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Resumo. Tendo como base, a importancia econéomica da Cryptomeria japonica na Regido
Auténoma dos Acores, e face ao desconhecimento sobre a origem das populacdes, surgiu a
necessidade de avaliar a variabilidade genética da populacdo acoriana, para tal foi instalado um
ensaio de proveniéncias. Paralelamente, a descendéncia de 4rvores seleccionadas em
povoamentos locais, estd a ser avaliada em ensaios de descendéncias para confirmacdo da sua
superioridade e do controlo genético das caracteristicas eleitas. Simultaneamente, através da
utilizagdo de marcadores moleculares pela técnica msp-PCR pretende-se antecipar informagdes
relativamente a variabilidade genética das populacdes agorianas.

A taxa de sobrevivéncia foi muita elevada em todos os ensaios, média acima dos 85%. Os
acréscimos em altura total obtidos no 2° ano apds a plantacdo, indicam diferenciacao
comportamental entre as plantas das origens acorianas e as da area de distribuicao natural; as
acorianas demonstram, em geral, melhores comportamentos. O ensaio de descendéncias ainda
ndo permite a diferenciagdo de agrupamentos de familias, embora se observem diferencas
significativas entre estas. A andlise da matriz dos coeficientes de similaridade de Dice indicou
valores médios de similaridade relativamente elevados, na ordem dos 0,64, sendo o intervalo de
varia¢do mais estreito quando as populagdes agorianas foram comparadas entre si.

Introducéo

A semelhanga do que aconteceu em toda a Europa com outras esséncias florestais, a C. japonica
foi introduzida nos Agores como arvore ornamental, em meados do século XIX, na Ilha de S.
Miguel. Desconhece-se a origem da semente utilizada nas primeiras plantacdes, assim como se
houve introducao de novos lotes. A excelente adaptagdo e os rapidos crescimentos que esta
espécie apresentou justificaram a generalizagdo da sua utilizagdo pelo territério agoreano A
reconhecida importancia econéomica da Cryptomeria japonica no sector florestal da Regiao
Autoénoma dos Acores e a necessidade de uma utilizagdo mais racional e produtiva desta espécie,
motivaram que no ambito do Programa de Melhoramento Florestal dos Agores fosse criada uma
linha de accdo de melhoramento genético desta espécie com o objectivo de aumentar a
produtividade e sanidade dos povoamentos de Cryptomeria, assim como melhorar a qualidade
matéria prima produzida.

Com o objectivo de avaliar a variabilidade genética da populacdo agoriana comparativamente
com populacdes da area de distribui¢ao natural da espécie, em 2002 foram instalados ensaios de
proveniéncias em 3 locais na Regido Autonoma dos Agores. Paralelamente, a descendéncia de
arvores seleccionadas em povoamentos locais, esta a ser avaliada em ensaios para confirmacao da
sua superioridade e estimativa do controlo genético das caracteristicas eleitas. Simultaneamente,
através da utilizagdo de marcadores moleculares pela técnica msp-PCR (microsatellite-primed
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PCR) pretende-se antecipar informacao relativamente a variabilidade genética das populagdes
acoreanas.

Material e Métodos
Ensaio de Proveniéncias

Nestes ensaios estdo representados 55 lotes de sementes, dos quais 49 sdo provenientes de 4 das 5
regides de melhoramento do Japdo, a area de distribuicdo natural da C. japonica (Kansai,
Kyuchu, Kanto ¢ Tohoku) (Figura 1), os lotes correspondem a familias de arvores plus que se
encontram em pomares de sementes, a familias de arvores plus resistentes aos danos causados
pela neve e a semente comercial (oferecidos pelo Forest Breeding Tree Center do Japao). Os
restantes 6 lotes representam as populacdes onde a espécie ¢ exdtica; 5 lotes sdo representativos
da populacdo acoriana (Olavo Simas (Ilha do Faial), Chaves (Ilha de S. Miguel), Fontinhas (Ilha
Terceira), Bitaculas (Ilha do Pico) e um lote constituido por semente comercial colhida no
Perimetro Florestal do Nordeste) e um 6° lote proveniente da Coreia representando 1 pomar de
sementes.

