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Resumo

A rapida perda de viabilidade da lande do sobreiro (Quercus suber L.), semente
recalcitrante, representa uma das limitacdes da regeneracdo. O procedimento de
conservacdo no frio (2-4°C) preconizado para prorrogar a longevidade das
sementes de Quercineas revelou-se ineficaz: as sementes perdem a viabilidade
em menos de 3 meses e 0s custos do seu processamento sdo muito elevados.
O objectivo deste estudo € a optimizacdo da conservacdo da lande por um
periodo minimo de 6 meses como vista a disponibilizar permanentemente o
material de reproducdo de alta qualidade e, consequentemente, melhorar o

sucesso da regeneragao.

Com base no processamento habitual das sementes recalcitrantes, procedeu-se
a conservacao da lande, tendo em conta o individuo produtor e o tipo de saco, e
avaliou-se o seu comportamento fisiolégico, antes e durante a conservacao,
para compreender a biologia do processo e o impacto da arvore-mae. Em
paralelo, avaliou-se o efeito da conservacdo na qualidade das plantas. De
seguida, monitorizou-se a maturacdo da lande para definir o momento adequado
para a colheita e avaliou-se a sua qualidade sanitaria inicial bem como o seu
efeito no vigor da planta. Com o objectivo de demonstracdo da técnica de
conservacao e de alertar para as suas limitacdes, analizou-se o comportamento
da lande aos 5 e aos 17 meses. No ambito da implementacdo da técnica,
avaliou-se o efeito do tempo de producdo em viveiro (TPV)e da fertilizacdo na
gualidade das plantas.

Foi desenvolvido un novo procedimento de conservacdo ao frio humido de
semente do sobreiro por um periodo de 12-15 meses (12-15MC) e
implementado a escala real com desenvolvimento de um prototipo eficiente da
linha de processamento. Trata-se de um processo tecnoldgico patenteado® que
altera radicalmente o procedimento habitual de conservagdo da semente.
Baseia-se no controlo da maturacdo que garante a qualidade inicial da lande, no
rigor e rapidez dos tratamentos (termoterapia e secagem) e na melhoria das
condicbes de conservacdo. A qualidade do material vegetal resultante desta
inovagdo é significativamente melhorada quando se compara com o material
vegetal habitual. De facto, a germinagédo da semente conservada torna-se rapida
e uniforme e o potencial de crescimento das raizes (PCR) da planta é
significativamente superior ao da planta convencional e similar ao da planta
fertilizada.

Palavras-chave: Conservacao da lande, sobreiro, qualidade do material florestal
de reproducao (MFR), regeneracao assistida.



Abstract: Optimization of Cork oak (Quercus suber L.) seed storage and its
impact on seedling quality

Rapid loss of viability of cork oak (Quercus suber L.) recalcitrant acorns
represents one of the limitations to their regeneration. The cold storage
procedure (2-4°C) recommended for extending seed longevity of Quercus genus
proved ineffective: the harvest is totally lost within 3 months of storage and the
processing costs are very high. The main objective of this study was the
optimization of acorns storage for a minimum period of 6 months in order to
permanent availability of high quality reproductive materiel and, consequently, to
enhance the reforestation success.

We performed the acorns storage taking in account the mother-tree and bag
type, and assessed their physiological behavior, before and at different times of
storage, to understand the biology process and the impact of tree-mother in
storing success. In parallel, we assessed the effect of storing on the seedling
quality. Then we monitored the acorn maturation to set the right time for
harvesting and assessed its initial sanitary quality as well as its effect on the
seedling vigor. In order to demonstrate the storage technique and inform against
its limitations, we analyzed the acorn quality at two storage levels (5 and 17
months). In the context of implementation of the technique, we assessed the
effect of nursery time production (NTP) and fertilization on the seedling growth
potential.

A new procedure of cork oak acorn wet-cold storage was developed for a period
of 12-15 months (12-15MC) and implemented at real scale with developing an
efficient prototype of acorn processing. The technologic process was patented®
and amend radically the usual seed storage procedure. The effectiveness of
long-term storage depends on the maturation control which guarantees the initial
acorn quality, on the accuracy and speed of treatments (thermotherapy and
drying) and on the storage conditions improvement. The quality of acorn and
seedling from this innovation was significantly improved when compared to the
usual reproductive material. Hence, germination of stored acorn becomes rapid
and uniform and root growth potential (PCR) of subsequent seedling was
significantly higher than the conventional seedling and similar to the fertilized
one.

Keywords: Acorn storage, Cork oak, forest reproductive material (FRM),
assisted regeneration
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1. Introducéo
1.1. Enquadramento

O papel que a floresta nativa da zona “eu-mediterranica” (Quercineas), em particular
a do sobreiro (Quercus suber L.), desempenha a escala regional e global € bem
reconhecido e reuniu um consenso geral de toda a sociedade cientifica, civil e
politica desde ha muito anos (e.g. FAO/UNESCO, 1963; CNUD, 1992). De facto,
para além dos seus bens directos e indirectos (e.g. Mendes, 2002; Coitoru e Merlo,
2005) que sustentaram as varias civilizacdes (Blondel, 2008), estes ecossistemas
sdo fontes interminaveis de outros servicos ambientais de grande relevancia para a
Sociedade (MEA, 2005; Hulse, 2008) e dos quais é de salientar a conservacao dos
solos (El Alaoui, 1978; Beissalah et al., 1988; David et al., 2004), a biodiversidade
(MEA, 2005; Pereira et al., 2002; Vogiatzakis et al.,, 2006), a sequestracdo de
carbono (Balboa-Murias et al., 2006; Gratani e Varone 2006; Matthew et al., 2007,
Pereira et al., 2007; Cariellas et al., 2008) e a regulacdo atmosférica (Zhang et al.,
1999). A reabilitacdo da regido mediterranica, i.e. a conservacao dos ecossistemas
existentes recorrendo as praticas de gestao sustentada (Scarascia-Mugnozza et al.,
2000; Bugalho et al., 2011) e a regeneracao artificial (sementeira e plantacdo) das
areas degradadas (incendiadas e convertidas), € um desafio contemporaneo
fortemente aclamado para combater a desertificacdo e mitigar os efeitos das
mudancas climaticas (CNUD, 1992; protocolo de Quioto, 2009). No caso especifico
da regeneracéo artificial, finalidade deste estudo, e tendo em conta o0 aumento dos
riscos de incéndios, aridez e pragas (Santos e Miranda, 2006; Gao e Giorgi, 2008),
véarios estudos (Pereira et al., 2002; Zerbe, 2002; Rock et al., 2004; Almeida, 2005;
Almeida et al., 2009) indicam que a escolha da espécie de reflorestacdo bem com a
proveniéncia do seu material de reproducdo (semente/planta), a valorizacdo de
novos produtos e servigcos e uma investigacao aplicada séo requisitos fundamentais
para 0 sucesso desta accdo. Neste contexto, o sobreiro representa uma das
espécies mais apropriada, isso devido a sua resisténcia ao fogo (cortica), bem como
a tolerancia a secura (Faria et al., 1996 e 1998; Grant et al., 2010) e & contaminacao
do solo (Gogorcena et al. 2001), a sua rapidez de resposta aos stresses (Gogorcena
et al., 2001; Cerasoli et al., 2004; Pereira et al., 2007) e a sua valorizacdo socio-

econOmica e ambiental (Blondel e Aronson, 1995; Aronson et al., 2009). Perante



estas prevaléncias, os ecossistemas de sobreiro sdo qualificados de “barreira

natural” contra a desertificacdo (Régo et al., 2008).

Infelizmente estes ecossistemas tém sido confrontados com um conjunto de
problemas de riscos acrescidos no futuro e que podem comprometer a sua
perenidade e sustentabilidade. Por um lado, uma degradacdo antropogénica
ancestral e continua (Barbero et al.,, 1990; Butzer, 2005; Hajar et al., 2010) que
gerou uma forte limitagcdo da sua regeneracao natural (Natividade, 1950; Merouani,
1996; Gémez-Aparicio et al., 2008) e por outro, 0 recurso a regeneracao artificial,
particularmente intensiva a partir dos anos 90 como paliativo ao forte desequilibrio
(forte degradacéo/fraca regeneracgao), revelou-se frequentemente ineficaz. De facto,
logo a instalacdo as mortalidades séo elevadas nas sementeiras tradicionais sem
proteccao (60-100%) e ultrapassam frequentemente os 50% nas plantacoes, isso
apesar da introducdo de novas praticas (vedacdo e preparagdo do terreno,
proteccao individual da planta) que encarecem o0s custos e perturbam o solo
(erosédo, actividade micro-organica). As causas desta ineficacia sdo inumeras
(depredacao das sementes por animais, deficit hidrico do Verdo, compactacdo do
solo, inadequacao das técnicas de instalacdo), mas a fraca qualidade do material
florestal de reproducdo (MFR) habitualmente utilizado (semente fresca e planta
produzida a partir desta) € apontada como a causa primordial (Ciccarese et al.,
2004; Villar-Salvador et al.,, 2004). De facto, no caso das sementeiras as
caracteristicas da lande, i-e. a sua vulnerabilidade a desidratacdo (semente
recalcitrante), infeccdo e ataque pelos insectos e o0 seu alto valor nutritivo (semente
apetitosa), sdo as condicionantes principais da perda rapida da sua viabilidade e da
sua depredacdo pelos animais (ratos, javalis). No caso das plantagdes, o fraco
potencial de crescimento das raizes da planta (PCR) no momento da sua instalacao
(Hunt et al. 2002; Villar et al.,, 2004), resultante do elevado tempo da sua
permanéncia no viveiro (TPVap cm° > 9 meses), representa o factor limitativo do
arranque de crescimento do sistema radicular, condi¢cado inequivoca para atingir as
camadas mais profundas e humidas do solo antes do periodo de seca estival.

O armazenamento da lande em local fresco e arejado é uma alternativa preconisada
desde meados do século XX para minimizar as perdas de viabilidade do lote e poder
executar as sementeiras (Natividade, 1950), mas nessa €época hem O
desenvolvimento cientifico permitia perceber a fisiologia da lande, nem tecnoldgico

para controlar estas condicdes (fresco e arejado) e tratar os problemas das



infeccdes e dos ataques. SO a partir dos anos 70, quando se identificou este grupo
de sementes recalcitrantes (Robert, 1973) e se percebeu o0 risco que esta
caracteristica de perda rapida de viabilidade poderia implicar na perenidade das
Quercineas, é que se multiplicaram os estudos no Quercus robur, Q. rubra e, Q.
nigra principalmente, espécies écologicamente, fenologicamente e fisiologicamente
diferentes do sobreiro. O desenvolvimento de um tratamento térmico (termoterapia)
contra Ciboria batschiana (Delatour, 1978; Delatour e Morelet, 1979), um fungo
particularmente nocivo e letal que se encontra no interior da semente fresca de
todas as Quercineas (Bonnet-Masimbert e Muller, 1973; Bonnet-Masimbert et al.,
1977), foi um dos principais avancos e, desde entdo, adoptou-se um procedimento
de conservacado a escala real que se generalizou a todas as Quercineas, incluindo o
sobreiro a partir da década de 90. O procedimento tradicional de conservacéo
consiste numa limpeza por flutuacdo em &agua, do lote apanhado do chdo para
eliminar as sementes vazias e outros detritos (folhas, cupulas), seguida do
tratamento térmico (termoterapia: 41°C / 2 horas), da secagem a temperatura
ambiente durante um periodo de 7-15 dias e finalmente da conservacdo em sacos
de réfia nas camaras de frio (-2 a 4°C) (e.g. Muller, 1986; Muller e Bonnet-
Masimbert, 1984). No entanto, os resultados a escala laboratorial sdo controversos;
a literatura Europeia relata um sucesso por periodos de 3 Invernos a —1°C ou —-2°C
para Q. rubra e Q. robur (e.g. Suszka e Tylkowski, 1982), enquanto os trabalhos
realizados na América indicam que a viabilidade das sementes é perdida em menos
de 6 meses (e.g. Connor et al., 1996). Estudos relativamente recentes confirmaram
gue a conservacdo a longo prazo das sementes recalcitrantes € dificil (Bastien,
1992; Finch-Savage, 1992; Hong e Ellis, 1996; Connor e Sowa, 2002) e ndo existe
um protocolo standard de conservagédo ao longo prazo (Vertucci et al., 1994). No
caso do sobreiro, 0os estudos sé@o escassos; apenas destacando-se duas tentativas
mas que néo obtiveram sucesso (Claudot, 1974; Gosling, 1989). A implementacao
deste procedimento de conservacdo a escala real de viveiro revelou-se ineficaz e €
considerada como uma opcéo arriscada para o sobreiro (Bariteau, 2003; Catalan,
2003). De facto, apdés 4 meses de conservacdo as perdas por infecgdes,
desidratacdo e pré-germinacdo sdo elevadas, além de que o custo e tempo do
tratamento térmico sao altos, o que levou Schroder et al., (2004) a sugerir 0 recurso
a termoterapia apenas no caso de uma intensa infeccao inicial das sementes. Varios
estudos (Ellis et al., 1990; Pammenter et al.,, 1991; Finch-Savage, 1992; Guthke e



Sperthmann, 1993; Vertucci et al., 1994 ; Hong e Ellis 1996 ; Connor et al., 1996;
Connor e Sowa, 2002) abordaram separadamente as dificuldades da conservacgao e
nenhum deles abrangeu os problemas em conjunto. Hong e Ellis (1996) relatam que
a monitorizacdo do teor de agua durante o desenvolvimento da semente é
indispensavel para decidir o momento ideal para a colheita. Véarios estudos (Finch-
Savage, 1992; Vertucci et al., 1994; Connor et al., 1996) indicam que o controlo do
teor de agua das sementes antes e durante o armazenamento representa uma das
principais dificuldades de conservacao ao longo prazo sendo o tipo de saco o factor
decisivo deste controlo. Outros (Pammenter et al., 1991; Connor e Sowa, 2002)
indicam que a rapidez na fase de secagem pode ser decisiva uma vez que o modelo
gue descreve as sementes recalcitrantes sugere que, quanto mais rapida a secagem
menor o teor da agua das sementes podem tolerar. No que diz respeito as pré-
germinacdes durante a conservacdo (pré-germinacdes precoces), o problema é
atribuido ao facto de serem sementes fortemente hidratadas no momento da
conservacao e metabolicamente activas mesmo a baixas temperaturas (Guthke e
Sperthmann, 1993).

1.2. Objectivos da tese

O objectivo principal deste estudo foi a optimizacdo da técnica de conservacdo da
lande do sobreiro por um periodo de 6 meses com vista a disponibilizar
permanentemente o material florestal de reproducdo (MFR), melhorar a sua
qualidade e, consequentemente, aumentar a taxa de sucesso da reflorestacdo. Na
primeira fase e baseando-nos no processamento habitual, realizou-se a conservagao
da lande colhida em 12 arvores e avaliou-se o0 seu comportamento fisiolégico, antes
e com diferentes tempos de conservagao, para compreender a sua biologia, mas
também o impacto da arvore-mae. Em paralelo, avaliou-se o efeito da conservacéao e
da arvore-mae no estado fisioldgico e no crescimento das plantas em condi¢cdes
controladas. De seguida, monitorizou-se a maturacdo da lande para definir o
momento adequado para a colheita e avaliou-se a sua qualidade sanitaria inicial
bem como o seu efeito na capacidade germinativa e no crescimento da planta. Com
0 objectivo de demonstrar os resultados da técnica de conservagdo desenvolvida e
alertar para as suas limitagGes analizou-se o comportamento da lande aos 5 e aos
17 meses. No ambito da implementacéo da técnica, avaliou-se o efeito da idade das

plantas e da fertilizacdo na qualidade das plantas.



1.3. Principais resultados

Foi desenvolvido un novo procedimento de conservacdo de semente do sobreiro,
potencialmente aplicavel a todas as espécies de Quercineas, e implementado a
escala real em diferentes projectos europeus e nacionais e, posteriormente, a escala
comercial com desenvolvendo de um prototipo eficiente da linha de tratamento,
analise e conservacdo da semente. Trata-se de um processo tecnoldgico
patenteado® que altera radicalmente o procedimento habitual de conservacdo da
semente. Baseia-se no controlo da maturacdo, que garante a qualidade inicial da
lande, no rigor e rapidez do tratamento térmico e da secagem e das melhorias das
condicbes de conservacdo, nomeadamente o tipo de saco, a temperatura e a
humidade relativa da camara de conservacdo. Com o efeito positivo do frio, a
qualidade do MFR (semente e planta) € significativamente melhorada quando se
compara com o material vegetal habitualmente disponibilizado. A germinagdo da
semente conservada torna-se rapida e uniforme, e o PCR da planta é
significativamente superior ao da planta convencional e similar ao da planta

fertilizada.
1.4. Estrutura da tese

Este trabalho encontra-se dividido em 4 capitulos. O primeiro capitulo é reservado
para a introducdo e enquadramento do tema; o segundo capitulo apresenta uma
revisdo bibliografica das principais caracteristicas da zona “eu-mediterranica”
(delimitag@o geografica, clima, solo e do seu coberto vegetal nativo), da biologia das
sementes das Quercineas e dos seus problemas de degradacéo e de regeneracdo
(natural e artificial); no terceiro capitulo estdo inseridos os principais trabalhos que
fazem parte desta tese (publicacbes), e no quarto capitulo constam as principais
conclusdes. Em anexo encontram-se as publicacbes do Registo de Patente®, a
homologacdo da Agéncia da Inovacdo para a criagdo da empresa de base
tecnologica (Medida 7.2 do POS_Conhecimento) e o manual pratico de conservagao
da semente que sumariza os cuidados a ter durante as diferentes fases do
processamento da lande para garantir a sua qualidade inicial e o sucesso da

conservagao.
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2. Estado do conhecimento

Ap0s uma caracterizacdo sumaria da regido “eu-mediterranica” (delimitacéo
geografica, clima, solo e vegetacdo), descrevem-se as principais caracteristicas da
biologia das sementes de Quercineas e termina-se com os problemas relacionados

com a degradacéo e a regeneracao natural e artificial destes ecossistemas.
2.1. Delimitagao e caracterizagéo da regido “eu-med iterranica”

A regido “eu-mediterranica”, como foi definida pela FAO/UNESCO (1963),

delimitada pelas cadeias montanhosas situadas, aproximadamente, entre o0s
paralelos 28°S (Atlas, Cirenaica) e
48°N (Alpes, Pirenéus, Balcas) e
longitudinalmente desde o atlantico
(Marrocos e Peninsula Ibérica) até
sensivelmente 43°E (Taurus, Libano)

Territério das folhosas e coniferas do clima frio

(Figura 1). Em altitude, esta estende-

Alpes

Pirenéus Balcis
se do litoral até niveis variaveis em X
a i ic3 Este fri
funcdo da latitude e exposicdo e ‘ Ibanzepes,as
Atlas
definidos pelo frio: 700-1500 m (Atlas), W Coies quontss . Qrenats X sipssgents

300-700 m (Alpes e Pirenéus), 400-

1800 m (Taurus) e 800-2500 m |Figura 1. Delimitacdo da regido
(Libano) (Quézel, 1981). mediterranica e sentido da desertificacao.

Devido as massas de vapor de agua do Atlantico que atenuam as temperaturas
extremas do Sul e do Norte (tampéao térmico) e influenciam o regime hidrico (chuvas,
humidade relativa, neve) e a estrutura das cadeias montanhosas (relevo) formando
um obstaculo fisico a expansédo das massas de ar quente do deserto (sirocos), o
clima desta regido é relativamente temperado (t <10 °C), com um periodo arido no
Verdo (Pmm <2T°C) e outro chuvoso do Outono a Primavera (P> 200 mm). Todavia,
o clima varia significativamente em funcdo das latitudes e da altitude; a temperatura
reduz-se (12 °C <t <-10 °C) e a precipitacdo aumenta-se (200 a mais de 2000 mm)
de Sul a Norte, de Oeste a Leste e dos vales ao top das montanhas (FAO-UNESCO,
1963; Quézel, 1981). Um total de 6 variantes do periodo seco é definido: 1-
Xerotérmomediterranica, 2-Termomediterranica acentuada, 3- Termomediterranica
atenuada, 4- Mesomediterranica acentuada, 5- Mesomediterranica atenuada e 6-
supramediterranica (FAO-UNESCO, 1963).



De modo geral os solos sdo na sua maioria calcarios, profundos nas médias
altitudes e esqueléticos nas altas altitudes sobretudo nas exposi¢cdes Sul. A escala
latitudinal, os solos do Centro e Norte da Europa séo relativamente mais profundos e

ricos em matéria organica do que os do Sul da Europa e do Norte de Africa.

