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RESUMO

Neste trabalho foram realizados dois ensaios no ambito do programa de melhoramento do
medronheiro, espécie autoctone e resiliente a diversas condi¢des edafoclimaticas. No primeiro
ensaio, tendo como objetivo avaliar tratamentos pré-germinativos para a comercializagao de
semente do pomar produtor de sementes certificado pelo ICNF, na categoria de material
qualificado e registado com o codigo ARBUQOO1, foi instalado um ensaio (I) para avaliar o
efeito de diferentes tratamentos pré-germinativos na germinagao de semente (lotes de 2018 a
2023). Os tratamentos consistiram em diferentes periodos de estratificagao hiimida a frio (4°C),
adicao de acido giberélico (GAsz, em diferentes concentragdes) e a combinacao de ambos.
Testou-se ainda trés condi¢des de sementeira, 1- caixas de germinacdo, 2- sementeira em
alfobre e 3- sementeira direta. No segundo ensaio (II) tendo como objetivo melhorar o processo
de enraizamento ex vitro e aclimatizagdo, para aplicagdo em larga escala, reducdo do periodo
de tempo, custos e obtencao de melhores taxas de sobrevivéncia foram testados diferentes
substratos, BioBizz (S1), SiroFlorestal (S2), mistura de Turfa:Perlite (S3) e, ainda, a adi¢do de
um estimulante radicular (Rhizotonic) ou ectomicorrizas (Micofora) em S2 e S3 e em S3 adicao
de fosforo, calcario e adubo de libertacao controlada em diferentes combinagdes.

As melhores taxas de germinacdo foram observadas nas condigdes 2 e 3 e foram dependentes
do genotipo (familia/acesso). As sementes de 2020 e 2021 obtiveram melhores taxas de
germinacgdo. Os melhores tratamentos para promover a germinagdo foram o tratamento 1, 1
semana de estratificagdo, na condi¢ao 2. E na condi¢do 3 os tratamentos 7 com 100 %
germinagdo e os tratamentos 8, 9 e C respetivamente, 7 e 8 sdo tratamentos com combinagdo
de adicao de GA3 nas concentragdes de 1000 mg/L e 2000 mg/L e 30 dias estratificagdo;
tratamento 9, adicdo de GA3 na concentracdo de 2000 mg/L sem estratificagdo e por ultimo o
controlo (sem qualquer tratamento pré-germinativo).

Os resultados para o ensaio de aclimatizagdo mostram que os melhores substratos sdo o
BioBizz e a SiroFlorestal. A adi¢do de Rhizotonic ndo foi relevante. A sobrevivéncia foi
dependente do tratamento. O clone 1001 apresentou melhor sobrevivéncia comparativamente
a 8001. No entanto, este apresentou melhor desenvolvimento vegetativo e radicular. O fésforo
foi um elemento adicionado em excesso no ensaio e foi prejudicial a sobrevivéncia. A adi¢do
de micorrizas no substrato SiroFlorestal melhorou significativamente a sobrevivéncia e

desenvolvimento vegetativo.

Palavras chave: Acido giberélico, clones, estratificacdo a frio, produgdo de plantas.
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ABSTRACT

In this work, two tests were carried out under the breeding program of the strawberry tree,
an autochthonous species that is resilient to various edaphoclimatic conditions. In the first test,
with the objective of evaluating pre-germination treatments for the commercialization of seed
from the seed producing orchard certified by the ICNF, in the category of qualified material
and registered with the ARBUQOO1 code, a test (I) was installed to evaluate the effect of
different pre-germination treatments on seed germination (lots from 2018 to 2023). The
treatments consisted of different periods of wet to cold stratification (4°C), addition of
gibberellic acid (GA3, in different concentrations) and the combination of both. Three sowing
conditions were also tested, 1-germination boxes, 2-sowing in alfobre and 3-direct sowing. In
the second test (II), with the objective of improving the process of ex vitro rooting and
acclimatization, for large-scale application, reduction of time, costs and obtaining better
survival rates, different substrates were tested, BioBizz (S1), SiroFlorestal (S2), mix de
Turfa:Perlite (S3) and, also, the addition of a root stimulant (Rhizotonic) or ectomycorrhizae
(Micofora) in S2 and S3 and in S3 addition of phosphorus, limestone and controlled-release
fertilizer in different combinations.

The best germination rates were observed under conditions 2 and 3 and were genotype-
dependent (family/accession). The 2020 and 2021 seeds obtained higher germination rates. The
best treatments to promote germination were treatment 1, 1 week of stratification in condition
2. And in condition 3, treatment 7 with 100% germination and treatments 8, 9 and C
respectively, 7 and 8 are treatments with combination of addition of GA3 at concentrations of
1000 mg/L and 2000 mg/L. and 30 days stratification; treatment 9, addition of GA3 at
concentration of 2000 mg/L without stratification and finally C, the control (without any pre-
germinative treatment).

The results for the acclimatization test show that the best substrates are BioBizz and
SiroFlorestal. The addition of Rhizotonic was not relevant. Survival was dependent on
treatment. Clone 1001 showed better survival compared to 8001. However, it showed better
vegetative and root development. Phosphorus was an element added in excess in the trial and
was detrimental to survival. The addition of mycorrhizae to SiroForestal significantly improved

survival and vegetative development.

Key word: Cold stratification, clone, gibberellic acid, plant production.



1. Introducao e contextualizacdo do trabalho

O medronheiro ¢ uma espécie originaria da zona mediterranica que ocorre naturalmente por
todo o pais com maior distribui¢cdo e relevancia no sul e centro do pais. A sua morfologia,
fisiologia e ecologia torna a espécie interessante nas suas caracteristicas de adaptagao,
resiliéncia e producao de fruto. O medronheiro tolera a secura e vegeta em quase todos os solos
até nos delgados e com baixa fertilidade. E também resiliente pela sua capacidade de
regeneragdo apos os incéndios em comparagdo com outras espécies autdctones. O fruto que
produz, o medronho, desde a flor € um importante alimento para fauna e produto para a
producao de subprodutos com valor econdémico.

O medronho ¢ o principal motivo de interesse em diversas areas desde a agricultura, floresta,
docaria, destilaria, satide ¢ ecologia. O medronheiro ¢ muitas vezes conduzido como uma
espécie fruteira num pomar com o objetivo de producdo de fruto. O fruto podera ser consumido
fresco ou transformado em outros subprodutos como aguardente, licores, geleias e bolos.
Indiretamente ou como complemento a produgao do fruto poderao ainda ser explorados outros
produtos como o mel e cogumelos. Na floresta 0 medronheiro € uma espécie com interesse em
manter ou arborizar uma vez que promove a biodiversidade, protecdo dos solos e ecossistemas
(Gomes et al., 2009; Piotto et al., 2001).

Os dois ensaios realizados na presente tese surgem na continuagdo de todos os trabalhos ja
realizados para contribuir com o melhoramento e valorizagdo do medronheiro. O primeiro
ensaio (I) consistiu em avaliar diferentes tratamentos pré-germinativos em lotes de sementes
desde 2018 a 2023 e o segundo ensaio (II) foi realizado com o objetivo de melhorar o
enraizamento ex vitro em simultineo com a aclimatizacdo. O objetivo geral dos ensaios
realizados estd direcionado para o melhoramento de processos envolvidos na producao de
plantas de origem seminal (ensaio I) ou micropropagadas (ensaio II) aptas a sobreviver em
campo.

O primeiro ensaio surge perante o conhecimento da dorméncia e dificuldade de germinagao
da semente de medronheiro e com base em trabalhos realizados sobre este assunto. A possivel
comercializacdo da semente como material florestal de reprodu¢ao (MFR) proveniente do
pomar produtor de sementes instalado na Escola Agraria de Coimbra certificado pelo ICNF,
na categoria de material qualificado e registado com o cédigo ARBUQO0O01, ¢ outro motivo da
realizagdo deste ensaio. Pretendeu-se neste ensaio avaliar os lotes e a capacidade germinativa
de sementes armazenadas desde 2018, apés a aplicagdo de diferentes tratamentos pré-

germinativos.



O segundo ensaio surgiu com base no conhecimento da importancia e necessidade de
nutrientes importantes como o fosforo para o desenvolvimento das raizes, do calcario para
correcao do pH dos substratos e outros nutrientes para o desenvolvimento da parte aérea e
radicular das plantas. Assim, numa fase tdo sensivel que ¢ o enraizamento ex vitro em
simultaneo com a aclimatiza¢do testaram-se diferentes substratos, adi¢do de um estimulante
radicular, em dois dos substratos adicionou-se ectomicorrizas (pastilha comercial) e no
substrato com menor teor de nutrientes e mais acido corrigiu-se o pH com adi¢ao de calcario e
adicionaram-se nutrientes com os objetivos de reduzir o tempo de aclimatizag¢do, aumentar a
sobrevivéncia, reduzir o stresse, promover o desenvolvimento vegetativo e radicular. Dois dos
trés substratos utilizados foram substratos comerciais, um dos substratos continha turfa, perlite
e adubo, o substrato BioBizz, com bons resultados de crescimento em viveiro para o
medronheiro e eucalipto em trabalhos anteriores e o outro substrato, a SiroFlorestal contém em
sua constitui¢do maior propor¢do de casca de pinho compostada, tufa, argila e adubo. O tltimo
substrato testado € composto apenas por uma mistura de turfa e perlite na mesma propor¢ao de

volume, uma opgao de substrato mais barata e pobre em nutrientes.



2. Medronheiro
2.1. Caraterizacio da espécie

O Arbutus unedo L., medronheiro (Figura 1) pertence a familia Ericaceae e ao género
Arbutus. Da mesma familia em Portugal continental existem outras espécies autdctones
interessantes como o mirtilo (Vaccinium myrtillus), urze (a Erica arborea) e a camarinha
(Corema album). O medronheiro ¢ uma espécie espontanea da Regido Mediterranica, surgindo
em Portugal, Espanha, sul de Itdlia, sul da Grécia, Irlanda, ilhas Canérias e Israel (Correia,
2002).

Os fatores limitantes da distribuicdo da espécie estdo relacionados com habitats frios com
ocorréncia frequente de geadas e ventos fortes, altitudes superiores a 900 m, verdes longos e
muito secos com precipitagdo inferior a 500 mm (Freire, 2017). Em Portugal continental ocorre
naturalmente por todo o pais com mais expressao no Sul do pais, Algarve e na zona centro.

Nas carateristicas edaficas, o medronheiro ¢ indiferente ndo apresentando exigéncias
especificas. Vegeta bem em diferentes solos e tipo de rocha-mae como xistos, granitos e areias.
Com preferéncias em solos siliciosos acidos, mesmo podendo desenvolver-se em solos com

calcario (Gomes et al., 2019; Correia et al., 2002).

Figura 1 - Exemplo de medronheiro do banco clonal novo (instalado em 2020).

O medronheiro € uma espécie com carateristicas morfoldgicas especificas que tornam uma
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espécie facil de identificar em campo e apresenta caracteristicas fisiologicas interessantes. E



uma espécie lenhosa de porte arbustivo, por vezes podendo atingir porte arboreo, até aos 12
metros. A sua folha € perene, oblongo-lanceoladas geralmente serradas, de cor verde lustrosa.
As folhas pelas suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas sdo adaptadas a temperaturas
altas, humidade alta na atmosfera e menos resistentes as geadas (Gomes et al., 2019). O tronco
¢ fendilhado e com tons castanho-avermelhado. Por vezes os ramos jovens apresentam uma
cor caracteristica avermelhada. As flores sao hermafroditas, surgem em cachos terminais e
apresentam forma de campanula com uma cor esbranquicadas a levemente rosadas (Martins,
2012). O fruto é o medronho, uma baga globosa e rugosa caraterizado por apresentar 5 l6bulos
(figura 2) com sementes pequenas com cerca de 2 a 3 mm e tegumento castanho a cinzento

(Tapum, 1980; Navarro Cerrillo y Galvez, 2001).

Figura 2 - Figura ilustrativa de interior do fruto do género Arbutus. No caso da espécie Arbutus menziesii

(retirado de Schopmeyer, 1974).
Fonte: https://archive.org/details/seedsofwoodyplanO0fore/page/n1 1/mode/2up

B

O fruto maduro apresenta tons vermelhados. No outono € a época em que ocorre a maturagao
do fruto. Mesmo na época de maturacdo o amadurecimento do fruto ndo ¢ homogéneo na
arvore, sendo observados frutos que vao de um verde passando por amarelo a vermelho vivo
durante o amadurecimento. Esta carateristica exige que a apanha do fruto seja realizada em
diferentes acdes regulares no tempo. Uma particularidade interessante ¢ que devido ao seu ciclo

fenoldgico longo, € possivel encontrar flores e frutos ao mesmo tempo na arvore (Figura 3).

Figura 3 - Arbutus unedo (Fruto e flor).
Fonte: https://www.jardineiro.net/plantas/medronheiro-arbutus-unedo.html



As flores observadas na arvore apenas dao origem ao fruto no ano seguinte apos cerca de 12
meses desde a polinizagdo, fruto vingado, crescimento até ao fruto maduro (Gomes et al.,

2019).

2.2. Valor cultural, econémico e ambiental

A cultura do medronho tem uma longa tradigdo no contexto sociocultural em Portugal
continental, em particular no Algarve. O seu valor cultura esta muito ligado a producgao de
aguardente de medronho, muitas vezes um complemento econémico de muitos agricultores. O
fruto € o centro do interesse econdomico pela sua utilizagdo ndo s6 na aguarente, mas em
produtos inovadores como doces, geleias, iogurtes, entre outros. Um trabalho, entre muitos
outros desenvolvidos, foi a utilizacdo de um corante natural feito a partir do medronho numa
receita de waffles (Lopez et al., 2018).

Em Portugal é uma espécie adaptada ao clima, encontrando-se no pais em zonas com
influéncia atlantica e mediterranea, naturalmente no subcoberto de outras espécies florestais,
como o pinheiro bravo e carvalhos (Correia et al., 2002). O medronheiro ¢ uma espécie ristica
que permite a recuperacao dos solos com contributo em matéria organica através da folhada,
ainda para o sequestro de carbono, fixagdo dos solos e redugdo da erosdo. E uma espécie
resiliente ao stresse hidrico, tolerancia a temperaturas altas e desenvolve-se em solos pobres
(Gomes & Canhoto, 2009). A sua presenca diminui o aparecimento de outras espécies como a
acacia, devido ao ensombramento que cria. O seu fruto, que amadurece principalmente no
outono, torna-se uma fonte de alimento importante para a fauna, numa altura em que comeca a
diminuir a disponibilidade de alimento. Povoamentos de medronheiro sdo ainda areas
importantes para a producao de subprodutos como o mel e cogumelos.

Na floresta o medronheiro apds a ocorréncia dos incéndios florestais nos Ultimos anos
despertou interessante pela sua capacidade de regenerar e recuperar apds a passagem de um
incéndio. Esta regeneracdo ¢ assegurada pelo lignotuber composto por reservas de amido e
gomos, que posteriormente estimulam o abrolhamento de gomos dormentes (Mesléard &
Lepart, 1989). O medronheiro tem vindo a ser utilizado em planta¢des em baixo de linhas de
alta tensdo (Gomes et al., 2019), zonas sob a gestdo da REN devido ao seu porte arbustivo.
Debaixo das linhas de alta tensdo ndo devem existir arvores e ¢ obrigatoria a limpeza de matos
constante. Assim, o medronheiro ¢ uma 6tima opgao reduzindo o aparecimento de matos e

consequente necessidade de limpezas promovendo valor ambiental e econémico nestas areas.



3. Métodos de propagacio

O medronheiro ¢ uma espécie cuja procura no mercado tem vindo a aumentar em quantidade
e qualidade para plantagdes com objetivos diversos. A sua producgdo, a semelhanca de outras
espécies, ¢ principalmente obtida através de regeneragao artificial em laboratério e/ou viveiro
para permitir qualidade e quantidade das plantulas. Os métodos de propagagao de plantas sao
a propagag¢do seminal e propagagdo vegetativa (Ribeiro et al., 2001).

O método de propagar plantulas mais simples e em geral mais barato ¢ a propagacao seminal.
Neste método existem trabalhos prévios a sementeira dependendo da espécie em causa com
tarefas de colheita dos frutos, processamento do fruto e a extracdo da semente poderdao
encarecer o prego final das sementes. A sementeira (mecanizada ou manual) podera ser mais
minuciosa conforme o tamanho da semente e método de sementeira aplicado. Dependendo da
espécie poderd ser necessario aplicar tratamentos pré-germinativos antes ou durante a
sementeira para quebrar a dorméncia ou ultrapassar a dificuldade da germinac¢do das sementes.
Os métodos de propagagdo vegetativa aplicados as espécies lenhosas, sdo essencialmente a
enxertia, estacaria € a micropropagacdo onde se consegue obter individuos geneticamente
iguais as plantas-mae selecionadas, obtendo-se clones. Estes métodos permitem propagar
individuos com caracteristicas especificas e interessantes, por exemplo, um individuo resistente
a geada no caso do eucalipto (Alves et al., 2007; Hartmann et al., 2011) algo que nao ¢
totalmente possivel com a propagacdo seminal. Na propagacdo seminal ha cruzamento de
gametas, que desse modo garantem a variabilidade genética.

A propagagdo vegetativa através de estacaria ou enxertia convencional para o medronheiro
nao oferecem resultados promissores, no entanto a micropropagacao in vitro apresenta bons
resultados (Correia et al., 2002). A utilizacdo de clones no caso do medronheiro permite
principalmente propagar um individuo previamente selecionado pelas suas boas carateristicas
produtoras de fruto ou adaptados a condicdes climaticas especificas (Gomes, 2011). O método
de micropropagacgdo exige mao de obra qualificada e passa por diferentes etapas desde o
laboratorio até ao viveiro que no final irdo encarecer o preco da planta em comparagdo com
uma planta obtida por via seminal. No entanto, o potencial produtivo e/ou adaptacdao a

diferentes condi¢des edafoclimaticas justifica o investimento.



3.1. Substratos

Na producdo seminal as carateristicas fisicas e quimicas adequadas do substrato sdo
essenciais para garantir o futuro desenvolvimento das plantulas que estdo sujeitas a um espago
limitado e volume reduzido de substrato em viveiro.

Na propagacdo vegetativa na fase de viveiro ou aclimatizacao em laboratorio, a semelhanca
da producdo seminal, as plantulas estardo sujeitas a um espago confinado e sdo dependentes
das caracteristicas do substrato. Assim, o substrato necessita de ser adequado as necessidades
das plantulas e etapa de producdo permitindo o crescimento e desenvolvimento vegetativo e
radicular.

Um substrato ¢ constituido por elementos sélidos minerais e organicos onde existem espagos
entre esses elementos, denominados de poros, onde a dgua e gases circulam. A porosidade do
substrato € o espago que esses poros representam em relagao ao volume total da parte sélida do
substrato. Assim, um substrato podera ter maior ou menor porosidade de acordo com os
materiais organico ou mineral constituintes. Esta carateristica fisica do substrato ¢ importante
para garantir que existe espaco para o desenvolvimento das raizes, circula¢do da dgua e gases.
Uma elevada porosidade do substrato (macroporosidade) garante um bom arejamento e
drenagem do excesso de agua evitando a asfixia e apodrecimento das raizes. Agua retida no
substrato através da microporosidade é importante para as necessidades fisioldgicas das plantas
e absor¢ao de nutrientes (Coelhos, 2010; Ribeiro et al.,2001).

Um substrato para o desenvolvimento de plantas em Portugal ¢ em geral composto por turfa
de Sphagnum, casca de pinho compostada ou perlite e adubo (Ribeiro et al.,2001). A casca de
pinho ¢ um subproduto da exploragao florestal que oferece macroporosidade e matéria organica
ao substrato. A perlite ¢ um material mineral de baixa capacidade de troca catidénica a sua
fung@o no substrato ¢ promover a macroporosidade. A perlite ¢ constituida por silicatos de
origem vulcanica. A turfa ¢ um recurso ndo renovavel devido ao processo lento de formacao
das turfeiras, mas ainda continua a ser utilizado pela capacidade interessante de retengdo de
agua (microporosidade). Contrariamente a perlite, a turfa e a casca de pinho compostada
apresentam uma capacidade de troca cationica elevada, em particular a turfa. A capacidade de
reter dgua da turfa pode, no entanto, ser desfavoravel quando ocorre encharcamento do
substrato com efeito nefasto sobre as raizes. O pH baixo ¢ uma carateristica da turfa que na
producao de plantas, aqui dependendo muito da espécie, mas em geral o pH &cido podera nao
ser favoravel ao desenvolvimento radicular e vegetativo, o fosforo, um macronutriente

importante principalmente no desenvolvimento radicular, quando o pH ¢ acido torna-se menos



soluvel ficando menos disponivel para as plantas (Chaves & de Azevedo Farias, 2008). De
acordo com Schmilewski (2008), os valores de macronutrientes NPK presentes na turfa de
Sphagnum sao até 50 mg/L, considerado moderado. Assim, a turfa usada como substrato para
plantas ¢ usualmente misturada com outros compostos, minerais ou organicos como adubo,
carbonato de calcio, argila, perlite e casca de pinho compostada, para melhorar as suas
caracteristicas fisicas (arejamento/macroporosidade) e quimicas (pH; disponibilidade de
nutrientes). Em substitui¢do ou na tentativa de reduzir o uso da turfa tem vindo a ser utilizada
fibra de coco.

O adubo nos substratos ¢ fundamental devido ao espaco limitado a que as plantulas estdo
sujeitas e a sua pouca disponibilidade no substrato. Os compostos que constituem os substratos
podem ndo apresentar a quantidade de nutrientes necessaria para o desenvolvimento das
plantulas. Substratos comerciais com turfa, que apresenta elevada capacidade de troca
cationica, sdo mais eficientes se forem adicionados adubos de libertacao controlada (Raviv et
al., 1986). Assim, os adubos adicionados ao substrato para producao de plantulas sdo
compostos por os macronutrientes € micronutrientes considerados essenciais para o
desenvolvimento das plantas. Os macronutrientes principais identificados por NPK,
correspondem as concentragdes de azoto, fosforo e potassio, respetivamente. O azoto (N) ¢é
nutriente essencial a sintese de proteinas, crescimento celular e ¢ um constituinte da clorofila.
No medronheiro ¢ essencial e a semelhanca de outras espécies vegetais, no substrato em
concentracdes mais elevadas promove em excesso o desenvolvimento vegetativo, que induz a
formagdo de folhas mais sensiveis a pragas, a doengas e, ainda ao stresse (Huber et al., 2012;
Singh & Sood, 2017). O fésforo ¢ um elemento constituinte de compostos que atuam ao nivel
da fotossintese, respiracdo e divisao celular. Ajuda o crescimento das raizes, um
desenvolvimento importante para garantir posterior sucesso na plantacdo em campo das
plantulas (DSVPF, 2003; Gomes F. et al., 2019). Para o medronheiro adubos ricos em fosforo,
potéssio com adicao de célcio, magnésio e boro, poderdo ser aconselhados a plantacdo por
estimular o crescimento das raizes e aumentar a tolerancia ao stresse hidrico no verao (Curado,
et al., 2015). O potassio oferece rigidez aos tecidos reduzindo a suscetibilidade a doengas
(Barros, 2020). Outros nutrientes importantes, considerados micronutrientes para as plantas
sdo o magnésio (Mg), boro (B), zinco (Zn), enxofre (S) e cobre (Cu). A caréncia em nutrientes

nas plantas muitas vezes ¢ visivel nas folhas com o surgimento de cloroses especificas.



3.2. Propagacio seminal

A propagagdo seminal ¢ obtida através da germinagdo de sementes, material de reproducao
das plantas. A semente ¢ um 6vulo maduro, resultado da unido do gameta feminino (o 6vulo)
e gameta masculino (o polen), inerente a reproducao sexual/seminal de algumas plantas. Uma
semente ¢ constituida pelo embrido e reservas que sdo revestidas externamente por uma
protecdo denominada de tegumento (Hartmann et al. 2011).

A sementeira como método de propagacdo podera ser realizada em alfobre ou sementeira
direta em contentores (Gomes, 2021). Na sementeira em alfobre as sementes sdo dispostas
aleatoriamente num substrato e cobertas posteriormente com o mesmo substrato ou
vermiculite. Este tipo de sementeira exige posteriormente uma “repicagem” das plantulas
geminadas que requer cuidados, uma vez que as plantulas sdo transplantadas manualmente em
“raiz nua” para contentores/tubetes/vasos definitivo com o objetivo de continuar o seu
desenvolvimento individual em viveiro até a plantagao.

A sementeira direta consiste na colocacdo de uma a duas sementes individualmente em
contentores com separagdo em alvéolos. A germina¢do das sementes em alvéolos
individualizados permite o desenvolvimento individual das raizes e formagdo de um torrao
coeso de substrato a envolver a parte radicular. Na figura 4 ¢ visivel um torrdo coeso num
contentor com alvéolo de 35 ml (4 esquerda) e em tubete de 250 ml (a direita), na produgdo de

medronheiro.

Figura 4 - Observacio de torrio coeso em contentor com alvéolo de 35 ml e em tubete de 250 ml na
producio de medronheiro.

O torrdo coeso de substrato garante menos danos, stresse e mortalidade na transplantacio
para os contentores/tubetes/vasos de maiores dimensdes e definitivos no periodo em que as

plantas estdo em viveiro. Em ambos os métodos de sementeira, a cobertura da semente nao



deve ser superior duas vezes a sua dimensao porque poderd comprometer a sua germinacao
pela dificuldade que a plantula terd em emergir.

Na natureza as sementes de medronheiro ndo germinam facilmente (Passarinho et al., 2017),
varios autores referem que a semente apresenta dorméncia (Karam & Al-Salem 2001; Tilki,
2004; Smiris et al., 2006; Demirsoy et al., 2010; Ertekin & Kirdar, 2010). A propagagao
seminal do medronheiro, a semelhanga de outras espécies € relevante pela sua aplicagdo
simples e com menos custos associados em comparagdo com métodos de propagacgdo
vegetativa. A propagagdo seminal, na producdo de plantas para regeneragdo artificial, ¢
relevante por garantir variabilidade genética e em combinagdo com a propagacao vegetativa

sdo métodos de propagacao importante no processo de melhoramento das espécies.

3.2.1. Extracio e conservacio das sementes

As técnicas de extracdo/processamento e condi¢des de conservacao de uma semente devem
ser adequadas as caracteristicas do fruto e/ou tipo de sementes.

Sementes provenientes de frutos carnudos (como bagas e drupas) ou cones e capsulas exigem
técnicas de extragcdo/processamento das sementes diferentes. Em frutos carnudos € necessario
remover a totalidade da casca e polpa, normalmente com recurso a maceragao do fruto,
descasque manual ou mecanica e lavagem da semente em agua corrente. Estes frutos devem
ser colhidos maduros garantindo a completa formacdo das sementes. A conservagdao de
sementes provenientes de frutos carnudos deve ser realizada depois da secagem natural da
semente e livre de qualquer vestigio do fruto evitando o aparecimento de fungos. Cones, como
pinhas ou cépsulas da espécie Eucalyptus sp. devem ser colhidos antes do seu completo
amadurecimento, ainda fechados garantido que nao houve libertacio das sementes.
Posteriormente as pinhas ou capsulas sdo colocados em estufas garantindo temperatura para
“abrir” e haver libertagdo das sementes. Sementes do género Quercus sp. sdo um tipo de
sementes que ndo exigem técnicas de extracao. Os frutos sao apenas colhidos quando maduros
e colocados para germinar depois de uma sele¢ao de qualidade simples.

Na conservagao, o tipo de semente € um fator importante que ird determinar o periodo € modo
de conservagdo. O objetivo da conservacdo ¢ manter a viabilidade da semente. Uma
extragdo/processamento e conservagdo adequada sdo fatores muito importantes na germinagao
de sementes conservadas. Existem dois tipos de sementes classificadas segundo o maior ou
menor capacidade de suportar a perda de humidade. Sementes grandes (castanha, lande) nao

toleram perdas elevadas de humidade nem arrefecimento, sdo classificadas como sementes
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recalcitrantes. A sua conservagao deve ser a temperaturas frias (2°C a 4°C) e o periodo de
conservagao € no maximo um ano. A recomendagdo ¢ utilizar a semente no ano em que ¢
colhida (CENASEF, 2017). Contrariamente sementes ortodoxas sdo sementes que toleram
perda de 5% a 10% da sua humidade e uma temperatura de conservagdo a 18°C (Azarkovich,
2020; Gomes, 2020). Na conservagao, as sementes sdo guardadas e identificadas em lotes, onde
um conjunto de sementes tem carateristicas em comum como a densidade e origem do local de
colheita do fruto, por exemplo.

