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1 MATERIAL E MÉTODOS
1.1 experimento 1: Estudo do efeito da área produtora de sementes (APS ou PCS) e da árvore matriz (ou clone) na quantidade de sementes e cones produzidos, variação no tamanho dos cones e sementes, e propriedades tecnológicas do lote de sementes.

1.1.1 Áreas Produtoras das Sementes

A coleta de sementes foi realizada em duas localidades: um pomar clonal de sementes de primeira geração (PCS) e uma área de produção de sementes (APS), localizados em Rio Negrinho-SC, nas fazendas São Pedro e Areia Fina, respectivamente, de propriedade da empresa Modo Battistella Reflorestamento S.A. – MOBASA. A Tabela 1 apresenta as características gerais das áreas.
TABELA 1 DADOS GERAIS DAS ÁREAS SELECIONADAS PARA COLETA DE SEMENTES DE PINUS TAEDA
	Característica
	PCS São Pedro
	APS Areia Fina

	Localização geográfica
	26°14'48"S                49°36'25"O
	26°12'01"S           49°38'25"O

	Altitude (m)
	863 m
	800 m

	Área (m2)
	50.000
	20.000

	Material de origem
	Melsetter–(Zimbabwe) Geórgia – USA
	Melsetter–(Zimbabwe)

	Ano de plantio
	1993
	1978

	Espaçamento inicial (m)
	6m X 6m
	2,5m X 2,5m

	Densidade inicial (árv/ ha)
	278
	1600

	Ano de desbaste
	2005
	1996

	Densidade atual (árv/ ha)
	270
	


O pomar clonal foi enxertado em 1994 e é composto 209 clones, distribuídos em 6 repetições. As árvores matrizes clonadas foram selecionadas em quatro fazendas de diferentes regiões bioclimáticas da empresa.  

As condições gerais de temperatura e umidade de 2003 a 2006 estão sumarizadas na tabela a seguir:

TABELA 2: DADOS CLIMÁTICOS DO PCS SÃO PEDRO

	
	2003
	2004
	2005
	2006

	Temperatura média anual (ºC)
	18,1
	17,44
	18,4
	18,4

	Temp. máxima média anual (ºC)
	23,58
	22,11
	23,28
	23,84

	Temp. mínima média anual (ºC)
	12,6
	12,76
	13,44
	12,89

	Precipitação anual (mm)
	1545,9
	1431,6
	2076,6
	1241,6


(Fonte: Estação meteorológica da empresa MOBASA) 

A temperatura média e a precipitação total entre os meses de agosto de 2003 (polinização) e março de 2005 (colheita dos cones) foi de 18 ºC e 2600 mm.  Entre agosto de 2004 e março de 2006 foi de 18,9 ºC e 2890mm. Essas foram as condições durante o período de formação dos lotes de sementes avaliados. 

A seguir é apresentado o croqui e a distribuição das classes de solo em ambas as áreas (Figuras 1A e 1B).

                                                MAPA DE SOLOS

Figura 1: Croqui e distribuição das classes de solo no PCS São Pedro

1.1.2 Características das Árvores Matrizes Amostradas

As avaliações de produção de cones e sementes foram feitas em 12 matrizes pertencentes à APS e 32 rametes representantes de 8 clones do PCS (com quatro rametes por clone) nos dois anos do estudo. No segundo ano, para avaliação da distribuição das classes de tamanho de sementes e cones, foram considerados outras 6 matrizes da APS e a média outros 7 clones do PCS (com número variado de rametes). Os ensaios de propriedades tecnológicas foram realizados com sementes colhidas no segundo ano, provenientes de 15 clones do PCS e 10 matrizes da APS. As matrizes e clones foram tomados de maneira aleatória, entre as que apresentaram produção de sementes nos anos de 2005 e 2006.
As Tabelas 3 e 4 trazem informações das matrizes selecionadas e a Tabela 3,apresenta ainda os valores médios de altura, DAP e diâmetro de copa de todas as árvores da APS.
TABELA 3 : VALORES MÉDIOS DE ALTURA, DAP, E DIÂMETRO DE COPA CONSIDERANDO TODAS AS ÁRVORES E APENAS DAS 11 MATRIZES AMOSTRADAS
	Característica
	Todas
	Amostradas

	Altura (m)
	
	35,3 cm

	DAP (cm)
	
	50  cm

	Diâmetro de copa
	
	15 m

	Altura de copa
	
	12 m


Dados das famílias estudadas no PCS estão apresentados na tabela 4.

TABELA 4 : VALORES MÉDIOS DE ALTURA (Alt), DIÂMETRO A ALTURA DO PEITO (DAP), E DIÂMETRO DE COPA (D. COPA) D
OS 8 CLONES AVALIADOS PARA PRODUÇÃO DE SEMENTES E CONES NO POMAR CLONAL DE SEMENTES (PCS)

	
	F18
	F27
	F33
	F37
	S05
	S23
	S32
	S66

	Alt (m)
	17,5
	18
	16,8
	16,6
	16,7
	17,2
	17,5
	16,3

	DAP(cm)
	34,5
	32,8
	37,2
	34,3
	37,8
	34,4
	34,4
	36,7

	D.Copa(m)
	9,5
	10,0
	10,5
	11,0
	10,5
	8,0
	9,0
	9,5

	Alt.Copa(m)
	13,0
	14,5
	13,5
	13,0
	12,5
	14,0
	14,0
	12,5


1.1.3 Coleta e classificação dos cones 

A coleta dos cones foi efetuada diretamente nas árvores, entre os meses de março e abril, nos anos de 2005 e 2006, com o auxilio de um podão, procurando-se evitar a retirada involuntária dos cones imaturos.