Figura 1: Mapa de distribuicdo dos diferentes lotes de semente, nas 4 grandes regides de melhoramento do Japao.

A produgdo das plantas ocorreu no Viveiro da Achada, no Nordeste, Ilha de Sao Miguel, pela
metodologia tradicionalmente utilizada nos viveiros da Direccdo Regional dos Recursos
Florestais (DRFF) da Regido Autéonoma dos Agores, por raiz nua, com 1 ano de semindrio e 1
ano de plantorio (1+1). Foram instalados 4 campos experimentais, 3 dos quais na Primavera de
2002 ¢ o 4° na Primavera de 2003, na Tabela 1 estdo descritas as condi¢des relativas a cada um
dos campos experimentais, assim como o n° de lotes testados em cada um deles. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos casualizados completos, com 5 plantas de cada lote por
parcela, com 7 blocos por campo experimental, em todos eles havia pelo menos 26 lotes em
comum. O compasso usado foi de 2,5m x 1,5m (entre linhas e na linha, respectivamente), foram



utilizadas redes protectoras. Foi efectuada uma medi¢ao da altura total de todas as plantas
aquando da plantacdo e novamente apds o 1° e o 2° ano, simultaneamente com a avaliagdo da
sobrevivéncia.

Foi avaliado o efeito da origem do lote de semente na sobrevivéncia e no crescimento da altura ao
2° ano apos a plantagdo através da Analise de varidncia (ANOVA) em que foi considerado um
modelo linear misto, ndo equilibrado:

Xijk=M+Ai+bj+(Ab)ij+8ijh, i=1,....k; j=1,...,m; h=1,...n

sendo p a média geral, a proveniéncia A; ¢ considerada um efeito fixo e o bloco b j, um efeito
aleatorio. Tendo-se previamente confirmado que eram satisfeitos os pressupostos da ANOVA,
nomeadamente a homogeneidade da varidncia para a variavel em causa. Para a satisfacdo destas
condi¢des foi efectuada a transformagdo angular da sobrevivéncia (y = arcsen fpje0)- Foi

utilizado o procedimento PROC GLM do software SAS® V8 (SAS Institute Inc., 1999). O
método dos contrastes (declaragdo Contrast) permitiu identificar a existéncia de diferencas
significativas entre: 1) populacdes agorianas e as da area de distribui¢do natural; ii) entre as
populacdes provenientes da area onde a espécie € exotica; iii) ) entre as populagdes agorianas € as
da area da regido de Tohoku; iv) entre as populacdes provenientes da area onde a espécie ¢
exdtica; iii) entre as populacdes agorianas e as da area da regido de Kanto; v) entre as populagdes
acorianas e as da area da regido de Kansai; vi) entre as populagdes agorianas e as da area da
regido de Kanto; v) entre as populagdes acorianas e as da area da regido de Kyushu.

Tabela 1: Ensaios de proveniéncias instalados no Arquilélago dos Agores

llha Localizacéo Ano de N° lotes
Instalacdo presentes
Faial Aberto 55
S.Miguel Labagcal Primavera 2002 26
Terceira Pico Gordo 37
Terceira Sta Barbara Primavera 2003 20

Ensaio de Descendéncias

A partir do ano de 1999, t€m vindo a ser seleccionados individuos com caracteristicas superiores
nos povoamentos de C. japonica nas diferentes ilhas, processo que ainda persiste, tendo sido
considerados os seguintes parametros: estado sanitario, dominancia, altura, didmetro a 1,30 m
(dap), forma e verticalidade do fuste, propor¢ao da copa e desramagao natural. No ano de 2000,
com o apoio de escaladores do CENASEF foi colhida semente. O processo de produgdo das
plantas decorreu nas mesmas condi¢des ja referidas (1+1) para o ensaio de proveniéncias, e
durante o mesmo periodo temporal.