O fruto do medronheiro, medronho, ¢ uma baga (fruto carnudo com presenga de polpa e
vérias sementes). E recomendado apos a colheita a maceragdo dos frutos em agua com o
objetivo de amolecer todo o fruto e facilitar a separag@o da polpa das sementes. Em CENASEF
(2017), ap6s maceracao dos frutos recorre-se a um descascador industrial de batatas com adi¢ao
constante de agua para remocao da polpa. Este método tem o objetivo de abrir e “lavar” os
frutos até sair a polpa. Tapum (1980) descreve o procedimento de extracao das sementes de
forma mais manual, os frutos sdo igualmente macerados, no entanto para separar a semente
utiliza um crivo de malha mais pequena que o tamanho das sementes e 4gua corrente para lavar
a polpa. O resultado de ambas as técnicas nao ¢ 100% eficaz porque além das sementes existe
restos de casca e esclerénquima de dimensdes semelhantes as das sementes que sao deixados
no descascador industrial ou no crivo. No CENASEF, apos o processo de secagem, ¢ utilizado
ainda um separador por densidade que permite separar o esclerénquima e as sementes vazias
(com menor densidade) da semente. O esclerénquima ¢ um tecido simples vegetal adulto
normalmente dividido em dois tipos, os escleritos e fibras com fungdes de protecdo e
sustentagdo, caraterizado por ser um tecido lenhificado ou ndo, presentes nas folhas, raizes,
caule, sementes e frutos (da Gloria, 1992; De Barros Martins, 2010). Com o descascador de
batata industrial e o separador de densidade € possivel obter um lote limpo (grau de pureza
elevada) com apenas semente para comercializagcdo. A desvantagem de um processo manual ¢
que o lote de semente ndo sera limpo (grau de pureza baixo) ou seja, o lote ndo serd composto
apenas por semente, a quantidade a adquirir deve ser feita tendo em conta essa condigao.

Na ESAC, até a data da presente tese, a extracdo da semente € realizada de forma manual. A
extracdo ¢ semelhante ao descrita por Tapum (1980), no entanto, apds maceragdo do fruto o
fruto ¢ descascado manualmente antes da lavagem e separacdo da semente em crivos. O
descasque da fruta permite diminuir o residuo consequente da extracdo manual da semente,
neste caso, o que fica posteriormente a todo o processo incluindo a secagem ¢ apenas semente

e esclerénquima.
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E importante neste tipo de fruto garantir que a polpa € retirada completamente para evitar o
aparecimento de fungos que comprometem a conservacao, viabilidade e taxa de germinagao.
As sementes posteriormente devem secar naturalmente. A sua conservagao deve ser no frio, de

2°C a 4°C, num frigorifico (Piotto et al., 2001).

3.2.2. Caraterizac¢ao de lotes de sementes e material florestal de reproducao

Os lotes de sementes como material de reprodugdo sdo identificados como material de
florestal de reproducdo (MFR) pelo ICNF para efeitos de controlo dos lotes de sementes e
qualidade das plantas em viveiro. Para sua comercializagdo devem ser analisados em
laboratdrio para avaliacdo e caraterizagdo da qualidade, quantidade e capacidade germinativa
da semente. Os parametros que se deve analisar em laboratorio sdo no minimo, o grau de
pureza, nimero de sementes por quilo, teor de humidade, viabilidade e capacidade germinativa
(ICNF, 2022).

O grau de pureza (%) determina a propor¢ao de sementes presentes numa amostra. Apos a
extragdo/processamento da semente poderd ndo se conseguir limpar totalmente a semente de
impurezas, como mencionado em Ribeiro et al. (2001). No caso do medronho, quando
processado manualmente ndo se consegue limpar a semente de impurezas (esclerénquima e
casca).

O teor de humidade (%) ¢ avaliado pelo peso da semente inicial em comparagdo com o peso
da semente apds ser sujeita a temperatura de 105 °C por 24 horas, com base em Bender et al.
(2015) e Ribeiro et al. (2001). A humidade da semente poderd influenciar a viabilidade e
germinacgdo, em particular para as sementes grandes (castanha, lande) e, ainda, podera ser um
indicador das condi¢des de conservagao. Se a semente for ortodoxa tolera alguma dessecacao
ao conservar a baixas temperaturas por longos periodos sem perder a viabilidade (Azarkovich,
2020).

A viabilidade das sementes ¢ testada através do teste bioquimico tetrazolio. O indicador de
viabilidade ¢ apresentado por coloracdo vermelha na semente apds corte e imersao das
sementes em uma solu¢ao de cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazolio. O teste de tetrazolio demarca
com a coloracdo zonas em que a atividade das desidrogenases envolvidas no processo de
respiragdo nos tecidos vivos esta presente (Soares et al., 2014; Hartmann. et al., 2011). Durante
a respiragdo ocorre a liberagdo de i0es de hidrogénio, com os quais o cloreto de 2,3,5

trifeniltetrazolio reage. Assim, a coloracdo da semente significa atividade respiratoria e a
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inerente viabilidade (Neto et al., 1998). Este teste ¢ de facil execu¢do, no entanto exige
conhecimento das estruturas embrionarias das sementes.

No medronheiro o autor Smiris et al. (2006) obteve viabilidade de 88% e Narbona et al.
(2003) o resultado foi de cerca de 62% com o teste de tetrazolio.

Em Portugal de acordo com o Decreto-Lei n® 205/2003, de 12 de setembro, alterado pelo
Decreto-lein® 13/2019, de 21 de janeiro a comercializagdo de materiais florestais de reprodugao
(MFR) como as sementes sdo obrigatorias a certificagdo para 48 espécies. O MFR ¢
categorizado em 4 categorias (ICNF; 2022) presente no Catdlogo Nacional de Materiais de
Base (CNMB):

- Material de fonte identificada: ¢ conhecido o bosque ou povoamento onde foi colhido o
material numa Unica regido de proveniéncia com caracteristicas fenotipicas ou genéticas
semelhantes;

- Material selecionado: material de povoamento numa uUnica regido de proveniéncia
selecionado fenotipicamente ao nivel da populagao;

- Material qualificado: material de povoamentos, pomares de sementes, progenitores
familiares, clones em que houve uma selecao fenotipica, mas ainda sem resultados inerentes a
instalag¢ao de ensaios em campo de descendéncia ou clonais;

- Material testado: material de povoamentos, pomares de sementes, progenitores familiares,
clones que foi testado e com resultados em ensaios de campo.

A origem do material vegetal de reproducdo, ainda que nao seja obrigatdrio para algumas
espécies, ¢ importante essa informacdo de modo a ser usado material vegetal de uma regido
com as mesmas carateristicas edafoclimaticas, garantindo um melhor desempenho e

sobrevivéncia das plantas.

3.2.2.1. Pomar produtor de semente de medronheiro

Um pomar produtor de sementes € um pomar de arvores clonais de individuos selecionados
pelas carateristicas superiores desejadas para uma determinada espécie e objetivos. O pomar
produtor de sementes precisa ser isolado de outros povoamentos da mesma espécie, de modo a
evitar a contaminagdo por polen de individuos ndo selecionados (Dorman, 1976, citado por
Mori et al,1988). Os pomares produtores de sementes sdo importantes fornecedores de material
de reproducao para a producdo de plantas em quantidade e qualidade. Por consequéncia da
selegdo previa dos individuos do pomar, a semente podera ser catalogada com a informagao da

melhor condi¢do edafoclimética (regido de proveniéncia) para o desenvolvimento de

13



determinado lote de sementes. Os pomares produtores de semente sdo cada vez mais
importantes para o melhoramento genético das espécies florestais. Em Portugal Continental as
espécies florestais com pomares produtores de semente, material de reproducdo (semente)
classificado como qualificado sdo apenas para o eucalipto e o pinheiro bravo.

Um pomar produtor de semente de medronheiro foi instalado em 2015 na Escola Agraria de
Coimbra constituido atualmente por 50 individuos (genotipos). Os individuos do pomar foram
selecionados em campo pela producdo do fruto (peso de frutos por planta) e pela qualidade do
fruto testada em laboratério (teor de sélidos soluveis; teor de agtcares; teor de esclerénquima
no fruto; calibre e dureza do fruto). Na categoria de material de reproducdo florestal, pelo
ICNF, o pomar produtor de semente de medronheiro foi classificado como material
qualificado, registado no Registo Nacional de Materiais de Base (RNMB) com o codigo de
inscricdo ARBUQOO1. Atualmente estd em curso a instalacido de ensaios em campo de

descendéncia e clonais do pomar produtor de sementes de medronheiro.

3.2.3. Germinacao e dorméncia de sementes

A semente, resultado da reprodugdo sexual de algumas plantas, no final do seu
desenvolvimento atinge a maturidade fisioldgica e entra num “repouso” com reducdo das
atividades metabolicas e diminui¢do da 4dgua nos tecidos. Esse “repouso” é denominado de
quiescéncia (M. J. Considine & J. A. Considine, 2016), as sementes ndo encontram condigoes
exteriores favoraveis a sua germinagdo e entram num periodo de pausa. O estado de quiescéncia
¢ observado ao nivel celular, tecidos, 6rgaos e organismos em que a atividade metabdlica ¢é
reduzida ao minimo possivel necessario a sobrevivéncia até existirem condi¢des favoraveis
(O’Farrell, 2011).

A germinagdo corresponde a um conjunto de processos onde o embrido desenvolve-se até
dar origem a uma plantula. O primeiro sinal visual de germina¢do de uma semente ¢ a rutura
da radicula (raiz embrionaria) para fora do tegumento. O processo de germinagdo acontece em
trés fases principais, a (I) absorcao de agua, (II) redu¢do da absor¢do de agua e atividade
metabolica ativa e por fim (III) o surgir da radicula. Apds surgir a radicula inicia-se o
desenvolvimento da parte radicular e area da plantula (Hartman et al., 2002). Fatores com a
agua, luz, temperatura e gases (oxigénio) condicionam a germinagdo. A idade da semente,
reservas, vigor da planta mae e condi¢des de conservacao serdo outros fatores a condicionar na
germinacdo das sementes. Em geral sementes ndo germinam dentro dos frutos devido a

dificuldade em realizar trocas gasosas ou devido a presenca de substancias inibidoras da
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germinacdo (Hartman et al., 2002; Barh et al., 2008). Varios estudos demostram a importancia
de hormonas dentro da semente de diferentes espécies, responsaveis por regular € promover a
germinagdo, além de quebrar a dorméncia com as giberelinas, citocinas entre outras (Hartman,
1997; Dayking et al., 1997: Picolotto et al., 2007).

A dorméncia nas sementes ¢ dificil de definir, caraterizar ou avaliar por existirem diversos
fatores que poderao impor ou influenciar internamente, externamente ou ambos a germinagao
das sementes. De forma simples, uma semente vidvel apresenta dorméncia quando, em
condi¢des favoraveis de germinacdo, as sementes ndo germinam (Hilhorst, 1995; Hartman,
1997), termo contrario ao estado de quiescéncia. A dorméncia nas sementes pode ser uma
adaptacdo da propria semente para controlar o tempo e condi¢gdes em que germina ou uma
adaptacao adicional para evitar germinar em condi¢des desfavoraveis ou de stresse ambiental.

Existem dois tipos de dorméncia. A dorméncia primaria ¢ o tipo de dorméncia que afeta a
semente na altura da sua maturagdo quando ainda esta na planta-mae e ¢ uma carateristica
especifica das sementes de algumas espécies. Normalmente esta dorméncia permanece apds
dispersdo. Existem causas exdgenas que estdo relacionadas com a impermeabilidade do
tegumento ou revestimento relacionado com a propria fisiologia da semente. Causas endogenas
estdo associadas a fatores fisiologicos ou morfoldgicos relacionadas como o desenvolvimento
do embrido (embrido imaturo). Por Baskin C. C. & Baskin, J. M. (2001) a dorméncia pode ser
dividida em cinco tipos, de acordo com os mecanismos de dorméncia, sdo a dorméncia fisica,
dorméncia fisioldgica, dorméncia morfoldgica, dorméncia morfofisioldégica e dorméncia
combinada (fisica + fisiologica). A dorméncia secundaria ¢ induzida quando as condigdes
ambientais sdo desfavoraveis ou situacdes de stresse relacionadas com a 4agua, luz e
temperatura (Lopes, 2012; Hartman, 1997). Perceber os mecanismos de dorméncia ou tipo de
dorméncia sdo essenciais para aplicar o melhor método de quebra da dorméncia com objetivo
de aumentar a taxa e uniformidade da germinagao.

Os métodos para ultrapassar a dorméncia sdo tratamentos pré-germinativos como
escarificagdo mecanica, escarificagdo quimica com &cido, estratificagdo a frio ou a quente,
escalddo ou imersdao em solu¢do de nitrato de potassio, etileno ou acido giberélico. Se a
dorméncia for relacionada com a dureza do tegumento podera aplicar-se escarificagdo
mecanica, escarificagdo quimica com 4acido sulfurico, imersdo em 4gua quente ou fria com
variagOes nas temperaturas e tempo de contato/imersao (Gomes, 2020). Nas espécies Acacia
dealbata Link. e Acacia longifolia (Andrews) Willd. no trabalho de Marques (2014) foi
aplicado um escalddo em agua quente como método de quebra de dorméncia, um método

adequado uma vez que sdo espécies conhecidas como pirdfilas, com dorméncia associada a
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dureza do tegumento. Por outro lado, se a dorméncia for do embrido devera aplicar-se como
tratamento pré-germinativo a estratificagdo a frio, a quente ou a combinacao de ambas. As
combinagdes de diferentes tratamentos pré-germinativos poderdo ser necessarias para algumas
espécies com o objetivo de obter maior taxa e uniformidade na germinagao.

No género Arbutus ¢ conhecida dorméncia endégena da semente devido ao embrido
considerada dorméncia primaria (Tilki, 2004; Smiris et al., 2006). Diversos trabalho tem sido
desenvolvidos para a quebra da dorméncia principalmente recorrendo a tratamentos de
estratificacdo a frio e adi¢do de acido giberélico em diferentes concentragoes (Karam e Al-
Salem, 2001; Tilki et al., 2004; Smiris et al., 2006; Demirsoy et al., 2010, Ertekin e Kirdar,
2010; Martins, 2012; Pinis et al., 2017). Resultados demostram que estratificacao a frio por 30
e superior a 60 dias s3o os tempos de estratificagdo com melhores resultados para a germinagao
(Tilki, 2004; Ertekin e Kirdar, 2010; Pipinis et al., 2017; Vilhena, 2019). A adi¢do de acido
giberélico nas concentragdes de 500 mg/L (Tilki, 2004) e 2000 mg/L (Pipinis et al., 2017)
apresentam os melhores resultados. A combinacdo de estratificagdo a frio e adicdo de acido
giberélico testado por Pipinis et al., (2017) com 30 dias de estratificagdo e as concentragdes de
GA3 de 2000 mg/L, 1000 mg/L e 500 mg/L proporcionou germinagdes entre 82 % e 98%. O
acido giberélico ¢ uma hormona vegetal descoberto em meados dos anos 1930 que atua como
um regulador natural do crescimento das plantas para o alongamento do caule, germinagdo de
sementes (simulando as condig¢des de frio), aumento do tamanho dos frutos e efeitos na resposta
ao stresse (Palmer, 1974; Taiz et al., 2007; Camara et al., 2018; Shah et al., 2023).

A temperatura, a semelhanga de outras espécies mediterranicas, influéncia a germinagao do
medronheiro. Ricardo et al. (1987) obteve boas taxas de germinacdo para sementes de
medronheiro a temperaturas entre os 15 °C e os 20°C. Hammami et al., (2005) refere que a
temperatura ideal para a germinagdo ¢ 20°C, e Simiris et al., (2006) refere também que acima
desse valor ndo existe germinagao.

No “Manual Boas Praticas para Culturas Emergentes. A cultura do medronho” elaborada pela
Associacao de Jovens Produtores (AJAP) a percentagem germinagdo para o medronheiro varia
entre 60% e 90% (AJAP, 2017), ja para o CENASEF (2022) ¢ considerada uma taxa de

germinagao entre 50% e 60%.
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3.3. Propagacio vegetativa - Micropropagacao

A micropropaga¢ao permite obter plantas geneticamente iguais, clones, assegurando uma ou
varias carateristicas desejadas. A micropropaga¢do envolve diversos processos € técnicas de
selecdo, desinfegao, estabelecimento, preparacao e propagacao em ambiente livre de doengas,
fungos e bactérias num suporte fisico de meio de cultura (liquido ou sélido) com nutrientes,
acUcares, vitaminas e hormonas essenciais ao desenvolvimento vegetativo e sujeitas a
condi¢cdes de temperatura e luz controlada (Canhoto, 2010; Trigiano e Gray, 2004). A
micropropagacado permite produzir clones de células somaticas ou de um pedago de tecido
vegetal, como rebentos e apices (micropropagacao por gomos axilares). Em plantas lenhosas
os métodos de micropropaga¢ao usualmente utilizados sdo varios, alguns do mais utilizados
sdo a proliferacdo de rebentos obtidos de apices ou segmentos nodais (Gomes & Canhoto,
2009). A figura 5 mostra o método de micropropagacao por multiplicagdo de gomes axilares,

apresentando as fases de estabelecimento, multiplicagdo, enraizamento e aclimatizagao.

Fase | - Estabelecimento Fase 2 - Multiplicacao
\/ B K;
Y —
Z by
I I ]
\ ex yifro

W / B

Fase 3 / 4 - Enraizamento

' Aclimatizacio

Crescimento em

I
ambiente natural $ in vifro
Y

Figura S - Esquematizagdo das fases da micropropagacio desde o estabelecimento (Fase 1) a
aclimatizacio (fase 4), retirado de (Beltrame, 2013).

Fonte: https://estudogeral.sib.uc.pt/bitstream/10316/26024/2/Tese%20de%20MBBV%20-%20Micropropaga%c3%a7%c3%a3o-
%20Helen.pdf
As vantagens da micropropagac¢ao sdo varias desde a selecdo e propagacao de caracteristicas

desejadas como a resisténcia a uma doenca ou a carateristica de dominancia apical, produgao

livre de doencas e antecipagao da producao de fruto (Aljane et al., 2018) em relacdo a plantulas
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obtidas de semente. Esta técnica tem desvantagem relacionada com os custos € a especializagao
de mao de obra.

Na fase de estabelecimento, apresentado na figura acima, existem diferentes técnicas para
conseguir o material vegetal necessario, uma das opgdes ¢ realizar o corte em campo de ramos
lenhoso adultos/jovens, desinfetar e colocar em adgua de modo a criar condigdes/promover o
abrolhamento de gomos. Esses gomos poderao ser utilizados para estabelecer rebentos e apices.
Outra técnica, menos usual, mas utilizada quando existe proximidade a arvore de colheita e
condi¢des climaticas adequadas (primavera), ¢ a colheita de rebentos diretamente da arvore,
desinfecdo e estabelecimento dos rebentos ou de ramos mais jovens com gomos dormentes
diretamente no meio de cultura para posterior abrolhamento.

A fase de multiplicagdo ocorre no laboratério (in vitro) em zona com temperatura ¢ luz
controlada em que os rebentos sdo multiplicados em meio de cultura (liquido ou so6lido)
composto essencialmente por com nutrientes, aglcares, vitaminas e hormonas vegetais em
quantidades adequadas as espécies.

A fase de enraizamento e aclimatizagdo, sdo fases que poderao ser realizadas em simultaneo,
no entanto podera se estimular a produgao radicular ainda numa fase in vitro. A escolha do tipo
de enraizamento ¢ sempre aplicada de acordo com os resultados mais satisfatorios para uma
espécie ou familia. A aclimatizagdo ¢ uma fase crucial de passagem e adaptacdo das plantulas

em condicdes in vitro para condicdes ex vitro, fora do laboratorio.

3.3.1. Enraizamento ex vitro e aclimatizacao

O enraizamento na micropropagacdo podera ser feito em condi¢des in vitro ou ex vitro
(Canhoto, 2010). Em condi¢des in vitro, o enraizamento ¢ estimulado ainda no meio de cultura
(liquido ou so6lido) de multiplicagdo. Por vezes as raizes formadas no enraizamento in vitro
podem ter alguma dificuldade de eficiéncia e sobrevivéncia na fase de aclimatizagdo referido
por diferentes autores para diferentes espécies (McClelland et al., 1990; Augusto, 2006). Raizes
formadas in vitro devem ser lavadas para limpar o meio (normalmente com agucares) e evitar
contaminagdes principalmente por fungos. Para promover o enraizamento tanto em in vitro
como ex vitro utilizam-se auxinas (Gongalves, 1998; Canhoto, 2010; Beltrame, 2013).

A aclimatizagdo € na micropropagagao o processo intermédio da produgdo em laboratorio e
a passagem das plantulas para condi¢des de viveiro. E a fase entre a producio in vitro e a sua

transferéncia para condi¢des ex vitro de plantas micropropagadas. Este processo de passagem
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de condi¢des controladas em laboratorio para condi¢des externas ¢ muito stressante para as
plantulas por isso exige cuidados e tempo. Nesta fase ocorrem por vezes perdas elevadas que
causam prejuizos econémicos. Em condigdes in vitro as plantulas apresentam carateristicas
fisiologicas e morfoldgicas alteradas ou atrofiadas como a auséncia de estomas funcionais,
presenca de uma cuticula fina (que ndo impede a dessecagao) nas folhas e pouca eficiéncia
fotossintética (Pospisilova et al., 1999; Sutter, 1984). Assim, as plantulas tém de ser expostas
a luz, humidade e temperatura igual as condi¢des exteriores de forma gradual de modo a
permitir a sua adaptagdo, promover o seu desenvolvimento e reduzir a mortalidade (Bolar et
al., 1998). Para o castanheiro, Gongalves (1991) refere que ¢ importante tratamento com
fungicida antes de colocar as plantulas em condi¢des de aclimatizagdo e deve haver rega por
nebulizacdo para garantir humidade relativa alta semelhante ha que existe em condigdes in
vitro.

Para o medronheiro o enraizamento ex vifro em simultaneo com a aclimatizagdo ¢é a
alternativa mais facil e barata de aplicar com resultados semelhantes e positivos em relagdo ao
enraizamento in vitro (Martins, 2015; Canhoto, 2010; Figueiredo et al., 2013; Gomes &
Canhoto, 2019). O enraizamento ex vitro ¢ diferente do in vitro por permitir obter raizes

funcionais que se desenvolvem e proliferem num substrato semelhante ao solo em campo.

4. Associacoes simbioticas- Micorrizas

As micorrizas sdo associagdes simbioticas entre as raizes das plantas e os fungos de algumas
espécies com beneficios no crescimento e desenvolvimento para ambos. Nesta associagdo os
fungos ajudam na absorcao de dgua e nutrientes como o fosforo e as plantas em troca fornecem
fotoassimilados (como hidratos de carbono).

Existem diferentes tipos de micorrizas, caraterizadas pela associagdo que estabelecem,
morfologia, caracteristicas do fungo e da planta. As ectomicorrizas sdo o tipo de fungos
micorrizicos mais comuns a estabelecer relagdo com as raizes de arvores florestais (Richard et
al., 2005), como o castanheiro, sobreiro e pinheiros. As ectomicorrizas caraterizam-se pela
presenca de micélio junto as raizes muitas vezes possivel de observar a olho nu no torrdo das
plantas em viveiro. O fungo desenvolve-se junto a raiz formando um manto e as hifas penetram
entre os espacos intercelulares (Machado et al., 2011). Este tipo de micorrizas, as
ectomicorrizas sao importantes em solos pobres ao nivel da disponibilidade de 4gua e nutrientes

para a planta. Assim, pelo manto e micélio exterior no solo que formam sdo capazes de oferecer

19



maior area de absor¢ao de agua e facilitar a absor¢do de certos nutrientes no solo garantindo a
sobrevivéncia e melhor crescimento da planta (Smith & Read, 1997).

As espécies mais conhecidas de fungos que formam ectomicorrizas sdo o Pisolithus
tinctorius, Lactarius deleciosus e Boletus sp. Sdo essencialmente conhecidos o Lactarius
deleciosus e Boletus sp. pelas suas frutificagdes (carpoforos) com valor gastronomico e
economico. Assim, as micorrizas além de oferecerem beneficios as plantas representam
também um acréscimo de valor econdémico para os produtores.

No medronheiro diversos trabalhos tém sido desenvolvidos no ambito do estabelecimento de
micorrizas com as raizes do medronheiro com importantes beneficios de sobrevivéncia e
desenvolvimento para as plantas, nomeadamente com o Lactarius deleciosus € Tuber borchii

(Gomes et al., 2016; Gomes et al., 2021).
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5. Objetivos

O ensaio de germinagdo teve como objetivo avaliar a germinagdo de sementes de
medronheiro armazenadas de frutos colhidos desde os anos 2018 a 2023 sujeitas a diferentes
tratamentos pré-germinativos. Os tratamentos pré-germinativos consistiram na estratificagao
humida a frio (4°C) durante diferentes periodos de tempo, comparativamente com o controlo
(sem aplicagdo de estratificagdo humida a frio) e, ainda, a adicao de diferentes concentragdes
de acido giberélico (GA3) vs sem vs juntamente com estratificagdo humida a frio (4°C) durante
30 dias. Foram ainda testadas trés condigdes de sementeira diferentes para avaliagdo da
capacidade germinativa e, em particular para aplicacao em viveiro.

Com este ensaio pretende-se avaliar o melhor tratamento pré-germinativo, para quebrar a
dorméncia da semente de medronheiro para comercializagdo de sementes armazenada desde
2018, proveniente do pomar produtor de semente, instalado na ESAC e ainda, com possiveis
sugestdes para aumentar a taxa e uniformidade da germinacdo do medronheiro com perspetiva
de praticidade (aplicagdo em viveiro).

O ensaio do enraizamento ex vitro em simultdneo com a aclimatizagdo teve como objetivo
melhorar o enraizamento e a aclimatizacdo de plantulas de medronheiro obtidas por
micropropagacao com a perspetiva de aplicagdo em larga escala, a reducdo do periodo de tempo
e obtencao de maiores taxas de sobrevivéncia e enraizamento. Para este objetivo testaram-se
diferentes substratos com e sem aplicacdo de um estimulante radicular. Em dois tipos de
substratos foi testada a adi¢cdo de ectomicorrizas (pastilha comercial). No substrato com menor
teor de nutrientes e pH mais baixo (4cido), foi testado a adi¢do de corretivo (calcério), fosforo

e adubo de libertagdo controlada, em concentragdes diferentes.
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6. Material e Métodos

O presente relatorio apresenta dois ensaios com objetivos de avaliagdo distintos, ambos
relevantes para o programa de melhoramento do medronheiro. Nos ensaios realizados o
objetivo geral em ambos coincide com o melhoramento de processos envolvidos na produgao
de plantas de origem seminal (provenientes do pomar produtor de sementes) ou de propagacao
vegetativa, micropropaga¢do de clones selecionados, para a instalagdo de ensaios de
progénie/descendéncia e ensaios clonais respetivamente, para avaliagdo dos progenitores e

clones da sua interacdo com o meio ambiente.

I- Ensaio de tratamentos pré-germinativos
6.1. Material seminal

O material de origem seminal utilizado no ensaio foram sementes de duas familias e um
acesso, as familias AL3 e AL6 e o acesso PEN. No acesso PEN foram testadas sementes de
dois acessos diferentes o PEN 22 e PEN 17. Estes acessos foram anteriormente avaliados no
programa de conservag¢do e melhoramento do medronheiro (Francisco, 2021). O acesso PEN
17 foi integrado no programa de conservacao na reserva ex situ na Lousa e, ambos incluidos
em 2020 no banco clonal da Escola Superior Agraria de Coimbra para programa de
melhoramento, em fungdo das carateristicas do fruto (teor de solidos soluveis; teor de aglicares;
teor de esclerénquima; calibre e dureza do fruto). Das familias AL3 e AL6 as sementes testadas
no ensaio sao sementes de frutos colhidas dos anos 2019 a 2023 no pomar produtor de sementes
(instalado em 2015 na ESAC). As arvores das familias AL3 e AL6 presentes no pomar produtor
de sementes sdo clones de arvores selecionadas em campo localizadas em Oleiros, concelho de
Castelo Branco. Do acesso PEN foram testadas sementes extraidas de frutos colhidos no campo
em 2018 em arvores selecionadas localizadas em Penamacor, distrito de Castelo Branco.

No ensaio as sementes testadas foram das familias AL3 e AL6 do ano 2019 a 2023 e do
acesso PEN do ano 2018 correspondendo a um total de 11 modalidades (*) (2 familias x 5 anos
+ 1 acesso x 1 ano) nas condi¢gdes de sementeira 1 e 2 ou na condi¢do de sementeira 3 com
individualizagdo do acesso PEN em PEN 22 e PEN 17, corresponde a um total de 12
modalidades (**) (2 familias x 5 anos + 2 acessos x 1 ano) como mostra de forma resumida e

esquematizada a tabela 1.
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Tabela 1 - Caraterizacio das familias/acesso dos lotes de sementes testados, relativos a colheita de fruto e
posterior processamento desde 2018 a 2023. Condicao 1- Caixas; Condicao 2- Alfobre e Condi¢ao 3-
Sementeira direta.

