4H20, 200 mg L' de
MgSO,.7H,0 e 100 mg L' de KNO.,.

Preparo do meio cultura e das laminas microscopicas: o meio de cultura, ainda liquido, é distribuido
com pipeta sobre laminas microscopicas e, apds a solidificagao, receberao o pélen (Figura 8B). Recomen-
da-se utilizar um delineamento de blocos ao acaso com quatro repeticdes, para aumentar a acuracia da
avaliagdo (Figura 8C).

Adigao dos graos de polen no meio de cultura: o pdlen pode ser espalhado manualmente, em pequenas
quantidades, o mais disperso possivel, evitando a formagao de “pélens agregados”, de modo a proporcionar
condi¢des adequadas para o contato direto de todos os graos com o meio de cultura, e também para faci-
litar, posteriormente, a contagem. Pode-se, ainda, usar pincéis com pelos finos para esta finalidade, mas,
deve-se espalhar levemente a massa de pélen para nao afundar os graos no meio de cultura, de modo que
permanecam em um ambiente aerdbico.

Incubagao: as laminas com os graos de pdlen sao acondicionadas por 72 horas em uma cdmara de germi-
nagao do tipo BOD (biochemical oxygen demand), regulada com temperatura de 25 °C e umidade relativa
do ar de 100% (Figura 8D).

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa

-

Figura 8. Meios de cultura com agar (A) para teste de germinacdo in vitro de graos de pélen de Araucaria angustifolia (B,
C), por meio de incubagido em cdmara do tipo BOD (D).
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- Coloragao dos graos de pdlen e dos tubos polinicos: apds o periodo de incubagio, adiciona-se safranina
com concentragao de 1%, pH 7, sobre as laminas (Figura 9A), para ocasionar a interrupg¢ao do processo de
germinacgao do polen e melhorar a visualizagdo de cada grao e do tubo polinico formado.

- Avaliagao da germinacao dos griaos de polen: apds o procedimento de coloragdo, alamina é avaliada em
microscopico 6ptico com aumento de 400x (ocular = 10x; objetiva = 40x; Figuras 9B-9E), quando é reali-
zada a contagem de 300 graos de polen, em campos escolhidos ao acaso, obedecendo a um deslocamento
e espacamento predefinidos na lamina. Os graos de polen sdo classificados em “germinados” e “nao ger-
minados”. Como critério de classifica¢ao, considera-se como “germinado” o grao de pélen contendo tubo
polinico com comprimento superior ao didmetro do grao.

Fotos: Marianne Bernardes

Primo Star

Figura 9. Processo de coloragdo de graos de pélen de Araucaria angustifolia com safranina (A) e posterior visualizagdo em
microscdpio 6ptico com aumento de 400x (B, C, D, E).

Considerando as dificuldades operacionais para promover a germinagdo de pdlen in vitro, métodos utili-
zando corantes especificos tém sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade de graos de pdlen de araucaria, como
exemplificado a seguir.

O método do tetrazolio, amplamente utilizado para avaliar a viabilidade germinativa de sementes (Brasil,
2009), tem sido adaptado para analise de viabilidade dos graos de pélen, devido a rapidez da analise laboratorial e
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facilidade de sua implementacao, cujos resultados sdo baseados na coloragdo, como detalhado no capitulo 1. Outros coran-
tes especificos (e.g., carmin acético, azul de anilina de lactofenol, azul de algodao, iodeto de potassio etc.) também tém sido
testados para esta finalidade, porém, os estudos ainda estdo em fase de desenvolvimento e validagdo (Sousa et al., 2021).

Recomenda-se que a avaliagdo da viabilidade do pdlen seja realizada em duas etapas: i) imediatamente antes
de seu armazenamento refrigerado; ii) por ocasiao de seu uso nas poliniza¢des controladas.

Analises genéticas de DNA de amostras de pdlen

Em termos de conservac¢ao da araucdria, é importante que haja uma participagao equitativa de ambos os sexos
(i.e., diversidade de gametas masculinos e femininos) na formagao da geragdo subsequente, ou seja, a variabilidade
genética dos graos de polen é fundamental na polinizagdo e forma¢ao de sementes de alto valor biologico (Sousa
etal., 2021). Assim, estudos genéticos, por meio do sequenciamento de nucleotideos de moléculas de acido desoxir-
ribonucleico (DNA), constituem uma importante ferramenta biotecnoldgica para estimar a diversidade genética, o
fluxo génico, o grau de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersao de pdlen de populagoes de araucaria
(Stefenon et al., 2008; Medina-Macedo et al., 2015).

No caso da araucdria, a analise de DNA tem sido realizada para a massa de pdlen proveniente de cada arvore
masculina, ndo sendo necessaria a genotipagem individual por grao de pélen, como realizado para outras espécies
(Mase et al., 2014). Dentre as técnicas mais utilizadas para esta andlise de DNA destacam-se os marcadores microssa-
télites [simple sequence repeats (SSRs)] e aqueles baseados no polimorfismo de um tnico nucleotideo [single nucleo-
tide polymorphism (SNP)], como descrito no capitulo 3.

No entanto, em termos praticos, a contribuicao genética do progenitor masculino (grao de pélen) na semente
pode ser obtida por meio da diferenga do DNA do genétipo materno (i.e., endosperma da semente, que é haploide)
e 0 DNA do embrido resultante (que é diploide). Portanto, a analise de DNA de pdlen é desnecessaria para as finali-
dades mencionadas anteriormente.

Consideragoes finais

Técnicas e procedimentos adequados para a coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do pélen
de populagdes naturais ou plantadas de araucaria sdo importantes fatores para o sucesso da conservagao genética
e continuidade da espécie. A conservagdo do pool génico (i.e., conjunto de pdlens) das arvores masculinas podera
contribuir para a formacao de cole¢des ativas de germoplasma e, também, para a realizagdo de polinizagdes contro-
ladas para atender objetivos especificos de programas de conservagao e melhoramento genético, como a obtencao de
materiais mais produtivos e resistentes a pragas, doengas e mudangas climaticas. As mudas seminais advindas dessas
poliniza¢des poderdo ser destinadas aos programas de restauragao florestal, enriquecimento de fragmentos da FOM,
além de usos diversos para fins comerciais.

Os métodos utilizados para coleta, beneficiamento, armazenamento e avaliagdo da viabilidade do pdlen de
araucaria avangaram muito nos tltimos anos, resultando em procedimentos com significativo grau de assertividade.
Algumas melhorias estdo sendo implementadas com o objetivo de aumentar a precisdo e o rendimento operacional
de cada etapa, de modo que as técnicas possam ser amplamente utilizadas por interessados na conservagao e/ou no
melhoramento genético da espécie.

Estudos sobre a fenologia reprodutiva da araucaria necessitam ser ampliados para diferentes formagdes fito-
geograficas em florestas naturais da FOM no territério brasileiro, de modo a gerar informagdes sobre as épocas de
produgdo e maturagao de poélen, o que sera um facilitador para orientar as expedi¢cdes de campo destinadas a coleta
de polen em diferentes ambientes e condi¢des climaticas.
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Introducao

O pinheiro-do-parana [Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze] é a tinica espécie do género Araucaria que ocorre
naturalmente no Brasil, pertencendo a ordem Pinales, classe Pinopsida, familia Araucariaceae e ao grupo das gimnos-
permas, sendo reconhecido como a arvore simbolo da regido Sul brasileira (Figura 1A) (Aguiar et al., 2021; Silva; Silva,
2021). Sua madeira foi muito apreciada no passado, sendo utilizada na construgio civil e na industria, especialmente para
fabricagao de moveis, painéis, pisos, laminados, aglomerados, instrumentos musicais etc. (Reitz; Klein, 1966). Além disso, a
arvore adulta feminina produz pinhas repletas de sementes (pinhdes) (Figura 1B), de alto valor nutritivo e muito apreciadas
na culindria regional, podendo gerar renda adicional ao proprietario rural (Godoy et al., 2021).

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa
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Figura 1. Arvore de Araucaria angustifolia com formato de calice, no topo da Floresta Ombréfila Mista (A), e pinhas maduras da espécie, com
detalhes dos pinhoes (B).

Araucaria angustifolia ocorre, particularmente, na Floresta Ombréfila Mista (FOM) ou “Floresta com Arauca-
ria” (IBGE, 2012), ecossistema pertencente ao bioma Mata Atlantica, onde se destaca por seu alto porte e formato de
calice, facilmente identificado no estrato superior da floresta (Figura 1A) (Campanili; Schaffer, 2010).

A FOM ¢ a vegetagao predominante do Planalto Meridional sul brasileiro, apresentando algumas disjun¢oes
floristicas em refugios localizados nas Serras do Mar e Mantiqueira, cuja composi¢do é dominada por géneros pri-
mitivos como Drymis e Araucaria (australasicos) e Podocarpus (afro-asiatico) (IBGE, 2012). Esse tipo de vegetagdo
representa uma das principais unidades fitogeograficas no estado do Parana (Figura 2). Ela possui quatro formagoes
distintas: aluvial, submontana, montana e alto-montana (Instituto de Terras, Cartografia e Geociéncias, 2009), com a
presenca de A. angustifolia em todas elas.

Devido a ampla distribuicdo geografica, em ambientes com diferentes caracteristicas de solo, relevo, altitude
e clima, espera-se grande diversidade genética da A. angustifolia, que tem sido verificada por meio de estudos sobre
caracterizagao genética e ambiental de populagdes naturais da espécie (Stefenon et al., 2007, 2009; Sousa et al., 2020;
Wrege et al., 2021).

Dentre as técnicas biotecnoldgicas empregadas para caracterizagao genética de A. angustifolia, visando nortear
sua conservagao, destacam-se as de genotipagem com marcadores moleculares codominantes, tais como: i) microssaté-
lites [simple sequence repeats (SSRs)]; ii) polimorfismo de um tnico nucleotideo [single nucleotide polymorphism (SNP)].

Os marcadores SSRs sdo sequéncias repetidas de bases nitrogenadas ou nucleotideos [adenina (A), timina (T),
guanina (G) e citosina (C)] no 4cido desoxirribonucleico (DNA), abundantes e altamente polimdrficas nos genomas
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Figura 2. Unidades fitogeograficas no estado do Parana.
Mapa: Wilson Anderson Holler
Fonte: Instituto Agua e Terra (2023).

(Lietal., 2017). Esses marcadores apresentam heran¢a mendeliana e facil detec¢do por meio da técnica de reagao em ca-
deia da polimerase [polymerase chain reaction (PCR)], necessitando de pequena quantidade de DNA para a sua analise.

Por sua vez, um marcador SNP corresponde a variagao de unico nucleotideo (A, T, G ou C) em varios locais do
genoma ou c6digo genético, sendo geralmente bialélico. Além disso, essa variagao deve ocorrer em, no minimo, 1%
da populagao para ser classificada como SNP para estudos de variabilidade genética (Wang et al., 1998; Vallejos-Vidal
etal., 2020). Os SNPs sdo a forma mais comum de variagao no genoma e ocorrem aos milhares, portanto, vém sendo
extensivamente utilizados para estimar diferencas genéticas existentes entre individuos e populagdes.

Os marcadores genéticos tém sido aplicados para diferentes estudos em espécies florestais. Porém, uma das
etapas que requer maior esfor¢o é a coleta de material vegetativo, geralmente folhas e ramos, para extragdo de DNA,
particularmente para as espécies florestais nativas que apresentam grandes proporgdes. Para viabilizar a coleta nessas
condicdes, é necessaria mao de obra especializada para escalar as arvores. Considerando que equipes capacitadas
para essa finalidade nem sempre estao disponiveis, e que a contratagao deste tipo de servigo especializado onera o
custo de projetos de pesquisa, além do risco operacional inerente desta atividade, outras alternativas precisam ser
investigadas para amostragem de tecidos vegetais que possam ser utilizados para obten¢ao de quantidade suficiente
de DNA para pesquisas cientificas. Destaca-se que essas alternativas devem também facilitar a amostragem de um
maior niamero de arvores por populagdo, com menor demanda laboral e/ou dispéndio financeiro, para que as técni-
cas sejam adotadas em escala operacional.