Também na Primavera de 2002, foram instalados trés campos experimentais com um nimero
diferenciado de lotes presentes, num conjunto de 5 ensaios instalados até ao fim do ano de 2003
(Tabela 2). O delineamento experimental utilizado foi igual ao do ensaio de proveniéncias, assim
como o compasso utilizado e a protec¢do das plantas.

Em Margo de 2003 e de 2004, a sobrevivéncia e a altura total das plantas foram avaliadas. O
modelo utilizado ¢ igual ao utilizado para as proveniéncias, sendo o factor familia o efeito fixo.
Para a comparacao multipla de médias usou-se o método de Student-Newman-Keuls.



Tabela 2: Ensaios de descendéncias instalados até ao fim de 2003, no Arquilélago dos Agores

Ilha Localizagéo Ano de Instalacéo N° lotes
presentes
Faial Aberto Margo de 2002 17
S.Miguel Labagal Marco/Abril de 2002 23
Terceira Pico Gordo Marco de 2002 23
Sta Maria Pastagens n’46,47 e 56 Janeiro de 2003 29
Terceira Sta Barbara Janeiro de 2003 20

Estudo da diversidade genética pela utilizacdo de marcadores moleculares

Na técnica msp-PCR, utilizada neste estudo, recorre-se a um Unico iniciador por rea¢do para
detectar polimorfismo ao nivel das regides de emparelhamento do iniciador, utilizando para tal
iniciadores com sequéncias repetitivas (Meyer et al., 1993; Zietkiewicz et al., 1994), esta técnica
nao necessita de um prévio conhecimento do genoma e produz padrdes altamente polimoérficos
(Zietkiewicz et al., 1994; Tsumura et al., 1996; Nagaoka et al.,1997). Neste estudo consideraram-
se amostras foliares de 5 plantas por lote: - 5 lotes agoreanos, 1 lote coreano e 5 lotes Japoneses
representativos de 3 das regides de melhoramento do Japao: Kyushu, Kansai e Tohoku. Os lotes
japoneses foram escolhidos com o objectivo de representar individuos com caracteristicas
comportamentais o mais distinta possivel e que simultaneamente pudessem apresentar uma ampla
diversidade genética. Foi também considerada no estudo, a descendéncia de 28 arvores-plus.

O processo de extragao de ADN, a partir de agulhas de C. japonica, foi feito tendo como base o
protocolo de Plomion et al. (1995), apds alguns ensaios de optimizac¢do. A amplificagdio do ADN
foi obtida num termociclador Uno-Thermoblock (Biometra). Foram testados 12 iniciadores, mas
utilizados apenas 6, que a seguir se referenciam: 1) (GTGC)4; 2) (GTG)s; 3) (GAC)s; 4)
(GACA)4; 5) (AGC)TY; 6) DDB(CCA)s (Meyer et al., 1993) . As condig¢des de amplificagdo do
ADN variaram para os diferentes iniciadores, com 35 ciclos de 35 s a 59,4°C (no caso dos
iniciadores 1 e 2), a 50,9°C (para o iniciador 4) e a 55°C (para o iniciador 6), tendo as fases de
desnaturacdo e de extensdo ocorrido nas mesmas condig¢des. O processo de amplificagdo de ADN
com os iniciadores 3 e 5 decorreu com uma reac¢do de “Touch-down” a 70-65°C e 60-55°C,
respectivamente. Os fragmentos amplificados foram captados em imagem pelo sistema Quantity
One (BioRad), a andlise foi efectuada tendo como base o registo da presenca ou auséncia de
bandas para cada amostra, sob a forma de matriz bindria (amostras X marcadores).
RESULTADOS

Ensaios de Proveniéncia

S

Em todos os ensaios a sobrevivéncia, 2 anos ap0s a plantacao, foi elevada, destacando-se o ensaio
do Aberto com uma sobrevivéncia de 97%(+2,0), o ensaio do Labagal apresentou o pior
resultado, com valores médios de 91% (+4,0). Simultaneamente, em todos os ensaios houve uma
duplicagdo nos acréscimos em altura obtidos no 2° ano apos a instalagdo, explicada pelo stress
resultante da plantacdo e pela aclimatagdo das plantas as novas condi¢des ambientais.