O coberto vegetal desta zona €, principalmente, composto por 2 grandes grupos de
espécies de Quercineas (persistente e caduca) que evoluiram ha cerca de 5000-
6000 anos (Holoceno) sobre o efeito do clima, solo e homem (Bradshaw et al., 2000;
Hurme et al., 2000; Blondel, 2006; Schmidtling, 2007), mas também da hibridagcéo
formando novas linhagens (Mir et al., 2006). A composicao, distribuicdo e estrutura
sdo variaveis entre 0s grupos e entre as espécies do mesmo grupo e em funcao da

altitude, latitude e exposicao:
2.1.1. Grupo de espécies de folhagem persistente

O grupo esclerofilo € composto por 4 espécies (Q. ilex/rotundifolia, Quercus suber,
Q. coccifera, Q. calliprinos) que ocupam o0s estratos termomediterranico e
mesomediterranico humidos e sub-humidos (Quézel e Bonin, 1980; Timbal e
Aussenac, 1996). Em conjunto, estes ecossistemas constituiam um cordéo
descontinuo a volta de todo o mediterrdneo, excepto as planicies xerotérmicas a
Leste (Libia-Egipto) e a Oeste (Souss em Marrocos) correspondentes aos
corredores das influéncias tropicais e do deserto (FAO/UNESCO, 1963), e €
principalmente representado pelo azinho (65000 km?) e pelo sobreiro (25000 Km?)

de distribuicdo mais ocidental.

Quanto a estrutura, o azinho apresenta-se com ambas as formas; arbérea muito
aberta nas médias altitudes (500-900 m) e arbustiva muito densa nas altas altitudes
(2500-2800 m, Atlas). O Q. coccifera e Q. calliprinos, espécies dos solos
esqueléticos junto ao litoral e das médias altitudes dos Balcés, € exclusivamente
arbustiva (Paffetti et al., 2000). No caso do sobreiro, espécie exclusivamente
arbérea, os povoamentos apresentam-se com 2 principais estruturas: i)- estrutura
aberta sem sob-coberto como é o caso dos “montados/dehesas” na Peninsula
Ibérica (30-80 arvores/Ha) proveniente das actividades agroflorestais ou com um
sob-coberto muito denso de Erica sp., Cistus sp., Cytisus sp. (Verdu et al., 2007;
Coca e Pausas, 2009; Guzméan e Vargas, 2009) proveniente dos incéndios
repetitivos e ii)- estrutura densa comummente designada por sobreirais com mais de

150 arvores/Ha e sem significante perturbacao.
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Todos os estudos corroboram que, para além do efeito edafoclimético (Hees, 1997;
Lépez et al., 1998; Gomez-Aparicio et al., 2008; Rubio et al., 2010), o Homem é o
factor determinante na distribuicdo das espécies persistentes (Pausas et al., 2006;
Verdu et al., 2007; Blondel, 2008; Pausas e Keely, 2009) e que o sobreiro, cuja
origem remonta ao periodo do Terciario (Toumi e Lumaret, 1998), é uma das
espécies que evoluiu com o fogo (Carrion, 2000), dai a sua particular resisténcia
(presenca da cortica). Varios estudos (Aussenac e Valette, 1982; Chaves et al.,
1995; Faria et al., 1996 e 1998; Pefiuelas e Llusia, 1999; Cherbuy et al., 2001;
Valladares et al., 2002; Passarinho et al., 2006; Grant et al., 2010) indicam que o
sobreiro e 0 azinho possuam mecanismos de adaptacéo que lhes permite resistir ao

periodo critico do Verao.
2.1.2. Grupo de espécies de folhagem caduca

Este grupo, designado por caducifélia ou decidua, € representado por mais de 25
espécies que vegetam no estrato supra-mediterranico relativamente humido e frio,
acima do limite superior das persistentes e junto dos ecossistemas frageis das
folhosas caducifdlias (Fagus sylvatica, Quercus petraea, Q. robur) e das coniferas
(Cedrus sp., Pinus nigra, P. sylvestris, Picea abies) de altas latitudes e altitudes
(Queézel, 1981; Blondel e Aronson, 1999, Bradshaw et al., 2009). A sua distribuicdo &
alargada para algumas espécies (Q. pyrenaica, Q. frainetto) e reduzida para outras
(endemismo) (Q. afares, Q. gussonei, Q. pseudocerris) (Quézel e Bonin, 1980;
Barbero e Quézel, 1989; Pantera et al., 2008).

Perante uma menor pressdao humana nestas altas altitudes e as condi¢des
edafoclimaticas favoraveis (solo profundo, alta humidade) a regeneracdo natural, a

estrutura destes ecossistemas € exclusivamente arbdrea e muito densa.

Em termos de adaptacao, estudos (Chalabi e Serre-Bachet, 1981; Messaoudéne e
Tessier, 1991; Lebourgeois et al.,, 2004) indicam que as espécies caducifolias sédo
principalmente controladas pelo clima e muito sensiveis as variacbes das
precipitacdes e das temperaturas do més mais frio do ano (m °C). Outros estudos
comparativos das relacdes hidricas e das respostas fisioloégicas (condutancia
estomatica) (Acherar e Rambal, 1992; Mediavilla e Escudero, 2003) revelam que a
condutancia estomatica das espécies caducifélias permanece alta mesmo nas
condi¢cbes de secura, 0 que explica uma ineficacia do uso de agua em comparacao

com as espécies persistentes.
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2.2. Principais caracteristicas da biologia das sem  entes de Quercineas

O conhecimento da biologia da semente das espécies de reprodugédo seminal, como
€ 0 caso das Quercineas, € fundamental para a adequacdo das técnicas da sua
manipulacdo (colheita, tratamentos, conservacdo) e de producdo de plantas de
forma a assegurar o sucesso da regeneracéao artificial (Schmidt, 2000). Os eventos
envolvidos na formacédo (floracdo, fecundag&o), maturacdo, disseminagdo e
germinacdo da semente sdo inuUmeros, complexos e, ainda, mal conhecidos nas
Quercineas em geral (Bonner e Vozzo, 1987; Cecich e Sullivan, 1999; Cavallaro et
al. 2006) e no sobreiro em particular (Bueno et al., 1992; Merouani, 1996; Boavida et
al., 1999 e 2001).

Segundo as caracteristicas das suas sementes, 0 género Quercus € subdividido em
2 subgéneros (Lepidobalanus e Erythrobalanus) cujas principais diferencas

sumarizadas no quadro a seguir:

Lepidobalanus ou Erythrobalanus
Leucobalanus (white oak, do inglés):
(red ou black oak, do inglés): Q. pedunculata,
Caracteristicas Q. robur, Q. nigra, Q. petraea, Q. sessiliflora,
Q. coccifera. Q. ilex/rotundifolia, Q. suber
Tempo de maturacao 2 anos (bienal) 1 ano
(Anos)
Teor de agua 40 50-55
(% peso fresco)
Lipidos 10-20 1-9
(% peso seco)
Hidratos de carbono totais 23-46 34-56
(% peso seco)
Dorméncia primaria Profunda Ligeira
(Tempo de estratificacéo)* (30-90) (7-30)

*: Dias de estratificacdo a 2-4 °C necessarios para a quebra da dorméncia

Referéncias:
Bonnet-Masimbert, 1984; Bonner e Vozzo, 1987; Dey, 1995; Rababah et al., 2008

No entanto, outras caracteristicas sdo comuns a ambos 0s subgéneros e sao
particularmente responsaveis da limitagdo da disponibilidade temporal das sementes
e da sua qualidade inicial, condicdo primordial e inequivoca para garantir 0 sucesso

da conservacao ao longo prazo.

12




2.2.1. Maturagéo e estado sanitario da semente

Come (1974) distingue dois aspectos da maturacdo da semente: um aspecto
morfolégico que se caracteriza pelas alteracdes da cor do pericarpo, do tamanho e
do teor de agua e um aspecto fisiolégico que corresponde as modificagcdes na
composicdo bioquimica e hormonal da semente. O tamanho e o0 peso humido das
bolotas aumentam constantemente de Junho até Agosto. O teor da agua de bolota
comeca a diminuir no final de Agosto e rapidamente ao longo de Setembro até
Outubro. A partir de Setembro, 0o peso seco da bolota continua de aumentar,
enquanto que o peso humido permanece estavel devido a diminuicdo do teor de
agua. Durante o rapido declinio do teor da agua (Setembro-Outubro), a cor do
pericarpo muda de verde para castanho. O teor dos hidratos de carbono sollUveis
aumenta progressivamente durante Julho até o inicio de Setembro para depois
decrescer drasticamente e converterem-se na sua forma insollvel, principalmente o

amido (e.i. Bonner e Vozzo, 1987).

No momento da maturacdo, as sementes de todas as espécies do género Quercus
apresentam agentes patogénicos, nomeadamente o0s insectos das diferentes
familias (Curculionidae, Tortricidae e Cynipidae) (Olivier e Chapin, 1984; Kaushal e
Kalia, 1989; Fukumoto e Kajimura, 2000) e os fungos, principalmente o Ciboria

bastchiana (Delatour e Morelet, 1979).
2.2.2. Vulnerabilidade das sementes

Contrariamente as sementes ortodoxas cuja humidade a maturidade muito baixa
(15%) e que toleram uma desidratacdo até niveis de 10% e se conservam muito
facilmente durante longos periodos, as sementes do género Quercus sao fortemente
hidratadas (25-50%), muito sensiveis a desidratacdo e de dificil conservacao
(Bastien, 1992; Finch-Savage, 1992; Connor e Sowa, 2002), dai a sua designacao
de sementes recalcitrantes (Robert, 1973). Uma vez que a 4gua € um componente
importante nas reacgfes bioquimicas das sementes recalcitrantes, a sua
desidratacdo além de um certo limite provoca uma alteracdo profunda do
metabolismo e da estrutura das membranas e das proteinas e, consequentemente, a
morte das células (Carpenter e Crowe, 1988; Vertucci e Farrant, 1995; Leprince et
al., 1999; Vertucci e Farrant, 1995). Todavia, a sensibilidade a desidratacdo das

sementes varia consideravelmente entre espécies, isso devido a variagdo da
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actividade metabolica de cada semente e da proteccdo contra 0os danos potenciais
(e.g. Walters, 2000).

O impacto biolégico € também penalizante nas sementes de Quercineas em geral
com a proliferacao dos fungos (Delatour et al., 1982; Schroder, 2002), a actividade
das larvas do Curculio (Olivier e Chapin, 1984; Fukumoto e Kajimura, 2000) e o seu
consumo pelos potenciais predadores (ratos, javalis, gado) (Loftis e McGee, 1993;
Gbémez et al., 2003; Pausas et al., 2009) as principais caracteristicas responsaveis
da perda da producao anual. A proliferacdo dos fungos durante a conservagao ao
frio € um problema antigo (Bonnet-Masimbert e Muller, 1973; Bonnet-Masimbert et
al., 1977; Delatour, 1978) e torna-se frequente e intenso nos ultimos anos (Schréder,
2002).

2.2.3. Irregularidade de producao de semente
A producdo de sementes das Quercineas € irregular, a um ano de “boa safra”
podem seguir varios anos de “ma safra” (Natividade, 1950; Olson, 1973; Sork e
Bramble, 1993; Gracia et al., 2001). Rohmeder, (1972), citado por Bonfils et al.,
(2003), distingue 4 intensidades de frutificacao:
i)- Frutificacdo completa: presenca das sementes em todas as arvores, mesmo as
arvores dominadas,
ii)- Meia-fructificacéo: presenca das sementes na maioria das arvores de bordura
e em algumas arvores dominantes do interior do povoamento,
iii)- Frutificacdo parcial: presenca das sementes em algumas arvores de
bordadura e apenas nas arvores dominantes do interior do povoamento,
Iv)- Auséncia de frutificagdo: auséncia total das sementes e ocorre
frequentemente apds fortes geadas durante a fase de floracdo. Em 10 anos de
observacdes, o0 mesmo autor registou, em média, 1 frutificacdo completa, 1 meia
frutificacéo, 4 frutificacdes parciais e 4 anos com auséncia de frutificacao.
Embora o potencial de produgcédo seja controlado geneticamente (Dey, 1995), a
producdo anual depende das condi¢cdes climaticas, do local, da existéncia e
actividade dos insectos e das caracteristicas da arvore (idade, sanidade) (Dey,
1995). O estudo conduzido sobre o sobreiro (Boavida et al., 1999) revela que o
aborto ovular é frequente durante a fase de fecundacdo e apenas um évulo vence

com éxito em semente durante o Outono.
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2.3. Problemas da floresta “* eu-mediterranica ”

A floresta da regido “eu-mediterranica” tem sido confrontada com um conjunto de
problemas que comprometem a perenidade dos seus ecossistemas nhativos e a
sustentabilidade de toda a regido com riscos acrescidos no futuro proximo (Santos e
Miranda, 2006; Gao e Giorgi, 2008; Gaucherel et al., 2008).

2.3.1. Degradacgao dos ecossistemas

A estrutura actual da regido “eu-mediterranica” esta profundamente alterada levando
a um estado inquietante de degradacdo nas médias altitudes (Barbero et al., 1990;
van Andel et al., 1990; Bou Kheir et al., 2001) e atinge mesmo as altas altitudes e
latitudes (Rock et al., 2004; Madsen e L6f, 2005; Messaoudene et al., 2007). A
degradacéo € um processo antigo (Holoceno), gradual e principalmente imputada as
actividades do homem, nomeadamente o uso do solo para a agricultura, o fogo, a
pastagem (Barbero et al., 1990; Corvol-Dessert, 2004; Butzer, 2005; Touflan e Talon
2008; Hajar et al., 2010). Como consequéncias, uma perda drastica da
biodiversidade (SCBD, 2001; Salvati et al., 2008), uma alteracdo das propriedades
fisico-quimicas do solo (Montes et al., 2004; Certini, 2005; Kosmas et al., 1997) e
uma perturbagdo da actividade biologica, nomeadamente a reducdo da avifauna
(Moreira et al., 2003; Herrando et al., 2003; Blondel, 2008), o aumento dos roedores
(Khidas, 1993; Kaynas et al., 2002), o aumento dos insectos xil6fagos (Rouault et al.,
2006) e a reducdo da composicdo fungal do solo (de Roman e de Miguel, 2005;
Kipfer et al., 2010).

Actualmente, depara-se com a agonia de declinio da floresta nativa em geral
(Delatour, 1983) com uma intensidade acrescida nos ecossistemas de sobreiro
(Cabral et al., 1992; Villemant e Sousa, 2002; Villemant e Ben Jamé&a, 2005). Em
Portugal por exemplo, a perda de Vvitalidade do montado aumentou
significativamente a partir de 1997 atingindo uma taxa de 30% das arvores
danificadas no ano de 2004 (DGRF, 2006) ou seja um aumento de 20% em apenas
7 anos dos quais 15% entre 2002 e 2004, o que podera significar o impacto negativo
dos incéndios na dinamica das populacdes nocivas. As causas do declinio sé&o
inlmeras, mas o impacto biolégico (insectos, fungos patogénicos) representa o
factor inequivoco (Villemant e Sousa, 2002; Santos, 2003; Villemant e Ben Jamaa,
2005).
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2.3.2. Deficiéncia de regeneracao natural

Sabe-se que a regeneracdo natural das Quercineas € em geral problematica
(Natividade, 1950; Loftis e McGee, 1993; Merouani, 1996; Acécio et al., 2007; Negi
et al., 1996; Harrington e Kallas, 2002) e atribuida com um conjunto de factores: uns
intrinsecos e relacionados com a irregularidade de producdo de sementes
(Natividade, 1950; Olson, 1973; Sork e Bramble, 1993; Gracia et al., 2001) e a sua
vulnerabilidade (semente recalcitrante, Robert, 1973) e outros extrinsecos e
relacionados com a meteorologia e perturbagcbes do funcionamento dos
ecossistemas (Gondard et al., 2003; Pausas e Keely, 2009), nomeadamente o
aumento das populagbes dos potenciais predadores (naturais ou domeésticos)
(Kaynas et al., 2002; Gomez et al., 2003) e a reducdo dos dispersores (Moreira et
al., 2003; Herrando et al., 2003; Blondel, 2008), mas também a competicdo da
vegetacao herbacea (Becker e Lévy, 1983; Frochot et al., 1986; Dobrowolska, 2006).

2.3.3. Ineficacia da regeneracéo artificial

A regeneracao artificial do sobreiro € um processo antigo na regido mediterranica
(Boudy, 1950; Natividade, 1950; Vareta, 1985; Benzyane, 1998; Pausas et al., 2009)
e sofreu grandes transformacgfes a partir dos anos 90 (EEC, 1992; Pausas et al.,
2004; DGRF, 2006), quer em termos do aumento da taxa e da area de reflorestacéo
quer em termos das praticas silvicolas, mas como € sabido os resultados sé&o
ineficazes. De facto, logo a instalacdo, as mortalidades sdo elevadas no caso das
sementeiras tradicionais (Natividade, 1950; Messaoudene, 1984; Sondergaard,
1991). Raros sao 0s povoamentos que vingam e quando este acontece 0s prejuizos
de conducéo (desbaste, podas) tornam-se insuportaveis devido a densidade inicial
(2-5 sementes/cova, compasso apertado), mas também ao seu poder de rebentacao
apos o corte. Apesar do recente recurso as plantacdes (EEC, 1992; Ciccarese et al.,
2001; DGRF, 2006) e da introducdo de novas praticas silvicolas, nomeadamente a
associacdo com os pinheiros (Pausas et al., 2004), a preparacédo do terreno (e.g.
Bécio et al.,, 2004), a proteccdo da planta (e.g. Dias et al., 1992), os resultados
permanecem insatisfatorios na maioria das instalacdées. Uma avaliacdo da aplicacao
de programas de apoio a floresta na regido do Algarve (Sul de Portugal) revela que
as mortalidades das plantas sdo superiores a 50% logo apds o primeiro ano de
plantacdo (Louro, 1999). Também, devido aos frequentes excessos na preparacao

do terreno (mobilizacdo total do solo, valas e cobmoros), os custos das instalacdes e
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pés instalagdo e riscos ambientais (erosdo) sdo elevadissimos, 0 que gerou o

sentimento de desanimo que se tem verificado.