Os cones coletados foram armazenados em sacos de aniagem, com capacidade de 25 kg de cones, devidamente identificados por matriz e, no caso do pomar, por ramete. Os sacos foram pesados em balança da marca Malmax com capacidade para até 25 kg, e tiveram seus cones classificados e contados logo após a colheita. A classificação por tamanho adotou os seguintes critérios:
Classe 1: Cones com comprimento inferior ou igual a 10,0 cm.

Classe 2: Cones com comprimento entre 10,1 e 11,5 cm. 

Classe 3: Cones com comprimento superior a 11,6 cm.
Para a avaliação do tamanho dos cones foram utilizadas réguas de 30 cm e paquímetros (tomada de diâmetro) com precisão de até 0,1 cm. 

Após a classificação dos cones por tamanho, estes foram mantidos identificados por ramete/matriz para o processo de secagem e extração das sementes. 

A secagem dos cones foi feita a céu-aberto, com o auxílio de caixas de madeira de 6m X 12 m, com vários compartimentos. Para evitar problemas com a umidade, as caixas foram mantidas a 20 cm do chão e cobertas com filme plástico no final das tardes e em períodos chuvosos.
1.1.4 Beneficiamento e Classificação das Sementes

Todo o processo de beneficiamento foi realizado manualmente, com a retirada das asas das sementes por fricção, com o auxilio de um pano úmido. 

Ao final do beneficiamento, as sementes produzidas por cada ramete foram pesadas e classificadas com o auxilio de peneiras de chapas metálicas, com malhas dotadas de furos circulares, apropriadas segundo as seguintes classes:

Classe 1: Sementes maiores de 4,5 mm.

Classe 2: Sementes entre 4,0 e 4,5 mm.
Classe 3: Sementes menores que 4,0 mm.
1.1.5 Formação dos Lotes de Sementes

Os lotes de sementes foram formados pela homogeneização do total de sementes produzido por cada clone do PCS ou matriz da APS. No caso do PCS, misturaram-se as sementes produzidas por cada um dos rametes que compunha o clone. 

Separou-se para os testes de propriedades tecnológicas 30 gramas de sementes de cada um dos clones do PCS e aproximadamente 10 gramas de cada matriz da APS, devido a menor quantidade de sementes produzida. 
1.1.6 Variáveis Analisadas 

1.1.6.1 Produção total e distribuição de tamanhos de sementes e cones

Foram estudados, na APS, 12 matrizes no primeiro ano e 18 matrizes segundo ano, no PCS foram avaliados 8 clones do PCS , representados por 4 rametes cada, nos dois anos do estudo, e no segundo ano além destes foram avaliados outros 7 clones, com número variado de rametes, para avaliação da distribuição de sementes e cones.
 Após a coleta dos cones, a produção total de cones de cada árvore foi pesada e procedeu-se a classificação destes cones segundo as classes de tamanho já apresentadas. 

Posteriormente, as sementes destes indivíduos foram beneficiadas isoladamente, e após a secagem e desalamento, foram pesadas e classificadas conforme já descrito, mantendo-se sempre a identidade da matriz de origem. 

1.1.6.2 Capacidade de germinação e índice de velocidade de germinação (IVG)
 As sementes utilizadas nestes testes foram amostradas de material proveniente dos 15 clones do PCS e de 10 matrizes da APS coletados em 2006. Esse material foi amostrado da produção total de sementes dos respectivos clones/ matrizes. Os lotes foram homogeneizados e tiveram 360 sementes amostradas, que foram distribuídas em 6 repetições (caixas “gerbox”) de 50 sementes cada, sem a retirada de sobrenadantes.  
Foram utilizados para o ensaio caixas gerbox com papel filtro como substrato de germinação.

Inicialmente quebrou-se a dormência, com a manutenção das sementes sempre úmidas durantes 30 dias em câmara fria, a 5°C.  Após a quebra de dormência as sementes foram levadas para câmaras de germinação a 25°C constantes e umedecidas diariamente durante os 30 dias de período do teste, conforme recomendado pelas REGRAS DE ANÁLISE DE SEMENTES (1992). Após cada contagem houve a movimentação das caixas gerbox dentro da câmara de germinação, a fim de se propiciar as mesmas condições de temperatura e iluminação para todas as parcelas durante o período de avaliação.  
A velocidade de germinação foi calculada através da contagem do número de sementes germinadas por dia, entre o quinto e 30º dia de instalação do teste. A fórmula utilizada para o cálculo do índice de velocidade de germinação (IVG) é mostrada a seguir:  





IVG: 5 30∑Gi/ i 

G = número de sementes germinadas i dias após a instalação do teste

i = Número de dias após a instalação do teste  
A capacidade de germinação foi calculada em porcentagem de sementes germinadas aos 30 dias após a instalação do teste, em relação ao total de sementes amostrado. 

As sementes foram consideradas germinadas a partir do momento em que o comprimento da radícula ultrapassou o tamanho da semente (foto 2).
FOTO DE UMA SEMENTE GERMINADA
1.1.6.3 Número de sementes por quilo e peso de 1000 sementes 

Esta avaliação foi feita com o lote de sementes colhido em 2006, proveniente da mesma homogeneização citada acima. Foram avaliadas oito sub-amostras de 100 sementes de cada família, a umidade ambiente, no caso do PCS e 5 amostras no caso da APS. Esta diferença se deu devido à quantidade reduzida de sementes produzidas na APS. Estas amostras foram pesadas em gramas com duas casas decimais, em balança analítica da marca Gehaka. O peso de 1000 sementes e o número de sementes por quilo foi calculado, então, por simples regra de três. 
A umidade das sementes no momento da pesagem foi calculada pela tomada de duas amostras de 100 sementes e secagem das mesmas em estufa, a 105ºC, durante 24 horas. 
1.1.7 Análise Estatística 

A avaliação da produção total de sementes e cones do PCS e da APS foi realizada isoladamente. Para o PCS considerou-se um delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos e 4 repetições, em dois anos. Para a APS considerou-se um delineamento inteiramente casualizado com 11 tratamentos e duas repetições (anos de avaliação).  
O esquema de análise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado nas tabelas ....e ...