Familia/Acesso|] Ano |Condi¢ao
AL3

LG 2023

AL3

LG 2022

ALS 2021 1,2e3
AL6

AL3

ALG 2020

AL3

Ae____ |0
PEN22/17 __ | 2018 | 1e2~*
PEN22 2018 .
PEN17

A quantidade de semente das familias ou acesso ndo ¢ igual de 2018 a 2023, uma vez que em
2018 a quantidade de fruto colhido seja em campo ou no pomar foi escassa. Desde 2019 as
sementes armazenadas e conservadas sdo provenientes das arvores do pomar produtor de
semente instalado na ESAC.

As sementes testadas no ensaio estavam armazenadas em frascos de pléstico ou vidro no

frigorifico (figura 6) a temperatura de cerca de 4°C.

—

Figura 6 - Conservacao de sementes desde 2018 a 2021, armazenadas em contentores de vidro ou plastico
hermeticamente fechados com pelicula aderente conservados a frio (4°C).

As sementes testadas no ensaio foram sementes sujeitas a todo o processo de extracao,
limpeza e secagem da semente no minimo hé mais de 3 meses € no maximo 5 anos para as

sementes de 2018.
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6.2. Metodologia para caraterizacio dos lotes de semente

Para a caraterizagdo dos lotes de semente procedeu-se a semelhanga do inumerado em
Sementes de Arvores e Arbustos Florestais, Catélogo de sementes 2024/2025, na Analise
Laboratorial (CENASEF, 2024) realizada aos lotes de sementes pelo ICNF, CENASEF foram
avaliados o n° de sementes/kg, n° de semente/litro, peso de 1000 sementes, humidade (%),
viabilidade (%) e grau pureza (%).

A viabilidade das sementes foi testada através do teste de tetrazolio. As sementes foram
cortadas ao meio, mergulhadas numa solucdo de cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazélio preparada
a 0,25% e deixadas dois dias numa estufa a cerca de 25°C. Posteriormente foram contadas as
sementes coradas.

Para o célculo do grau de pureza como amostra foi utilizado a medida de uma colher (figura
7 a). Primeiro pesou-se a amostra, posteriormente separou-se a semente do lixo e por ultimo

procedeu-se a avaliagdo apenas do peso das sementes na amostra (figura 7 b).

T

Figura 7 - Separacio da semente do que nio é semente.

No nosso caso, processamento manual do fruto (sem limpeza da semente por densidade), as
impurezas sao constituidas principalmente por partes duras da casca e o esclerénquima. O grau
de pureza permite estimar a propor¢do de sementes no lote e consequentemente a quantidade
necessaria para a producao de um determinado numero de plantas também em fungao da sua
viabilidade.

Para determinar o peso de 1000 sementes, foi estimado por repeti¢ao de amostras individuais

de 10 a 20 sementes.
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6.3. Caraterizacio dos tratamentos pré-germinativos e condi¢cdes de
germinacao

No total foram estabelecidos 10 tratamentos pré-germinativos em trés condi¢des diferentes
de sementeira utilizando lotes de sementes de medronheiro dos anos de 2018 a 2023 de duas
familias (2019 a 2023) e acesso (2018). Para a quebra de dorméncia da semente de medronheiro
varios autores testaram diversos tratamentos pré-germinativos com diferentes periodos de
estratificagao humida a frio (4° C) e uso de acido giberélico (GA3) em diferentes concentracdes
(Martins, 2012; Karam e Al-Salem 2001; Tilki, 2004; Smiris et al., 2006; Demirsoy et al., 2010;
Ertekin e Kirdar, 2010 e Vilhena, 2019). Os tratamentos pré-germinativos testados no ensaio
consistiram em diferentes periodos de estratificagdo humida a frio, adi¢do de acido giberélico
em diferentes concentracoes e a combinacdo de ambos. Na tabela 2 sdo identificados os

tratamentos pré-germinativos testados no ensaio e sua descricao.

Tabela 2 - Caraterizaciao dos tratamentos pré-germinativos testados, n° de semanas de estratificacio a
frio e descri¢cdo do tratamento (n° de dias de estratificacio/ com e sem aplicaciio prévia de GAs)

N° de .
Tratamento Descriciao
semanas
C 0 Controlo, sem qualquer pré-tratamento;
1 1 1 semana de estratificacdo a 4 °C e selado com pelicula aderente (recomendado - Altriflorestal);
2 2 15 dias de estratificagdo a 4 °C e selado com pelicula aderente;
3 4 30 dias de estratificacdo a 4 °C e selado com pelicula aderente;
4 6 45 dias de estratificagdo a 4 °C e selado com pelicula aderente;
5 8 60 dias de estratificacdo a 4 °C e selado com pelicula aderente (recomendado - ICNF);
6 4 30 dias de estratificagdo a 4 °C e selado com pelicula aderente + 500 mg/L de GA3 durante 24 horas;
7 4 30 diasde estratificacdo a 4 °C e selado com pelicula aderente + 1000 mg/L de GA3 durante 24 horas;
8 4 30 dias de estratificacdo a 4 °C e selado com pelicula aderente + 2000 mg/L. de GA3 durante 24 horas;
9 0 0 dias de estratificagdo + 2000 mg/L de GA3 durante 24 horas.

No tratamento C, considerado o controlo, as sementes foram semeadas sem aplicacdo de
nenhum tratamento pré-germinativo. Este € o tratamento realizado na ESAC para obteng¢ao de
plantas de medronheiro de origem seminal, com recurso a sementes do ano (em geral) ou de
anos recentes (e conservadas a frio). As sementes sao semeadas no substrato e colocadas em
condigdes ideias de germinagdo sem qualquer tratamento pré-germinativo.

Do tratamento 1 a 5, o tratamento pré-germinativo testado consistiu na estratificagdo humida
a frio de 1 semana, 15, 30, 45 e 60 dias respetivamente. Uma semana de estratificagao humida
a frio ¢ o tempo recomendado pelo Laboratério de Micropropagacao- Protocolo de sementeira
de medronheiro pela Altriflorestal (Altriflorestal, 2024). O periodo de 60 dias, cerca de 8
semanas, 2 meses ¢ o tempo de estratificagdo recomendado em ‘“Regras basicas para o

manuseamento de sementes florestais. Guia técnico” do autor Divisdo de Apoio a Produgdo

Florestal e Valorizacdo de Recursos Silvestres (CENASEF) pelo ICNF (CENASEF, 2014) e
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no Catéalogo de sementes de 2022 (ICNF, 2022). No ensaio o tempo minimo de estratificagdo
humida a frio testado foi de 1 semana e o maximo foi de 60 dias, cerca de dois meses.

Dos tratamentos 6 a 8, o tratamento pré-germinativo testado foi a combinacdo da
estratificacdo huimida a frio e adi¢do de acido giberélico. As sementes para estes tratamentos
foram previamente mergulhadas numa solugdo de acido giberélico em concentragdes de 500
mg/L, 1000 mg/L e 2000 mg/L respetivamente durante 24 horas antes de se realizar a
sementeira. Posteriormente aplicou-se a estratificagdo a frio por 30 dias (tratamentos 6 a 8). O
tratamento 9, Gltimo tratamento do ensaio, ¢ semelhante ao tratamento 8 (estratificacdo humida
a frio de 30 dias e 4cido giberélico na concentragao de 2000 mg/L) na concentragdo de GAj3
utilizada, mas sem aplicagao de uma estratificagao humida a frio, as sementes, apos tratamento
com GAj3, foram colocadas em condigdes ideais de germinagdo. Em Pinis et al. (2017) a
utilizagdo do acido giberélico mostra resultados interessantes com valores superiores a 80% de
germinag¢do nas concentragoes de 2000 mg/L sem estratificagdo e nas concentragdes 500 mg/L,
1000 mg/L e 2000 mg/L com 30 dias de estratificagdo. Perante estes resultados e do
conhecimento da agdo positiva do acido giberélico na germinagao (simulagdo do frio), foram
testadas no presente ensaio estas concentracdes e periodos de estratificacdo. O conjunto destes
tratamentos pré-germinativos foram aplicados para as sementes de 2 familias e 1 acesso dos
anos de colheita 2018 a 2023 (em trés condi¢des de germinacdo- Tabela 1).

As trés diferentes condi¢des de sementeira testadas no ensaio foram condicao 1, caixas de
germinacgdo, condigdo 2, sementeira em alfobre e a condicdo 3, a sementeira direta em
contentores. Na condi¢do 1 o objetivo seria simular a germinacao nas condi¢des semelhante ao
que se faria numa placa de Petri em laboratorio, corresponde ao método utilizado pelas
empresas de celulose para a semente de eucalipto e hibridos. A condi¢do 2 e 3 seriam as
condi¢des de germinagdo mais faceis e praticas para testar fora de um laboratorio, no caso de
um produtor em viveiro.

Na condig¢do 1, designada de caixas de germinacdo, foi utilizada uma caixa de plastico sem
tampa onde se utilizou como substrato uma mistura de perlite e vermiculite na mesma
propor¢ao (50:50, v:v) humedecida com agua (figura 8, a) a preencher parcialmente a caixa

(figura 8, b) com o objetivo de manter a humidade, favoravel a germinagao.
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Figura 8 - Preparacio da mistura perlite:vermiculite (50:50; v/v).

Por cima da mistura de perlite ¢ vermiculite foi colocado um papel em “harmoénica” (figura
9) seguro por clips. A sementeira nesta condigdo foi realizada diretamente nas separagdes
criadas pelo papel. Essas separa¢des permitiram individualizar as sementes por familia/acesso
e ano. Posteriormente as sementes foram cobertas com vermiculite. A vermiculite colocada
como cobertura das sementes teve como objetivo manter a humidade, durante o periodo de

estratificacdo e posterior germinagao.

Figura 9 - Condicéo 1, caixas, pormenor do papel em "harménica" para individualizacio da sementeira.

As caixas foram colocadas aos pares em tabuleiros de plastico e as identificacdes colocadas

individualmente dentro das caixas de lado (figura 10).

Figura 10 - Exemplo de duas caixas preparadas ja com as sementes em tabuleiro de plastico.
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A condigao 2, sementeira em alfobre (figura 11) o suporte fisico utilizado foi um garrafao de
plastico de 5 litros lavado e desinfetado. Os garrafoes em posi¢do horizontal foram perfurados
em baixo e no lado contrario cortados de forma a ficar com uma “tampa”. Os furos na parte de
baixo dos garrafoes sdo importantes na fase de germinacao para permitir o escoamento do
excesso de dgua. A “tampa” serviu na fase de estratificagdo juntamente com a pelicula aderente
para manter e reduzir perda de humidade. O substrato utilizado foi igual ao da condigdo 1,
perlite e vermiculite (50:50, v:v). A separagdo entre sementes no garrafao foi estabelecida por
etiquetas com a identificagdo da familia/acesso por ano. No final da sementeira, as sementes

foram cobertas com vermiculite com o objetivo de manter a humidade.

I

-

Figura 11 - Exemplo de garrafio preparado, condicio 2 (sementeira em alfobre).

As etiquetas com a identificacdo do tratamento foram colocadas na alga de plastico junto a
tampa de cada garrafdo.

A condigdo 3 consistiu na sementeira direta (figura 12) em contentores de sementeira com
alvéolos individuais de 35 ml de volume. Cada contentor tinha no total 160 alvéolos, 10 colunas
de 16 alvéolos. O substrato utilizado foi um substrato comercial, o BioBizz Light-Mix (Anexo
I). Em cada alvéolo foi colocado uma semente e posteriormente coberta com vermiculite. A
vermiculite foi utilizada com o mesmo objetivo das condi¢des anteriores (manutencao da

humidade).
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Figura 12 - Condicao 3, sementeira direta em contentores, preparacio dos tabuleiros de sementeira.

As etiquetas nesta condicdo foram presas ao contentor e cada etiqueta identificava o
tratamento e a 1* familia/acesso por ano semeado para posterior monitorizagdo da germinagao.
Apds a sementeira nas trés condigdes e para todos os tratamentos pulverizou-se com
Pomarsol! (substancia ativa tirame) um fungicida preparado na concentragio de 1,5 g por litro,
com o objetivo proteger as sementes de fungos principalmente nos tratamentos sujeitos a

estratificagdo humida a frio.

1) Ficha técnica do produto: https://cropscience.bayer.pt/internet/images/produtos/prod_file8 66.pdf

29



6.4. Delineamento experimental e trabalhos prévios a sementeira

No presente ensaio foram testados 10 tratamentos pré-germinativos em trés condi¢des de
sementeira diferentes com duas repeti¢des para cada tratamento, familia/acesso e ano. No caso
das condicoes 1 e 2 para cada tratamento pré-germinativo foram utilizados duas
caixas/garrafoes onde cada caixa/garrafao representa uma repetigao (total duas repeticdes). Em
cada caixa/garrafao continha todas as familias/acesso por ano. Na condi¢do 1 ou 2, foram
utilizadas 15 sementes por repeticdo, 15 sementes por caixa/garrafdo de todas as
familias/acesso por ano. No total num tratamento na condicao 1 ou 2 foram utilizadas duas
caixas/garrafoes, 30 sementes por familia/acesso e ano para as duas repetigdes. As

familias/acesso por ano foram distribuidas nas caixas/garrafdes como ¢ mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Distribuiciio das sementes nas condicdes 1 e 2 caixas / garrafio por tratamento pré-

germinativo.
Familia/Acesso | Ano
AL3 2023
AL6 2023
AL3 2022
AL6 2022
AL3 2021
AL6 2021
AL3 2020
AL6 2020
AL3 2019
AL6 2019
PEN22/17 2018

Na condicao 3, diferente das condicdes 1 e 2, o acesso PEN foi individualizado em PEN 17
e PEN 22 resultando em 12 modalidades (2 familias x 5 anos + 2 acesso x 1 ano) como foi
mostrado na tabela 1. Cada contentor tinha 10 colunas com 16 alvéolos e como foram utilizadas
15 sementes por repeti¢do/tratamento pré-germinativo em 12 modalidades (familia/acesso x
ano) dando um total por tratamento de 2 repeti¢des x 12 modalidades (= necessidade de 24
colunas com 15 alvéolos cada), assim, foram utilizados dois contentores completos (10 colunas
X 2) e apenas 4 colunas de um terceiro contentor por tratamento, sem utilizar o tltimo alvéolo
de cada coluna. As sementes por familia/acesso e ano na condi¢do 3 foram distribuidas nos

contentores para o tratamento C, controlo, como sdo mostradas na tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicio da familias e acesso por ano nas repeticdes e para o tratamento C (controlo).

Contentor 1 Contentor 2 Contentor 3
Cl |AL3 2023 C1 |PEN22 2018 C1|AL6 2019
C2 |AL6 2023 C2 |AL6 2019 C2|PEN22 2018
C3 |AL3 2022 Cc3 |AL3 2019 C3|AL6 2023
Cc4 |AL6 2022 c4 |AL6 2020 C4(AL3 2023
Cs |AL3 2021 Cs |AL3 2020
C6 |AL6 2021 C6 |AL6 2021
C7 |PEN17 2018 C7 |AL3 2021
Ccs |AL3 2020 C8 |PEN17 2018
C9 |AL6 2020 C9 |AL6 2022
CI0|AL3 2022 C10|AL3 2022

Para os restantes 9 tratamentos, incluido os tratamentos com GAj3, as sementes por

familia/acesso e ano foram distribuidas nos contentores como € mostrado na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicao da familias e acesso por ano nas repeticdes por tratamento (com exce¢io do

controlo).
Contentor 1 Contentor 2 Contentor 3
C1 |PEN22 2018 C1 |AL3 2023 C1|AL3 2023
C2 |PEN17 2018 C2 |AL6 2023 C2|AL6 2023
C3 |AL3 2019 C3 |AL3 2022 C3|PEN22 2018
C4 |AL6 2019 C4 |AL6 2022 C4|PEN17 2018
Cs5 |AL3 2020 Cs5 |AL3 2021
C6 |AL6 2020 C6 |AL6 2021
C7 |AL3 2021 C7 |AL3 2020
C8 |AL6 2021 C8 |AL6 2020
C9 |AL3 2022 C9 |AL3 2019
C10|AL6 2022 C10|AL6 2019

As duas repeti¢des por tratamento permitiram avaliar estatisticamente o efeito do tratamento
na germinagao de sementes de diferentes familias/acesso e ano. No ensaio instalado, para cada
repeti¢do utilizaram-se 15 sementes por 2 familias x 5 anos (de 2019 a 2023) e dois acessos de
2018 em cada tratamento e em trés condigdes. Por exemplo, no total para a condi¢dao 1 da
familia AL3 de 2020 considerando todos os tratamentos e as duas repeti¢cdes foram necessarias
300 sementes (15 sementes x 2 repeticdes x 10 tratamentos). Essas 300 sementes foram

necessarias para outras duas condi¢gdes de germinacdo. Assim, para uma familia/acesso no ano
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considerando todos os tratamentos e as trés condigdes foram necessarias 900 sementes (300
sementes x 3 condi¢des de germinacao).

De modo a facilitar o trabalho da sementeira foi realizado o trabalho prévio de contagem e
separagdo em 15 sementes (x 2 vezes) ou 30 sementes por familia/acesso e ano por tratamento
e condi¢do de germinagdo. Previamente 24 horas antes da sementeira preparou-se também a
solu¢do de GA3 e imergiram-se as sementes na solu¢do. Posteriormente as sementes contadas
e separadas foram guardadas em “unidades” de papel agrafado ou em frascos de vidro, no caso
dos tratamentos com GA3, por tratamento e condi¢do.

<

No total foram separadas as sementes em ‘“unidades” individuais com 15 (figura 13 a
esquerda) ou 30 sementes (figura 13, a direita) para cada tratamento no caso dos tratamentos

sem aplicacdo do GA3 (total de 6 tratamentos).

Figura 13 - Trabalho prévio de separacio de 15 ou 30 sementes em "unidades" individuais por familia e
ano e tratamento.

No caso em que as sementes foram separadas individualmente em 15 sementes, como mostra
na figura 13 a esquerda) foram no total 12 “unidades” individuais com 15 sementes, isto €, 6
“unidades” com 15 sementes (por repeticao) para os 6 tratamentos (sem GA3), (total de 12
“unidades”). A figura 13 a direita mostra também um exemplo para a condi¢do 3, sementeira
direta, de apenas 6 “unidades” com 30 sementes representando os 6 tratamentos. As “unidades”
de papel individuais com as sementes foram guardadas em frio, numa “unidade” de papel maior
por familia/acesso / ano e por condi¢do de germinagao.

A figura 14 mostra um exemplo da separacdo em “unidades” para o acesso PEN 17 na

condi¢do 3, sementeira direta.
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Figura 14 -Trabalho prévio de separacio de 15 sementes em "unidades" individuais por acesso e
tratamento

No caso dos tratamentos com GAj3 (total foram 4 tratamentos), as sementes foram contadas,
separadas e guardadas em fracos de vidro. A figura 15 mostra a separa¢do das sementes em
frascos de vidro da familia AL3 do ano 2023 para um tratamento com GA3. Os quatros frascos

de vidro correspondem aos 4 tratamentos diferentes com GA3.

Figura 15 - Trabalho prévio de separacio das sementes para os tratamentos com GAs3 (por
familia/acesso/anos).

No total sdo 90 sementes num frasco de vidro em que cada frasco representa um tratamento

com GA3, assim sdo 30 sementes nas 3 condi¢des (30 sementes x 3 condigdes) da um total de
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90 sementes para cada tratamento. As 30 sementes representam as duas repeti¢des, 15 sementes
por repetigao.

A monitoriza¢do do ensaio de germinagdo foi realizada sempre que possivel semanalmente
pela contagem total de germinacdo em cada familia/acesso, ano, tratamento e condi¢do durante
um periodo cerca de 13 semanas de 26 de fevereiro de 2024 até 8 de junho de 2024 com um

total de 14 observacdes.

6.5. Instalacio e local do ensaio
A instalagdo do ensaio foi realizada em quatro dias (com 5 operadores), dias 30 e 31 de
janeiro e 1 e 2 de fevereiro de 2024. O calendario dos tratamentos e condi¢des instalados nos

quatro dias sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6 - Calendarizacio da instalacdo do ensaio em 4 dias e respetivos tratamentos e condi¢coes de
germinacio.

Condigao 1- Tratamentos C, 1 a 5 Tratamentos
Condigdo 3 - Tratamentos C, 1 ¢ 2
31/jan|Condigdes 1, 2 e 3 - Tratamentos 6 a 9
01/fev|Condi¢do 2 - Tratamentos C, 1 a 5
02/fev|Condigdo 3 - Tratamentos 2 a 5

30/jan -
Controlo, sem pré-tratamento

1 semana de estratificagdo

15 dias de estratificagao

30 dias de estratifica¢do

45 dias de estratificagdo

wmlh|lwl =[O

60 dias de estratificacdo

30 dias de estratificagdo +
GA; (500 mg/L)

30 dias de estratificacdo +
GA; (1000 mg/L)

30 dias de estratificagdo +
GA; (2000 mg/L)

0 dias de estratificagdo +
GA; (2000 mg/L)

Os tratamentos sujeitos a estratificacdo humida a frio, foram retirados da camara de frio ao
fim de cumprirem os periodos de estratificacdo de acordo com a tabela 2 no fim do dia entre as
17h e as 19h.

O local do ensaio foi no edificio principal da Escola Agraria de Coimbra no laboratério
VALOREN, na sala G2.12. O local escolhido para o ensaio oferecia luz natural através de
janelas localizadas a direita na sala. A rega das sementes e plantulas foi realizada de forma
manual com recurso a um pulverizador manual pequeno (2,5L) e ainda no caso dos tabuleiros
de sementeira através da colocagao da parte inferior dos tabuleiros em agua para haver absorg¢ao

da agua por capilaridade. O local escolhido teve como objetivo garantir condigdes favoraveis
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a germinagao (evitando as temperaturas baixas no inicio e na parte final do ensaio temperaturas
superiores a 20 °C).

A estratificacdo a frio foi realizada na camara de conservagdo de produtos horticolas
ARNEG, modelo DB- 4 TN localizada na sala do ensaio. Com a camara foi possivel controlar
a temperatura e humidade. A temperatura para a estratificacdo a frio foi cerca de 4°C. A figura
15 mostra as caixas, garrafoes e tabuleiros de sementeira dos tratamentos que foram sujeitos a
estratificacdo acondicionados e devidamente vedados com pelicula aderente na camara apos

instalacdo do ensaio de forma a evitar a perda de agua.

Figura 16 - Caixas de germinacdo, garrafoes para sementeira em alfobre e contentores de sementeira
direta acondicionados na cimara e vedadas com pelicula aderente durante o periodo de estratificacio
humida a frio.

6.5.1. Medicoes de temperatura e humidade

Devido ao local do ensaio depender da temperatura externa associada com as condigdes
climaticas realizou-se entre os dias 26 de fevereiro a 5 de julho de 2024 o registo hora a hora

da temperatura (°C) e humidade (%) através de um termohigrografo digital.
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6.6. Analise estatistica dos resultados

O tratamento estatistico dos dados foi realizado por uma andlise estatistica descritiva
recorrendo aos dados registados em tabelas dindmicas do Excel. Uma andlise estatistica
descritiva organiza, descreve e caracterizacao atraveés de calculos, compara e resume os dados.
As ferramentas em geral de estatistica descritiva sdo tabelas, graficos e as medidas calculadas
para descrever os dados como a percentagem, média e desvio padrao (Martins et al., 2007).
Uma tabela dinamica no Excel ¢ uma ferramenta que permite a analisar e organizar os dados.
Dados brutos sao apresentados (média, desvio padrao e erro padrao) e facilmente representados
em tabelas ou figuras, para facilitar a sua analise e interpretagao.

Foi ainda realizada uma andlise de componentes principais com auxilio do programa
STATISTICA (versao 12.0) com o objetivo de identificar alguma relagdo entre as variaveis
estudadas e avaliar a percentagem de varidncia total explicada pelos fatores. Esta andlise
permite estimar de um modo global a relacdo entre todas as variaveis estudadas, a referir o

tratamento, ano de colheita, condi¢do e taxa de germinagao (Miller e Miller, 2010).

36



I1- Ensaio de enraizamento ex vitro e aclimatizaciao

6.7. Material vegetal

Neste ensaio foram testados dois clones (Tabela 7) estabelecidos in vitro por segmentos
nodais ou apices meristematicos de arvores selecionadas de medronheiro. O material vegetal
testado foi multiplicado regularmente em meio de cultura sélido FS (De Fossard et al., 1974) e
meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Os clones eram mantidos numa cadmara de crescimento

com temperaturas de 20 °C - 25 °C e fotoperiodo de 16/8h.

Tabela 7 -Registo da origem dos clones testados, bem como as respetivas designacoes testadas em
laboratério e em campo, litologia e solos e objetivo geral.

. . . . Objetivo
Origem Clone Litologia Solos )
geral
. . Luvissolos ~
Saboia, Complexo xisto . Producao/
Odemi 1001 < aui associados a Protecs
emira grauvaquico Litossolos (-)Protecao

Gré vermelhos,

conglomerados, Litossolos ~
. . . Protegdo/
Coimbra 8001 margas, calcarios associados a N
. (-)Produgao
geralmente Luvissolos
dolomiticos

A informagao referente a litologia (APA, 1982) e solos (IUSS, 2006) observada em formato
digital shapefile (shp.) das cartas de litologia e solos do Atlas do Ambiente, carateriza para o
clone 1001 um luvissolo associado a litossolo e com material de origem um complexo xisto
grauvaquico. No clone 8001 carateriza-se por um litossolo associado a luvissolo e como
material de origem Grés vermelhos, conglomerados, margas, calcarios geralmente dolomiticos.
A proveniéncia do clone 8001 ¢ interessante pela presenca de calcarios (Ca) e dolomiticos uma
rocha composta por carbonato de calcio (CaCO3) e magnésio (Mg) no material de origem
(Pokorny, 2006). Estes solos apresentam pH mais elevado ou neutro em comparagdo com solos
com xisto, com pH mais baixo, consequentemente solos 4cidos (clone 1001). Os luvissolos sao
solos desenvolvidos e estruturados com um perfil AEB2>CR. O horizonte A, ¢ um horizonte
mineral normalmente mais escuro € com matéria organica, no horizonte E existe eluviagdo de
materiais sendo normalmente mais claro que o anterior, ¢ também por vezes nomeado de
horizonte A>, em B normalmente hd acumulacido de argila, o horizonte C é composto por
desagregados da rocha mae e o horizonte R ¢ composto pela rocha mae que d4 origem ao solo
(Pereiraetal., 2019). Litossolos sdo solos menos profundos, espessura inferior a 10 cm e pouco
estruturados, com perfil A/CR. Estes solos em Portugal continental normalmente sdao de uso

florestal porque apresentam restrigdes para a agricultura vulgarmente associados a areas com
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maior declive e maior risco de erosdo. Assim, o indicado em solos com estas cateteristicas € a
instalagdo de espécies pioneiras, como o pinheiro bravo ou autdctones piorneiras como o
medronheiro. Litossolos em geral estdo incluidos na reserva ecoldgica nacional (REN), solos
com risco elevado de erosdo, associados a declives superiores a 30%.

Luvissolos com material de origem xistos e grauvaques poderao apresentar potencial para a
producao por existir um equilibrio na quantidade de argila, sem risco elevado de compactagao.
No entanto, podera ter como objetivo a producdo com restricdes, devido ao baixo teor de
matéria organica no solo e, em particular, em fun¢do do declive associado ao risco de erosdo.
Litossolos com material de origem de Grés vermelhos, conglomerados, margas, calcarios
geralmente dolomiticos perante a escala da informacao poderdo significar como objetivo geral
do uso para a protegdo uma vez que sdo solos pouco profundo, menos de 10 cm, pouco
estruturados e com risco de erosdo quando associados a declives acentuados. Com associacao
a luvissolos podera haver locais onde a produgao podera ser interessante havendo solos mais

profundos e declives menores.

6.8. Analise aos substratos

Realizou-se aos substratos (de todos os tratamentos) testados no ensaio uma analise quimica
no laboratdrio de solos da ESAC. Também durante e apds o levantamento do ensaio com o0s
substratos diretamente retirados dos garrafoes usados na aclimatizagdo, no dia 10 de maio e 4
de junho respetivamente, avaliou-se a condutividade elétrica. A avaliagdo da condutividade
elétrica foi na proporcao de 1:5 (v:v) em que foi utilizado 10 ml de substrato para 50 ml de
agua e colocados a agitar durante 30 minutos € uma hora na avaliacdo realizada apds

levantamento do ensaio no dia 4 de junho.
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6.9. Caraterizacio dos tratamentos

No total foram estabelecidos 12 tratamentos (Tabela 8) em trés substratos diferentes no
ensaio de enraizamento ex vitro e aclimatizagdo de rebentos de plantulas micropropagadas. Os
substratos sao o BioBizz (S1), a SiroFlorestal (S2) e a mistura de Turfa:Perlite (50:50, v:v)
(S3). Testou-se ainda a aplicacao do Rhizotonic, um estimulante de crescimento vegetativo e
radicular a todos os substratos. Nos substratos S2 ¢ S3, adigdo de ectomicorrizas e adigao
apenas no substrato S3 de adubo de libertagdo controlada, fosforo e calcario em diferentes

combinagdes.

