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A p r e s e n t a ç ã o

Este livro é resultado da parceria da Engie Brasil Energia com a Embrapa Florestas. O compromisso 
das empresas com a inovação e sustentabilidade motivou o desenvolvimento de um projeto de pesquisa 
pautado na integração de práticas de campo com tecnologias geradas no meio científico. Assim, os métodos 
propostos nesta obra almejam ser eficazes, sustentáveis e aplicáveis em diferentes contextos acadêmicos e 
ambientais, em prol do desenvolvimento da sociedade. 

As informações apresentadas contemplam métodos consolidados e exploram recentes inovações para 
a coleta, beneficiamento e conservação de sementes, pólen, câmbio e baguetas de araucária. Cada capítulo 
foi cuidadosamente elaborado para oferecer um guia abrangente e prático para estudantes, pesquisadores e 
outros profissionais, integrando conhecimentos adquiridos na vivência de campo com tecnologias valida-
das cientificamente. O conteúdo deste trabalho enriquece o entendimento teórico e inspira novas aborda-
gens para os desafios futuros na conservação e manejo de Araucaria angustifolia.

Além de seu valor científico, o livro oferece exemplos que ilustram a aplicação prática das técnicas 
em diversos cenários de pesquisa. Neste contexto, a colaboração entre instituições de pesquisa e empresas 
privadas tem demonstrado um compromisso de ambas as partes com a sustentabilidade e a preservação de 
recursos genéticos vegetais, inspirando futuras gerações a continuar avançando nesse campo crucial para 
garantir a biodiversidade dos ecossistemas.

Deste modo, o tema abordado neste livro está alinhado às metas dos Objetivos de Desenvolvimento 
Sustentável (ODS), estabelecidos pela Agenda 2030 da Organização das Nações Unidas (ONU), em especial 
dos ODS 12 e 15, por apresentar técnicas importantes para estudos direcionados ao entendimento e à 
gestão sustentável deste importante recurso florestal. 

Que este trabalho seja uma fonte de conhecimento e um catalisador para avanços significativos na 
ciência da conservação genética e manejo da araucária e de outras espécies da flora brasileira, beneficiando 
as gerações presentes e futuras.

Marcelo Francia Arco Verde
Chefe-Geral Interino da Embrapa Florestas



P r e f á c i o

Este trabalho decorre do esforço conjunto para o avanço do entendimento e da prática na conservação 
e manejo dos recursos genéticos da araucária, espécie emblemática da Floresta Ombrófila Mista, pertencente 
ao bioma Mata Atlântica, especialmente na região Sul do Brasil.

Ao longo das últimas décadas, a amostragem de sementes tem sido fundamental para a propagação de 
plantas destinadas à restauração de áreas ambientais de alto valor de conservação. Além disso, as amostragens 
de pólen, câmbio e baguetas têm se mostrado igualmente essenciais para estudos científicos abrangentes e 
precisos, especialmente no que diz respeito à conservação e ao melhoramento genético de espécies arbóreas. 
O foco está na manutenção e/ou aumento da biodiversidade e adaptabilidade das espécies, considerando 
especialmente as mudanças climáticas em curso no nosso planeta.

Para contribuir com a preservação de Araucaria angustifolia, o livro contou com a participação de 
especialistas de diversas áreas que apresentam desde os fundamentos teóricos até as aplicações práticas mais 
atualizadas. O capítulo 1 detalha métodos essenciais de coleta de sementes, visando a produção de mudas 
de alta qualidade para plantios destinados à restauração de áreas ambientais e à conservação genética da 
araucária. No capítulo 2, são discutidos procedimentos de coleta de pólen, essencial para os programas 
de melhoramento genético da espécie. O capítulo 3 explora técnicas alternativas e inovadoras para a 
amostragem de câmbio, material biológico utilizado em estudos de caracterização genética de populações 
naturais de diversas espécies de árvores. Por fim, o capítulo 4 apresenta métodos de amostragem de baguetas 
utilizados nos estudos de dendrocronologia, para melhor entendimento do crescimento e da adaptação da 
araucária ao longo do tempo.

Espera-se que esta obra seja um guia indispensável para pesquisadores, estudantes e profissionais que 
se dedicam à ecologia, silvicultura, produção de mudas, melhoramento e conservação genética de Araucaria 
angustifolia, contribuindo para a promoção de práticas ambientais cada vez mais eficientes e responsáveis.

Sérgio Ricardo Silva
 Editor técnico
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E também a todos os agricultores e silvicultores  
que cuidam das florestas, sabendo conciliar 
a produção de alimentos e madeira com a 
conservação do meio ambiente.
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Capítulo 1
Método de coleta de sementes de Araucaria 

angustifolia para produção de mudas e 
plantios destinados à conservação genética

Sérgio Ricardo Silva  
Valderês Aparecida de Sousa 

Ananda Virginia de Aguiar



﻿

Introdução
Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze, espécie popularmente conhecida como pinheiro-do-paraná ou sim-

plesmente araucária, presta importantes serviços ecossistêmicos de alto valor ambiental e econômico (Garcia; Parron, 
2021). Sua madeira possui várias aplicações nas indústrias madeireira e moveleira, sendo utilizada na construção civil 
e na fabricação de instrumentos musicais e utensílios domésticos. As sementes da araucária, ou pinhões, estão acon-
dicionadas dentro da pinha ou cone, que é o estróbilo feminino da espécie (Figura 1). Os pinhões são um produto 
florestal não madeireiro amplamente utilizado na culinária, particularmente na região Sul do Brasil, além de serem 
fonte de alimento para diversas espécies da fauna silvestre presente na Floresta Ombrófila Mista (FOM), pertencente 
ao bioma Mata Atlântica. As árvores da espécie desempenham importantes funções ecológicas na FOM, contribuin-
do para a conservação do solo e da água, além de proporcionar abrigo para a fauna e outros organismos. Além disso, 
a araucária apresenta alta relevância paisagística devido à singularidade e exuberância de seu formato, contribuindo 
para a beleza cênica de paisagens rurais e urbanas.

Não obstante o relevante valor ambiental e econômico da araucária, a espécie foi submetida a um intenso 
processo de exploração e extrativismo, principalmente no século XX, o que resultou em grande declínio de sua popu-
lação original, levando à sua inclusão na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameaçadas de Extinção, sendo 
classificada como “em perigo” (Brasil, 2014). Desde então, a conservação genética da espécie tem ocupado lugar de 
destaque na pauta de várias entidades do setor público e da sociedade civil, abrangendo ambientalistas, cientistas, 
agricultores e diversas organizações, sendo parte de políticas públicas estaduais e federais (Ganem, 2011).

A conservação genética da araucária baseia-se em técnicas fundamentadas em bases científicas, de modo a 
promover a manutenção permanente da diversidade e variabilidade do germoplasma em condições específicas. Há 
duas estratégias principais utilizadas para esse tipo de conservação denominadas in situ e ex situ, que não são exclu-
dentes, e sim complementares, sendo amplamente utilizadas para espécies ameaçadas de extinção (Kageyama et al., 
2001; Costa; Bajgielman, 2016; Sousa et al., 2021). No processo de conservação in situ, a espécie permanece em seu 
habitat natural, de modo que a evolução natural ocorra de forma contínua a partir da diversidade genética disponível. 
Assim, as populações in situ contribuem para a geração de novos genes e combinações alélicas (genótipos), o que 
resulta em melhor resposta às mudanças ambientais e no estabelecimento de resistência a novos patógenos, pragas 
e doenças que surgirem. Por outro lado, a conservação ex situ considera a manutenção dos genes e alelos em con-
dições artificiais e/ou controladas (e.g., câmara fria, criopreservação e banco ativo de germoplasma), externamente 
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Figura 1. Pinha (A) e sementes (B) de Araucaria angustifolia coletadas em área nativa da Floresta Ombrófila Mista em Castro, PR. 
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ao habitat natural, utilizando coleções de pólen, sementes, cultura de tecidos, embriões zigóticos ou mesmo de plantas 
cultivadas em campo experimental (Paiva; Valois, 2001; Steiner et al., 2020; Sousa et al., 2021). Assim, estes materiais 
mantidos em condições mais controladas, após serem caracterizados e documentados, podem ser utilizados em progra-
mas de melhoramento genético para diversas finalidades. Além disso, a manutenção de populações ex situ servem como 
“estoque” de indivíduos (pool gênico) para possíveis reintroduções e ampliação do tamanho de populações nativas.

Nesse contexto, as sementes coletadas em florestas naturais ocupam papel de destaque como insumo-chave 
para produção de mudas de araucária, que podem ser utilizadas em projetos de restauração e/ou recomposição de 
áreas desflorestadas, tais como: Áreas de Preservação Permanente (APP), Reserva Legal (RL) e Unidades de Conser-
vação (UC). Essas áreas são importantes na promoção de serviços ambientais e ecossistêmicos de modo permanente 
e sustentável, combinados com a conservação da espécie. 

A coleta de sementes em árvores de araucária demanda o domínio de diversas áreas de conhecimento, in-
cluindo procedimentos para amostragem das matrizes, caracterização fenológica das pinhas, técnicas de escalada de 
árvores, beneficiamento e armazenamento de sementes, dentre outras. No entanto, as informações disponíveis, seja 
na literatura ou na forma de conhecimento tradicional em posse de povos indígenas e comunidades locais, ainda 
estão dispersas e fragmentadas. Assim, há uma demanda por um documento que sintetize de forma estruturada os 
métodos existentes, como subsídio para que a coleta de sementes seja bem-sucedida. 

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

Legislação sobre coleta de sementes de espécies nativas
Há uma legislação federal que contempla a coleta, produção e comercialização de sementes de espécies nativas, 

que é regulamentada pela Instrução Normativa (IN) nº 17, de 26 de abril de 2017 (Brasil, 2017). Deste modo, antes 
de iniciar a coleta de sementes de araucária é preciso conhecer os procedimentos legais para realizar esta atividade.  
De modo simplificado, destacam-se os seguintes tópicos desta IN:

–	 De acordo com o artigo 3º, caso o objetivo seja a comercialização de sementes, é preciso que as pessoas 
físicas e jurídicas se inscrevam no Registro Nacional de Sementes e Mudas (Renasem). Esta inscrição 
também é obrigatória para execução de atividades de responsabilidade técnica, como amostragem, coleta, 
certificação e análise laboratorial de sementes.

–	 Quando se tratar de um produtor de sementes, é preciso encaminhar ao órgão de fiscalização da Unidade 
da Federação, até 30 de março do ano subsequente, o Relatório Anual de Produção e Comercialização de 
Sementes (inciso VII do artigo 5°).

–	 O produtor que coleta as próprias sementes deverá declarar a fonte de sementes ao órgão de fiscalização da 
Unidade da Federação correspondente (i.e., onde as sementes serão coletadas), no prazo de 30 de março 
do ano corrente (artigo 6º). Esta declaração acompanha os seguintes documentos: i) “croqui ou roteiro de 
acesso à fonte de sementes”; ii) “autorização do detentor dos direitos da propriedade intelectual da cultivar 
protegida no Brasil, quando for o caso”. 

–	 As sementes das espécies florestais são classificadas em quatro categorias (artigo 7º): i) identificada (pro-
venientes de matrizes com determinação botânica e localização da população); ii) selecionada (de matrizes 
em populações selecionadas fenotipicamente em uma determinada condição ecológica); iii) qualificada 
(de matrizes selecionadas em populações selecionadas e isoladas contra pólen externo); iv) testada (de 
matrizes selecionadas geneticamente, com base em testes de progênie ou testes aprovados pela entidade 
certificadora, para áreas isoladas contra pólen externo).
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–	 O “Coletor de Sementes de Espécies Florestais” deverá se credenciar no Renasem, sendo que sua prestação 
de serviços deverá ser comprovada por meio de contrato ou documento similar, ou por meio de identifi-
cação do coletor no Laudo de Vistoria (artigos 8° e 9°). 

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

–	 “As sementes ou os frutos, contendo as sementes, deverão estar acompanhados da nota fiscal, ou do Laudo 
de Vistoria ou do contrato de prestação de serviço 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).

–	 “O armazenamento das sementes poderá ser realizado pelo próprio produtor ou por armazenador inscrito 
no Renasem” (artigo 15).

–	 “As sementes deverão ser identificadas desde a coleta até sua comercialização [...] com, no mínimo, as 
seguintes informações: i) nome da espécie e da cultivar, quando for o caso; ii) nome do município onde as 
sementes foram coletadas, conforme a declaração 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 comercialização de sementes de 
espécies florestais, a identificação deve ser mais ampla, incluindo, por exemplo: nome científico da espécie, 
identificação do lote, período de coleta (mês/ano), percentagem de germinação e viabilidade do lote de 
sementes, dentre outros (artigo 36).

–	 O responsável técnico pela coleta e produção de sementes “deverá ser um profissional qualificado e devi-
damente registrado no respectivo conselho profissional, que o habilite para: i) orientar a seleção fenotípica 
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 obrigações, ele deve executar vistorias e supervisionar as atividades relativas à produção 
e à fonte de sementes, emitir e assinar os documentos correspondentes, e manter toda a documentação 
atualizada e organizada à disposição do produtor contratante (artigo 51).

–	 Quando a coleta de sementes de espécies florestais destina-se exclusivamente ao uso próprio, no mesmo 
imóvel rural de origem das matrizes produtoras de sementes, a IN prevê um processo simplificado, no qual 
o agricultor poderá 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 comercialização do material produzido; ii) estar em quantidade compatível com 
a área a ser plantada; e iii) declarar sua produção de sementes, de material de propagação vegetativa ou de 
mudas para uso próprio ao Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (Mapa), quando o material 
de propagação utilizado for de cultivar protegida no Brasil [...], antes do início da produção” (artigo 61). 

Portanto, a coleta de sementes de espécies florestais nativas não pode ser realizada arbitrariamente, devendo 
seguir as normas e os protocolos estabelecidos pela legislação. Além disso, vale ressaltar que a coleta de sementes deve 
ser precedida de autorização formal do proprietário do imóvel rural ou dos representantes legais de UCs públicas, 
onde as árvores matrizes de araucária estão presentes. 

Fenologia e maturidade de pinhas
A araucária, por pertencer ao grupo das gimnospermas, que não produzem flores, mas sim estróbilos mascu-

linos e femininos em plantas distintas, é uma espécie dioica e alógama, com reprodução cruzada (Sousa et al., 2021). 
Também não produz frutos, e sim pinhas, que demoram aproximadamente dois anos para alcançarem a maturida-
de fisiológica das sementes após a polinização dos estróbilos femininos (Sousa et al., 2021). Deste modo, pode-se 
encontrar em uma única árvore pinhas em diversos estádios fenológicos: i) recém-formadas, após a efetivação da 
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fecundação (Figura 2A); ii) intermediárias, originadas no ano anterior (±12 meses) (Figura 2B); iii) maduras (±24 
meses) (Figuras 2C e 2D). 

Na região Sul do Brasil, a araucária emite estróbilos masculinos (androestróbilos) anualmente, no período de 
fevereiro a outubro, alcançando a maturação com liberação total de pólen de agosto a outubro (Sousa et al., 2021). 
Por sua vez, os estróbilos femininos (ginoestróbilos) são emitidos um pouco antes, tornando-se visíveis a partir de 
maio e aptos para serem polinizados geralmente de agosto a setembro em Santa Catarina e em outubro no Paraná, 
cujos períodos variam de acordo com as condições ambientais (Sousa; Hattemer, 2003; Mantovani et al., 2004). É 
importante destacar que a fertilização do óvulo pelo pólen no interior do ginoestróbilo ocorre aproximadamente 14 
meses depois da polinização, sendo que o pólen permanece em estado de dormência na micrópila até este momento 
da fecundação (Goeten et al., 2020). 

Após a polinização, as pinhas alcançam a maturidade após duas estações de crescimento (aproximadamente 
de 18 a 20 meses), geralmente entre os meses de março e junho, ocasião adequada para serem amostradas (Sousa  
et al., 2021). Portanto, se houver recursos para realizar várias expedições ao campo, o ideal, para fins de conservação 
genética da espécie, é amostrar pinhas durante todo o período da safra, de modo a ampliar a variabilidade genética 
das sementes coletadas. Vale destacar que os pinhões no início e no final da safra apresentam menor variabilidade 
genética, pois são provenientes de fertilizações de menor número de indivíduos masculinos. Consequentemente, 

Figura 2. Pinhas de Araucaria angustifolia em diversos estádios fenológicos: recém-formada (A); intermediária com ±12 meses 
(B); e maduras com ±24 meses na árvore (C) e depois da queda natural ao chão (D).
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caso seja possível realizar apenas uma expedição ao campo, recomenda-se amostrar pinhas quando as araucárias 
estiverem em “plena safra”, por volta de abril na região Sul, de modo a contemplar a maior variabilidade genética 
possível dos pinhões coletados.

Descrição dos métodos

Seleção de locais para coleta de sementes 

É importante que cada local selecionado para coleta de sementes, para fins de conservação de recursos gené-
ticos da araucária, seja restrito a uma população natural situada em um ambiente edafoclimático específico, dentro 
da formação fitogeográfica. Além disso, quando disponíveis, características demográficas, geográficas e genéticas da 
população a ser amostrada devem ser consideradas no processo de amostragem (Montagna et al., 2012). Quanto à 
demografia, em populações naturais conservadas, com alta densidade de árvores de araucária, deve-se amostrar um 
mínimo de 25 matrizes para cada população, como comentado mais adiante. Por outro lado, em populações com 
árvores muito dispersas, típico de áreas com certo grau de desmatamento ou degradação, deve-se amostrar o número 
de indivíduos disponíveis dentro de cada ambiente edafoclimático, mesmo que não se atinja o número mínimo de 25 
matrizes. Por sua vez, em relação às características geográficas, a amostragem de uma determinada população natu-
ral deve contemplar indivíduos localizados em diferentes altitudes e tipos de solos (i.e., ao longo da toposequência), 
além de várias faces do relevo. Finalmente, caso haja estudo prévio com caracterização genética de uma população, 
é possível definir com maior exatidão o número mínimo de matrizes a serem amostradas, com base em parâmetros 
genéticos. Seguindo estas recomendações, eleva-se a probabilidade de aumentar a variabilidade genética das amos-
tras de sementes, considerando o conjunto de coletas de várias populações provenientes de diversos ambientes com 
características distintas.