TABELA 5: Estrutura da análise de variância para a avaliação da produção total de sementes e cones no PCS

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Clone
	7
	Q1
	

	Resíduo
	24
	
	

	Total
	31
	
	


TABELA 6: Estrutura da análise de variância para a avaliação da produção total de sementes e cones na APS

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Matrizes
	11
	Q1
	

	Resíduo
	12
	
	

	Total
	23
	
	


A distribuição de tamanhos de sementes e cones foi avaliada em termos porcentuais para cada um dos 8 clones do PCS e dos 11 indivíduos da APS. A análise foi feita em um delineamento inteiramente casualizado hierárquico com 8 tratamentos (clones) para o PCS e 11 tratamentos (matrizes) para a APS. Utilizou-se o programa MSTAT para a análise de variância e para o teste de comparação de médias.

O esquema de análise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 7: Estrutura da análise de variância para a avaliação da distribuição de sementes e cones na APS

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Matriz
	10
	Q1
	

	Cone/ Semente
	2
	Q2
	

	Resíduo
	20
	
	

	Total
	32
	
	


TABELA 8: Estrutura da análise de variância para a avaliação da distribuição de sementes e cones no PCS

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Clone
	7
	Q1
	

	Ramete
	3
	Q2
	

	Cone/ Semente
	2
	Q3
	

	Resíduo
	
	
	

	Total
	
	
	


Para avaliação da porcentagem de germinação e IVG de sementes provenientes de diferentes matrizes utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com 8 repetições de 50 sementes para o PCS e 6 repetições de 50 sementes para a APS (gerbox). Foram avaliados 15 clones do PCS e 10 matrizes da APS.  

Considerou-se a média dos resultados obtidos nas repetições para cálculo da porcentagem de germinação e IVG.  O teste de homogeneidade de variâncias de Bartlett não mostrou necessidade de transformação dos dados originais. A comparação entre as médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, utilizando também o programa MSTAT.

O esquema de análise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 9: Estrutura da análise de variância para a porcentagem de germinação e IVG
	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Clone/ Matriz
	
	
	

	Ano
	
	
	

	Repetições (gerbox)
	
	
	

	Resíduo
	
	
	

	Total
	
	
	


O número de sementes por quilo e peso de mil sementes das diferentes matrizes foram analisados também com o programa MSTAT, considerando um delineamento inteiramente casualizado, com oito repetições de 100 sementes para a APS e cinco repetições de 100 sementes para a APS. A comparação entre as médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, utilizando o mesmo programa. 
1.2 Experimento 2: estudo do efeito do tamanho dos cones e das sementes  nas propriedades tecnológicas de um lote de Sementes

1.2.1 Áreas Produtoras das Sementes
A coleta de sementes foi realizado no pomar clonal  de primeira geração (PCS), localizado em Rio Negrinho-SC, na fazends São Pedro de propriedade da empresa Modo Battistella Reflorestamento S.A. – MOBASA. 

1.2.2 Árvores Matrizes Amostradas
Para este estudo foram coletados cones de 15 clones do PCS.  Os clones para o estudo foram tomados de maneira aleatória, entre os que apresentaram produção de sementes no ano de 2006.

1.2.3 Coleta e Classificação dos Cones 
A coleta dos cones foi efetuada diretamente nas árvores, entre os meses de março e abril, no ano de 2006, com o auxilio de um podão, procurando-se evitar a retirada involuntária dos cones imaturos.

Os cones coletados foram armazenados em sacos de aniagem, com capacidade de 25 kg de cones, devidamente identificados por matriz e, no caso do pomar, por ramete. Os sacos foram em balança da marca Malmax com capacidade para até 25 kg, e tiveram seus cones classificados e contados logo após a colheita. A classificação por tamanho adotou os critérios já citados anteriormente: 

Classe 1: Cones com comprimento inferior ou igual a 10,0 cm.

Classe 2: Cones com comprimento entre 10,1 e 11,5 cm. 

Classe 3: Cones com comprimento superior a 11,6 cm.
Para a avaliação do tamanho dos cones foram utilizadas réguas de 30 cm e paquímetros (tomada de diâmetro) com precisão de até 0,1 cm. 
Selecionou-se cones de 7 dos 15 clones do PCS para beneficiamento isoladamente, visando-se a avaliação do número de sementes por cone, e da distribuição de tamanho destas sementes. Ao todo foram secos em saquinhos individuais confeccionadas com tela de plástico 70 cones de cada categoria de tamanho, 10 de cada clone amostrado. 

Após a classificação seguiu-se a secagem dos cones a céu-aberto, com o auxílio de caixas de madeira de 6m X 12 m, com vários compartimentos. Para evitar problemas com a umidade, as caixas foram mantidas a 20 cm do chão e cobertas com filme plástico no final das tardes e em períodos chuvosos.
Após a secagem, as sementes foram separadas dos cones com o auxilio de um batedor.  
1.2.4 Beneficiamento e Classificação das Sementes

Todo o processo de beneficiamento foi realizado manualmente, com a retirada das asas das sementes por fricção, com o auxilio de um pano úmido. 