A analise de variancia dos acréscimos em altura no 2° ano indicaram diferencas altamente
significativas entre proveniéncias (p<0,001), em todos os ensaios. Na Tabela 3, sdo apresentados
os resultados dos contrastes efectuados entre grupos de populacdes, referentes as hipoteses ja
referenciadas.



A figura 3 permite uma melhor percep¢do do comportamento dos lotes pertencentes aos
diferentes grupos de origem considerados neste estudo, havendo uma predominancia dos lotes

agoreanos nas primeiras posi¢des da ordenacao decrescente.

Tabela 3 — Valores de Prob. Fcy. > Fru. obtidos através de contrastes para os diferentes agrupamentos de

proveniéncias
Hipotese Labacal Pico Aberto
Gordo
(1) Agores # Area Natural SIM (p<0,0001) i SIM (p<0,0001) : SIM (p<0,0001)
(2) Agores # Coreia NAO NAO NAO
(p<0,4507) (p<0,2821) (p<0,2376)
(3) Acores # Tohoku SIM (p<0,0001) | SIM (p<0,0001) ; SIM (p<0,0001)
(4) Acores # Kanto SIM (p<0,0001) . SIM (p<0,0001) ; SIM (p<0,0001)
(5) Acores # Kansai NAO SIM (p<0,0001) | SIM (p<0,0001)
(p<0,4266)
(6) Agores # Kyushu NAO NAO SIM (p<0,0001)
(p<0,7161) (p<0,7375)
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Figura 3: Acréscimos médios em altura, obtidos no 2° ano de instalagdo, pelos lotes de plantas resultantes das
diferentes origens geograficas.



Ensaios de Descendéncias

A taxa de sobrevivéncia obtida nos ensaios de descendéncia foi muito elevada, com valores de
99,0%(+0,4) no ensaio do Aberto, de 99,0%(£0,3) no do Pico Gordo e de 94,1%(+1,1) no do
Labagal. Tal como tinha acontecido nos ensaios de proveniéncias, os acréscimos em altura
obtidos no 2° ano apos a instalagdo foram muito superiores aos obtidos no 1° ano. A analise de
varidncia indicou para todos os ensaios, diferencas significativas para a componente familia
(p<0,001). A analise de comparacdo de médias, pelo método SNK estabeleceu os diferentes
grupos de significancia que estdo representados na figura 4, ndo havendo ainda familias que se
destaquem pelo seu comportamento extremo, o que seria de esperar dada a precocidade da
avaliacao.

Aberto-Faial Pico Gordo-Terceira Labacal-S.Miguel
Familias Acrésc. Familias Acrésc. Altura Familia Acrésc.
Altura (cm) (cm) Altura (cm)

SMT27 125,1 SMT10 70,6 SMT16 951
SMT18 122,2 SMT2 65,8 SMT40 81,8
SMT16 121,2 SMT31 65,5 SMT5 75,4
SMT6 120,8 SMT13 65,3 SMT7 734
SMT7 117,8 SMT7 62,4 SMT11 73,2
SMT31 117,3 SMT11 61,7 SMT10 69,8
SMT32 116,1 SMT29 61,5 SMT18 69,0
SMT3 112,3 SMT12 61,0 SMT31 66,5
SMT36 11,9 SMT32 60,3 SMT13 65,9
SMT1 1106 SMT30 58,1 SMTL 613
SMT5 1078 SMT14 579 SMT15 60,8
SMT4  107,0 SMT16 57,6 SMT8 - 58,2
SMT15  103,6 SMT27 57.6 SMTE 582
SMT13 1032 SMT5 56.9 SSMT27 53'6
SMTIL 99,2 SMT40 55,3 S as
SMT10 98,7 SMT1 54,7 oMT36 426
SMT40 93,8 | SMT18 52,3 '