O debate sobre as causas da ineficacia de regeneracdo artificial das espécies
florestais em geral tem sido continuo desde ha muito anos e identificou um conjunto
de factores intrinsecos e extrinsecos que actuam negativamente na viabilidade e
germinacdo da semente e no desenvolvimento futuro da planta. Para além das
condicdes edafoclimaticas e biolégicas do terreno e da inadequacgdo das praticas
silvicolas, a fraca qualidade do material florestal de reproducdo habitualmente
utilizado (MFR convencional: semente fresca e planta produzida desta) é apontada
como a causa principal (Mattsson, 1996; Tinus, 1996; McKay et al., 1999; O'Reilly et
al., 1999; Ciccarese et al., 2004; Villar-Salvador et al., 2004). De facto, a dificuldade
germinativa das sementes frescas resultante da existéncia da dorméncia primaria,
caracteristica fisiolégica bem conhecida nas Quercineas (Aissa, 1983; Bonner e
Vozzo, 1987; Viswanath et al., 2002; Cavallaro et al., 2006) associada a uma forte
predacdo (semente apetitosa) e a uma rapida perda de viabilidade (semente
recalcitrante) sdo os factores prejudiciais das sementeiras. No caso das plantagdes,
o fraco potencial de crescimento das raizes da planta (PCR) no momento da sua
instalacao representa o factor principal dos insucessos (Hunt et al., 2002; Villar et al.,
2004). Este fraco PCR é resultante do elevado tempo de permanéncia no viveiro
(TPV ou idade) em contentor de volume convencional de 300 cm® (TPVa00 em® > 9

meses).
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Comportement physiologique des glands de chéne liege
(Quercus subel..) durant leur conservation
et variabilité inter-individus producteurs

Hachemi Merouani*, Carmen Branco, Maria Helena Almeida et Jodo S. Pereira

Instituto Superior de Agronomia, Departamento de Engenharia Florestal, Tapada da Ajuda, 1399 Lisboa Codex, Portugal

(Recu le 3 janvier 2000 ; accepté le 29 mars 2000)

Résumé- Des glands mirs ont été séparément récoltés sur 12 arbres sélectionnés dans un peuplement de chéne liege situé au Sud
Portugal (Herdade da Palma). Aprés ressuyage, les glands sont conservés dans 3 types de sacs (2 en polyéthylén&een30
d’épaisseur et 1 en plastique avec mailles) durant 6 mois a 0 °C. Au moment de la dissémination, les glands de la ptupart des a

du méme peuplement sont dans un méme état de maturité morphologique et physiologique. Leur teneur en eau oscille entre 44 % «
47 % et leur taux final de germination est supérieur a 92 %. A la récolte, la germination est trés lente en raison de tiaxmsen
dormance embryonnaire qui semble dépendre de I'arbre producteur. Cette germination s’améliore durant la conservation traduisan
une levée progressive de la dormance. Le temps moyen de germination est d’environ 10 jours pour les glands frais e¢ @est que d
jours aprés 6 mois de conservation. Une relation entre la viabilité des glands et leur teneur en eau a été observéeoyentdmps m
germination des glands ressuyés ou celui des glands conservés 4 mois dans les sacs a mailles est d’environ 13 joursin@ependant,
teneur en eau inférieure & 30 % est préjudiciable a la germination des glands.

conservation / germination / teneur en eau / pertes d'électrolytes / semenc@uercus suber

Abstract — Physiological behaviour of cork-oak acornsQuercus subel.) during storage and variation between treesThe

mature acorns were harvested on twelve selected trees from a cork oak population in Southern Portugal (Herdade da Palma). Afte
drying, the seed lots were stored on three types bags (polyethylene with &@d 50um thick and plastic mesh), for six months at

0 °C. At the time of natural dissemination, the acorns from the majority of the trees from the same population were anuer the s
state of morphological and physiological maturity. The moisture content was about 44-47% and a germination rate above 92%. At
this time, the germination was very slow because of the existent embryonic dormancy that seems to be dependent on the individua
trees. During the storage, germination rate is improved. This might be explained by the breaking dormancy during storage. The m
germination time was on an average 10 days for fresh seeds and decreased to about 4 days after 6 months storage. A relationst
between viability and seed moisture content was observed. The Mean Germination Time of dried seed and stored seed for 4 month
in plastic mesh bag increased to about 13 days. The germination capacity was strongly decreased when the seed moisase content
below 30%.

storage / germination / moisture content / electrolyte leakage / see@Quercus suber

* Correspondance et tirés-a-part
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1. INTRODUCTION 2. MATERIEL ET METHODES

. . . , 2.1. Matériel végétal
L'aire des suberaies portugaises a augmenté de 8.5 %

durant ces 10 derniéres années due a une forte reforesta- peg gchantillons de glands frais (un minimum de

tion (80000 hectares) financée par des projets de I'UE1300 glands), morphologiqguement mdrs, ont été séparé-

(EEC Reg. 797/95 et 2080/92). Les suberaies jouent degnent récoltés fin novembre 1998 sur 12 arbres sélection-

roles écologiques et socio-économiques considérables,és dans un peuplement de chéne liége de structure patu-
Cependant, le recours a leur régénération par plantationsage sjitué au Sud du Portugal (Alcacer do Sal/Herdade

est aujourd’hui une nécessite. da Palma, 38°33'N, 8°42'W ; 73-76 m d’altitude ;

L'irrégularité des glandées et les grandes pertes de566 mm de précipitation moyenne annuelle et 16,4°C de

glands frais, occasionnées avant leur utilisation (dessé;emperature moyenne annuelle).
chement) mais aussi leur germination difficile et trés éta- Apres triage et nettoyage, les glands issus de chaque
lée dans le temps (dormance embryonnaire), imposent l&rbre sont ressuyés pendant une semaine a 20°C puis
conservation des glands pour permettre une germinatiorenrobés dans un fongicide (thirame, 1.5 gkgt immé-
plus groupée et un approvisionnement annuel des pépidiatement conservés dans 3 types de sacs: 2 sacs de
niéres en glands. Bastien [2] conclut, pour 2 autrespolyéthylene de 30 et $0n d'épaisseur et 1 sac plas-
espéces de chénes (rouvre et pédonculé) que la conserviique a mailles (dans ce dernier type de sac, seuls les
tion est le seul moyen de répondre & cette problématiqueglands des arbres n° 3, 7 et 9, ayant produits suffisam-
ment de glands, ont été expérimentés). La durée de

Pour de nombreuses espéces, il existe une relatioonservation est de 6 mois a 0°C. Aucun traitement ther-
directe entre I'état morphologique des semencesmique n'a été appliqué aux glands avant leur conserva-
(taille/poids) et leur capacité germinative [4]. Aissa [1] tion.
montre que la dormance initiale des glands de chéne vert
est fonction de l'arbre producteur mais aucune relation
n'a été trouvée entre la taille (ou le poids) des glands et 2.2. Méthodes
leur germination.

2.2.1. Détermination de la teneur en eau

Des études [2, 3, 13, 25] rapportent que les glands du
genreQuercussont difficiles a conserver. Il n'existe La teneur en eau des g|ands frais, ressuyés et Chaque
aucun protocole standard pour la conservation a longmois celle des glands conservés a été déterminée, pour
terme des semences réecalcitrantes ou intermeédiaires, ahaque arbre, sur 10 glands pesés un & un. Leur poids sec
I'exception de quelques succes obtenus avec la cryopre(ps) est évalué aprés 17 heures a 103 °C [12]. La teneur
servation surAraucaria hunsteinii[19]. La difficulté en eau, exprimée en % par rapport au poids frais (PF)
réside dans la maitrise de la teneur en eau des glandges glands, a été calculée par la formule:
durant la conservation: a teneur en eau élevée (teneur en

eau initiale), les glands germent et une forte déshydrata- H% = 100(PF - PS)
tion peut entrainer leur mort. La viabilité des glands de PE

Quercus macrocarpaonservés a —2°C et 1°C est signi-

ficativement affectée par leur teneur en eau avec un opti- ) o

mum de germination a 44 % et un minimum & 27 et 17% 2-2.2. Technique de germination

[20]. Grange et Finch-Savage [10], Finch-Savage [9], L , . R
Hendry et al. [11] notent une teneur en eau optimale de . L& germination des glands frais (3 jours apres leur
40% et un seuil létal de 20% pour les gland©dercus recolte),' ressuyes et mensuellement celle des glands
robur. Pour maintenir la viabilité et éviter la germination COnserves a été conduite sur des lots de 25 glands par
précoce des glands durant la conservation, un ressuyag@/Pre. Les glands préalablement imbibés pendant
préalable est nécessaire [1]. Des pertes de l'ordre de 5 48 heures a 20°C et stérilises pendant 10-15 min dans

10% semblent adéquates pour les chénes méditerranéei€ solution de chlorure de sodium (80 %) sont privés du
[5]. 1/3 de leur partie basale puis mis a germer dans du sable

humide a I'obscurité et a 20°C durant 28 jours. L'appari-
Nous proposons donc d’étudier les effets de la consertion de champignons a partir déirRois de conservation
vation au froid humide sur le comportement germinatif nous a amené a arroser le substrat de culture avec une
des glands de chéne liegge en relation avec leur étasolution de thirame (1,5 g. Un gland est considéré
hydrique et les pertes des électrolytes des embryons et ssomme germé lorsque la radicule perce les enveloppes et
variabilité inter-individus échantillonnés. manifeste son géotropisme positif.
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La vitesse de germination est appréciée par le temp®ont été comparés par rapport a I'état frais en utilisant le

moyen de germination (TMG) calculé par la formule: test de Dunnett.
Nt
TMG =—— .
N 3. RESULTATS

oun, représente le nombre de glands germeés au temps
et N le nombre total de glands germé a la fin de I'expe-
rience.

3.1. Teneur en eau

Au moment de la dissémination, 3 groupes de glands
différents par leur teneur en eau se distinguent parmi les
arbres échantillonnés: un premier groupe fortement
hydraté (51,3 %) comprenant seulement les arbres n° 5 et

° 10, un deuxieme intermédiaire (47,1%) composé de
arbres et un troisieme faiblement hydraté (44,1 %) cor-
respondant au reste des arbtabléau ). Seule la teneur

2.2.3. Mesure de l'intégrité embryonnaire

Les pertes électrolytiques des embryons [21] des
glands frais, ressuyés et conservés sont déterminés e
utilisant la méthode de conductivité relative. Dix

embryons par arbre sont individuellement immergés

dans 7,5 ml d'eau désionisée. Les pertes d'électrol te§" €aU d('as,glands des arbres du groupe 1 est significati-
des embryons sont déterminées Bar la méthodeydé'ement différenteR<0,05) de celle du groupe 3. Apres

McKay [14, 15] adaptée aux racines secondaires Une semaine de ressuyage, les glands montrent des pertes
' ' d’eau différentes d’'un arbre a l'autre; les glands de

I'arbre n° 10 (fortement hydratés) sont ceux qui ont
significativement P<0,05) perdu le plus d’eau et ceux

Les analyses statistiques sont réalisées avec le lo iciege Farbre ne 4 (faiblement hydratés) ont perdu le moins
Y q 9 ‘eau. Ces différences dans les pertes d’eau ont alors

«Jendel SigmaStat». L'analyse de la variance a été fait o g "
par ANOVA. A la récolte des glands, e testde Tuley au Sj/ainé 3es groupes diférents, en terme de composiion

seuil de 5% a été utilisé pour comparer les teneurs en
eau et les pertes électrolytiques des embryons. Tous les Au cours de la conservation, les teneurs en eau des
résultats, d’'états hydriques et de pertes électrolytiquesglands varient selon le type de séigure 1). En effet,

obtenus pour les différents arbres durant la conservatiorpour tous les arbres, la teneur en eau des glands

2.2.4. Analyses statistiques

Tableau I. Détermination de trois groupes d’arbres en fonction de la teneur en eau initiale des glands frais et aprés une semaine de
ressuyage a 20 °C. Mesure de la perte d’eau par rapport au poids frais.

Teneur en eau des glands (%) : Pertes d'eau
Groupes Arbres frais Arbres ressuyes des glands (%)
I 5a 49,76 + 3,34 9a 44,78 + 3,71 6,3
10a 52,84 +9,79 5a 44,81 + 2,84 ,
Moyenne 51,3+2,18 44,8 + 0,02
Il 11lab 45,99 +1,72 4da 41,35+2,82 1,0
6ab 46,09 + 3,92 lab 41,74 £2,13 8,9
9ab 47,81 +5,13 3ab 41,75+ 1,79 6,3
8ab 48,61 +7,91 6ab 42,22 £2,90 8,4
10ab 42,63 + 3,21 19,3
8ab 43,99 +1,91 9,5
1lab 44,68 + 3,11 2,9
Moyenne 471 +1.3 42,6 +1,25
I} 4b 41,78 £2,43 12b 38,37 + 3,05 9,7
12b 43,28+ 1,2 7b 40,34 + 0,96 10,5
2b 44,08 + 4,55 2b 40,35+ 2,79 8,5
3b 44,56 + 1,25
7b 45,05 + 1,27
1b 45,84 + 3,61
Moyenne 44,1 +£1,43 39,7+1,14

Pour la colonne arbre, une différence significat®e<(0,05) de I'état hydrique des glands des différents arbres est observée lorsque les lettres sont
différentes.
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Figure 1. Evolution de la teneur en eau des glands fraichement récoltés (F), ressuyés (R) et conservés durant 6 mois dans les sa
polyéthyleéne 3Qum (--a--) et 50um (—=—) et dans le sac plastique a mailles-(5.
* Différences significativesR < 0,05) de I'état hydrique des glands par rapport a leur état frais.

conservés dans les sacs de polyéthyléne (30 etv§0  (figure 1). Ces variations sont probablement dues a une
augmente des le*Imois de conservation pour atteindre condensation de I'eau a I'intérieur du sac (cas de I'arbre

un niveau proche de I'état hydrique initial (€tat frais) no 2 ) et 4 une perforation des parois de celui-ci par les
puis se stabilise durant le reste du temps de conservation, . os deBalanus(cas des arbres n° 9 et n° 10). Au

Aucune différence significative n'est observée entre : .
l'état hydrique des glands conservés et I'état hyolriquecontralre, les glands des 3 arbres conservés dans les sacs

des glands frais a I'exception de celui des glands de? Mailles montrent des pertes significatives de leur
I'arbre n° 2 (au Bet & mois de conservation), de 'arbre teneur en eau dés I€ inois et atteignent des teneurs de
n° 9 (au 8 mois) et de I'arbre n° 10 (alf 2t 3 mois) I'ordre de 30 % au®mois de conservatioffigure 1).
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Figure 2. Evolution des Pertes Relatives d’Electrolytes (% PRE) des embryons des glands fraichement récoltés (F), ressuyés (R) e
conservés durant 6 mois dans les sacs de polyéthylgma 80a--) et 50um (—=-) et dans le sac plastique a mailles-(9.
* Différences significativesR < 0,05) avec les pertes électrolytiques des glands frais.

3.2. Pertes d’électrolytes tante, peut étre expliquée par I'état hydrique initial tres
bas de certains glands.

A la récolte, les glands des différents arbres ne pré- C’est durant la conservation que les dégats significa-
sentent aucune différence de l'intégrité membranaire detifs des embryons commencent a apparaitre. Le moment
leur embryonsK=0,153). Elle est de 21,9% 2,02 en d’apparition de ces dégats différe selon les arbres et
moyenne. Apres ressuyage, seuls les glands de I'arbraselon le type de sac de conservatifigute 2. En effet,
n° 4 montrent une augmentation significative des pertespour certains arbres (n° 1, n® 2, n° 10 et n® 11) I'altération
électrolytiques (35,9% 26,7) figure 2. Cette augmen-  des membranes embryonnaires des glands est plus préco-
tation des pertes membranaires, mais a variabilité imporce que celle du reste des arbres qui ne parvient qu’au
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5¢ mois de conservatiofigure 2. Il semble que l'altéra-  (tableau Il figure 3, figure 4) montrent que, d’'une
tion membranaire est plus importante chez les glands qumaniere génerale, la vitesse de germination des glands
sont conservés dans les sac$i50 conserves dans les sacs de polyéthylene s’améliore pro-

Quant aux glands conservés dans les sacs a mai"e%ressivement. Le Temps Moyen de Germination (TMG)

: ; . “Yes glands de la plupart des arbres semble étre réduit de
les pertes électrolytiques des membranes embryonnalrershoitié a0res 3 mois de conservation - mais bour le reste
augmentent dés Iefimois pour atteindre des valeures | ap de réduction du TMG . P '8u 4 '
supérieures a 40 % afmois de conservatiofigure 2). € maximum de reduction du € Sopere quidu

mois fableau I), moment ou une baisse du taux final de
germination des glands de quelques arbres est observée
(figure 3 figure 4). Au contraire la germination des
glands conservés dans le sac & mailles devient de plus en

. .
Deux types de germination seront considérés: la capa-pIus médiocre figure 5, tableau ). Au 4* mois de

cité germinative a différents états physiologiques desconservation les glands conservés dans les sacs a mailles

glands (frais, ressuyé et conservé) et le pourcentage d résentent un taux final de germination inférieur a 40 %

glands germés dans les sacs pendant le processus digure 9 et un TMG de 10 a 14 jours envirdalfleau
conservation Im).

3.3. Germination

3.3.1. Capacité germinative
3.3.2. Germination durant la conservation

Bien que le taux final de germination des glands frais
des différents arbres soit supérieur a 92% (exception
faite pour ceux de l'arbre n° 12 avec 84 %), il apparait

que leur germination est trés lentab{eau 1). Certains Au cours de la conservation, les glands entrent en ger-
arbres manifestent des différences significatives Mination. En effet, au®mois, certains glands de la plu

(P<0,05) dans la capacité germinative de leurs glandsPart des arbres commencaient a germer précocement a
En effet, les glands de I'arbre n° 4, dont la germination!'intérieur des sacs de polyéthylene. Mais seuls les
est la meilleure et ceux des arbres n° 10 et n° 12, dont |§lands des arbres n° 5, n° 9 et n° 10 présentaient des ger-
germination est lente se distinguent des autres. Aprégninations particulierement élevees a partir dundis
ressuyage, le temps moyen de germination des glands d@ableau Ill). Les autres arbres ne présentent que trés peu
la plupart des arbres augmente a I'exception de celui degmoins de 10%) ou pas, de germination a la fin du pro-
glands des arbres n° 6 et n° fdbleau I). Les résultats  cessus de conservatidalfleau IlI).

Tableau Il. Temps moyen de germination des glands fraichement récoltés, ressuyés et conservés durant 6 mois dans les sacs de
éthyléene (30 et 5Qm) et dans le sac plastique a mailles.

Mois de conservation

1 2 3 4 5 6

Arbres Glands Glands Types de sacs

frais ressuyés 30 50 amaille 30 50 30 50 amaille 30 50 amaille 30 50 30 50
1 10,4 13,0 82 7,3 7,7 81 3,8 6,3 56 5,2 50 5,5 5,25 5,59
2 8,2 9,5 59 6,9 8,9 8,0 40 9,2 52 58 42 4,6 3,24 5,07
3 8,7 12,6 66 88 74 8,8 9,3 76 50 11,5 33 59 10,3 48 4,0 3,94 3,71
4 76 114 53 6,7 6,9 3,8 43 4,0 4,1 48 71 35 3,5 3,96
5 94 1238 58 57 10,6 7,9 48 4,2 34 3,6 4,1 5,2 3 3,62
6 103 7,5 55 9,5 11,9 6,4 6,8 8,1 6,5 4,5 51 49 4,41 3,74
7 92 16,0 46 7,3 6,7 96 44 36 46 82 3,2 43 133 50 3,0 3 324
8 9,7 9,9 72 9,4 10,3 9,1 54 51 34 6,3 6,0 5,8 4,12 5,32
9 10,8 15,8 6,4 10,1 7,7 53 75 6,7 72 114 57 35 139 37 41 4,67 4,35
10 120 8,6 6,3 7,2 50 6,5 49 4,7 38 45 45 3,0 3,48 3,5
11 96 16,4 3,6 6,0 51 57 56 3,2 4,0 51 57 34 5,08 5,27
12 14,2 19,8 73 78 9,4 8,8 7,7 6,8 53 9,6 58 59 7,3 5,25
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Figure 3. Evolution du pourcentage de germination des glands fraichement récoltés sur les différents arbres et conservés durant €
mois dans les sacs en polyéthylene dar@@d’épaisseur. (20 °C, obscurité, sable humide, durant 28 jours).

Glands fraichement récoltés-+—0

Mois de conservation : Im—m, 2 : a—a, 3 :%X,4:0—0,5:e—e, 6 +—+

4. DISCUSSION avaient une teneur en eau oscillant entre 44% et 47 % et
un taux final de germination supérieur a 92 %.
Les résultats obtenus avec les 12 arbres considérébléanmoins, a cette méme période, les glands de certains
individuellement montrent qu’au moment de la dissémi- arbres {ableau ) étaient apparemment immatures mor-
nation naturelle, la majorité des glands d’'un méme peu-phologiqguement avec une teneur en eau supérieure a
plement sont dans un méme état de maturité morpholo51%. Ysard [24] trouve que I'immaturité morphologique

gique et physiologique. En effet, a la récolte, les glandsdes glands des chénes pubescents et Kermes réside
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Figure 4. Evolution du pourcentage de germination des glands fraichement récoltés sur les différents arbres et conservés durar
mois dans les sacs en polyéthylene darb(d’épaisseur. (20° C, obscurité, sable humide, durant 28 jours).
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Mois de conservation : Im—m, 2 : 4—a, 3 : %X,4:0—0,5:e—e, 6 | +—+

principalement au niveau des enveloppes. Cependant, Une des caractéristiques physiologiques des glands
limportante teneur en eau des glands de I'arbre n°® 10m0{rs fraichement récoltés est la lenteur de leur germina-
(52,84%) est probablement due a une forte hydratatiortion. Cette difficulté germinative s’explique par I'exis-

de leur péricarpe, ce qui expliquerait les fortes pertestence d’'une dormance embryonnaire qui semble
d’eau (19,3%) durant la phase de ressuyage. dépendre de I'arbre producteur. Cette propriété physiolo-
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£ 100 7 gique liée a la plante mére a été déja signalée pour les
-g 20 - céréales [4], pour le chéne vert [1] et pour l'olivier [23].

g 60 - Cette différence d’aptitude germinative des glands frais
- Arbre 3 pourrait étre une expression de I'hétérogénéité génétique
é 40 7 puisque les arbres échantillonnés sont situés dans les
Y 20 mémes conditions climatiques. Cette hétérogénéité pour-
(2 0 B rait étre liée a I'immaturité physiologique des glands
& ou/et a l'action mécanique exercée par le péricarpe a la

sortie de la radicule, traduisant de ce fait le faible taux de
100 - germination (84 %) des glands de I'arbre n® 12, et a I'état

c

§ | hydrique élevé des enveloppes (cas des glands de l'arbre

b 80 n° 10). Les enveloppes saturées d’eau constituent une

£ 60 7 barriére limitant la respiration de I'embryon [6, 7].