Ao final do beneficiamento, as sementes produzidas por cada ramete foram pesadas e classificadas com o auxilio de peneiras de chapas metálicas, com malhas dotadas de furos circulares, apropriadas segundo as seguintes classes:

Classe 1: Sementes maiores de 4,5 mm.

Classe 2: Sementes entre 4,0 e 4,5 mm.
Classe 3: Sementes menores que 4,0 mm.
As sementes dos 30 cones isolados em sacos de tela plástica (10 de cada tamanho) dos seis clones foram contadas e pesadas em conjunto. No ano de 2006 também foi avaliada a variação de tamanho de sementes presentes em cada cone, segundo o critério apresentado acima.  

1.2.5 Formação dos Lotes de Sementes para os Ensaios de Germinação

Para a formação dos três lotes de sementes representantes dos três diferentes tamanhos de cones foram utilizadas as sementes colhidas em 2006, oriundas dos cones beneficiados isoladamente dos sete clones do PCS. Para isso misturou-se sementes dos mesmos tamanhos de cones, num total de 5g de sementes de cada um dos clones do pomar clonal, totalizando cerca de 35 gramas  de sementes de cada tratamento. 
Para a formação dos três lotes representantes dos três diferentes tamanhos de sementes foram misturadas 3g de sementes do mesmo tamanho de cada um dos quinze clones do pomar clonal (totalizando cerca de 45 gramas cada lote).

1.2.6 Variáveis Analisadas

Avaliou-se a capacidade de germinação, IVG e o peso de mil sementes conforme os itens 1.1.6.1. e 1.1.6.2 do estudo anterior. Além disso, visando avaliar a relação existente entre tamanho de cone e sementes que contém, ainda foram avaliadas as seguintes características: 
1.2.6.1 Número, peso de sementes por cone e distribuição do tamanho de sementes por cone

Para avaliação do número médio de sementes por cone e peso do número de sementes por cone de cada classe de tamanho foram utilizados 10 cones de cada categoria de tamanho de 6 rametes no primeiro ano do estudo e 10 cones de cada categoria de tamanho de 7 rametes no segundo ano do estudo. Esses cones permaneceram isolados em tela plástica durante todo o processo de secagem. Com o término desta fase, as sementes destes cones foram pesadas, contadas e classificadas. A pesagem se deu em balança analítica da marca Gehaka, com precisão de 0,001 g  e a contagem foi feita sobre uma mesa de superfície branca.

 No segundo ano avaliou-se ainda a classificação por tamanho das sementes produzidas por cones de diferentes tamanhos, pertencentes aos 7 rametes já mencionados. A classificação se deu com o uso de peneiras construídas para esse fim. 

Ao todo foram avaliados 210 cones desta forma, 70 cones de cada tamanho, como já mencionado. 

1.2.7 Análise Estatística

Para avaliação da porcentagem de germinação e IVG de sementes provenientes de diferentes tamanhos de cone e de sementes representantes de diferentes classes de tamanho utilizou-se a mistura de material proveniente de 7 clones do PCS. Os dados foram analisados no programa MSTAT, segundo um delineamento em blocos ao acaso, com 2 repetições (2 anos avaliados) de 8 gerbox de 50 sementes, para cada um dos três tratamentos (diferentes tamanhos de cone). 

Considerou-se a média dos resultados obtidos nas repetições para cálculo da porcentagem de germinação e IVG.  Os dados obtidos para germinação foram transformados para arc sem de raiz quadrada de x/100.  A comparação entre as médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, utilizando também o programa MSTAT.

O esquema de analise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 10: Estrutura da análise de variância para a porcentagem de germinação e IVG

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Cone/ Sementes
	2
	Q1
	

	Ano
	1
	Q2
	

	Repetições (gerbox)
	7
	Q3
	

	Resíduo
	37
	
	

	Total
	47
	
	


O número de sementes por quilo e peso de mil sementes dos diferentes tamanhos de cone e dos diferentes tamanhos de sementes foram analisados também com o programa MSTAT, considerando um delineamento inteiramente cazualizado, com três tratamentos (tamanhos de cones e sementes), e 8 repetições de 100 sementes cada. A comparação entre as médias dos tratamentos foi feita pelo teste de Tukey, utilizando o mesmo programa. 

O esquema de análise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 11: Estrutura da análise de variância para número de sementes por quilo e peso de 1000 sementes

	Causas de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Cone/ Sementes
	2
	Q1
	Q1 / Q2 

	Resíduo
	21
	Q2
	

	Total
	23
	
	


Para avaliação do número e peso médio de sementes por cone de cada classe de tamanho foi feita por uma análise de variância considerando um delineamento inteiramente casualizado com fatorial 3x6, com a média de 10 cones de cada tamanho (3 diferentes tamanhos de cones) obtidos de 6 clones, para os dois anos do estudo (2 repetições). 

O esquema de analise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 12: Estrutura da análise de variância para a avaliação do número e peso médios de sementes por cone

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Cones
	2
	Q1
	

	Clones
	5
	Q2
	

	Cones x Clones
	10
	Q3
	

	Erro
	18
	
	

	Total
	35
	
	


A distribuição de tamanhos de sementes em diferentes tamanhos de cone foi avaliada em termos percentuais para cada um dos 10 cones de cada tamanho tomados de 7 clones do pomar clonal. O delineamento estatístico utilizado foi inteiramente casualizado, com fatorial 7 x 3 x 3 ( 7 clones, 3 tamanhos de cone e 3 tamanhos de sementes) e 10 repetições (cones). Utilizou-se o programa MSTAT para a análise de variância e para o teste de comparação de médias.