Tabela 8 - Caraterizacio dos tratamentos estabelecidos no ensaio de enraizamento ex vitro e
aclimatizacio descritos por substratos, adi¢do ou nio de Rhizotonic e adicido de outros componentes
(adubo de libertacao controlada, fésforo e calcario).

Identificacao ST (550 Rh?zdlgao_ Adicio de outros componentes
(tratamentos) > otonic (adubo, calcario e fosforo)
(S.0 vs S.1)
S1.0 BioBizz (S1) - -
S1.1 BioBizz (S1) X -
S2.0 SiroFlorestal (S2) - -
S2.1 SiroFlorestal (S2) X -
S3.0 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - -
S3.1 Turfa:Perlite (50:50) (S3) X -
S4 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - Adubo de libertagdo controlada
S5 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - A. Lib. Contr. + Fésforo
S7 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - A. Lib. Contr.+ Fésforo + Calcario
S6 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - Fésforo + Calcario
S8 Turfa:Perlite (50:50) (S3) - Pastilha de ectomicorrizas (Micofora)
S9 SiroFlorestal (S2) - Pastilha de ectomicorrizas (Micofora)

Nos tratamentos S1.0 a S3.1, estes diferem entre si pela adicdo ou ndo de Rhizotonic ao
substrato (tabela 8). A utilizacdo do Rhizotonic (comercializado pela Urbicult) ¢ um
estimulante radicular e vegetativo natural a base de extratos de algas como Ascophyllum
nodosum e com vérias vitaminas como a B1 e B2 (CANNA, s.d) foi testado no ensaio com a
expetativa de promover e melhorar o enraizamento e por consequéncia a sobrevivéncia das
plantulas.

O substrato S1, substrato BioBizz (figura 17) ¢ um substrato comercial aconselhado para a
sementeira, estacaria, flores e plantulas de varios tipos. Podera ser usado no interior ou exterior
em espécies horticolas, relvados ou arvores (Anexo I). O substrato é composto por turfa de
Sphagnum, perlite e adubo com os macronutrientes NPK na propor¢do 14-16-18 com 1,2

kg/m®. O pH ¢ igual a 6,2.
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Figura 17 - Aspeto geral do substrato comercial BioBizz.

Este substrato apresentou bons resultado de sobrevivéncia e crescimento vegetal em outros
trabalhos académicos desenvolvidos no ambito de estagios curriculares na ESAC de producao
em viveiro (Pereira, 2022; Moreira, 2022).

O substrato S2, substrato SiroFlorestal (figura 18) € um substrato comercial para germinagao
e transplantagio de espécies florestais. E composto por casca de pinho compostada, turfa loira
de Sphagnum, argila e adubo mineral de libertacdo controlada de macronutriente e
micronutrientes (site da SIRO ). Os macronutrientes presentes sdo NPK na propor¢io 10-20-
12 com 2kg/m? (adubo de libertagdo controlada até 9 meses) e os micronutrientes com 0,3kg/m?

(adubo de libertagdo controlada até 12 meses).

Figura 18 - Aspeto geral do substrato comercial SiroFlorestal.

1) https://portal.siro.pt/pt/programs/estview.aspx ?ref=SR108200P
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A argila presente na SiroFlorestal ¢ um elemento novo comparativamente a outros substratos
testados anteriormente (SiroFlorestal 30, com 30% de turfa). A argila aumenta a capacidade de
retengdo de agua, nutrientes e aumenta o pH do substrato.

O substrato S3 ¢ uma mistura ndo comercial de turfa e perlite na mesma proporcao (figura
19). A turfa de Sphagnum ¢ atualmente a mais usada como substrato ou base de substratos
comerciais. As caracteristicas principais da turfa sdo a sua capacidade de retengdo de agua,
densidade baixa, pH baixo e nivel baixo de nutrientes (Huat et al., 2011; Schmilewski, 2008).
A turfa continua a ser muito utilizada em substratos pela sua capacidade de reter 4gua associada
a microporosidade. A perlite utilizada no substrato com a turfa no ensaio tem como objetivo

aumentar a macroporosidade, o arejamento do substrato para evitar o encharcamento.

Figura 19 - Aspeto geral da mistura de Turfa:Perlite (50:50, v/v).

Este substrato ¢ mais barato em relagao aos apresentados neste trabalho e continua a ser muito
utilizado na produgdo em viveiro de plantas. No entanto, ¢ relevante neste caso melhorar a sua
fertilidade através da corre¢do do pH, da adugcdo com nutrientes e, ainda, a sua atividade
bioldgica (micorrizas). Assim, o substrato S3 foi utilizado como substrato base nos restantes
tratamentos de S4 a S8 havendo diferenca apenas na adicdo de adubo de libertacdo controlada,
calcario, fosforo ou ectomicorrizas. Adicao destes compostos teve como objetivo melhorar as
condi¢des quimicas e bioldgicas do substrato para garantir a sobrevivéncia, enraizamento,
crescimento e desenvolvimento das raizes e parte aérea das plantulas no enraizamento ex vitro

e aclimatizagao.
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No tratamento S4 (figura 20) testou-se a adigao de um adubo de libertacdo controlado ao
substrato, Multicote Agri (Haifa Group') composto por macronutriente NPK na proporgdo 11-

22-9 e micronutrientes como o magnésio e boro (adubo de libertacdo controlada até 9 meses).

Figura 20 - Aspeto geral do tratamento S4 (Substrato S3 com adi¢do de adubo de libertacio controlada).

O adubo de libertagdo controlada foi testado no ensaio com a expetativa de fornecer de forma
controlada e gradual os nutrientes essenciais ao desenvolvimento radicular e vegetativo.

No tratamento S5 testou-se a adi¢dao ao substrato do adubo de libertagdo controlado e ainda
fosforo® (figura 21, a). No tratamento S6 (figura 21, b) foram adicionados fosforo e calcario® e

no tratamento S7 (figura 21, ¢) adubo de libertagdo controlada, fosforo e calcario.

Figura 21 - Aspeto geral dos tratamentos S5 em a) adi¢io de adubo de libertacio controlada e fosforo; S6
em b) adicio de fosforo e calcario e S7 em c) adiciio dos trés compostos sendo em todos os tratamentos o

substrato base S3 (Turfa:Perlite, 50:50).

1) https://www.haifa-group.com/multicote%E2%84%A2-agri-controlled-release-fertilizers-agriculture
2) Ficha técnica: https://www.adubosdeiba.com/wp-content/uploads/2018/09/Super-18.pdf

3) Ficha técnica: https://www.biocal.pt/wp-content/uploads/2021/08/Biocal-Simples_v2021.pdf
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A adicao conjunta de adubo de libertagao (S5) controlada e fosforo no ensaio foi testada com
a expetativa de fornecer fosforo para promover o desenvolvimento radicular.

No tratamento S6 foi testado a adi¢@o de calcério para corrigir o pH e apenas foésforo como
nutriente para avaliar se s6 este macronutriente com o pH corrigido conseguiu promover o
desenvolvimento radicular e vegetativo. No tratamento S7 foi testado a adi¢ao dos trés
componentes em que se pretende corre¢do do pH, avaliar o efeito do fosforo para o
desenvolvimento inicial das raizes e do adubo de libertacdo controlada de nutrientes ao longo
da aclimatizacdo promovendo a sobrevivéncia e o enraizamento.

Por fim no tratamento S8 e igual no tratamento S9, mas no substrato SiroFlorestal (S2),
testou-se a adicdo de uma pastilha de ectomicorrizas (figura 22) com o objetivo de melhorar a
atividade bioldgica do substrato, promover estabilidade de micorrizas, melhorar o
enraizamento e a sobrevivéncia. As pastilhas eram compostas por esporos de Rhizopogon sp.

Pisolithus tinctorius e Scleroderma verrucosum.
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Figura 22 - Embalagem das pastilhas de ectomicorrizas testadas no ensaio.

6.10. Enraizamento ex vitro e aclimatizacao
O material vegetal 15 dias antes do estabelecimento do ensaio foi repicado para meio de
cultura KNOP so6lido adicionado de carbono ativo (Nétien & Gautheret, 1960) com o objetivo
de desintoxicar as plantulas principalmente de BAP, citocina, que promove a multiplicagao de
gomos axilares e interfere na indugao e desenvolvimento de raizes (Gomes et al., 2009).
Previamente no dia anterior a aclimatizag¢do os substratos e a perlite foram esterilizados para
evitar possiveis contaminacdes. A esterilizagdo foi realizada em autoclave a temperatura de

121 °C durante 60 minutos apds os substratos e aperlite terem sido humedecidos com agua. O
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adubo, o fosforo e o calcario foram pesados e colocados em tagas individuais para cada
tratamento. A quantidade de adubo utilizada foi em relagdo a 30 g de adubo recomendado por
planta num volume de substrato de cerca de 2,8 litros testado no dmbito de estagios curriculares
anteriores. Assim, para 600 ml de substrato foi adicionado 6,43 g de adubo. Para o fosforo a
quantidade adicionada foi cerca de 7,07 g de acordo com trabalhos académicos anteriores
desenvolvidos no ambito de estagios curriculares onde se usou a razao 75 g por planta em 2,8
1 de volume de substrato, assim foi adicionado 16,07 g de fésforo para os 600 ml de substrato.
As quantidades de fosforo adicionadas foram de acordo com trabalhos anteriores no
medronheiro e também em eucalipto em viveiro (Estrela, 2023; Vieira, 2023; Vaz, 2023). A
quantidade de calcério adicionado foi de 7,07 g em 600 ml conforme protocolo ja definido onde
¢ recomendado a adi¢do de cerca de 2,357 g por 100 ml de substrato de turfa e perlite, para
inoculacdo com Tuber borchii durante a fase de enraizamento ex vitro e aclimatizagao.
(Figueiredo, 2020).

A aclimatizacdo foi realizada em conjunto com o enraizamento ex vitro segundo bons
resultados obtidos anteriormente na producao de plantas micropropagadas de medronheiro. O
processo de aclimatizagdo das plantulas no ensaio foi realizado em garrafdes de plastico de 5
litros lavados e desinfetados. Os garrafdes sdo uma solucdo pratica para utilizar na produgdo
em larga escala por conseguirem suportar mais de 100 rebentos de plantulas. Para cada
tratamento foi usado um garrafao, com 60 rebentos (30 rebentos/clone, 2 clones), sendo o total
do ensaio de 360 rebentos/clone.

O substrato no garrafao foi colocado entre duas camadas, acima e abaixo de perlite (figura
23). A perlite foi utilizada na camada superior e inferior para evitar contaminagoes (Castro et

al., 2020).

Figura 23 - Preparacio e colocacio de substrato para ensaio de climatiza¢io e enraizamento ex vitro,
como camadas inferior e superior de perlite.

A preparagdo da perlite e dos substratos foi realizada individualmente em tabuleiros de

laboratorio de plastico diferentes. Entre cada preparacao de substrato o tabuleiro e os materiais
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utilizados foram lavados. Iniciou-se a preparacao e a colocacao de 800 ml de perlite hidratada
na parte inferior em todos os garrafoes. Foram preparados e colocados os substratos sem adi¢ao
ou com adicao de Rhizotonic, onde apenas se humedeceram os substratos com agua vs mistura
de 4gua e Rhizotonic. O substrato S3 com combinagdes de adubo, calcério e fosforo (para os
tratamentos S4 a S7) foram preparados seguidamente e por ultimo os substratos S3 e S2 com
adicao de uma pastilha de ectomicorriza (tratamentos S8 e S9). A pastilha foi desfeita a po,
adicionou-se agua para formar uma suspensdo homogénea, usada posteriormente para
humedecer o substrato. Na camada de substrato foram utilizados 650 ml de substrato em todos
os tratamentos. Por fim colocou-se a camada de cima de 650 ml de perlite hidratada em todos
os garrafoes.

Apos preparacao dos garrafoes foram colocados os rebentos depois da indugdo em auxina
pre deeping. Antes de colocados os rebentos sdo seguidos diferentes passos para proceder-se
ao enraizamento ex vitro. Primeiro as plantulas em meio com CA (figura 24) sdo retiradas e
lavadas em agua da torneira esterilizada para limpar qualquer vestigio principalmente de

acucares do meio para evitar contaminagdes futuras.

Figura 24 - Exemplo de plintulas multiplicadas em meio KNOP adicionado de carbono ativo (CA).

As plantulas s3o cortadas em rebentos com tamanho de cerca de 1,5 cm e colocadas em
fungicida Kumulus' preparado na concentragio de 1,5 g/L. Antes de colocados nos garrafoes
os rebentos um por um sao colocados em papel absorvente para tirar o excesso de fungicida e
a base € colocada em contato com a hormona de enraizamento, auxina, acido indol-3-butirico
(9,8 uM AIB) durante 9 segundos (figura 25, a). Apés contato com a hormona a base foi

passada por po talco (figura 25, b) com o objetivo de manter a hormona junto a base.

1) Ficha técnica: https://www.agro.basf.pt/Documents/Fichas-de-Seguran%C3%A7a/FDS-
023/Kumuluss_FDS.PDF?1695042339380
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a) h)

Figura 25 - a) Base do rebento em contato com a hormona de enraizamento. b) Base de rebento depois de
estar em contato com a hormona é passada no pé talco.

Em cada garrafdo foram colocados 30 rebentos de cada clone. No total por garrafao foram
colocados 60 rebentos dos clones/tratamento. Por fim apds colocagdao de todos os rebentos
realizou-se uma rega por nebuliza¢do antes de fechar os garrafoes, e vedou-se com pelicula
aderente com o objetivo de manter a humidade relativa elevada. Os garrafdes foram colocados
na camara de crescimento com temperatura e luz controladas mantendo sempre uma humidade
relativa elevada. Foram mantidas entre uma temperatura de cerca de 20°C a 25°C e fotoperiodo
de 16/8h. As plantulas permaneceram desde o dia 5 de margo de 2024 (instalagdo do ensaio)
até 10 de maio de 2024 (levantamento do ensaio), durante dois meses e cinco dias na camara
de crescimento.

Um més antes do final da aclimatizag¢do (levantamento do ensaio), quando ja se observava
formagdo de novos crescimentos da parte aérea e das raizes nas plantulas procedeu-se a abertura
gradual dos garrafdes. Esta abertura gradual tem o objetivo de diminuir a humidade relativa e
preparar as plantulas para as condi¢des exteriores para a posterior transplantacio para viveiro.
O periodo de aclimatizagdo correspondeu a dois meses e cinco dias desde a instalagdo do

ensaio, abertura gradual dos garrafoes e levantamento do ensaio.
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6.11. Delineamento experimental e analise de resultados

Foram testados 30 rebentos de cada clone em cada um dos tratamentos (2 clones x 12
tratamentos). No total foram testados 12 tratamentos considerando: trés substratos, a aplicagao
de um estimulante radicular e vegetativo aos substratos (Rizotonic), a adicdo da pastilha de
ectomicorrizas em SiroFlorestal ¢ na mistura de Turfa:Perlite e a adi¢gdo na mistura de
Turfa:Perlite, de adubo de libertagdo controlada, fosforo e calcario em diferentes combinagdes.

O levantamento do ensaio e andlise de resultados para posterior transferéncia das plantulas
para condigado de viveiro ocorreu 2 meses e 5 dias apos a instalagao do ensaio (incluido o tempo
de um més de abertura gradual dos garrafdes).

A avaliacdo dos resultados realizou-se individualmente por planta antes da sua transplantagao
para alvéolos individuais de 250 ml, utilizando como substrato Siroflorestal. Foram analisados
diferentes parametros como a sobrevivéncia, parametros relacionados ao desenvolvimento das
plantulas, como o comprimento dos rebentos (SL), avaliagdo da parte aérea, o comprimento da
maior raiz (LLR), avaliacdo da parte radicular, nimero de raizes principais (NPR) e a presenca
de callus na base do rebento. Avaliou-se ainda o estabelecimento de micorrizas nos tratamentos
em que foi adicionado a pastilha de ectomicorrizas.

Para avaliagdo do comprimento dos rebentos (SL) e o comprimento da maior raiz (LLR)
procedeu-se a medi¢ao direta com uma régua graduada. A avalia¢do da parte area foi através
de uma escala numérica (1-4), a referir: 1- folhas vermelho-escuro, 2- folhas vermelho-claro,
3-volhas verdes e vermelhas e 4- folhas verdes. A avalia¢do da parte radicular foi usada uma
escala numérica entre (1 - 4), sendo 1- presenga de apenas raiz principal, 2- raizes principais e
secunddrias, 3 raizes principais, secundarias e tercidrias e 4- proliferacdo de raizes terciarias.
O numero de raizes principais (NRP) foi um parametro onde foi observado o nlimero de raizes
principais na base do rebento.

A presenca de callus foi avaliado aplicando uma escala numérica entre (0 € 3) em que ¢
também considerado a sua dimensdo, a referir sem 0 callus e 3 presenca de callus com
dimensao superior a 4 mm. A presenca de callus ¢ um indicador do excesso de hormona ou
excesso do tempo que a base do rebento esteve em contato com a hormona.

Na avalia¢do da micorrizagdo utilizou-se uma escala numérica igualmente utilizada em outros
trabalhos académicos anteriores desenvolvidos no ambito de estagios curriculares. Considerou-
se a seguinte escala: 0 — auséncia; 1 — presenca de micélio; 2 — presenca de baby branch; 3 —

presenca de micorriza e 4 — presenca de mais de 25 pontas micorrizadas.
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O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi realizado no programa STATISTICA
(versao 12.0). Primeiramente avaliou-se o tipo de distribui¢do das variaveis de modo a perceber
o tipo de método estatistico a aplicar. Se as variaveis apresentarem uma distribui¢do normal
(P>5%) a variavel é paramétrica e procede-se a andlise de variancia Anova para avaliar o efeito
dos tratamentos testados nas variaveis dependentes. No caso, das varidveis explicarem parte
significativa da variancia observada, procedeu-se a realizacdo de um teste de comparacao
multipla de médias, teste de Tukey, para um nivel de significancia inferior a 5 %, para
identificacdo dos melhores tratamentos. Se as varidveis ndo apresentarem uma distribui¢do
normal (variavel ndo paramétrica), as médias foram comparadas pelo teste Kruskal-Wallis,
para testar a existéncia de diferengas significativas nos tratamentos testados (Miller e Miller,
2010). Todas as variaveis observadas por notagao sdo variaveis nao paramétricas.

Foi realizada uma regressdao multipla para avaliar o efeito de diferentes varidveis na
sobrevivéncia e também comprimento dos rebentos, € nimero de raizes principais (NPR). No
final realizou-se uma andlise fatorial (PCA- andlise de componentes principais) com o objetivo
de melhor identificar a relagdo entre as variaveis estudadas e avaliar a percentagem de variancia
total explicada pelos fatores. Através da analise fatorial pretende-se estimar de um modo global

a relagdo entre as variaveis analisadas.
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7. Resultados e Discussao

I- Ensaio de tratamentos pré-germinativos
7.1. Caraterizacao dos lotes de sementes

Na caraterizacao dos lotes de sementes do acesso PEN de 2018 e familias AL3 e AL6 desde
2019 a 2023 foram avaliados o grau de pureza (%), viabilidade (%), peso de 1000 sementes, n°
de sementes/kg, n° de semente/litro e teor de humidade (%).

O grau de pureza para cada familia/acesso/ano ¢ apresentado na figura 26.
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Figura 26 - Grau de pureza por Familias/Acesso e ano.

As familias AL3 e AL6 de 2023 apresentam um grau de pureza de cerca de 89% e 78%
respetivamente. E o lote de sementes com maior grau de pureza o que significa que houve uma
limpeza melhor da semente. O lote com menor grau de pureza, menor quantidade de semente
na amostra ¢ o acesso PEN de 2018. As restantes familias em todos os anos apresentam grau
de pureza igual ou superior a 50%. O grau de pureza permite estimar a propor¢ao de sementes
no lote e consequente a quantidade necessaria para a produgdo de plantas também em fungao
da sua viabilidade.

Na figura 27 mostra o resultado do teste de tetrazolio para avaliagdo da viabilidade da

semente.
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Figura 27 -Taxa de viabilidade (%) observada através do teste tetrazélio por familias/acesso e ano.

A viabilidade (%) em geral foi de 100 % para todas as familias desde 2020. A viabilidade foi
igual a 85% apenas para o acesso PEN de 2018 e 90% nas familias AL3 e AL6 de 2019. Assim,
em geral para o acesso e familia em todos os anos existe presenca de atividade respiratoria e a
inerente viabilidade. Na figura 28 sdo apresentados varios exemplos de sementes com

coloragdo vermelha do embrido no seu interior.

Figura 28 - Sementes observadas com coloracio vermelha apds sujeitas a solucio de cloreto de 2,3,5 —
trifeniltetrazolio preparada a 0,25%.

O peso de 1000 sementes e o n° de sementes num quilo sdo apresentados nas figuras 29 e 30

para cada familia por anos e acesso.
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Peso de 1000 sementes (g)
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Figura 29 - Peso de 1000 sementes (g) por familias/acesso e ano.
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Figura 30 - N° de sementes/kg por familias/acesso e ano.

O peso de 1000 sementes com maior valor, cerca de 2,99 gramas, corresponde a familia AL6
de 2019, informando que neste caso temos sementes de maiores dimensdes (mais pesadas) com
mais reservas sendo espetavel que correspondam a um menor nimero de sementes/kg. O lote
da familia AL3 de 2022 apresenta um peso de 1000 sementes de cerca de 1,5 gramas e
consequentemente um numero de sementes/kg maior (figura 30).

O numero de sementes por quilo representa a estimativa de sementes possiveis num quilo. O
maior valor de sementes por quilo corresponde a cerca de 568182 da familia AL3 de 2022.

Seguidamente com valores de cerca de 458716 sementes, 442478 sementes e 432900 sementes
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corresponde respetivamente as familias AL6 de 2022, AL3 e AL6 de 2023. O n° de sementes
por quilo varia de 334448 a 568182 sementes.

O valor médio apresentado no catalogo de Sementes de Arvores e Arbustos Florestais do
Instituto da Conservagdo da Natureza e das Florestas (ICNF, 2022) do n° de sementes/kg para
o medronheiro ¢ 420000 sementes. Assim, valores abaixo em comparagdo com os valores
médios apresentados no catalogo do ICNF observou-se no acesso PEN 17 de 2018, na familia
AL3 e AL6 de 2019 ¢ AL6 de 2021, indicando lotes de sementes de maior dimensdo média
com mais reservas.

Outros autores, Catalan (1991) refere valores do nimero de sementes por quilo entre 375000
e 570000, Piotto e Di Noi (2001) valores do numero de sementes por quilo entre 330000 e
700000, CNRGF El Serranillo, citado por Navarro-Cerrillo et al. (2013) valores do numero de
sementes/kg entre 350000 e 650000 ¢ Vilhena (2019) refere valores do nimero de sementes/kg
entre 330033 e 1250000. O valor méximo apresentado por Vilhena (2019) de 1250000
sementes por quilo estd acima do valor maximo obtido no ensaio de 568181. O valor mais
baixo de 334448 sementes de AL6 de 2019 em comparacdo com os valores apresentados pelos
autores estd dentro dos intervalos referidos.

Os lotes de sementes das familias AL3 e AL6 de 2019 22023 e acesso PEN de 2018 utilizados
no ensaio foram caraterizados em grau de pureza (%), peso de 1000 sementes (g), n° de
sementes’kg, n° de sementes/L, teor de humidade (%) e viabilidade (%) como mostra

globalmente a tabela 9.

Tabela 9 - Caraterizacao dos lotes de sementes por familia/acesso e ano relativa relativamente a grau de
pureza (%), peso de 1000 sementes (g), n° de sementes/kg, n° de sementes/L, teor de humidade (%) e

viabilidade (%).

Acesso Grau de Peso 1000 N N Teo.r de Viabilidade

ou Ano e (O |entien (@) sementes (sementes |humidade (%)
Familia P Bl ke /L (%) i
PEN 2018 40 2,48 406424 238875 42 85
AL3 2019 61 2,84 352113 177000 45 90
AL6 2019 50 2,99 334448 178500 14 90
AL3 2020 65 2,90 344828 238250 53 100
AL6 2020 66 2,48 403226 219750 44 100
AL3 2021 59 2,39 418410 210500 15 100
AL6 2021 63 2,81 355872 214250 8 100
AL3 2022 56 1,76 568182 257000 13 100
AL6 2022 68 2,18 458716 244500 17 100
AL3 2023 89 2,26 442478 217250 11 100
AL6 2023 78 2,31 432900 221250 5 100
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7.2.

Taxa de germinacao

7.2.1. Taxa de germinacio condicio, familia/acesso, ano e tratamento

A tabela 10 apresentada para as trés condi¢des a taxa de germinagao em funcdo da

familia/acesso, ano e tratamento. E apresentado na mesma tabela o periodo em que ocorreu a

germinagdo ¢ més ou periodo onde se observou os valores maximos de germinagdo por

familia/acesso e ano.

Tabela 10 -Taxa de germinacgao (%) por condicdo de germinacio, familia/acesso, ano (de colheita) e
tratamentos (pré-germinativos (1 2 9 e C) e respetivo periodo de germinacio.