As equipes de pesquisa na drea de conservagao genética tém enfrentado outra dificuldade operacional apos
esta coleta de material biologico vegetal: a forma adequada de transportar e conservar o material recém amostrado
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- desde a retirada da arvore até o armazenamento final no laboratério - de modo que o DNA néo seja degradado.
Em campo, utilizam-se varias alternativas para essa conservagao, como o armazenamento das amostras em solug¢do
de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), em alcool, gelo etc. Porém, quando a coleta é realizada em locais dis-
tantes, particularmente em regioes de dificil acesso dentro de florestas nativas, o transporte ¢ dificultado devido a
grande quantidade de equipamentos, reagentes etc. Além disso, os procedimentos para a coleta do material vegetal e
sua conservacdo sdo afetados em termos de rendimento operacional, somado ao comprometimento da qualidade do
DNA. Por exemplo, a solugdo de CTAB pode proporcionar certo grau de degradagao do DNA, prejudicando o proce-
dimento de sequenciamento genético em laboratério. Ha outras situagdes ainda mais complexas para a conservagao
do material vegetal amostrado, como a necessidade de envio do material para instituicdes de pesquisa ou laboratdrios
localizados em locais distantes ou em paises estrangeiros, cuja remessa é realizada por meio dos correios ou empresas
de transporte, demandando maior intervalo de tempo até a entrega ao destinatario.

Diante deste contexto, foram desenvolvidos novos métodos paraa coleta de material vegetativo de A. angustifolia,
seu armazenamento e conservacao, utilizando amostra de cAmbio, tecido com alto contetido de DNA, extraido do
tronco da arvore e acondicionado em tubo Falcon com silica gel, capaz de absorver a umidade da amostra, evitando
a proliferacao de fungos e bactérias. Assim, apds a secagem adequada do cambio, o material pode permanecer sob
condi¢oes de ambiente para uso no curto prazo ou conservado em freezer para estudos de médio e longo prazos.
A aplicagao correta destes métodos de amostragem e conservagdo de cambio facilitam os trabalhos de campo e
permitem a obten¢do de DNA adequado para anélises genéticas utilizadas em pesquisas cientificas.

Descricao dos métodos

Locais de amostragem de cambio em arvores de araucaria

Neste trabalho, as amostras de cAmbio foram coletadas em 514 arvores de A. angustifolia, sendo 400 pertencen-
tes a uma area de produgdo de sementes (APS) localizada em Colombo, PR (Figuras 3A e 3B), e 114 de populagdes
naturais de araucdria localizadas em fragmentos florestais em seis municipios paranaenses: Bocaitiva do Sul, Campi-
na Grande do Sul, Campo Largo, General Carneiro, Ipiranga e Castro (Figuras 3C e 3D). A APS originou-se de um
teste de procedéncia e progénie implantado em 1980 nas dependéncias da Embrapa Florestas (Sousa et al., 2021), pro-
veniente de 12 diferentes popula¢des naturais, procedentes de uma ampla area de ocorréncia natural da espécie nos
estados de Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo e Minas Gerais. Por sua vez, os fragmentos de florestas naturais estao
localizados em propriedades particulares, em dreas protegidas com alto grau de conservagao. As coletas de cimbio
foram realizadas em Colombo em 2011, em arvores com 31 anos de idade, e nas demais localidades em 2021, em
arvores adultas no estadio de reprodugdo, cujas idades eram desconhecidas. De acordo com um mapa do Instituto de
Terras, Cartografia e Geociéncias (Instituto de Terras, Cartografia e Geociéncias, 2009), estas areas encontram-se nas
seguintes formagoes fitogeograficas da FOM: i) Montana: Bocaitiva do Sul, Campina Grande do Sul, Campo Largo,
Colombo e Ipiranga; ii) Alto-montana: Castro e General Carneiro.
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Fotos: Jacir Faber (A, B); André Kasczeszen (C,

Figura 3. Areade producdo de sementes em Colombo, PR (A, B), e fragmentos de florestas naturais em Castro, PR (C, D),

onde arvores de Araucaria angustifolia foram selecionadas para a amostragem de cambio.

Escolha e marcagao de arvores de araucaria em populagdes naturais

A escolha de arvores matrizes em populagdes naturais, para a caracterizagao genética da A. angustifolia, é uma
etapa fundamental para o sucesso de um projeto de pesquisa com a finalidade de conservagao da espécie. Assim, as
arvores sao escolhidas adotando-se o critério da casualizagdo, com caminhamento de aproximadamente 100 m entre
arvores. Por outro lado, quando o objetivo da sele¢do é o uso em um programa de melhoramento genético, deve-se
escolher os individuos com base em caracteres fenotipicos de interesse do programa, como altura total, diametro
a altura do peito (DAP), forma do fuste, qualidade da madeira, espessura de casca, tamanho da copa, angulo de
insercdo dos galhos, nimero de pinhas e produgdo de pinhdes por arvore, dentre outros. No presente trabalho, a
amostragem foi conduzida para estimar a variabilidade genética das populagdes naturais, entre e dentro delas.

As arvores escolhidas foram marcadas com etiquetas metalicas especificas para esta finalidade, além de serem
numeradas com tinta amarela ou vermelha (Figura 4), que sdo cores que se destacam no interior da floresta para
facilitar a localizagdo, caso seja necessaria uma nova coleta ou caracterizagao mais detalhada da arvore. Além disso, as
arvores foram georreferenciadas com equipamentos de precisdo, para facilitar a localizagdo dos individuos no campo
durante as varias etapas de investigagao, ao longo do tempo. Vale destacar que, em projetos de pesquisa com objetivo
de “amostragem unica’, essa marcagdo das arvores é desnecessdria.
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Fotos: Carlos Roberto Urio (A); Ananda Virginia de Aguiar (B)

Figura 4. Marcagdo e numeragdo de arvores de Araucaria angustifolia com tintas vermelha (A) e amarela
(B), cores de facil visualizagdo em meio a vegetagao.

Método de coleta de amostras de tecido lenhoso com cambio

O cambio em uma arvore de araucdria estd localizado na parte mais interna da casca. Portanto, para uma
correta amostragem deste tecido vegetal para fins de analises genéticas é necessario que a camada externa da casca,
ou seja, a por¢do suberosa, seja previamente eliminada. Nesse método, esta por¢ao de casca é removida com auxilio
de uma marreta e formao reto chanfrado (Figura 5A), retirando finas camadas de casca (cuja espessura varia muito
entre os individuos), até perceber um aumento de resisténcia do tecido vegetal, indicando a proximidade do tecido
lenhoso onde fica o cambio. Na etapa seguinte, com auxilio de um formao cilindrico do tipo “vazador de couro”, de
2,7 cm de didmetro, e marreta, é retirado um pedago de tronco (de forma circular), com aproximadamente 2,5 cm de
espessura, contendo um pouco de casca, o cdimbio e uma maior quantidade de alburno (madeira) (Figuras 5B e 5C).
A seguir, retira-se o excesso de alburno com um canivete, até a amostra atingir aproximadamente 1 cm de espessura,
mas ainda contendo casca, cambio e alburno. Sugere-se que o orificio aberto no tronco da arvore seja pulverizado
com uma solugdo de sulfato de cobre (concentragdo de 1%) e, na sequéncia, seja vedado com auxilio de massa de
vidraceiro (Figura 5D). Este procedimento ¢ indicado para evitar a proliferacdo de fungos, bactérias e pragas que
possam causar danos a arvore. Ressalta-se que podem ser retiradas de cada arvore matriz mais de uma amostra de
tecido lenhoso com cdmbio, de acordo com a quantidade de DNA necessaria para cada objetivo de pesquisa.
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Fotos: Gustavo Crizel Gomes (A, B, D); Marcos Silveira Wrege (C)

Figura 5. Etapas da amostragem de tecido lenhoso com cdmbio em tronco de Araucaria angustifolia: retirada da camada
externa da casca (por¢do suberosa) com auxilio de um formao reto chanfrado (A); extragdo da amostra de cdmbio,
contendo um pouco de casca e alburno, utilizando um formao cilindrico do tipo “vazador de couro” (B, C); e obstrugdo
do orificio com massa de vidraceiro (D).

Método de armazenamento das amostras de tecido lenhoso com cambio

Apds a obtengdo das amostras de tecido lenhoso com cambio, essas sdo acondicionadas em tubos cilindricos
com tampa, tipo Falcon (comumente usados para centrifuga¢do), com 50 mL de capacidade, contendo aproximada-
mente 3 g ou 7,5 mL de silica gel seca (Figura 6) para promover a desidratagdo do material vegetal, cujo processo é
complementado em laboratoério.

Figura 6. Tecido lenhoso amostrado em tronco de
Araucaria angustifolia, com aproximadamente 1 cm

Fotos: Marianne Bernardes (A);
Valderés Aparecida de Sousa (B)

de espessura, contendo o cambio e um pouco de casca
e alburno, depositado sobre silica gel em tubo Falcon
(A), para promover a desidratacao do material apds

vedagdo hermética do tubo com tampa rosqueavel (B).
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A silica gel é uma substancia higroscopica comumente adicionada, na forma de sachés, no interior de frascos
de medicamentos, pecas eletronicas, material fotografico etc., visando impedir a proliferacdo de fungos (“mofos”) e
ferrugem. Ela é também utilizada em dessecadores de laboratério, geralmente com granulometria entre 1 e 4 mm, sendo
composta por cloreto de cobalto (CoCl,) e silica amorfa (SiO,) ou silicato de sédio (Na,SiO,), mudando da cor azul
para rosa a medida que absorve umidade. Deste modo, esta mudanga de cor indica 0 momento ideal para substitui¢do
da silica saturada com agua por outra desidratada, permitindo a continuidade do processo de secagem da amostra
de tecido lenhoso com cimbio. E importante ressaltar que a silica umedecida pode ser seca em estufa com circulagdo
forcada de ar, aquecido sob temperatura entre 60 e 80 °C, por 24 horas, recuperando sua capacidade de absor¢do de agua.

Ao chegar nolaboratério, recomenda-se que os tubos contendo as amostras de tecido lenhoso com cdmbio sejam
abertos e colocados em dessecador contendo silica gel seca, durante 24 horas, quando substitui-se a silica umedecida
por outra seca. Esse processo deve ser repetido até que a silica gel se estabilize na coloragdo azul. A seguir, as amostras
com cdmbio, completamente secas, podem permanecer sob condi¢do de ambiente para uso no curto prazo; ou em
camara fria ou freezer sob temperatura de -16 °C ou -80 °C, para uso em médio e longo prazos, respectivamente.
Se houver a necessidade de transporte por longas distancias ap6s este armazenamento, especialmente para analises
laboratoriais, ndo sera necessario que o material esteja sob condi¢oes refrigeradas ou outro processo de conservagao,
bastando colocar os tubos em embalagem adequada para serem transportados (Figura 7).

Carlos Roberto Urio (B)

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa (A);

Figura 7. Tubos Falcon contendo silica gel e amostras secas de tecido lenhoso com cambio de Araucaria angustifolia (A)

retirados de camara fria, identificados e acondicionados em embalagem plastica (B) para transporte a longa distancia.

Recomenda-se que os cdmbios sejam extraidos das amostras de tecido lenhoso (como descrito no item seguinte),
depositados em pequenos tubos com capacidade de 1,5 a 2,0 mL e, posteriormente, acondicionados em freezer sob
temperatura de -16 °C ou -80 °C para armazenamento de médio ou longo prazos, respectivamente. Este procedimento
otimiza o uso de espagos nos freezers e possibilita que quantidades maiores de amostras sejam armazenadas por mais
tempo. Isto é particularmente importante para estudos genéticos que envolvem amostras de centenas de drvores matrizes.

Método de extragdo de cambio de amostra de tecido lenhoso

Uma etapa fundamental para o sucesso das analises genéticas é o processo de identificagdo visual do cambio
para sua retirada do tecido lenhoso amostrado da arvore, visando a posterior extragio de DNA.

O cambio é um tecido delgado e heterogéneo, por isso sua remogao com estilete ou outro instrumento cortante deve
ser feita com critério e destreza para que nao sejam incluidos tecidos lenhosos, com baixo contetido de DNA (Figura 8).
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Fotos: Fernanda Neves Lima

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 8. Separagio cuidadosa do cAmbio localizado sob o tecido suberoso de Araucaria angustifolia (A) e detalhe do

cambio na forma de uma fina pelicula (B).