O esquema de analise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 13: Estrutura da análise de variância para a distribuição de tamanhos de sementes em diferentes tamanhos de cones

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	Clone
	6
	Q1
	

	Cone
	2
	Q2
	

	Semente
	2
	Q3
	

	Clone x Cone
	12
	Q4
	

	Clone x Semente
	12
	Q5
	

	Cone x Semente
	4
	Q6
	

	Clone x Cone x Semente
	24
	Q7
	

	Tratamentos
	62
	Q8
	

	Resíduo
	567
	
	

	Total
	629
	
	


.

1.3 experimento 3: estudo do efeito da família e do tamanho de sementes dentro da família na emergência, sobrevivência e características fisicas da muda 

1.3.1 Obtenção das Sementes 

As sementes utilizadas foram colhidas em 15 clones e 10 matrizes do pomar clonal e da área de produção de sementes já citados.
1.3.2 Condições de Semeadura e Desenvolvimento da Muda 
O viveiro onde foram realizadas os experimentos pertence à empresa Modo Battistella Reflorestamento S.A. e está localizado na cidade de Rio Negrinho/ SC.  
Para quebra de dormência das sementes no primeiro ano de estudo seguiu-se o protocolo de quebra de sementes convencionalmente utilizado pela empresa, que consistiu na imersão do lote de sementes em água durante 24hs, após as quais foram retiradas as sementes sobrenadantes, e posterior manutenção da semente úmida em ambiente resfriado (cerca de 5ºC), dentro de um saco de pano, até a verificação do inicio de emergência da raiz em algumas delas, processo que leva aproximadamente 15 dias. No segundo ano do estudo não foram retiradas as sementes sobrenadantes e as sementes permaneceram sob refrigeração, a 5ºC,   durante 30 dias.      

A semeadura foi feita em agosto, em bandejas plásticas com capacidade para 140 tubetes de 55 cm3, sem qualquer aplicação de adubo. As bandejas foram divididas em 3 parcelas de 40 mudas cada. Cada matriz ocupou 3 bandejas, e dentro de cada bandeja foram distribuídos os três tamanhos de sementes da família.  Foram semeadas sementes de 15 clones do PCS e de 10 matrizes da APS, num total de 75 bandejas.

A semeadura foi realizada manualmente, com utilização de talco para melhor visualização das sementes durante o manuseio. Colocou-se uma semente por tubete e uma fina camada de cobertura com o próprio substrato para cobertura da mesma. 

 O substrato utilizado foi o Florestal 1, da marca Mecprec, composto por casca de pinus bio-estabilizada, 17% de vermiculita, NPK 104 – 364 – 182 g/m3, pH entre 4,5 e 5,5 e condutividade entre 0,8 e 1,2. 

As mudas foram espaçadas nas bandejas, ainda dentro da casa de sombra, aos 2 meses de idade, em ambos os anos. Aos 3 meses as mudas forma levadas para rustificação a céu aberto.  

1.3.3 Variáveis Analisadas

1.3.3.1 Características físicas 

As mudas permaneceram em viveiro durante 6 meses. A cada 2 meses foram avaliadas as características: 1.Sobrevivência; 2.Altura da parte aérea; 3. Diâmetro de colo; 4. Relação entre diâmetro de colo e altura da parte aérea.
A altura foi avaliada do colo ao broto terminal com precisão de milímetros. O diâmetro de colo foi avaliado através de paquímetro com precisão e décimos de milímetros. 
Ao final de 6 meses, 9 mudas de cada um dos tratamentos (3 de cada bloco) foram avaliadas por metodologias destrutivas: 1. Biomassa seca área; 3. Biomassa seca do sistema radicular. 3. Biomassa seca total;

As mudas foram seccionadas à altura do colo e a parte aérea e o sistema radicular foram colocados, separadamente, em recipientes de alumínio, sem tampa, e levados a uma estufa à temperatura de 105°C, até atingir peso seco constante.  A determinação do peso da matéria seca foi efetuada em uma balança analítica com precisão de décimos de miligrama. 
1.3.3.2 Emergência 
A produção comercial de mudas raramente alcançam o nível de controle ambiental semelhante ao conseguido em condições de laboratório, portanto testes similares de germinação/ emergência foram conduzidos em viveiro.
As mudas foram consideradas emergidas a partir do momento que o epicótilo apareceu acima da linha do substrato. A contagem do número de mudas emergidas por dia teve inicio a partir do 5º dia, e foi realizada diariamente até o 30º dia após a semeadura. 

A fórmula para cálculo do IVE é mostrada a seguir:





IVE: 5 30∑Ei/ i 

E = número de sementes emergidas i dias após a instalação do teste

i = Número de dias após a instalação do teste  
A capacidade de emergência foi calculada em porcentagem de sementes germinadas aos 30 dias após a instalação do teste, em relação ao total de sementes amostrado. 

1.3.4 Análise Estatística

O teste em viveiro foi implantado segundo um delineamento em blocos ao acaso em parcelas subdivididas. O ensaio envolveu dois fatores: procedência (em 10 níveis para a APS e 15 níveis para o PCS) e tamanho da semente (em três níveis), em um total de 75 tratamentos. Os níveis de procedência foram aplicados às parcelas e os níveis de tamanho de sementes às sub-parcelas.  Cada tratamento foi distribuído em 3 repetições dentro da estufa e cada repetição foi composta por 40 mudas de cada sub-parcela.  Cada bandeja de semeadura foi composta por uma única família, com os diferentes tamanhos de sementes, distribuídos aleatoriamente na bandeja. 