Critérios para escolha das árvores a serem amostradas

A representatividade genética de uma população de árvores de uma espécie alógama (i.e., que realiza preferen-
cialmente polinização cruzada, usualmente acima de 95%) depende do número de matrizes amostradas e do número 
de sementes amostradas por matriz. Esta representatividade pode ser avaliada por meio de estimativas de parâmetros 
genéticos, principalmente o tamanho efetivo populacional e a frequência alélica (Nunes et al., 2021). 

Em termos práticos, para fins de conservação da diversidade genética de populações naturais sem informações 
prévias de parâmetros genéticos, recomenda-se amostrar um mínimo de 25 matrizes para cada população não endo-
gâmica ou 30 matrizes quando há indícios de endogamia (Sebbenn, 2002). Por sua vez, Nunes et al. (2021) mencio-
nam que, para garantir a conservação da variabilidade genética de uma espécie florestal alógama, é preciso amostrar 
pelo menos quatro populações distintas, incluindo 15 matrizes em cada população. 

Durante o processo de amostragem das árvores para coleta de pinhas, recomenda-se manter uma distância mí-
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 distância mínima de 75 m entre árvores 
para a coleta de sementes com fins de conservação genética da araucária, baseando-se nas distâncias médias de po-
linização de 102 m e 98 m em uma floresta contínua, estimadas por duas técnicas diferentes: análises de paternidade 
e TwoGener, respectivamente. Por sua vez, Medina-Macedo et al. (2015), corroboraram esta distância mínima, pois 
estimaram que o raio médio efetivo de dispersão de pólen de araucária foi 75 m no interior de um fragmento florestal. 
Como a finalidade desta amostragem é a conservação genética da espécie, os indivíduos são amostrados aleatoria-
mente, sem considerar características específicas de interesse silvicultural ou de produtividade. Em termos práticos e 
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operacionais, a partir da primeira matriz amostrada no campo, é realizado o caminhamento aleatório considerando 
uma distância aproximada de 100 m no interior da floresta até encontrar outra árvore contendo pinhas, que será a 
segunda matriz, e assim sucessivamente. Normalmente, se adota o caminhamento em zigue-zague dentro da área, em 
um sentido pré-determinado no transecto da floresta. Caso não haja uma árvore com pinhas maduras nessa distância 
de 100 m, deve-se escolher a vizinha mais próxima para realizar a amostragem. Reforça-se a recomendação de que 
não se deve selecionar as árvores e sim tomá-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 está voltado para o melhoramento genético da espécie, 
visando plantios comerciais, é importante que sejam adotados critérios específicos para a amostragem de árvores. 
Deste modo, os indivíduos são selecionados com base nas características fenotípicas adequadas para a silvicultura, 
principalmente para produção e qualidade de madeira e pinhões. Assim, durante as expedições em florestas naturais, 
para seleção de árvores, devem ser seguidas as etapas: i) observar se as árvores matrizes apresentam boas característi-
cas sanitárias e biométricas, com destaque para o formato cilíndrico do tronco e/ou produção de pinhas; ii) mensurar 
as árvores selecionadas [diâmetro à altura do peito (DAP; ± 1,30 m), altura da árvore, diâmetro médio da copa, altura 
do primeiro verticilo, espessura da casca etc.]; iii) além disso, quando possível, recomenda-se a coleta de baguetas 
para estudos de dendrocronologia (ver capítulo 4) e de câmbio para extração de DNA (ver capítulo 3), que permitirão 
estimar a idade de cada indivíduo amostrado e realizar a sua caracterização genética.

Em ambos os casos, conservação e melhoramento genético, é necessário realizar o georreferenciamento de 
cada árvore com equipamento de precisão, identificá-la com etiqueta metálica inox, numerada sequencialmente, cuja 
numeração é também registrada com tinta amarela ou vermelha no tronco da árvore (ver detalhes no capítulo 3).

Métodos de coleta de pinhas em árvores de araucária

O melhor momento para a coleta é quando a pinha está completamente formada e atinge a maturação fisio-
lógica, caracterizada externamente por uma coloração verde-amarronzada, pois suas sementes apresentam melhor 
qualidade fisiológica e maior poder germinativo nesse estádio (Fowler, 2018). Na prática não é fácil identificar este 
“ponto ideal” de maturação, o que requer experiência de campo e boa capacidade de observação (Figura 3). Por 
exemplo, pinhas verdes escuras com áreas amarronzadas nas bases dos pinhões é um indicativo de que estas sementes 
estão maduras. 
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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 árvore é preferível em relação à coleta daquelas caídas no chão, de modo a 
garantir a origem genética das sementes, seja para programas de conservação da espécie ou para a implantação de 
testes de progênies. Quando possível, particularmente em árvores 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 situações, também é possível a derrubada de pinhas com bambus longos, que é um 
método muito utilizado por agricultores na região Sul do Brasil.

Considerando que a araucária inicia a produção de estróbilos entre 14 e 16 anos de idade em florestas naturais 
(Sousa et al., 2021), quando apresenta altura geralmente acima de 15 metros e largo diâmetro, a escalada técnica das 
árvores − popularmente conhecida como alpinismo florestal − é o método mais indicado, principalmente, em situa-
ções onde as pinhas-alvo estão envolvidas por muitos obstáculos, como galhos sobrepostos (Figura 5).
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Figura 4. Coleta de pinhas em árvore de Araucaria angustifolia por equipe especializada, utilizando uma corda-coleta.
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Figura 5. Escalada técnica em árvore de Araucaria angustifolia, desde a base do tronco (A) até a copa (B), para coleta de sementes.
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Os equipamentos para escalada técnica em árvores incluem: esporas com garras de aço para adaptação em 
calçados, cadeirinha, cinto de segurança, capacete, estribo, descensor freio oito, trava quedas blocante, descensor 
auto-blocante, polias de aço dupla, mosquetões de aço, corda estática e cordolete (Figuras 6A−6L). Além disso, é 
necessário um podão com cabo longo dotado de cortador ou gancho (Figura 6M).

Devido ao significativo nível de risco envolvido na escalada de árvores, é preciso realizar treinamento espe-
cífico para esta finalidade, incluindo conceitos teóricos e vivência prática. Frequentemente, a melhor alternativa é 
contratar equipes especializadas que prestam este tipo de serviço. 

Há outros métodos que podem ser utilizados para a escalada de árvores, como o uso de escadas acopláveis, 
escadas de corda, esporas com cinto de segurança, blocante ao tronco com cinto de segurança do rapel etc. (Medeiros 
et al., 2007; Leão et al., 2015a, 2015b; Bento et al., 2018). Porém, eles são pouco utilizados para araucária.

Independentemente do método utilizado para a coleta de pinhas, é imprescindível o uso de equipamentos de 
proteção individual (EPIs) adequados, como calçados tipo “perneira”, capacete, luvas e óculos de proteção (Figura 7), 
particularmente durante o caminhamento no interior da floresta.

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

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva

Figura 7. Equipamentos de proteção individual (EPIs) utilizados na coleta de pinhas e sementes de Araucaria angustifolia: calçado tipo 
“perneira” (A), capacete (B), luvas (C) e óculos de proteção (D).
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Quando não se dispõe dos recursos descritos anteriormente (i.e., corda-coleta ou equipe de escalada), pode-se 
realizar a coleta das pinhas caídas no chão e próximas da árvore matriz escolhida (Figura 8). No entanto, é impres-
cindível que a borda da copa das outras árvores femininas em reprodução, com pinhas, se encontre a uma distância 
mínima de 50 m do local onde as pinhas serão coletadas. Esta é uma condição fundamental para minimizar o risco 
de mistura de pinhas provenientes de árvores diferentes, particularmente quando a amostragem tem foco em cada 
indivíduo (matriz) da população selecionada. 

Outra recomendação importante consiste em não coletar pinhas de matrizes totalmente isoladas, sem árvores 
adultas masculinas na vizinhança, pois as pinhas podem apresentar sementes “chochas” (não viáveis), devido à redu-
zida taxa de fecundação. Neste contexto, o pólen da araucária se dispersa pelo vento, podendo alcançar até 600 m de 
distância em campo aberto; porém, no interior da floresta, devido aos obstáculos naturais e às características morfo-
lógicas e estruturais do grão de pólen, que é relativamente pesado, ele percorre curtas distâncias, geralmente menores 
que 263 m dentro de capão e 458 m em floresta aberta (Medina-Macedo et al., 2015). Além disso, a concentração do 
pólen no ar é inversamente proporcional à distância percorrida (Niklas, 1985), reforçando a necessidade de maior 
proximidade entre indivíduos masculinos e femininos para a ocorrência da polinização e formação de sementes 
viáveis.

Para fins de conservação genética da araucária, é preciso coletar aproximadamente oito pinhas por árvore matriz, 
localizadas em diferentes pontos cardeais (norte, sul, leste e oeste) da copa, de modo que as sementes coletadas sejam 
oriundas da fertilização de uma maior diversidade de pólens provenientes de várias árvores masculinas. Neste contexto, 
a direção dos ventos pode afetar essa diversidade de pólens, dependendo da posição do estróbilo feminino na copa.  
A quantidade de sementes por pinha deve ser em torno de 72 a 120, de modo a permitir a formação de suficiente quan-
tidade de mudas, com alta variabilidade genética. No entanto, se for coletar pinhas (ou sementes) caídas no chão, é ne-
cessário aumentar o número total de sementes por árvore matriz, atingindo de 800 a 1.000 unidades, pois estas sementes 
em contato com o solo podem ter sofrido algum grau de deterioração ou ataque de brocas. Além da formação de mudas 
para plantio em banco ativo de germoplasma, parte das sementes coletadas são geralmente reservadas e armazenadas 
em freezer para posterior caracterização genética dos descendentes das árvores matrizes coletadas.

As pinhas coletadas no campo deverão ser acondicionadas em sacos de tecido (Figura 9A) para transporte até 
o laboratório ou viveiro, na brevidade possível 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 é mantê-las resfriadas sob tem-
peratura de 3 a 5 °C (Bianchetti, 1999) em caixas térmicas contendo gelo ou bolsa térmica gel. Após o beneficiamento 

Figura 8. Coleta de pinhas no chão sob a copa de uma árvore de Araucaria angustifolia (A) e agrupadas por matriz após a 
conclusão do trabalho (B). 
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das sementes, as amostras são transferidas para sacos de papel kraft (Figura 9B). Ressalta-se que sacos plásticos não 
são adequados para estas finalidades, pois favorecem a proliferação de fungos, devido à retenção de alta umidade 
proveniente das pinhas e/ou sementes. Além disso, as sementes precisam de oxigênio para sua manutenção vital, o 
que é dificultado por embalagens impermeáveis ao ar. 

Método de beneficiamento de sementes

Para aumentar o rendimento operacional da coleta de sementes de araucária em áreas de florestas naturais, não 
é prática a realização da debulha das pinhas, sua classificação e limpeza em condições de campo, sendo preferencial-
mente transportadas in natura com um pouco de impurezas (e.g., fragmentos de grimpas, galhos, cascas e folhas). 
Assim, após o recebimento das pinhas e/ou sementes no laboratório ou no viveiro, essas devem ser beneficiadas antes 
do armazenamento em câmara fria, com o objetivo de uniformizar e melhorar a qualidade dos lotes de sementes. Este 
processo de beneficiamento inclui as seguintes etapas: 

–	 Recepção das amostras e manuseio inicial: para evitar a contaminação das sementes com fungos, bac-
térias e vírus, recomenda-se que as bancadas e outros locais onde as sementes serão manuseadas sejam 
previamente limpos e desinfetados por meio de uma solução aquosa quente com detergente e desinfetante 
à base de Lysoform ou álcool 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 árvore 
matriz), é necessário repetir o processo de desinfecção.

–	 Organização de bandejas para recebimento de pinhas: o primeiro passo do beneficiamento é separar os 
lotes de pinhas e/ou sementes, individualmente por árvore matriz, em bandejas previamente identificadas 
com os respectivos códigos das árvores (Figura 10). Esta atividade exige muita atenção, de modo a evitar 
qualquer tipo de mistura de material genético. 

–	 Limpeza inicial: as impurezas mais grosseiras são 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 período aproximado de 15 dias, até a sua abertura, facilitando o 
posterior beneficiamento.

Figura 9. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia coletadas no campo e armazenadas em sacos de tecido (A) para transporte 
ao laboratório ou viveiro, sendo posteriormente transferidas para sacos de papel kraft (B) após o beneficiamento.
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–	 Extração das sementes das pinhas: a retirada das sementes da pinha inicia-se com o rompimento do seu 
tegumento externo para a liberação dos pinhões, prosseguindo com a debulha (Figura 11).

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

–	 Classificação das sementes: após 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 não devem ser descartadas, especialmente se o objetivo é a conservação genética da espécie, 
pois evita-se a redução de variabilidade genética do lote proveniente de uma matriz (Battilani et al., 2006).

Figura 10. Pinhas e sementes de Araucaria angustifolia organizadas em bandejas (A, B), devidamente identificadas com plaquetas, 
contendo os respectivos códigos das árvores matrizes.
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Figura 11. Rompimento do tegumento externo de pinhas de Araucaria angustifolia (A), debulha das sementes (B) e produto final 
deste processamento (C).
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Método de armazenamento de sementes 

As sementes de araucária são consideradas recalcitrantes por sofrerem danos fisiológicos ao se desidratarem, 
perdendo progressivamente a capacidade germinativa ao longo da faixa regressiva de 38% a 25% de umidade, tor-
nando-se inviáveis (mortas) quando apresentam apenas 20% de água (Tompsett, 1984). Após atingirem a maturação, 
com umidade em torno de 55%, as sementes podem perder totalmente a viabilidade em condições ambientais na-
turais em um período de 4 a 6 meses (Fowler et al., 1998, 2018; Lorenzi, 2002). Deste modo, o ideal é armazenar as 
sementes na brevidade possível, logo após 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 não se dispõe de métodos eficazes de armazenamento no longo 
prazo, para a maioria das sementes recalcitrantes da flora brasileira (Fowler, 2018). No caso da araucária, alguns 
trabalhos foram desenvolvidos e proporcionam resultados satisfatórios, como será visto a seguir. 

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

Uma adaptação do método citado anteriormente foi proposta por Fowler (2018), cujas sementes recém-cole-
tadas são colocadas em câmara seca (temperatura de 23 °C e umidade relativa do ar de 9%) para reduzir o teor de 
água para 38%, ou seja, até o “ponto de umidade crítica de sobrevivência” de sementes de araucária (Eira et al., 1994). 
O restante do processo é idêntico 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 índice de velocidade de germinação, o que é fundamental para o bom desenvolvimento das plântulas no 
período de pós-emergência. O autor relata que sementes recalcitrantes armazenadas com umidade acima do “ponto 
crítico” e que tenham passado pelos estágios iniciais de germinação, ainda dentro da pinha, são susceptíveis a danos 
fisiológicos semelhantes àqueles causados pela secagem excessiva, levando ao decréscimo de sua germinação.

Outro método alternativo consiste em acondicionar as sementes em embalagens de polietileno de 0,5 μm de es-
pessura e armazená-las em câmara 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% após seis meses de armazenamento (Caçola et al., 2006). 

É importante ressaltar que temperaturas muito baixas, menor que 0 °C, também causam injúrias às sementes 
de araucária. Portanto, estas não devem ser armazenadas em freezer, sob pena de perderem completamente a viabili-

Figura 12. Limpeza final de um lote de sementes de Araucaria angustifolia (A) por meio da agitação da bandeja com fundo telado 
(B), que funciona como peneira.
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dade germinativa (Garcia et al., 2014). Além disso, temperaturas mais elevadas, acima de 20 °C, aceleram a deteriora-
ção das sementes da espécie, pois aumentam a taxa respiratória que leva ao consumo de substâncias de reserva, além 
de ocasionarem a desorganização celular associada à desidratação e à senescência dos tecidos (Amarante et al., 2007).

A susceptibilidade ao ataque de fungos é outra preocupação em relação à manutenção da capacidade germina-
tiva das sementes de araucária recém-coletadas em campo. Assim, é recomendado realizar um tratamento fitossani-
tário antes de seu armazenamento em câmara fria, utilizando uma solução aquosa com 0,5% a 3% de hipoclorito de 
sódio (NaClO) (Hennipman et al., 2017). Uma forma prática de realizar este tratamento é utilizando água sanitária 
comercial, que é vendida em solução de até 2,5% de NaClO. A desinfecção superficial das sementes é realizada por 
meio de sua imersão na solução de NaClO por período de três minutos, quando são retiradas do recipiente e distri-
buídas uniformemente, em camada única, sobre papel absorvente, deixando-as secar à sombra. Vale ressaltar que esta 
desinfecção é desnecessária quando a semeadura for realizada em curto prazo após a coleta em campo. 

Métodos expeditos para avaliar a viabilidade de sementes

Considerando a redução significativa da capacidade germinativa de sementes de araucária após a maturação 
fisiológica, além de um percentual de unidades “chochas” (ou vazias) na pinha, é importante realizar uma avaliação 
do lote de sementes antes da semeadura, de modo a obter sucesso na formação das mudas, que é favorecida pela alta 
taxa de germinação e vigor das plântulas emergidas. 

Um método prático para avaliar a viabilidade de sementes de araucária é por meio de sua imersão em um 
recipiente com água: as sementes que permanecerem no fundo são consideradas viáveis, com maior capacidade 
germinativa. Por outro lado, aquelas que boiarem provavelmente estarão “chochas”, não devendo ser semeadas para 
prevenir falhas no lote de mudas (Jankauskis, 1970; Wendling et al., 2017). 

Em laboratório tem-se a opção do teste de tetrazólio, que é utilizado para diversas espécies agrícolas e flores-
tais, com adaptações em relação às Regras para Análise de Sementes (RAS) publicadas pelo Ministério da Agricultura 
e Pecuária (Brasil, 2009b). Este teste visa avaliar rapidamente a viabilidade de sementes, particularmente daquelas 
que apresentam dormência, que são recalcitrantes ou que germinam lentamente em testes padrões de rotina labora-
torial. Por ser um teste bioquímico, 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 caracterizá-lo em termos de poder germinativo.  
As sementes submetidas ao teste de tetrazólio são descartadas posteriormente.