Método de desintegracao de amostra de cambio e posterior extragao de DNA

Para a extragao do DNA das amostras de cAmbio, é necessario que elas sejam previamente desintegradas (moidas
ou maceradas) em finas particulas em equipamento TissueLyser (Figura 9). Durante esse processo, o tecido seco de
cambio ¢ colocado em tubo Eppendorf, com volume de 5 mL, juntamente com trés ou quatro beads (esferas magnéti-
cas com 0,5 mm de diametro), sendo posteriormente acondicionado no TissueLyser e processado por 2 a 3 minutos,
dependendo da textura do cdmbio. Podem ser maceradas conjuntamente de 12 a 48 amostras, dependendo da capacida-
de do equipamento. Finalmente, as amostras moidas ou maceradas de cimbio sdo armazenadas (sem as beads) em tubos
Eppendorf, que sdo acondicionados em cdmara fria sob temperatura de -40 °C, até o momento da extragao de DNA.

Eppendorfs com ¢ ambio e

beads ‘
\ = Figura 9. Amostra de cimbio

| de Araucaria angustifolia, sendo
- preparada juntamente com

~ ainsercdo de beads em tubo
Eppendorf (A) para posterior
processo de desintegragdo no
equipamento TissueLyser (B).
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A etapa final que antecede as analises genéticas (SSR ou SNP) ¢é a extragdo de DNA do cambio desintegra-
do e armazenado. Nesse processo, 0 DNA gendmico ¢ extraido utilizando o Kit de Plantas DNasy 96 (Qiagen)
(Figura 10A), conforme método descrito por Sousa et al. (2020) e, em seguida, é colocado em tubo Eppendorf
(Figuras 10B e 10C) e armazenado em freezer com temperatura de -20 °C.

Alguns cuidados especiais devem ser tomados durante o processo de envio de amostras de DNA ao laboratério
de analises genéticas (Figura 10D), utilizando os correios ou outra empresa transportadora: os tubos contendo DNA
devem ser armazenados em pequenas caixas de isopor com gelo seco, cujo transporte deve ser realizado o mais breve
possivel; e, quando o tempo de transporte for longo, recomenda-se que as amostras de DNA sejam liofilizadas.

L1

L AR

Fotos: Fernanda Neves Lima (A); Valderés Aparecida de Sousa (B, C, D)

|_aboratério de Biologia Molecular

. Ananda Aguiar, José Elidney Pinfo & Marianne Bemardes

Figura 10. Procedimento de extracdo de DNA de amostras de cambio de Araucaria angustifolia, utilizando o Kit de
Plantas DNasy 96 (Qiagen) (A), e seu armazenamento em tubos Eppendorf (B, C), seguido de embalagem para posterior
envio ao laboratorio de analises genéticas (D).
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Consideracgoes finais

Os métodos de extragdo e armazenamento de cambio e DNA de Araucaria angustifolia adotados neste trabalho
resultaram em 100% de sucesso nas analises genéticas pela técnica de sequenciamento do tipo SSR (marcadores mi-
crossatélites) das 514 arvores amostradas, demonstrando a viabilidade operacional em nivel de campo e laboratdrio.

A maior dificuldade para a extra¢ao do cambio de Araucaria angustifolia é a espessura da casca da arvore, que
varia entre os individuos e, muitas vezes, é de dificil remogao para se atingir a camada desejada de tecido lenhoso.

Utilizando as técnicas apresentadas neste capitulo, o trabalho de campo para a amostragem de tecido
lenhoso com cdmbio é facilitado, devido a pequena quantidade de utensilios necessarios para a obten¢ao das amostras.
E posstvel amostrar, em apenas um dia, mais de 400 arvores matrizes em testes genéticos implantados em campo.
Nas florestas naturais, essa quantidade depende da proximidade entre os individuos, da formagao florestal, do tipo e
altura do sub-bosque, relevo, dentre outros fatores. Por exemplo, em uma area com sub-bosque de taquara e bambus
foi possivel amostrar mais de 80 arvores por dia nas condigoes locais onde foi realizada a pesquisa.

Os métodos apresentados podem ser adotados em programas de pesquisa, em termos de viabilidade técnica,
principalmente com relagio ao transporte das amostras de cambio para laboratdrios de andlises genéticas, seja no Brasil
ou no exterior, visto que requerem poucos gastos com materiais e reagentes, além de menor demanda de mao de obra.

O armazenamento em silica gel das amostras de tecido lenhoso com cambio e a extragdo da umidade em des-
secador tém garantido a conservagao do cdmbio durante muitos anos sob temperatura ambiente ou em cdmara fria,
além de preservar a integridade do DNA a ser extraido posteriormente para uso em analises genéticas.
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Capitulo 4

Método de amostragem de baguetas
para estudos de dendrocronologia
em populacoes naturais de Araucaria
angustifolia

Sérgio Ricardo Silva




Introducgao

A araucdria [Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze], conhecida como pinheiro-do-parand, é uma
espécie de conifera nativa do Brasil, que ocorre na Floresta Ombrdfila Mista (FOM), ou Floresta com Araucaria,
formacao fitogeografica presente principalmente na regiao Sul. A madeira da espécie apresenta alta qualidade e valor
economico. As arvores femininas iniciam a produ¢ao de pinhas entre 12 e 15 anos de idade, cujas sementes (pinhdes)
sdo consumidas pela fauna silvestre e populagao, representando fonte de renda para os agricultores (Wendling, 2015).
As arvores adultas possuem frequentemente de 10 a 35 m de altura e de 0,5 a 1,2 m de didmetro a altura do peito
(DAP), podendo atingir até 64 m de estatura e 2,5 m de DAP (Carvalho, 2003). A araucaria possui longevidade
extensa, sendo que arvores centendrias ainda sdo encontradas, como é o caso de um espécime localizado no Parque
do Pinheiro Grosso em Canela, RS, com idade aproximada de 700 anos (Figura 1).

Foto: Jair Prandi

: _Idade aprox: 700ar

Altura: 4
Circunferéncia

Figura 1. Arvore de Araucaria angustifolia com aproximadamente 700 anos, localizada no Parque do Pinheiro Grosso
em Canela, RS.

A idade de uma éarvore de araucaria pode ser estimada, com boa precisdo, por meio da andlise de seus anéis
de crescimento, utilizando técnicas dendrocronoldgicas em disco de madeira cortado transversalmente no tronco
(Figura 2A) ou por meio da extragdo com trado de incremento de uma bagueta (increment core), geralmente com 4,3
ou 5,15 mm de didmetro, desde a casca até o cerne, ou através de toda a secgdo transversal (Figura 2B). A primeira
técnica resulta no corte da arvore, enquanto a coleta de bagueta destina-se principalmente a arvores vivas, sendo
um procedimento pouco invasivo. Para melhor estimativa da idade, as amostras devem ser provenientes da base do
tronco, 0 mais proximo possivel do nivel do solo.

As analises de anéis de crescimento de arvores tém aplicagdo pratica em projetos ambientais e cientificos nas
areas de ecologia, silvicultura, conservacao genética, dentre outras. No caso de araucaria, alguns trabalhos foram
realizados recentemente para avaliagdes diversas, tais como: a) dinamica de crescimento de arvores em florestas
com distintos estagios de conservagdo (Stepka et al., 2021); b) efeitos de bordadura da floresta sobre a dindmica de
crescimento das arvores e sua sensibilidade climatica a variagdes de temperatura e pluviosidade (Albiero-Jinior
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Porgdo externa da
bagueta
(incluindo a casca)

Figura 2. Técnicas dendrocronoldgicas para a estimativa da idade de arvore de Araucaria angustifolia: contagem do
numero de anéis de crescimento em disco de madeira extraido transversalmente do tronco (A) ou em bagueta amostrada
com trado de incremento na secgao transversal do tronco (B).

et al., 2020); ¢) crescimento e forma do tronco durante a vida da arvore (Mattos et al., 2022); d) competi¢ao e padrao
de crescimento de arvores no interior da floresta (Curto et al., 2021); ) manejo sustentavel da espécie em fungao de
seu histdrico de crescimento (Loiola et al., 2019); f) efeitos da temperatura e precipitagio pluviométrica sobre o cres-
cimento de arvores de diferentes idades (Oliveira et al., 2017; Brandes et al., 2021; Silva et al., 2021); g) influéncia da
alteracdo antrépica do ambiente sobre variaveis climaticas, evidenciada pelo crescimento retrospectivo da araucaria
(Marcon et al., 2022).

As técnicas dendrocronolégicas utilizadas nesses estudos cientificos tém sido aplicadas quase exclusivamente
por profissionais especializados no assunto. Além disso, existem algumas particularidades dos métodos empregados
em funcdo da espécie florestal. A caréncia de material didatico sobre o assunto, particularmente em portugués, é um
fator que restringe a aplicacao desses métodos pelo publico de dreas afins, que necessita utiliza-los como ferramenta
complementar em estudos cientificos, em nivel académico ou profissional.

O objetivo deste trabalho é apresentar os principais procedimentos operacionais para a amostragem de ba-
guetas em arvores de araucaria, descrevendo as técnicas e os equipamentos utilizados. Também serao abordados
os principais cuidados necessarios para preservar a integridade e sanidade das arvores vivas que serao amostradas.
Assim, espera-se que o texto seja uma contribuicao para profissionais e estudantes que se dedicam a ecologia, silvi-
cultura, melhoramento e conservagdo genética desta espécie florestal tao estimada pelos brasileiros.

Conceitos e definicdes de alguns termos técnicos

O uso adequado de um trado de incremento demanda conhecimentos sobre a anatomia e as propriedades da
madeira, que diferem significativamente entre gimnospermas (como araucaria, pinus e demais coniferas) e angios-
permas (como mogno, cedro, castanheira-do-brasil e eucalipto). Assim, considerando a especificidade de alguns
termos técnicos utilizados neste trabalho, sao apresentados a seguir alguns conceitos e defini¢des, de modo a auxiliar
o leitor no entendimento do contetido abordado:
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Gimnospermas: filo de plantas vasculares espermatdfitas que possuem sementes nuas (do grego: “gym-
nos” = nu e “sperma’ = semente), ou seja, ndo envolvidas por frutos. As principais representantes deste
grupo de plantas sao as coniferas, como a araucaria, que produzem estrobilos masculinos (androestrébilos
ou microestrobilos) e femininos (ginoestrobilos ou megaestrobilos).

Angiospermas: filo de plantas vasculares espermatofitas, popularmente chamadas de folhosas, com se-
mentes protegidas por frutos (do grego “angeios” = bolsa). E o tinico grupo de plantas com flores e frutos,
sendo o mais diversificado, com mais de 250 mil espécies.

Crescimento da arvore: em termos botanicos, pode-se distinguir dois tipos de crescimento: a) “primario’,
em altura ou comprimento, realizado pelo meristema apical localizado na extremidade do caule, galhos
e raizes; b) “secunddrio’, em espessura ou circunferéncia, promovido pelo meristema cambial no interior
dos tecidos. As células meristematicas conservam caracteristicas embriondrias (i.e., sao pequenas, com
estrutura simples, parede celular fina, abundéncia de vactiolos etc.) e estao em constante divisdo durante
toda a vida da planta, promovendo seu crescimento e originando, por diferenciagao, outros tecidos ve-
getais mais especializados, como aqueles responsaveis pela fotossintese, sustentagao, armazenamento e
transporte de dgua, nutrientes e fotoassimilados.

Xilema: tecido vascular presente nas gimnospermas, angiospermas e pteridoéfitas, que realiza o transporte
por capilaridade de agua e sais minerais desde as raizes até as folhas, além de fornecer sustentagdo me-
canica ao vegetal. E um tecido complexo composto por diferentes tipos celulares: elementos condutores,
fibras xilematicas e células parenquimaticas. Ha dois tipos de elementos condutores (Pedrazzi et al., 2019):
a) traqueideos, que sdo células imperfuradas, estreitas e alongadas, com comprimento entre 2 e 5 mm, mais
abundantes em gimnospermas; b) elementos de vaso, com células perfuradas nas extremidades, largas e
curtas, com comprimento entre 0,2 e 1,0 mm, predominantes em angiospermas. Nas plantas lenhosas, o
xilema se divide em cerne (heartwood) e alburno (sapwood).