As quarenta mudas de cada bandeja foram avaliadas para tomada dos dados de emergência, todas as mudas que emergiram tiveram a avaliação de seu crescimento, e três mudas de cada sub-parcela foram avaliadas para cálculo da biomassa seca (num total de nove mudas de cada tratamento).
A análise estatística e o teste de comparação de médias foram feitos no programa MSTAT. 


Foto 3: Distribuição dos tratamentos em viveiro
O esquema de análise adotado com os respectivos desdobramentos dos graus de liberdade dos tratamentos é mostrado na tabela....

TABELA 14: Estrutura da análise de variância nos testes no viveiro - geral

	Fonte de variação
	G. L.
	Q.M.
	F

	  Matrizes
	24
	
	

	  Blocos
	2
	
	

	  Resíduo (a)
	48
	
	

	Parcelas
	74
	
	

	  Tam. Sementes (TS)
	2
	
	

	   Int. M X TS 
	48
	
	

	Resíduo (b)
	100
	
	

	Total
	224
	
	


1.4 experimento 4: estudo do efeito do tamanho da semente e da família no crescimento inicial em campo
1.4.1 Obtenção das mudas

As mudas utilizadas foram provenientes do lote de sementes colhido em 2005 do PCS e devidamente classificadas por tamanho. Foram semeadas em dezembro de 2005 e levadas para campo em outubro de 2006.

Essas mudas tiveram Osmocote® incorporado ao substrato, na concentração de 3 kg/ m3 de substrato Após 2 meses sob cobertura plástica foram alternadas na bandeja e, aos três meses, foram levadas para rustificação a céu-aberto.   
1.4.2 Condições de Plantio
As mudas foram plantadas na fazenda São Pedro, de propriedade da empresa Mobasa, localizada em Rio Negrinho/SC, na primeira semana de outubro de 2006. A área total ocupada pelo experimento foi de 6750 m2, totalmente composta por solo do tipo CAMBISSOLO Háplico .....
A linha de plantio foi subsolada a uma profundidade de 50 cm com um implemento do tipo riper, buscando-se manter uma distância de 2,5 m entre linhas. Entre indivíduos da linha a distância mantida foi de 2 metros.
Após o plantio foi utilizado o herbicida pré emergente pós-plantio Fordor® . O replantio foi realizado 30 dias após a instalação do teste. Não houve necessidade de qualquer trato cultural até o momento de tomada dos dados, aos 7 meses do plantio.

1.4.3 Variáveis Analisadas

Após 7 meses do plantio as mudas foram avaliadas com relação a sobrevivência, diâmetro do colo e altura.

1.4.4 Análise Estatística 
O teste foi implantado no delineamento blocos ao acaso com parcelas subdivididas. Ao todo foram avaliadas 15 famílias (tratamentos principais) e três tamanhos de sementes (tratamentos secundários). Cada subparcela foi composta por uma linha de 6 indivíduos e o experimento foi composto por 5 blocos, segundo a declividade do terreno, totalizando 1350 indivíduos.   

T1 - Família 1 - Sementes abaixo de 3,5 mm de diâmetro.

T2 - Família 1 - Sementes entre 3,5 e 4,5 mm de diâmetro.

T3 – Família 1 - Sementes acima de 4,5 mm de diâmetro.
T4- Família 2 – Sementes abaixo de 3,5 mm de diâmetro. 

E assim por diante, para cada uma das famílias analisadas do PCS.
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FIGURA 1 :Croqui de instalação do experimento em campo

A análise estatística e o teste de comparação de médias foram feitos no programa MSTAT. 

1.5 experimento 5: estudo da seleção precoce em viveiro

1.5.1 Escolha das Famílias 

Foram escolhidas 15 famílias representadas no teste de campo instalado no ano de 1997 e que tiveram suas sementes colhidas em 2005, no pomar clonal da empresa Modo Battistella Reflorestamento S.A. 

Essas famílias foram escolhidas segundo características fenotípicas em três fazendas da empresa (Santa Vera, Bituva e Fulla) para a instalação do teste de progênies em campo.
1.5.2 Obtenção das Mudas

As mudas para o teste de campo foram produzidas no viveiro da própria empresa,em 1996, a partir de sementes colhidas das matrizes selecionadas nos plantios comerciais. 

As mudas utilizadas para a comparação do crescimento em viveiro foram originadas de sementes colhidas no pomar clonal formado pela enxertia, em 1994, das matrizes selecionadas em plantios comerciais. Esse pomar foi composto por seis repetições de cada clone e está localizado em Rio Negrinho – SC, próximo a sede da empresa. 

As mudas foram formadas no viveiro da própria empresa, mantidas sobre cobertura plástica e sombrite até os 3 meses e após esse período indo para a rustificação a céu-aberto. O tubete utilizado possuía capacidade para 55 cm3 de substrato, ao qual não foi incorporado qualquer adubo. Após 2 meses da data de semeadura as mudas foram espaçadas na bandeja plástica, que possuía capacidade para 140 tubetes.

1.5.3 Condições de Plantio

O teste de progênies foi implantado em 1994 em quatro ambientes distintos de propriedade da empresa Modo Battistella Reflorestamento S.A. O plantio foi realizado sobre a linha do ripper, mantendo um espaçamento de 2,5m por 2,5m entre mudas. Após o plantio foram realizadas manutenções com roçadeiras mecânicas para evitar a mato-competição. 
1.5.4 Variáveis Analisadas 

Em 2004 o teste de campo foi avaliado. Foram tomadas de todas as árvores do teste as características diâmetro do tronco na base da árvore, diâmetro do tronco na altura do peito (DAP), diâmetro do tronco na altura de 5 m, ambas com o auxílio de uma fita métrica, e altura da árvore, com o auxilio de um hipsômetro do tipo clinômetro. 