2 40 - Arbre 7 A .

£ u cours de la conservation, la teneur en eau des

0 20 - glands conservés dans les sacs de polyéthyléne augmente

Oc 0 1 des _Ie F_m_ois de_ conserv_a}tion pour att_eindre I'état

& o 4 s 12 16 20 24 28 hydnque,lnmal, puis se stat3|llse._Au contraire, les glano_ls

conservés dans les sacs a mailles perdent progressive-
ment leur eau et atteignent dés fenbis des teneurs en

¢ 100 eau de l'ordre de 30% préjudiciant ainsi leur viabilité.

2 80 - La vitesse de germination des glands conservés dans les

3 | sacs en polyéthyléne s’améliore progressivement. La

£ 60 Arbre 9 germination devient plus groupée et le temps moyen de

g 40 germination de plus en plus réduit. Le traitement des

9 50 A glands par le froid humide élimine donc leur dormance

0 embryonnaire qui semble étre compléetement levéefau 3

N 0" mois de conservation pour la plupart des arbres. Les
6 4 & 12 16 20 24 28 mécanismes intervenant dans ce phénomeéne de levée de

Durée de germination (jours) dormance peuvent étre attribués a une diminution de
I'acide abscissique et a une augmentation de 'acide gib-

Figure 5. Evolution du pourcentage de germination des glands bérellique durant le processus de conservation [22].
fraichement récoltés sur les différents arbres et conservés La réussite de la conservation des glands qui consiste

durant 4 mois dans les sacs en plastique a mailles. (20° C, obs: .- S A \ . ) .
curité, sable humide, durant 28 jours). a éviter leur germination précoce et a maintenir leur via-

Glands fraichement récoltég-—0 bilité durant tout le processus de conservation, semble
Mois de conservation : Im—u, 3 : XX, 4 : 6—0 compromise par deux facteurs. L'un lié & la teneur en

Tableau IIl . Pourcentage de germination précoce des glands des différents arbres, a l'interieur des sacs de polyéthylene (30 oL
50um) et aprés chaque mois de conservation.

Mois de Type Les différents arbres échantillonnés

conservation de sac 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 30 0 0 31 15 31 0 15 0 4,6 4,6 0 0
50 0 0 15 15 4,6 0 4,6 1,5 15 15 3,1 0

5 30 0 4,6 7,7 0 12 3,1 4,6 3,1 9 12 4,6 15
50 0 15 6,2 0 11 4,6 7,7 0 11 15 3,1 0

6 30 0 31 7,8 4,6 17 9,2 7,7 0 15 14 7,7 0
50 0 15 6,2 31 20 4,6 6,2 3,1 14 18 31 0
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eau des glands l'autre au développement des champieonservation permet de lever cette dormance et rend la
gnons. En effet, lorsque les glands se réhydratent fortegermination plus rapide et plus groupée. Cependant, la
ment durant la conservation, comme c’est le cas degéussite de la conservation est compromise par un
glands des arbres n° 5, n°® 9 et n° 10, ils rentrent tres rapensemble de parametres dont le plus difficile est la mai-
dement en germination. Ce résultat suggére que ledrise de la teneur en eau des glands au cours de la conser-
phases d’imbibition et d’élongation cellulaire de vation. Pour éviter une germination précoce durant la
I'embryon sont déja accomplies durant les 3 premiersconservation un léger ressuyage, amenant les glands a
mois de conservation. Cette précocité dans la germinaune teneur en eau inférieure a 42%, est nécessaire. Le
tion durant la conservation parait étre liée a I'état choix de sacs de conservation est déterminant pour le
hydrique élevé des glands juste avant leur conservatiormaintien de cette teneur en eau. L'utilisation de sacs a
(44 %, cas des glands des arbres n° 5 et n° 9) et a 'immamailles entraine une forte perte d'eau des glands qui
turité morphologique des glands (cas des glands deatteignent trés rapidement des valeurs |étales de déshy-
I'arbre n° 10). Muller [16] rapporte que la teneur en eaudratation. La viabilité des glands au cours de la conser-
des graines et leur maturité a la récolte influent sur lavation est non seulement conditionnée par leur déshydra-
longévité des semences en conservation. Un ressuyage&ation mais aussi par I'expansion progressive des
préalable amenant les glands frais a des teneurs en eahampignons, présents initialement a I'intérieur du gland
inférieures a 42 % évite donc des germinations précocesjui peut entrainer de grandes pertes. Ces deux facteurs
importantes. Les différentes études [Rohmeder dans 5agissent directement sur la perte de l'intégrité membra-
11, 16], menées sur le gerpeiercusrecommandent des  naire des embryons.

teneurs en eau des glands allant de 35% a 42% pour pemerciements :Ma profonde gratitude va aux res-

réussir la conservation. Mais lorsque les pertes d'eauy,nsapes de I' EFN (Estagdo Florestal National) et parti-
deviennent plus importantes et que les teneurs en eau deSjisrement a ErfgLourdes Santos pour leur aide dans
glands atteignent des valeurs proches' de 30 %, COMME;s tests de germination et du CENASEF (Centre
c'est le cas pour les glands conservés dans les sacs gaional des Semences Forestiéres-Amarante) pour nous
mailles figure 1), la capacité germinative est fortement o ir réservé une chambre de conservation. Je tiens aussi
affectée. Des travaux [9, 11, 18, 20] conduits sur d'autreés, remercier e Professeur De La Plaza pour nous avoir

chénes s’accordent sur le fait que la viabilité des 9lands, i les sacs de conservation de|80. Les Travaux

est associée a des pertes importantes d'eau. Des teneWsy; financés par le Projet Européen FAIR5-CT97-3480-
en eau des glands inférieures a 30 % sont usuellement

létales pour le genrQuercus[Schopmeyer 1974 dans

17]. Jones [13] rapporte que, pour obtenir une germina-
tion optimale du chéne blanc, la teneur en eau des glands
ne doit pas descendre en dessous de 30%. La baisse de la

capaci'gé gerr_nin_qtive deg glan_ds de _certains arbres, [1] Aissa D., Etude sur la germination des semences de
observee particulierement a partir durdois de conser-  chane vertQuercus ilext.) I.- Influence de I'arbre producteur

vation, est due a I'expansion progressive de l'attaque degt de Ia taille des semences, Rev. Cytol. Biol. Végét. Bot. 6
champignons. Un traitement thermothérapique [8, 16](1983) 5-14.

de; glands frais avant leur conseryatlon est donc néces- [2] Bastien Y., Résultats de semis de glands de conservation
saire pour lutter contre les champignons. Ces deux facen pépiniere, Rev. For. Fr. XLIV (1992) 430-433.

teurs, déshydratation et attaque des champignons [3] Bonner F.T., Testing for seed quality in Southern oaks.

influent directement sur l'intégrité membranaire des U.S. Dept. Agr. For. Serv., Southern For. Expt. Sta. Res. Note
embryons qui s’exprime par une augmentation des pertego.306, 1984. '

d’électrolytes. Cependant, nous dirons que la réussite de

la conservation des glands est compromise par ung

ensemble de parameétres dont le plus difficile est la mai- .

trise de la teneur en eau des glands. ) [5] Claudot M., Ind_lcatlons pour _Ia campagne 1974_}975 dg _

) ) . recolte, de conservation et de semis de glands des chénes médi-

En conclusion, nous dirons qu'au moment de la dissé-terranéens. Mémoire n° 2 du Centre Technique du Génie Rural

mination naturelle, la majorité des glands d’'un méme des Eaux et Foréts France, 1974, pp. 1-32.

peuplement sont dans un méme état de maturité morpho- (6] come D., Dégazage des enveloppes séminales lors de

logique et physiologique. Leur teneur en eau varie enteleur imbibition — 1. Cas général, Physiol. Vég. 9 (1971) 439-

44% et 47 %. Bien que le taux final de germination soit 446.

supérieur a 92%, la vitesse de germination des glands [7] come D., Dégazage des enveloppes séminales lors de

frais est tres lente, traduisant ainsi 'existence d’une dor-leur imbibition — Il. Cas des graines de pommier, Physiol.

mance qui semble dépendre de I'arbre producteur. Lavég. 9 (1971) 447-452.
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Abstract — This study was conducted to evaluate how parental trees and seed storage duration influenced subsequent seedling physiolo-
gical status and growth. Seedling emergence rate was higher than 90% independently of the duration of seed storage or parental trees.
Seed storage shortened significantly the time and increased the uniformity of seedling emergence. Consequently, the delayed seedling
emergence from fresh seeds could be explained by epicotyl dormancy. Seed size varied with parental tree. Seedling growth rate was
greatly affected by seed size, independently of storage treatment. Seedlings originating from large seeds (>5 g) had the fastest growth ra-
tes and seedlings from the smallest seeds (<4 g) had the slowest. Final shoot height, however, depended on the duration of seed storage.
The seed size and the duration of storage had a great effect on the initial rate of leaf production, but did not affect the final number of lea-
ves. Leaf chlorophyll concentration was reduced as the duration of seed storage increased but was independent of parental tree (i.e., seed
size). Seedling biomass was positively related to seed size. The duration of seed storage reduced the shoot/root ratio, but no significant
effect was observed among parental trees. The shoot/root value of seedlings from stored seed was about 1.5 and the one of seedlings from
fresh seed was about 2.

seed storage / seed size / seedling growth / shoot / root ratiQuercus suber

Résumé-Effet de I'arbre producteur et de la durée de conservation des glands sur I'état physiologique des plants de chéne liege
(Quercus subet..). Quel que soit I'age des glands ou I'arbre producteur, I'émergence des plants est supérieure a 90 %. La durée et 'uni-
formité de I'’émergence des plants sont significativement affectées par la conservation des glands ; par conséquent le retard dans I'émer-
gence des plants issus des glands frais peut étre expliqué par I'existence d’'une dormance épicotylaire. La croissance des plants est
rythmique : elle est caractérisée par une alternance de périodes d’allongement et de périodes de repos. Le rythme de croissance est forte-
ment affecté par la taille des glands quel que soit leur age. En effet, la croissance des plants issus des gros glands (>5 g) est plus rapide
que celles des plants issus des petits glands (<4 g), mais la hauteur finale dépend de I'age des glands. La taille des glands et leur conserva-
tion affectent fortement le rythme d’apparition des feuilles mais pas le nombre final. La concentration en chlorophylle des feuilles di-
minue chez les plants issus des glands conservés quel que soit I'arbre producteur. La biomasse des différentes parties du plant est réduite
pour les petits glands conservés. La conservation des glands influe sur le rapport systéme aérien/systeme souterrain, mais aucun effet de
I'arbre producteur n’est observé. Savaleur est de 1,5 pour les plants issus des glands conservés et de 2 pour ceux issus des glands frais.

conservation des glands/ taille des glands / croissance des plants / rapport systéeme aérien/systéme souteruefcus suber
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1. INTRODUCTION 2. MATERIALS AND METHODS

Cork oak Quercus subek.) has great social and eco- At the end of November 1998, morphologically ma-
logical importance in the Mediterranean region. In many ture acorns were collected from 12 trees at Herdade da
cases, however, natural regeneration is impeded by thePalma (South of Portugal). The details of the site, harvest
biotic and abiotic factors of the forest environment [2, technique and seed treatment, were described by
21, 25, 38] as well as by grazing and management prac-Merouani et al. [39]. After acorn collection, the seedlots
tices of the agro-forestry systems, where they exist. DueWwere slightly dried for 1 week at 20 °C and then stored
to this difficulty, the artificial regeneration may be anim- Separately in polyethylene bags (@ thick) at 0 °C for
portant alternative for the rejuvenation of Cork oak 6 months. The moisture content of acorns at the begin-
stands. In the Mediterranean region seedling establish-ning of storage ranged between 38% to 45%. Seed size
ment from direct sowing of acorns is often poor [18, 34, varied between parental trees and the average seed
40, 45] due to damage caused by rodents, for example Weight are shown itable I.

Other techniques were suggested for the regeneration of The seeds with different storage periods, i.e., freshly
Cork oak stands. For example, Croizeau and Roget [21]collected seeds (control) and seeds with 2, 4, and 6-month
suggested that sowing in spring pre-germinated acornsstorage, were sown as described by Merouani et al. [39].
collected from the ground at the end of winter might be a After pre-germination (radicle length of 2—4 cm) the
solution. Nevertheless, the frequency of artificial regen- seeds were transferred to plastic containers (37
eration by planting is increasing. 28 x 24 cm) filled with sand and peat (1V/1V) added

In Portugal, a considerable effort has been made dur-With 1.5 g L thyram solution. For each tree, 3 replicates
ing the last 10 years to increase the area of Cork oakWith 4 acorns per replicate were placed in a controlled-
stands by planting both in forestland and in abandoned&nvironment growth chamber (Fitoclima 700 EDTU,
arable land [34]. The rate of success has been quite variARALAB, Portugal) with temperature, light, humidity
able. For example, an evaluation of the aforestation/@nd CQ control. Daytime temperature was 25 °C and
reforestation with Cork oak by planting in Southern Por- 18 °C at night. Photoperiod was 10 hlightand 14 h dark.
tugal (Algarve) showed a large seedling mortality The relative humidity was about 65% and 350 ppm,CO
(higher than 50% [34]. In experimental plantations car- !fradiance was on average 9ol n*s™ at substratum
ried out to evaluate nursery technigues in southern Portu-'evel and 130umol n s™ at maximum plant height.
gal, seedling survival varied between 40 and 93% [20, The substratum was watered every second day. The dura-
48] as function of drought, site characteristics, seedling tion of the experiment was 8 weeks.
handling [34] and nursery practices [8]. To evaluate seedling vigour and status, several mor-

Several studies [7, 8, 26, 31, 32, 36, 41, 44, 47] with phological, physiolo_gical and biometric parameters were
other species indicated that the morphological and physi-meaSUFEd on seedlings frqm each seed physiological sta-
ological quality of seedlings is one of the criteria condi- tUS (fresh and stored). Epicotyl emergence was recorded
tioning growth and seedling performance in the field. A daily and the sowing date was considered as day 0. For
positive relationship between seed size and seedling es&ach seedling, shoot height and total number of leaves

tablishment and growth was reported for a variety of spe- Were monitored weekly. At the end of the growing pro-
cies [23, 46], including oaks [14, 15]. A large variability C€SS and before seedling destruction for biomass analy-

in seed size is common in oak species [3, 39] and could sis, two leaf discs per leaf and one leaf per seedling were
affect seedling quality. On the other hand, it has been "émoved from the young fully expanded leaves of 4 or
shown that seed storage may be a way to palliate the ir-6 seedlings for chlorophyll concentration. Chlorophyll

regular acorn production and to maintain a regular supply Was extracted in the dark from leaf discs ground in a
of acorns to nurseries [39]. In Cork oak, however, up to mortar with 80% acetone. The absorbenmes were read at
now no attempt was done to explore the relationship be-645 and 663 nm respectively in a HITACHI U 2001
tween parental tree (often associated with seed size) andPectrophotometer.

seedling growth and the effect of seed storage on the The 8-week-old seedlings were harvested for biomass
physiological status of seedlings. The objectives of this determination. Shoot length, number of leaves, stem di-
study were to evaluate how parental tree and the durationameter and the length of primary roots, were measured.
of acorn storage would influence seedling emergenceEach seedling was separated into leaves, stem, primary
and subsequent growth and physiological status. root and lateral (fine) roots, oven dried for 48 h at 80 °C
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Table I. Effect of parental trees and seed storage duration on the total emergence rate and the emergence precocity of seedlings.

Parental Seed storage % of total % of emergence at different time interval after seed sowing:
trees duration (months) emergence 15-20 days 20-25 days 25-30 days > 30 days
0 (Fresh) 100 50 50
1 2 100 50 16.7 33.3
(6.19) 4 100 41.7 33.3 8.3 16.7
6 91.7 36.4 63.6
0 (Fresh) 83.3 10 70 20
2 2 83.3 70 10 20
(5.6 0) 4 100 25 25 25 25
6 100 50 41.7 8.3
0 (Fresh) 100 16.7 58.3 25
3 2 91.7 54.4 9.1 36.4
(3.29) 4 100 8.3 66.7 25
6 100 25 66.7 8.3
0 (Fresh) 83.3 80 20
4 2 91.7 545 27.3 18.2
(7.09) 4 100 16.7 58.3 16.7 8.3
6 100 33.3 66.7
0 (Fresh) 100 8.3 66.7 25
5 2 75 22.2 33.3 44.4
(2.7 9) 4 100 8.3 75 8.3 8.3
6 100 58.3 41.7
0 (Fresh) 100 16.7 66.6 16.7
6 2 100 50 25 25
3.79) 4 83.3 40 60
6 75 11.1 77.8 11.1
0 (Fresh) 83.3 50 40 10
7 2 75 33.3 22.2 44.4
(6.6 ) 4 100 50 25 16.7 8.3
6 100 91.7 8.3
0 (Fresh) 83.3 20 40 40
8 2 100 41.7 16.6 41.7
(6.4 0) 4 91.7 727 9.1 18.2
6 100 33.3 50 16.7
0 (Fresh) 100 25 58.3 16.7
9 2 91.7 45.4 36.4 18.2
(7.60) 4 100 8.3 75 16.7
6 100 16.7 75 8.3
0 (Fresh) 100 16.7 83.3
10 2 100 91.7 8.3
(5.39) 4 91.7 27.3 63.6 9.1
6 100 16.7 66.7 8.3 8.3
0 (Fresh) 100 83.3 16.7
11 2 83.3 60 10 30
(450) 4 66.6 62.5 25 12.5
6 100 16.7 75 8.3
0 (Fresh) 100 58.3 41.7
12 2 91.7 18.2 72.7 9.1
(5.89) 4 100 16.7 58.3 16.7 8.3
6 100 25 66.7 8.3

The value between parentheses (column 1) corresponds to the seed fresh weight.
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and the dry weight of each plant part was then deter- tal trees seedling emergence from fresh seed was higher
mined. Shoot/root ratio and root/total seedling biomass, than 25 days, whereas in the 4 and 6 months stored seed a
were calculated. high emergence rate was already observed between 15
and 20 days after sowingable I). The time of epicotyl
emergence was significantly reduced in stored seeds in
comparison to the fresh seedslgle 11). Although no cor-
elation was observed between seed weight and the seed-

A two-way analysis of variance (ANOVA) was per-
formed to determine the effects of seed size and the dura
tion of cold storage on the different parameters
evaluated. To compare time of emergence, total stem and. i
primary root length, total number of leaves, basal diame- "9 émergence timer{=0.008, 0.006, 0.009 and 0.02
ter, chiorophyll concentration and biomass of seedlings 'éSPectively for fresh seed and for 2, 4 and 6 months
from the 2, 4 and 6 months stored seed with those of seed-Stored seed), it appears that seedling emergence varied
ling from fresh seed, the Dunnett's test versus control Petween parental treegaple Il). The later emergence of

was used. The Tukey’s multiple comparison procedure thr—_e seedlin_gs from the fresh seed of tree No. 10 was sig-
was used to distinguish effects of parental trees. nificantly different @ < 0.05) from that of trees No. 7, 9,
3 and 6 {able I). Most of the seedlings (83.3%) from

fresh seed of tree No. 10 emerged only after 35 days after
sowing, whereas half of the seedlings of tree No.7
emerged at 20-25 daysble ). However, this variabil-

ity in emergence disappeared when the seeds were
stored. The differences between trees aftd? 2 0.190)

and 4 months storagd®E 0.298) were not significant
(table II).

The rate and time of emergence of seedlings from
fresh and stored seeds of the 12 parental trees are shown
in tables landll. Total seedling emergence was higher
than 90% for all parental trees and seed physiological sta-
tus (fresh or stored), except in the cases where some Figure lillustrates the growth rhythm of the 8-week-
seedlings died just after emergirtglfle I). For all paren-  old seedlings. Four growth phases were distinguished

3. RESULTS

3.1. Seedlings emergence

3.2. Seedling growth and number of leaves

Table II. Effect of parental trees and seed storage duration on seedling emergence time (days)

Parental Seed storage duration (months)
trees 0 (fresh) 2 4 6

1 31.2ab (8.0) 32.28(10.9) 25.7a* (11.7) 22.2ab* (2.4)
2 28.0ab (2.7) 27.5z (7.5) 26.9a (7.7) 22.0ab* (3.9)
3 27.3a (2.9) 31.5a(14.2) 24.2a* (2.9) 23.3ab* (2.7)
4 29.3ab (6.6) 30.9412.6) 24.7a* (5.1) 22.0ab* (2.6)
5 28.3ab (3.1) 30.75 (5.9) 25.7a (7.4) 20.6ab* (3.1)
6 27.4a (3.1) 31.1a (11.8) 26.3a (2.5) 21.6ab* (2.2)
7 26.2a (4.0) 33.9a (9.4) 24.7a (10.1) 18.6a* (2.2)

8 28.2ab (3.2) 34.6a(15.5) 30.8a(13.9) 22.9ab* (4.0)
9 27.5a (4.4) 30.0a (10.4) 24.4a (1.9) 23.3ab* (2.6)
10 35.8h (7.0) 24.6a* (2.0) 29.2a* (7.7) 23.8b”" (3.2)

11 28.3ab (3.7) 32.5914.9) 24.7a (3.7) 23.2ab* (1.9)
12 29.5ab (3.6) 28.4a (2.7) 24.5a* (4.2) 23.0ab* (2.1)

The value between parentheses represents the standard deviation.