Floema: é constituido por uma camada bem fina localizada na por¢ao interna da casca, sendo fisiologica-
mente ativa e responsavel pelo transporte da seiva organica elaborada, desde as folhas até as raizes. Ele é
formado por diferentes tipos celulares: elementos crivados, células companheiras ou albuminosas, fibras
floematicas e células de parénquima. Os elementos crivados podem ser de dois tipos: células crivadas em
gimnospermas; e elementos do tubo crivado em angiospermas.

Cerne: ¢ a parte mais interna e velha de uma sec¢ao transversal do tronco, geralmente com colora¢ao mais
escura (Figura 3A). Este tecido vegetal ndo possui células vivas e ndo participa ativamente na condugao de
agua ou seiva, assumindo uma fungao basica de suporte mecanico da estrutura da arvore. A parte central
do cerne é popularmente conhecida como medula.

Alburno: ¢ a parte periférica e mais jovem da madeira do tronco de uma arvore, apresentando células vivas
(Figura 3A). Normalmente possui colora¢ao mais clara do que o cerne. O alburno faz parte do xilema das
coniferas, que participa da composi¢cdo de uma madeira “nio porosa’, constituida de traqueideos, fibras e
células parenquimaticas. Esses traqueideos conduzem liquidos e solutos dentro da planta, representando
aproximadamente 90% da estrutura da madeira das coniferas (Pedrazzi et al., 2019).

Cambio: é um tecido fino localizado sob a casca, contendo células vivas (meristemadticas secundarias),
capazes de se dividirem e se diferenciarem em novas células (floema, xilema e tecidos vasculares secun-
darios), sendo responsaveis pelo crescimento secundario da arvore, ou seja, pela formagdo da casca e da
madeira (cerne e alburno) no sentido radial (Figuras 3A e 3B).

Raios: sdo faixas finas de células parenquimaticas que se originam do cdmbio. Possuem altura, largura
e comprimento variaveis, que se estendem radialmente no lenho, partindo do floema e passando pelo
xilema em dire¢do a medula do tronco. A func¢io deste tecido é armazenar e conduzir transversalmente
carboidratos, agua e nutrientes. Em geral, a madeira de gimnospermas é composta predominantemente
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Figura 3. Representagdo do corte transversal do tronco de uma drvore, mostrando a medula, o cerne, o alburno, o cimbio
vascular, os raios e a casca (A). Crescimento do tronco nos sentidos radial e longitudinal (B).

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva

por agregados de traqueideos (tubos lignificados), de pequeno tamanho, formando raios que podem
incorporar canais de resina. Por outro lado, a madeira de angiospermas possui maior variedade de tipos
celulares, apresentando amplos raios multiserrilhados, poucos traqueideos e auséncia de canais de resina.

Casca: ¢ o tecido mais externo do tronco (Figura 3A). A por¢ao interna da casca corresponde ao floema.
Por sua vez, a parte mais externa é conhecida como cortex ou ritidoma, sendo composto por um tecido
morto, com func¢ao de proteger o tronco contra variagdes climaticas abruptas, danos mecanicos e ataque de
insetos e microrganismos. A casca também pode armazenar nutrientes e substancias energéticas de reserva.

Anel de crescimento anual: é cada par de bandas concéntricas, uma clara e outra escura, geralmente com
formato circular ou ovalado, observado na sec¢ao transversal do tronco de algumas espécies de arvores,
representando um ano de crescimento secundario. Ambas bandas sdo constituidas por células do xilema,
que sdo produzidas na regido do cambio vascular sob a casca. No inicio do verdo (ou primavera), quando
a estagdo do ano é quente e hd abundancia de d4gua, o cambio produz expressiva quantidade de células xile-
maticas, grandes e claras, também conhecidas como “madeira precoce” (early wood) (Fay; Berker, 2018).
A medida que o verdo avanca e as temperaturas decrescem (com a proximidade do outono), combinado
com escassez de agua, as novas células xilematicas produzidas sao pequenas e com maior concentragao
de lignina, resultando em cor escurecida, constituindo a “madeira tardia” (late wood). Em coniferas, essa
cor escura ¢é resultado da redu¢ao do tamanho dos traqueideos e aumento da espessura de sua parede
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celular. Dependendo do ambiente, a arvore paralisa seu crescimento no inverno, resultando em anéis de
crescimento bem distintos e de facil observagdo. Assim, as larguras dos anéis e as caracteristicas anatomi-
cas da madeira produzida variam de ano para ano com as mudangas nas condigdes ambientais. Deve-se
notar que arvores de algumas regides tropicais e subtropicais podem nao produzir anéis de crescimen-
to, particularmente quando as condigdes climaticas regionais permitem crescimento continuo da planta.
No entanto, também pode ocorrer a formagdo de dois ou mais anéis por ano (i.e., “falsos anéis”), deter-
minada pela alternancia de periodos de chuva e de seca nessas regides climaticas (Botosso; Mattos, 2002).
Arvores crescidas em condigdes extremamente dridas produzem falsos anéis ou a auséncia de alguns deles.

Dendrocronologia: inicialmente desenvolvida pelo astronomo Andrew Ellicott Douglass (1867-1962),
considerado o “pai da dendrocronologia’, ¢ uma ciéncia que extrai informagdes cronologicas e nao
cronologicas de anéis de crescimento de troncos de arvores, principalmente por meio da contagem dos anéis
e de suas mensuragoes (largura, comprimento etc.), para estimar a idade da arvore e sua taxa de crescimento
anual, respectivamente (Douglass, 1921; Cook; Kairiukstis, 1989; Biondi, 2020). Essa técnica auxilia no
entendimento das condi¢des climaticas do passado, dentre outras aplicagoes. Quando ha disponibilidade
de séries temporais de dados meteoroldgicos de uma regido, é possivel deduzir como mudangas climaticas
afetaram o crescimento da arvore. Por exemplo, em anos mais quentes e com abundante disponibilidade
hidrica — possibilitando estagdes de crescimento mais longas — os anéis de crescimento serdo mais largos
(Figura 4). Por outro lado, em anos mais secos, o déficit hidrico limitara o crescimento da arvore e os anéis
de crescimento serao mais estreitos. A dendrocronologia tem fornecido informagoes relevantes em diversas
areas cientificas, incluindo ecologia, silvicultura, manejo florestal, climatologia, boténica, biogeografia,
histéria, arqueologia, e até em programas de crédito de carbono (Grissino-Mayer, 2003; Carrer, 2011; Tsen
et al., 2016; Pearl et al., 2020; Edvardsson et al., 2021).

Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Figura 4. Anéis de crescimento de arvore de Araucaria angustifolia influenciados pelas condi¢des climaticas: anéis mais
largos e mais estreitos estdo geralmente associados com maior e menor disponibilidade hidrica durante a estagao de
crescimento, respectivamente.

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva

Bagueta (increment core): amostra indeformada de madeira extraida de uma arvore, desde a casca até o
cerne, ou através de toda a secgdo transversal do tronco. Possui formato cilindrico, geralmente com dia-
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metro entre 4,3 e 12 mm, em funcio das especificagdes do trado de incremento utilizado na extragédo da
amostra. As baguetas sao utilizadas para analises dendrocronoldgicas que possibilitam determinar a idade
e a taxa de crescimento da arvore. Elas também sdo utilizadas para avaliar propriedades fisicas e quimicas
da madeira em varias posi¢oes do tronco (longitudinal e radial). Além disso, empresas que realizam trata-
mento de madeira utilizam as baguetas para verificar a penetracao de produtos quimicos no tecido vegetal
durante o processo de impregnagao.

Madeiras macias (soft woods): sdo provenientes de arvores do grupo de gimnospermas, usualmente com
cones e aciculas, as quais se mantém na arvore ao longo do ano, sendo conhecidas como “sempre verdes”
(evergreen). O transporte de dgua e seiva através da madeira é realizado por meio de traqueideos e indis-
tintos raios medulares. Quando observadas ao microscopio, as madeiras macias ndo apresentam poros
visiveis devido aos traqueideos. Essas madeiras geralmente produzem resinas, apresentam coloragao clara
e anéis de crescimento bem distintos.

Madeiras duras (hard woods): tém como origem basica as arvores angiospermas com folhas geralmente
largas que caem durante o outono e inverno e, por isso, sdo chamadas de arvores caducifélias (ou de-
ciduas). Suas estruturas vasculares aparecem como poros quando vistas no microscépio. Sdo madeiras
geralmente de coloragao escura, que nao produzem resinas e nao possuem anéis de crescimento distintos
na maioria das espécies. Em geral, as madeiras duras possuem densidade aparente maior que as madeiras
macias, mas essa nao ¢ uma regra.

Madeira de reagiao: é uma madeira anormal presente em galhos e em troncos de arvores inclinadas e
tortas, sendo formada por estimulos mecanicos e pela acao da gravidade, além de ser influenciada por ca-
racteristicas genotipicas (Vidaurre et al., 2013). Essa madeira apresenta anéis de crescimento assimétricos,
considerando a comparagdo diametralmente oposta de cada anel, sendo um recurso utilizado pela arvore
para neutralizar sua inclinagdo, como uma tentativa de se endireitar. As gimnospermas formam “madeira
de compressao” na face inferior do tronco inclinado, onde o crescimento radial incrementa (Figura 5).
Por outro lado, nas angiospermas o maior crescimento radial ocorre na face superior do tronco inclinado,
formando uma “madeira de tensao”.

@® Medula
® Centro
geométrico

-

Madeira de
compressdo

Figura 5. Madeira de compressdo em tronco inclinado de Araucaria angustifolia em um terreno declivoso.

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva
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- Madeira de compressio em gimnospermas: ¢ uma madeira de reagdo formada nas faces inferiores de
galhos e troncos inclinados, caracterizada por cor mais escura, aparéncia vitrea, elementos vasculares mais
curtos e anéis de crescimento relativamente mais largos e excéntricos (Figura 5). Esta madeira “empurra”
o tronco inclinado para cima, permitindo-o recuperar sua orientagdo vertical. Ela apresenta propriedades
mecanicas e composicao quimica de menor qualidade industrial em compara¢ido a madeira de uma arvore
normal.

- Madeira de tensdo em angiospermas: ¢ uma madeira de reagdo formada nas faces superiores de galhos
e troncos inclinados, apresentando elementos de fibra com paredes mais estreitas e finas, encolhimento
longitudinal excessivo e tendéncia ao colapso, ao secar. Em termos praticos, a madeira de tensdo “puxa” o
tronco inclinado para cima para manter seu crescimento vertical.

- Calo: é um tecido vegetal que se desenvolve ao redor de uma lesao superficial gerada por algum elemento
cortante ou praga. Este tecido caloso ¢ composto por um grupo desorganizado de células parenquimaticas
com funcao de cobrir a lesao rapida e eficientemente.

- Compartimentalizacdo: é um processo de defesa da arvore para isolar tecidos lesados e, assim, evitar
a propagacdo de patdgenos (Shigo, 1984). Tem duas etapas: a) alteragdes quimicas, como a produgio e
acumulagao de substancias antimicrobianas, para retardar a propagag¢ao de organismos fitopatogénicos que
se desenvolvem apods o ferimento; b) o cdmbio forma um tecido protetor (i.e., uma barreira) entre os tecidos
lesionados e os novos tecidos formados apos o ferimento. Esse processo permite que a arvore continue a
crescer apesar da presenca de feridas e agentes patogénicos. Deve-se notar que a compartimentalizacao
¢ diferente da formacdo de calos; embora o tecido caloso possa crescer sobre uma ferida, ele nao cria a
barreira capaz de proteger os novos tecidos contra patdgenos.

Trado de incremento

O trado de incremento, também conhecido como sonda de Pressler, é a principal ferramenta para coleta
de amostras em troncos de arvores para andlises dendrocronoldgicas, sendo também utilizado, com outras
finalidades, para a extragao de baguetas de toras, postes e outras pegas de madeira (Grissino-Mayer, 2003).
Esse instrumento de precisao foi desenvolvido na Alemanha por volta de 1855 (Pressler, 1866) e, desde entéo, sua
estrutura e projeto mudaram muito pouco (Schweingruber, 2001). O manuseio adequado e a boa manutenc¢ao
do trado garantem sua funcionalidade por décadas. Além disso, conhecimentos detalhados de sua estrutura,
manutengao e uso sdo fundamentais para o éxito dos trabalhos do usudrio durante a extragao de baguetas em
arvores, como descrito a seguir.