Para cálculo do volume considerou-se a relação entre diâmetro do tronco na altura de 5m e o diâmetro do tronco na base como fator de forma.
1.5.5 Análise Estatística 

Avaliou-se a eficiência da seleção precoce em viveiro, aos 6 meses de idade, quando comparada com a seleção de indivíduos em campo, aos 7 anos, com o uso do Programa Selegen REML/ BLUP(RESENDE et al., 1994). 

Considerou-se a seleção de cinco das quinze famílias avaliadas, com base na análise de variáveis das mudas (altura, diâmetro de colo e biomassa) e volume dos indivíduos adultos, para cálculo do ganho genético em cada caso.   

O teste de campo foi implantado no delineamento de blocos ao acaso, com 5 blocos e 5 plantas por parcela, com repetição deste mesmo delineamento em quatro locais. Desta forma, utilizou-se o modelo 4 do programa Selegen: Blocos ao acaso, progênies de meios-irmãos, várias plantas por parcela, vários locais.
O teste em viveiro foi implantado segundo um delineamento em blocos ao acaso em parcelas subdivididas. O ensaio envolveu dois fatores: procedência e tamanho da semente (em três níveis). Os níveis de procedência foram aplicados às parcelas e os níveis de tamanho de sementes às sub-parcelas.  Cada tratamento foi distribuído em 3 repetições dentro da estufa e cada repetição foi composta por 40 mudas de cada sub-parcela.  Cada bandeja de semeadura foi composta por uma única família, com os diferentes tamanhos de sementes, distribuídos aleatoriamente na bandeja. Utilizou-se o modelo XXXX do programa selegen, considerando as famílias como tratamentos e os diferentes tamanhos de semente como repetições. 

Avaliou-se ainda a correlação entre características da muda aos 6 meses e o volume das progênies em campo aos 7 anos para definição das características mais adequadas para a seleção precoce em viveiro. 
1.5.5.1 Programa Selegen REML/BLUP para análise genética 

O programa Selegen REML/BLUP (RESENDE et al., 1994) baseia suas analises genéticas na metodologia dos modelos mistos, estimando-se as variâncias com o algoritmo EM pelo procedimento REML do programa.  O programa foi desenvolvido para análises genéticas de espécies perenes utilizando vários modelos de análise, dentre eles, a análise de cruzamentos dialélicos utilizando a metodologia BLUP e REML. O Selegen REML/BLUP é uma versão atualizada do software Selegen criado em 1994 (RESENDE et al., 1994; RESENDE e OLIVEIRA, 1997). 
Esse programa embute os benefícios da estimativa de parâmetros genéticos pelo REML e o uso de BLUP Individual, para fornecer valores genéticos preditos de famílias e indivíduos.  O Selegen REML/BLUP é fundamentado em algoritmos que maximizam a eficiência do processo seletivo, em função de diferentes condições experimentais.  Esses algoritmos permitem a implementação da metodologia dos Modelos Mistos ao nível individual, mesmo com a elevada ordem das matrizes a serem invertidas ou a resolução do sistema de equações lineares de elevada ordem.  Portanto, para comparação do ranking de seleção das famílias implantadas em campo com o ranking das famílias com base no desenvolvimento em viveiro, os valores genéticos individuais e de genitores foram preditos por BLUP, após a estimativa dos componentes de variância e parâmetros genéticos pelo método REML.  
As estimativas de Máximo Verossimilhança Restrita (Restricted Maximum Likelihood ou REML) foram calculadas a partir de um valor inicial de (2e e (2a, onde pela equações do modelo misto se estimou 
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.  Esses foram utilizados para obtenção de novas estimativas (2e e (2a e de forma repetitiva continuou-se com esse procedimento até a convergência para valores estáveis.  Os estimadores interativos por REML via algoritmo EM foram:

a) Variância residual estimada:
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b) Variância genética aditiva estimada
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c) Variância genética dominância estimada:
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d) Variância entre parcelas estimada:
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Onde:

A é a matriz de parentesco genético aditivo;


tr é o operador traço matricial, dado pela soma dos elementos da diagonal da matriz;


N, q e s representam o número total de dados, o número de indivíduos e o número de parcelas, respectivamente;


r(x) é o posto ou número de colunas linearmente independentes da matriz X;


C é a matriz dos coeficientes das equações de modelo misto.

Dessa forma, a partir das estimativas de (2e, (2a, (2d e (2p se obtiveram o restante dos parâmetros genéticos pelas seguintes equivalências: (2a = 4(2g = ha2(y2; (2d = 4(2s = (h2g h2a)(2y; (2p = (1 – (2g – c2)(2y.  Resultando em:

e) Variância fenotípica

(2y = 2(2a +(2d +(2p +(2e
f) Correlação entre os indivíduos na parcela, devido ao ambiente comum da parcela
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g) Herdabilidade individual no sentido restrito
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h) Herdabilidade individual no sentido amplo 
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O modelo linear misto utilizado para análise estatística de medições individuais de árvores para Cruzamentos Dialélicos em testes em Blocos Casualizados em vários locais foi:



Yijklm = ( + ti + bj(i) + ak + al + dkl + taik + tail + tdikl + eijklm
Onde:
Yijklm é a observação m do bloco j entre o teste i para o cruzamento kl;