* Significant differences in seedlings emergence from stored seed with the one from fresh seed. In the same column values sharing the sanisietter are no

gnificantly different.
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Figure 1. Growth rhythm of seedlings from pre-germinated fresh seed and stored seed for 2, 4 and 6 months. Each curve refers to the pa-
rental tree (1 to 12).

during the time of the experiment: the first, correspond- seedlings issued from large acorns. In the case of fresh
ing to seedling emergence (5—10 days after the start of theseed, there were differences only between trees No. 10
experiment), the second was characterised by the relativeand No. 7 table Ill). On the other hand, even though the
fast growing, lasting about 2 weeks. A third phase of seeds from trees No. 1 and No. 12 were large, they pro-
slow growth was followed by the last phase of rapid duced the shortest seedlings after 6 months of storage.
growth, well defined for seedlings from fresh seéid{ For the final number of leaves, however, no significant
ure 1. The growth rhythm and the duration of the third differences were observed among parental trees as a con-
phase appear to be dependent on seed storage duratiosequence of a large variability within the population of
and parental tree. The increase in the number of leavesseedlings originating from the each individual. This vari-
showed the same patterns described above (data noation was less pronounced in seedlings from fresh seeds
shown). than from those issued from seeds stored for 6 months

Figure 1shows that growth in height was greatly af- (table Ill).
fected by parental tree. Seedlings from seeds of trees
No. 5 and 3 (small seeds) had the slowest growth rates
and the ones from seeds of tree No. 7, 4, 9 and 2 (large
seeds) had the highest growth ratégure 1). However,
seedlings from fresh seeds of tree No. 10 showed the The leaf chlorophyll concentration of seedlings from
slowest growth rate. The increment in leaf number fol- fresh and stored seed showed a non-significant variation
lowed the same pattern (data not shown). Therefore, thebetween parental treeB & 0.128), but for most parental
effect of parental tree on the final shoot height appears totrees it decreased significantly with the duration of seed
be dependent on the seed physiological status (fresh ostorage especially after 4 and 6 months stoféigere 2).
stored). Even though there were small differences be-
tween parental trees in the case of fresh seeds, the vari-
ability in height among parental trees increased with the
duration of seed storag&ple I11). The final shoot height
of seedlings originating from seeds of trees No. 5, No. 3  Figure 3 shows an increase in primary root length
and No. 6 (small acorns) was significantly lower than in with seed storage duration. After 6 months of storage this

increase in primary root length became significant for

3.3. Chlorophyll Concentration

3.4. Primary root length and stem diameter
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Table 11l . Effect of parental trees and seed storage duration on the final shoot height (cm) and the final number (No.) leaves of 8-week-
old seedlings.

Seed storage duration (months)

Parental 0 (Fresh) 2 4 6
trees Height No. Leaves Height No. Leaves Height No. Leaves Height No. Leaves
1 17.5ab (5.7) 22.8a(11.1) 15.24(5.0) 16.7a (5.2) 19.3ah(8.6) 22.7a(15.9) 17.6(3.9) 17.5ai3.4)
2 24.4ab (9.0) 28.7a(12.5) 17.7a6.9) 24.4a (9.9) 20.6ab (11.7) 27.0416.4) 25.3(5.2) 22.1ak(4.6)
3 19.4ab (5.7) 22.3%3.9) 16.0aki(5.5) 19.6a (6.6) 15.1& (5.1) 19.2a (5.1) 15.0(3.4) 17.8ab(5.3)
4 24.5ab (7.8) 34.9a(20.7) 17.2a(7.3) 25.4a (10.9) 21.0an(6.4) 29.3a (10.5) 20.5(4.7) 24.7%10.5)
5 17.3ab (5.5) 21.1a(11.0) 10.6*66.8) 17.2a (7.5) 15.1s (2.8) 17.3a (3.9) 145(3.6) 16.6h (2.7)
6 21.7ab (7.3) 25.449.2) 18.3aki(5.9) 25.5a (13.8) 17.7an(6.1) 20.2a (5.8) 17.3(3.4) 19.9an(3.0)
7 26.9a (6.9) 30.6a(16.8) 17.4*ab(4.1) 19.7a(4.1) 22.2ab (8.5) 23.6a(10.5) 24.2(4.3) 22.0ai6.4)
8 19.9ab (8.2) 22.546.2) 16.4aki(7.1) 18.3a (5.2) 20.0ah (7.4) 23.6a(10.2) 20.1(5.1) 22.2al(7.6)
9 22.5ab (8.5) 25.8a(14.2) 21.i0(7.3) 22.6a (8.2) 25.0b (7.3) 29.2a (9.4) 20.0(4.7) 19.5a0(4.1)
10 16.7b (7.9) 21.8a(13.9) 21.25 (5.7) 23.7a(11.1) 21.2an(8.0) 28.8a (12.7) 21.6(6.0) 21.3a6.2)
11 22.4ab (6.4) 31.9a(11.6) 17.096.6) 18.8*a (6.2) 17.3ak (4.4) 20.0*a (5.2) 20.0(4.8) 21.3*ab(3.4)
12 21.8ab (7.7) 31.9a(17.3) 18.44W.7) 24.6a (8.7) 20.5ah(4.9) 27.9a (9.9) 18.5(3.3) 20.7an(6.4)
Significant differences in final shoot height ——p 2#5,3,6,1, 12; 7#5,3,6,1
among parental trees 10#5, 3; 9#5

The value between parentheses represents the standard deviation.
* Significant differences in final shoot height or number of leaves of seedlings from stored seed with the ones from fresh seed. In the same coivan value
ring the same letter are not significantly different.

Table IV. Effect of parental trees and seed storage duration on shoot/root ratio of 8-week-old .seedling

Parental Storage duration (months)
trees 0 (Fresh) 2 4 6

1 142k (0.19) 1.02a* (0.26) 1.668(0.46) 1.09a(0.22)
2 1.88bcd (0.28) 1.48a(0.32) 1.63a (0.60) 1.13a*(0.17)
3 2.38bcd (0.63) 1.43a* (0.74) 1.8640.52) 1.47a* (0.46)
4 1.65bcd (0.59) 1.45a(0.36) 1.94a (0.57) 1.41a (0.26)
5 2.28acd (1.09) 1.37a(0.60) 1.76a(0.47) 1.60a (0.39)
6 1.48bcd (0.35) 1.14a(0.41) 1.71a(0.55) 1.43a(0.36)
7 1.94bcd (0.16) 1.19a (0.31) 1.40a (0.58) 1.18a* (0.35)
8 2.55abcd (0.52) 1.34a* (0.65) 2.06®.89) 1.62a* (0.42)
9 2.60a (1.05) 1.31a* (0.27) 1.64a* (0.57) 1.08a* (0.31)
10 2.13bcd (1.01) 1.20a(0.20) 1.69a (0.45) 1.76a (0.47)
11 2.16ac'(0.28) 1.14a* (0.58) 1.7940.60) 1.59a* (0.25)
12 1.82bcd (0.85) 1.44a(0.33) 1.60a (0.38) 1.41a(0.27)

The value between parentheses represents the standard deviation.
* Significant differences in shoot/root ratio of seedling from stored seed with the one from fresh seed. In the same column values sharing #ressame lett
not significantly different.
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Figure 2. Effect of parental trees and seed storage duration on chlorophyll concentration of 8-week-old seedlings.
* Significant differences in leaf chlorophyll concentration of seedlings from stored seed with the one from fresh seed.
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Figure 3. Effect of parental trees and seed storage duration on the primary root length of 8-week-old seedlings.
* Significant differences in primary root length of seedlings from stored seed with the one from fresh seed.
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Figure 4. Effect of parental trees and seed storage duration on basal diameter of 8-week-old seedlings.
* Significant differences in basal diameter of seedlings from stored seed with the one from fresh seed.

many parental trees. Seedlings from seeds stored for 6 Although, the duration of seed storage led to a de-

months of tree No. 5 and No. 6 (small seeds) had the crease in seedling stem diameter for all parental trees but

shortest primary root and those from seeds of trees No. 2,became significant only for trees No. 1, No.11 and

No. 10 and No. 9 the longestigure 3). The variation No. 12 at 6 months storagdidure 4). In general, the

among parental trees became more important as storagseedlings from the smallest seed (trees No. 5 and No. 3)

duration increased. had significantly lower stem diameter independently of
storage timefi{gure 4).
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Figure 5. Effect of parental trees and seed storage duration on primary root and lateral roots and shoot biomass of 8-week-old seedlings.
S, P and L represents the significant differences in shoot, primary root and laterals roots, respectively of seedlings from seeds stored for
6 months to those from fresh seeds.

Table V. Effect of parental trees and seed storage duration on Root/Total biomass ratio of 8-week-old seedling

Parental Storage duration (months)
trees 0 (Fresh) 2 4 6

1 0.42a (0.04) 0.50a* (0.06) 0.384(0.06) 0.48a* (0.05)
2 0.35ab (0.04) 0.4140.05) 0.40a (0.11) 0.47a* (0.04)
3 0.31ab (0.07) 0.4640.20) 0.36a (0.07) 0.42a (0.08)
4 0.40ab (0.11) 0.4Z40.06) 0.36a (0.10) 0.42& (0.04)
5 0.33ab (0.11) 0.4440.10) 0.37a(0.06) 0.39a (0.06)
6 0.41ab (0.05) 0.4940.13) 0.39a (0.09) 0.42& (0.06)
7 0.34ab (0.02) 0.4640.06) 0.44a(0.12) 0.47a(0.07)
8 0.29h (0.04) 0.47a (0.18) 0.36a(0.12) 0.39& (0.07)
9 0.30ab (0.10) 0.44a* (0.05) 0.39a* (0.08) 0.49a* (0.06)
10 0.35ab (0.12) 0.46a* (0.04) 0.38¢.06) 0.37a (0.06)
11 0.32ab (0.03) 0.50a* (0.17) 0.37¢.07) 0.392 (0.04)
12 0.38ab (0.10) 0.4240.05) 0.39a (0.06) 0.42a (0.05)

The value between parentheses represents the standard deviation.
* Significant differences in root/total biomass ratio of seedling from stored seed with the one from fresh seed. In the same column values sinagiteg-the s

ter are not significantly different.

3.5. Seedling biomass

low-ground biomass (primary root and lateral roofg)~(
ure 5. For the primary root biomass the differences (large seed).

among parental trees became more important as storage
duration increased, and no differences were found for
For many parental trees the seedling stem biomass destem and lateral roots biomass. In seedlings issued from
creased significantly with the duration of seed storage. seeds stored for 6 months, the primary root biomass de-
On the contrary, little change was observed for the be- creased significantly for trees No. 5, No. 3, No. 6 and

No. 11 (small seed) and for trees No. 10 and No. 12
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The seedlings from fresh seed of most parental treesthe precocious mortality of some seedlings (&d#e )
showed higher values of the shoot/root ratio (about 2), was probably due to the deficiency of reserves in the
but those originating from stored seeds, the ratio was 1.5acorns (cotyledons). Bonfil [14] concluded that a low
in average, over all seed storage periotsble V). amount of reserves after excision of cotyledons affect
Moreover, the seedling shoot/root ratio decreased as seedreatly the seedling survival.
storage duration increased and became significant after
6 months storage for at least half of parental treas (
ble 1V). The differences in shoot/root ratio among paren-
tal trees occurred only in seedlings from fresh seeds
(table IV). Concomitantly, the root/total seedling bio-

The duration of seed storage affected significantly
seedling emergence time and uniformity. The delay in
the emergence of seedlings from fresh seeds as compared
to stored seeds can be explained by the existence of

mass increased with seed storage but no significant dif-epiCOtyI dormancy, which progressively breakdown as

ferences were found between parental trees except theSeeOI storage durat_ion increasgd. This epicotyl dormancy
differences between trees No. 1 and No. 8 for the fresh MaY be related to high seed moisture content, as observed
seedstable ) ' ' for fresh seed of tree No. 10, which was very high (about

52.84%) [39].

Cork oak seedlings grow rhythmically: after emer-
gence the shoot elongation occurs by rapid growing last-
ing about 2 weeks, which alternate with resting periods.
This characteristic is already known for almost all Tem-

The success of aforestation/reforestation programmesP€rate Zone species [33, 43] including oak species [4, 9,
often depends upon availability and viability of seeds and 10] in the juvenile phase.

seedling quality. The latter may be defined as the integra- ¢ seedling growth rate was greatly affected by seed
tion of morphological and physiological characteristics, gjze poth just at harvest time (fresh seed) and after seed
which control the possibilities of survival and growth [8, storage. Seedlings from large seeds (>5 g) had the high-
30]. According to Mattsson [35] however, there are still ogt 5nq seedlings from smallest seeds (<4 g) the lowest
no seedling attributes predicting field performance. On gy\ih rates. Bonfil [14] showed the same effect of acorn
the other hand, the rate and the uniformity of seedling gjze on the seedling growth. However, the consequences
emergence are important issues in nursery practice. gt growth rate on final shoot height depended on duration
our study we found that seedling emergence rate and Payf seed storage (sefgure 1). In fact, the final shoot
rameters such as shoot/root ratio, often related with hgight of seedlings issued from the smallest seeds was
growth and survival after planting, were influenced seed only significantly reduced for stored seeds, even though
storage duration and parental trees in Cork oak. In this ihe growth rate of seedlings from fresh seed was low. The
stugly{ acorn size varied mostly with paren'tal 'grees. This relatively longer resting period of the seedlings from
variation among trees of the same population is commong,req seed may be responsible for the reduction of their
in Quercusspecies [3, 15]. Acorn size may influence fin5| shoot height. For many authors, growth inhibition is
growth and survival of seedlings. Brookes and Wigston rg|ated to the metabolism regulation and to the mecha-
[15] showed that large acorns Qf petraeaandQ. robur nisms of transport of nutrient [5, 11, 12, 43]. In
have greater amounts of nutrients. StudiesQarercus Castanea sativa the diffusion of the acid 5'5
rugosaandQ. laurinashowed that seedling size was sig-  gimethyloxazolidin2,4-dione (DMO) and its accumula-
nificantly affected by the amount of reserves originally o in the meristematic zone of the apical bud favoured
available in the cotyledons [14]. Therefore, the decreasegp ot elongation [43]. Excision of the young leaves,
in final shoot height and in stem diameter of seedlings causing a continuous growth of pedunculate oak seed-
from smallest seeds and from large seeds (trees No. 1a”‘i’ings, showed that apical bud accumulates always-high
No. 12) allt.6 months of seed st_orage, could be explginedmC_DMo than the internode [9]. For the same species,
by the initial amount reserves in one case, and their de-ihe resting period is characterised by energetic defi-
pletion during storage in the other case. It is known that ciency resulting from a weak capacity to synthesis
soluble carbohydrates generally decline with seed ageing(.idem,"C and non-adenylic nucleotide [5]. The seed size
[42]. and their storability had a great effect on the number of

Although the percentage of seedling emergence wasleaves and was well correlated with growth, but did not
very high (more than 90%) and independent of seed stor-affect the final number of leaves because of the large
age duration and parental trees, the non-emergence anglariation between seedlings.

4. DISCUSSION
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Leaf chlorophyll concentration may be related to leaf germinate. It would also give the opportunity to choose
photosynthetic activity in plants grown in the same light the seedling age and the best time to plant. The reduction
environment. It was reduced as seed storage time in-in the time of emergence, the improvement of emergence
creased and was indifferent with seed size. This fact rein-uniformity and increase of root system size as a result of
forces the idea that seedling size (final shoot height andseed storage, are the best objectives requested by the
stem diameter) depends more strongly on the initial coty- nursery.
ledonary reserves than on the photosyntates produced af-
ter germination. Bonfil [14] studying the effect of .
cotyledon removal showed that the reserves remainingin  Acknowledgements.We thank the Estacéo Florestal
the seed 1 month after germination still contributed to Nacional (EFN), which made its seed laboratory avail-
seedling survival. The decrease in biomass of different @ble for germination tests and the CENASEF staff for
seedling parts from the stored smallest seeds, which conIheir storage room chamber availability. This wok was fi-
tain probably few reserves, also supports this idea. Seed’@nced by an EC project, contract FAIR5-CT97-3480.
size also affected root biomass@tiercus rugosat the
age of 5 months [14].

The soot/root ratio is another important variable that
can be used to predict seedling performance in the field.
It becomes even more important on dry sites where soil REFERENCES
moisture is critical for survival [22]. It is known that soil
drought is the first cause of seedling mortality just after

planting [13, 28]. Th? seed storage affe(':teq.the Val.ues OfN., Perbal G., Effect of horizontal clinorotation on the root sys-
shoot/root by reducing them and no significant differ- tem development and on lipid breakdown in RapesBesisisica
ences were observed between parental trees. In fact, thgapug seedlings, Plant Cell Physiol. 40 (4) (1999) 396-405.
ihE())Ot/(rjotOht \;aflue of segzlt_illng? fron; stohred sged Wasbab:)gt [2] Actes du séminaire méditerranéen sur la régénération des

-2 an . _a . rom see Ings romires s_ee was about 2.¢qrat5 de chéne liege, Tabarka, 22—24 octobre 1996, Annales de
The equilibrium in the biomass of seedling components |NRGREF, No. spécial, 1998, 253 p.
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! ' mirbeckii Durieu- Quercus subet.. — Etude morphologique,

drate reserves accumUIat,ed there. For many species, e'gJiochimique et écophysiologique, Thése de Doctorat d’Etat en
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Summary

In order to improve the long-term storage of cork oak (Quercus suber L) acorns, it is important to define the
period of maturity. Changes in the morphological, physiological and biochemical characteristics were examined
during acorn development until shedding. The complete acorn maturation was attained between November 8 and
November 22. The reduction in moisture content differed greatly between acorn tissues with the pericarp and
the embryo losing less water than cotyledons during the maturation process. Acorns were shed at high moisture
content, the level could vary slightly among parental trees due to the variability in pericarp moisture content.
At time of acorn shedding the cotyledon moisture content was about 46% (% fresh weight), the embryonic axis
63% and the pericarp ranged between 59 and 65%. The moisture content of cotyledons was found to be a good
index of morphological maturity. Physiological maturity was more precocious than morphological maturity. The
acorns aquired the ability 1o germinate early during maturation and reached their maximum capacity when the
acorn moisture content decreased from 72% to 67% and the embryonic soluble sugars reached a steady state of

about 238 mg.g* dry weight.

Introduction

Cork oak (Quercus suber L.) has great social and ecological importance in the western
Mediterranean region. In many cases, however, natural regeneration is impeded by
the biotic and abiotic factors of the forest environment (Croizeau and Roguet, 1976;
Frochot er al., 1986; Anonymous, 1998; Merouani et al., 1998) as well as by grazing
and management practices of agro-forestry systems, where they exist. Competition with
herbaceous species can also inhibit the growth of seedlings as in the case of the evergreen
oak Quercus douglasii (Gordon and Rice, 2000). As a consequence of these difficulties,
artificial regeneration may be an important alternative for reforestation and rejuvenation
of Cork oak stands.