Componentes do trado de incremento

O trado de incremento possui trés componentes principais: cabo (alavanca ou manipulo), sonda (haste oca
com ponta roscada com fungao de broca) e extrator (bandeja para extrair a bagueta do interior da sonda) (Figura 6A).
Quando o equipamento ndo estd em uso, o extrator ¢ armazenado no interior da sonda que, por sua vez, é guardada
dentro do cabo (Figura 6B), formando uma unidade compacta (Figura 6C).
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Fotos: Sérgio Ricardo Silva
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Figura 6. Componentes de um trado de incremento: sonda, extrator e cabo (A). Processo de armazenamento da sonda e
do extrator no interior do cabo (B), formando uma unidade compacta (C).

Alguns acessorios facilitam o uso, a conservagao e a manutengao do trado de incremento, tais como: apoio de
trado para iniciagdo de furo, adaptador de trado para furadeira, estojo porta-sonda e kit para amolar e afiar a broca
(Figura 7).

Fotos: Sérgio Ricardo Silva (A);
André Wedderhoff (B, C, D)

Figura 7. Acessorios de trado de incremento: apoio para iniciagdo de furo (A), adaptador de trado para
furadeira (B), estojo de couro porta-trado (C) e kit para amolar e afiar a broca (D).

Selegao do modelo de trado de incremento

A escolha do modelo de trado de incremento leva em consideragdo o comprimento, o diametro e o tipo de
broca da sonda, que devem ser adequados para as condigoes de uso local:
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- Comprimento da sonda: estd diretamente relacionado ao tamanho da drvore a ser amostrada. Portanto,
quanto maior o didmetro do tronco, maior devera ser o comprimento da sonda. Em arvores menores, é
usual que a amostra de bagueta contemple toda a sec¢ao transversal do tronco, passando pela medula.
Por outro lado, em arvores maiores, uma op¢ao ¢ extrair duas baguetas nos sentidos diametralmente opos-
tos do tronco, que juntas representardo toda a sec¢ao do tronco. Vale destacar que o prego do trado de
incremento aumenta muito a medida que se amplia o comprimento da sonda, que varia de 10 a 100 cm,
sendo mais comuns no meio cientifico sondas variando de 30 a 60 cm. Considera-se como “comprimento
efetivo” da sonda a por¢do que pode ser inserida no tronco, ou seja, desde a ponta da broca até o inicio da
expansao circular na outra extremidade (Figura 8).

Foto: Sérgio Ricardo Silva

Figura 8. Comprimento efetivo da sonda de um trado de incremento.

- Diametro interno da sonda: corresponde ao didmetro efetivo da amostra de madeira que sera extraida do
tronco. Este didmetro é medido na abertura localizada na ponta da sonda, ou seja, na regido de corte que
entrard em contato com a arvore. Vale destacar que o didmetro aumenta gradualmente dentro da sonda,
em dire¢ao ao cabo, para que a bagueta ndo fique atolada (i.e., congestionada) em seu interior (Figu-
ra 9A). Os didmetros de 4,3 e 5,15 mm sdo utilizados com mais frequéncia para a maioria das finalidades
florestais (Figura 9B). Por sua vez, 5,15 mm ¢é o didmetro preferido para a sonda utilizada em avaliagao
de tratamento quimico para preservacio da madeira. Finalmente, sondas com 8, 10 e 12 mm de didmetro
sao mais apropriadas para obten¢ao de amostras maiores utilizadas para analises de qualidade de madeira
(e.g., densidade aparente), estudos quimicos e andlises das dimensdes celulares (Jozsa, 1988). Ressalta-se
que, quanto maior o didmetro da sonda maior sera o esforco fisico necessario para girar o trado durante a
amostragem. Por outro lado, amostras de bagueta com maior diametro permitem melhor visualiza¢ao dos
anéis de crescimento e facilitam o estudo anatémico da madeira.

4,3 mm 5,15 mm 10 mm 12 mm

Figura 9. Aumento do didmetro interno da sonda a partir da ponta de corte (A) e didmetros internos mais comuns das sondas (B).

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva
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- Tipo de broca da sonda: ha brocas com dois ou trés fios helicoidais de corte (Figura 10). A escolha é
feita considerando a dureza da madeira e a preferéncia de cada usuario. Brocas com dois fios helicoidais
(distanciados em 180° na borda frontal de corte) sao ideais para madeiras duras, pois facilitam o inicio
do furo e o processo de girar a sonda no interior do tronco, uma vez que sao mais lentas, penetrando o
tronco na taxa de 8 mm por rotagdo. Por outro lado, brocas com trés fios helicoidais (com 120° entre si)
sao mais apropriadas para madeiras macias, cujas amostras de bagueta sdo retiradas com menor fric¢ao e
mais rapidamente (12 mm por rotagdo), porém, o inicio do furo na madeira é mais dificil. Ressalta-se que,
além da dureza e de propriedades de fric¢ao da madeira, a facilidade de extragdo da bagueta do tronco da
arvore também depende da habilidade e forca de cada operador.

Figura 10. Visualizagao frontal e lateral de brocas de sondas de trado de incremento com dois (A) e trés fios helicoidais (B).

Tlustragao: Sérgio Ricardo Silva

Os trados de incremento vendidos no Brasil sio importados, sendo que os principais fabricantes estdo
localizados na Suécia (Haglof), Finlandia (Suunto), Reino Unido (Mattson) e China (Timberline). Deste modo,
muitas vezes a escolha por um tipo especifico de trado é condicionada por sua disponibilidade no estabelecimento
comercial do revendedor autorizado, que geralmente aceita encomendas de outros tipos de trados para importagao
do fabricante. O usudrio também pode realizar a compra direta de revendedores internacionais, mas precisa estar
atento as questdes alfandegarias, como restri¢des, tarifas e impostos.

Manutencao e cuidados para conservagao do trado de incremento

Os trados de incremento, de diferentes marcas e modelos, sao fabricados com materiais de alta resisténcia.
Além disso, a sonda é geralmente revestida com Teflon (politetrafluoretileno) que favorece o uso em condigoes de
alta fric¢ao, inerentes ao processo de extra¢ao de baguetas de arvores. Este revestimento reduz o atrito com a madeira,
protege a sonda contra oxidagao (i.e., ferrugem) e a mantém limpa. No entanto, para manter a eficiéncia e ampliar a
vida util do trado, o usudrio precisa adotar alguns cuidados, tais como:

- Lubrificagao e limpeza: a cera de abelha é geralmente utilizada, antes de cada perfura¢ao, para revestir
os fios de corte helicoidais da broca. Isto facilita a inser¢ao e a retirada da sonda do tronco da arvore, pois
reduz a fric¢ao e aumenta a capacidade de deslizamento dos componentes metalicos em contato com a
madeira. Por sua vez, o lubrificante WD-40 é excelente para a limpeza do trado, pois previne a oxida¢ao
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dos elementos metalicos, reduz o atolamento de madeira no interior da sonda e diminui o som incomodo
de rangido durante a tradagem (Jozsa, 1988). Além disso, este produto remove a seiva que entrou em
contato com a sonda, evitando a sua oxidagdo acida. Recomenda-se que, ao final de um dia de trabalho,
ou varias vezes ao dia em caso de amostragens em arvores resinosas, 0 WD-40 seja pulverizado dentro e
fora da sonda, além de cobrir toda a superficie do extrator. A seguir, utilizar uma estopa limpa ou outro
tecido absorvente para concluir a limpeza e retirar o excesso do produto. Em algumas situagdes, se ainda
permanecerem residuos aderidos no trado, esfregar suavemente uma 14 de ago muito fina (cédigo: #000)
juntamente com WD-40 para remover estes residuos do extrator e das superficies externa e interna da
sonda. Neste caso, deve-se ter cuidado para ndo esfregar a 1a de aco nos fios de corte da broca, pois, o
contato de qualquer metal sobre estes fios pode torna-los “cegos” ou com menor capacidade de corte.
Finalmente, realizar uma nova limpeza do trado com um tecido limpo e absorvente. Outro cuidado
importante é evitar a lubrificagao do exterior do cabo do trado de incremento com WD-40, porque é
necessario segura-lo firmemente durante o processo de perfuragao do tronco.

Remoc¢io da sonda da arvore: para reduzir a possibilidade de atolamento da sonda no interior do tronco,
¢ fundamental retira-la o mais rapido possivel apds a extra¢ao da amostra de bagueta. O orificio aberto
no tronco reduz gradualmente de didmetro, relativamente em curto espago de tempo, por agao da propria
arvore. Assim, atenc¢ao especial deve ser despendida nesta atividade, de modo a evitar trabalho adicional
ou mesmo a perda da sonda.

Afiagao e amolamento das estruturas de corte da broca: os trados de incremento mais recentes sdo
produzidos com materiais cortantes de alta resisténcia, sendo eficientes no processo de perfuracido de
centenas de troncos, por décadas. No entanto, se mal manejados ou em contato com pedras e objetos de
alta dureza, podem ocorrer danos diversos que tornam os fios helicoidais e a ponta da broca com baixa
capacidadede corte, poisficam “cegos” ou chanfrados. Umabrocaesta “cega” quando elando é capazdeiniciar
com facilidade o corte da madeira. Nestas situagdes é necessario amolar e/ou afiar estas estruturas de corte.
Sao vendidos kits de afiagdo (i.e., para desgastar a parte arredondada que perdeu o corte) e amolamento (i.e.,
tornar o fio de corte reto novamente) especialmente desenvolvidos para brocas de trados de incremento
(Figura 7D); mas também é possivel utilizar outras ferramentas e produtos convencionais encontrados
no mercado. De forma sumadria, as principais etapas deste processo sdo: a) amolar a ponta da broca com
uma pedra de amolamento plana, para eliminar as irregularidades; b) afiar internamente o fio de corte da
ponta da broca, com auxilio de uma pedra conica que é inserida dentro da ponta oca da broca; c) afiar
externamente o fio de corte da ponta da broca, com uma pedra afunilada; e d) afiar individualmente os fios
de corte helicoidais com auxilio de uma pedra do tipo “indiana”. E fundamental o uso de 6leo lubrificante
nestas pedras, durante as etapas de afiacio e amolamento. Por ser um processo meticuloso, que requer
alta precisao, pode ser conveniente contratar um profissional habilitado capaz de realizar esta prestagao de
servigo. Outra recomendagao é sempre levar para o campo varios trados de incremento, pois, se houver
danos nos elementos de corte em algum deles, havera equipamentos sobressalentes. Maiores detalhes
sobre o processo de afiacdo e amolamento da broca de um trado de incremento podem ser consultados no
trabalho de Grissino-Mayer (2003).

Armazenamento da sonda dentro do cabo: ao retirar e guardar a sonda dentro do cabo, cuidado especial
deve ser despendido para evitar que os fios de corte da broca toquem a borda do orificio do cabo ou qual-
quer parte dele, pois, sendo metalico, pode danificar os elementos cortantes da broca, tornando-os cegos.
Inicialmente, proteja a broca com a palma da mao e deposite-a cuidadosamente no interior do orificio
do cabo e, a seguir, deslize o restante da sonda, sem solta-la, até que ela atinja o fundo do compartimento
(Figura 6B). Deve-se cuidar para ndo pressionar a palma da mao contra os fios de corte da broca, de modo
a evitar ferimentos na pele.

Armazenamento do trado: quando ndo estiver sendo utilizado, todos os componentes do trado devem
estar limpos, secos e lubrificados antes de seu armazenamento em local adequado.
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Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Desentupimento da sonda: quando ocorrer o atolamento de uma amostra de madeira dentro da sonda,
nunca tente inserir um material metalico (e.g., bandeja extratora, prego, vergalhdo etc.) na ponta da
broca da sonda para empurrar a amostra congestionada, pois isto certamente danificara a borda cortante.
As vezes, basta inserir uma cavilha ou lapis de madeira de menor didmetro e pressiond-los contra o
material obstruido. Se isto nao funcionar, tentar retirar a amostra atolada a partir da parte de trds da
sonda, utilizando um kit com brocas finas e longas especialmente desenvolvido para esta finalidade, que é
facilmente encontrado em lojas de ferramentas para construgao. Em alguns casos, ¢ melhor levar a sonda
para uma oficina com torno mecanico, para fixar a sonda e facilitar o processo de desobstrugao.