Oliveira et al. (2014) apresentam uma alternativa para o teste de tetrazólio, específico para sementes de arau-
cária, que tem proporcionado bons resultados. De maneira resumida, as sementes são embebidas em água durante 
18 horas, visando ativar o metabolismo, realizando-se na sequência a remoção dos tegumentos e do tecido nutritivo 
(megagametófito) com auxílio de estilete, restando apenas os embriões que são imersos em solução de tetrazólio 
(0,5% ou 0,1% de concentração) sob temperatura de 25 °C e mantidos no escuro durante 1 hora. Após este período, os 
embriões são classificados em viáveis ou inviáveis, com base na coloração, aparência dos tecidos, extensão dos danos 
e posição das colorações em relação às áreas essenciais de crescimento. Maiores detalhes sobre os critérios de classi-
ficação e fotos ilustrativas dos embriões ao final do teste de tetrazólio são encontrados no artigo científico original.  
De modo similar, Silva et al. (2016) apresentam critérios ajustados para a condução do teste de tetrazólio com semen-
tes de araucária, incluindo fotos ilustrativas.

Método para avaliar a taxa de germinação de sementes 

A determinação da taxa de germinação de um lote de sementes é fundamental para o planejamento da semea-
dura, de modo a reduzir falhas na formação de mudas e, consequentemente, os gastos com insumos e mão de obra. 
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Há métodos práticos que podem ser realizados no próprio viveiro, sem controles específicos de substrato, temperatu-
ra e umidade. Porém, os resultados, por serem influenciados pelas condições ambientais locais, não são reprodutíveis 
e eficazes para comparar, com maior assertividade, lotes distintos de sementes. Assim, métodos de análise de germi-
nação realizados em laboratório, sob condições controladas, têm sido desenvolvidos com a finalidade de padronizar 
os procedimentos e permitir uma germinação mais uniforme, rápida e completa das sementes, sendo específicos para 
cada espécie. Deste modo, é possível comparar os resultados obtidos por diferentes trabalhos, além de aumentar a 
eficácia da produção de mudas pelo viveirista.

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

–	 Sementes: são utilizados quatro conjuntos ou repetições de 25 ou 50 sementes para cada lote a ser avaliado.

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

–	 Semeadura: as sementes são inseridas no substrato de forma inclinada e com a porção mais fina voltada 
para baixo (Figura 13). Deve ser utilizado um espaçamento uniforme entre as sementes e suficiente para 
minimizar a contaminação (por patógenos) e a competição entre as plântulas em desenvolvimento. Um 
espaçamento entre as sementes de 1,5 a 2,0 vezes o seu comprimento é o ideal.

–	 Incubação: as bandejas contendo as sementes são acondicionadas em câmara germinadora do tipo BOD 
(biochemical oxygen demand) ajustada para temperatura de 25 °C e sob luz constante. O período total de 
incubação é de 35 dias.

–	 Avaliação da germinação: após a incubação, é realizada a contagem somente das plântulas normais, cuja 
soma é usada no cálculo da percentagem de germinação, em relação ao total de sementes. Finalmente, o 
resultado final será a média das quatro repetições.

Plântulas normais são aquelas que possuem sistema radicular bem desenvolvido, além de hipocótilo, epicótilo 
e folhas primordiais (eófilos) saudáveis (Figuras 14A e 14B), que mostram potencial para continuar seu desenvolvi-
mento e dar origem a plantas normais. Por outro lado, plântulas anormais (Figura 14C) são aquelas caracterizadas 

Figura 13. Sementes de Araucaria angustifolia inseridas inclinadamente no substrato de areia, com a porção mais fina 
voltada para baixo (A), para posterior processo de germinação (B) e avaliação da taxa germinativa. 
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pela ausência ou deformação de uma ou mais estruturas essenciais (como raiz e parte aérea) ou que apresentam 
desenvolvimento fraco ou distúrbios fisiológicos que comprometam seu desenvolvimento normal (Brasil, 2009b). 

Método de extração e isolamento de DNA de embriões para análises genéticas

A genotipagem de sementes de araucária por meio de marcadores moleculares possibilita estimar parâmetros 
genéticos, principalmente aqueles relacionados ao sistema reprodutivo, além de outros atributos biológicos de 
interesse para estudos de populações naturais de araucária (Stefenon et al., 2008). Vários trabalhos relacionados 
ao tema foram publicados nos últimos anos, com o objetivo de nortear a amostragem de sementes em populações 
naturais para uso em programas de conservação genética da espécie (Sousa et al., 2021). Por exemplo, a diversidade 
genética, a taxa de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersão de pólen de duas populações naturais de 
araucária da região Sul do Brasil foram estimadas com a finalidade de estabelecer estratégias de conservação da 
espécie (Medina-Macedo et al., 2015).

A extração de ácido desoxirribonucleico (DNA) é realizada geralmente no embrião que compõe a semente, 
por conter as informações genéticas dos dois genitores. No entanto, o endosperma da semente contém somente as 
informações genéticas do genitor feminino, sendo utilizado apenas quando se necessita saber o genótipo da planta 
mãe e não se tem tecidos foliares ou cambial. O material genético purificado é utilizado, posteriormente, para o 
sequenciamento de nucleotídeos de DNA por duas técnicas principais: i) marcadores microssatélites [simple sequence 
repeats (SSRs)]; e ii) marcadores baseados no polimorfismo de um único nucleotídeo [single nucleotide polymorphism 
(SNP)], como comentado no capítulo 3.

A etapa-chave para a genotipagem de sementes de araucária é o isolamento e a purificação de DNA, em quanti-
dade e qualidade adequadas, precisando estar íntegro, livre de impurezas e ser passível de amplificação pelas técnicas 
de sequenciamento (Mazza; Bittencourt, 2000). 

Em síntese, o método de extração de DNA dos embriões de sementes de araucária, utilizado na Embrapa 
Florestas, possui as seguintes etapas:

–	 Retirada dos embriões das sementes: cada semente é alojada sobre uma depressão 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. 

Figura 14. Exemplo de classificação, após a germinação, de plântulas normais (A, B) e anormais (C) de Araucaria 
angustifolia.
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–	 Maceração dos tecidos embrionários: cada embrião é colocado em um almofariz (gral) previamente 
resfriado sob temperatura aproximada de -18 °C, seguido de maceração com o pistilo (Figuras 15C e 
15D). Outra opção é realizar a maceração do embrião junto com nitrogênio líquido dentro do almofariz 
seco. Atualmente, as amostras de embrião também podem ser maceradas no equipamento TissueLy-
serTM após serem resfriadas com nitrogênio líquido. Neste caso, para a ruptura das amostras podem ser 
usadas esferas (beads) de aço inoxidável ou carboneto de tungstênio com 3 a 7 mm de diâmetro (Qiagen, 
2010). Deve-se notar que o tubo contendo as amostras e as esferas não deve ser resfriado, para evitar 
rachaduras em sua estrutura.

–	 Isolamento e purificação de DNA dos embriões: são realizados segundo o método de Doyle e Doyle 
(1987) ou, ainda, usando kits específicos de extração de DNA de plantas (e.g., Kit de Plantas DNasy 96 
− Qiagen; Figura 16). 

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

Figura 15. Corte de semente de Araucaria angustifolia em guilhotina (A) para a retirada do embrião (B) e sua maceração 
em almofariz (C, D), visando a posterior extração de DNA.
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Figura 16. Isolamento de DNA de embriões de Araucaria angustifólia usando Kit de Plantas DNasy 96 − Qiagen.
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Considerações finais
A coleta de sementes de araucária com fins de conservação genética requer conhecimentos específicos sobre ge-

nética de populações, estratégias de amostragem, fenologia de desenvolvimento e amadurecimento das sementes, méto-
do de escalada em árvores, procedimentos de beneficiamento e armazenamento de sementes, legislação sobre sementes 
de espécies florestais nativas, dentre outros. Portanto, envolve uma equipe multidisciplinar para o êxito da atividade.

A obtenção de sementes de araucária com alto valor, em termos de variabilidade genética e qualidade fisiológica, 
é uma condição essencial para a formação de mudas destinadas a programas de conservação genética e restauração de 
áreas 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 fácil execução em nível de campo e laboratório.

O treinamento permanente de equipes técnicas, capazes de desempenhar adequadamente as diversas etapas de 
coleta, beneficiamento e armazenamento de sementes de araucária, é fundamental para a continuidade de programas 
de conservação genética da espécie, que têm sido desenvolvidos por instituições de pesquisa, órgãos ambientais, uni-
versidades, comunidades rurais, organizações da sociedade civil, dentre outras.

Investimentos em recursos humanos e infraestrutura para a realização dos trabalhos de campo e laboratoriais 
são requeridos continuamente, de forma a garantir a manutenção dos projetos e programas de pesquisa em anda-
mento, assim como a ampliação da rede de pesquisa para conservação da araucária em nível nacional.
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Introdução
A araucária [Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kunt ze], popularmente conhecida por pinheiro-do-paraná ou 

pinheiro-brasileiro, é considerada o destaque da Floresta Ombrófila Mista (FOM) ou Floresta com Araucárias, per-
tencente ao bioma Mata Atlântica, particularmente na região Sul do Brasil e nas áreas de altitude elevada da região 
Sudeste. Seu formato exuberante na forma de cálice, predominante no estrato superior do dossel da floresta, a destaca 
das outras espécies, resultando em beleza cênica singular que é imediatamente assimilada na memória dos observa-
dores (Figura 1). 

As áreas brasileiras de florestas naturais com presença de araucária compreendiam, originalmente, cerca de 
73,8 mil km2 no Paraná, 56,7 mil km2 em Santa Catarina, 46,8 mil km2 no Rio Grande do Sul e 7,7 mil km2 em frag-
mentos na região Sudeste, totalizando 185 mil km2 (Machado; Siqueira, 1980). No entanto, devido ao seu elevado 
valor econômico, proporcionado pelo formato cilíndrico do tronco e qualidade da madeira, a araucária nativa foi 
intensamente explorada nos séculos XIX e XX, principalmente para exportação de toras e processamento de madeira 
em serrarias, servindo de matéria-prima para construção civil, indústria moveleira e mesmo como fonte de energia. 
Como resultado, sua população natural foi reduzida, aproximadamente, a 3% daquela original (Banco Regional de 
Desenvolvimento do Extremo Sul, 2005), sendo considerada extinta no Espírito Santo (Simonelli; Fraga, 2007). Deste 
modo, a espécie foi incluída na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameaçadas de Extinção (Brasil, 2014). 

Originalmente, a FOM ocupava uma área estimada entre 18,5 e 25,4 milhões de hectares (Machado; Siqueira, 
1980; Atlas..., 2015). No entanto, atualmente há um remanescente próximo de 3,2 milhões de hectares de áreas com 
FOM (em diversos estágios de conservação), dos quais apenas 3,1% estão sob regime de proteção (Ribeiro et al., 2009). 
Além disso, alguns cenários de mudança climática direcionam para um segundo período (i.e., século XXI) de signifi-
cativa redução dos indivíduos da espécie, ao ponto de restarem até 2070 apenas 3,5% das atuais populações naturais 
remanescentes, que encontrarão microrrefúgios em regiões mais frias, de acordo com modelos preditivos de resposta 
da araucária às alterações do clima no Brasil (Wilson et al., 2019). Adicionalmente, Wrege et al. (2017) estimaram uma 
grande redução da área de distribuição natural da araucária até 2100 e, também, um possível deslocamento das zonas de 
araucária para regiões de maiores altitudes e latitudes, onde permanecerão as menores temperaturas.

Ações para a preservação e/ou recuperação de ecossistemas com araucária ganharam força nas últimas décadas 
para reverter a situação crítica de sobrevivência da espécie. Assim, a identificação e o mapeamento de fragmentos 
naturais da FOM têm sido realizados por diversas equipes de pesquisadores, ambientalistas e ecologistas de insti-
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Figura 1. Árvore (A) e população natural (B) de Araucaria angustifolia localizadas em áreas de Floresta Ombrófila Mista, em Castro, PR.  
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tuições públicas e privadas (Medeiros et al., 2004; Wrege et al., 2017). Árvores de araucária presentes em formações 
fitogeográficas distintas servem como populações (pool gênico) de grande utilidade, particularmente para a coleta de 
material genético (sementes e pólen) a ser utilizado em programas de conservação e melhoramento genético. 

A presença de variabilidade genética nas sementes de araucária é essencial para a produção de mudas desti-
nadas aos programas de recuperação de áreas desflorestadas, principalmente quando o objetivo é a reconstituição de 
populações naturais com alta variabilidade genética, visando garantir a perpetuação 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 à resistência 
a pragas e doenças e à produção de madeira e pinhão. Neste sentido, durante o processo de polinização (livre ou 
controlada) é fundamental o balanço sexual entre gametas masculinos e femininos, de modo que gerem descendentes 
geneticamente diversos (Sousa et al., 2021). 

Em programas de melhoramento genético de espécies alógamas (i.e., com reprodução cruzada), como aque-
las do gênero Eucalyptus, a coleta, o beneficiamento e o armazenamento de pólen são práticas bem consistentes e  
rotineiras, particularmente quando ocorre assincronia fenológica entre os progenitores-alvo, ou seja, épocas distintas 
de liberação de pólen e de receptividade das flores femininas, para ocorrência da polinização. No caso da araucária, 
embora híbridos intervarietais e híbridos interespecíficos sejam parte da estratégia de programas de melhoramen-
to genético (Sousa; Aguiar, 2012) e, inclusive, já tenham sido gerados no Brasil e na Argentina (Tesdorff, 1956;  
Christian, 2018), esses procedimentos ainda estão sendo desenvolvidos e aprimorados. 

O objetivo deste capítulo é apresentar, detalhadamente, as principais etapas, técnicas e procedimentos para a 
coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do pólen de araucária, adotados em programas de conservação 
e melhoramento genético da espécie. 

Fenologia reprodutiva da araucária 
A araucária é uma espécie dioica, apresentando estróbilos masculinos (androestróbilos ou microestróbilos) 

(Figuras 2A e 2B) e femininos (ginoestróbilos ou megaestróbilos) (Figuras 2C, 2D e 2E), cujas estruturas reproduti-
vas estão presentes em árvores distintas, com algumas exceções, como no caso de árvores monoicas que ocorrem em 
baixíssima proporção em populações naturais (Stefenon; Caprestano, 2009; Carmo et al., 2021). 

Os estróbilos masculinos produzem esporos (i.e., pólen) em seus esporângios, que estão localizados no interior 
de esporangióforos (Figura 3). Os estróbilos femininos, com aproximadamente 3 a 4 cm de diâmetro (Figura 2E),  
estão em estádio adequado de receptividade do pólen, ou seja, para a ocorrência de polinização, que geralmente ocor-
re de outubro a novembro na região Sul (Anselmini; Zanette, 2012; Kuhn; Mariath, 2014). No entanto, a fertilização 
(i.e., a união dos gametas masculino e feminino) ocorre somente de 13 a 14 meses após a polinização, sendo que, 
durante este período, o pólen fica em estado de dormência no interior da micrópila do ginoestróbilo (Goeten et al., 
2020). Segundo esses autores, os estádios de embriogênese ocorrem entre 15 e 23 meses após a polinização; portanto, 
as sementes atingem a maturação fisiológica aproximadamente dois anos após a polinização. Os estádios desde a 
polinização até a formação da pinha madura estão ilustrados nas Figuras 2F, 2G e 2H.

Quando amadurecem, os grãos de pólen são transportados para o exterior dos esporangióforos pela ação do 
vento, que viabiliza o processo de polinização. Porém, o pólen da araucária é considerado pesado e grande, com apro-
ximadamente 60 μm de diâmetro (Figura 4), apresentando baixa taxa de flotação, o que resulta em dispersão pelo 
vento em curtas distâncias, geralmente menores que 600 m (Niklas, 1985; Sousa; Hattemer, 2003). Isto contribui para 
a formação de uma população de araucária com certo grau de endogamia (i.e., fixação de alelos) e uma estruturação 
genética espacial, considerando uma área territorial restrita, geralmente com diâmetro menor que 70 m (Mantovani 
et al., 2006; Sousa et al., 2021). Portanto, para fins de conservação e melhoramento genético, a amostragem de pólen 
em árvores oriundas de florestas naturais deve priorizar indivíduos distantes entre si, de modo a aumentar a variabi-
lidade genética do material coletado.
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Os estróbilos masculinos são emitidos anualmente, em ramos jovens recém-formados, geralmente de fevereiro 
a outubro, sendo que alcançam a maturação fisiológica no período de agosto a outubro na região Sul do Brasil (Sousa 
et al., 2021). Portanto, esta é a melhor época para a coleta de pólen, que normalmente requer várias expedições ao 
campo para aumentar a amplitude genética de árvores amostradas em plena liberação dos esporos. 

 Figura 2. Estróbilos de Araucaria angustifolia: masculinos verdes (A) e maduros (B) (sendo os últimos propícios para liberar 
pólen para seu posterior manuseio), e feminino verde (C, D) e apto para ser polinizado após a abertura das brácteas (E). Estádios 
de formação da pinha: recém-polinizada (F), com um ano após a polinização (G) e madura aos dois anos de idade (H).
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Figura 3. Estróbilos masculinos de Araucaria angustifolia (A) e seus componentes: eixo central (antoma ou caule antomático) e 
esporangióforos (B). Ampliação de um esporangióforo, mostrando a sua porção peltada e resquícios do esporângio (C).
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Figura 4. Imagens obtidas por microscopia, com aumentos de 100× (A) e 200× (B), mostrando a estrutura de grãos de pólen de 
Araucaria angustifolia com aproximadamente 60 μm de diâmetro.
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Descrição dos métodos

Critérios para a escolha de locais e de árvores para a coleta de pólen

Quando o objetivo da coleta de pólen é a constituição ou enriquecimento de um “banco de pólen”, tem-se 
como pressuposto o incremento da diversidade genética deste material, que será utilizado em programas de poliniza-
ção controlada. Assim, no caso da “conservação genética”, os locais escolhidos para a coleta de pólen devem contem-
plar diferentes formações fitogeográficas em florestas naturais, onde há maior possibilidade de encontrar diversidade 
e supostas variedades geográficas da espécie. Neste contexto, para a amostragem abranger a variabilidade genética de 
uma espécie florestal alógama, Nunes et al. (2021) recomendam amostrar, pelo menos, quatro populações naturais 
distintas. No entanto, em função da ampla área de ocorrência natural da araucária, um maior número de populações 
será necessário.