In the Mediterranean region seedling establishment from direct sowing of cork oak
acorns is often poor (Messaoudene, 1984; Sondergaard, 1991; Carvalho and Morais,
1996; Louro, 1999) as a result of consumption by rodents or deterioration by insects and
fungal attack (Anderson, 1992; Fukumoto and Kajimura, 2000). Actually, the frequency
of artificial regeneration through seedling plantation is increasing, but the problem
of irregular acorn production is exacerbated by dormancy-related heterogeneity of
germination in freshly harvested acorns (Merouani ef al., 2001). Therefore, acorn storage

I



H. MEROUANI, L.M. APOLINARIO, M.-H. ALMEIDA AND J.S. PEREIRA

to overcome dormancy may be a way to overcome the irregular acorn production and
maintain a regular supply of acorns to nurseries, as well as to improving the uniformity
of germination. We have demonstrated, however, that to maintain acorn viability and
avoid their precocious germination during storage it is important to know the maturity of
the acorns at harvest (unpublished data). The natural shedding of acorns coincides with
complete maturity. Acorns left on the ground after shedding will either germinate relatively
quickly or lose viability as a result of desiccation. Both are detrimental to a successful
of storage. Although the physiology of acorn germination has been investigated, the
regulation of acorn growth and the morphological and physiological changes, which occur
during the early stages of embryogenesis, remained unclear. Céome (1974) distinguished
two aspects of seeds maturity: morphological, characterised by changes pericarp color and
seed moisture or seed size and physiological processes corresponding to physiological
and biochemical changes, which are responsible for the seed germination. Depending
upon species the physiological maturity can occur before, after or coincide with the
morphological maturity (Céme 1974). Many studies (Handley et al, 1983; Hoekstra
and Roekel, 1988; Blackman er al., 1991; Blackman er al., 1992; Ooms et al, 1993,
Black et al., 1999) have been conducted on various species to elucidate the acquisition of
desiccation tolerance and the physiological or biochemical changes occurring during seed
development. However, the precise time during maturation when tolerance is acquired
depends on the species, the rate of water loss and the final water content after drying
(Ellis and Hong, 1994; Wechsberg et al., 1994; Hay and Probert, 1995). Although, the
physiological regulation of desiccation tolerance induction is still poorly understood
(Black et al., 1999), the accumulation of soluble sugars (Handley ef al., 1983; Lowell and
Kuo, 1989; Blackman ef al., 1991; Blackman er af., 1992; Rinaldi er al., 1994; Widders
and Kwantes, 1995; Black et al., 1999; Tauberger er al., 1999) and proteins (Blackman
et al., 1992; Black et al., 1999) is of major importance. Abscisic acid (ABA) is known to
play a crucial role in seed maturation and acquisition of desiccation tolerance (Koornneef
et al., 1982; Bartels er al., 1988).

The present work was aimed at the study of the morphological and physiological
maturity pattern of cork oak acorns, in order to determine: (i) whether physiological
maturity precedes or not the morphological maturity and (ii) which attribute might be an
adequate estimate of seed maturity.

Materials and methods

Site and harvest of acorns ‘
The study of seed maturation process was conducted in 1999 on 4 trees at Herdade de

Palma (South of Portugal, 38°33’N, 8° 42°W, 566 mm annual rainfall and 16.4°C mean
annual temperature). The relatively small number of trees was due to the poor acorn
production in that year. Every second week, from September 27 to November 22 (1999)
samples of about 200 acorns (except for the last harvest) were picked manually from
the area equivalent to the crown projection of each tree and immediately transferred in
to portable thermos chambers at 2-3°C to minimise the water loss during transport. All
experiments were started within 24 h of harvest.
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Weight acorn distribution
At each harvest the individual acorn fresh weight was recorded and then separated

into weight classes. To minimise the variability within the same harvest and follow the
characteristic changes during acorn development, all determinations were done within the
median class whenever possible. When insufficient acorns fell into the median class acorns
within the classes to the right and left of median class were included in the analyses.

Moisture content determination

Whole seed, pericarp, cotyledons and axis moisture contents (MC) were assessed during
acorn development. The moisture contents of 10 individual samples of whole acorns or
their components were determined gravimetrically by oven drying for 17 h at 103 =1°C
(dry weight DW) (International Rules for Seed Testing 1985) and are expressed on a fresh
weight (%FW) basis by the equation: %MC = (FW-DW)/FW*100. The mean dry weight
of whole acorns was used to follow the evolution of acorn weight during maturation.
Taking into account the labour-intensive number of tests and the lack variability in
embryo axis and cotyledon MC (Merouani er al., 2001), the MC of trees number 2 and
number 3 was only determined on the whole acorn.

Germination tests
Germination tests were performed at different harvests on 4 replicates of 25 seeds. Acorns

were soaked for 48 h at 20°C and sterilised for 10 min by washing in 80% sodium
hypochloride solution. Following pericarp removal, one third of the cotyledons at scar
end of the acorn was cut off and the remained propagule placed in heat-sterilised sand
soaked with a solution of Thiram (1.5 g/l). The germination test was at 20°C in the dark
for a period of 28 days. Germination was assessed as radicle emergence of at lest 5 mm
and was recorded three times a week. The germination rate, the mean germination time
(MGT) and the uniformity (T;s.,s) were analysed by the SeedCalculator software (CPRO,

the Netherlands).

Carbohydrate determination
At each harvest, 3 replicates of 6-8 pooled acorns were analysed for carbohydrate

concentration. Samples of cotyledons and embryonic axis were frozen in liquid nitrogen
immediately after excision and stored at —80 #2°C until determination. Samples of
50 to 60 mg (cotyledons) and 10 to 20 mg (embryonic axis) were ground in a mortar
and extracted twice with 70% ethanol. The total concentration of soluble sugars was
determined according to the anthrone method, as developed by Jermyn (1975). The residue
was then analysed for starch by re-suspending two times in 1 ml of 1.1% chloridric acid.
The concentration of carbohydrates was expressed on a dry weight basis.

Statistical analysis
A one-way analysis of variance was performed to evaluate the variability of different

parameters between trees at full acorn maturity by performing the Tukey's multiple
comparison procedure. To compare the DW and the MC of acorns picked from trees at
full maturity with those picked from the ground, Dunnett's test versus control was used.
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Results

Morphological characteristics

Acorn mass
Figure 1 shows the increase in whole acorn fresh weight (FW) and figure 2 the dry weight

(DW) of a sample of the median class. Acorn DW increased progressively in all trees
from the beginning (September 27) and reached its maximum (2 g) between October 11
and November 08 (figure 2). After the maximum dry weight was reached, a majority of
acorns dropped from trees numbers 3, 2 and 4. In the case of tree number 1, all acorns fell
at this stage. The acorns left on the trees during this period were lighter. The comparison
between the DW of acorns (trees 2 and 4) picked from the ground on November 22 (data
not shown) and the maximum DW of acorns picked on the trees showed no significant
differences (P=0.280). This trend is also shown by the increase in median class fresh
weight during acorn development (figure 1A, B, C, D). For acorn DW, no significant
differences were found between acorns picked on the ground and those freshly harvested
at their maximum size (P=0.149). The acorn FW of all trees were normally-distributed
and this was particularly well defined at the latest harvests, except in the case of tree
number 4 at first harvest (figure 1A, B, C, D).

There were differences in the color of the pericarp between trees. On October 25, more
than 35% and 48% of acorn harvested from trees number 1 and number 3 respectively
already had brown pericarps, whereas for trees number 2 and number 4 the pericarp
remained green until November 08 when 54% and 27%, respectively had turned brown.

Moisture content

The MC of the whole acorn decreased progressively during development in all trees
sampled, reaching a steady content of about 50% in trees number 2 and number 4 in
November 08 (figure 3A). No significant difference (P=0.381) was observed between
the two last harvests. The MC of acorns picked from the ground on November 22 was
about 47% for the two trees (data not shown) and no significant differences were found
between trees (P=0.432) and between acorns picked from the ground and those picked
from the trees (P=0.361) in the same date. Meanwhile the MC of acorns of trees number
1 and number 3 remained high and was about 59% and 63%, respectively on October 25
(figure 3A).

The pattern and rate of dehydration differed greatly among acorn tissues, but slightly
between the two trees considered (trees 1 and 4) (figure 3B, C, D). In fact, the pericarp
showed a relative smaller water loss during acorn development (5% to 8%) than the
embryo axis (16% to 25%) and the cotyledons (28% to 36%). The latter showed a rapid
dehydration, especially on tree number 1 (figure 3D). At the last harvest (October 25),
the MC of cotyledons and embryos of tree number 1 (figure 3D and B) were the same as
those of the tree number 4 at the fourth harvest (November 08) (P=0.802 and P=0.814,
respectively); while the pericarp MC remained high and significantly different (P=0.012).
At each harvest, the axis had a higher MC than the cotyledons. At full maturity, the MC
of the pericarp varied between trees and ranged between 66% to 60%, while the MC of
the embryo axis and the cotyledon was about 58% and 43%, respectively.
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Figure 1. Distribution and changes of acorn fresh weight of four trees sampled during maturation process. About
200 acorns were picked at each harvest.
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Figure 2. Changes of acorn dry weight of four trees sampled during maturation process. Values are mean t SE,
10 individual acorns considered within the median class.

In order to evaluate the variation in MC proportions of the different tissues we plotted
pericarp and cotyledon DW vs. whole acorn FW in maturing acorns of trees number 1 and
number 4 (figure 4). The acorn size varies within tree and between the two trees. For most
harvests a strong linear correlation between cotyledon DW and acorn FW was obtained
for the two trees. In contrary, pericarp DW was relatively, poorly correlated with acorn
FW. The cotyledons amounted to 70-80% of total acorn dry weight, whereas the pericarp
amounted to 20-30% and the embryo axis to less than 1%.

115



H. MEROUANI, L.M. APOLINARIO, M.-H. ALMEIDA AND J.S. PEREIRA

85 ‘ o Treel) 85 I o Treel
—o—Tree 2| - | —o—Treed
: 75 L - ’ o Tree3| 75 k\&\
o 5 — .
= R e O —0—Tree 4 i ~_I e
5 %t\‘?\\ g, £ PR
E 55 A ’ 55 - 2
2 457 (A) Whole acorn 45 1 (B) Embryo
i 35 T T 35 T T T "
85 - I ’ 85 r —0— Tree 1
—0— Tree 4 | i - . —0—Tree 4
ey 75 3 N S
§ 65 j"‘% a l‘ _ \?\\\“T
'§ §\§\6 I 63 \ N
o & 55 2 1 s r N\
= i ‘ ‘ e
z 4 (C) Pericarp H 45 1) Cotyledonsﬁ S TTe |
| E 35 T T T 1 ‘! 35 T T T T 1l i
27/Sep 11/Oc¢t 25/0ct 8/Nov 22/N0v” 27/Sep 11/0ct 25/0ct 8/Nov 22/N0v;]
Harvest dates ‘ Harvest dates i
\

Figure 3. Changes of whole acorn (A), embryo axis (B), pericarp (C) and cotyledon moisture content during
maturation process.Values are mean * SE, 10 individual acorns considered within the median class.

Physiological characteristics

Seed germination
The germination improved progressively during acorn maturation in all trees (figure

5). Moreover, the mean germination time (MGT) decreased during the same period
(figure 6). At the first harvest (September 27) acorn germination varied from about 82%
(tree number 1) to 20% (trees number 2 and number 3) (figure 7). The germination of
acorns of tree number 4 started afterwards no germination was cbserved at first harvest,
in September 27 and reached 40% by the second harvest (October 11) (figure 7). The
germination and the MGT of the tree number 4 was significantly different from the others

trees (£<0.001).

Carbohydrate changes
Figure 8 shows starch and soluble sugar concentrations during acorn development of

trees number 1, 2 and 4. Because of insect attack the acorns of tree number 3 were not
considered in this experiment. The embryonic axis starch of acorns of trees number |
and 4 increased from the first harvest (September 27) until October 11 and October
25, respectively, reaching about 500 mg.g!' DW. Thereafter, it declined during the later
harvests. A steady state of embryonic starch concentration was already observed by
October 25 followed by a decrease in tree number 2 (figure 8A).
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The soluble sugar concentration of the cotyledons decreased dramatically from the
first harvest to October 25 (trees number 1 and number 2) or to November 8 (tree number
4) reaching a steady state of about 100 mg.g' DW (figure 8B). The concentration of
soluble sugars of the embryonic axis increased early during maturation (September 27 to
October 11), reached about 200 mg.g!' DW and remained constant or declined slightly
(e.g., tree number 2) (figure 8C).
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Discussion

During the maturation process the dry weight of acorns increased to reach a full size
varying with parental trees. Dry weight decreased if the acorns turned brown or remained
attached to the tree for a while if they did not (still green). Usually when acorns start
dropping, most of these remaining on the tree are ripe and fall massively with the
slightest wind. The acorn shedding period varied between trees as shown by the decline
of the weight harvested (tree numbers 2 and number 4) or no harvest (tree number 1)
in November 8. Even though the number of trees sampled was small, it seems that the
complete maturation of cork oak acorns was attained between November 08 and November
22. Likewise, the full maturation of acorns collected at Faro (located further South from
our experimental site) occurred between 17 and 19 November (data not shown), although
the time of ripeness may vary with location and weather conditions.

The fact that the full crop of acorns was shed simultaneously (or almost simultaneously)
when they turned brown means that the majority of acorns of a tree were in the same
maturity state. This was reinforced by the normal distribution of acorn weight, which is
common of most oak populations (Wigston, 1971 in Brookes and Wigston, 1979). The
maturation process is characterised by the progressive acorn dehydration. The dehydration
rate during maturation differed greatly between seed tissues. The pericarp and the embryo
axis showed a relative weaker water loss than the cotyledons. A slow rate of water loss
in both tissues could be a strategy against membrane damage of the embryonic tissues
during the natural dehydration, whereas the more intense water loss in the cotyledons
might be related to the use of water in hydrolytic reactions such as starch and sucrose
hydrolysation (Kozlowski and Pallardy, 1997).

It is known that most of the energy and carbon for further embryo growth comes from
the breakdown of starch to glucose that occurs in the cotyledons (Perumalla et al., 1994).
We found that starch and sucrose were the major carbohydrates in the cotyledons of cork
oak acorns (unpublished data).
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Figure 8. Change of embryo axis starch (A), cotyledons sugars (B) and embryo axis sugars (C) during acorn
maturation. Values are mean * SE, for 3 replicates of 6-8 pooled acorns each.

Acorns were shed at high MC and varied only slightly among parental trees. In a
previous study on 12 individual trees we showed that most of the trees had the same
acorn MC (44—47%) and only two trees differed significantly (51% MC) (Merouani et
al. 2001). At time of shedding the MC of cotyledons was about 46% and that of the
embryos was about 63%, whereas the MC of the pericarp ranged between 59 to 65%.
A good correlation of cotyledon DW and a poor correlation of pericarp DW with whole
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acorn FW suggest that, although the acorn weight (size) may differ, the proportions of
water content of the cotyledons are the same, whereas the MC of the pericarp may differ
greatly among acorns of the same harvest. This could be due to differences in testas
thickness as found by Brookes and Wigston (1979) for Quercus petraea and Q. robur.
Therefore, the variability in acorn MC between parental trees appears to be due to the
pericarp MC, which represents 25 to 30% of the total acorn DW. Ysard (1987) found
that the morphological immaturity of acorns of Q. pubescens and Q. coccifera resides in
their pericarp, which show a relative high moisture content. The same trend has found
by Finch-Savage (1992) who showed that pericarp-induced restriction of germination of
fruit of Q. robur is related to the date of shedding. Due to the low MC variability and
a large DW proportion, the MC of the cotyledons was found to be a good indicator of
morphological maturity.

The germination capacity of acorns improved progressively during natural desicca-
tion and reached their maximum capacity before shedding. These suggest that the
physiological maturity is more precocious than the morphological maturity. In fact,
maximum germination occurs 2 weeks or more before morphological maturity (figure 7).
The accumulation of starch and soluble sugars in the embryonic axis during the two first
harvests suggests that the physiological maturity occurred early during maturation drying
and is complete when the acorns MC has decreased from 72% to 67% for all trees, except
tree number 4. The maturity period may differ between trees, but it has been demonstrated
that the acorns of a large number of trees accomplish their maturity within the same
period and occurs between November 15 to November 30 in the southern localities of
Portugal (Merouani e al, 2001). However, at each harvest there was a large variation
in mean germination times of seeds (pericarp removed) of different trees and decrease
during acorn development. This suggest that level of dormancy, varied among parental
trees and declined with acorn maturation. Finch-Savage et al. (1992) suggested that the
dormancy is partially controlled by ABA and found that axis ABA concentration was
initially high and then declined as the time of shedding approached.

Desiccation tolerance in seeds is initiated approximately when mass maturity is
reached, approximately when maturation drying occurs (Bartels et al., 1988; Ellis and
Hong, 1994; Hay and Probert, 1995). However, the precise time during maturation when
desiccation tolerance is acquired depends on the species, the rate of water loss and the
final water content after drying (Hong and Ellis, 1992; Ellis and Hong, 1994; Hay and
Probert, 1995). Physiological regulation of the induction of desiccation tolerance is poorly
understood, but one suggestion is that vascular isolation of the developing seeds is of
major importance (Galau et al., 1991) followed by incipient water loss. To withstand
desiccation cells must be protected against potentially lethal changes that could follow
dehydration. Mechanisms by which this might be achieved include the participation of
certain carbohydrates (Handley ez al., 1983; Lowell and Kuo, 1989; Blackman et al.,
1991; Blackman er al., 1992; Rinaldi et al., 1994; Vertucci and Farrant, 1995; Black et al.,
1999; Tauberger et al., 1999). Therefore, it seems that Q. suber acorns tolerate the natural
desiccation and it acquired early in development stage, when the sugars of the embryonic
axis increased between September 27 and October 11 (figure 8C). However, the sugars
accumulation alone is not sufficient to confer desiccation tolerance in developing seeds.
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We have observed (unpublished data) that germination of mature acorns was greatly
affected when they are dehydrated below 36% MC and they lost viability at a critical MC
of about 30%. This suggest that mature acorns of Q. suber are desiccation-sensitive. One
of the suggested functions of carbohydrates is membrane protection upon dehydration.
Hoekstra et al. (1991) have showed that carbohydrates can suppress the temperature
of phospholipid phase transitions and prevent leakage of cellular solutes. In addition,
carbohydrates are involved in the stabilisation of proteins and retention of enzymic
activity during dehydration (Carpenter and Crowe, 1988). A second mechanism in
which soluble sugars are thought to be involved is in glass formation against membrane
damage (Vertucci and Farrant, 1995). The protective role of sucrose and raffinose against
membrane vesicle damage during desiccation was demonstrated by Caffrey ef al. (1988).
The sucrose may be withheld from exerting protective effects because of its tendency to
crystallise, especially at low MC and the presence of an oligosaccharide, such as raffinose,
can assist by restricting or preventing the crystallisation of sucrose (Caffrey et al., 1988).
Hoekstra and Roekel (1988) studying the changes in composition of phospholipid, as
regulatory to the physical properties of the membrane and the functioning of enzymes
of membrane conclude that a production of sucrose is responsible for pollen survival
during dehydration. In a previous study (Merouani et al., 2001) we have observed that
the sucrose is the major soluble sugars (78.6 mg.g! DW) in the embryo of acorns freshly

harvested.
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Abstract

This study assesses the effects of damage caused by Curculio elephas Gyll. (Coleoptera: Curculionidae) and Cydia
splendana Hb. (Lepidoptera: Tortricidae) on mature acorns of cork oak trees, Quercus suber L., in Portugal. The average
number of insect-attacked acorns varied between 68, 44 and 17%, in three sites, respectively.

Acorns assorted into increasing damage classes had a decreasing acorn dry weight and a faster germination rate. The
percentage of germination was very high (>90%) in all classes. Seedlings resulting from more intensely damaged acorns
exhibited a slower growth rate and lower dry mass production than seedlings resulting from low damaged acorns.

© 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Insect-attack; Acorn germination; Seedling production

1. Introduction

In Portugal, the stands of cork oak (Quercus suber
L.) occupy about 22% of the national forest, ranging
from interior North to South, which represent 29% of
world cork oak stands (Goes, 1991). In the context of
the European Community Agriculture Policy (CAP),
large areas (ca. 70,000 ha from 1994 to 1998) were
reforested with cork oak in Southern Portugal, where a
Mediterranean type of climate and degraded soils often
put such effort at stake. Low survival rates (Louro,
1999) are due to inappropriate nursery and plantation
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dade Tecnica de Lisboa, Tapada da Ajuda, 1300-018 Lisboa,
Portugal. Tel.: +351-21-3653382; fax: +351-21-3645000.

E-mail address: mrbranco@isa.utl.pt (M. Branco).

techniques and to the use of less desirable genetic
material. The present study is part of a larger pro-
gramme, which aims at developing methods to
improve the production of seedling of high quality
of Quercus suber. In this study, we determine the
impact of insects, Curculio elephas Gyll. (Coleoptera:
Curculionidae) and Cydia splendana Hb. (Lepidop-
tera: Tortricidae), damaging agents to cork oak acorns,
by determining the effect of insect damage on
germination success, seedling survival and seedling
growth.

Several biotic factors damage acorns on oaks
(Andersson, 1992; Herrera, 1995). Insects in parti-
cular, mainly weevils, trotricidae moths and cynipids,
cause injury to acorns of many oak species (Oliver and
Chapin, 1984; Kaushal and Kalia, 1989; Fukumoto
and Kajimura, 2000). However, only a few studies
describe their damage to cork oak acorns.