E importante tratar o trado de incremento como uma ferramenta de precisio, de alto valor, protegendo-o de
qualquer objeto que possa danifica-lo, principalmente seus elementos cortantes. Por isso, mesmo durante
o caminhamento entre as arvores, guardar a sonda e o extrator dentro do cabo. Manter o interior do cabo
sempre limpo e livre de areia, pequenas pedras ou outros objetos que podem criar entalhes na ponta da
broca ou nos fios helicoidais, o que geralmente acontece quando a sonda ¢ deslizada para dentro ou para
fora do cabo. Outro cuidado importante a tomar é nao amostrar drvores com suspeita de conterem pregos
ou outros elementos metalicos inseridos no tronco. Finalmente, nunca martelar o cabo durante o processo
de tradagem no tronco. Até mesmo uma pressdo exagerada do trado sobre o tronco pode danificar os fios
de corte da broca.

Cuidado adicional deve ser atribuido a bandeja extratora durante o processo de amostragem. Evite
coloca-la sobre o solo ou vegetagao ao redor da arvore que esta sendo amostrada, pois é muito facil perdé-
la de vista e pisotea-la, causando seu dobramento e, consequentemente, sua inutilizagdo. Sempre guarde a
bandeja dentro de uma bolsa resistente ou a insira no bolso de tras da cal¢a. Além disso, sugere-se amarrar
uma fita brilhante e colorida (preferencialmente de cor amarelo ou vermelho) no orificio posterior da
bandeja para melhorar sua visualizagdo, em caso de deixa-la cair acidentalmente em algum lugar,
principalmente em meio a vegetagao (Figura 11).

Figura 11. Bandeja extratora identificada com fita brilhante e colorida (A) para melhorar sua visualizagdo em meio a
vegetagdo (B, C).

Quando o trado de incremento ¢ utilizado em larga escala, para amostragens em grande numero de arvores,
o processo de tradagem pode demandar grande esforgo muscular, especialmente para a retirada de baguetas com
maior didmetro e comprimento em madeira que apresenta alta densidade. Neste caso, é interessante utilizar alguns
acessorios a serem adaptados a sonda para facilitar o trabalho de tradagem, como furadeiras elétricas equipadas
com baterias portateis, que podem aumentar o rendimento operacional em até trés vezes, quando comparado com
a amostragem manual convencional (Krottenthaler et al., 2015; Kagawa; Fujiwara, 2018; Caetano-Andrade et al.,
2021). No entanto, o uso destas furadeiras exige cuidado e pericia do usuario, de modo a nao danificar os anéis de
crescimento mais externos do tronco.
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Método de amostragem de baguetas

A seguir serdo descritas as principais etapas do método utilizado para a amostragem de baguetas em arvores
nativas de araucdria, particularmente daquelas localizadas em areas de preservacdo ambiental. Este método contempla
procedimentos operacionais utilizados pela comunidade cientifica internacional para diversas espécies florestais, com
alguns ajustes para a araucaria, validados pela equipe de pesquisa da Embrapa Florestas. Vale destacar que baguetas
extraidas adequadamente das arvores resultam em amostras de melhor qualidade, o que é fundamental para a acuracia
e precisao das determinagdes dendrocronoldgicas; além de poupar tempo, esfor¢os humanos e recursos financeiros.

Critérios para escolha da arvore e do local no tronco para extragcao da bagueta

Evitar retirar baguetas em arvores que possuem madeira de reagdo. Por exemplo, uma arvore de araucaria
inclinada na diregdo norte apresentard madeira de compressao neste lado (Figura 5). Caso se realize a amostragem
de bagueta nesta madeira de compressao, a sonda pode ficar congestionada dentro do tronco devido a pressao
emitida pela madeira comprimida. Por outro lado, caso se opte por retirar a bagueta no lado sul, a perfuracao
sera realizada em madeira cuja largura dos anéis de crescimento pode ndo representar adequadamente a arvore.
Neste caso exemplificado, se nao houver a possibilidade de substituir a drvore a ser amostrada, recomenda-se perfurar
o tronco no sentido leste-oeste.

Em dreas de encosta, a bagueta deve ser extraida em dngulo reto (90°) em relagdo ao sentido da declividade do
relevo, ou seja, seguindo a direcdo das curvas de nivel. Arvores crescendo nestas condi¢des, mesmo estando eretas,
geralmente apresentam madeira de reacdo na dire¢ao da declividade, o que é causado pela a¢ao de ventos fortes,
irregularidades do terreno, dentre outros fatores. Essas arvores exibem crescimento excéntrico, onde a maioria dos
anéis de crescimento estardo concentrados na porgdo do tronco voltada para o lado de cima da declividade, no caso de
espécies do grupo de gimnospermas (Figura 5). Assim, quando for amostrar uma araucaria, ¢ importante considerar
que o centro da medula da arvore estara deslocado para cima, em relacdo a direcdo da inclinagao do terreno.

Quando a finalidade da amostragem ¢ estimar a idade da arvore, extrair a amostra de bagueta na altura do
DAP (1,3-1,4 m) é raramente justificavel. O correto é extrair a bagueta o mais préximo possivel do nivel do solo, pois
¢ onde a sec¢ao transversal do tronco apresenta o maior nimero de anéis de crescimento, que decresce em dire¢do
ao apice da arvore (Figura 3B) (Grissino-Mayer, 2003). Para este proposito, alguns pesquisadores tém utilizado a
adaptacdo de uma catraca entre o centro do cabo e o fim da sonda, o que permite movimentos de meia volta durante
a perfura¢ao do tronco. Também ha cabos modificados que facilitam o movimento giratério do trado mais préximo
ao solo, como o Quad-B (Brown’s bent boomerang borer handle), desenvolvido pelo pesquisador Peter Brown, que
possui forma de bumerangue (Brown, 2007).

Sempre inserir a sonda no tronco na regiao com tecido saudéavel e sem nos, pois o objetivo é amostrar todos os
anéis de crescimento que refletem o crescimento radial do tronco ao longo dos anos.

E fundamental incluir uma fina por¢do de casca na amostra de bagueta para preservar todos os anéis de
crescimento, o que aumentara a acuracia do método de estimativa de idade da arvore. Esta casca também ¢é importante
para mostrar onde se inicia o primeiro anel de crescimento a partir da por¢do mais externa do tronco.

Uma duvida recorrente é sobre quantas amostras retirar de cada arvore e em que locais. Isto depende do
delineamento experimental e da necessidade de cada pesquisador. Em geral, apenas uma amostra desde a casca até
a medula do tronco ¢ o suficiente. No entanto, duas amostras retiradas em 180° proporcionam melhor acurdcia nas
avaliagcdes dendrocronolégicas, pois resultam na amostragem de todo o transecto do tronco, passando pela medula.

Fritts e Swetnam (1989) apresentam consideragoes adicionais sobre escolhas de drvores, espécies e locais para
amostragens com fins dendrocronoloégicos.
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Procedimentos para extragao de bagueta com trado de incremento

A seguir é apresentado um passo a passo operacional para a extragdo de uma amostra de bagueta do tronco de
uma arvore por meio de um trado de incremento:

Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Retire a sonda e o extrator do interior do cabo. Coloque o extrator dentro do bolso de seu colete ou calga
para protegé-lo contra danos e facilitar sua localizagéo.

Acoplamento da sonda no cabo: abra o trinco de bloqueio do cabo (Figuras 12A e 12B); insira a ponta
quadrada da sonda dentro do cabo (Figuras 12C e 12D); e retorne o trinco de bloqueio para a posigao de
fechamento, envolvendo e travando o colar da ponta da sonda (Figura 12E).

Figura 12. Etapas de acoplamento da sonda no cabo de um trado de incremento: abertura do trinco de bloqueio (A, B);

inser¢ao da ponta quadrada da sonda dentro do cabo (C, D); travamento do trinco de bloqueio em torno do colar da ponta
da sonda (E, F).

Apés o acoplamento da sonda no cabo, o trado de incremento estara pronto para uso (Figura 12F). Para
facilitar o processo de perfuragao do tronco, sugere-se aplicar uma fina camada de cera de abelha sobre os
fios helicoidais da ponta da broca.

Antes de iniciar o processo de perfuragio, é importante alinhar adequadamente o trado no tronco da ar-
vore. O primeiro alinhamento da sonda é em direcdo a medula da érvore, que nem sempre esta no centro
geométrico do tronco. Assim, uma maneira pratica para melhorar este alinhamento ¢ utilizar um galho da
arvore como guia, pois os galhos geralmente apontam em diregao ao centro da medula (Figura 13A). Ha
outra técnica para estimar a dire¢ao em relagdo ao centro da medula, mas ela demanda a retirada prévia de
outra amostra de bagueta na mesma arvore, como descrito por Phipps (1985).

Também ¢é fundamental que a sonda do trado esteja alinhada em angulo reto (90°) em relagdo ao eixo longitu-
dinal do tronco (Figuras 13B e 13D). Se houver qualquer desalinhamento da sonda (Figuras 13C e 13E), havera
uma distor¢do na interpretacao dos anéis de crescimento visualizados na bagueta, gerando resultados equivoca-
dos na estimativa da taxa de crescimento da arvore. Por exemplo, se o alinhamento apresentar um desvio de 5°
(i.e., angulos de 85° ou 95°), os anéis de crescimento na bagueta se tornardo um pouco mais largos.

71



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pdlen, cambio e baguetas para estudos cientificos

72

B C

Angulo
correto: 90°

Angulos errados: sonda inclinada

Foto A: Valderés Aparecida de Sousa

== DM

W

Figura 13. Utilizagdo de um galho de Araucaria angustifolia como guia de alinhamento da sonda de um trado de
incremento em diregdo a medula, previamente a perfuragdo para extragdo de bagueta (A). Exemplos de alinhamentos em
angulo reto de uma sonda em relagdo ao tronco da arvore (B, D) e de desalinhamentos (C, E).

Ilustragao: Sérgio Ricardo Silva

- Parainiciar a perfuragdo, a ponta da broca deve ser posicionada contra o tronco da arvore, em algum local onde
a casca seja bem fina ou, de preferéncia, dentro de alguma fenda natural na casca, ou dentro de um orificio su-
perficial aberto com um formao reto chanfrado, porém, deixando uma pelicula de casca para também ser amos-
trada. A seguir, com uma das maos sobre a sonda, manter a broca sobre o local exato onde sera iniciado o furo
e, com a outra mao sobre a parte mediana do cabo, gira-lo suavemente em sentido horario ao mesmo tempo
em que se aplica uma pressdao moderada (Figura 14A), até que os fios helicoidais da broca penetrem a madeira
em quantidade suficiente (+ 3 cm) para que a sonda se mantenha firme no tronco da arvore, sem o auxilio das
maos (Figura 14D). Destaca-se que a tentativa de incluir uma casca espessa, durante a tradagem do tronco, pode
ocasionar o congestionamento e a tor¢do da amostra dentro da sonda, cuja desobstrugio ¢é geralmente dificil,
mas pode ser realizada com o uso de algumas técnicas especiais, como aquelas propostas por Tyminski (2011).
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Figura 14. Estdgios de perfuragiao do tronco de uma arvore com o trado de incremento para retirada de bagueta:
inicio do furo no sentido horario, com uma mao sobre a sonda e a outra méo sobre a parte central do cabo (A) ou,
alternativamente, com ambas as maos sobre o cabo, com auxilio do “apoio para iniciacio de furo” (B, C), até estabilizacdo
da sonda na arvore (D); rotacdo do cabo com ambas as maos até conclusdo do processo (E, F); inser¢ao do extrator dentro
da sonda com o lado concavo voltado para baixo (G, H); giro do cabo por meia volta no sentido anti-horario (I); retirada
da bagueta do interior da sonda (J, K, L).