Condigiio Aces.s1.1/ Ano Germ % / Trat/ Condi¢fio / FamiliaAcesso/ Ano Periodo Germinaciio
Familia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C periodo | max

1 |PEN22/17)2018| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 abril abril
1 AL3 2019] 0,00 | 0,00 | 6,67 | 6,67 | 20,00 | 20,00 | 0,00 | 26,67 | 26,67 | 0,00 | fev-abril | mar
1 AL6 12019| 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 _ _
1 AL3 12020] 13,33 | 13,33 | 0,00 | 0,00 | 40,00 | 33,33 | 66,67 | 0,00 | 80,00 | 0,00 | fev-abril | mar
1 AL6 12020{ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 13,33 ] 0,00 mar mar
1 AL3 120211 33,33 | 6,67 | 0,00 | 0,00 | 13,33 [ 0,00 [ 20,00 | 0,00 | 80,00 | 6,67 | fev-abril | mar
1 AL6 12021 26,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 20,00 | 13,33 | 26,67 | 0,00 6,67 | fev-abril | mar
1 AL3 12022] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 _ -
1 AL6 2022( 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 [ 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 mar mar
1 AL3 12023] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | 6,67 | 0,00 mar mar
1 AL6 12023| 6,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 6,67 | 13,33 | 0,00 [ 6,67 | 0,00 mar mar
2 |pEN2217|2018] 6,67 | 20,00 | 0,00 | 13,33 | 6,67 | 20,00 | 13,33 | 13,33 | 33,33 | 20,00 |marg-abril| marg-abril
2 AL3 2019 6,67 | 13,33 | 26,67 | 13,33 | 13,33 | 73,33 | 20,00 | 33,33 | 20,00 | 26,67 | fev-abril [ abril
2 AL6 |2019] 6,67 | 13,33 | 6,67 | 0,00 | 13,33 | 73,33 | 6,67 | 26,67 | 20,00 | 20,00 | fev-abril | abril
2 AL3 12020 73,33 | 66,67 | 80,00 73,33 | 80,00 66,67 | fev- maio | marg-abril
2 AL6 12020 13,33 | 20,00 | 0,00 | 6,67 | 33,33 [ 13,33 | 13,33 | 60,00 | 26,67 | 13,33 | fev-abril | abril
2 AL3 2021 46,67 | 60,00 | 40,00 | 46,67 | 40,00 | 73,33 | 66,67 | 80,00 | 73,33 | 53,33 | fev-abril | margo
2 AL6 12021 60,00 | 60,00 | 60,00 | 46,67 | 53,33 | 33,33 | 73,33 | 66,67 | 66,67 | 66,67 |fev-maio| margo
2 AL3 12022| 0,00 | 6,67 | 13,33 | 6,67 | 33,33 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 13,33 |marg-abril| abril
2 AL6 12022] 20,00 | 26,67 | 6,67 | 26,67 | 33,33 | 13,33 | 33,33 | 40,00 | 20,00 | 26,67 | fev-abril | marg-abril
2 AL3 12023] 6,67 | 20,00 | 6,67 | 6,67 | 20,00 | 6,67 | 20,00 | 13,33 | 13,33 | 26,67 | fev- abril | marg-abril
2 AL6 12023] 33,33 | 33,33 | 13,33 | 13,33 | 26,67 [ 26,67 | 33,33 | 33,33 | 40,00 | 33,33 [ fev-abril | marg-abril
3 |eEN2217|2018] 20,00 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 26,67 | 40,00 | 40,00 | 60,00 | 86,67 |marg-abril| marg-abril
3 AL3 12019 20,00 | 13,33 | 20,00 | 26,67 | 20,00 | 26,67 | 13,33 | 33,33 | 13,33 | 26,67 | fev-abril | marg-abril
3 AL6 |2019( 26,67 | 13,33 | 6,67 | 20,00 | 0,00 | 13,33 | 6,67 | 13,33 | 20,00 | 20,00 |marg-abril| margo
3 AL3 (2020 66,67 | 66,67 fev-abril | marg-abril
3 AL6 12020 13,33 | 46,67 | 20,00 | 40,00 | 13,33 | 26,67 | 20,00 | 16,67 | 13,33 | 20,00 |marg-abril| marg-abril
3 AL3 120211 53,33 | 60,00 | 66,67 | 26,67 | 60,00 | 66,67 | 60,00 | 66,67 | 73,33 | 73,33 | fev-abril | marg-abril
3 AL6 120211 73,33 | 60,00 | 40,00 | 33,33 | 73,33 | 66,67 | 33,33 | 66,67 | 60,00 | 86,67 | fev-abril | marg-abril
3 AL3 12022| 0,00 | 13,33 | 6,67 | 13,33 | 6,67 [ 20,00 | 6,67 | 6,67 | 13,33 | 6,67 | fev-abril | abril
3 AL6 {20221 33,33 | 33,33 | 40,00 | 26,67 | 20,00 | 60,00 | 40,00 | 33,33 | 60,00 | 40,00 | fev-abril | marg-abril
3 AL3 12023] 13,33 | 13,33 | 6,67 | 6,67 | 0,00 [ 46,67 | 6,67 | 53,33 | 40,00 | 33,33 [marg-abril| abril
3 AL6 12023 33,33 | 33,33 | 13,33 | 20,00 | 20,00 | 26,67 | 26,67 | 40,00 | 46,67 | 33,33 | fev-abril | marg-abril

Nota: Ensaio instalado entre 30 de janeiro de 2024 a 2 de fevereiro de 2024; Em linha
¢ apresentado por acesso/familia e ano por condigdo e em coluna os tratamentos

aplicados de (1 a 9 e C) a taxa de germinacao (%). Tratamento C: Controlo, sem pré-

tratamento germinativo; Tratamento 1: 1 semana de estratificagdo; Tratamento 2: 15
dias de estratificagdo; Tratamento 3: 30 dias de estratificagdo; Tratamento 4: 45 dias
de estratificacdo; Tratamento 5: 60 dias de estratificacdo; Tratamento 6: 30 dias de
estratificagdo + GA, (500 mg/L); Tratamento 7: 30 dias de estratificagdo + GA, (1000

1) negrito, Percentagem de germinagao maxima
por familias/acesso e ano; 2) Percentagem de

<55 %

>85%

germinacdo maxima por tratamento (escala abaixo)
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Na condi¢do 1 (caixa de germinacdo), a familia AL3 de 2021 obteve 80% de taxa maxima de
germinacao que foi observada no tratamento 9 (adi¢do de acido giberélico na concentragao de
2000 mg/L 24 horas antes da sementeira). Por tratamento o valor méximo de taxa de
germinagdo, lido na coluna, ¢ destacado de acordo com uma escada colorida que vai de verde
claro para taxa de germinagao inferior a 55 %, um verde menos claro para valores intermédios
e um verde mais escuro para taxa de germinacao superior a 85%. Na condicdo 1 este € o unico
tratamento com germinacao superior a 85%. Na condi¢do 2 (sementeira em alfobre), os
tratamentos com germinacao superior a 85% sdo observados nos tratamentos 1, 2, 6 ¢ 9 onde
os tratamentos 1 ¢ 2 consistiram numa semana ¢ 15 dias de estratificagdo a frio ¢ o tratamento
6 consistiu em 30 dias de estratificacdo a frio, adi¢do de acido giberélico na concentracdo de
500 mg/L e o tratamento 9 adi¢do de acido giberélico na concentracdo de 2000 mg/L sem
estratificacdo hiimida a frio. Na condi¢do 3 (sementeira direta) os tratamentos com germinagao
superior a 85% sao os tratamentos 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 e C. O tratamento 3 consistiu em 30 dias
de estratificacao a frio, os tratamentos 7 ¢ 8 sao semelhantes ao tratamento 6 com 30 dias de
estratificacdo a frio, mas com concentragdes de acido giberélico superiores de 1000 mg/L e
2000 mg/L respetivamente. O tratamento C, controlo, obteve taxa de germinagdo de cerca de
93% igual a dos tratamentos 8 e 9 com adi¢do de GAs. De destacar o tratamento 7, com 30 dias
de estratificacdo a frio e adi¢do de 4cido giberélico na concentragdo de 1000 mg/L com taxa de
germinacao de 100%.

Os tratamentos com acido giberélico geralmente apresentam para as trés condigdes melhores
resultados de germinagdo. Os tratamentos com GA3 com melhores resultados em geral sdo os
tratamentos por ordem decrescente 9,7 € 6.

O periodo de germinagao geral para as trés condi¢oes foi de fevereiro a abril com maxima

germinagao a ser registada entre margo e abril.
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7.2.2. Taxa de germinacio por tratamento e condicio
A figura 31 mostra a taxa de germinagao por condi¢ao de germinagdo testada e em fungdo do

tratamento pré-germinativo (Anexo II).
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Figura 31 - Taxa de germinacio (%) por condicio e tratamento
(Nota: linha de referéncia a 85%).

A taxa de germinagdo por condi¢do foi em média superior nas condi¢des 2 e 3. Na condi¢do
1, caixa de germinagao, verificou-se alguma dificuldade em manter a humidade. Observou-se
que o papel, a superficie onde foram colocadas as sementes, secava facilmente. Teria sido
importante tapar as caixas de forma a permitir a manutencdo da humidade. Na condigdo 1, ¢
notoria a taxa de germinacao de superior a 85% no tratamento 9. Um valor igual ou superior a
85% de germinacgao serd o ideal quando nos referimos a germinagao de sementes para efeitos
comerciais.

Na condig¢do 2 nos tratamentos 1, 2, 6, € 9 a taxa de germinagao foi superior ao valor de 85%.
E de salientar o resultado interessante nesta condigio para o tratamento 1, em que, com apenas
uma semana de estratificacdo observou-se uma taxa superior a 85%, sendo ligeiramente
superior aos restantes tratamentos.

Na condi¢do 3, a sementeira direta, a taxa de germinacao foi superior ao valor de 85% nos
tratamentos 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 ¢ C. E notorio o resultado de 100 % de taxa de germinagao
observada no tratamento 7 onde foi testada a combinacao de dois tratamentos pré-germinativos,
adi¢do acido giberélico (GA3) na concentracao de 1000 mg/L e estratificacdo a frio de 30 dias.
Os tratamentos com GAj3 (tratamentos 7, 8 € 9) e o tratamento C apresentam uma taxa de
germinagdo superior a 90% sendo superior aos restantes tratamentos referidos anteriormente
(tratamentos 1, 2, 3 e 6). Os tratamentos pré-germinativos em sementeira direta (condicao 3)
em geral apresentam melhores resultados de germinagdo sem estratificacgao a frio (C, controlo),
estratificacdo a frio de 1 semana, 15 e 30 dias (tratamentos 1 a 3), adicdo de GA3 nas

concentracdes 500 mg/L, 1000 mg/L e 2000 mg/L com estratificacdo a frio de 30 dias
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(tratamentos 6 a 8) e sem estratificacao s6 com adi¢do de GA3 na concentragdo 2000 mg/L
(tratamento 9). Os tratamentos 4 e 5 com resultados inferiores (65 € 75%), tém em comum o0s
maiores periodos de estratificagdo hiimida a frio, com maior risco de perda de humidade do
substrato. O destaque vai para os tratamentos com a adi¢do de GA3 com e sem estratificagdo,
com resultados semelhantes aos obtidos pelo autor Pinis et al. (2017) que obteve com 30 dias
de estratificacdo e as concentragdes de GAz de 2000 mg/L, 1000 mg/L e 500 mg/L
proporcionou germinagdes entre 82 % e 98%. Sdo ainda interessantes os resultados obtidos
com apenas uma semana de estratificacdo a frio (tratamentol) e sem nenhum tratamento pré-
germinativo (controlo). Para um viveirista a aplicacdo mais conveniente serd o tratamento

controlo e aplicacdo de 4cido giberélico na concentracao de 2000 mg/L sem estratificagdo.

7.2.3. Taxa de germinacao por condiciao e familia/acesso
A figura 32 mostra a taxa de germinagdo por condi¢cdo e familia/acesso em fun¢do do

tratamento de pré-germinativo. Esta informacdo apresentada em grafico ¢ referente a uma

tabela (Anexo III).
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Figura 32 - Taxa de germinacio (%) por familia/acesso, condicio e tratamento.
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A familia AL3 obteve em média e no geral resultados superiores de taxa de germinacao em
comparacao com a familia AL6 e o acesso PEN e, conforme anteriormente referido a menor
taxa de germinagao foi observada na condi¢@o 1. Na familia AL3 a taxa maxima de germinacao
por condi¢do, na condi¢do 1 ocorreu no tratamento 9 (80%). Na condic¢do 2, sementeira em
alfobre, a taxa de germinacdo maxima observada foi de cerca de 93% e ocorreu no tratamento
1, no entanto para os tratamentos 2, 6 ¢ 9 obtiveram-se taxas de germinacao interessantes
superiores a 85%. Na condi¢do 3, sementeira direta, ocorreu 100% de germinag¢do no
tratamento 7. Taxas de germinacdo superiores a 85% foram observadas também nos
tratamentos 1, 2, 3,6, 8,9 ¢ C.

Na familia AL6, a taxa mdxima de germinacdo por condi¢do, na condi¢do 1 ocorreu no
tratamento 9 com cerca de 93%. Na condi¢do 2 a taxa de germinagao de cerca de 73% ocorreu
nos tratamentos 6 ¢ 7. Por fim na condicdo 3 a taxa de germinacao observada foi de cerca de
87% no tratamento C, controlo.

No acesso PEN na condi¢@o 1 apenas foi observada germinacdo no tratamento 5, com taxa
de germinagdo inferior a cerca de 7%. Na condi¢do 2 a taxa de germinacdo maxima observada
foi de cerca de 33% e ocorreu no tratamento 9, um valor inferior a 85%, o valor de referéncia.
Para a condicdo 3, sementeira direta, obteve-se o resultado interessante de cerca de 87% de
taxa de germinac¢do no tratamento C. A condi¢@o 3 com o tratamento C que corresponde a um
tratamento sem aplicagdo de nenhum tratamento pré-germinativo apresentou os melhores
resultados de germinacao para este acesso. Vilhena (2019) apesar de ndo testar os PEN 17 e
PEN 22 utilizados no presente trabalho, obteve resultados superiores a 85% para PEN em
estratificacdo a frio de 29, 46, 60 e 90 dias. Tendo observado cerca de 96% de germinacdo na
estratificacdo de 90 dias. A referir que no trabalho de Vilhena (2019) os lotes de sementes
testados foram do mesmo ano de colheita, enquanto no presente trabalho os lotes de sementes
da mesma proveniéncia estiveram em frio desde a sua colheita/extragao (2018).

Numa perspetiva de produgdo em viveiro, em larga escala, o tratamento pré-germinativo de
mais facil aplicacdo € o tratamento 9 (0 dias de estratificagdo himida a frio e adi¢do de adi¢ao
acido giberélico (GA3) na concentracdo de 2000 mg/L) uma vez que ndo se aplica a
estratificacao humida a frio, algo que necessita de condi¢des muito especificas de temperatura
(4°C) e humidade. A taxa média de germinagdo por condi¢do de germinagdo e acesso/familia

¢ apresentado em Anexo IV.
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7.2.4. Taxa de germinacio por condicio de sementeira e ano de processamento
da semente
A figura 33 mostra a taxa de germinagdo por condi¢do e ano em fun¢do do tratamento de

pré-germinativo. Esta informagdo apresentada em grafico ¢ referente a uma tabela em anexo

(Anexo V).
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Figura 33 - Taxa de germinacio (%) por condicdo, ano e tratamento.
(Nota: linha de referéncia a 85%).
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No periodo de 2018 a 2023 avaliado no ensaio, 0os anos com maior taxa de germinagao em
média e no geral foram observados em 2020 ¢ 2021 e os valores mais baixos em 2019, 2018 ¢
2023. Considerando o ano, para o ano 2018 apenas o tratamento C, na condig¢do 3, obteve taxa
de germinacdo superior ao valor de referéncia de 85%. No ano 2019 o tratamento com maior
taxa de germinagdo aconteceu na condicdo 2 foi o tratamento 6, onde foi aplicada uma
estratificacdo a frio de 30 dias e adi¢ao de GA3 na concentracao de 500mg/L 24 horas antes da
sementeira, no entanto o valor ¢ inferior a 85%. No ano 2020 os melhores resultados de taxa
de germinacao sdo superiores a 90% e acontecem na condi¢do 2 no tratamento 1 na condig¢do
3 nos tratamentos 8, 9 ¢ C. No ano de 2021 na condi¢do 1 com o tratamento 9 obteve-se uma
taxa de germinacgdo superior a 85%. Globalmente a adicdo de acido giberélico na concentragdao
2000 mg/L com estratificacdo e sem estratificacdo (tratamento 8 ¢ 9, respetivamente), a adi¢ao
de acido giberélico na concentragdo 1000 mg/L com estratificacdo (tratamento 7) e o
tratamento controlo apresentam os melhores resultados. Sem descartar que globalmente na
sementeira em alfobre ¢ evidente os bons resultados nos tratamentos com 1 e 2 semanas de
estratificacdo humida a frio, o tratamento com acido giberélico na concentracdo 500 mg/L
(tratamento 6) com resultados iguais ou superiores ao tratamento 9. Estratificacdo humida a
frio durante 45 e 60 dias nao apresentou bons resultados.

O tratamento com 4cido giberélico na concentragdo 2000 mg/L sem estratificacdo foi
igualmente observado pelo Pinis et al., 2017. A utilizagcdo do acido giberélico foi satisfatoria
na quebra de dorméncia da semente de Arbutus unedo como observado pelos autores Tilki et
al., 2004; Smiris et al., 2006. Nas condicoes 2 e 3 nao foram observadas no controlo taxas de
germinagao (%) inferiores a 60% como ¢ referido por ICNF (2022) que a taxa de germinagao
¢ entre 50% e 60%.

De forma mais pormenorizada sdao apresentados em anexo (Anexo VI) a taxa de germinacao
(%) por acesso/familia, anos de colheita e tratamentos pré-germinativos (1 a 9 e C) e respetivo

periodo de germinagao por condigao.
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7.2.4.1. Medicoes de temperatura (°C) e humidade (%)

A tabela 11 mostra a temperatura média, maxima e minima (°C) e humidade média, maxima
e minima (%) realizada por um termohigrografo digital entre os dias 26 de fevereiro a 5 de
julho. As plantas permaneceram no laboratorio desde 30 de janeiro a 2 de fevereiro até 8 de

junho de 2024, tendo sido posteriormente transferidas para o viveiro.

Tabela 11 - Temperatura (°C) média, maxima e minima e Humidade (%) média maxima e minima.

Mas Temperatura | Humidade | Temperatura | Humidade |Temperatura| Humidade

média (°C) | média (%) | maxima (°C) [ maxima (%) | minima (°C) [ minima (%)
Fevereiro” 15,4 58,7 17,2 72,4 14,4 46,8
Marco 16,0 71,2 20,8 82,7 13,6 37,5
Abril 20,2 62,7 23,8 79,8 15,4 29,9
Maio 19,9 61,4 25,3 74,4 16,6 41,9
Junho 23,5 54,8 27,1 69,4 20,7 37,6
Julho 23,9 60,7 27,4 65,4 21,1 52,8

A temperatura média (°C) dos meses de fevereiro a julho sofreu uma subida gradual no
decorrer do ensaio. Esta subida gradual da temperatura foi algo esperado durante uma vez que
a sua instalacdo ocorreu ainda no inverno caraterizado em Portugal continental por
temperaturas mais baixas e terminou apenas no verao caraterizado por temperaturas em geral
acima dos 20 °C.

A humidade relativa média (%) teve variagdes de cerca de 71,2% a 54,8%. A humidade
relativa maxima (%) registada foi de cerca de 82,7% em marco e humidade relativa minima
(%) foi de cerca de 29,9% no més de abril.

A temperatura entre 10°C a 20°C ¢ considerada por Ricardo et al. (1987) como favoravel para
germinacdo de sementes de medronheiro. A temperatura em média acima de 20 °C ocorreu
apenas nos meses de junho e julho, no entanto houve registos de ocorréncia de temperaturas
acima desse valor de abril a maio. A temperatura ¢ um dos fatores que influéncia da germinacao
(Hartmann. et al., 2011). A temperatura maxima (°C) registada foi de cerca de 27,4 °C no més
de julho. A temperatura minima (°C) registada foi de cerca de 14,4 °C e ocorreu em margo.

A germinacdo em geral ocorreu de fevereiro a abril onde se observaram as condigdes ideais
de temperatura (entre 14°C e 20 °C). Este periodo coincide com temperatura primaveril que em

geral promove a germinagdo, como referenciado por Ricardo et al. (1987).
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7.2.5. Analise de componentes principais
A figura 34 mostra a anélise de componentes principais (PCA). Observa-se que os fatores 1

e 2 explicam cerca de 36,1% e 25,1% da variancia total observada (Anexo VII).

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2
Rotation: Unrotated
Extraction: Principal components
1,0
' I
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Figura 34 - Andlise de componentes principais ensaio de tratamentos pré-germinativos (Ensaio I).

O fator 1 demonstram a relacdo entre a taxa de germinagdo e a condi¢do de germinagao,
sugerindo que a germinagdao depende da condicao de sementeira testada. Com os resultados
anteriores confirma-se que a taxa de germinacdo foi dependente da condicdo de sementeira
testada uma vez que se observo uma maior taxa de germinagdo nas condicdes 2 e 3.

O fator 2 demonstra a relacao entre o tratamento e o ano de colheita esta também relacionado
com a taxa de germinacgdo e condicao de sementeira. Estes resultados indicam uma relagdo
direta entre a taxa de germinagdo e condi¢do de sementeira e ainda mostra que ¢ dependente
do tratamento. A relag¢do entre o ano de colheita e o tratamento estara relacionada com uma
maior taxa de germinagdo para os anos de 2020 e 2021 e, ainda, melhor resultado geral para

todos os tratamentos.
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I1- Ensaio de enraizamento ex vitro e aclimatizaciao
7.3. Taxa de sobrevivéncia

Entre as variaveis analisadas globalmente por clone ou em fun¢do dos tratamentos apenas a
variavel do comprimento da maior raiz (LLR) apresentou uma distribui¢do normal (Anexo
VIII). As restantes variaveis, sobrevivéncia, comprimento dos rebentos (SL), avaliagao da parte
radicular, avaliagdo da parte aérea, numero de raizes principais (NPR), callus e micorrizas (Myc
Establish), sdo varidveis ndo paramétricas.

A sobrevivéncia foi avaliada por contagem direta das plantas sobreviventes por clone e
tratamento ao fim de 2 meses e 5 dias. A tabela 12 mostra a taxa de sobrevivéncia média numa
analise global em fun¢do do material vegetal testado, clones 1001 e 8001. O teste Kruskal
Wallis confirma a existéncia de diferengas significativas na sobrevivéncia em fungdo dos

clones testados (Anexo IX).

Tabela 12 - Valor da sobrevivéncia média (%) em funcio do clone.
Sobrevivéncia (%)
Clones N Med + SE
1001 360 5444 + 263 °
8001 360 4444 £ 262 °

Total Geral 720 4944 + 1.86

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas significativas (P<0,05, Teste de
Kruskal-Wallis).

Existe uma diferenca na taxa de sobrevivéncia favoravel ao clone 1001 comparativamente ao
clone 8001. Estes valores sdo relativamente baixos em comparacao com outros resultados em
trabalhos de Martins et al., (2019) e Gomes & Canhoto., (2009) com taxas superiores 80% de
sobrevivéncia.

A tabela 13 mostra a taxa de sobrevivéncia média em fun¢ao do tratamento testado nos trés
substratos diferentes, Biobizz (S1), Siroflorestal (S2) e Turfa:Perlite (S3) com e sem adi¢do de
Rhizotonic, adi¢do de pastilha de ectomicorrizas nos substratos S2 e S3 correspondendo aos
tratamentos (S9 e S8 respetivamente) e adi¢do no substrato Turfa:Perlite adubo de libertacao
controlada (S4), combinagao de adubo e fosforo (S5), combinagdo de fosforo e calcario (S6) e
combinacdo de adubo, fosforo e calcario (S7). O teste Kruskal Wallis confirmou a existéncia
de diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia em funcdo dos tratamentos testados

(Anexo X).
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Tabela 13 -Taxa de sobrevivéncia média (%) em fun¢ao do tratamento testado.

Sobrevivéncia (%)
Tratamentos| N Med + SE
51.0 60 | 76,67 = 5,51 ° Tratamentos
S1.1 60 | 66,67 « 6,14 » S1.0|BioBizz
$2.0 60 | 7000 + 507 » S1.1|"+ Rhizotonic
s2.1 60 | 5333 + 649 ° S2.0 |SiroFlorestal

1" + Rhi -
$3.0 60 | 5833 « 642 » L Rhlzot.omc
53.0 | Turfa:Perlite (50:50)

S3.1 60 | 45.00 = 648 * $3.1|" + Rhizotonic

54 60 | 6333 + 6,27 ° S4 |"+ Adubo controlado

S5 60 | 1333 =443 ™ o5 [v i v+ Fosforo

56 60 | 15.00 = 465 * g6 |+ Fosforo + Calcario

s7 60 833 =360° 87 |"+ Adubo + Fésforo + Caldrio
S8 60 | 5333 + 649 * S8 |"+ pastilha ectomicorrias

59 60 | 70,00 + 597 * SO |S2 + pastilha ectomicorrias

Total Geral | 720 | 4944 = 1.86

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Wallis).

Os melhores resultados para a sobrevivéncia sdo observados nos tratamentos S1.0, S1.1, S2.1,
S3.0, S4, S8 e S9, sem diferengas significativas. Mesmo que para os tratamentos com aplicagido
de Rhizotonic ndo houve diferencas significativas em comparacdo com os tratamentos sem a
sua aplicacdo, os resultados obtidos sdo inferiores, ndo se justificando assim a sua utilizagdo.
E de salientar a sobrevivéncia média com melhores resultados de cerca de 77% no substrato
BioBizz, tratamento S1.0 ¢ com 70% nos tratamentos S2.0 ¢ S9 ambos com o substrato
SiroFlorestal, sendo o tratamento S9 o mesmo substrato com adigdo da pastilha de
ectomicorrizas. Os tratamentos S5, S6 e S7 apresentam sobrevivéncia média inferior a 16%.

A figura 35 mostra o aspeto geral dos tratamentos nos dias 10 ou 13 de maio, quando se
realizou o levantamento do ensaio (apds 2 meses e cinco dias), se procedeu a monotorizagao
dos ensaios (avaliagdo das diferentes vareaveis) e a transplantagdo para tubete para posterior

transporte para viveiro

65



Figura 35 - Aspeto geral dos tratamentos ao fim de 2 meses e 5 dias: a) S1.0 (mais a esquerda) e S1.1 (mais a direita), em b) S2.0 (mais a direita) e S2.1 (mais a
esquerda), em c) S3.1 (mais a direita) e S3.0 (mais a esquerda); d) S9 (a direita) e S8 (a esquerda); e) S4; f) S5; g) S6 e h) S7.
Nota: S1.0 = Substrato BioBizz; S1.1= BioBizz + Rhizotonic; S2.0 = Substrato SiroFlorestal; S2.1= SiroFlorestal + Rhizotonic; S3.0 = Turfa:Perlite (50:50); S3.1= Turfa:Perlite (50:50) +
Rhizotonic; S9 = SiroFlorestal+ Pastilha de ectomicorrizas; S8= Turfa:perlite + Pastilha de ectomicorrizas; S4= Turfa:perlite + Adubo de libertagdo controlada; S5= Turfa:perlite + Adubo de
libertacdo controlada + Fosforo; S6= Turfa:perlite + Fosforo + Calcario e S7= Turfa:perlite + Adubo de libertagao controlada + Fosforo + Calcario.
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Uma nota importante ¢ que depois da aclimatizag¢do e durante a transplantagao para tubetes e
consequente transferéncia para condi¢des de viveiro, se as plantas apresentarem uma parte area
ou radicular relativamente grande deve-se proceder a uma poda ligeira da parte aérea e do
sistema radicular reduzindo assim o stresse, evitar o emurchimento do apice e danos na raiz
devido ao seu enrolamento. A poda ligeira da raiz ird também estimular o seu desenvolvimento.

A tabela 14 mostra a taxa de sobrevivéncia em fungdo do tratamento, observada para os
clones 1001 e 8001. Através do teste Kruskal Wallis avaliou-se a existéncia de diferengas

significativas entre tratamentos (Anexo XI).
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Tabela 14 - Clone 1001 e 8001 valor da sobrevivéncia média (%) em func¢io do tratamento.

Sobrevivéncia (%)

Sobrewivéncia (%)

Clone Tratamentos| N Med + SE Clone Tratamentos| N Med + SE
$1.0 30 | 90,00 + 5,57 ® Tratamentos S1.0 30 | 6333 £ 895 ™
S1.1 30 | 76,67 + 7,85 ® S1.0|BioBizz S1.1 30 | 56,67 = 920 ™
$2.0 | 30 | 90,00+ 5,57 = Sl.1|"+ Rhizotonic $2.0 | 30 | 5000 = 928 **
s21 | 30 | 60.00 = 9,10 = S2.0|SiroFlorestal $2.1 | 30 | 4667 = 926 *°
$3.0 30 | 60,00 = 9,10 == 32:1]" * Rhizotonic $3.0 | 30 | 56,67 = 920 *
§3.1 30 | 4667 = 926 == :0|TurfarPerlite (50:30) $3.1 30 | 4333 = 920 **

1001 S3.1|" + Rhizotonic 8001
54 30 | 60,00 = 9.10 ** T Adubo controlada S4 30 | 66,67 = 8,75 *
S5 30 [1333=631° S5 w17 Fosforo S5 30 | 1333 £ 631 =
56 30 | 2667 =821 % g5 |"+ Fosforo + Calcario S6 30 | 333 =333 ¢
87 30 [ 1333 =631 ° g7 "+ Adubo + Fosforo + Calério S7 30 ] 333 +£333°
S8 30 | 40,00 = 9.10 ** 88 |"+ pastilha ectomicorrias S8 30 | 66,67 + 8,75 °
S9 30 | 76,67 £ 7,85 ® SO |S2 + pastilha ectomicorrias SO 30 | 6333 + 895

Total Geral | 360 | 54.44 = 2.63 Total Geral | 360 | 44.44 = 2.62

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Walls).
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E notério para o clone 1001 uma taxa de sobrevivéncia elevada nos tratamentos S1.0, S2.0,
ambos com valores de 90% e em S1.1 e S9 com valores de cerca de 77%. Os melhores
resultados de sobrevivéncia para o clone 1001 sdo observados nos tratamentos com o0s
substratos BioBizz (S1.0) e SiroFlorestal (S2.0) sem aplicagdo de Rhizotonic e, ainda, neste
substrato ultimo mencionado com a adi¢ao de pastilha de micorrizas (tratamento S9).

Para o clone 8001, a melhor taxa de sobrevivéncia cerca de 67% ¢ obtida no tratamento S4 e
S8. Ambos os tratamentos t€ém de base como substrato a mistura Turfa:Perlite (50:50), com
adi¢do de adubo de libertagdo controlada ou ectomicorrizas, respetivamente. No entanto, estes
resultados ndo apresentam diferengas significativas em relagao aos tratamentos S1.0 ¢ S9 (com
valor médio superior a 60%). Este clone mostra encontrar boas condi¢des de aclimatizacdo nos
substratos com adicdo de pastilha de ectomicorrizas (tratamentos S8 e S9), na mistura de
Turfa:Perlite com adubo de libertagdo controlada (S4) e no substrato BioBizz sem adi¢do de

Rhizotonic (S1.0).

7.4. Avaliacao dos parametros de crescimento vegetal e do estabelecimento de
micorrizas

A tabela 15 mostra os resultados globais para os pardmetros de comprimento dos rebentos
(SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliagdo da parte radicular e aérea, nimero de raizes
principais (NPR), callus e presenga de micorrizas em funcdo dos clones. Através do teste
Kruskal Wallis e teste Tukey (para a variavel paramétrica LLR) avaliou-se a existéncia de
diferencas significativas entre clones (Anexo XII).
Tabela 15 - Valores médios do comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR),

avaliaciio da parte radicular e aérea, nimero de raizes principais (NPR), callus e presenca de micorrizas
em funcio do clone.

SL (cm) LLR (cm) Aval. P. Radicular Aval. P. Aérea NPR Callus (0-3)  Myc Establish (0-4)
Clones N Med + SE Med + SE Med + SE Med + SE Med + SE Med + SE Med + SE
1001 196 3,78+ 0,11° 668+ 017° 242+ 003" 3,78 + 0,04 * 1,94 + 0,07 ° 0,56 £ 0,07 * 022+ 0,04 °
8001 160 4,87 + 016 * 831+ 0,19 273+ 0,04 ° 391 £ 0,03 * 2,76 + 0,14 * 048 + 0,07 * 023 + 0,09 °
Total Geral 356 4,27 + 0,10 741 £ 0,13 2,56 £ 0,03 3,84 £ 0,02 231 + 0,08 0,52 + 0,05 0,23 + 0,04
Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Wallis e
Tukey).