Por sua vez, a escolha de árvores masculinas em cada população natural deve ser realizada com base em crité-
rios técnicos, que reduzam o grau de parentesco (endogamia) entre os indivíduos amostrados, além de proporcionar 
uma intensidade amostral adequada para capturar a maior variabilidade genética possível e disponível em uma dada 
população. De modo prático, pode-se utilizar critérios similares àqueles exemplificados para coleta de sementes no 
capítulo 1, ou seja: coletar pólen, no mínimo, de 25 árvores em cada população natural, priorizando um distancia-
mento mínimo de 100 m entre as árvores escolhidas ao acaso no interior da floresta, por meio de caminhamento em 
zigue-zague. É importante ressaltar que o pólen deve ser armazenado individualmente por árvore amostrada, evitan-
do qualquer tipo de mistura ou contaminação. Isto permitirá a realização dos cruzamentos controlados desejáveis e 
a manutenção desses genes para uso futuro, visando o incremento da variabilidade genética.

Métodos de coleta de pólen

A liberação de pólen acontece quando os estróbilos masculinos estão maduros, cujo processo inicia-se pela 
abertura dos esporangióforos. O ponto de maturação do estróbilo ocorre quando este muda da cor verde para ama-
relada (Figuras 2A e 2B). Após a completa liberação do pólen, os estróbilos tornam-se amarronzados (Figura 3) e, 
portanto, não devem ser amostrados. 

Têm-se duas opções para a coleta de pólen: 

i)	 Em campo: esse tipo de coleta deve ser feito apenas nos casos em que não se necessita da identificação 
precisa do indivíduo, tal como na realização de polinização massal com mix de pólen. Sendo assim, por 
ocasião do início da abertura natural dos esporangióforos, utiliza-se um frasco de vidro ou plástico que é 
colocado no entorno do estróbilo, seguido de agitação mecânica de sua estrutura, promovendo a liberação 
do pólen para o interior do frasco, que é posteriormente fechado com tampa, para um armazenamento 
provisório antes do beneficiamento a ser realizado em laboratório.

ii)	 Em laboratório: é realizada a coleta prévia de estróbilos masculinos, individualmente para cada árvore, 
próximo ao seu ponto de maturação, quando ainda não ocorreu a abertura dos esporangióforos. Estes são 
armazenados em sacos kraft e transportados até o laboratório, onde são lavados em água deionizada e se-
cos com papel toalha. Em seguida, os estróbilos masculinos são distribuídos dentro de caixas com fundo 
telado sobre papel manteiga, para a continuidade da secagem até a liberação de pólen, preferencialmente 
em ambiente controlado, com baixa umidade e sob temperaturas entre 20 e 25 °C. Não se deve submeter 
o pólen à radiação solar direta durante o processo de secagem, de modo a não comprometer a sua viabili-
dade. Após a liberação do pólen dos estróbilos, a bandeja deve ser agitada vigorosamente para a coleta do 
pólen, utilizando outro recipiente limpo disposto sob a bandeja. A seguir, o pólen 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 contaminação (i.e., mistura de pólens de diferentes árvores). Ademais, quando o pro-
cedimento for repetido para o pólen de outra árvore, as bandejas, os frascos e outros utensílios utilizados 
devem estar lavados e esterilizados.

Para ambos os métodos de coleta de pólen, os frascos “provisórios” devem estar completamente limpos e 
identificados, com etiquetas escritas com marcador permanente, de modo a evitar qualquer tipo de contaminação ou 
mistura de pólens. Esta identificação deve incluir o nome da espécie, a data e o local da coleta, e o código da árvore 
amostrada em uma população natural específica.

Métodos de beneficiamento, secagem e armazenamento definitivo do pólen

O pólen previamente coletado no campo ou extraído no laboratório 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 resíduos de estróbilo, por meio da passagem do pólen por um conjunto de duas peneiras, com 
aberturas de malha de 16 e 170 mesh (ABNT = 18 e 170, respectivamente) (Figura 5). 

A seguir, o pólen peneirado deve ser seco. O adequado grau de desidratação do pólen é inversamente propor-
cional à temperatura na qual ele será posteriormente armazenado, ou seja, quanto mais frio, maior a desidratação 
necessária. A redução da umidade do pólen diminui sua taxa metabólica durante o armazenamento e também pos-
síveis injúrias pelo congelamento (i.e., formação de cristais que podem perfurar as membranas celulares), além de 
minimizar a proliferação de microrganismos, como fungos e bactérias (Sousa et al., 2014).

Há três métodos frequentemente utilizados para secagem de pólen de araucária (Sousa et al., 2021): 

i) 	 Depositando os fracos de pólen destampados em dessecadores com sílica-gel (Figura 6A) e sob a ação de 
vácuo, por um período de 24 a 48 horas (dependendo da quantidade de pólen utilizada), em temperatu-

Figura 5. Peneiramento de pólen de Araucaria angustifolia (A), sucessivamente por duas peneiras com aberturas de malha de 
16 e 170 mesh (B).
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ra ambiente. Após este período, o pólen atinge a umidade adequada para armazenamento na temperatura de 
-20 °C. Vale ressaltar que, à medida que se aumenta a quantidade de pólen depositada no interior do dessecador, 
deve-se aumentar a quantidade de sílica-gel seca (com cor azul) e substituí-la quando estiver úmida (com cor 
rosa). Deve-se notar que a sílica-gel umedecida pode ter sua capacidade de absorção de água recuperada, ao ser 
seca em estufa com circulação forçada de ar, geralmente sob temperatura entre 60 e 80 °C, por 24 horas.

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

iii) 	Realizando uma redução drástica da umidade do pólen, com valor próximo de zero (recomendado para 
espécies com pólen ortodoxo ou não recalcitrante), por meio de um liofilizador (Figura 6B), que promove 
o rápido congelamento do material e retira a água por sublimação (i.e., passagem direta da água do esta-
do sólido para o gasoso). O tempo de permanência do pólen no equipamento é definido de acordo com 
particularidades de cada população ou variedade geográfica da espécie, devendo ser testado previamente. 
Sendo assim, esse pólen pode ser preservado por criogenia (-80 °C até -196 °C). 

Figura 6. Equipamentos utilizados no processo de secagem de pólen de Araucaria angustifolia na Embrapa Florestas: dessecadores 
com sílica-gel (A) e liofilizador de bancada (B). Frasco hermeticamente vedado (com lacre) contendo pólen seco (C) e conjuntos 
de frascos prontos para o armazenamento em freezer (D).
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O pólen seco é acondicionado em recipiente hermético apropriado, como ampola plástica, tubo Eppendorf, 
frasco de vidro de penicilina (Figuras 6C e 6D) e tubo criogênico, cuja escolha depende da temperatura de armaze-
namento e da quantidade de pólen a ser armazenado ou usado nas polinizações controladas.

O pólen beneficiado pode ser armazenado em freezer (-20 °C até -40 °C; Figura 7A) ou em equipamento crio-
gênico (-80 °C até -196 °C). Porém, para a conservação da viabilidade do pólen de araucária por longo período (ainda 
indefinido), o método mais adequado é realizar a secagem por liofilização e, posteriormente, proceder à criopreser-
vação em ultrafreezer (-80 °C; Figuras 7B e 7C) ou em botijão com nitrogênio líquido (-196 °C; Figuras 7D e 7E) 
(Sousa et al., 2021). É importante destacar que, para o uso em polinizações controladas, o pólen deve ser gradual-
mente descongelado, não podendo ser novamente congelado e armazenado (Sousa et al., 2014). Além disso, deve-se 
evitar oscilações de temperatura e manipulação frequente dos frascos armazenados sob refrigeração, de modo que o 
pólen mantenha a sua viabilidade. 

Métodos para avaliar a viabilidade germinativa de grãos de pólen

O pólen perde progressivamente a sua capacidade germinativa ao longo do tempo, cuja intensidade depende 
de: i) características genéticas de cada espécie e indivíduo; ii) manejo durante a coleta, transporte e beneficiamento; 
iii) intensidade de secagem; e iv) condições de armazenamento. Em termos práticos, são utilizados métodos laborato-
riais para estimar a taxa de germinação do pólen in vitro, em meio de cultura com ágar, variando-se as concentrações 
de açúcares e micronutrientes, assim como o período de germinação e a temperatura (Figura 8) (Sousa et al., 2021). 

No entanto, à medida que se aumenta o tempo de incubação (acima de 72 horas), corre-se o risco de perda 
do ensaio de germinação devido às características genéticas da espécie e ao incremento da contaminação do meio 
de cultura por fungos e bactérias. Para a araucária, ainda não se dispõe de um protocolo consistente para avaliar a 
viabilidade de pólen, uma vez que o ciclo reprodutivo da espécie é muito longo e isso se reflete na germinação dos 
grãos de pólen. O período máximo de incubação estudado para essa espécie foi 96 horas, em que a contaminação 
inviabilizou o teste. Neste contexto, ensaios com diversos corantes específicos deverão abrir novos horizontes para 
avaliar a viabilidade germinativa de grãos de pólen da araucária. Até o momento, os melhores resultados têm sido 
obtidos pelo seguinte procedimento:

Figura 7. Equipamentos utilizados para o congelamento e/ou criopreservação de pólen de Araucaria 
angustifolia na Embrapa Florestas: freezer (A), ultrafreezer (B, C) e botijão com nitrogênio (N) líquido (D, E).

Fo
to

s: 
M

ar
ia

nn
e 

Be
rn

ar
de

s (
A

, B
, D

);  
Va

ld
er

ês
 A

pa
re

ci
da

 d
e 

So
us

a 
(C

, E
)

Freezer
-20 °C  a  -40 °C

Ultrafreezer
-80 °C

Botijão com  
N líquido  
-196 °C

A B C D

E



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pólen, câmbio e baguetas para estudos científicos

40

–	 Composição do meio de cultura (Figura 8A): 0,8% de ágar, 10% de sacarose, e solução de nutrientes  
(Brewbaker; Kwack, 1963) contendo 100 mg L-1 de H3BO3, 300 mg L-1 de Ca(NO3)2.4H2O, 200 mg L-1 de 
MgSO4.7H2O e 100 mg L-1 de KNO3. 

–	 Preparo do meio cultura e das lâminas microscópicas: o meio de cultura, ainda líquido, é distribuído 
com pipeta sobre lâminas microscópicas e, após a solidificação, receberão o pólen (Figura 8B). Recomen-
da-se utilizar um delineamento de blocos ao acaso com quatro repetições, para aumentar a acurácia da 
avaliação (Figura 8C).

–	 Adição dos grãos de pólen no meio de cultura: o pólen pode ser espalhado manualmente, em pequenas 
quantidades, o mais disperso possível, evitando a formação de “pólens agregados”, de modo a proporcionar 
condições adequadas para o contato direto de todos os grãos 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 pólen para não afundar os grãos no meio de cultura, de modo que 
permaneçam em um ambiente aeróbico.

–	 Incubação: as lâminas com os grãos de pólen são acondicionadas por 72 horas em uma câmara de germi-
nação do tipo BOD (biochemical oxygen demand), regulada com temperatura de 25 °C e umidade relativa 
do ar de 100% (Figura 8D). 

Figura 8. Meios de cultura com ágar (A) para teste de germinação in vitro de grãos de pólen de Araucaria angustifolia (B, 
C), por meio de incubação em câmara do tipo BOD (D). 
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–	 Coloração dos grãos de pólen e dos tubos polínicos: após o período de incubação, adiciona-se safranina 
com concentração de 1%, pH 7, sobre as lâminas (Figura 9A), para ocasionar a interrupção do processo de 
germinação do pólen e melhorar a visualização de cada grão e do tubo polínico formado.

–	 Avaliação da germinação dos grãos de pólen: após o procedimento de coloração, a lâmina é avaliada em 
microscópico óptico com aumento de 400× (ocular = 10×; objetiva = 40×; Figuras 9B‒9E), quando é reali-
zada a contagem de 300 grãos de pólen, em campos escolhidos ao acaso, obedecendo a um deslocamento 
e espaçamento predefinidos na lâmina. Os grãos de pólen são classificados em “germinados” e “não ger-
minados”. Como critério de classificação, considera-se como “germinado” o grão de pólen contendo tubo 
polínico com comprimento superior ao diâmetro do grão. 

Considerando as dificuldades operacionais para promover a germinação de pólen in vitro, métodos utili-
zando corantes específicos têm sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade de grãos de pólen de araucária, como 
exemplificado a seguir. 

O método do tetrazólio, amplamente utilizado para avaliar a viabilidade germinativa de sementes (Brasil, 
2009), tem sido adaptado para análise de viabilidade dos grãos de pólen, devido à rapidez da análise laboratorial e 

Figura 9. Processo de coloração de grãos de pólen de Araucaria angustifolia com safranina (A) e posterior visualização em 
microscópio óptico com aumento de 400× (B, C, D, E).
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facilidade de sua implementação, cujos resultados são baseados na coloração, como detalhado no capítulo 1. Outros coran-
tes específicos (e.g., carmin acético, azul de anilina de lactofenol, azul de algodão, iodeto de potássio etc.) também têm sido 
testados para esta finalidade, porém, os estudos ainda estão em fase de desenvolvimento e validação (Sousa et al., 2021).

Recomenda-se que a avaliação da viabilidade do pólen seja realizada em duas etapas: i) imediatamente antes 
de seu armazenamento refrigerado; ii) por ocasião de seu uso nas polinizações controladas. 

Análises genéticas de DNA de amostras de pólen

Em termos de conservação da araucária, é importante que haja uma participação equitativa de ambos os sexos 
(i.e., diversidade de gametas masculinos e femininos) na formação da geração subsequente, ou seja, a variabilidade 
genética dos grãos de pólen é fundamental na polinização e formação de sementes de alto valor biológico (Sousa  
et al., 2021). Assim, estudos genéticos, por meio do sequenciamento de nucleotídeos de moléculas de ácido desoxir-
ribonucleico (DNA), constituem uma importante ferramenta biotecnológica para estimar a diversidade genética, o 
fluxo gênico, o grau de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersão de pólen de populações de araucária 
(Stefenon et al., 2008; Medina-Macedo et al., 2015). 

No caso da araucária, a análise de DNA tem sido realizada para a massa de pólen proveniente de cada árvore 
masculina, não sendo necessária a genotipagem individual por grão de pólen, como realizado para outras espécies 
(Mase et al., 2014). Dentre as técnicas mais utilizadas para esta análise de DNA destacam-se os marcadores microssa-
télites [simple sequence repeats (SSRs)] e aqueles baseados no polimorfismo de um único nucleotídeo [single nucleo-
tide polymorphism (SNP)], como descrito no capítulo 3. 

No entanto, em termos práticos, a contribuição genética do progenitor masculino (grão de pólen) na semente 
pode ser obtida por meio da diferença do DNA do genótipo materno (i.e., endosperma da semente, que é haploide) 
e o DNA do embrião resultante (que é diploide). Portanto, a análise de DNA de pólen é desnecessária para as finali-
dades mencionadas anteriormente.

Considerações finais
Técnicas e procedimentos adequados para a coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do pólen 

de populações naturais ou plantadas de araucária são importantes fatores para o sucesso da conservação genética 
e continuidade da espécie. A conservação do pool gênico (i.e., conjunto de pólens) das árvores masculinas poderá 
contribuir para a formação de coleções ativas de germoplasma e, também, para a realização de polinizações contro-
ladas para atender objetivos específicos de programas de conservação e melhoramento genético, como a obtenção de 
materiais mais produtivos e resistentes a pragas, doenças e mudanças climáticas. As mudas seminais advindas dessas 
polinizações poderão ser destinadas aos programas de restauração florestal, enriquecimento de fragmentos da FOM, 
além de usos diversos para fins comerciais.

Os métodos utilizados para coleta, beneficiamento, armazenamento e avaliação da viabilidade do pólen de 
araucária avançaram muito nos últimos anos, resultando em procedimentos com significativo grau de assertividade. 
Algumas melhorias estão sendo implementadas com o objetivo de aumentar a precisão e o rendimento operacional 
de cada etapa, de modo que as técnicas possam ser amplamente utilizadas por interessados na conservação e/ou no 
melhoramento genético da espécie.

Estudos sobre a fenologia reprodutiva da araucária necessitam ser ampliados para diferentes formações fito-
geográficas em florestas naturais da FOM no território brasileiro, de modo a gerar informações sobre as épocas de 
produção e maturação de pólen, o que será um facilitador para orientar as expedições de campo destinadas à coleta 
de pólen em diferentes ambientes e condições climáticas.
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Figura 1. Árvore de Araucaria angustifolia com formato de cálice, no topo da Floresta Ombrófila Mista (A), e pinhas maduras da espécie, com 
detalhes dos pinhões (B).
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Introdução

O pinheiro-do-paraná [Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze] é a única espécie do gênero Araucaria que ocorre 
naturalmente no Brasil, pertencendo à ordem Pinales, classe Pinopsida, família Araucariaceae e ao grupo das gimnos-
permas, sendo reconhecido como a árvore símbolo da região Sul brasileira (Figura 1A) (Aguiar et al., 2021; Silva; Silva, 
2021). Sua madeira foi muito apreciada no passado, sendo utilizada na construção civil e na indústria, especialmente para  
fabricação de móveis, painéis, pisos, laminados, aglomerados, instrumentos musicais etc. (Reitz; Klein, 1966). Além disso, a 
árvore adulta feminina produz pinhas repletas de sementes (pinhões) (Figura 1B), de alto valor nutritivo e muito apreciadas 
na culinária regional, podendo gerar renda adicional ao proprietário rural (Godoy et al., 2021).

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

A FOM é a vegetação predominante do Planalto Meridional sul brasileiro, apresentando algumas disjunções 
florísticas em refúgios localizados nas Serras do Mar e Mantiqueira, cuja composição é dominada por gêneros pri-
mitivos como Drymis e Araucaria (australásicos) e Podocarpus (afro-asiático) (IBGE, 2012). Esse tipo de vegetação 
representa uma das principais unidades fitogeográficas no estado do Paraná (Figura 2). Ela possui quatro formações 
distintas: aluvial, submontana, montana e alto-montana (Instituto de Terras, Cartografia e Geociências, 2009), com a 
presença de A. angustifolia em todas elas. 