O restante da perfuracdo, até a profundidade desejada (geralmente até o centro da medula), é realizado
com ambas as maos nas extremidades do cabo, mantendo as palmas preferencialmente abertas durante
o movimento no sentido horario, sendo recomendado nédo aplicar pressio da sonda sobre o tronco
(Figuras 14E e 14F). Durante todo o processo, manter a sonda bem alinhada em relagao ao tronco (em
angulos retos), de modo a evitar o corte de uma amostra torta, o que pode ocorrer devido a movimentos
“para cima e para baixo” ou “de um lado para o outro”. Para estimar a profundidade ja perfurada em
direcao ao centro da arvore, basta subtrair do comprimento total da sonda a por¢ao que estiver externa ao
tronco. No entanto, isto s é valido se nao houver congestionamento da amostra dentro da sonda, como
sera discutido mais adiante. Deve-se notar que, em arvores com menor didmetro do tronco, a perfura¢ao

73



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pdlen, cambio e baguetas para estudos cientificos

74

pode ser realizada ao longo de toda a secgdo transversal, caso o comprimento da sonda seja suficiente para
amostrar completamente esse diametro (Figura 14L).

Uma alternativa as duas etapas anteriores é iniciar a perfuragdo do tronco com ambas as maos nas
extremidades do cabo, quando se dispoe do acessério “apoio para trado para iniciagdo de furo”
(Figuras 7A e 14B). Neste caso, a pressao inicial da sonda sobre o tronco é proporcionada pela regiao
peitoral da pessoa, enquanto as maos ficam livres para girar o cabo (Figura 14C). Esta pressao ¢é realizada
desde o inicio do furo até a broca da sonda penetrar aproximadamente 3 cm na madeira, quando o “apoio
para trado” se torna desnecessario. Deve-se notar que a utilizagdo deste acessorio ajuda a evitar a torgao ou
destruicao dos primeiros anéis de crescimento localizados de 1 a 2 cm sob a casca, pois estabiliza a sonda,
mantendo-a devidamente alinhada, sem oscilagcdes de direcao que poderiam ser causadas por uma mao
trémula segurando diretamente a sonda.

Concluida a perfuragao da drvore, deslizar o extrator no interior da sonda, com o lado céncavo voltado
para baixo e sobre a bagueta (Figuras 14G e 14H), até atingir o final da amostra, o que é percebido pela
resisténcia que impede a continuidade do deslocamento do extrator. A seguir, girar o cabo em 180° (meia
volta) no sentido anti-horario (Figura 14I), o que promovera a ruptura da extremidade da amostra, no
ponto de sua ligagao com a arvore. Entdo, puxar cuidadosamente o extrator até sua completa retirada do
interior da sonda (Figuras 14], 14K e 14L). A amostra de bagueta estara voltada para cima, posicionada
sobre a calha da bandeja, sendo retida neste local por meio de pequenas garras serrilhadas (“dentes”)
localizadas na ponta do extrator (Figura 6A). Algumas vezes esta amostra pode estar quebrada em pedagos
que, geralmente, estardo unidos em sequéncia sobre a calha da bandeja. Neste contexto, uma amostragem
bem conduzida, com uma sonda limpa e uma broca bem afiada e amolada, via de regra resulta em uma
amostra reta, solida e em peca tinica. Recomenda-se retirar a bagueta de dentro da sonda na brevidade
possivel, pois a amostra de madeira tende a inchar com o passar do tempo, podendo ficar congestionada
dentro da cavidade da sonda. Nao tentar inserir toda a extensdo da bandeja extratora dentro da sonda,
respeitando o limite indicado pela resisténcia ao atingir o final da amostra. Caso se exceda este limite, a
bandeja pode dobrar e, sendo bastante fragil, ela pode ser danificada.

Imediatamente apds a retirada do extrator com a bagueta, deixe-os protegidos em um lugar proximo,
com a bagueta voltada para cima. Priorize a remogdo da sonda do tronco da arvore, girando o cabo no
sentido anti-hordrio, com ambas as maos. Se perceber que o cabo estd girando livremente sem recuo para
o exterior, ¢ sinal que os fios helicoidais da broca nao estdo engajados na madeira. Neste caso, puxar o
cabo com for¢a moderada enquanto estiver girando-o, até que os fios da broca penetrem na madeira e, a
partir de entdo, o cabo podera ser apenas girado, sem puxa-lo, até a completa remogao da sonda. Cuidado
para nao tocar a broca com as maos imediatamente apds a retirada da sonda da arvore, pois ela pode estar
muito quente devido a sua friccdo com a madeira. A rapida remogdo da sonda é importante para evitar seu
congestionamento no tronco, pois a arvore tende, com o passar do tempo, a exercer cada vez mais pressao
na regido perfurada, devido a um processo de dilatagio da madeira na tentativa de fechar o orificio aberto
em sua estrutura. Caso a sonda fique presa na arvore, é preciso utilizar um mini guincho manual com
catraca, comumente utilizado para apertar os fios de uma cerca de arame. Este processo de remogio, que
exige pericia do usudrio, ¢ descrito detalhadamente por Grissino-Mayer (2003).

Na sequéncia, com auxilio de um estilete ou tinta, fazer uma pequena marca na parte mais externa da
amostra (i.e., aquela mais proxima da casca), para que, no laboratorio, as avaliagdes sejam realizadas na
mesma posi¢do em que a amostra estava na arvore. A seguir, retirar com cuidado a bagueta da calha da
bandeja, transferindo-a para o interior de um canudo de papel ou plastico, para o transporte seguro da
amostra. No entanto, recomenda-se evitar os canudos de plastico, pois a bagueta pode mofar em seu interior.
Por outro lado, os canudos de papel permitem a secagem da bagueta, evitando o mofo. Esses canudos de
papel geralmente possuem 42 cm de comprimento e 6 mm de didmetro, permitindo o acondicionamento
adequado de baguetas com 4,3 ou 5,15 mm de diametro. Lembrar de identificar o canudo da amostra
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com uma etiqueta, escrevendo o nome da espécie, data, local (com coordenadas geograficas), numero
da parcela experimental etc. Os canudos podem ser transportados no interior de um tubo telescopico
porta-mapas, ou tubo de PVC com tampas, para evitar danos as amostras. Recomenda-se abrir pequenos
orificios nas tampas desses tubos para permitir a passagem de ar, de modo a evitar a formagao de camara
umida e, consequentemente, 0 mofo nas amostras.

- Finalmente, realizar o desacoplamento da sonda no cabo do trado de incremento, ou seja: abrir o
trinco de bloqueio; retirar a ponta quadrada da sonda de dentro do cabo; e travar novamente o trinco.
Limpar cuidadosamente a sonda e o extrator, e acondiciond-los dentro do cabo.

- Observagdo: o atolamento (i.e., congestionamento) da sonda dentro do tronco pode ser ocasionado
por amostra quebrada, casca ou né do tronco, madeira apodrecida etc. Portanto, quando perceber uma
mudanga significativa em tensdo enquanto estiver perfurando a madeira, deve-se parar imediatamente
e retirar a sonda do tronco. Essa mudanca de tensdo pode ser exemplificada assim: quando a broca da
sonda atinge uma por¢ao apodrecida da madeira, ficara muito facil girar o cabo no processo de tradagem.
Por outro lado, se a broca entrar em contato com um nd, isto exigira maior for¢a para girar o cabo.
Em ambos os casos, a amostra pode torcer no interior da sonda e ficar atolada, dificultando sua posterior
retirada com a bandeja extratora. Portanto, suspender a amostragem antes de chegar a este ponto critico.
Para avaliar se a amostra estd torcendo e/ou atolando dentro da sonda basta conferir o comprimento da
amostra a cada 5-10 giros do cabo. Para isso, inserir a bandeja extratora no interior da sonda até que ela
toque a ponta externa da amostra. Entdo, colocar o dedo polegar sobre o ponto da bandeja no final da
sonda, remover a bandeja do interior do equipamento e, a seguir, sobrepor a bandeja com a parte externa
da sonda (que esta fora da arvore). Ambos os comprimentos devem ser iguais, ou seja: a parte da bandeja
que foi inserida dentro da sonda = a parte da sonda que ainda esta no exterior da arvore. No entanto, se
a amostra estiver sendo comprimida (atolando) dentro da sonda, o primeiro comprimento sera maior.
Neste caso, parar imediatamente a tradagem, inserir a bandeja sobre a amostra até alcancar o final da sonda,
girar o cabo em 180° no sentido anti-horario e retirar a bandeja com o pedago da amostra que estiver atolada.

Preparo de amostra de bagueta para analise de anéis de crescimento

Ao retornar ao laboratério, deixar a bagueta recém-amostrada secar ao ar por varios dias, antes de monté-la
sobre um suporte de madeira anatémico, especialmente desenvolvido para acondiciond-la (Figura 15). E importante
que essa montagem nao seja realizada com a amostra ainda imida, pois ela encolhe depois de perder umidade e pode
quebrar sobre a canaleta do suporte caso seja colada antes de secar adequadamente.

Ha alguns detalhes a serem observados durante a montagem de uma bagueta sobre o suporte, para permitir
boa visualizagdo dos anéis de crescimento, inclusive em nivel de estrutura celular, por meio de microscépio ou
. . . . . . ~ ’ . . . . . <« re
imagem digital. A qualidade desta visualizagao celular ¢ particularmente importante para distinguir os “falsos anéis
de crescimento [i.e., bandas interanuais de madeira tardia (late wood)] (Figura 16).

A seguir serao apresentadas algumas informagdes praticas para auxiliar uma boa montagem da bagueta no
suporte e/ou a visualizagdo celular dos anéis de crescimento.

- Qualidade da amostra de bagueta: uma amostragem bem-feita no tronco da arvore é fundamental para
que os anéis de crescimento fiquem perpendiculares ao campo de visdo apos a colagem da bagueta no
suporte (Figura 17A). Assim, amostras torcidas, quebradas, ou provenientes de perfuragdes desalinhadas
(i.e., ndo realizadas em 4ngulo reto com o tronco), resultam em baixa qualidade de alinhamento dos anéis
de crescimento (Figura 17B). Em caso de amostras torcidas, é possivel endireita-las direcionando um jato
de vapor comprimido sobre toda a extensao da bagueta. Ap6s alguns minutos de exposi¢ao ao vapor, com
auxilio dos dedos, destorcer delicadamente a amostra em todo o seu comprimento.
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Figura 15. Bagueta de Araucaria angustifolia acondicionada em suporte de madeira, no formato de calha, com detalhes
da vista lateral (A) e superior (B).
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Figura 16. Anéis de crescimento e “falsos anéis” de Araucaria angustifolia, vistos por meio de macrofotografia (A) e
microfotografia (B).

Fonte: Botosso (2011)

Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Fotos: Paulo Cesar Botosso



Capitulo 4 - Método de amostragem de baguetas para estudos de dendrocronologia em populagdes...]

Fotos: Sérgio R.

Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Figura 17. Anéis de crescimento alinhados entre si em angulo reto (A) e desalinhados (B), provenientes de baguetas
extraidas de tronco de Araucaria angustifolia.

Suporte de madeira para bagueta: o suporte pode ser feito cortando uma tira de madeira geralmente com
comprimento entre 40 e 50 cm (de acordo com o padrao de amostras de bagueta do laboratdrio e diametro
do tronco), 2 cm de altura e com largura +6 mm superior ao didmetro da bagueta (e.g., para uma amostra
de 4,3 mm de didmetro, cortar uma tira de madeira com +10,3 mm de largura). A seguir, utilizando uma
tubia equipada com fresa em formato em “U”, fazer um sulco arredondado do tipo “meia cana” (com
largura um pouco superior ao didmetro da bagueta) ao longo da extensao da tira de madeira (Figura 18).
E um trabalho relativamente simples para um marceneiro. Recomenda-se construir um suporte individual
para cada bagueta (e ndo um suporte coletivo para varias amostras), pois, as vezes é necessario comparar
duas amostras pareadas lado a lado, dentre aquelas coletadas.

Figura 18. Suportes de madeira simples (A) e duplo (B) contendo sulco arredondado do tipo “meia cana’, para
acondicionamento de baguetas. Vista lateral (C) e superior (D) do suporte simples.

Posicionamento e identificagao da bagueta no suporte: a bagueta deve ser montada sobre o suporte exa-
tamente como ela foi retirada da arvore, ou seja, identificar no suporte as duas extremidades da amostra:
aquela mais proxima da casca (i.e., mais externa) e a outra mais proxima da medula do tronco (i.e., mais
interna). Este critério é imprescindivel, considerando que, durante a andlise em microscdpio, a pessoa
geralmente inicia a observagao dos anéis mais externos em dire¢ao aqueles mais internos, com a amostra
orientada verticalmente em relagao ao campo de visao. Adicionalmente, registrar no suporte o nome da
espécie, a data e o local de amostragem (com coordenadas geograficas), dentre outras informagdes que
identifiquem a amostra.