0378-1127/02/$ — see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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2. Materials and methods
2.1. Acorn collection

Acorns were collected from the ground beneath
trees in three cork oak stands, in the first 2 weeks of
November 1999. Two stands were located in the South
of Portugal, Alcacer do Sal (73-76 m above sea level
at 38°33'N, 8°42'W) and Faro (300-350 m above sea
level at 37°04’N, 1°15'W), and one stand on the North
of Portugal, Alfandega da Fé (350 m above sea level at
41°20'N, 2°14'W).

To quantify the percentage of insect attack, about
300-500 acorns from each site were carefully opened
in laboratory, by first removing the pericarp and then
dissected, and examined, under a binocular micro-
scope, for the presence of insects immediately after
harvest.

To evaluate the influence of insect attack on seed
quality and seedling vigour, acorns were sorted into
four categories according to damage intensity caused
by Curculio elephas: (1) non-infested, (2) with young
larvae (first and second instars), (3) with older larvae
(third and fourth instars) and (4) with exit holes. This
was possible since the pericarp was removed before
the germination trials (Section 2.3) and the galleries
opened by larvae always start near the scar end of the
acorns where the eggs are laid.

2.2. Seed moisture content and seed dry weight
determination

Seed moisture content and seed dry weight were
estimated from 15 acorns from each infestation group.
On group (3) due to a low number of acorns available
only eleven acorns were used.

Whole seed moisture content was determined by
oven drying for 17 h at 103 °C (International Rules
For Seed Testing, 1985). Fresh weight and dry weight
were determined for each acorn. Moisture content is
expressed on a fresh weight basis.

2.3. Germination tests

Germination tests were performed on 25 acorns
with three replicates from each category of damage
intensity. Before germination acorns were soaked
for 48 h at 20 °C and sterilised by washing in 80%

sodium chloride solution. The pericarp was then
removed and acorns were cut-off one-third at scar end
and placed to germinate in the dark at 20 °C, in moist
heat-sterilised sand, treated with a solution of the
fungicide thyram (1.5 g/1) for 28 days. The presence of
insects and their larval stage was determined by
examining acorns when removing the pericarp. Ger-
mination was recorded every 2 or 3 days. Acorns were
considered germinated when the radical protruded.
The percentage of germination and the mean germi-
nation time (MGT) were determined for each
replicate.

2.4. Seedling survival and vigour

After germination, 21 seeds from each group were
transplanted to PVC tubes (50cm X 4.5cm in size)
filled with sand and peat as substratum. Sowed seeds
were placed in a controlled temperature chamber at
65% RH, 350 ppm CO,, 25 °C for 10 h per day light
and 18 °C for 14 h per day dark. The substratum was
wetted each second day to prevent dessication. Seed-
ling survival was evaluated using the percentage of
seedlings that were successful in producing an emerg-
ed epycotyl and survived afterwards.

Seedling vigour was evaluated through stem height
growth and number of leaves developed. Observations
were taken weekly up to 105 days after transplant.
After that period seedlings were harvested and
separated into root and stem and leaf components.
The dry mass was determined after drying at 80 °C for
48 h.

2.5. Statistical analysis

Differences between groups, in seed dry weight,
moisture content, stem growth, number of leaves and
seedling dry mass parameters, were tested in a one-
way ANOVA factorial scheme. The Levene test was
used to evaluate equality of variances. Whenever
equality of variances was not accepted (o« = 0.05) data
was transformed by applying the logarithm transfor-
mation. Post-hoc comparison between group means
was performed using Tukey’s HSD multicompa-
rison method. To compare percentage of germina-
tion and MGT between groups the non-parametric
Kruskall-Wallis and Mann—Whitney U-tests were
used.
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3. Results
3.1. Quantification of the insect infestation

Important differences among acorn provenance
were observed in the percentage of infested acorns
and the relative species abundance of pest insects
collected from acorns. The average number of insect-
attacked acorns varied between 68, 44 and 17%, in
Alcacer do Sal, Faro and Alfandega da Fé, respec-
tively. The lowest value was observed in the North of
Portugal, where no acorn production was noticed in
the previous year (1998). On the contrary, in the South
of Portugal, an intermediate acorn production was
observed in the previous year. The insects present in
the acorns were primarily from two species: the weevil
Curculio elephas, which occurred in 26, 42 and 85%
of the infested acorns and larvae of tortricidae moths,
mainly Cydia splendana (Table 1).

3.2. Seed moisture content and seed weight

Results found significant differences among groups
both for seed moisture content (F3s5; = 25.129,
P <0.001) and seed dry weight (F3s5; = 40.964,
P < 0.001).

A significant decrease in dry weight and an increase
in seed moisture content occurred with increasing dam-
age intensity (Fig. 1). Dry weight losses in comparison
to undamaged acorns were about 21% for acorns with
young larvae, 54% for acorns with older larvae and 64%
for acorns with holes. The means of the two first groups
(1) and (2) are not significantly different (« = 0.05).
However, these two groups differ from the groups with
high damage intensity (3) and (4). For the variable dry
weight, group (3) also is different from group (4)
(Fig. 1).
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Fig. 1. Average (+S.E.) dry weight and average moisture content
of Quercus suber acorns which sustained different degrees of insect
damage. No damage: 1; acorns with young larvae: 2; acorns with
old larvae: 3; acorns with holes: 4. Means followed by the same
letter are not significantly different at P = 0.05 (Tukey’s HSD
multicomparison test).

A significant negative correlation is found between
dry weight loss and damage category (rg, = —0.828,
P < 0.001).

3.3. Seed germination

Insect damage level caused a significant reduction
in germination time (MGT) (X? = 10.385, d.f. = 3,
P =0.016) Kruskall-Wallis test. Also, all paired
groups were significantly different when compared
by the Mann—Whitney U-test (x = 0.05) (Table 2).
This is probably due to a decrease in the physical
constraint for the radical as a consequence of endo-
sperm consumption by the insects.

Infested Curculio Cydia Other

acorns (%) elephas (%) splendana (%) tortricidae (%)

67.9 26.2 66.9 6.9
443 41.8 57.5 0.7
16.9 85.2 11.4 34

Table 1
Proportion of insect-attacked Quercus suber acorns and relative species abundance in Portugal
Locality Harvest date Number of
acorns observed
Alcécer do Sal 9 November 1999 334
Faro 17 November 1999 300
Alfandega da Fé 15 November 1999 485
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Mean germination time (MGT), germination percentage and seedlings dry mass parameters in the end of the experiment, 105 days after
transplant, in Quercus suber acorns sorted into four groups according to insect” damage intensity (mean + S.E.)

Damage MGT® Germination® (%) Stem and leaves Roots dry mass* Ratio shoot/root
category® dry mass® dry mass®

1 10.72 £ 0.050 a 100 £ 0.00 a 0.58 &+ 0.081 a 1.16 + 0.088 a 0.16 & 0.029 ab
2 82+0290b 100 £ 0.00 a 0.32 £0.032 b 0.98 £ 0.109 a 0.11 £ 0.009 b
3 6.15£0.117 ¢ 94.67 £3.53 b 0.16 £ 0.014 ¢ 0.29 £+ 0.030 b 0.19 £ 0.015 a
4 453 £0.129d 89.33 £ 481 b 0.12 £ 0.020 ¢ 0.32 £ 0.069 b 0.14 £ 0.015 ab

# Mainly the weevil Curculio elephas and the moth larvae Cydia splendana.
° No damage: 1; acorns with young larvae: 2; acorns with old larvae: 3; acorns with holes: 4.
¢ Means followed by the same letter are not significantly different at P = 0.05 (Mann-Whitney U-test).

9 Means followed by the same letter are not significantly different at P = 0.05 (Tukey’s HSD multicomparison test).

The percentage of germination was very high
(>90%) in all classes. Yet, a significant difference in
the percentage of germination among categories of
acorns was observed (X> = 7.99,d.f. = 3, P = 0.046).

Stem height
(cm)

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00

2.00

Acorns non-infested (class 1) and with young larvae
(class 2) had significantly more acorns that germinated
(100%) than the higher levels of damage (classes 3
and 4) (Table 2).

no of leaves

20

15

28 35 42

63 70 77

28 35 42

Days

Days

105

Fig. 2. Average (= S.E.) number of leaves (below) and stem height (above) of Quercus suber seedlings grown during 105 days and which
originated from acorns with different degree of insect damage. Undamaged acorns: 1; acorns with young larvae: 2; acorns with older larvae: 3;
acorns with holes: 4.
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3.4. Seedling survival and vigour

Seedling survival was >90% for the (1), (2) and (3)
damage categories. However, survival decreased to
77% in seedlings resulting from acorns with holes.

Significant differences were found for the stem
growth and number of leaves at the end of the 105 days
period in seedlings which developed from acorns with
different degree of insect damage (Fig. 2), indicating a
negative effect of the insect attack on seedling vigour
(F3,75 = 20.204 and 8.69, for the stem growth and
number of leaves, respectively, P < 0.001). This nega-
tive influence is mainly visible in higher damage
categories (classes 3 and 4) (Fig. 2). At the end of the
experiment, seedlings in groups (3) and (4) were on
average only 5.07 £0.43 and 3.89 +0.37 cm tall,
respectively, whereas seedlings in group (1) were
11.84 £+ 1.42 cm tall. This means about 67% reduc-
tion in stem growth for the highest damage category in
comparison with the non-infested group.

Similarly to the growth parameters, there was a
significant decline in leaf and stem dry mass with
increasing acorn damage (Table 2) (F375 = 24.404
and 31.424, respectively, P < 0.001). Seedlings in
group (4) had on average 0.12 £ 0.02 g of stem and
leaves dry mass and 0.32 4= 0.02 g of roots dry mass,
whereas seedlings in group (1) had 0.58 £ 0.08 and
1.16 £ 0.09 g of stem and leaves and roots dry mass,
respectively. This signifies about 79 and 72% reduc-
tion in aerial dry mass and root dry mass, respectively,
for the high damage category in comparison with the
non-infested group. Yet, no significant differences
were found for the ratio shoot/root dry mass between
the non-infested acorns and the greatest damaged
categories (groups (3) and (4)).

Therefore, it was evident that the feeding activity of
larvae on acorns results in a negative effect on seedling
vigour, but there is no effect in the balance of shoot/
root dry mass.

4. Discussion and conclusions

The present study confirms the importance of
insects on causing damage to acorns of Q. suber.
Differences on the proportion of insect attacked acorns
by site (17, 44 and 68%) are probably related to acorn
production in the previous year. The lowest figure was

observed in the North of Portugal where a no acorn
production occurred in the preceding year, whilst in
the South an intermediate year of acorn production
was noticed.

An increasing damage intensity caused a decrease
in acorn dry weight, probably due to endosperm loss
(rp = —0.828, P < 0.001). Weckerly et al. (1989)
defined five categories for endosperm loss according
to insect attacks: category O (no endosperm loss),
category 1 (slight endosperm loss), category 2 (mod-
erate endosperm loss), category 3 (large endosperm
loss) and category 4 (complete endosperm loss. The
four weight loss categories in this study (0, 21, 54 and
64%), which are related to larvae development, have a
correspondence to the four first categories defined by
Weckerly et al. (1989) to endosperm loss. The weight
losses found in this study, due to insect attack, are
higher than the ones reported from Montoya and
Iranzo (1997) and Soria et al. (1997) for Q. ilex and
Q. suber, respectively.

Laboratory observations indicate that eggs of
Curculio elephas always were deposited in the lower
part of the acorns. This result is consistent with
similar findings for other insect on other host species,
which has been attributed to chemical defence of the
plant concentrating more tannins in the upper part of
the acorns where the embryo is located (Steele et al.,
1993). Thus, the larval feeding activity is concen-
trated on endosperm and seldom results in injury to
the embryo and does not affect the capability of
seeds to germinate. It was observed that damaged
acorns had a very high percentage of germination,
near 90% (Table 2). This is different to other
Curculio species (Oliver and Chapin, 1984). Also
our results differ to other Quercus species. Weckerly
et al. (1989) found that acorns of Q. alba and
Q. rubra with no endosperm loss included significant
more acorns that germinated (82 and 98%, respec-
tively) than acorn damaged by curculionid larvae,
which had <8 and 1% of percentage of germination
even for slight endosperm loss. However, in our
study a lower seedling survival was registered when
severe damage occurred (class 4), about 77 against
90% survival in undamaged acorns. This is consistent
with the work of Fukumoto and Kajimura (2000) on
acorns of Q. variabilis who indicate that hypocotyls
and radicle survival is affected by high endosperm
loss.
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The MGT was lower for acorns with higher damage
intensity. This result is possibly explained by a
decrease in the physical constraint for radical protru-
sion as a consequence of endosperm consumption by
the insects.

Previous studies deal mainly with seed germination
and a few with hypocotyl and radicle survival. In this
study, we also analysed the effects of insect damage
to seedling vigour, as measured by stem growth,
number of leaves and dry mass. Highly insect-
damaged acorns produced less vigorous plants, with
slower growth rate and less biomass. Yet the balance
of shoot/root dry mass was not affected by insect-
attack. In conclusion, acorns of Q. suber damaged by
C. elephas and Cydia splendana have a relatively
high germination rate and survival. However, due to
endosperm loss, few reserves are available for seed-
ling growth, which may result in poor quality seed-
lings. Thus, it is recommended that, besides acorn
selection, acorn treatment, such as thermotherapy,
should be used to prevent that infested acorns, fre-
quently not easily perceptible, are used for seedling
production.
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Le développement de champignons, un facteur limitant la conservation
a long terme des glands de chéne-liege (Quercus suber L.)
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Résumé: Dans le cadre d’un accord entre le Centre de Recherche Forestiere (ISA, Portugal) et
I’Université d’Alicante, nous avons testé le comportement germinatif des glands de Quercus suber
initialement traités par thermothérapie et conservés durant 5 (5SMC) ou 17 mois (17MC) a 0 °C et a
85% d’humidité relative. L analyse morphologique et physiologique des glands a été faite a huit
niveaux différents au cours du processus de germination, le niveau 0 (témoin) correspondant a la sortie
des glands de la chambre de conservation. Les résultats montrent que le développement de
champignons sur les glands de 17MC a entrainé une réduction significative de leur germination. En
effet, au 16°™ jour de germination 18% des glands 17MC présentaient des mycéliums, bien que 42%
aient déja germés. A la fin du test (28°™ j), I’attaque fongique avait atteint des valeurs critiques de
40%. L’attaque est localisée au niveau des glands et non due a une contamination du substrat de
culture. L augmentation de la teneur en eau de I’embryon au cours de la germination et le test au
tetrazolium des glands non germés ont montré que 75% des glands de 17MC étaient viables. Au
contraire, aucune contamination n’a été notée sur les glands de 5MC, la germination etant
significativement plus rapide et plus groupée ; elle atteignait 96% au 16°™ jour. A la fin du test, 71%
des glands 5MC avaient émis un épicotyle. La comparaison avec des résultats antérieurs permet de
conclure a I’inefficacité de la thermothérapie apres plus de 12 mois de conservation.

Mots-clés: conservation des glands, germination, émergence des semis, champignons, Quercus suber

Introduction

L’ importance socio-économique et écologique du chéne-liége (Quercus suber L.) nous incite
a augmenter les efforts en vue de la réhabilitation des subéraies. Les problemes dont souffrent
les subéraies sont encore nombreux et peuvent étre divisés en deux groupes interdépendants.

Le premier, difficilement contrélable, englobe les problémes liés: i- a la physiologie et
écologie de I’arbre, comme le vieillissement et I’irrégularité des glandées (Sork & Bramble,
1993), ii- aux contraintes biotiques et abiotiques empéchant la régénération naturelle (Lorimer
et al., 1994; Herrera, 1995; ASMRFC, 1998), notamment la déprédation exercée sur les
glands par les champignons et les insectes, et les conséquences de la sécheresse (Cabral et al.,
1993; Crawley & Long, 1995; Fuchs et al., 2000), et iii- au dépérissement des peuplements.
Ce dernier probleme a attiré I’attention de nombreux chercheurs, et en particulier celle des
phytopathologistes, au cours de ces derniéres années. Les activités humaines (gestion,
incendies, déboisement, paturage, etc...), considérées comme I’une des principales causes de
la régression des subéraies (ASMRFC, 1998), entrainent une fragilisation des peuplements
qui deviennent des foyers de prédilection pour différents agents antagonistes (champignons,
bactéries, insectes).
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Le second aspect lié a I’insucces de la reforestation peut étre surmonte par un recours a la
régénération assistée. La régénération du chéne-liege par voie séminale, qu’elle soit
artificielle (semi-directe) (Messaoudene, 1984 ; Sondergaard, 1991 ; Louro, 1999) ou
naturelle (Diaz-Fernandez & Gil Sanchez, 1998 ; Hasnaoui, 1998 ; Messaoudene et al., 1998)
demeure problématique. La lenteur de germination des glands frais augmenterait le risque de
mortalité (dessiccation, attaque fongique, insectes) ou/et de prélévement par les rongeurs
(Merouani et al., 2001a, b; 2003). Durant les derniéres décennies, la régénération des
subéraies par plantation a pris une place importante dans les projets de repeuplement des
différents pays méditerranéens (projets nationaux, européens et de coopération). Cependant,
pour ne citer que le Portugal, les plantations réalisées dans la région Sud ont conduit a des
mortalités de plus de 50% (Louro, 1999). La qualité des plants (Aussenac et al., 1988 ; Tinus,
1996 ; Girard et al., 1997 ; O’Reilly et al., 1999), mais aussi les sites de plantation (M.H.
Almeida, com.pers.) conditionnent le succés des plantations.

Nous avons démontré que la qualité des plants (rapidité-uniformité de I’émergence,
potentiel de croissance, réserves, biomasse, rapport tige/racine) est significativement
améliorée par la conservation des glands (Merouani et al., 2001b) et que le choix de leur
période de production, de leur age mais aussi de I’époque de leur installation peuvent étre
contr6lés (Merouani et al., 2001a, b). Des travaux récents (non publiés) montrent que le
comportement germinatif des glands conservés a long-terme (25 mois) est affecté par la
prolifération des champignons dans le milieu de culture.

La présente étude vient confirmer cet effet négatif en démontrant que la faible capacité
germinative des glands conservés est due aux champignons présents a I’intérieur des glands a
leur sortie de la chambre de conservation et non a la contamination du milieu de culture,
comme on le suspectait dans le précédent travail.

Matériel et méthodes

Matériel végétal et protocole expérimental

Des lots de glands frais ont été récoltés a Herdade da Palma, Alcécer do Sal (Portugal) en
novembre 2002 et 2003, traités par thermothérapie et conservés a 0°C et 85% d’humidité
relative (HR) dans des sacs de polyéthylene (30 pum d’épaisseur, ~3 kg/sac). Les
caractéristiques climatiques du site de récolte, le mode de manipulation et de conservation des
glands sont détaillés par Merouani et al. (2001a, c). En avril 2004, apres respectivement 17
(17MC) et 5 mois (5MC) de conservation, 18 kg de glands (6 sacs, N ~ 2200 glands) pour
chaque traitement (17MC et 5MC) ont été retirés de la chambre de conservation en vue
d’analyser leur comportement germinatif. A la sortie de la chambre, les glands ont été triés a
vue et par flottement sur I’eau, pour éliminer ceux qui paraissaient inutilisables (pré-germes,
vides, attaqués par les champignons). Seuls les glands intacts (sans rupture de péricarpe) ont
été pris en compte dans I’expérimentation.

La capacité germinative des 2 lots de glands conservés a été étudiée 3 fois/semaine durant
tout le processus de germination (28 jours), par des observations de leur état morphologique,
le calcul du pourcentage de germination et la mesure de la teneur en eau du gland entier et de
ses différentes composantes (péricarpe, cotylédons, axe embryonnaire). Au total, 8 étapes
représentatives de ce processus ont été considérées. L’état physiologique des glands intacts
(1=100%) est le niveau 0 (temoin T); les autres correspondent au moment ou plus de 20% des
glands ont atteint un état physiologique donné ou que ce dernier devient significatif (environ
50% des glands sont concernés) (Fig. 1).
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Teneur en eau

La teneur en eau (TE) des glands entiers et de leurs composantes a été déterminée apres 17h
de séchage a 103 +1°C (PS : poids sec) (ISTA, 1985). Trois répétitions de 25 (glands entiers)
et de 10 glands (composantes) ont été utilisées. TE, exprimée par rapport au poids frais (PF),
a été calculée par la formule:

TE@) = - =5,

100

Germination

La germination des lots de glands a été conduite sur 10 répétitions de 1 120 glands chacune.
Les glands, d’abord imbibés pendant 48 heures a 20°C, sont désinfectés 10 a 15 mn dans une
solution de chlorure de sodium a 80% puis mis a germer dans du sable stérile (200°C/2h),
maintenu humide durant 28 jours a 20°C et a I’obscurité. Nous considérons qu’un gland
germe dés que la radicule perce le péricarpe et montre un géotropisme positif. A la fin de
I’expérience, la viabilité des glands (lot 17MC) non germés (glands intacts et glands a
péricarpe a peine rompu) a été analysée par la méthode classique de tetrazolium (ISTA,
2003).