Devido à ampla distribuição geográfica, em ambientes com diferentes características de solo, relevo, altitude 
e clima, espera-se grande diversidade genética da A. angustifolia, que tem sido verificada por meio de estudos sobre 
caracterização genética e ambiental de populações naturais da espécie (Stefenon et al., 2007, 2009; Sousa et al., 2020; 
Wrege et al., 2021).

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

Os marcadores SSRs são sequências repetidas de bases nitrogenadas ou nucleotídeos [adenina (A), timina (T), 
guanina (G) e citosina (C)] no ácido desoxirribonucleico (DNA), abundantes e altamente polimórficas nos genomas 
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(Li et al., 2017). Esses marcadores apresentam herança mendeliana e fácil detecção por meio da técnica de reação em ca-
deia da polimerase [polymerase chain reaction (PCR)], necessitando de pequena quantidade de DNA para a sua análise. 

Por sua vez, um marcador SNP corresponde à variação de único nucleotídeo (A, T, G ou C) em vários locais do 
genoma ou código genético, sendo geralmente bialélico. Além disso, essa variação deve ocorrer em, no mínimo, 1% 
da população para ser classificada como SNP para estudos de variabilidade genética (Wang et al., 1998; Vallejos-Vidal 
et al., 2020). Os SNPs são a forma mais comum de variação no genoma e ocorrem aos milhares, portanto, vêm sendo 
extensivamente utilizados para estimar diferenças genéticas existentes entre indivíduos e populações. 

Os marcadores genéticos têm sido aplicados para diferentes estudos em espécies florestais. Porém, uma das 
etapas que requer maior esforço é a coleta de material vegetativo, geralmente folhas e ramos, para extração de DNA, 
particularmente para as espécies florestais nativas que apresentam grandes proporções. Para viabilizar a coleta nessas 
condições, é necessária mão de obra especializada para escalar as árvores. Considerando que equipes capacitadas 
para essa finalidade nem sempre estão disponíveis, e que a contratação deste tipo de serviço 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 obtenção de quantidade suficiente 
de DNA para pesquisas científicas. Destaca-se que essas alternativas devem também facilitar a amostragem de um 
maior número de árvores por população, com menor demanda laboral e/ou dispêndio financeiro, para que as técni-
cas sejam adotadas em escala operacional. 

As equipes de pesquisa na área de conservação genética têm enfrentado outra dificuldade operacional após 
esta coleta de material biológico vegetal: a forma adequada de transportar e conservar o material recém amostrado 

Figura 2. Unidades fitogeográficas no estado do Paraná. 

Mapa: Wilson Anderson Holler

Fonte: Instituto Água e Terra (2023). 
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‒ desde a retirada da árvore até o armazenamento final no laboratório ‒ de modo que o DNA não seja degradado.  
Em campo, utilizam-se várias alternativas para essa conservação, como o armazenamento das amostras em solução 
de brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB), em álcool, gelo etc. Porém, quando a coleta é realizada em locais dis-
tantes, particularmente em regiões de difícil acesso dentro de florestas nativas, o transporte é dificultado devido à 
grande quantidade de equipamentos, reagentes etc. Além disso, os procedimentos para a coleta do material vegetal e 
sua conservação são afetados em termos de rendimento operacional, somado ao comprometimento da qualidade do 
DNA. Por exemplo, a solução de CTAB pode proporcionar certo grau de degradação do DNA, prejudicando o proce-
dimento de sequenciamento genético em laboratório. Há outras situações ainda mais complexas para a conservação 
do material vegetal amostrado, como a necessidade de envio do material para instituições de pesquisa ou laboratórios 
localizados em locais distantes ou em países estrangeiros, cuja remessa é realizada por meio dos correios ou empresas 
de transporte, demandando maior intervalo de tempo até a entrega ao destinatário.

Diante deste contexto, foram desenvolvidos novos métodos para a coleta de material vegetativo de A. angustifolia, 
seu armazenamento e conservação, utilizando amostra de câmbio, tecido com alto conteúdo de DNA, extraído do 
tronco da árvore e acondicionado em tubo Falcon com sílica gel, capaz de absorver a umidade da amostra, evitando 
a proliferação de fungos e bactérias. Assim, após a secagem adequada do câmbio, o material pode permanecer sob 
condições de ambiente para uso no curto prazo ou conservado em freezer para estudos de médio e longo prazos. 
A aplicação correta destes métodos de amostragem e conservação de câmbio facilitam os trabalhos de campo e 
permitem a obtenção de DNA adequado para análises genéticas utilizadas em pesquisas científicas. 

Descrição dos métodos

Locais de amostragem de câmbio em árvores de araucária

Neste trabalho, as amostras de câmbio foram coletadas em 514 árvores de A. angustifolia, sendo 400 pertencen-
tes a uma área de produção de sementes (APS) localizada em Colombo, PR (Figuras 3A e 3B), e 114 de populações 
naturais de araucária localizadas em fragmentos florestais em seis municípios paranaenses: Bocaiúva 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 procedência e progênie implantado em 1980 nas dependências da Embrapa Florestas (Sousa et al., 2021), pro-
veniente de 12 diferentes populações naturais, procedentes de uma ampla área de ocorrência natural da espécie nos 
estados de Santa Catarina, Paraná, São Paulo e Minas Gerais. Por sua vez, os fragmentos de florestas naturais estão 
localizados em propriedades particulares, em áreas protegidas com alto grau de conservação. As coletas de câmbio 
foram realizadas em Colombo em 2011, em árvores com 31 anos de idade, e nas demais localidades em 2021, em 
árvores adultas no estádio de reprodução, cujas idades eram desconhecidas. De acordo com um mapa do Instituto de 
Terras, Cartografia e Geociências (Instituto de Terras, Cartografia e Geociências, 2009), estas áreas encontram-se nas 
seguintes formações fitogeográficas da FOM: i) Montana: Bocaiúva do Sul, Campina Grande do Sul, Campo Largo, 
Colombo e Ipiranga; ii) Alto-montana: Castro e General Carneiro.
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Figura 3. Área de produção de sementes em Colombo, PR (A, B), e fragmentos de florestas naturais em Castro, PR (C, D), 
onde árvores de Araucaria angustifolia foram selecionadas para a amostragem de câmbio.
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Escolha e marcação de árvores de araucária em populações naturais

A escolha de árvores matrizes em populações naturais, para a caracterização genética da A. angustifolia, é uma 
etapa fundamental para o sucesso de um projeto de pesquisa com a finalidade de conservação da espécie. Assim, as 
árvores são escolhidas adotando-se o critério da casualização, com caminhamento de aproximadamente 100 m entre 
árvores. Por outro lado, quando o objetivo da seleção é o uso em um programa de melhoramento genético, deve-se 
escolher os indivíduos com base em caracteres fenotípicos de interesse do programa, como altura total, diâmetro 
à altura do peito (DAP), forma do fuste, qualidade da madeira, espessura de casca, tamanho da copa, ângulo de 
inserção dos galhos, número de pinhas e produção de pinhões por árvore, dentre outros. No presente trabalho, a 
amostragem foi conduzida para estimar a variabilidade genética das populações naturais, entre e dentro delas. 

As árvores escolhidas foram marcadas com etiquetas metálicas específicas para esta finalidade, além de serem 
numeradas com tinta amarela ou vermelha (Figura 4), que são cores que se destacam no interior da floresta para 
facilitar a localização, caso seja necessária uma nova coleta ou caracterização mais detalhada da árvore. Além disso, as 
árvores foram georreferenciadas com equipamentos de precisão, para facilitar a localização dos indivíduos no campo 
durante as várias etapas de investigação, ao longo do tempo. Vale destacar que, em projetos de pesquisa com objetivo 
de “amostragem única”, essa marcação das árvores é desnecessária.
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Método de coleta de amostras de tecido lenhoso com câmbio

O câmbio em uma árvore de araucária está localizado na parte mais interna da casca. Portanto, para uma 
correta amostragem deste tecido vegetal para fins de análises genéticas é necessário que a camada externa da casca, 
ou seja, a porção suberosa, seja previamente eliminada. Nesse método, esta porção de casca é removida com auxílio 
de uma marreta e formão reto chanfrado (Figura 5A), retirando finas camadas de casca (cuja espessura varia muito 
entre os indivíduos), até perceber um aumento de resistência do tecido vegetal, indicando a proximidade do tecido 
lenhoso onde fica o câmbio. Na etapa seguinte, com auxílio de um formão cilíndrico do tipo “vazador de couro”, de 
2,7 cm de diâmetro, e marreta, é retirado um pedaço de tronco (de forma circular), com aproximadamente 2,5 cm de 
espessura, contendo um pouco de casca, o câmbio 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, câmbio e alburno. Sugere-se que o orifício aberto no tronco da árvore seja pulverizado 
com uma solução de sulfato de cobre (concentração de 1%) e, na sequência, seja vedado com auxílio de massa de 
vidraceiro (Figura 5D). Este procedimento é indicado para evitar a proliferação de fungos, bactérias e pragas que 
possam causar danos à árvore. Ressalta-se que podem ser retiradas de cada árvore matriz mais de uma amostra de 
tecido lenhoso com câmbio, de acordo com a quantidade de DNA necessária para cada objetivo de pesquisa. 

Figura 4. Marcação e numeração de árvores de Araucaria angustifolia com tintas vermelha (A) e amarela 
(B), cores de fácil visualização em meio à vegetação.

Fo
to

s: 
C

ar
lo

s R
ob

er
to

 U
rio

 (A
); 

A
na

nd
a 

V
irg

in
ia

 d
e 

A
gu

ia
r (

B)A B



Capítulo 3 - Método de amostragem de câmbio para extração de DNA e caracterização genética de[...] 

51

Figura 5. Etapas da amostragem de tecido lenhoso com câmbio em tronco de Araucaria angustifolia: retirada da camada 
externa da casca (porção suberosa) com auxílio de um formão reto chanfrado (A); extração da amostra de câmbio, 
contendo um pouco de casca e alburno, utilizando um formão cilíndrico do tipo “vazador de couro” (B, C); e obstrução 
do orifício com massa de vidraceiro (D). 
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Figura 6. Tecido lenhoso amostrado em tronco de 
Araucaria angustifolia, com aproximadamente 1 cm 
de espessura, contendo o câmbio e um pouco de casca 
e alburno, depositado sobre sílica gel em tubo Falcon 
(A), para promover a desidratação do material após 
vedação hermética do tubo com tampa rosqueável (B). 

Fo
to

s: 
M

ar
ia

nn
e 

Be
rn

ar
de

s (
A

);  
Va

ld
er

ês
 A

pa
re

ci
da

 d
e 

So
us

a 
(B

)

A B

Método de armazenamento das amostras de tecido lenhoso com câmbio

Após a obtenção das amostras de tecido lenhoso com câmbio, essas são acondicionadas em tubos cilíndricos 
com tampa, tipo Falcon (comumente usados para centrifugação), com 50 mL de capacidade, contendo aproximada-
mente 3 g ou 7,5 mL de sílica gel seca (Figura 6) para promover a desidratação do material vegetal, cujo processo é 
complementado em laboratório. 



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pólen, câmbio e baguetas para estudos científicos

52

A sílica gel é uma substância higroscópica comumente adicionada, na forma de sachês, no interior de frascos 
de medicamentos, peças eletrônicas, material fotográfico etc., visando impedir a proliferação de fungos (“mofos”) e 
ferrugem. Ela é também utilizada em dessecadores de laboratório, geralmente com granulometria entre 1 e 4 mm, sendo 
composta por cloreto de cobalto (CoCl2) e sílica amorfa (SiO2) ou silicato de sódio (Na2SiO3), mudando da cor azul 
para rosa à medida que absorve umidade. Deste modo, esta mudança de cor indica o momento ideal para substituição 
da sílica saturada com água por outra desidratada, permitindo a continuidade do processo de secagem da amostra 
de tecido lenhoso com câmbio. É importante ressaltar que a sílica umedecida pode ser seca em estufa com circulação 
forçada de ar, aquecido sob temperatura entre 60 e 80 °C, por 24 horas, recuperando sua capacidade de absorção de água.

Ao chegar no laboratório, recomenda-se que os tubos contendo as amostras de tecido lenhoso com câmbio sejam 
abertos e colocados em dessecador contendo sílica gel seca, durante 24 horas, quando substitui-se a sílica umedecida 
por outra seca. Esse processo deve ser repetido até que a sílica gel se estabilize na coloração azul. A seguir, as amostras 
com câmbio, completamente secas, podem permanecer sob condição de ambiente para uso no curto prazo; ou em 
câmara 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 distâncias após este armazenamento, especialmente para análises 
laboratoriais, não será necessário que o material esteja sob condições refrigeradas ou outro processo de conservação, 
bastando colocar os tubos em embalagem adequada para serem transportados (Figura 7). 

Recomenda-se que os câmbios sejam extraídos 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 espaços 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 árvores matrizes.

Método de extração de câmbio de amostra de tecido lenhoso

Uma etapa fundamental para o sucesso das análises genéticas é o processo de identificação visual do câmbio 
para sua retirada do tecido lenhoso amostrado da árvore, visando a posterior extração de DNA. 

O câmbio é um tecido delgado e heterogêneo, por isso sua remoção com estilete ou outro instrumento cortante deve 
ser feita com critério e destreza para que não sejam incluídos tecidos lenhosos, com baixo conteúdo de DNA (Figura 8). 

Figura 7. Tubos Falcon contendo sílica gel e amostras secas de tecido lenhoso com câmbio de Araucaria angustifolia (A) 
retirados de câmara fria, identificados e acondicionados em embalagem plástica (B) para transporte a longa distância.
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Figura 8. Separação cuidadosa do câmbio localizado sob o tecido suberoso de Araucaria angustifolia (A) e detalhe do 
câmbio na forma de uma fina película (B). 
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Figura 9. Amostra de câmbio 
de Araucaria angustifolia, sendo 
preparada juntamente com 
a inserção de beads em tubo 
Eppendorf (A) para posterior 
processo de desintegração no 
equipamento TissueLyser (B). 
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Método de desintegração de amostra de câmbio e posterior extração de DNA

Para a extração do DNA das amostras de câmbio, é necessário que elas sejam previamente desintegradas (moídas 
ou maceradas) em finas partículas em equipamento TissueLyser (Figura 9). Durante esse processo, o tecido seco de 
câmbio é colocado em tubo Eppendorf, com volume de 5 mL, juntamente com três ou quatro beads (esferas magnéti-
cas com 0,5 mm de diâmetro), sendo posteriormente acondicionado no TissueLyser e processado por 2 a 3 minutos,  
dependendo da textura do câmbio. Podem ser maceradas conjuntamente de 12 a 48 amostras, dependendo da capacida-
de do equipamento. Finalmente, as amostras moídas ou maceradas de câmbio são armazenadas (sem as beads) em tubos 
Eppendorf, que são acondicionados em câmara fria sob temperatura de -40 °C, até o momento da extração de DNA.

Eppendorfs com câmbio e  
beads
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A etapa final que antecede as análises genéticas (SSR ou SNP) é a extração de DNA do câmbio desintegra-
do e armazenado. Nesse processo, o DNA genômico é extraído 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 laboratório 
de análises 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 
possível; e, quando o tempo de transporte for longo, recomenda-se que as amostras de DNA sejam liofilizadas.

Figura 10. Procedimento de extração de DNA de amostras de câmbio 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 laboratório de análises genéticas (D). 
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Considerações finais
Os métodos de extração e armazenamento de câmbio e DNA de Araucaria angustifolia adotados neste trabalho 

resultaram em 100% de sucesso nas análises genéticas pela técnica de sequenciamento do tipo SSR (marcadores mi-
crossatélites) das 514 árvores amostradas, demonstrando a viabilidade operacional em nível de campo e laboratório.

A maior dificuldade para a extração do câmbio de Araucaria angustifolia é a espessura da casca da árvore, que 
varia entre os indivíduos e, muitas vezes, é de difícil remoção para se atingir a camada desejada de tecido lenhoso.

Utilizando as técnicas apresentadas neste capítulo, o trabalho de campo para a amostragem de tecido  
lenhoso com câmbio é facilitado, devido à pequena quantidade de utensílios necessários para a obtenção das amostras.  
É possível amostrar, em apenas um dia, mais de 400 árvores matrizes em testes genéticos implantados em campo. 
Nas florestas naturais, essa quantidade depende da proximidade entre os indivíduos, da formação florestal, do tipo e 
altura do sub-bosque, relevo, dentre outros fatores. Por exemplo, em uma área com sub-bosque de taquara e bambus 
foi possível amostrar mais de 80 árvores por dia nas condições locais onde foi realizada a pesquisa. 

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

O armazenamento em sílica gel das amostras de tecido lenhoso com câmbio e a extração da umidade em des-
secador têm garantido a conservação do câmbio durante muitos anos sob temperatura ambiente ou em câmara fria, 
além de preservar a integridade do DNA a ser extraído posteriormente para uso em análises genéticas. 
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Capítulo 4
Método de amostragem de baguetas 
para estudos de dendrocronologia 

em populações naturais de Araucaria 
angustifolia

Sérgio Ricardo Silva  



Introdução
A araucária [Araucaria angustifolia (Bertol.) O. Kuntze], conhecida como pinheiro-do-paraná, é uma 

espécie de conífera nativa do Brasil, que ocorre na Floresta Ombrófila Mista (FOM), ou Floresta com Araucária, 
formação fitogeográfica presente principalmente na região Sul. A madeira da espécie apresenta alta qualidade e valor 
econômico. As árvores femininas iniciam a produção de pinhas entre 12 e 15 anos de idade, cujas sementes (pinhões) 
são consumidas pela fauna silvestre e população, representando fonte de renda para os agricultores (Wendling, 2015).  
As árvores adultas possuem frequentemente de 10 a 35 m de altura e de 0,5 a 1,2 m de diâmetro à altura do peito 
(DAP), podendo atingir até 64 m de estatura e 2,5 m de DAP (Carvalho, 2003). A araucária possui longevidade 
extensa, sendo que árvores centenárias ainda são 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).

A idade de uma árvore de araucária pode ser estimada, com boa precisão, por meio da análise de seus anéis 
de crescimento, utilizando técnicas dendrocronológicas em disco de madeira cortado transversalmente no tronco 
(Figura 2A) ou por meio da extração com trado de incremento de uma bagueta (increment core), geralmente com 4,3 
ou 5,15 mm de diâmetro, desde a casca até o cerne, ou através de toda a secção transversal (Figura 2B). A primeira 
técnica resulta no corte da árvore, enquanto a coleta de bagueta destina-se principalmente a árvores vivas, sendo 
um procedimento pouco invasivo. Para melhor estimativa da idade, as amostras devem ser provenientes da base do 
tronco, o mais próximo possível do nível do solo.