Colagem da bagueta sobre o suporte de madeira: recomenda-se que se utilize cola branca solivel em
dgua para colar a bagueta no suporte. Isto ¢ importante, pois, se for necessario refazer a montagem, basta
imergir o conjunto em 4gua durante algumas horas até dissolver a cola. Vale lembrar que, neste caso,
a amostra de bagueta deve ser novamente seca ao ar durante alguns dias antes de uma nova colagem.
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Nos casos de amostras fragmentadas, é preciso utilizar fita adesiva para prender cada fragmento no suporte
antes da imersdo em agua, para evitar que os fragmentos de bagueta boiem na agua e sejam misturados,
dificultando a remontagem.

Aplainamento e lixamento da superficie da bagueta: esta etapa é fundamental para melhorar a visualizagao
dos anéis de crescimento e sua estrutura celular. O primeiro passo ¢ aplainar a superficie da bagueta com
uma plaina manual ou elétrica, até ficar bem alinhada paralelamente com a face superior do suporte,
porém sem atingi-la, reservando aproximadamente 1 mm de espessura da bagueta para o processo de
lixamento. A seguir, com auxilio de uma lixadeira de cinta ou lixas manuais, fazer o acabamento final
da superficie da amostra. E recomendado o uso de uma série de lixas, comecando com uma de grao
220, depois grao 320 e, finalmente, grao 400, ou seja, da granulometria mais grossa para a mais fina.
Alguns pesquisadores realizam um enceramento da superficie lixada com cera de carnauba ou similar.
Ao final do processo, a amostra estara pronta para analise com auxilio de uma lupa ou microscépio (Figura 19).

Contagem e mensura¢ao dos anéis de crescimento: geralmente é realizada uma marcagdo manual de cada
anel de crescimento, com base na observagao visual auxiliada por uma lupa. A seguir ¢ mensurada a largura
de cada anel por meio de equipamentos e softwares especialmente desenvolvidos para esta finalidade,
como o LinTab™ (Figura 20) e o TSAP-Win"™, respectivamente, que resultam em precisiao de 0,01 mm
(Rinn, 1996; Canetti et al., 2016). Finalmente, a acuracia da datagao cruzada (cross-date) pode ser verificada
com o software Cofecha (Holmes, 1983), que compara, ano a ano, as larguras dos anéis de crescimento do
conjunto de arvores amostradas.

Observagao dos anéis de crescimento no microscopio: para uma melhor visualizagdo dos anéis de
crescimento e de sua estrutura celular, recomenda-se utilizar uma lente ocular de 10x (e nao de 15 ou
20x) e um zoom entre 0,7 e 4x, atingindo uma faixa de aumento entre 7 e 40X, suficiente para este tipo de
observacao.

e Rt B st

Fotos: Sérgio Ricardo Silva

Figura 19. Baguetas de Araucaria angustifolia acondicionadas em suportes de madeira e devidamente aplainadas, lixadas

e enceradas, para posterior analise dos anéis de crescimento.
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Foto: Sérgio Ricardo Silva
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Figura 20. Sistema LinTab™ utilizado para mensuragio da largura de anéis de crescimento em amostras de bagueta ou
disco do tronco de Araucaria angustifolia.

Cuidados com a integridade e sanidade das arvores amostradas

Uma duvida comum ao se extrair uma bagueta: sera que a perfuragdo do tronco com o trado de incremento
causa alguma injuria na arvore? Ainda nao ha consenso entre os cientistas sobre este tema, especialmente considerando
efeitos de longo prazo (Fay; Berker, 2018). Na maioria das vezes, a arvore se curara rapidamente, com o fechamento
do pequeno orificio aberto em seu tronco (Figura 21), de modo similar ao que acontece quando se realiza uma
desrama ou poda, cujo local cortado “cicatriza” em poucos dias. No entanto, se esta preocupagao for grande para
um grupo especial de arvores, como as ancestrais ou raras, deve-se repensar se é realmente necessario realizar esta
amostragem de bagueta ou se ha outras alternativas para atingir o objetivo da pesquisa.

A maioria dos estudos relatam que a perfuragao do tronco com trado de incremento nao produziu impactos
negativos sobre a taxa de crescimento, capacidade reprodutiva da arvore, resisténcia do tronco e risco de morte,
particularmente para coniferas, que apresentam melhor habilidade para compartimentalizar o tecido afetado e
rapidamente preencher com resina o orificio aberto no tronco (e.g., Campbell, 1939; Hepting et al., 1949; Shigo,
1984; Chave et al., 2006). Entretanto, ha determinados trabalhos que reportam significativas injtrias nas arvores,
algumas vezes fatais, diretamente associadas a esta técnica de amostragem (e.g., Lorenz, 1944; Hepting et al., 1949;
Clark, 1966; Florens, 2013, 2014; Fay; Berker, 2018). Infelizmente, a quantidade de informagao disponivel sobre este
assunto ¢ muito escassa e restrita a um pequeno conjunto de estudos, desenvolvidos principalmente para espécies
de clima temperado. Esta incerteza sobre os impactos da amostragem de baguetas sobre a sanidade de arvores foi
discutida por Tsen et al. (2016), que alertaram sobre a importancia de considerar caso-a-caso a decisao sobre realizar
ou ndo a amostragem.

Uma forte limitagao dos trabalhos cientificos sobre este assunto se refere ao curto prazo das avaliagdes
apos a extragdo das baguetas, usualmente menores que 1 a 2 anos. Considerando que algumas espécies podem
viver centenas de anos, os danos ocasionados pela tradagem na madeira precisam ser melhor investigados por
maior periodo de tempo. Fay e Berker (2018) reportaram que a formagao de um calo obstruindo o orificio criado
pela retirada da amostra ndo pode ser igualado a “cicatrizagdo” ou cura do tecido lesado, pois injurias causadas
pela a¢ao da broca da sonda podem ser de longo prazo. Por exemplo, a passagem da sonda através de um tecido
doente, compartimentalizado em uma regidao do tronco, pode espalhar os patdgenos para toda a extensdo do
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. Fbtos: Ceisd Alexandre de Oliveira Eduardo (A, B); érgib Ricardo Silva (C, D)

Figura 21. Orificio aberto em tronco de Araucaria angustifolia (A) durante a extragiao de uma bagueta com 5,15 mm de

diametro (B) com uso de trado de incremento. Mesmo orificio cinco meses ap6s a amostragem (C) e aspecto do tronco
escurecido devido ao escorrimento de resina durante este periodo (D).

orificio aberto na madeira, amplificando os danos. Além disso, a medida que a broca perfura a madeira, surgem
microfissuras em varias dire¢oes e extensdes no tecido vegetal que circunda a estrutura metalica da broca, o que
pode causar danos a arvore.

Assim, é importante que se utilize a técnica de amostragem de baguetas considerando os riscos inerentes ao
processo, particularmente para um espécimen raro e de alto valor. Variagdes observadas na capacidade de recuperagao
de uma arvore amostrada também estao associadas a combinagao entre genética (i.e., caracteristicas inatas) e variaveis
ambientais (Tsen et al., 2016). Por exemplo, a combinagao de fortes estresses ambientais, como uma seca prolongada,
agindo sobre uma arvore debilitada (i.e., que esteja com baixa capacidade de defesa natural contra injurias naturais)
pode dificultar sua recuperacao apos perfurada com um trado de incremento. Por outro lado, arvores saudaveis
em ambientes que permitem expressivo crescimento das plantas, usualmente curam suas feridas mais rapidamente,
isolando o orificio aberto no tronco contra a deterioracéo.

Estudos fitopatoldgicos requerem cuidado especial, pois os microrganismos (bactérias e fungos) podem ser
transportados entre arvores por meio do trado de incremento (Grissino-Mayer, 2003).

Dentre os cuidados com a integridade e sanidade das arvores submetidas a extragdo de baguetas, pode-se destacar:

- Os fios helicoidais e a ponta da broca devem estar bem afiados e amolados, de modo que o orificio aberto no
tronco seja reto e sem fissuras ou lascamentos, o que facilitara o processo de recuperagdo da arvore, com o
fechamento natural do orificio.
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- Para reduzir a propagacao de doengas entre arvores é recomendado, a cada amostragem, imergir o trado
de incremento dentro de solugdo de alcool etilico 70% (70° INPM), ou mesmo o uso de fungicidas e
bactericidas. No entanto, a eficiéncia desta técnica apresenta limitagdes, pois é temporaria e ndo contempla
toda a diversidade de patdgenos (Lorenz, 1944). Assim, em locais com suspeita de presenga de agentes
titopatogénicos danosos, a amostragem de baguetas deve ser estritamente controlada, de modo a evitar a
disseminacio de doengas entre as arvores.

- Retirar o minimo possivel de baguetas por arvore, de preferéncia restritas da casca até a medula, evitando
amostrar toda a sec¢do transversal do tronco. Quanto maior for a extensdo dos orificios abertos, maior sera
a probabilidade de ocorrerem infec¢des nos tecidos lesionados. Para a maioria dos trabalhos cientificos,
uma amostra por tronco é o suficiente, exceto para estudos dendroclimaticos que usualmente requerem
um minimo de duas amostras para cada arvore (Norton, 1998).

- Recomenda-se aguardar um periodo de 5 a 6 anos entre duas amostragens consecutivas em uma mesma
arvore, de modo a evitar maiores danos no tronco.

- Apos retirar a bagueta, nao se recomenda preencher o orificio aberto no tronco com nenhum material
(inclusive com a propria bagueta), pois, ao limitar as trocas gasosas, isto pode causar mais danos do que
beneficios a arvore, além de dificultar o processo de compartimentalizagdo contra agentes fitopatogénicos.

Consideracoes finais

Baguetas de alta qualidade sdo a base para analises dendrocronolégicas precisas. Portanto, o contetdo apresentado
neste capitulo auxilia a evitar os principais problemas durante o processo de amostragem, quais sejam: a) amostras
quebradas e com superficie aspera, devido ao uso de brocas com fios de corte cegos; b) tor¢ao ou destrui¢do dos anéis
de crescimento mais externos durante o inicio do processo de tradagem, nos primeiros 1 a 2 cm sob a casca, geralmente
ocasionadas pela impericia da pessoa a0 manusear o trado, como méaos trémulas, mudancas bruscas de dire¢do da broca
etc.; ¢) descoloragao e/ou apodrecimento de amostras devido ao armazenamento inadequado das baguetas.

A preservacao da integridade dos fios de corte da broca do trado de incremento, quanto ao amolamento e
afiamento, ¢ a principal medida para evitar amostras quebradas e/ou com a superficie aspera e esfarrapada, além do
atolamento da bagueta no interior da sonda. Portanto, o bom treinamento do usuario ¢ fundamental para que ele
saiba manejar adequadamente este instrumento de precisdo e realizar manutengdes preventivas e reparadoras.

Varios problemas com o trado e com a bagueta podem ser evitados com a escolha adequada da arvore a ser
amostrada. Portanto, se houver suspeitas de que o tronco contenha tecido deteriorado (apodrecido ou atacado por
cupins ou brocas) ou qualquer objeto metalico (e.g., pregos, farpas, grampos etc.) inserido na madeira, é recomendado
ndo usar o trado de incremento nessa drvore.

A medida que o usudrio adquire experiéncia com o uso do trado de incremento, ele desenvolve uma maior
percepgao de problemas ocorrendo durante a amostragem de uma bagueta. Por exemplo, sons estranhos ao tradar o
tronco podem indicar que a broca atingiu alguma madeira de compressao ou que esta ocorrendo um atolamento no
interior da sonda. Portanto, uma pessoa experiente ¢ geralmente mais perspicaz e eficiente no processo de amostragem
do que um novato.

Um principio basico para melhorar a precisdo das avaliagoes dendrocronologicas é realizar a datagdo cruzada,
ou seja, a avaliagdo simultanea de anéis de crescimento de arvores vizinhas (Phipps, 1985; Sheppard et al., 1988).
Esta técnica permite identificar anéis ausentes ou falsos que podem ter sido ocasionados por condi¢des climaticas
atipicas, como secas prolongadas, chuvas extremas e temperaturas excepcionalmente quentes ou frias.
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