O clone 8001 apresentou melhores resultados com diferencas significativas para as variaveis,
comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliacdo da parte
radicular e namero de raizes principais (NPR). As variaveis da parte aérea, callus e presenca

de micorrizas ndo evidenciaram a existéncia de diferengas significativas comparativamente
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com o clone 1001. A avaliag@o da parte radicular corresponde em média para ambos os clones
a presenga de raizes principais, secundarias e algumas terciarias. Durante a contagem de plantas
sobreviventes observou-se nas plantas mortas a presenca mais frequente de callus no clone
8001 (figura 36). A presenc¢a de callus poderé indicar excesso de hormona, o ideal para este

clone seria reduzir o tempo de contacto com a auxina.

Figura 36 - Presenca de callus (indicados pelas setas amarelas).

A tabela 16 mostra os resultados globais para os parametros de comprimento dos rebentos
(SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliagdo da parte radicular e aérea, nimero de raizes
principais (NPR), callus e presenca de micorrizas em funcdo dos tratamentos testados. Através
do teste Kruskal Wallis e teste Tukey (para a variavel paramétrica LLR) avaliou-se a existéncia

de diferengas significativas entre tratamentos (Anexo XIII).
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Tabela 16 -Valores médios do comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliacdo da parte radicular e aérea, nimero de raizes principais
(NPR), callus e presenca de micorrizas em funciio dos tratamentos testados.

SL (cm) LLR (cm) Aval. P. Radicular Aval. P. Aérea NPR Callus (0-3)  Myc Establish (0-4)
Tratamentos N Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE
S1.0 46 556 +028° 757+ 039" 249 = 006 398 + 0,02 * 250 = 025 046 = 0.11 0.00 = 0.00
51.1 40 501 £ 0277 7.23 £ 035 * 249 0,06 ® 4,00 £ 0,00 * 2,15 = 023 043 = 0.15 0,00 = 0,00
S52.0 432 5,08 £ 0,34 ab 8.01 + 041 ° 2.67 0,07 @ 4,00 £ 0,00 * 255 = 028 1.05 = 0.19 0.00 = 0.00
s2.1 32 431 =028 % 7,75+ 026 ™ 260 0.10 ? 394 = 0,04 *® 1.84 = 0.17 1.03 = 0.22 0.00 = 0,00
53.0 35 264 = 0,11 ¢ 8.04 = 0,39 ° 2.54 0,12 ° 344 = 0,10 ® 1.94 = 0.16 0.51 = 0.14 0.00 = 0.00
53.1 27 330 = 0,17 °d 7.61 = 051 ** 248 0,10 @ 344 = 0,14 ®® 196 = 022 046 = 0.17 0,00 = 0,00
54 38 424 £ 0,19 * 581 = 037 ° 2.57 0.08 *® 397+ 0,03 250 =022 0.22 = 0.08 0.00 = 0.00
S5 8 288 = 032°% 488= 097%™ 256= 026 ° 381 = 0,00 *® 3.13 = 0.58 0,31 = 021 0.00 = 0.00
S6 254 = 026 °¢ 7.22 = 1,11 ** 244 0,15 ® 322 = 036 *® 1.56 = 024 0.11 = 0.07 0.00 = 0.00
57 5 3.60 = 0,19 *¢ 8.40 = 0.89 ** 260 0,19 * 400 = 0,00 *® 1,80 = 020 0,00 = 0.00 0,00 = 0,00
SE 32 295 = 0,16 °¢ 7.50= 043 ** 248 = 011 ° 372 = 0,11 ®® 234 = 024 0.22 = 0.10 0.00 = 0.00
89 42 502+ 030" 768+ 037 267= 007° 395+ 0,03° 279 = 027 0.52 = 0.14 1.46 = 0,14
Total Geral 356 427 = 0.10 741 = 0.13 2.56 0.03 3.84 = 0.02 2.31 = 0.08 0.52 = 0.05 0.23 = 0.04

$1.0= BioBizz; 81.1= BioBizz + Rhizotonic; $2.0= SiFlorestal; $2.1= SiroFlorestal + Rhirotonic; 83.0= TurfaPerlite(50:50); §3.1= Turfa perlite{30:50) + Rhizotonic; S4= TurfaPerlite (50:30)+ Adubo de
libertacio controlada; 8§5= TurfaPerlite{50:30) + Adubo + Fosfore; S6=TurfaPerlite(50:50)+ Fosforo+ Calcdrio; S7= TurfaPerlite(50:50) + Adubo + Fosforo + Calcdrio; S8= TurfaPerlite(50:50) + Pastilha

de ectomicorrizas; §9= SiroFlorestal + Pastitha ectomicorrizas

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Wallis e Tukey).
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Os tratamentos S1.0, S1.1, S2.0 e S9 obtiveram comprimentos dos rebentos em média
superiores (5 cm) e avaliagdo da parte aérea igual a 4 (valor maximo da escala numérica para
esse parametro) ou em média acima de 3,95. O comprimento da maior raiz (LLR) foi maior
nos tratamentos S1.0, S2.0, S2.1, S3.0 e S9. Os tratamentos S1.0, correspondendo ao substrato
BioBizz, S2.0 correspondendo ao substrato SiroFlorestal e S9 que corresponde ao substrato
anterior com adi¢do de pastilha de ectomicorrizas sdo os que apresentam para todos os
parametros avaliados os melhores resultados. A avaliacdo da parte radicular, assim como o
namero de raizes principais (NRP) e callus ndo apresentaram diferengas significativas em
funcdo do tratamento. Em média para a avaliagao da parte radicular existem raizes principais,
secundarias e algumas terciarias.

E notéria em relagdo ao tratamento S9 a presenca de ectomicorrizas com diferenga
significativa do tratamento S8 (Turfa:Perlite (50:50) + Pastilha de ectomicorrizas). O substrato
SiroFlorestal (tratamento S9) mostra-se em comparacdo com o substrato Turfa:Perlite melhor
para o estabelecimento de ectomicorrizas nas raizes das plantulas de medronheiro durante o
enraizamento ex vitro ¢ a aclimatizagdo (ao fim de 2 meses e 5 dias). Nas figuras 37 ¢ 38

observou-se a presenca de micorrizas nas raizes do tratamento S9.

Figura 37 - Presenca de microrrizas nas raizes no tratamento S9.
Nota: S9= Substrato SiroFlorestal + Pastilha de ectomicorrizas.
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Figura 38 -Presenca de microrrizas nas raizes do tratamento S9, ampliado.
Nota: S9= Substrato SiroFlorestal + Pastilha de ectomicorrizas.

Para o clone 1001 a tabela 17 mostra os resultados para os pardmetros de comprimento dos
rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliagdo da parte radicular e aérea, nimero
de raizes principais (NPR), callus e presenga de micorrizas em fung¢ao dos tratamentos testados.
Através do teste Kruskal Wallis e teste Tukey (para a varidvel paramétrica LLR) avaliou-se a

existéncia de diferencas significativas entre tratamentos testados (Anexo XIV).
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Tabela 17 -Clone 1001 valores médios do comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliacdo da parte radicular e aérea, nimero de
raizes principais (NPR), callus e presenca de micorrizas em fun¢io dos tratamentos testados.

SL (cm) LLR (cm) Aval. P. Radicular Aval.P. Aérea NPR Callus (0-3)  Myc Establish (0-4)
Clons Tratamentos N Med £ SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE
$1.0 27 506+ 037 ° 644 + 045 244 = 008 2 3,96 + 0,04 * 211 =019 ° 044 =016 * 0,00 = 0,00 °
S1.1 23 426+ 025 587+ 028 248= 007 4,00 = 0,00 191 = 023 % 030 =018 % 0.00= 000°
52.0 27 426+ 029" 781+ 052°* 257+ 008° 4,00 = 0,00 * 2.11 = 028 * 122 =025 * 000= 000°
82.1 18 364=025°% 758+ 041° 253+ 016 ° 3,94 £ 0,06 156= 017 °* 1.19 = 031 * 0,00 = 0.00 ®
$3.0 18 239=0]15° 733 047% 206= 006" 333 = 014 1890 = 020°% 036 =016 * 000 = 0,00 ®
1001 S3.1 14 289=021% 696= 0663 243= 014 300 021° 193=025°% 057 =025 % 000= 000"
S4 18 417+ 026 515= 047° 244= 012% 4,00 = 0,00 * 2.00= 026 * 036 =016 % 0.00= 000°
S5 4 238 = 0.13* 413= 090*® 200= 000°® 3,75 £ 0,14 * 225 = 025 ° 0.00 = 000 * 0.00= 0.00°
S6 8 255=030% 744+ 124 244 018 % 3,13+ 0,40 * 163 =026* 0.13 =008 * 000= 000"
S7 4 350 = 020* 838= 114 263= 024 4,00 = 0,00 * 2.00 = 000 * 0.00 = 000 * 0.00= 0.00°
S8 12 263 =026° 503 = 046 204= 02072 3,58+ 0,19 200=025° 004 =004 * 0.00= 0.00°
S9 23 399+ 020 653= 045 259+ 0,00 ° 3,91+ 0,06 * 191 = 021°2 057 =020 % 1,62 + 0,15 *
Total Geral 196  3.78 = 0.11 6.68 = 0.17 242 = 0.03 3,78 = 0,04 194 = 007 0.56 = 0.07 0.02 = 0.01

$1.0= BioBizz; 8$1.1= BioBizz + Rhizotonic; $2.0= SiFlorestal; §2.1= SiroFlorestal + Rhirotonic; $3.0= TurfaPerlite(50:30); 83.1= Turfaperlite(50:50) + Rhizotonic; S4= Turfa:Perlite (30:50)+ Adubo de
libertag3o controlada; §5= TurfaPerlite(50:50) + Adubo + Fosforo; S6=TwrfaPerlite(50:50)+ Fosforo+ Calcario; §7= TurfaPerlite(50:50) + Adubo + Fosfore + Calcario; $8= TurfaPerlite(50:50) + Pastilha
de ectomicorrizas; 89= SiroFlorestal + Pastilha ectomicorrizas

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Wallis e Tukey).



O clone 1001 para o numero de raizes principais (NPR) e presen¢a callus, ndo apresenta
diferengas significativas entre os tratamentos testados. Em média, os melhores valores para o
comprimento dos rebentos (SL) correspondem a 5,06 cm no tratamento S1.0 e ao valor de 4,26
cm nos tratamentos S1.1 e S2.0. Os melhores valores para comprimento da maior raiz (LLR)
foram observados no tratamento S2.0 e no tratamento S2.1 (valores superiores a 7 cm). No
tratamento S1.0 o valor para o LLR foi de 6,44 cm £ 0.45 cm.

A avaliagdo da parte radicular teve melhores resultados nos tratamentos S2.0, S2.1 e S9, mas
sem diferencas significativas em relagdo aos restantes tratamentos. Em média apresentam para
todos os tratamentos raizes primarias, secundarias e algumas terciarias em particular para os
tratamentos com melhores resultados. A avaliagdo da parte aérea apresenta diferencas
significativas com resultados em média inferiores com os restantes tratamentos apenas nos
tratamentos S3.0 e S3.1.

A tabela 18 mostra os resultados para os parametros de comprimento dos rebentos (SL),
comprimento da maior raiz (LLR), avaliacdo da parte radicular e aérea, nimero de raizes
principais (NPR), callus e presenca de micorrizas em fun¢ao dos tratamentos testados para o
clone 8001. Através do teste Kruskal Wallis e teste Tukey (para a varidvel paramétrica LLR)

avaliou-se a existéncia de diferencas significativas entre tratamentos testados (Anexo XV).
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Tabela 18 - Clone 8001 valores médios do comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR), avaliacio da parte radicular e aérea, nimero de
raizes principais (NPR), callus e desenvolvimento de micorrizas em funcio dos tratamentos testados.

SL (cm) LLR (em) Aval . P. Radicular Aval. P. Aérea NPR Callus (0-3)  Myc Establish (0-4)
Clone Tratamentos N Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE Med = SE
S1.0 19 626+038* 916+ 050" 255= 0.10° 4,00 = 0.00 * 3.05 = 0.54 ® 047 = 0.16 * 0.00 = 0,00 °
S1.1 17 6,02+ 043 ™ 0907+ 045" 250= 0.11° 400 = 0,00 * 247 = 0.43 * 059=025* 0.00=000°"
$2.0 15 657+ 063 ™ 837=0662» 283= 012°? 4,00 = 0.00 * 333 = 0.57 2 073 = 026 * 0.00=000°
$2.1 14 518=048 * 796= 031" 280= 008° 393 = 007 * 221 =030 ° 082 =030% 0.00=000°"
S3.0 17 291 =012¢% 879=0582 306= 0.15°?2 3.56 = 0.15 * 2.00 = 0.27 @ 068 = 0232 0.00=000°"
2001 S3.1 13 3.75=023 % 832=077% 254= 014° 3.92 = 0,08 * 2,00 = 039 ? 035=025* 0.00=000°"
S4 20 431 =029 % 641 =055° 268= 012° 395 = 005 * 295 =032 ° 0.10 £ 0.05* 0.00 = 000 °
S5 4 338+ 0,55 * 563 =178*® 313+ 031° 3.88 = 0.13 * 4,00 = 1.00 * 063 =038* 0.00=000°
S6 1 250 = 0,00 *® 550=000% 250= 0.00°2 4,00 = 0,00 * 1.00 = 0.00 2 000 = 0002 0.00=000°"
S7 1 400 = 0.00 ** 850= 000 250= 000° 4,00 = 0,00 * 1.00 = 0.00 ® 0.00 = 0.00*  0.00 = 000 °
S8 200 315=019 % 845= 053 275= 009° 3.80 = 0.14 * 255 = 0.36 ® 033 =0162 0.00=000"
S9 19 626+ 041* 907+ 042" 276= 0.10°2 4,00 = 0,00 * 3.84 = 043 * 047 = 019* 1,00 + 026 °
Total Geral 160 4.87 = 0.16 831 = 0.19 273 = 0.04 391 = 003 2.76 = 0.14 048 = 0.07 0.00 = 0.00

$1.0= BioBizz; 51.1= BioBizz + Rhizotonic; 52.0= SiFlorestal; $2.1= SiroFlorestal + Rhirotonic; $3.0= TurfaPerlite(50:50); §3.1= Turfa:perlite(50:50) + Rhizotonic; S4= TurfaPerlite (50:50)+ Adubo de
libertagio controlada; S5= TurfaPerlite(50:50) + Adubo + Fésforo; S6=TurfaPerlite(50:50)+ Fasforo+ Calcdrio; $7= TurfaPerlite(50:50) + Adubo + Fasforo + Calcdrio; $8= TurfaPerlite(50:50) + Pastilha
de ectomicorrizas; S0= SiroFlorestal + Pastilha ectomicorrizas

Nota: letras diferentes mostram a existéncia de diferengas significativas (P<0,05, Teste de Kruskal-Wallis e Tukey).
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No clone 8001 para os parametros de crescimento vegetal, a avaliagdo da parte radicular e
aérea, nimero de raizes principais (NPR) e callus, ndo apresentou diferengas significativas
entre os tratamentos testados. Em média os melhores valores para o comprimento dos rebentos
(SL) correspondem a 6,57cm no tratamento S2.0, ao valor de 6,26 cm nos tratamentos S1.0 e
S9. Em média os melhores valores para o comprimento da maior raiz (LLR) correspondem a
9,16 cm no tratamento S1.0 e ao valor de 9,07 cm nos tratamentos S1.1 e S9. Os tratamentos
com maior comprimento dos rebentos e da raiz para ambos os pardmetros foram observados

nos tratamentos S1.0, S1.1 e S9.

7.5. Regressao linear

A regressdo multipla mostra que a varidvel comprimento dos rebentos (SL) em fungdo
(P<0,05) do clone, tratamento, comprimento da raiz, avaliagdo da parte radicular e da parte
aérea e do nimero de raizes principais com um coeficiente te correlagdo R=0,69. Estes
resultados mostram a relevancia do tratamento (tipo de substrato), a funcionalidade do sistema
de radicular de forma a estimular o desenvolvimento da parte aérea (SL) e a garantia do melhor
desenvolvimento na aclimatizagdo. A figura 39 mostra para os diferentes clones (1001 e 8001)

arelagdo com SL, LLR ¢ NRP.

9,00 3 a 3,00
8,00
b 2,50
7,00
= 6,00 b- 2,00
<= 5,00 o
o
jl 4,00 b 20 2
-
Y300 1,00
2,00
0,50
1,00
0,00 0,00
1001 8001
B S| (mm) . LR (mm) NPR
Regression Summary for Dependent Variable: SL (mm) (Global_aclim_marco5.sta)
R= 69369554 R?*= 48121350 Adjusted R?>= 46925301
F(8,347)=40,234 p<0,0000 Std_Error of estimate: 1,3346
b* Std.Err. b Std.Err. t(347) p-value
N=356 of b* of b
Intercept | 2216265 2996478 7.39623| 0,000000
Clone 0,130158 0,043777 0.00007  0,000023 297320 0,003153
Tratamento -0,371572| 0,042519 -0,21933 0,025098 -8.73898| 0,000000
LLR (mm) 0,238827 0,042799 0,17667 0,031661 5,58026 0,000000
Aval P Radic 0,111200 0,044740 0,39943 0.160708 248545 0,013409
Aval P Aerea 0,145735 0 043858 0,58651 0,176506 3.32290 0,000986
NPR 0,236115| 0.042334 0,29476  0.052849 557746/ 0,000000
Callus 0,054335 0,040077 0,10845 0,079990 1,35574  0,176063
Myc (Estab.) -0,004307  0,039129  -0,07474 0,679090 -0,11007 0,912421

Figura 39 - Relacdo do comprimento dos rebentos (SL), comprimento da maior raiz (LLR) e nimero de
raizes principais (NPR) em funcio dos clones testados.
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Conclui-se que o clone 8001 apresenta em média melhores resultados para as trés variaveis
apresentadas. Estes resultados sugerem que seria possivel antecipar a transplantagao reduzindo
o periodo de aclimatizagdo um dos objetivos deste trabalho. Ha ainda a referir, em particular
para o clone 8001, considerando a taxa de sobrevivéncia e a presenca de callus na base dos
rebentos mortos que serd conveniente no proximo processo de aclimatizagdo reduzir o tempo

de contato entre a auxina e a base do rebento ou concentracao da auxina.

7.6. Analise de componentes principais
A figura 40 mostra a analise de componentes principais, observando-se que os fatores 1 e 2

explicam cerca de 25,0% e 17,8% da variancia total observada (Anexo XVI).

Factor Loadings, Factor 1 vs. Factor 2
Rotation: Unrotated
Extraction: Principal components
0,8 ———

Tratamento
Cl%n'é* .| © I

0,6 =7 a mm om—
04

02
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0,2 Callus
d

Fator 2 (17,80}

-0,4 /
-06

Sobrv Med %
o

-0,8

1.0
-1,0 0,8 06 0,4 0.2 0.0 0,2 0,4 06

Fator 1 (25,0 %)

Figura 40 - Analise de componentes principais (PCA) ensaio II.

O fator 1 mostra relacdo direta entre as variaveis como o comprimento dos rebentos (SL),
comprimento da maior raiz (LLR) e avaliagdo da parte area e radicular conforme anteriormente
observado pela regressao multipla.

O fator 2 mostra que a sobrevivéncia média esta inversamente relacionada com o tratamento.
O tratamento testado influéncia a sobrevivéncia média das plantulas, conforme anteriormente

observado.
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7.7. Analise dos substratos
Os resultados da condutividade elétrica dos substratos testados sdo apresentados na tabela 19
e em anexo também resultado das analises quimicas dos substratos realizados no laboratorio

de solos da ESAC, sdo apresentados no anexo (Anexo XVII).

Tabela 19 - Resultados da condutividade elétrica observados nos diferentes tratamentos testados (tipo de

substrato).
10/05/2024 ESAC 04/06/2024
Tratamentos |(levantamento) (apos ensaio)
mS/cm mS/cm mS/cm Tratamentos
S1.0 0,11 0,73 0,41 S1.0 BioBizz
S1.1 0,11 0,75 0,55 S1.1 " + Rhizotonic
S2.0 0,09 0,49 0,35 S2.0 SiroFlorestal
S2.1 0,11 0,50 0,34 S2.1 " + Rhizotonic
S3.0 0,03 0,04 0,07 S3.0 Turfa:Perlite (50:50)
S3.1 0,02 1,04 0,06 S3.1 " + Rhizotonic
S4 0,15 0,19 0,08 S4 " + Adubo controlado
S5 0,00 1,51 0,98 S5 "+ " + Fosforo
S6 1,03 1,58 0,19 S6 " + Fosforo + Calcario
S7 0,88 1,29 0,46 S7 " + Adubo + Fosforo + Calario
S8 0,04 0,15 0,11 S8 " + pastilha ectomicorrias
S9 0,06 0,54 0,29 S9 S2 + pastilha ectomicorrias

Nota: Valores de referéncia Salinidades (1:1,5 v/v), Moderada: 1,51 -2,50; Elevada: 2,51-3; Muito elevada: >3,00. Fonte:
https://www.iniav.pt/images/publicacoes/livros-manuais/Manual_Fertilizacao_das_culturas.pdf

Avaliados pelo laboratério de solos da ESAC a condutividade ¢ elevada para as plantas em
fase de aclimatizagdo nos tratamentos S5, S6 e S7. Os trés tratamentos correspondem ao
substrato com mistura de Turfa:Perlite e adicdo de adubo de libertacao controlada, fosforo e
calcario em diferentes combinagdes. Estes valores estao relacionados com sais de sddio, mas
também de magnésio, potassio e calcario. De acordo com anexo os mesmos tratamentos
apresentam excesso de P05, CaO e MgO em comparag@o com os restantes. Assim se podera
compreender o insucesso de sobrevivéncia para os tratamentos S5, S6 e S7 abaixo de 15% em
média com os valores de excesso de P2Os, CaO e MgO associados a elevada condutividade
elétrica.

Com a andlise quimica aos substratos observou-se que o clone 8001 ¢ o que apresenta melhor
tolerancia a solos tanto acidos como nos tratamentos S3.0 e S4 com valores de pH de 4,3 € 3,9
respetivamente, € em substratos menos acidos como nos tratamentos S1.1 e S2.0 com valores
de pH de 6,2 e 6,1 respetivamente. No entanto apresentou melhor sobrevivéncia em substratos

menos acidos o que esta de acordo com a proveniéncia do clone de solos com calcario.
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A adigdo de pastilha de ectomicorrizas ao tratamento S8, substrato de mistura de Turfa:Perlite
mostrou aumentar o pH do substrato. O tratamento S4, com substrato de mistura de
Turfa:Perlite com adicdo de adubo de libertacio controlada, observou-se reduzida
disponibilidade de nutrientes, como seria de esperar, oferecendo resultado positivo para a
sobrevivéncia média. No entanto, em geral nao apresenta diferengas significativas em
comparacdo com o tratamento S3.0 que corresponde apenas ao substrato de mistura
Turfa:Perlite. Os valores s3o muito semelhantes, também para as varidveis do comprimento

dos rebentos ou da maior raiz e avaliacao da parte radicular ou aérea.
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8. Conclusoées e perspetivas futuras
I-Ensaio de tratamento pré-germinativos

Os tratamentos pré-germinativos testados evidenciaram ser eficazes para a quebra da
dorméncia e para uma uniforme germinagao das sementes de medronheiro.

A condicao de sementeira testada afeta a germinagdo. A condi¢@o 2, sementeira em alfobre,
¢ a condi¢ao 3, sementeira dircta, sdo as duas condigdes com melhores resultados de
germinacgdo, sendo a condigdo 2 mais exigente e mais onerosa devido a necessidade de
“repicagem” anterior a transplantagao das plantulas germinadas para contentores/tubetes/vasos
definitivos em viveiro.

Na condi¢do 1 o tratamento 9 obteve melhor taxa de germinagdo. Na condi¢do 2 os
tratamentos 1, 2, 6 ¢ 9 ¢ na condi¢ao 3 os tratamentos 7, 8, 9 e C obtiveram melhores taxas de
germinagao.

A familia AL3 teve em média e no geral melhor taxa de germinag¢do em relagdo a familia
ALG6 ¢ ao acesso que apresentou taxas de germinagdo significativamente inferiores de apenas
35%. Em relacdo a germinagdo por ano observou-se maior germinagdo média nos anos de 2020
e 2021.

Os tratamentos que apresentaram em todo o ensaio melhores taxas de germinagdo foram o
tratamento 1 na condi¢do 2 e na condi¢do 3 os tratamentos 7, 8, 9 ¢ C. O tratamento 1
corresponde a 1 semana de estratificacdo humida a frio himida. Os tratamentos 7 e 8 sdo a
combinagdo de GA3 nas concentragdes de 1000 mg/L e 2000 mg/L e 30 dias de estratificacdo
himida a frio. O tratamento 9 foi adi¢do de GA3; na concentragdo de 2000 mg/l sem
estratificacdo humida a frio e por tltimo o C, controlo (sem tratamento pré-germinativo). Sem
aplicacdo de nenhum tratamento pré-germinativo ¢ uma opgao fécil (aplicacdo em viveiro) e
economica de aplicar. O tratamento 9 ¢ também outra op¢do operacionalmente vantajosa
comparativamente com os tratamentos com combinac¢do de aplicacdo de acido giberélico e
estratificacdo humida a frio (tratamentos 7 e 8) onde ¢ necessario utilizar um frigorifico a
temperatura de 4°C.

A condi¢do 1, caixas de germinagdo, ndo deverd ser aplicada sem uma tampa/cobertura
superior para evitar perda de humidade.

Como perspetivas futuras sera interessante avaliar o efeito do teor de humidade da semente,

periodo de conservagao a frio e sua interagao com ano de colheita na germinagao.
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I1- Ensaio de enraizamento ex vitro e aclimatizaciao

Os substratos BioBizz e SiroFlorestal para a fase de enraizamento ex vitro e aclimatizagdo
sdo os que apresentaram melhores condigdes para a sobrevivéncia, desenvolvimento da parte
area e radicular das plantulas.

Os melhores resultados para a sobrevivéncia, observados ao fim de um periodo inferior de
aclimatizag¢do (2 meses e 5 dias) sdo os substratos BioBizz (S1.0) e SiroFlorestal (S2.0) sem
aplicacdo de Rhizotonic, o tratamento S4, substrato Turfa:Perlite com adi¢do de adubo de
libertacao controlada e o tratamento S9, substrato SiroFlorestal com adi¢ao de pastilha de
ectomicorrizas. Nos parametros observados de comprimento dos rebentos (SL) € comprimento
da maior raiz (LLR) os tratamentos S1.0, S2.0 e S9 apresentaram os melhores resultados num
periodo curto de aclimatiza¢do. O substrato SiroFlorestal com pastilha de ectomicorrizas
(tratamento S9) foi favoravel ao estabelecimento de micorrizas.

A sobrevivéncia do clone 1001 foi superior ao clone 8001, no entanto o clone 8001
apresentou melhores resultados para os parametros de crescimento vegetal e radicular. O clone
1001 mostra bons resultados para a sobrevivéncia nos tratamentos S1.0, S2.0, mas também em
S1.1 e S9. Para o clone 8001 apresentou bons resultados nos tratamentos referidos
anteriormente para o clone 1001, no entanto com melhores resultados nos tratamentos S8
(Turfa:Perlite + ectomicorrizas) e S4 (Turfa:Perlite + adubo de libertagcdo controlada). Assim,
conclui-se que o clone 8001 mostra-se mais tolerante a solos tanto 4cidos como menos 4cidos.

A adicao do Rhizotonic nos substratos ndo mostrou ser vantajosa na fase de enraizamento ex
vitro e aclimatizagao.

Neste ensaio nao foi possivel perceber se adi¢ao de calcario para corre¢do do pH na mistura
de Tufa:Perlite, substrato S3, melhorou as condi¢des quimicas do substrato uma vez que a sua
adi¢ao foi sempre juntamente com outros compostos.

E desaconselhado a repetigdo das quantidades de fosforo adicionado no ensaio.

Como perspetivas futuras, ¢ possivel ainda antecipar mais a aclimatiza¢do com abertura mais
cedo dos garrafdes (antes de 2 meses e 5 dias) com plantulas mais pequenas, com proposito de
diminuir o stresse na transplantacdo para condi¢des de viveiro. Melhorar as condi¢des do
substrato Turfa:Perlite, uma op¢ao mais barata de substrato, com adi¢@o de calcario vs adigdo
de nutrientes e ainda, a possibilidade de utilizagdo de adubos liquidos. Testar a utilizagdo do
Rhizotonic na rega por nebulizagdo e ainda, testar a adicdo de micélio Pisolithus tinctorius
(fungo micorrizico), aos substratos SiroFlorestal e Turfa:Perlite, considerando o efeito mais

rapido e positivo no estabelecimento de ectomicorrizas.
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ANEXOS

Anexo I- Rétulo do substrato comercial BioBizz.