As análises de anéis de crescimento de árvores têm aplicação prática em projetos ambientais e científicos nas 
áreas de ecologia, silvicultura, conservação genética, dentre outras. No caso de araucária, alguns trabalhos foram 
realizados recentemente para avaliações diversas, tais como: a) dinâmica de crescimento de árvores em florestas 
com distintos estágios de conservação (Stepka et al., 2021); b) efeitos de bordadura da floresta sobre a dinâmica de 
crescimento das árvores e sua sensibilidade climática a variações de temperatura e pluviosidade (Albiero-Júnior  
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Figura 1. Árvore de Araucaria angustifolia com aproximadamente 700 anos, localizada no Parque do Pinheiro Grosso 
em Canela, RS. 
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et al., 2020); c) crescimento e forma do tronco durante a vida da árvore (Mattos et al., 2022); d) competição e padrão 
de crescimento de árvores no interior da floresta (Curto et al., 2021); e) manejo sustentável da espécie em função de 
seu histórico de crescimento (Loiola et al., 2019); f) efeitos da temperatura e precipitação pluviométrica sobre o cres-
cimento de árvores de diferentes idades (Oliveira et al., 2017; Brandes et al., 2021; Silva et al., 2021); g) influência da 
alteração antrópica do ambiente sobre variáveis climáticas, evidenciada pelo crescimento retrospectivo da araucária 
(Marcon et al., 2022).

As técnicas dendrocronológicas utilizadas nesses estudos científicos têm sido aplicadas quase exclusivamente 
por profissionais especializados no assunto. Além disso, existem algumas particularidades dos métodos empregados 
em função da espécie florestal. A carência de material didático sobre o assunto, particularmente em português, é um 
fator que restringe a aplicação desses métodos pelo público de áreas afins, que necessita utilizá-los como ferramenta 
complementar em estudos científicos, em nível acadêmico ou profissional. 

O objetivo deste trabalho é apresentar os principais procedimentos operacionais para a amostragem de ba-
guetas em árvores de araucária, descrevendo as técnicas e os equipamentos utilizados. Também serão abordados 
os principais cuidados necessários para preservar a integridade e sanidade das árvores vivas que serão amostradas.  
Assim, espera-se que o texto seja uma contribuição para profissionais e estudantes que se dedicam à ecologia, silvi-
cultura, melhoramento e conservação genética desta espécie florestal tão estimada pelos brasileiros.

Conceitos e definições 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 araucária, pínus e demais coníferas) e angios-
permas (como mogno, cedro, castanheira-do-brasil e eucalipto). Assim, considerando a especificidade de alguns 
termos técnicos utilizados neste trabalho, são apresentados a seguir alguns conceitos e definições, de modo a auxiliar 
o leitor no entendimento do conteúdo abordado:
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Figura 2. Técnicas dendrocronológicas para a estimativa da idade de árvore de Araucaria angustifolia: contagem do 
número de anéis de crescimento em disco de madeira extraído transversalmente do tronco (A) ou em bagueta amostrada 
com trado de incremento na secção transversal do tronco (B). 
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–	 Gimnospermas: filo de plantas vasculares espermatófitas que possuem sementes nuas (do grego: “gym-
nos” = nu e “sperma” = semente), ou seja, não envolvidas por frutos. As principais representantes deste 
grupo de plantas são as coníferas, como a araucária, que produzem estróbilos masculinos (androestróbilos 
ou microestróbilos) e femininos (ginoestróbilos ou megaestróbilos). 

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

–	 Crescimento da árvore: em termos botânicos, pode-se distinguir dois tipos de crescimento: a) “primário”, 
em altura ou comprimento, realizado pelo meristema apical localizado na extremidade do caule, galhos 
e raízes; b) “secundário”, em espessura ou circunferência, promovido pelo meristema cambial no interior 
dos tecidos. As células meristemáticas conservam características embrionárias (i.e., são pequenas, com 
estrutura simples, parede celular fina, abundância de vacúolos etc.) e estão em constante divisão durante 
toda a vida da planta, promovendo seu crescimento e originando, por diferenciação, outros tecidos ve-
getais mais especializados, como aqueles responsáveis pela fotossíntese, sustentação, armazenamento e 
transporte de água, nutrientes e fotoassimilados. 

–	 Xilema: tecido vascular presente nas gimnospermas, angiospermas e pteridófitas, que realiza o transporte 
por capilaridade de água e sais minerais desde as raízes até as folhas, além de fornecer sustentação me-
cânica ao vegetal. É um tecido complexo composto por diferentes tipos celulares: elementos condutores, 
fibras xilemáticas e células parenquimáticas. Há dois tipos de elementos condutores (Pedrazzi et al., 2019):  
a) traqueídeos, que são 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 constituído por uma camada bem fina localizada na porção interna da casca, sendo fisiologica-
mente ativa e responsável pelo transporte da seiva orgânica elaborada, desde as folhas até as raízes. Ele é 
formado por diferentes tipos celulares: elementos crivados, células companheiras ou albuminosas, fibras 
floemáticas e células de parênquima. Os elementos crivados podem ser de dois tipos: células crivadas em 
gimnospermas; e elementos do tubo crivado em angiospermas.

–	 Cerne: é a parte mais interna e velha de uma secção transversal do tronco, geralmente com coloração mais 
escura (Figura 3A). Este tecido vegetal não possui células vivas e não participa ativamente na condução de 
água ou seiva, assumindo uma função básica de suporte mecânico da estrutura da árvore. A parte central 
do cerne é popularmente conhecida como medula.

–	 Alburno: é a parte periférica e mais jovem da madeira do tronco de uma árvore, apresentando células vivas 
(Figura 3A). Normalmente possui coloração mais clara do que o cerne. O alburno faz parte do xilema das 
coníferas, que participa da composição de uma madeira “não porosa”, constituída de traqueídeos, fibras e 
células parenquimáticas. Esses traqueídeos conduzem líquidos e solutos dentro da planta, representando 
aproximadamente 90% da estrutura da madeira das coníferas (Pedrazzi et al., 2019).

–	 Câmbio: é um tecido fino localizado sob a casca, contendo células vivas (meristemáticas secundárias), 
capazes de se dividirem e se diferenciarem em novas células (floema, xilema e tecidos vasculares secun-
dários), sendo responsáveis pelo crescimento secundário da árvore, ou seja, pela formação da casca e da 
madeira (cerne e alburno) no sentido radial (Figuras 3A e 3B).

–	 Raios: são faixas finas de células parenquimáticas que se originam do câmbio. Possuem altura, largura 
e comprimento variáveis, que se estendem radialmente no lenho, partindo do floema e passando pelo 
xilema em direção à medula do tronco. A função deste tecido é armazenar e conduzir transversalmente 
carboidratos, água e nutrientes. Em geral, a madeira de gimnospermas é composta predominantemente 
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por agregados de traqueídeos (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 traqueídeos e ausência de canais de resina.

–	 Casca: é o tecido mais externo do tronco (Figura 3A). A porção interna da casca corresponde ao floema.  
Por sua vez, a parte mais externa é conhecida como córtex ou ritidoma, sendo composto por um tecido 
morto, com função de proteger o tronco contra variações climáticas abruptas, danos mecânicos e ataque de 
insetos e microrganismos. A casca também pode armazenar nutrientes e substâncias energéticas de reserva. 

–	 Anel de crescimento anual: é cada par de bandas concêntricas, uma clara e outra escura, geralmente com 
formato circular ou ovalado, observado na secção transversal do tronco de algumas espécies de árvores, 
representando um ano de crescimento secundário. Ambas bandas são constituídas por células do xilema, 
que são produzidas na região do câmbio vascular sob a casca. No início do verão (ou primavera), quando 
a estação do ano é quente e há abundância de água, o câmbio produz expressiva quantidade de células xile-
máticas, grandes e claras, também conhecidas como “madeira precoce” (early wood) (Fay; Berker, 2018). 
À medida que o verão avança e as temperaturas decrescem (com a proximidade do outono), combinado 
com escassez de água, as novas células xilemáticas produzidas são pequenas e com maior concentração 
de lignina, resultando em cor escurecida, constituindo a “madeira tardia” (late wood). Em coníferas, essa 
cor escura é resultado da redução do tamanho dos traqueídeos e aumento da espessura de sua parede 

Figura 3. Representação do corte transversal do tronco de uma árvore, mostrando a medula, o cerne, o alburno, o câmbio 
vascular, os raios e a casca (A). Crescimento do tronco nos sentidos radial e longitudinal (B).

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva 
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celular. Dependendo do ambiente, a árvore paralisa seu crescimento no inverno, resultando em anéis de 
crescimento bem distintos e de fácil observação. Assim, as larguras dos anéis e as características anatômi-
cas da madeira produzida variam de ano para ano com as mudanças nas condições ambientais. Deve-se 
notar que árvores de algumas regiões tropicais e subtropicais podem não produzir anéis de crescimen-
to, particularmente quando as condições climáticas regionais permitem crescimento contínuo da planta.  
No entanto, também pode ocorrer a formação de dois ou mais anéis por ano (i.e., “falsos anéis”), deter-
minada pela alternância de períodos de chuva e de seca nessas regiões climáticas (Botosso; Mattos, 2002). 
Árvores crescidas em condições extremamente áridas produzem falsos anéis ou a ausência de alguns deles. 

–	 Dendrocronologia: inicialmente desenvolvida pelo astrônomo Andrew Ellicott Douglass (1867‒1962), 
considerado o “pai da dendrocronologia”, é uma ciência que extrai informações cronológicas e não 
cronológicas de anéis de crescimento de troncos de árvores, principalmente por meio da contagem dos anéis 
e de suas mensurações (largura, comprimento etc.), para estimar a idade da árvore e sua taxa de crescimento 
anual, respectivamente (Douglass, 1921; Cook; Kairiukstis, 1989; Biondi, 2020). Essa técnica auxilia no 
entendimento das condições climáticas do passado, dentre outras aplicações. Quando há disponibilidade 
de séries temporais de dados meteorológicos de uma região, é possível deduzir como mudanças climáticas 
afetaram o crescimento da árvore. Por exemplo, em anos mais quentes e com abundante disponibilidade 
hídrica − possibilitando estações de crescimento mais longas − os anéis de crescimento serão mais largos 
(Figura 4). Por outro lado, em anos mais secos, o déficit hídrico limitará o crescimento da árvore e os anéis 
de crescimento serão mais estreitos. A dendrocronologia tem fornecido informações relevantes em diversas 
áreas científicas, incluindo ecologia, silvicultura, manejo florestal, climatologia, botânica, biogeografia, 
história, 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). 

–	 Bagueta (increment core): amostra indeformada de madeira extraída de uma árvore, desde a casca até o 
cerne, ou através de toda a secção transversal do tronco. Possui formato cilíndrico, geralmente com diâ-

Figura 4. Anéis de crescimento de árvore de Araucaria angustifolia influenciados pelas condições climáticas: anéis mais 
largos e mais estreitos estão geralmente associados com maior e menor disponibilidade hídrica durante a estação de 
crescimento, respectivamente.

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva
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metro entre 4,3 e 12 mm, em função das especificações do trado de incremento utilizado na extração da 
amostra. As baguetas são utilizadas para análises dendrocronológicas que possibilitam determinar a idade 
e a taxa de crescimento da árvore. Elas também são utilizadas para avaliar propriedades físicas e químicas 
da madeira em várias posições do tronco (longitudinal e radial). Além disso, empresas que realizam trata-
mento de madeira utilizam as baguetas para verificar a penetração de produtos químicos no tecido vegetal 
durante o processo de impregnação.

–	 Madeiras macias (soft woods): são provenientes de árvores do grupo de gimnospermas, usualmente com 
cones e acículas, as quais se mantêm na árvore ao longo do ano, sendo conhecidas como “sempre verdes” 
(evergreen). O transporte de água e seiva através da madeira é realizado por meio de traqueídeos e indis-
tintos raios medulares. Quando observadas ao microscópio, as madeiras macias não apresentam poros 
visíveis devido aos traqueídeos. Essas madeiras geralmente produzem resinas, apresentam coloração clara 
e anéis de crescimento bem distintos.

–	 Madeiras duras (hard woods): têm como origem básica as árvores angiospermas com folhas geralmente 
largas que caem durante o outono e inverno e, por isso, são chamadas de árvores caducifólias (ou de-
cíduas). Suas estruturas vasculares aparecem como poros quando vistas no microscópio. São madeiras 
geralmente de coloração escura, que não produzem resinas e não possuem anéis de crescimento distintos 
na maioria das espécies. Em geral, as madeiras duras possuem densidade aparente maior que as madeiras 
macias, mas essa não é uma regra. 

–	 Madeira de reação: é uma madeira anormal presente em galhos e em troncos de árvores inclinadas e 
tortas, sendo formada por estímulos mecânicos e pela ação da gravidade, além de ser influenciada por ca-
racterísticas genotípicas (Vidaurre et al., 2013). Essa madeira apresenta anéis de crescimento assimétricos, 
considerando a comparação diametralmente oposta de cada anel, sendo um recurso utilizado pela árvore 
para neutralizar sua inclinação, como uma tentativa de se endireitar. As gimnospermas formam “madeira 
de compressão” 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 tensão”.

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

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva
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–	 Madeira de compressão em gimnospermas: é uma madeira de reação formada nas faces inferiores de 
galhos e troncos inclinados, caracterizada por cor mais escura, aparência vítrea, elementos vasculares mais 
curtos e anéis de crescimento relativamente mais largos e excêntricos (Figura 5). Esta madeira “empurra” 
o tronco inclinado para cima, permitindo-o recuperar sua orientação vertical. Ela apresenta propriedades 
mecânicas e composição química de menor qualidade industrial em comparação à madeira de uma árvore 
normal. 

–	 Madeira de tensão em angiospermas: é uma madeira de reação formada nas faces superiores de galhos 
e troncos inclinados, apresentando elementos de fibra com paredes mais estreitas e finas, encolhimento 
longitudinal excessivo e tendência ao colapso, ao secar. Em termos práticos, a madeira de tensão “puxa” o 
tronco inclinado para cima para manter seu crescimento vertical.

–	 Calo: é um tecido vegetal que se desenvolve ao redor de uma lesão superficial gerada por algum elemento 
cortante ou praga. Este tecido caloso é composto por um grupo desorganizado de células parenquimáticas 
com função de cobrir a lesão rápida e eficientemente. 

–	 Compartimentalização: é um processo de defesa da árvore para isolar tecidos lesados e, assim, evitar 
a propagação de patógenos (Shigo, 1984). Tem duas etapas: a) alterações químicas, como a produção e 
acumulação de substâncias antimicrobianas, para retardar a propagação de organismos fitopatogênicos que 
se desenvolvem após o ferimento; b) o câmbio forma um tecido protetor (i.e., uma barreira) entre os tecidos 
lesionados e os novos tecidos formados após o ferimento. Esse processo permite que a árvore continue a 
crescer apesar da presença de feridas e agentes patogênicos. Deve-se notar que a compartimentalização 
é diferente da formação de calos; embora o tecido caloso possa crescer sobre uma ferida, ele não cria a 
barreira capaz de proteger os novos tecidos contra patógenos. 

Trado de incremento
O trado de incremento, também conhecido como sonda de Pressler, é a principal ferramenta para coleta 

de amostras em troncos de árvores para análises dendrocronológicas, sendo também utilizado, com outras 
finalidades, para a extração de baguetas de toras, postes e outras peças de madeira (Grissino-Mayer, 2003).  
Esse instrumento de precisão foi desenvolvido na Alemanha por volta de 1855 (Pressler, 1866) e, desde então, sua 
estrutura e projeto mudaram muito pouco (Schweingruber, 2001). O manuseio adequado e a boa manutenção 
do trado garantem sua funcionalidade por décadas. Além disso, conhecimentos detalhados de sua estrutura, 
manutenção e uso são fundamentais para o êxito dos trabalhos do usuário durante a extração de baguetas em 
árvores, como descrito a seguir.

Componentes do trado de incremento

O trado de incremento possui três componentes principais: cabo (alavanca ou manípulo), sonda (haste oca 
com ponta roscada com função de broca) e extrator (bandeja para extrair a bagueta do interior da sonda) (Figura 6A). 
Quando o equipamento não está em uso, o extrator é 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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Alguns acessórios facilitam o uso, a conservação e a manutenção do trado de incremento, tais como: apoio de 
trado para iniciação de furo, adaptador de trado para furadeira, estojo porta-sonda e kit para amolar e afiar a broca 
(Figura 7).

Seleção do modelo de trado de incremento

A escolha do modelo de trado de incremento leva em consideração o comprimento, o diâmetro e o tipo de 
broca da sonda, que devem ser adequados para as condições de uso local:

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). 
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Figura 7. Acessórios de trado de incremento: apoio para iniciação de furo (A), adaptador de trado para 
furadeira (B), estojo de couro porta-trado (C) e kit para amolar e afiar a broca (D).  
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–	 Comprimento da sonda: está diretamente relacionado ao tamanho da árvore a ser amostrada. Portanto, 
quanto maior o diâmetro do tronco, maior deverá ser o comprimento da sonda. Em árvores menores, é 
usual que a amostra de bagueta contemple toda a secção transversal do tronco, passando pela medula.  
Por outro lado, em árvores maiores, uma opção é extrair duas baguetas nos sentidos diametralmente opos-
tos do tronco, que juntas representarão toda a secção do tronco. Vale destacar que o preço do trado de 
incremento aumenta muito à medida que se amplia o comprimento da sonda, que varia de 10 a 100 cm, 
sendo mais comuns no meio científico sondas variando de 30 a 60 cm. Considera-se como “comprimento 
efetivo” da sonda a porção que pode ser inserida no tronco, ou seja, desde a ponta da broca até o início da 
expansão circular na outra extremidade (Figura 8). 