SMT15 51,3

SMT4 49,6

SMT20 49,0

SMT3 48,9

SMT36 46,1

SMT6 45,0

Figura 4: Acréscimos médios em altura obtidos pelas familias de criptomeria, no 2° ano de instalagéo.
Analise pela utilizacdo de marcadores moleculares

A analise da matriz dos coeficientes de similaridade de Dice revelou valores médios de 0,635
(£0,436), quando comparadas as populacdes da area de distribui¢do natural e as da area onde a
espécie foi introduzida. Na comparagdo apenas das populagdes acoreanas, o valor médio foi de
0,647 (+0,258). Na descendéncia das arvores plus, obtiveram-se valores médios de 0,650
(+0,484). Os valores de similaridade obtidos sdo na generalidade elevados, indicando elevada
proximidade entre as entidades genoétipicas em estudo, embora as populacdes agoreanas
demonstrem uma menor amplitude de variagdo. Na andlise aglomerativa pelo método UPGMA
(NTSYSpc (v2,01b)), quando consideradas todas as populagdes obteve-se um dendograma com
coeficiente cofenético de 0,65; nas descendéncias das arvores plus, o valor obtido foi de 0,62
(dendogramas nao apresentados). Estes valores sdo indicativos de uma consideravel perda de



informacao na simplificagdo matematica, aquando da transforma¢ao da matriz de similaridade em
dendograma, o que vem confirmar os baixos valores de “bootstrap” para cada n6 (estimativa da
robustez de cada agrupamento), originando por isso, dendogramas pouco explicativos.

CONCLUSOES

A avaliacdo dos desempenhos, em sobrevivéncia e em crescimento, das diferentes entidades
genéticas aqui referenciadas ¢ ainda muito preliminar, todavia ¢ notoério o bom comportamento
dos lotes agoreanos em todos os ensaios, indiciando a adaptacdo da espécie as condigdes
acoreanas, havendo ja porventura uma raca local. Os resultados obtidos com os marcadores
moleculares parecem indicar que a populagdo agoreana tera uma variabilidade genética inferior a
das populagdes amostradas da area de origem. O comportamento de alguns lotes japoneses e o da
Coreia sugerem o interesse em alargar a base genética da populagdo acoreana com estas
populagdes.

BIBLIOGRAFIA

Meyer W, Mitchell TG, Freedman EZ and Vilgalys R. 1993. Hybridization probes for
conventional DNA fingerprint used as single primers in polymerase chain reaction to
distinguish strain of Cryptococcus neoformans. J Clin Biol 31:2274-2280

Nagaoka T. and Ogihara Y. 1997. Applicability of inter-simple sequence repeat polymorphisms
in wheat for use as DNA markers in comparison to RFLP and RAPD markers. Theor Appl
Genet 94:597-602

Plomion, C., Bahrman, N., Durel, C.E. and O'Malley, D.M. 1995. Genomic mapping in Pinus
pinaster (maritine pine) using RAPD and protein markers. Heredity 74: 661-668

Tsumura Y. Ohba K and Strauss SH 1996. Diversity and inheritance of inter-simple sequence
repeat polymorphism in Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) and sugi (Cryptomeria
japonica). Theor Appl Genet 92:40-45

Williams E.R. and Matheson A.C. Experimental Design and Analysis for Use in Tree
Improvement. CSIRO. Melbourne

Zietkiewicz, E.; Rafalski, A. &Labuda, D. 1994. Genome fingerprinting by simple sequence
repeat (SSR) — anchored polymerase chain-reaction amplification. Genomics 20:176-183