Vor Gebraych, Sack gut sehatteln.
A“b'UCthckungon dleht verschliefian:
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Anexo II- Tabela de valores de germinacio (%) por condicio e tratamento, referente a figura 31.

T3
6,67
73,33

Condigdes T1 T2

Caixas/1 33,33 13,33
Alfobre/2 93,33 86,67
Sementeira direta/ 3 86,67 86,67

T4

86,67

T5

6,67
66,67
66,67

T6

40,00
80,00
73,33

T7
66,67
73,33

100,00

T8

T9
26,67
80,00
93,33

93,33
86,67
93,33

6,67
66,67
93,33

Média
32,67
79,33
86,67

Anexo III- Tabela de valores de germinacgao (%) por familia/acesso, condicio e tratamento, referente a

Familia/Acesso  Condigdo T1 T2
33,33
93,33
86,67
26,67
60,00
73,33
0,00
6,67
20,00

AL3

AL6

W N R WNR WN R

PEN22/17

Anexo IV- Tabela de valores de germinacao (%) por familia/acesso e condicio.

13,33
86,67
86,67

0,00
60,00
60,00

0,00
20,00
13,33

6,67
73,33
86,67

0,00
60,00
40,00

0,00

0,00
13,33

6,67
66,67
66,67

0,00
46,67
40,00

0,00
13,33
13,33

figura 32.

T5

40,00
80,00
66,67
20,00
53,33
73,33

6,67

6,67
13,33

T7

33,33
86,67
86,67
13,33
73,33
66,67

0,00
20,00
40,00

Condigdo Germinacgdo (%)

PEN22/17

W NBR WNRPRWNPR

31,33
79,33
86
18,67
62,67
60,67
0,67
14,67
34

66,67
73,33
100,00
26,67
73,33
40,00
0,00
13,33
40,00

26,67
80,00
93,33

0,00
66,67
66,67

0,00
13,33
40,00

80,00
86,67
93,33
93,33
66,67
60,00

0,00
33,33
60,00

6,67
66,67
93,33

6,67
66,67
86,67

0,00
20,00
86,67
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Anexo V- Tabela de valores de germinacio (%) por anos, condiciio e tratamento, referente a figura 33.

Ano Condigdo T1 T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9 C
1 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 6,67 20,00 0,00 13,33 6,67 20,00 13,33 13,33 33,33 20,00
2018 3 20,00 13,33 13,33 13,33 13,33 40,00 40,00 40,00 60,00 86,67
1 0,00 0,00 6,67 6,67 20,00 20,00 0,00 26,67 26,67 0,00
2 6,67 13,33 26,67 13,33 13,33 73,33 20,00 33,33 20,00 26,67
2019 3 26,67 13,33 20,00 26,67 20,00 26,67 13,33 33,33 20,00 26,67
1 13,33 13,33 0,00 0,00 40,00 33,33 66,67 0,00 80,00 0,00
2 93,33 86,67 73,33 66,67 80,00 86,67 73,33 80,00 86,67 66,67
2020 3 86,67 86,67 86,67 66,67 66,67 86,67 100,00 93,33 93,33 93,33
1 33,33 6,67 0,00 0,00 20,00 13,33 26,67 0,00 93,33 6,67
2 60,00 60,00 60,00 46,67 53,33 73,33 73,33 80,00 73,33 66,67
2021 3 73,33 60,00 66,67 33,33 73,33 66,67 60,00 66,67 73,33 86,67
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 0,00 0,00 6,67 0,00
2 20,00 26,67 13,33 26,67 33,33 13,33 33,33 40,00 20,00 26,67
2022 3 33,33 33,33 40,00 26,67 20,00 60,00 40,00 33,33 60,00 40,00
1 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 6,67 13,33 0,00 6,67 0,00
2 33,33 33,33 13,33 13,33 26,67 26,67 33,33 33,33 40,00 33,33
2023 3 33,33 33,33 13,33 20,00 20,00 46,67 26,67 53,33 46,67 33,33

Anexo VI- Taxa de germinacio por acesso/familia. E taxa de germinacdo (%) por acesso/familia, anos de
colheita e tratamentos pré-germinativos (1 a 9 e c¢) e respetivo periodo de germinag¢éo por condicio.

A figura abaixo mostra resumidamente a taxa de germinagao por condi¢do e familia/acesso.

60
40
30
20
10 I I
O J—
1 2 3 1 2 3 1 2 3

AL3 ALB PEN22/17
Familia/Acesso x Condi¢do de Germinagdo

Taxa de Germinacao (%)
[a)
(]

Figura 41 - Taxa de germinacio por familia/acesso e condicio.

E notdrio a taxa de germinagdo nas trés condi¢des que a familia AL3 obteve resultados
superiores a familia AL6 e acesso PEN. Na familia AL3 e acesso observa-se uma maior taxa
de germinagdo na condi¢do 3, sementeira direta, que nas restantes condigdes. Para a familia

ALG6 na condigdo 2, alfobre, ¢ ligeiramente superior a condi¢ao 3.
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A taxa de germinagdo (%) por acesso/familia, anos de colheita e tratamentos pré-
germinativos (1 a 9 e c) e respetivo periodo de germinagdo por condi¢do € apresentado em

pormenor por condicao.

A) Condicao 1

Na condi¢do 1, nomeada também de caixa, a taxa de germinacdo por tratamento, condi¢ao,
familia/acesso e ano ¢ apresentada na tabela 9. E ainda referido na mesma tabela o periodo em
que ocorreu a germinagao ¢ més onde foram observados os valores maximos de germinagao

por familia/acesso e ano.

Tabela 20 - Taxa de germinacio (%) na condicio 1 por acesso/familia, ano (negrito) e tratamentos (escala

colorida).
| Acesso/ Germ % / Trat/ Condi¢io / FamiliaAcesso/ Ano Periodo Germinagio
Condicio Famili Ano
amifia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C periodo max

PEN22/17]2018] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | abril | abri
s [2019] 0,00 | 0,00 | 6,67 | 6,67 | 20,00 | 20,00 | 0,00 | 26,67 | 26,67 | 0,00 [ feveabrit | mar
ate [2019] 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 [ _ _
A [2020] 13,33 [ 13,33 | 0,00 | 0,00 | 40,00 [ 33,33 [ 66,67 | 0,00 | 80,00 | 0,00 | fevuabrit | mar
| as [2020] 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 [13,33] 0,00 [ war | mar
[ A [2021] 3333 ] 6,67 [ 0,00 | 0,00 | 13,33 ] 0,00 | 20,00 [ 0,00 | 80,00 | 6,67 | fevabrit | mar
1| s [2021] 26,67 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 20,00 | 13,33 | 26,67 | 0,00 [93,38] 6,67 | revavrit | mar
A [2022] 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00  _ _
ats [2022] 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 6,67 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 [ war | mar
as_[2023] 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | 6,67 | 0,00 | mar | mar
At [2023] 6,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 6,67 [1333] 0,00 | 6,67 | 0,00 | mar | mar

Nota: Ensaio instalado entre 30 de janeiro de 2024 2 2 de fevereiro de 2024; Em linha
€ apresentado por acesso/familia & ano por condicio ¢ em coluna os tratamentos

Legenda: 1) negrito, Percentagem de germinagdo maxima

aplicados de (1 29 & C) ataxa de germinagdo (%o). Tratam ento C: Controlo, sem pré- por familias/acesso e ano; 2) Percentagem de
tratamento germinative; Tratamento 1: 1 semana de estratificagio; Tratamento 2: 15 germinagdo méaxima por tratamento (escala abaixo)
dias de estrafificagdo; Tratamento 3: 30 dias de estratificacdo: Tratamento 4: 43 dias

de estratificaciio; Tratamento 5: 60 dias de estratificacio; Tratamento 6: 30 dias de -

estratificagio + GA (300mgL); Tratamento 7: 30 dias de estratificacdo + GA (1000 <550, ~85%

Na condi¢do 1 como referido anteriormente apenas no tratamento 9 obteve-se valores de taxa
de germinacdo superior a 85% e acontece na familia AL6 de 2021. Nesta condi¢do houve
alguma dificuldade de manter a humidade nas sementes. Sempre que as sementes germinavam
estas foram retiradas apds contagem. Nas figuras 42 e 43 mostra sementes a germinar na

condigdo 1 da familia AL3 de 2019 e da mesma familia do ano 2021 do tratamento 6.
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Figura 42 - Observacio da germinaciio no tratamento 6 na condicio 1 (caixa de germinacio) ao fim de
cerca de 5 semanas (11 de marcgo de 2024).

Figura 43 - Observacio da germinaciio na condicio 1 (caixa de germinaciio) ao fim de cerca de 6 semanas
(11 de marco de 2024)

Na familia AL3 apesar de ndo ter obtido taxa de germinacao superior a 85% ¢ de destacar no
ano de 2020 nos tratamentos 9 e 7 valores de taxa de germinacdo de 80% e cerca de 67%
respetivamente. O tratamento 7 foi a combinagdo de 30 dias de estratificagdo a frio e adi¢ao de
GA3 na concentracao de 1000 mg/L 24 horas antes da sementeira. Para a mesma familia, mas
no ano de 2021 também no tratamento 9 obteve-se o valor de 80% de taxa de germinagao.

O 4cido giberélico foi em geral favoravel a germinacao nesta condig@o apesar de ter ocorrido
inferior germinagdo em compara¢do com as outras duas condigdes.

Nao foi observado uma homogeneidade na resposta em fung@o a familia ou ano, ou seja,

haver uma germinagao uniforme relacionado a uma familia ou um ano em especifico. Conclui-
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se que o tratamento com os melhores resultados e influéncia na germinagao foi o tratamento 9
(condicao 1).

A germinacdo na condicdo 1, ocorreu entre os meses de fevereiro e abril tendo sido observado
em geral maior germinacao no més de margo (instalacao ocorreu nos dias 30 de janeiro de 2024

e 31 de janeiro de 2024).

B) Condigao 2

Na condi¢ao 2, nomeada também de alfobre, a taxa de germinagao por tratamento, condicao,
familia/acesso e ano ¢ apresentada na tabela 10. E ainda referido na mesma tabela o periodo
em que ocorreu a germinacao e més onde foram observados os valores maximos de germinac¢ao

por familia/acesso e ano.

Tabela 21 - Taxa de germinacéo (%) na condicio 2 por acesso/familia, ano (negrito) e tratamentos (escala

colorida).

Condigiio Aces??/ Ano Germ % / Tratamento / Condi¢do / FamiliaAcesso / Ano Periodo Germinagio
Familia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 C periodo max

2 [PEN2217|2018] 6,67 | 20,00 | 0,00 | 13,33 | 6,67 | 20,00 | 13,33 | 13,33 | 33,33 | 20,00 |marg-abril| marg-abril
2 AL3 |12019| 6,67 | 13,33 | 26,67 | 13,33 | 13,33 | 73,33 | 20,00 | 33,33 | 20,00 | 26,67 | fev-abril | abril
2 ALl6 [2019| 6,67 | 13,33 | 6,67 | 0,00 | 13,33 | 73,33 | 6,67 | 26,67 | 20,00 | 20,00 | fev-abril | abril

2 [ a [2020(193,33 (786,67 | 73,33 | 66,67 | 80,00 [ 86,67 | 73,33 | 80,00 [[86,67| 66,67 | fev- maio | marg-abri
2 AL6 |12020| 13,33 | 20,00 [ 0,00 | 6,67 | 33,33 | 13,33 | 13,33 | 60,00 | 26,67 | 13,33 | fev-abril | abril
2 AL3 |2021]| 46,67 | 60,00 | 40,00 | 46,67 | 40,00 | 73,33 | 66,67 | 80,00 | 73,33 | 53,33 | fev-abril | margo
2 AL6 (2021] 60,00 | 60,00 | 60,00 | 46,67 | 53,33 | 33,33 | 73,33 | 66,67 | 66,67 | 66,67 |fev-maio | margo
2 AL3 12022| 0,00 | 6,67 | 13,33 | 6,67 | 33,33 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 6,67 | 13,33 |marg-abril| abril

2 AL6 12022| 20,00 | 26,67 | 6,67 | 26,67 | 33,33 | 13,33 | 33,33 | 40,00 | 20,00 | 26,67 | fev-abril | marg-abril

2 AL3 |12023| 6,67 | 20,00 [ 6,67 | 6,67 | 20,00 | 6,67 | 20,00 | 13,33 | 13,33 | 26,67 | fev-abril [ marg-abril

2 AL6 |2023]| 33,33 | 33,33 | 13,33 | 13,33 | 26,67 | 26,67 | 33,33 | 33,33 | 40,00 | 33,33 | fev-abril | marg-abril

Nota: Ensaio instalado enfre 30 de janeiro de 2024 2 2 de fevereiro de 2024; Em linha
& apresentado por acesso/familia e ano por condicio e em coluna os tratamerntos Legenda: 1) negrito, Percentagem de germinagio maxima

aplicados de (1 29 e C) 2 taxa de germinago (%). Tratam ento C: Controlo, sem pré- por familias/acesso e ano; 2) Percentagem de
tratamento germinativo; Tratam ento 10 1 semana de estratificagdo; Tratam ento 20 15 germinagiio maxima por tratamento (escala abaixo)
dias de estratificagio; Tratamento 3 30 dias de estratificacBo; Tratamento 4: 45 dias

de estratificacio; Tratamento 3: 60 dias de estratificacio; Tratam ento 6: 30 dias de -

stratificagiio + GA (500 mgz/L); Tratamento 7: 30 dias de estratificago + GA (1000
estratificacio (300mgL); Tratamento 7: 30 dias de estratificacio ( <559 ~85%

Na condicao 2 como referido anteriormente os tratamentos com germinagao superior a 85%
correspondem aos tratamentos 1, 2, 6 e 9 e foram observados na familia AL3 no ano de 2020
para todos os tratamentos. A figura 44 mostra sementes a germinar na condi¢do 2 na familia

AL3 de 2020 do tratamento 9.
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Figura 44 - Observacio da germinaciio na condicio 2 (sementeira em alfobre) ao fim de cerca de 4
semanas (29 de fevereiro de 2024).

E de destacar uma taxa de germinagio, superior a 90% que ocorreu no tratamento 1. Neste
tratamento foi testado como tratamento pré-germinativo uma semana de estratificagdo a frio,
no entanto, s6 mostra resultados interessantes para a familia AL3 de 2020. O mesmo resultado
foi observado para o tratamento 2 com o tratamento pré-germinativo de 15 dias de estratificacao
htimida a frio.

Na familia AL3 no ano de 2020 ainda ¢ observado para os tratamentos 5 e 8 taxas
interessantes de 80% de germinagdo apesar de inferiores ao valor 85%. O tratamento 5 o
tratamento pré-germinativo foi 60 dias de estratificagdo a frio, cerca de 2 meses e o tratamento
8 foi 30 dias de estratificacdo a frio e adicdo de GA3 na concentracdo de 2000mg/L. Na mesma
familia, no entanto, no ano 2021 também no tratamento § obteve-se uma taxa de germinagao
de 80%.

Nas restantes familias/acesso e ano a adicdo de acido giberélico no geral foi também
favoravel a germinagdo.

Os melhores resultados em geral sdo observados na concentragdo maior de GA3 sem
estratificacdo, tratamento 9 e no tratamento 6 onde foi adicionado GA3 na concentragdo 500
mg/L e 30 dias de estratificacao.

A germinacdo na condicdo 2, ocorreu entre os meses de fevereiro e abril tendo sido observado
maior germinagdo nos meses de marco e abril (instalacdo ocorreu nos dias 31 de janeiro de

2024 e 1 de fevereiro de 2024).
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C) Condicao 3

Na condi¢do 3, nomeada também de sementeira direta (em alvéolo), a taxa de germinagao

por tratamento, condigio, familia/acesso e ano é apresentada na tabela 11. E ainda referido na

mesma tabela o periodo em que ocorreu a germinagdo ¢ més onde observou-se os valores

maximos de germinagdo por familia/acesso e ano.

Tabela 22 - Taxa de germinacio (%) na condicio 3 por acesso/familia, ano (negrito) e tratamentos (escala

colorida).

| Acesso/ Germ % / Trat/ Condi¢éo / FamiliaAcesso / Ano Periodo Germinacio

Conisio) pamilia | ARO[ 2 3 4 5 6 7 8 9 C_ | periodo | _max
P

3 |PEN22/17|12018| 20,00 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 13,33 | 26,67 | 40,00 | 40,00 [ 60,00 hmarc-abn'l marg-abril

3 AL3 120191 20,00 | 13,33 | 20,00 | 26,67 | 20,00 | 26,67 | 13,33 | 33,33 | 13,33 | 26,67 | fev-abril | marg-abril

3 AL6 |12019] 26,67 | 13,33 | 6,67 | 20,00 | 0,00 | 13,33 | 6,67 | 13,33 | 20,00 | 20,00 |marg-abril| margo

3 AL3 12020 66,67 | 66,67 fev-abril | marg-abril

3 AL6 (2020 13,33 | 46,67 | 20,00 | 40,00 | 13,33 | 26,67 | 20,00 | 16,67 | 13,33 | 20,00 |marg-abril| marc-abril

3 AL3 120211 53,33 | 60,00 | 66,67 | 26,67 | 60,00 | 66,67 | 60,00 [ 66,67 | 73,33 | 73,33 | fev-abril | marg-abril

3 AL6 120211 73,33 | 60,00 | 40,00 | 33,33 | 73,33 | 66,67 | 33,33 | 66,67 | 60,00 fev-abril | marg-abril

3 AL3 |12022] 0,00 | 13,33 | 6,67 | 13,33 | 6,67 | 20,00 | 6,67 | 6,67 | 13,33 | 6,67 | fev-abril | abril

3 AL6 (2022 33,33 | 33,33 | 40,00 | 26,67 | 20,00 | 60,00 [ 40,00 | 33,33 [ 60,00 | 40,00 | fev-abril | marc-abril

3 AL3 |12023] 13,33 | 13,33 | 6,67 | 6,67 | 0,00 | 46,67 | 6,67 | 53,33 | 40,00 | 33,33 |marg-abril| abril

3 AL6 120231 33,33 | 33,33 | 13,33 | 20,00 | 20,00 | 26,67 | 26,67 | 40,00 | 46,67 | 33,33 | fev-abril | marg-abril

Nota: Ensaio instalado enfre 30 de janeiro de 2024 2 2 de fevereiro de 2024; Em linha
& apresentado por acesso/familia e ano por condicio e em coluna os tratamerntos
aplicados de (1 29 e C) 2 taxa de germinago (%). Tratam ento C: Controlo, sem pré-
tratamento germinativo; Tratam ento 10 1 semana de estratificagdo; Tratam ento 20 15
dias de estratificagio; Tratamento 3 30 dias de estratificacBo; Tratamento 4: 45 dias
de estratificacdo; Tratamento 3: 60 dias de estratificacdo; Tratamento &: 30 dias de
estratificagio + GA (500mgL); Tratamento 7: 30 dias de estratificacio + GA (1000

Legenda: 1) negrito, Percentagem de germinagdo maxima

por familias/acesso e ano; 2) Percentagemde
germinagdo maxima por tratamento (escala abaixo)

<55 %

>85%

Na condicao 3 como referido anteriormente os tratamentos com germinagao superior a 85%

corresponde aos tratamentos 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 e C e foram observados na familia AL3 no ano

de 2020 para todos os tratamentos. Na figura 45 mostra sementes a germinar na condi¢do 3 no

tratamento C.
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Figura 45 - Observacao da germinacio na condicio 3 (sementeira direta) ao fim de cerca de S semanas (7
de marco de 2024).

E de destacar uma taxa de germinagdo de 100% que ocorreu no tratamento 7. Este tratamento
consistiu na combinagao de 30 dias de estratificacdo a frio ¢ adigdo de GA3 na concentracao de
1000 mg/L, no entanto s6 mostra resultados interessantes para a familia AL3 de 2020. Nos
tratamentos 8, 9 e C para a mesma familia sdo observados resultados superiores a 90% de
germinagdo. O tratamento C, controlo obteve resultados iguais de germinagao aos tratamentos
com adigdo de GAs.

No tratamento C para o acesso de 2018 e a familia AL6 de 2021 observou-se taxas de
germinagao superiores a 85%

Nas restantes familias e ano a adi¢ao de acido giberélico foi em geral favoravel a germinagao.
Os melhores resultados em geral sdo observados na concentracdo maior de GA3 sem
estratificacdo, tratamento 9 ¢ no tratamento 7 ¢ 8 onde foi adicionado GA3 na concentracao
1000 mg/L e 2000mg/L respetivamente e testados 30 dias de estratificacdo.

A germinag¢do na condigdo 3, ocorreu entre os meses de fevereiro e abril ou margo e abril
tendo sido observado maior germinagao nos meses de margo e abril (instalagdo ocorreu nos

dias 30 de janeiro de 2024, 31 de janeiro de 2024 e 2 de fevereiro de 2025).
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Anexo VII- Analise de componentes principais no ensaio de tratamentos pré-germinativos (ensaio I).

Factor Loadings (Unrotated) (Sementes_Ana sta)
Extraction: Principal components
(Marked loadings are =,700000)

Factor Factor

Variable 1 2
Tratamento 0.306592 0,771308
Ano Colheita -0.118453

Condigdo 0,784717|

Germinacédo % 0.847768

Expl.Var 1,442520

Prp.Totl 0,360630

Eigenvalues (Sementes_Ana. sta)
Extraction: Principal components

Eigenvalue | % Total Cumulative Cumulative

Value variance Eigenvalue %
1 14425200  36.06301 1.442520 36,06301
2 1,003301  25,08252 2445821 61,14553

100



Anexo VIII- Realizaciio de histogramas para testar se as variaveis numéricas apresentam uma

distribuicio Normal (P>5%).

Variavies ndo paramétricas:

-Sobrevivéncia média

Variable: Sobrev (%), Distribution: Normal
Chi-Square test = 6793,14158, df = 10, p = 0,00000
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Anexo IX- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel nio paramétrica: sobrevivéncia em funcio do clone.

Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N=720) =7,190888 p =,0073

Depend.: 1001 8001
Sobrev (%) R:378,50 | R:34250
1001 0,020223
8001 0,020223

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Sobrev (%) (Global_aclim_margo5. sta)

Anexo X- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel nao paramétrica: sobrevivéncia em funcio do

tratamento.

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Sobrev (%) (Global_aclim_marco5_sta)

Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 720) =153,0605 p =0,000
Depend.: s7 $1.0 | S1.1 S20 821 ‘ S9 S8 ‘ S6 ‘ sS4 ‘ 831 S3.0 S5
Sobrev (%) Ri212,50 | R:458.50 | R:422.50 | R:43450 | R:37450 | R:43450 | R:37450 | R:236.50 | R:410.50 | R:344.50 | R:392,50 | R:230.50
S7 0.000000/ 0.000002| 0.000000 0,001313  0,000000 0,001313| 1,000000 0,000012 0,033579 0,000141  1,000000
$1.0 0,000000 1,000000) 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 0.000000 1,000000 0,176974 1,000000 0.000000
$1.1 0.000002  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.000064 1,000000 1,000000 1,000000 0.000028
S2.0 0.000000  1.000000  1.000000 1,000000/ 1,000000 1,000000, 0.000012 1,000000 1,000000 1.000000 0.000005
S2.1 0.001313  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0018411 1,000000 1,000000 1,000000 0,009859
S9 0.000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 0.000012  1,000000 1,000000 1,000000 0.000005
S8 0.001313  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.018411  1,000000 1,000000 1,000000 0.009859
S6 1,000000) 0.000000 0.000064| 0.000012 0.018411 0.000012 0.018411 0,000304,  0,293967 0.002633  1.000000
sS4 0.000012  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.000304 1,000000, 1,000000 0,000141
831 0.033579  0.176974  1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 0.293967 1,000000 1.000000  0.176974
$3.0 0.000141  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,002633 1,000000 1,000000 0,001313
S5 1,0000000 0.000000 0.000026| 0.000005 0.009859| 0.000005 0.009859 1,000000 0.000141 0,176974 0.001313

Anexo XI- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel nio paramétrica: sobrevivéncia em fun¢do do

tratamento para
a) clone 1001

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Sobrev (%) (1001_aclim_marco5_sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H ( 11. N= 360) =96.,85316 p =,0000
Depend.: S7 §1.0 | 8§11 8§20 8§21 59 | 58 S6 ‘ S4 ‘ S31 | S30 S5
Sobrev (%) R:106,50 | R:244,50 | R:220.50 | R:244.50 | R:190.50 | R:220,50 @ R:154,50 | R:130,50 | R:190.50 | R:166.50 | R:190.50 | R:106.50
ST 0.000019  0,001458 0,000019 0,116891 0001458 1,000000 1,000000 0,116891 1,000000 0,116891 1,000000
$1.0 0.000019 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 0,053441 0,001458 1,000000 0,244050 1,000000 0.000019
S1.1 0.001458  1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,926570 0,053441 1,000000 1,000000 1,000000 0.001458
52.0 0.000019  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 0,053441 0,001458  1,000000 0,244050 1,000000 0.000019
S2.1 0.116891  1.000000 1.000000  1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.116891
S9 0.001458  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,926570  0,053441  1,000000 1,000000 1,000000 0.001458
S8 1,000000 0,053441 0,926570 0,053441  1,000000 0,926570 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000 0,001458  0,053441 0,001458 1,000000 0,053441  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
5S4 0,116891  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 0.116891
S31 1,000000 0,244050  1,000000  0,244050 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000  1.000000
S3.0 0,116891  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,116891
S5 1,000000, 0,000019  0,001458 0,000019 0,116891 0001458 1,000000 1,000000 0,116891 1,000000 0,116891
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b) clone 8001

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Sobrev (%) (8001_aclim_marco5.sta)

Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 360) =77,36450 p =,0000

|Depend.: S7 §1.0 511 S820 821 59 | 58 | 56 ‘ 54 ‘ 531 53.0 55

Sobrev (%) R:106,50 | R:214,50 | R:202,50 | R:190,50 | R:184.50 | R:214,50 | R:220.50 | R:106,50 | R:220.50 | R:178.50 | R:202,50 | R:124.50
S7 [ 0.003852 0023315 0,116891 0,244050 0003852 0.001458 1.000000 0,001458 0486542 0,023315 1,000000
1.0 0,003852] . 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 0.003852 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,053441
811 0,023315/  1,000000 | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,023315 1,000000 1,000000 1,000000 0,244050
Ss2.0 0,116891, 1,000000  1,000000 | 1.000000 1,000000 1,000000 0,116891 1,000000 1,000000 1,000000 0,926570
8§21 0,244050,  1,000000 1,000000 1,000000 ~1,000000 1,000000 0,244050 1,000000 1,000000 1,000000 1000000
S9 0.003852| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 ~1,000000 0.003852  1,000000 1.000000 1,000000 0,053441
58 0,001458  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 . 0,001458  1,000000/ 1,000000 1,000000 0.023315
56 1,000000/ 0003852 0,023315 0,116891 0,244050 0.003852  0,001458 . 0,001458| 0,486542 0,023315  1,000000
54 0.001458/ 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 0.001458 | 1.000000 1,000000 0023315
83.1 0486542 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0486542 1,000000 . 1,000000 1,000000
S3.0 0,023315/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.023315 1,000000 1,000000 . 0.244050
85 1,000000) 0,053441 0,244050 0,926570 1,000000 0.053441 0,023315  1,000000 0,023315 1,000000 0,244050

Anexo XII- Teste de Kruskal-Wallis, para a varidvel nio paramétrica a): comprimento dos rebentos (SL),
avaliaciio da parte radicular e aérea, nimero de raizes principais (NPR), callus e desenvolvimento de
micorrizas em funcio do clone e teste de Tukey para a variavel paramétrica b): comprimento da maior

raiz (LLR). Em geral em funcéo do clone.