–	 Diâmetro interno da sonda: corresponde ao diâmetro efetivo da amostra de madeira que será extraída do 
tronco. Este diâmetro é medido na abertura localizada na ponta da sonda, ou seja, na região de corte que 
entrará em contato com a árvore. Vale destacar que o diâmetro aumenta gradualmente dentro da sonda, 
em direção ao cabo, para que a bagueta não fique atolada (i.e., congestionada) em seu interior (Figu-
ra 9A). Os diâmetros de 4,3 e 5,15 mm são utilizados com mais frequência para a maioria das finalidades 
florestais (Figura 9B). Por sua vez, 5,15 mm é o diâmetro preferido para a sonda utilizada em avaliação 
de tratamento químico para preservação da madeira. Finalmente, sondas com 8, 10 e 12 mm de diâmetro 
são mais apropriadas para obtenção de amostras maiores utilizadas para análises de qualidade de madeira 
(e.g., densidade aparente), estudos químicos e análises das dimensões celulares (Jozsa, 1988). Ressalta-se 
que, quanto maior o diâmetro da sonda maior será o esforço físico necessário para girar o trado durante a 
amostragem. Por outro lado, amostras de bagueta com maior diâmetro permitem melhor visualização dos 
anéis de crescimento e facilitam o estudo anatômico da madeira.

Figura 8. Comprimento efetivo da sonda de um trado de incremento. 
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Figura 9. Aumento do diâmetro interno da sonda a partir da ponta de corte (A) e diâmetros internos mais comuns das sondas (B).

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva
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–	 Tipo de broca da sonda: há brocas com dois ou três fios helicoidais de corte (Figura 10). A escolha é 
feita considerando a dureza da madeira e a preferência de cada usuário. Brocas com dois fios helicoidais 
(distanciados em 180º na borda frontal de corte) são ideais para madeiras duras, pois facilitam o início 
do furo e o processo de girar a sonda no interior do tronco, uma vez que são mais lentas, penetrando o 
tronco na taxa de 8 mm por rotação. Por outro lado, brocas com três fios helicoidais (com 120° entre si) 
são mais apropriadas para madeiras macias, cujas amostras de bagueta são retiradas com menor fricção e 
mais rapidamente (12 mm por rotação), porém, o início do furo na madeira é mais difícil. Ressalta-se que, 
além da dureza e de propriedades de fricção da madeira, a facilidade de extração da bagueta do tronco da 
árvore também depende da habilidade e força de cada operador.

Os trados de incremento vendidos no Brasil são importados, sendo que os principais fabricantes estão 
localizados na Suécia (Haglof), Finlândia (Suunto), Reino Unido (Mattson) e China (Timberline). Deste modo, 
muitas vezes a escolha por um tipo específico de trado é condicionada por sua disponibilidade no estabelecimento 
comercial do revendedor autorizado, que geralmente aceita encomendas de outros tipos de trados para importação 
do fabricante. O usuário também pode realizar a compra direta de revendedores internacionais, mas precisa estar 
atento às questões alfandegárias, como restrições, tarifas e impostos. 

Manutenção e cuidados para conservação do trado de incremento

Os trados de incremento, de diferentes marcas e modelos, são fabricados com materiais de alta resistência. 
Além disso, a sonda é geralmente revestida com Teflon (politetrafluoretileno) que favorece o uso em condições de 
alta fricção, inerentes ao processo de extração de baguetas de árvores. Este revestimento reduz o atrito com a madeira, 
protege a sonda contra oxidação (i.e., ferrugem) e a mantém limpa. No entanto, para manter a eficiência e ampliar a 
vida útil do trado, o usuário precisa adotar alguns cuidados, tais como: 

–	 Lubrificação e limpeza: a cera de abelha é geralmente utilizada, antes de cada perfuração, para revestir 
os fios de corte helicoidais da broca. Isto facilita a inserção e a retirada da sonda do tronco da árvore, pois 
reduz a fricção e aumenta a capacidade de deslizamento dos componentes metálicos em contato com a 
madeira. Por sua vez, o lubrificante WD-40 é excelente para a limpeza do trado, pois previne a oxidação 

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

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva
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dos elementos metálicos, reduz o atolamento de madeira no interior da sonda e diminui o som incômodo 
de rangido durante a tradagem (Jozsa, 1988). Além disso, este produto remove a seiva que entrou em 
contato com a sonda, evitando a sua oxidação ácida. Recomenda-se que, ao final de um dia de trabalho, 
ou várias vezes ao dia em caso de amostragens em árvores resinosas, o WD-40 seja pulverizado dentro e 
fora da sonda, além de cobrir toda a superfície do extrator. A seguir, utilizar uma estopa limpa ou outro 
tecido absorvente para concluir a limpeza e retirar o excesso do produto. Em algumas situações, se ainda 
permanecerem resíduos aderidos no trado, esfregar suavemente uma lã de aço muito fina (código: #000) 
juntamente com WD-40 para remover estes resíduos do extrator e das superfícies externa e interna da 
sonda. Neste caso, deve-se ter cuidado para não esfregar a lã de aço nos fios de corte da broca, pois, o 
contato de qualquer metal sobre estes fios pode torná-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 lubrificação do exterior do cabo do trado de incremento com WD-40, porque é 
necessário segurá-lo firmemente durante o processo de perfuração do tronco.

–	 Remoção da sonda da árvore: para reduzir a possibilidade de atolamento da sonda no interior do tronco, 
é fundamental retirá-la o mais rápido possível após a extração da amostra de bagueta. O orifício aberto 
no tronco reduz gradualmente de diâmetro, relativamente em curto espaço de tempo, por ação da própria 
árvore. Assim, atenção especial deve ser despendida nesta atividade, de modo a evitar trabalho adicional 
ou mesmo a perda da sonda. 

–	 Afiação e amolamento das estruturas de corte da broca: os trados de incremento mais recentes são 
produzidos com materiais cortantes de alta resistência, sendo eficientes no processo de perfuração 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 
capacidade de corte, pois ficam “cegos” ou chanfrados. Uma broca está “cega” quando ela não é capaz de iniciar 
com facilidade o corte da madeira. Nestas situações é necessário amolar e/ou afiar estas estruturas de corte.  
São vendidos kits de afiação (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 possível utilizar outras ferramentas e produtos convencionais encontrados 
no mercado. De forma sumária, as principais etapas deste processo são: 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 auxílio de uma pedra cônica 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 auxílio de uma pedra do tipo “indiana”. É fundamental o uso de óleo lubrificante 
nestas pedras, durante as etapas de afiação e amolamento. Por ser um processo meticuloso, que requer 
alta precisão, pode ser conveniente contratar um profissional habilitado capaz de realizar esta prestação de 
serviço. Outra recomendação é sempre levar para o campo vários trados de incremento, pois, se houver 
danos nos elementos de corte em algum deles, haverá equipamentos sobressalentes. Maiores detalhes 
sobre o processo de afiação 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 orifício do cabo ou qual-
quer parte dele, pois, sendo metálico, pode danificar os elementos cortantes da broca, tornando-os cegos. 
Inicialmente, proteja a broca com a palma da mão e deposite-a cuidadosamente no interior do orifício 
do cabo e, a seguir, deslize o restante da sonda, sem soltá-la, até que ela atinja o fundo do compartimento 
(Figura 6B). Deve-se cuidar para não pressionar a palma da mão contra os fios de corte da broca, de modo 
a evitar ferimentos na pele.

–	 Armazenamento do trado: quando não 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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–	 Desentupimento da sonda: quando ocorrer o atolamento de uma amostra de madeira dentro da sonda, 
nunca tente inserir um material metálico (e.g., bandeja extratora, prego, vergalhão etc.) na ponta da 
broca da sonda para empurrar a amostra congestionada, pois isto certamente danificará a borda cortante.  
Às vezes, basta inserir uma cavilha ou lápis de madeira de menor diâmetro e pressioná-los contra o 
material obstruído. Se isto não funcionar, tentar retirar a amostra atolada a partir da parte de trás da 
sonda, utilizando um kit com brocas finas e longas especialmente desenvolvido para esta finalidade, que é 
facilmente encontrado em lojas de ferramentas para construção. Em alguns casos, é melhor levar a sonda 
para uma oficina com torno mecânico, para fixar a sonda e facilitar o processo de desobstrução. 

–	 É importante tratar o trado de incremento como uma ferramenta de precisão, de alto valor, protegendo-o de 
qualquer objeto que possa danificá-lo, principalmente seus elementos cortantes. Por isso, mesmo durante 
o caminhamento entre as árvores, 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 é deslizada para dentro ou para 
fora do cabo. Outro cuidado importante a tomar é não amostrar árvores com suspeita de conterem pregos 
ou outros elementos metálicos inseridos no tronco. Finalmente, nunca martelar o cabo durante o processo 
de tradagem no tronco. Até mesmo uma pressão exagerada do trado sobre o tronco pode danificar os fios 
de corte da broca.

–	 Cuidado adicional deve ser atribuído à bandeja extratora durante o processo de amostragem. Evite  
colocá-la sobre o solo ou vegetação ao redor da árvore que está sendo amostrada, pois é muito fácil perdê-
la de vista e pisoteá-la, causando seu dobramento e, consequentemente, sua inutilização. Sempre guarde a 
bandeja dentro de uma bolsa resistente ou a insira no bolso de trás da calça. Além disso, sugere-se amarrar 
uma fita brilhante e colorida (preferencialmente de cor amarelo ou vermelho) no orifício posterior da 
bandeja para melhorar sua visualização, em caso de deixá-la cair acidentalmente em algum lugar, 
principalmente em meio à vegetação (Figura 11). 

Quando o trado de incremento é utilizado em larga escala, para amostragens em grande número de árvores, 
o processo de tradagem pode demandar grande esforço muscular, especialmente para a retirada de baguetas com 
maior diâmetro e comprimento em madeira que apresenta alta densidade. Neste caso, é interessante utilizar alguns 
acessórios a serem adaptados à sonda para facilitar o trabalho de tradagem, como furadeiras elétricas equipadas 
com baterias portáteis, que podem aumentar o rendimento operacional em até três 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 perícia do usuário, de modo a não danificar os anéis de 
crescimento mais externos do tronco.

Figura 11. Bandeja extratora identificada com fita brilhante e colorida (A) para melhorar sua visualização em meio à 
vegetação (B, C). 
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Método de amostragem de baguetas
A seguir serão descritas as principais etapas do método utilizado para a amostragem de baguetas em árvores 

nativas de araucária, particularmente daquelas localizadas em áreas de preservação ambiental. Este método contempla 
procedimentos operacionais utilizados pela comunidade científica internacional para diversas espécies florestais, com 
alguns ajustes para a araucária, validados pela equipe de pesquisa da Embrapa Florestas. Vale destacar que baguetas 
extraídas adequadamente das árvores resultam em amostras de melhor qualidade, o que é fundamental para a acurácia 
e precisão das determinações dendrocronológicas; além de poupar tempo, esforços humanos e recursos financeiros.

Critérios para escolha da árvore e do local no tronco para extração da bagueta

Evitar retirar baguetas em árvores que possuem madeira de reação. Por exemplo, uma árvore de araucária 
inclinada na direção norte apresentará madeira de compressão neste lado (Figura 5). Caso se realize a amostragem 
de bagueta nesta madeira de compressão, a sonda pode ficar congestionada dentro do tronco devido à pressão 
emitida pela madeira comprimida. Por outro lado, caso se opte por retirar a bagueta no lado sul, a perfuração 
será realizada em madeira cuja largura dos anéis de crescimento pode não representar adequadamente a árvore.  
Neste caso exemplificado, se não houver a possibilidade de substituir a árvore a ser amostrada, recomenda-se perfurar 
o tronco no sentido leste‒oeste. 

Em áreas de encosta, a bagueta deve ser extraída em ângulo reto (90°) em relação ao sentido da declividade do 
relevo, ou seja, seguindo a direção das curvas de nível. Árvores crescendo nestas condições, mesmo estando eretas, 
geralmente apresentam madeira de reação na direção da declividade, o que é causado pela ação de ventos fortes, 
irregularidades do terreno, dentre outros fatores. Essas árvores exibem crescimento excêntrico, onde a maioria dos 
anéis de crescimento estarão concentrados na porção 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 araucária, é importante considerar 
que o centro da medula da árvore estará deslocado para cima, em relação à direção da inclinação do terreno.

Quando a finalidade da amostragem é estimar a idade da árvore, extrair a amostra de bagueta na altura do 
DAP (1,3−1,4 m) é raramente justificável. O correto é extrair a bagueta o mais próximo possível do nível do solo, pois 
é onde a secção transversal do tronco apresenta o maior número de anéis de crescimento, que decresce em direção 
ao ápice da árvore (Figura 3B) (Grissino-Mayer, 2003). Para este propósito, alguns pesquisadores têm utilizado a 
adaptação de uma catraca entre o centro do cabo e o fim da sonda, o que permite movimentos de meia volta durante 
a perfuração do tronco. Também há cabos modificados que facilitam o movimento giratório do trado mais próximo 
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 região com tecido saudável e sem nós, pois o objetivo é amostrar todos os 
anéis de crescimento que refletem o crescimento radial do tronco ao longo dos anos. 

É fundamental incluir uma fina porção de casca na amostra de bagueta para preservar todos os anéis de 
crescimento, o que aumentará a acurácia do método de estimativa de idade da árvore. Esta casca também é importante 
para mostrar onde se inicia o primeiro anel de crescimento a partir da porção mais externa do tronco. 

Uma dúvida recorrente é sobre quantas amostras retirar de cada árvore 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 é o suficiente. No entanto, duas amostras retiradas em 180° proporcionam melhor acurácia nas 
avaliações dendrocronológicas, pois resultam na amostragem de todo o transecto do tronco, passando pela medula. 

Fritts e Swetnam (1989) apresentam considerações adicionais sobre escolhas de árvores, espécies e locais para 
amostragens com fins dendrocronológicos.
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Procedimentos para extração de bagueta com trado de incremento 

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

–	 Retire a sonda e o extrator do interior do cabo. Coloque o extrator dentro do bolso de seu colete ou calça 
para protegê-lo contra danos e facilitar sua localização.

–	 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 posição de 
fechamento, envolvendo e travando o colar da ponta da sonda (Figura 12E).

–	 Após o acoplamento da sonda no cabo, o trado de incremento estará pronto para uso (Figura 12F). Para 
facilitar o processo de perfuração 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 perfuração, é importante alinhar adequadamente o trado no tronco da ár-
vore. O primeiro alinhamento da sonda é em direção à medula da árvore, que nem sempre está no centro 
geométrico do tronco. Assim, uma maneira prática para melhorar este alinhamento é utilizar um galho da 
árvore como guia, pois os galhos geralmente apontam em direção ao centro da medula (Figura 13A). Há 
outra técnica para estimar a direção em relação ao centro da medula, mas ela demanda a retirada prévia de 
outra amostra de bagueta na mesma árvore, como descrito por Phipps (1985).

–	 Também é fundamental que a sonda do trado esteja alinhada em ângulo reto (90°) em relação ao eixo longitu-
dinal do tronco (Figuras 13B e 13D). Se houver qualquer desalinhamento da sonda (Figuras 13C e 13E), haverá 
uma distorção na interpretação dos anéis de crescimento visualizados na bagueta, gerando resultados equivoca-
dos na estimativa da taxa de crescimento da árvore. Por exemplo, se o alinhamento apresentar um desvio de 5° 
(i.e., ângulos de 85° ou 95°), os anéis de crescimento na bagueta se tornarão um pouco mais largos.  

Figura 12. Etapas de acoplamento da sonda no cabo de um trado de incremento: abertura do trinco de bloqueio (A, B); 
inserção 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).
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–	 Para iniciar a perfuração, a ponta da broca deve ser posicionada contra o tronco da árvore, em algum local onde 
a casca seja bem fina ou, de preferência, dentro de alguma fenda natural na casca, ou dentro de um orifício su-
perficial aberto com um formão reto chanfrado, porém, deixando uma película de casca para também ser amos-
trada. A seguir, com uma das mãos sobre a sonda, manter a broca sobre o local exato onde será iniciado o furo 
e, com a outra mão sobre a parte mediana do cabo, girá-lo suavemente em sentido horário ao mesmo tempo 
em que se aplica uma pressão 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 árvore, sem o auxílio das 
mãos (Figura 14D). Destaca-se que a tentativa de incluir uma casca espessa, durante a tradagem do tronco, pode 
ocasionar o congestionamento e a torção da amostra dentro da sonda, cuja desobstrução é geralmente difícil, 
mas pode ser realizada com o uso de algumas técnicas especiais, como aquelas propostas por Tyminski (2011). 

Figura 13. Utilização de um galho de Araucaria angustifolia como guia de alinhamento da sonda de um trado de 
incremento em direção à medula, previamente à perfuração para extração de bagueta (A). Exemplos de alinhamentos em 
ângulo reto de uma sonda em relação ao tronco da árvore (B, D) e de desalinhamentos (C, E).

Ilustração: Sérgio Ricardo Silva 
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–	 O restante da perfuração, até a profundidade desejada (geralmente até o centro da medula), é realizado 
com ambas as mãos nas extremidades do cabo, mantendo as palmas preferencialmente abertas durante 
o movimento no sentido horário, sendo recomendado não aplicar pressão da sonda sobre o tronco  
(Figuras 14E e 14F). Durante todo o processo, manter a sonda bem alinhada em relação ao tronco (em 
ângulos 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 já perfurada em 
direção ao centro da árvore, basta subtrair do comprimento total da sonda a porção que estiver externa ao 
tronco. No entanto, isto só é válido se não houver congestionamento da amostra dentro da sonda, como 
será discutido mais adiante. Deve-se notar que, em árvores com menor diâmetro do tronco, a perfuração 

Figura 14. Estágios de perfuração do tronco de uma árvore com o trado de incremento para retirada de bagueta: 
início do furo no sentido horário, com uma mão sobre a sonda e a outra mão sobre a parte central do cabo (A) ou, 
alternativamente, com ambas as mãos sobre o cabo, com auxílio do “apoio para iniciação de furo” (B, C), até estabilização 
da sonda na árvore (D); rotação do cabo com ambas as mãos até conclusão do processo (E, F); inserção do extrator dentro 
da sonda com o lado côncavo voltado para baixo (G, H); giro do cabo por meia volta no sentido anti-horário (I); retirada 
da bagueta do interior da sonda (J, K, L).
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pode ser realizada ao longo de toda a secção transversal, caso o comprimento da sonda seja suficiente para 
amostrar completamente esse diâmetro (Figura 14L).