( é o efeito fixo da média geral, onde E(() = ( e E((2) = (2;

ti é o efeito fixo para o teste i, sendo i=1 a 4 onde E(ti) = ti e E(ti2) = Vt;

bj(i) é o efeito fixo do bloco j dentro do teste i, sendo j=1 a 6 onde E(bj(i)) = bj(i) e E(bj(i)2) = Vb
ak ou al é o efeito aleatório para a progênie da interação para Capacidade Geral de Combinação (CGC) dos genitores k e l (k(l), sendo k,l=1 a 8. Com distribuição ~ NID(0, (2g);

dkl é o efeito aleatório para a progênie da interação para Capacidade Específica de Combinação (CEC) ou cruzamentos entre os genitores k e l (k(l).  Com distribuição ~ NID(0, (2s);

taik ou tail é o efeito aleatório para a progênie do teste i pela interação CGC dos progenitores k e l.  Com distribuição ~ NID(0, (2gt);

tdikl é o efeito aleatório da progênie do teste i ou cruzamento entre os genitores k e l.  Com distribuição ~NID(0, (2st);

eijklm é o efeito aleatório do individuo m dentro da parcela ijkl, referente ao erro dentro da parcela.  Com distribuição ~ NID(0, (2e).
1.6 experimento 6: estudo da Influência da família e do tamanho da semente na variabilidade genética do lote de sementes através do uso de  microssatélites
1.6.1 Obtenção do material experimental

Utilizou-se acículas de mudas de 6 meses de idade provenientes de 12 matrizes do pomar clonal da Fazenda São Pedro. O material utilizado foi mantido em viveiro, onde permaneceu identificado segundo sua matriz de origem e o tamanho de sementes do qual se originou até o momento de sua utilização.

Foram consideradas as seguintes categorias de tamanho:

Classe 1: Sementes abaixo de 3,5 mm de diâmetro.

Classe 2: Sementes entre 3,5 e 4,5  mm de diâmetro.
Classe 4: Sementes acima de 4,5 mm de diâmetro.
1.6.1.1 Extração do DNA 

Para extração de DNA foi utilizado o protocolo modificado de Hoisington et al. (1994). Para a extração foram utilizadas aproximadamente 5 gramas de amostras de acículas de mudas produzidas no viveiro, devidamente trituradas com a presença de nitrogênio liquido até a formação de um pó fino. Esse material foi colocado em um recipiente e ressuspendido com tampão de extração CTAB 2% . A seguir essas amostras foram incubadas em banho-maria a 65ºC por aproximadamente 30 minutos, sendo agitadas levemente a cada dez minutos. Em seguida, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e foram adicionados 800 µl de clorofórmio/álcool isoamilico, efetuando-se a agitação dos tubos em seguida durante 5 minutos em agitador do tipo vortex. Seguiu-se então a centrifugação à 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, adicionou-se 1 volume de CIA, e o procedimento repetido mais uma vez. Aproximadamente 300 µl do sobrenadante foi então levado para um tubo limpo e precipitado em 2,5 volumes de etanol 96% gelado. A mistura foi novamente centrifugada a 14000 rpm durante 5 minutos. Após isso eliminou-se o sobrenadante, recuperando-se o pellet seco ao ar. O DNA foi então ressuspendido em 100 μL de TE pH 8,0. Adicionou-se, por fim, 1 μL de RNAse, e o resultante foi incubado a 37ºC por 30 minutos, sendo armazenado a -20ºC até o momento do uso. 

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampão TBE 1x (5,4 g de Tris-base; 2,75 g de ácido bórico; 2,0 ml de EDTA pH 8,0 e água destilada e deionizada até completar o volume 100 mL). Para visualização do DNA, o gel recebeu, após a fusão da agarose, brometo de etidio na proporção de 0,5 μg.mL-1 de gel. Após a eletroforese o gel foi fotografado sob luz ultra-violeta. 

1.6.1.2 Amplificação do DNA

Em um microtubo foram colocados os seguintes componentes:

- água;

- tampão com magnésio;

- dNTPs ou nucleotídeos que contém as bases nitrogenadas adenina, timina, citosina e guanina, matéria-prima a ser empregada na síntese de DNA;

- Taq-DNA-polimerase, enzima polimerizante e termoestávelª, responsável síntese de DNA;

- iniciadores da reação chamados primers que irão parear especificamente na região alvo (lócus) do DNA que se quer multiplicar; e, obviamente,

- DNA alvo.

Esta reação de amplificação do DNA dar-se-á através de um aparelho denominado termociclador. Este aparelho automaticamente propiciará que, através da programação apropriada de repetidos ciclos de variação de temperatura, se dê, no interior do microtubo, a amplificação da região específica (lócus) do DNA. Nesta reação, cada ciclo é composto de três passos. No primeiro chamado de etapa de desnaturação que se dá a 94oC, existe a separação das fitas do DNA molde.

No segundo passo, conhecido como etapa de anelamento, entre 40o e 60oC, dar-se-á o pareamento ou ligação dos iniciadores (primers) ao início da região específica (lócus) em ambas as fitas do DNA que se quer copiar. Para determinar os iniciadores mais apropriados foram selecionados alguns dos bancos de primers disponíveis para pinus. 

No terceiro e último passo, conhecido como etapa de extensão, a 72oC, dá-se-a a atuação da Taq-DNA-polimerase que propiciará o pareamento dos nucleotídeos livres, a partir dos iniciadores, às fitas do DNA molde.

Os marcadores microssatélite foram analisados em sequenciador automático, capaz de detectar nucleotídeos ou fragmentos de DNA marcados com fluorescência. Os oligonucleotídeos complementares à fita anti-sense, denominado primer forward, foram marcados com fluorescência na extremidade 5'.

1.6.2 Análise Estatística
 Doze matrizes do PCS foram utilizadas nesta análise. A coleta de material vegetativo será feita em 8 mudas de cada classe de tamanho de cada individuo, totalizando 96 amostras por classe de tamanho
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