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SL (mm) (Global_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =26,80251 p =,0000

Depend.: 1001 8001

SL (mm) R:153,10 | R:209.61
1001 0.000000
8001 0.000000

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval.P Radic (Global_aclim_marco5 sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =31,64685 p =,0000

Depend.: 1001 8001
Aval.P Radic R:152,44 | R:21042
1001 [ 0.000000
8001 [ 0,000000

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval P_Aerea (Global_aclim_marco5_sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =7,267675 p =,0070

Depend.: 1001 8001

Aval P Aerea R:170,62 | R-188.15

1001 0,109929
118001 0,109929

Multiple Comparisons p values (2-tailed); NPR (Global_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =17,71342 p =,0000

Depend.: 1001 8001
NPR R:158,58 | R:202.90
1001 0.000053
8001 0,000053
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Depend.: 1001 8001
Callus R:175,85 | R:181.75
1001 1 0590687
8001 0,590687

1001 8001
R:180,13 | R:176.50

0.740420

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Callus (Global_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =,4055542 p =,5242

Multiple Comparisons p values (2-tailed); Myc (Estab.) (Global_aclim_marco5_sta)
Independent (grouping) variable: Clone
Kruskal-Wallis test: H ( 1, N= 356) =3,293135 p =,0696

b)
Univariate Tests of Significance for LLR (cm) (Global_aclim_marco5 sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F P
Effect Freedom
Intercept 19783.87 1) 1978387 3602,153  0,000000
Clone 232,62 1 232,62 42,354/ 0,000000
Error 1944,25 354 549
Tukey HSD test; variable LLR (cm) (Global_aclim_marco5 sta)
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 5 4922 df = 354,00
Clone || LLR (cm) 1 2
Cell No. Mean
1 [ 1001 6,680612 *=**
2 [ B001| 8305625 sex
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Anexo XIII- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel nio paramétrica a): comprimento dos rebentos
(SL), avaliaciio da parte radicular e aérea, nimero de raizes principais (NPR), callus e desenvolvimento
de micorrizas em funcio do clone e teste de Tukey para a varidvel paramétrica b): comprimento da maior
raiz (LLR). Em geral em func¢éo do tratamento.

a)
Multiple Comparisons p values (2-tailed); SL (mm) (Global_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H { 11, N= 356) =123,9043 p =0,000
Depend.: s7 §1.0 ‘ S11 520 821 ‘ S9 S8 S6 S4 ‘ 831 S3.0 S5
SL (mm) R:154,30 | R:249.00 | R:228.18 | R:216,36 | R:18597 | R:22189 | R:100.97 | R:67.333 | R:191.30 | R:127.28 | R:73.700 | R:89.188
ST 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000
$1.0 1,000000 1,000000 1,000000 0,514675 1,000000) 0,000000 0,000084) 0,695787 0,000070 0,000000/ 0,003325
S$11 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 0,000012 0,001500 1,000000 0005462 0000000 0,032230
S2.0 1.000000  1,000000  1.000000 1,000000  1,000000 0.000117  0,005327  1,000000 0,029680 0,000000 0,089665
521 1.000000 0,514675  1.000000 1.000000 1,000000 0062959 0,148404 1,000000 1,000000 0.000540) 1,000000
S9 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,000036 0,002863 1,000000 0,012783  0,000000, 0,054748
58 1.000000  0,000000, 0.000012 0.000117 0,062959 0.000036 1,000000 0016746  1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000 0,000084 0.001500, 0.005327 0,148404 0.002863  1,000000 0,076315  1,000000 1.000000/ 1,000000
S4 1,000000 0,695787 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 0016746 0,076315 0,887498  0,000071| 0,709305
S3.1 1,000000) 0,000070 0,005462| 0,029680 1,000000 0,012783 1,000000 1,000000 0,887498 1,000000/  1,000000
S$3.0 1.000000  0,000000 0.000000, 0.000000 0,000540 0.000000 1,000000 1,000000 0,000071 1,000000 1,000000
S5 1,000000 0,003325 0.032230 0.089665 1,000000 0.054748 1,000000 1,000000 0,709305 1,000000 1,000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval.P Radic (Global_aclim_margo5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H { 11, N= 356) =14,11299 p =,2268
Depend.: s7 $1.0 ‘ s11 s20 821 s9 ‘ S8 S6 ‘ sS4 ‘ 831 s3.0 85
Aval.P Radic R:185,30 | R:161.21 | R:159.84 | R:196.86 @ R:21542 | R:201.21 | R:174.73 | R:153.83 | R:180.64 | R:163.57 | R:161.01 | R:163.19
S7 [ 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000
S1.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S1.1 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000
s2.0 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000
S2.1 1,0000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000
s9 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S8 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,0000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
5S4 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000
531 1,000000. 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000  1.000000
S3.0 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S5 1,0000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval.P.Aerea (Global_aclim_margo5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 356) =98,36432 p =,0000
Depend.: s7 S51.0 S11 520 521 59 S8 S6 ‘ 54 831 S§3.0 S5
Aval.P Aerea R:202,50 | R:198,71 | R:202,50 | R:202.50 | R:19159 | R:194.19 | R:167.77 | R:119.56 | R:197.91 | R:128.22 | R:112,06 | R:144.00
ST 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
$1.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,312022 0.011497  1,000000
$1.1 1,000000  1,000000 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,248040 0,009667  1,000000
s2.0 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.226621 0008124 1,000000
S2.1 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000  1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,104172  1,000000
S9 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 1,000000/ 1,000000 0617694 0,032227 1,000000
S8 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S4 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0471236 0024408  1,000000
831 1.000000 0,312022 0,248040 0,226621| 1.000000 0617694  1,000000 1,000000 0471236 1,000000  1.000000
830 1,000000 0.011497 0,009667 0008124 00104172 0,032227 1,000000, 1,000000 0.024408 1,000000 1.000000
S5 1.0000000 1.000000 1.000000 1.000000/ 1.000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000/ 1000000 1,000000
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Multiple Comparisons p values (2-tailed); NPR (Global_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 356) =16,35825 p =,1283
Depend s7 51.0 S1A1 820 S21 ‘ 59 S8 S6 ‘ S4 ‘ S31 830 S5
NPR R:158,00 | R:188.51 | R:166,72 | R:183.05 | R:150.28 | R:20535 | R-184.64 | R:126.06 | R198.28 | R:157.04 | R:159.90 | R:235.00
S7 1,000000  1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000  1,000000
S1.0 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000
S11 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S2.0 1,000000  1.000000  1.000000 1,000000  1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000
s2.1 1,000000  1,000000  1,000000  1,000000 1,000000, 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000  1,000000
89 1,000000  1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
S8 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
S6 1,000000 1.000000  1,000000 1,000000 1000000 1.000000 1.000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
sS4 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
$31 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
$3.0 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000|
S5 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 |
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Callus (Global_aclim_margo5_sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 356) =30,56659 p =.0013
Depend S7 S1.0 $1.1 S2.0 s2.1 s9 S8 ‘ S6 ‘ S4 ‘ S341 S3.0 S5
Callus R:117,50 | R:18241 | R:160,55 | R:219.19 | R:219.61 | R:180.07 | R:148.63 | R:148.50  R:154.76 | R:161.56 | R:192.24 | R:160.63
S7 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
S1.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000 1.000000
S11 1,000000  1,000000 0,653688  1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000 1000000 1000000 1,000000
S2.0 1,000000  1,000000 0.653688 1,000000 1.000000 0,229407 1,000000 0341236 1.000000 1.000000 1,000000
s2.1 1,000000  1.000000 1.000000  1.000000 1,000000 0382639  1,000000 0,569809 1,000000  1.000000 1,000000
S9 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S8 1,000000 1,000000 1.000000 0.229407 0382639  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
S6 1,000000  1,000000  1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
sS4 1,000000 1.000000 1.000000 0.341236 0569809  1.000000 1.000000  1.000000 1.000000  1.000000  1,000000
$31 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1000000 1,000000 1,000000  1,000000
S3.0 1,000000 1,000000 1.000000/ 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000
S5 1,000000 1,000000  1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Myc (Estab.) (Global_aclim_marco5._sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 356) =30,15963 p =,0015
Depend.: S7 $1.0 S11 s2.0 S2.1 S9 ‘ S8 S6 54 §3.1 $3.0 S5
Myc (Estab.) R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:19345 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50 | R:176,50
s7 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000  1.000000 1.000000 1000000 1.000000 1,000000 1,000000
$1.0 1,000000 1,000000  1,000000/ 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
$11 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
§2.0 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
821 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
89 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1000000/ 1,000000  1,000000 1.000000 1,000000
S8 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
54 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000
831 1,000000  1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
$3.0 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
85 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000/ 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000
b)
Univariate Tests of Significance for LLR {cm) (Global_aclim_marco5. sta)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
L1 Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept 11231331 1 11231,33  1947.806  0.000000
Tratamento 193,31 11 17,57 3.048| 0.000657 NN
Error 1983,55 344 577 .
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Tukey HSD test; variable LLR (cm) (Global_aclim_margo5.sta)

Homogenous Groups, alpha = ,05000

Error: Between MS = 5 7661, df = 344 00

Tratamento | LLR (cm) | 1 ‘ 2 ‘ 3

Cell No. Mean
12 S5 4,875000 il i
] S4|  5.813158 =
3 S| 7022000 s e me R
3 S11|  7.230000 | < B
7 S| 7.503125 e e om0
2 S1.0| 7.565217 | e 1
10 S3A] 7611111 e e el
3 S9| 7.680952 | e [ ]
5 S21| 7.750000 e wee [ 1]
4 s20] 8011905 = 1
1 S3.0{ 8042857 *** | ]
1 S7| 8400000 | v el

Anexo XIV- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel ndo paramétrica a): comprimento dos rebentos
(SL), avaliacio da parte radicular e aérea, nimero de raizes principais (NPR), callus e desenvolvimento
de micorrizas em func¢io do clone e teste de Tukey para a variavel paramétrica b): comprimento da maior
raiz (LLR). Para o clone 1001.

=

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SL (mm) (1001_aclim_margo5 sta)

Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 196) =66,82349 p =,0000
Depend ST 51.0 ‘ S1.1 8§20 521 ‘ S9 S8 S6 S4 ‘ 531 S3.0 Sh
SL (mm) R:97,125 | R:136,33 | R:122,67 | R:117.19 | R:97.,139 | R:110.24 | R:52,375 | R:48.438 | R:121.00 | R:64.214 | R:40,583 | R:34,750
s7 10000001 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
$1.0 1.000000 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000/ 0001313 0.007816  1,000000 0.007471| 0.000002 0,054781
511 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,031898| 0,091709 1,000000 0.150810 0.000266 0,273002
52.0 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000  1,000000, 0,065385 0,171976 1,000000 0,302031 0.000599  0.440705
s2.1 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.183484 1,000000
s9 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 0275600/ 0,524452  1.000000 1.000000 0.006295 0,925832
S8 1,000000 0,001313] 0,031898 0,065385 1,000000 0,275600 1000000 0077186 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000 0,007816/ 0,091709 0,171976  1,000000 0,524452  1,000000 0,172149  1,000000 1,000000 1,000000
sS4 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,077186 0,172149 0,327714| 0001392 0,392487
831 1,000000 0,007471 0,150810 0,302031 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,327714 1,000000/  1,000000
53.0 1,000000 0.000002| 0,000266 0,000599 0,183484 0,006295 1,000000 1,000000 0,001392  1,000000 1,000000
S5 1.000000° 0.054781/ 0.273002 0.440705 1.000000 0.925832' 1.0000000 1.000000 0.392487 1.0000000 1.000000

[Multiple Comparisons p values (2-tailed); SL (mm) (1001_aclim_marco5 sta)

Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H { 11, N= 196) =66,82349 p =,0000
Depend S§7 510 ‘ 511 520 S21 ‘ 59 S8 S6 ‘ S4 S31 S3.0 S5
SL (mm) R:97,125 | R136.33 | R:1122,87 | R1117.19 | R:97.139 | R:110.24 | R:52,375 | R:48.438 | R:121.00 | R:64.214 | R:40,583 | R:34.750
s7 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S1.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 0001313 0,007816 1,000000 0,007471| 0,000002 0,054781
S1.1 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,031898/ 0,091709 1,000000 0,150810 0.000266 0,273002
52.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 0,065385 0,171976 1,000000 0,302031 0.000599  0,440705
521 1.000000  1,000000 1,000000, 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.183484 1,000000
S9 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 0275600/ 0,524452  1,000000  1,000000 0.006295 0,925832
S8 1.000000 0.001313] 0,031898 0,065385 1,000000 0.275600 1.000000 0,077186  1.000000 1.000000  1,000000
S6 1,000000 0.007816/ 0,091709 0,171976  1,000000 0524452 1,000000 0,172149  1,000000 1,000000 1,000000
sS4 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,077186 0,172149 0327714 0.001392| 0,392487
S3.1 1,000000 0007471 0,150810 0,302031 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,327714 1,000000, 1,000000
S3.0 1,000000 0,000002| 0,000266 0,000599 0,183484 0,006295 1,000000 1,000000 0,001392 1,000000 1,000000
S5 1.000000° 0.054781/ 0.273002 0.440705 1.000000 0.925832' 1.0000000 1.000000 0.392487 1.0000000 1.000000
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Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval.P Aéra (1001_aclim_marco5._sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H { 11, N= 196) =83,85826 p =,0000
Depend.: ST S1.0 S11 §2.0 ‘ s21 S9 S8 S6 S4 ‘ S31 S3.0 S5
Aval.P Aéra R:116,00 | R:112.48 | R:116,00 | R:116.00 | R:110.72 | R:107.74 | R:83.000 | R:64.000 @ R:116.00 | R:43.,571 | R:57,056 | R:75.,250
ST 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.,000000 1.000000 1,000000
S1.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.014880 0,087269 1,000000
S1.1 1.000000  1.000000 1.000000/ 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.010816 0.063353| 1.000000
S2.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0006980 0042104 1,000000
521 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 1,000000 1,000000 1,000000 0,058977 0.299358 1,000000
s9 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 1,000000 0,055868 0,298442 1,000000
S8 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
54 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0.022406  0,120416  1,000000
S3.1 1,000000 0.014860, 0,010916 0,006980| 0,058977 0,055868 1,000000 1,000000/ 0,022406 1,000000/ 1,000000
S3.0 1,000000 0,087269 0,063353 0.042104 0,299358 0,298442 1,000000 1,000000 0,120416 1,000000 1,000000
S5 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); NPR (1001_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H { 11, N= 196) =6,042054 p =,8705
Depend s7 $1.0 ‘ 511 520 821 ‘ 59 S8 S6 54 ‘ 831 830 S5
NPR R:114,00 | R:109.59 | R:95,000 | R:96,630 | R:78.889 & R:97.130 | R:10592 R:83,625 | R:100.56 @ R:100,14 @ R:99.222  R:126,25
S7 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
$1.0 1,000000 1,000000 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S1.1 1.000000  1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S2.0 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S21 1.000000 1.000000  1.000000, 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1.000000 1.,000000 1,000000
S9 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S8 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
S4 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S$31 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
S3.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000
S5 1.000000° 1,000000 1,000000/ 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Callus (1001_aclim_marco5_sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 196) =25,38385 p =,0080
Depend.: ST 810 S$11 §2.0 ‘ s21 S9 S8 S6 ‘ S4 ‘ S31 ‘ S§3.0 S5
Callus R:68,000 | R-97.889 | R'82.239  R12441 | R12658 | R:97.978 | R'74.208 | R86.625 | R'92389 | R:96.857 | R\96.333 | R:68.000
S7 1.000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1000000 1,000000 1.000000
$1.0 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,0000001 1,000000 1,000000/ |
$11 1,000000  1,000000 0,580595 0,857128  1,0000001 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/
$2.0 1,000000 1,000000 0,580595 1,000000 1,0000000 0,709473 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
521 1,000000 1,000000 0,857128 1,000000 1,000000 0,873137  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
89 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000) |
S8 1,000000 1,000000 1,000000 0,709473 0,873137  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000, 1,0000000 1,000000) |
sS4 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S31 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,0000000 1,000000
§3.0 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 !
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Myc Esta (1001_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 196) =30,55707 p =,0013
Depend.: S7 510 ‘ 511 520 521 ‘ 59 58 S6 54 ‘ 5§31 530 S5
Myc Esta R:96,500 | R:96,500 & R:96,500 | R:96,500 | R:96,500 | R:113.,54 | R:96,500 | R:96,500 | R:96,500 | R:96,500 | R:96.500 | R:96,500
S7 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000
51.0 1,000000 1,0000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000
8§11 1.000000  1.000000 1,000000  1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
S2.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
521 1,000000  1,000000  1.000000/ 1,000000 1,000000, 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000  1.000000 1,000000
s9 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S8 1.000000  1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
S4 1,000000  1,000000  1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1.,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
831 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
§3.0 1,000000 1.000000  1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
Sh 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
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b)

Univariate Tests of Significance for LLR (cm) (1001_aclim_margo5.sta
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [ 5713.52_?] 1 5713,527 1201.942| 0.000000
Tratamento 166,508 11 15,137 3.184| 0,000560
Error 874,659 184 4,754
Tukey HSD test; variable LLR (cm) (1001_aclim_margo5._sta)
Homogenous Groups, alpha = 05000
Error: Between MS = 47536, df = 184,00
Tratamento || LLR (cm) 1 2
Cell No. Mean
12 S5| 4125000
9 S4| 5150000
3 S11| 5.869565
7 58| 5925000
2 S10| 6444444 =+
6 S9| 6530435
10 S31| 6957143 =+
1 S30f 7333333 =+
8 S6| 7437500 %
5 S21|| 7683333
4 S20( 7.814815
1 S7|| 8375000 =

Anexo XV- Teste de Kruskal-Wallis, para a variavel nao paramétrica a): comprimento dos rebentos (SL),
avaliacao da parte radicular e aérea, niimero de raizes principais (NPR), callus e desenvolvimento de
micorrizas em fun¢io do clone e teste de Tukey para a variavel paramétrica b): comprimento da maior
raiz (LLR). Para o clone 8001.

a)

Multiple Comparisons p values (2-tailed); SL (mm) (8001_aclim_marco5. sta)

Independent (grouping) variable: Tratamento

Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =83,68559 p =,0000
Depend. S7 51.0 | §11 520 521 | 59 58 S6 ‘ 54 | S31 530 S5
SL (mm) R:66,500 | R:115.58 | R:110.35 | R:112,83 | R:90,750 | R:114.24 | R:38.425 | R:12,000 | R'71,000 | R:67,846 | R:27,794 | R456,750
s7 1.000000 1.000000  1.000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
$1.0 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,000013 1,000000) 0,176232 0035402 0.000001 0405923
S1.1 1,000000  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 0,000167 1,000000 0,662081 0,138525 0,000014  0,798900
820 1000000  1,000000  1.000000 1,000000 1,000000 0000170  1,000000 0,541677 0,114601 0.000015 0,665518
S2.1 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 0,078639 1,000000 1,000000 1,000000 0010994 1,000000
S9 1,000000  1,000000 1,000000/ 1,000000 1.000000 0.000022  1,000000/ 0,236311  0.047595 0.000002| 0,475839
S8 1,000000 0,000013 0,000167 0,000170 0,078639  0,000022 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000
S6 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
S4 1,000000 0,176232 0,662081 0541677 1,000000 0,236311 1,000000  1.000000 1,000000 0,310278  1,000000
S3.1 1,000000 0,035402 0,138525 0,114601 1,000000 0,047595 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000, 1,000000
$3.0 1,000000 0,000001  0,000014| 0,000015 0.010994 0,000002 1,000000 1,000000 0,310278 1,000000 1,000000
85 1,000000 0405923 0.798900 0665518 1,000000 0,475839 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000

109



Multiple Comparisons p values (2-tailed). Ava. P Radic (8001_aclim_margo5 sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =19.87344 p =0471

Depend.: S7 S1.0 S1.1 S2.0 S§2.1 ‘ S9 S8 | S6 ‘ S4 ‘ 31 §3.0 S5
Ava. P Radic R:50,000 | R:64474 | R:57.059 | R:86.000 | R97.464 | R:86.105 | R:84300 | R:50.000 | R:78.950 | R:66.692 | R:102.29 | R:105.88
S7 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1000000 1.000000 1.000000 1,000000
$1.0 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1000000 1000000 1000000 1.000000 0.955795  1.000000
S1.1 1,000000, 1,000000 1,000000  1,0000001 1,000000  1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 0.291778  1,000000
S2.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/
S2.1 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000  1,000000
s9 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S8 1,000000/ 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
S6 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1.000000 1.000000
S4 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000
S3.1 1,000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
83.0 1,000000 0955795 0,291778  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000
S5 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 |
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Aval P Aéra (8001_aclim_marcgo5 sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =32,34117 p =,0007
Depend.: S7 $1.0 S1.1 §2.0 S2.1 S9 S8 S6 ‘ S4 ‘ §3.1 S3.0 85
Aval P Aéra R:87,000 | R:87.000 | R:87.000 | R:87.000 | R:81.321 | R:87,000 | R:78.500 | R:87.000 | R:83.025 | R:80.885 | R:54.235 | R68.,375
S7 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
51.0 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S51.1 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1000000  1,000000 1000000  1.000000 1000000  1,000000
S2.0 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000
S2.1 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
s9 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
S8 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000
S6 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000
S4 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000
83.1 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000) |
83.0 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
85 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 !
Multiple Comparisons p values (2-tailed); NPR (8001_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =21,61878 p =,0275
Depend.: ST $1.0 | S$11 S2.0 S21 59 S8 S6 ‘ S4 S31 | S3.0 S5
NPR R:25,500 | R:83.079 | R:72.059 | R:91.967 | R:69.571 | R:108.39 | R:75.850 | R:25,500 | R-90.825 | R:569.462 | R:62,029 | R:112,88
S7 1.000000  1.000000 1.000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S1.0 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1.000000
S$1.1 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S2.0 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S21 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S9 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000/ 1,000000 0,220685 0,179647 1.000000
S8 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S6 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
54 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000  1,000000 1.000000
S3.1 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,220685 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000
83.0 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,179647 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
55 1,000000  1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000
Multiple Comparisons p values (2-tailed); Callus (8001_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =14,09320 p =,2279
Depend.: S7 §1.0 S11 820 8§21 89 88 S6 ‘ 54 ‘ 8§31 S3.0 85
Callus R:50,000 | R:86,105 | R:80.647 | R:93433 | R:92,750 | R:82,342 | R:70.450 | R:50,000 | R:63,000 | R:64,962 | R:95529 | R:92.750
s7 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
$1.0 1,000000 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
S$11 1,000000  1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000
8§20 1,000000  1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S21 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1.000000  1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000
59 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1.000000, 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S8 1,000000  1,000000 1.000000 1.000000 1,000000  1.000000 1.000000 1.000000 1,000000  1.000000 1.000000
S6 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000  1,000000 1,000000 1.000000
54 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000  1.000000 1.000000
S3.1 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000  1.000000
830 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
55 1,000000  1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
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Multiple Comparisons p values (2-tailed); Myc Esta (8001_aclim_marco5.sta)
Independent (grouping) variable: Tratamento
Kruskal-Wallis test: H ( 11, N= 160) =0,000000 p =1,000
Depend.: S7 S1.0 | S1.1 S20 S21 | S9 S8 ‘ S6 ‘ S4 | 831 S3.0 S5
Myc Esta R:80,500 | R:80.,500 | R:80.,500 | R:80,500 | R:80,500 | R:80,500 | R:80.500 | R:80,500 | R:80,500 | R:80.500 | R:80.500 | R:80,500
ST 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000
S1.0 1,000000 1,0000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1000000 1,000000 1,000000
S$1.1 1,000000  1,000000 | 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S2.0 1,000000  1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S21 1,000000  1,000000  1.000000 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
89 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
S8 1,000000 1,000000 1,0000000 1,000000 1,000000 1.000000 | 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
S6 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
84 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1,000000 1,000000 1.000000 1.000000 1.000000 1,000000 1.000000
831 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
§3.0 1.000000: 1.000000 1.000000: 1,000000 1,000000  1,000000 1.000000: 1,000000 1,000000  1,000000 1,000000
S5 1.000000  1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1.000000
b)
Tukey HSD test; variable LLR (cm) (8001_aclim_marco5.sta)
Homogenous Groups, alpha = ,05000
Error: Between MS = 5,0908, df = 148,00
Tratamento || LLR (cm) 1
Cell No. Mean
8 Sg, 5500000 =+
12 S5 5.625000 **+
9 S4f 6.410000
5 S2.1|| 7964286 v+
10 S3.1)| 8315385
4 S2.0f 8366667
7 SB| 8450000
1 S7| 8.500000 **++
11 S3.0]| 8794118 **
3 S1.1| 9.070588 **+*
6 S9| 9.073684
& S1.0§ 9157895
Univariate Tests of Significance for LLR (cm) (8001_aclim_marco5 ¢
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
SS Degr. of MS F p
Effect Freedom
Intercept [ 3252702 1 3252,702 6389310 0.,000000
Tratamento 149,639 11 13,604 2,6722| 0,003715
Error 753,446 148 5.091
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Anexo XVII-Resultados da analise dos substratos no laboratorio de solos da ESAC.

Anexo XVI-Anilise de componentes principais (PCA) ensaio II.

Factor Loadings (Unrotated) (Global_Vivas_aclim_marco5.-

Extraction: Principal components

(Marked loadings are >,700000)

Factor Factor Factor
Clone -0.4983541 0594997  -0,144666
Tratamento 0466394 0663422 0011840
Sobrv Med % -0,184895  -0,772356  0,098439
SL (cm) -0,820225 0122235  -0,050527
LLR -0,568278 0224676  -0.410278
Av.PRaiz -0,623654  0,258350 00223180
Aval P Aerea -0,609466  -0,286310  0,164258
NPR -0,494540  0,290040  0,459449
Callus -0,008171  -0,261971  -0.775289
M stab. 0002436  -0.148619  0.369032
Expl.Var 2,500812 1,779664  1,177469
Prp.Totl 0250081 0177966  0.,117747
Eigenvalues (Global_Vivas_aclim_marco5 sta)
Extraction: Principal components
Eigenvalue | % Total Cumulative Cumulative

Value variance Eigenvalue %
1 2,500812]  25.00812 2.500812 2500812
2 1,779664  17,79664 4280475 42 80475
3 1,177469  11,77469 5,457945 5457945

Nelab, Rer PHS CE o PA0S Camol) CaOmgl Mg(mgl), MgO(x K(mgl) K20(x Na(mgl),

viv) (1:5. viv) quai talqual  (x 1,399) tq 1,658) tq 1,204) tq
02389 51.0 58 0,73 199 304 425 107 177 199 239 19
02390 S1.1 6,2 0,75 21 261 364 85 141 211 2503 108
02391 s2.1 5,9 0,50 221 106 148 19 Ky 313 376 81
02392 S3.1 41 1,04 15 45 63 6 10 24 28 50
02393 S4 39 0,19 13 51 72 18 29 8 9 21
02394 S5 33 1,51 4248 826 1156 233 385 78 94 63
02395 S6 4,7 1,58 4781 1216 1702 106 175 12 135 76
0 2396 s7 4.8 1,29 4564 1068 1493 "7 193 112 135 90
02397 S8 6,0 0,15 19 106 148 9 14 53 63 44
0 2398 S9 5,8 0,54 259 149 209 24 39 422 507 70
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Data de inicio analise: 01-03-2024

Data de saida: 19-03-2024

Ne Laboratério 02378
3 Doc. normativos,
Parametros i / Ref. “Siro florestal”
Metodologia
Massa voliimica
aparente compactada (& [1] (FCQAO, 19694) 409 -
(MVAC)
Humidade (%) EN 13040:1999 E 59,37 R
N Escala de B .
pH (1:5, v/v, 18,5°C) Sprensen NP EN 12776:2000 6,1
C. Elétrica (1:5, v/v) {mS cm2, 25°C) EN 13038:1999E 0,49 -
Matéria organica (%) EN 13039:1999 E - -
Combustdo a 590°C (LECO",
Carbono orgénico (%) 1997) = =
Azoto Kj. (% N) Método Kjeldahl - -
C/N Valor calculado - R
Extracdo em H,0: 1/5, v/ve
. doseamento por .
-1 1
Fésforo extraivel (mg P I espetrofotometria de absorcio 120 equivalente a 274 mg Pz0s |
molecular
Potassio extraivel (mg K1) 316 equivalente a 381 mg K20 I
Extragdo em H,0: 1/5, vfv e
Sodio extraivel (mg Na I1) ‘doseamento por 72 -
Célcio extraivel (mgcCal?) ESPE"mmmEt"a de absorcdo 188 equivalente a 263 mg Cao I
atdmica com chama
Magnésio extraivel (mg Mg I1) 27 equivalente a 45 mg Mg0 I

Nota: Os resultados apresentados referem-se as analises realizadas na amostra “tal qual”,

Data de saida: 19-03-2024

Data de inicio analise: 01-03-2024

Parametros

Ne Laboratério

Doc. normativos/
Metodologia

02379

Ref. “Turfa+Perlite; 50:50"

Massa volimica

aparente compactada (5|3 (FCQAQ, 19694) 164164 -
(MVAC)
Humidade (96) EN 13040:1999 E 44,11 -
Escala de
: ° NP EN 12776:2000 -
PH (15, v/v,185°C) - 4,4
C. Elétrica (1:5, V/\.r] (mS em,25°C) EN 13038:199% E 0,04 -
Matéria orgénica (%) {EN 13039:1999 F - .
. { Combustdo a 590°C (LECO",
Carbono orgdnico (%6) 1 1997) - -
Azoto Kj. (% N) i Método Kjeldahl - -
C/N Valor calculado - -
Extragdo em H;0: 1/5, v/ve
doseamento por .
-1 1
Fésforo extraivel (mgPI?) espetrofotometria de absorg3o 1,25 equivalente a 2,86 mg P20s1
molecular
Potassio extraivel (mg K1) ~ 7,36 equivalente a 8,86 mg Kz0 I
Extracdo em H20: 1/5, vfve
Sédio extraivel (mg Na I7) doseamento por 19 -
Calcio extraivel (mgCal?) espet.rafotometrna de absorgio 20 equivalente a 28 mg Ca0 I?
atomica com chama
Magnésio extraivel (mg Mg ) 1,35 equivalente a 2,24 mg MgO It

Nota: Os resultados apresentados referem-se &s andlises realizadas na amostra “tal qual”.
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