–	 Uma alternativa às duas etapas anteriores é iniciar a perfuração do tronco com ambas as mãos nas 
extremidades do cabo, quando se dispõe do acessório “apoio para trado para iniciação de furo”  
(Figuras 7A e 14B). Neste caso, a pressão inicial da sonda sobre o tronco é proporcionada pela região 
peitoral da pessoa, enquanto as mãos ficam livres para girar o cabo (Figura 14C). Esta pressão é realizada 
desde o início do furo até a broca da sonda penetrar aproximadamente 3 cm na madeira, quando o “apoio 
para trado” se torna desnecessário. Deve-se notar que a utilização deste acessório ajuda a evitar a torção ou 
destruição dos primeiros anéis de crescimento localizados de 1 a 2 cm sob a casca, pois estabiliza a sonda, 
mantendo-a devidamente alinhada, sem oscilações de direção que poderiam ser causadas por uma mão 
trêmula segurando diretamente a sonda.

–	 Concluída a perfuração da árvore, deslizar o extrator no interior da sonda, com o lado côncavo voltado 
para baixo e sobre a bagueta (Figuras 14G e 14H), até atingir o final da amostra, o que é percebido pela 
resistência que impede a continuidade do deslocamento do extrator. A seguir, girar o cabo em 180° (meia 
volta) no sentido anti-horário (Figura 14I), o que promoverá a ruptura da extremidade da amostra, no 
ponto de sua ligação com a árvore. Então, puxar cuidadosamente o extrator até sua completa retirada do 
interior da sonda (Figuras 14J, 14K e 14L). A amostra de bagueta estará 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 pedaços 
que, geralmente, estarão unidos em sequência 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, sólida e em peça única. Recomenda-se retirar a bagueta de dentro da sonda na brevidade 
possível, pois a amostra de madeira tende a inchar com o passar do tempo, podendo ficar congestionada 
dentro da cavidade da sonda. Não tentar inserir toda a extensão da bandeja extratora dentro da sonda, 
respeitando o limite indicado pela resistência ao atingir o final da amostra. Caso se exceda este limite, a 
bandeja pode dobrar e, sendo bastante frágil, ela pode ser danificada. 

–	 Imediatamente após a retirada do extrator com a bagueta, deixe-os protegidos em um lugar próximo, 
com a bagueta voltada para cima. Priorize a remoção da sonda do tronco da árvore, girando o cabo no 
sentido anti-horário, com ambas as mãos. Se perceber que o cabo está girando livremente sem recuo para 
o exterior, é sinal que os fios helicoidais da broca não estão engajados na madeira. Neste caso, puxar o 
cabo com força moderada enquanto estiver girando-o, até que os fios da broca penetrem na madeira e, a 
partir de então, o cabo poderá ser apenas girado, sem puxá-lo, até a completa remoção da sonda. Cuidado 
para não tocar a broca com as mãos imediatamente após a retirada da sonda da árvore, pois ela pode estar 
muito quente devido à sua fricção com a madeira. A rápida remoção da sonda é importante para evitar seu 
congestionamento no tronco, pois a árvore tende, com o passar do tempo, a exercer cada vez mais pressão 
na região perfurada, devido a um processo de dilatação da madeira na tentativa de fechar o orifício aberto 
em sua estrutura. Caso a sonda fique presa na árvore, é preciso utilizar um mini guincho manual com 
catraca, comumente utilizado para apertar os fios de uma cerca de arame. Este processo de remoção, que 
exige perícia do usuário, é descrito detalhadamente por Grissino-Mayer (2003).

–	 Na sequência, com auxílio de um estilete ou tinta, fazer uma pequena marca na parte mais externa da 
amostra (i.e., aquela mais próxima da casca), para que, no laboratório, as avaliações sejam realizadas na 
mesma posição em que a amostra estava na árvore. A seguir, retirar com cuidado a bagueta da calha da 
bandeja, transferindo-a para o interior de um canudo de papel ou plástico, para o transporte seguro da 
amostra. No entanto, recomenda-se evitar os canudos de plástico, 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 diâmetro, permitindo o acondicionamento 
adequado de baguetas com 4,3 ou 5,15 mm de diâmetro. Lembrar de identificar o canudo da amostra 
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com uma etiqueta, escrevendo o nome da espécie, data, local (com coordenadas geográficas), número 
da parcela experimental etc. Os canudos podem ser transportados no interior de um tubo telescópico 
porta-mapas, ou tubo de PVC com tampas, para evitar danos às amostras. Recomenda-se abrir pequenos 
orifícios nas tampas desses tubos para permitir a passagem de ar, de modo a evitar a formação de câmara 
úmida e, consequentemente, o 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 acondicioná-los dentro do cabo. 

–	 Observação: o atolamento (i.e., congestionamento) da sonda dentro do tronco pode ser ocasionado 
por amostra quebrada, casca ou nó do tronco, madeira apodrecida etc. Portanto, quando perceber uma 
mudança significativa em tensão enquanto estiver perfurando a madeira, deve-se parar imediatamente 
e retirar a sonda do tronco. Essa mudança de tensão pode ser exemplificada assim: quando a broca da 
sonda atinge uma porção apodrecida da madeira, ficará muito fácil girar o cabo no processo de tradagem.  
Por outro lado, se a broca entrar em contato com um nó, isto exigirá maior força 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 crítico. 
Para avaliar se a amostra está 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. Então, 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 está fora da árvore). Ambos os comprimentos devem ser iguais, ou seja: a parte da bandeja 
que foi inserida dentro da sonda = a parte da sonda que ainda está no exterior da árvore. No entanto, se 
a amostra estiver sendo comprimida (atolando) dentro da sonda, o primeiro comprimento será maior.  
Neste caso, parar imediatamente a tradagem, inserir a bandeja sobre a amostra até alcançar o final da sonda, 
girar o cabo em 180° no sentido anti-horário e retirar a bandeja com o pedaço da amostra que estiver atolada.

Preparo de amostra de bagueta para análise de anéis de crescimento

Ao retornar ao laboratório, deixar a bagueta recém-amostrada secar ao ar por vários dias, antes de montá-la 
sobre um suporte de madeira anatômico, especialmente desenvolvido para acondicioná-la (Figura 15). É importante 
que essa montagem não seja realizada com a amostra ainda úmida, pois ela encolhe depois de perder umidade e pode 
quebrar sobre a canaleta do suporte caso seja colada antes de secar adequadamente.

Há alguns detalhes a serem observados durante a montagem de uma bagueta sobre o suporte, para permitir 
boa visualização dos anéis de crescimento, inclusive em nível de estrutura celular, por meio de microscópio ou 
imagem digital. A qualidade desta visualização celular é particularmente importante para distinguir os “falsos anéis” 
de crescimento [i.e., bandas interanuais de madeira tardia (late wood)] (Figura 16). 

A seguir serão apresentadas algumas informações práticas para auxiliar uma boa montagem da bagueta no 
suporte e/ou a visualização celular dos anéis de crescimento.

–	 Qualidade da amostra de bagueta: uma amostragem bem-feita no tronco da árvore é fundamental para 
que os anéis de crescimento fiquem perpendiculares ao campo de visão após a colagem da bagueta no 
suporte (Figura 17A). Assim, amostras torcidas, quebradas, ou provenientes de perfurações desalinhadas 
(i.e., não realizadas em ângulo reto com o tronco), resultam em baixa qualidade de alinhamento dos anéis 
de crescimento (Figura 17B). Em caso de amostras torcidas, é possível endireitá-las direcionando um jato 
de vapor comprimido sobre toda a extensão da bagueta. Após alguns minutos de exposição ao vapor, com 
auxílio dos dedos, destorcer delicadamente a amostra em todo o seu comprimento.



Araucaria angustifolia: métodos para coleta de sementes, pólen, câmbio e baguetas para estudos científicos

76

﻿

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)
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–	 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 padrão de amostras de bagueta do laboratório e diâmetro 
do tronco), 2 cm de altura e com largura ±6 mm superior ao diâmetro da bagueta (e.g., para uma amostra 
de 4,3 mm de diâmetro, cortar uma tira de madeira com ±10,3 mm de largura). A seguir, utilizando uma 
túbia equipada com fresa em formato em “U”, fazer um sulco arredondado do tipo “meia cana” (com 
largura um pouco superior ao diâmetro da bagueta) ao longo da extensão da tira de madeira (Figura 18). 
É um trabalho relativamente simples para um marceneiro. Recomenda-se construir um suporte individual 
para cada bagueta (e não um suporte coletivo para várias amostras), pois, às vezes é necessário comparar 
duas amostras pareadas lado a lado, dentre aquelas coletadas.

–	 Posicionamento e identificação da bagueta no suporte: a bagueta deve ser montada sobre o suporte exa-
tamente como ela foi retirada da árvore, ou seja, identificar no suporte as duas extremidades da amostra: 
aquela mais próxima da casca (i.e., mais externa) e a outra mais próxima da medula do tronco (i.e., mais 
interna). Este critério é imprescindível, considerando que, durante a análise em microscópio, a pessoa 
geralmente inicia a observação dos anéis mais externos em direção àqueles mais internos, com a amostra 
orientada verticalmente em relação ao campo de visão. Adicionalmente, registrar no suporte o nome da 
espécie, a data e o local de amostragem (com coordenadas geográficas), dentre outras informações que 
identifiquem a amostra.

–	 Colagem da bagueta sobre o suporte de madeira: recomenda-se que se utilize cola branca solúvel em 
água para colar a bagueta no suporte. Isto é importante, pois, se for necessário refazer a montagem, basta 
imergir o conjunto em água 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.  

Figura 17. Anéis de crescimento alinhados entre si em ângulo reto (A) e desalinhados (B), provenientes de baguetas 
extraídas de tronco de Araucaria angustifolia.
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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.
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Nos casos de amostras fragmentadas, é preciso utilizar fita adesiva para prender cada fragmento no suporte 
antes da imersão em água, para evitar que os fragmentos de bagueta boiem na água e sejam misturados, 
dificultando a remontagem.

–	 Aplainamento e lixamento da superfície da bagueta: esta etapa é fundamental para melhorar a visualização 
dos anéis de crescimento e sua estrutura celular. O primeiro passo é aplainar a superfície 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 auxílio de uma lixadeira de cinta ou lixas manuais, fazer o acabamento final 
da superfície da amostra. É recomendado o uso de uma série de lixas, começando com uma de grão 
220, depois grão 320 e, finalmente, grão 400, ou seja, da granulometria mais grossa para a mais fina.  
Alguns pesquisadores realizam um enceramento da superfície lixada com cera de carnaúba ou similar.  
Ao final do processo, a amostra estará pronta para análise com auxílio de uma lupa ou microscópio (Figura 19). 

–	 Contagem e mensuração dos anéis de crescimento: geralmente é realizada uma marcação manual de cada 
anel de crescimento, com base na observação visual auxiliada por uma lupa. A seguir é 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 precisão de 0,01 mm  
(Rinn, 1996; Canetti et al., 2016). Finalmente, a acurácia da datação 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 árvores amostradas.

–	 Observação dos anéis de crescimento no microscópio: para uma melhor visualização dos anéis de 
crescimento e de sua estrutura celular, recomenda-se utilizar uma lente ocular de 10× (e não de 15 ou 
20×) e um zoom entre 0,7 e 4×, atingindo uma faixa de aumento entre 7 e 40×, suficiente para este tipo de 
observação. 

Figura 19. Baguetas de Araucaria angustifolia acondicionadas em suportes de madeira e devidamente aplainadas, lixadas 
e enceradas, para posterior análise dos anéis de crescimento.
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Cuidados com a integridade e sanidade das árvores amostradas
Uma dúvida comum ao se extrair uma bagueta: será que a perfuração do tronco com o trado de incremento 

causa alguma injúria na árvore? Ainda não há consenso entre os cientistas sobre este tema, especialmente considerando 
efeitos de longo prazo (Fay; Berker, 2018). Na maioria das vezes, a árvore se curará rapidamente, com o fechamento 
do pequeno orifício 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 preocupação for grande para 
um grupo especial de árvores, como as ancestrais ou raras, deve-se repensar se é realmente necessário realizar esta 
amostragem de bagueta ou se há outras alternativas para atingir o objetivo da pesquisa. 

A maioria dos estudos relatam que a perfuração do tronco com trado de incremento não produziu impactos 
negativos sobre a taxa de crescimento, capacidade reprodutiva da árvore, resistência do tronco e risco de morte, 
particularmente para coníferas, que apresentam melhor habilidade para compartimentalizar o tecido afetado e 
rapidamente preencher com resina o orifício aberto no tronco (e.g., Campbell, 1939; Hepting et al., 1949; Shigo, 
1984; Chave et al., 2006). Entretanto, há determinados trabalhos que reportam significativas injúrias nas árvores, 
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 informação disponível sobre este 
assunto é 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 árvores foi 
discutida por Tsen et al. (2016), que alertaram sobre a importância de considerar caso-a-caso a decisão sobre realizar 
ou não a amostragem.

Uma forte limitação dos trabalhos científicos sobre este assunto se refere ao curto prazo das avaliações 
após a extração 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 período de tempo. Fay e Berker (2018) reportaram que a formação de um calo obstruindo o orifício criado 
pela retirada da amostra não pode ser igualado à “cicatrização” ou cura do tecido lesado, pois injúrias causadas 
pela ação da broca da sonda podem ser de longo prazo. Por exemplo, a passagem da sonda através de um tecido 
doente, compartimentalizado em uma região do tronco, pode espalhar os patógenos para toda a extensão do 

Figura 20. Sistema LinTabTM utilizado para mensuração da largura de anéis de crescimento em amostras de bagueta ou 
disco do tronco de Araucaria angustifolia.
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orifício aberto na madeira, amplificando os danos. Além disso, à medida que a broca perfura a madeira, surgem 
microfissuras em várias direções e extensões no tecido vegetal que circunda a estrutura metálica da broca, o que 
pode causar danos à árvore. 

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. Variações observadas na capacidade de recuperação 
de uma árvore amostrada também estão associadas à combinação entre genética (i.e., características inatas) e variáveis 
ambientais (Tsen et al., 2016). Por exemplo, a combinação de fortes estresses ambientais, como uma seca prolongada, 
agindo sobre uma árvore debilitada (i.e., que esteja com baixa capacidade de defesa natural contra injúrias naturais) 
pode dificultar sua recuperação após perfurada com um trado de incremento. Por outro lado, árvores saudáveis 
em ambientes que permitem expressivo crescimento das plantas, usualmente curam suas feridas mais rapidamente, 
isolando o orifício aberto no tronco contra a deterioração.

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

Dentre os cuidados com a integridade e sanidade das árvores submetidas à extração de baguetas, pode-se destacar:

–	 Os fios helicoidais e a ponta da broca devem estar bem afiados e amolados, de modo que o orifício aberto no 
tronco seja reto e sem fissuras ou lascamentos, o que facilitará o processo de recuperação da árvore, com o 
fechamento natural do orifício. 

Figura 21. Orifício aberto em tronco de Araucaria angustifolia (A) durante a extração de uma bagueta com 5,15 mm de 
diâmetro (B) com uso de trado de incremento. Mesmo orifício cinco meses após a amostragem (C) e aspecto do tronco 
escurecido devido ao escorrimento de resina durante este período (D).
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–	 Para reduzir a propagação de doenças entre árvores é recomendado, a cada amostragem, imergir o trado 
de incremento dentro de solução de álcool etílico 70% (70° INPM), ou mesmo o uso de fungicidas e 
bactericidas. No entanto, a eficiência desta técnica apresenta limitações, pois é temporária e não contempla 
toda a diversidade de patógenos (Lorenz, 1944). Assim, em locais com suspeita de presença de agentes 
fitopatogênicos danosos, a amostragem de baguetas deve ser estritamente controlada, de modo a evitar a 
disseminação de doenças entre as árvores. 

–	 Retirar o mínimo possível de baguetas por árvore, de preferência restritas da casca até a medula, evitando 
amostrar toda a secção transversal do tronco. Quanto maior for a extensão dos orifícios abertos, maior será 
a probabilidade de ocorrerem infecções nos tecidos lesionados. Para a maioria dos trabalhos científicos, 
uma amostra por tronco é o suficiente, exceto para estudos dendroclimáticos que usualmente requerem 
um mínimo de duas amostras para cada árvore (Norton, 1998).

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

–	 Após retirar a bagueta, não se recomenda preencher o orifício aberto no tronco com nenhum material 
(inclusive com a própria bagueta), pois, ao limitar as trocas gasosas, isto pode causar mais danos do que 
benefícios à árvore, além de dificultar o processo de compartimentalização contra agentes fitopatogênicos. 

Considerações finais
Baguetas de alta qualidade são a base para análises dendrocronológicas precisas. Portanto, o conteúdo apresentado 

neste capítulo auxilia a evitar os principais problemas durante o processo de amostragem, quais sejam: a) amostras 
quebradas e com superfície áspera, devido ao uso de brocas com fios de corte cegos; b) torção ou destruição dos anéis 
de crescimento mais externos durante o início do processo de tradagem, nos primeiros 1 a 2 cm sob a casca, geralmente 
ocasionadas pela imperícia da pessoa ao manusear o trado, como mãos trêmulas, mudanças bruscas de direção da broca 
etc.; c) descoloração e/ou apodrecimento de amostras devido ao armazenamento inadequado das baguetas.

A preservação da integridade dos fios de corte da broca do trado de incremento, quanto ao amolamento e 
afiamento, é a principal medida para evitar amostras quebradas e/ou com a superfície áspera e esfarrapada, além do 
atolamento da bagueta no interior da sonda. Portanto, o bom treinamento do usuário é fundamental para que ele 
saiba manejar adequadamente este instrumento de precisão e realizar manutenções preventivas e reparadoras.

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

À medida que o usuário adquire experiência com o uso do trado de incremento, ele desenvolve uma maior 
percepção 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 compressão ou que está ocorrendo um atolamento no 
interior da sonda. Portanto, uma pessoa experiente é geralmente mais perspicaz e eficiente no processo de amostragem 
do que um novato.

Um princípio básico para melhorar a precisão das avaliações dendrocronológicas é realizar a datação cruzada, 
ou seja, a avaliação simultânea de anéis de crescimento de árvores vizinhas (Phipps, 1985; Sheppard et al., 1988).  
Esta técnica permite identificar anéis ausentes ou falsos que podem ter sido ocasionados por condições climáticas 
atípicas, como secas prolongadas, chuvas extremas e temperaturas excepcionalmente quentes ou frias. 
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