Résultats et discussion

Pertes de glands aprés 5 et 17 mois de conservation

Les pertes totales apparentes (glands pré-germés, vides et attaqués) sont présentées dans le
tableau 1. Elles sont plus importantes pour les glands 17MC (11% environ) que pour les 5SMC
(3%). Aucune contamination apparente n’est observée sur les glands de 5SMC, alors que 3%
des 17MC présentaient des mycéliums en surface. Cette infection, bien que faible, nous
semble préoccupante. Elle montre un développement de champignons durant la conservation,
bien qu’un traitement thermique (thermothérapie) préalable ait été appliqué contre Ciboria
basctiana (Delatour, 1977 : Delatour & Morelet, 1979 ; Delatour et al., 1982). L’ analyse des
glands intacts juste a leur sortie de la chambre de conservationa montré que les champignons,
apparaissant sous forme de petites taches brunatres, sont localisés principalement du coté
basal des cotylédons (c6té hile); un taux d’infection initial d’environ 30% (17MC) et 4%
(5MC) a été noté (données non reportées). Bonnet-Masimbert & Muller (1993) ont tenté de
comprendre I’apparition de champignons sur des glands conserveés dans des sacs de
polyéthyléne sellés. Dans des conditions de faible teneur en [O,] et de forte teneur en [CO],
on suspecte le développement de Cylindrocarpon didymum (Guthke & Spethmann, 1993).
Cependant, nous n’avons observé aucun développement de champignons sur les glands
conservés durant 12-13 mois (non publié). Ces résultats suggeérent que la thermothérapie est
inefficace, méme a 44°C durant 2 heures (Branco et al., 2002), au-dela d’une année de
conservation en sacs de polyéthyléne sellés.

Schrdder (2002) a rapporté la fréquence des problemes d’infection observés ces derniéres
années en Europe sur les glands de Q. robur et Q. petraea ; il I’explique par une plus grande
extension des agents pathogenes ou par I’adaptation de certains d’entre eux aux fortes
températures. En 2004, Schroder estimait (aprés 7 jours d’incubation, a I’obscurité et 10-
20°C) la présence a plus de 80% de C. batschiana et a 31-50% I’infection due a I’association
bactéries-champignons sur les glands de Q. robur. En conditions favorables, C. batschiana
peut détruire une grande proportion de glands durant la conservation (Delatour et al., 1982).

A cette infection apparente, s’ajoutent 5% de pertes dues a la déshydratation et 3% dues a
la pré-germination des glands a I’intérieur des sacs de conservation. Le total de glands
utilisables, aprés élimination de ceux présentant une rupture du péricarpe, avoisine 90% (17
kg) et 83% (15 kg) pour 5SMC et 17MC, respectivement (Tab. 1).
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Tableau 1. Quantité de glands perdus (pré-germés, attaqués par les champignons ou vides), a
péricarpe rompu ou utilisables aprés 5 mois (5MC) et 17 mois de conservation

(17MC)
Poids Pré-germés Infectés Vides Péricarpe Utilisables
N° (kg) (kg) (kg) (kg) rompu (kg) (kg)
sacs 5MC 17MC 5MC 17MC 5MC 17MC 5MC 17MC 5MC 17MC 5MC 17MC
1 3 3 01 01 0 01 01 01 28 25

2 3,1 3,1 0 0,1
3 3,1 3 0 0
4 3,1 3,1 0 0,1
5 3 31 01 01
6 3,1 3,1 0 0,1

0,1 0,3 0 2,7 2,4
0,2 0,3 0 2,7 2,4
0,4 0,2 0 2,9 2,4
0,1 0,3 0,1 2,7 2,7
0,2 0,3 0 2,8 2,8

OO | O O o o o

Toal 184 184 02 05 01 1
(kg)

TE)J/ta' 100 100 11 27 05 54 0 60 82 11 902 826
0

11 1,5 02 166 1572

Comportement germinatif des glands conservés

Les différences de comportement germinatif des lots de glands conservés (17MC et 5MC)
sont présentées dans le tableau 2. Les plus importantes correspondent a I’apparition de
champignons et a la faible capacité germinative des glands conservés durant 17 mois. En
effet, 50% des glands 5MC ont émis une radicule (G<5) des le 10°™ jour de culture et 71%
ont présenté une émergence d’épicotyle a la fin du processus de germination; aucune
contamination par les champignons n’a été observée. Au contraire, au 16°™ jour de culture,
seuls 42% des glands 17MC avaient germé et 18% présentaient déja des mycéliums de
champignons. Ces derniers ont proliféré graduellement jusqu’a atteindre 38% des glands a la
fin de I’expérience, rendant difficile le comptage de glands germés (Fig. 1). Avant que
I’infection fongique ne prolifére dans le milieu de culture, on a constaté que I’apparition des
mycéliums se limitait exclusivement aux glands, ce qui montre que I’origine de I’infection
fongique est endogene et non exogéne. Au cours de la germination, la température et
I”’humidité ont favorisé la croissance des champignons et la prolifération de I’infection initiale
a I’ensemble du lot.

A la fin de I’expérience, I’analyse au tetrazolium des glands non germés du lot 17MC,
comptabilisant 12% de | (intacts) et 22% de RP (rupture du péricarpe), a permis d’estimer a
25% le total des glands non viables (Tab. 2). Par conséquent, a la sortie de la chambre de
conservation, 75% des glands étaient viables, donc aptes a germer et a donner une plantule.

Par ailleurs, I’augmentation significative de la teneur en eau (TE) de I’embryon (Fig. 2)
au cours de la germination, signifie que les glands des 2 traitements sont métaboliquement
actifs. Cette activité métabolique confirme la viabilité des glands 17MC. Néanmoins, elle est
moins intense pour les glands 17MC que pour les 5MC. En effet, la TE de I’embryon
augmente significativement apres 2 jours de germination pour les glands de 5MC et aprés 10
jours pour les 17MC (Fig. 2).

Ces résultats suggerent donc que la réduction du taux final de germination (42%)
observée pour les glands 17MC était due principalement a la prolifération de I’infection
fongique dans le milieu de culture.
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G>5 E C

Figure 1. Les différents états physiologiques des glands durant le processus de germination.
I: Intact; RP: Rupture du péricarpe; FRP: Forte rupture du péricarpe; G<5: Germination
(radicule < 5 mm); G>5: Germination (radicule >5 mm); E: Emergence; C: Champignons.

Tableau 2. Niveaux (N) et pourcentage de glands conservés (5MC et 17MC) ayant atteint un
état physiologique donné durant le processus de germination.
I: Intact; RP: Rupture du péricarpe; FRP: Forte rupture du péricarpe; G<5: Germination (radicule < 5
mm); G>5: Germination (radicule >5 mm); E: Emergence; C: Champignons. Les états soulignés
interviennent dans la détermination de TE et des autres paramétres biochimiques

Imbibition (20- Germination (20°C, sable stérile, obscurité, 28 jours)
25°C)
N O NI N 1l N 11 N IV NV N VI N VII
‘ Ojour 1jour 2 jours 7 jours 10 jours 16 jours  21jours 28 jours
M a4 (12)) G7j) (Gl (G16)  (G21))  (G28))
100% | 84% | 40% 1  17% 8% I 4% | 4% | 4% |
sMC 16% RP  60% 69% FRP  43% FRP  60% G<5 15% G<5 9% G<5
RP 15% G<5 49% G<5 36%G>5 58% G>5 16% G>5
23% E 7TI%E
100% 1 74% 1 57% | 57% | 25% | 17% | 13% | 12% |
260 RP  43% RP 34%RP  47%RP  23% RP  22% RP 22% RP
17MC 11% G<5 28% G<5 33% G<5 23% G<5 24% G>5

9% G>5  13% G>5 38%C
18% C 29% C A% E
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Figure 2. Evolution de la teneur en eau des glands entiers (GE), du péricarpe (P), des
cotylédons (C) et de I’embryon (E) durant la germination des glands conservés durant
5 mois (5MC) et 17 mois (17MC) au froid (0°C) humide.

Conclusion

La conservation a long terme des glands, une alternative au succes de la reforestation des
subéraies, est compromise par le développement des champignons aprés 17 mois de
conservation au froid (0°C) humide dans des sacs de polyéthyléne (30 um d’épaisseur). La
prolongation de la durée de conservation des glands dépend de la résolution de ce probléme
pathogénique complexe (endogéne).
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Fungus development, a factor limiting the long-term storage of cork oak acorns

Abstract: With agreement between the Forest Research Center (ISA, Portugal) and the University of
Alicante, a study was performed to test the germination of Quercus suber acorns treated by
thermotherapy before being stored during 5 (5MC) or 17 months (17MC) at 0 °C and 85% of relative
humidity. Morphological and physiological analyses were made at 8 different levels during the
germination process, level 0 (control) corresponding to the moment at which acorns were kipped from
thestorage chamber. Results showed a significant development of fungi on 17MC-acorns, which led to
a significant reduction in germination. Indeed, after the 16 day germination, 18% of the 17MC-acorns
presented myceliums, although 42% were already germinated. At the test end (28" day), the fungal
attack reached the critical values of 40%. The fungi attack was localized on the acorns and did not
depend on medium contamination. The increase of embryo moisture content and Tetrazolium test
demonstrated that 75% of 17MC acorns were viable. No fungi development was observed on 5MC
acorns. Germination of 5M-acorns was significantly faster and uniform; at 16" day testing,
germination reached 96%. At the end of the test, 71% of 5SMC-acorns showed an epicotyl emergence.
Comparisons with previous results concluded thermotherapy inefficiency after more than 12 months
storage.

Key words: acorn storage, germination, seedling emergence, fungi, Quercus suber
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Efeito da idade e da fertilizacdo na qualidade das plantas do sobreiro (Quercus suber L.) em
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Resumo: A plantagdo tem sido uma técnica muito utilizada em projectos de reflorestagdo do montado de
sobro, uma vez que a sementeira ¢ limitada temporalmente pelo facto de nao se dominar a conservacgao a
longo prazo das glandes (sementes recalcitrantes). Consequentemente, a produgdo das plantas provém
exclusivamente de sementes frescas (Novembro - Janeiro) condicionando a sua idade no momento da
plantagdo (10-14 meses). A idade da planta influencia o seu potencial de crescimento apds a plantagdo,
estando regulamentada por legislagdo (Decreto-Lei n® 205/2000, de 12 de Setembro). A aplicacdo de
fertilizantes tem sido sugerida como uma técnica de producdo em viveiro destinada a melhorar a
qualidade da planta. No ambito de diversos projectos (CREOAK-QLKS5-CT-2002-01594;
POCTI/41359/AGG/2001), temos vindo a aprofundar o conhecimento sobre a qualidade das plantas do
sobreiro.

Produziram-se em viveiro, plantas de idade diferente provenientes de sementes frescas e conservadas (3 e
6 meses), obtendo-se respectivamente plantas de 9, 7 e 5 meses. Nas plantas de 7 meses, foi aplicado um
tratamento de fertilizagao (50 ml da solugdo NPK, 12-2-12) e de micorrizagado (Pisolithus tinctorius).

Foram avaliados diferentes parametros morfologicos e fisiologicos durante a fase de crescimento da
planta em viveiro, assim como o potencial de crescimento das raizes no momento de plantacdo. Os
resultados apresentados centram-se no efeito de ambos os factores (idade a plantagdo e fertilizagdo) na
qualidade das plantas.

Palavras-chaves: Qualidade, Material Florestal de Reprodugdo, Conservagdo de glandes, idade da
planta, Q. suber

Introducio

O montado de sobro ¢ considerado um patriménio florestal Mediterraneo dado o papel que desempenha
em termos ambientais e sdcio-econdmicos. Em Portugal, estes ecossistemas florestais tém vindo a ser
reabilitados, contrariando a tendéncia para a regressdo e aumentando a sua area. O insucesso da
sementeira, avaliado através da elevada mortalidade e dos danos causados por animais, tem sido um dos
factores a promover o recurso a plantacdo como técnica de reflorestacao (Carvalho e Morais 1996; Louro
1999), mas também pelo facto de ser limitada temporalmente devido a ndo se dominar a conservacao das
glandes (sementes recalcitrantes). Em Francga, a producdo de plantas de sobreiro usando sementes
conservadas representou apenas 10 a 15% do total produzido em viveiro entre 1974 e 1989 (Bastien
1992). O autor explica esta redugdo pela indisponibilidade das glandes ao longo do ano e pelo seu elevado
preco devido a sua alta qualidade. Em Portugal, a qualidade das sementes conservadas tem vindo a ser
reconhecida (Teixeira 2003). Entre 1997 ¢ 2002 o CENACEF processou cerca de 38 toneladas de glande,
das quais resultaram 30 toneladas de glandes limpas, representando apenas 8% das necessidades do
mercado (Silva e Ribeiro, 2003). Esta mesma instituicao certificou 155 toneladas de glande a partir de
2001. 1



As plantagdes com espécies de crescimento lento (ex. Quercus) t€m, geralmente, um maior insucesso do
que as de crescimento répido (e.g. Pinus, Eucalyptus) (Broncano et al. 1998). Este facto pode ser
atribuido a diversos factores: 1)- técnica de produgdo e manipulagdo de plantas no viveiro, ii)- técnica de
instalagcdo e iii)- condi¢des bioldgicas (predadores) e ambientais do local da instalacdo (Fuchs 2000,
Pardos e Montero 2000, Kiriinya 2001). Através de alguns cuidados culturais antes da plantacio (e.g.
tratamentos fitossanitarios) e apos a plantagdo (e.g. rega) (Rey-Benayas 1998) ¢ possivel melhorar
significativamente a sobrevivéncia. No entanto, a qualidade do Material Florestal de Reprodu¢ao (MFR)
a plantacao ¢ considerado o ponto de partida do sucesso das instalagdes de campo (Tinus 1996; McKay et
al. 1999; O’Reilly et al. 1999, Villar-Salvador et al. 2004).

Ao longo do tempo a qualidade das plantas foi investigada de forma a encontrar parametros que
permitissem prever o crescimento das plantas e a sua sobrevivéncia no campo. Ritchie (1984) distingue
duas categorias de parametros: 1. Parametros morfoldgicos, hidricos, nutricionais da planta e 2.
Parametros fisioldgicos que avaliam a taxa de crescimento e a tolerdncia aos diversos stress ambientais.
Alguns destes parametros (e.g. razdo parte aérea/parte radicular - S/R, potencial de crescimento das
raizes - RGP, reservas) mostraram estar bem correlacionados com o sucesso da plantacdo (Tinus 1996,
Villar-Salvador et al. 2004). Recentemente, os mais importantes pardmetros de qualidade da planta
abrangem o conceito da taxa de crescimento relativo (TCR) (Hunt ef al. 2002, Villar et al. 2004).

Algumas praticas culturais de viveiro, como a fertiliza¢do e a micorrizagdo, tém vindo a ser aplicadas nas
ultimas décadas para melhorar a qualidade da planta e aumentar o seu potencial de sucesso no campo. A
fertilizagdo pode levar a uma significativa melhoria da taxa de crescimento em plantas de diversas
espécies (Fan et al. 2004, Villar-Salvador et al. 2004) e tem sido aplicada recentemente no género
Quercus (Welander e Ottosson 2000, Villar-Salvador ef al. 2004). Contudo, uma fertilizacdo em excesso
pode prejudicar o sucesso da plantagdo, induzindo a reducdo do crescimento radicular e da tolerancia a
secura (Tan and Hogan 1995) e o aumento da area foliar, do tamanho do caule e do S/R (Pardos e
Montero 2000). Ao contrario, Villar-Salvador et al. (2004) mostrou que uma forte fertilizagao (145mg N,
l16mg P e 34mg K/planta) em plantas de azinheira (Q. ilex L.) em viveiro pode melhorar o crescimento e
a sobrevivéncia durante os dois primeiros anos apds a instalagao.

Os estudos de micorrizagdo centram-se na selec¢do das espécies de fungos, no seu isolamento e na sua
forma de aplicacdo em viveiro ou no campo (Gonzalez-Ochoa et al. 2003). A micorrizacao, utilizada
especialmente no género Pinus e Eucalyptus, mostrou exercer influéncia na absor¢do dos nutrientes e nas
relagdes hidricas da planta (Colpaert et al. 1996). Em Quercus ilex inoculadas por Tuber melanosporum,
Nardini et al. (2000) demonstraram que a assimilacdo liquida e a condutincia hidraulica sdo
significativamente favorecidas.

Para além dos tratamentos culturais e da manipulagdo das plantas durante a fase de producdo, também a
idade das plantas nas condigdes do viveiro pode constituir um factor determinante da qualidade das
plantas, condicionando o seu futuro crescimento. Em 5 espécies (4 de Eucalyptus e 1 de Acacia), Kiriinya
(2001) verificou que o tempo de 5-6 meses de permanéncia no viveiro exerce um efeito positivo na TCR
e na sobrevivéncia da planta durante os seus estados juvenis. Tais estudos sao dificeis com as espécies
recalcitrantes, devido a dificuldade de conservacdo das glandes. Consequentemente, a producdo de
plantas de muitas espécies do género Quercus em geral e de sobreiro em particular, provém
exclusivamente de glandes frescas (Novembro — Janeiro) condicionando a sua idade no momento da
plantacdo a 9-14 meses. Até ao presente nao houve ainda um estudo aprofundado sobre o efeito da idade
no crescimento e na sobrevivéncia do sobreiro, apesar de esta estar regulamentada por legislacdo
(Portaria n.”° 918/98, de 21 de Outubro). Em trabalhos anteriores integrados em diferentes Projectos
(FAIR5CT97 3480; CREOAK-QLKS5-CT-2002-01594; POCTI/41359/AGG/2001), verificou-se que a
conservagao melhora a qualidade dos MFR (glandes e plantulas). De facto, em condi¢des controladas, as
plantas produzidas de sementes conservadas mostram uma significativa melhoria da emergéncia,
uniformidade e do crescimento relativamente as plantas produzidas de sementes frescas (Merouani ef al.2



2001a’, b), o que significa uma positiva alteracdo fisioldgica nas sementes conservadas. No processo de
24 meses de conservagdo ¢ possivel distinguir 6 principais niveis a que correspondem estados
morfoldgicos, fisioldgicos (Merouani et al. 2001a, b, 2004) e bioquimicos diferentes (ndo publicados).

O objectivo principal deste estudo ¢ analisar o efeito da idade na qualidade de plantas de sobreiro,
produzidas em viveiro a partir de glandes com diferentes tempos de conservagdo, através da medigdo da
TCR a plantagdo e usando um tratamento fertilizado e micorrizado como referéncia de melhor
crescimento. Especificamente, iremos comparar os parametros morfologicos, fisioldgicos e bioquimicos
que melhor avaliam a qualidade da planta no momento de plantacdo. Futuramente, estes parametros serdo
correlacionados com a sobrevivéncia e crescimento das plantas instaladas no campo (Planta¢do em
Novembro — Dezembro 2004, Concelho de Coruche).

Material e métodos

Recolha e conservacgado das sementes

Um lote (400 kg) de glandes recentemente caidas (num intervalo de 5-7 dias) foi recolhido na Herdade da
Palma (Alcacer do Sal) e conservado em frio humido. A técnica de manipulagdo e de conservacdo das
glandes encontra-se descrita em Merouani et al. (2001c¢).

Avaliagdo da qualidade das sementes

Neste estudo, consideraram-se 3 lotes de glande em niveis fisiologicos diferentes: glandes frescas (F);
glandes com 3 meses de conservacao (3MC) e glandes com 6 meses de conservagdo (6MC). A qualidade
morfologica (aspecto externo, humidade) e fisiologica (Capacidade germinativa (%G), ISTA 2003;
Tempo médio de germinacdo (TMG) e uniformidade (T7s.,5) foi analisada para cada nivel. O TMG ¢ a
T75.25 foram determinados pelo Software SeedCalculator (CPRO, Holanda) de acordo com o descrito em
Merouani et al 2001a. A concentracdo de amido foi determinada nos cotilédones e no embrido usando o
método da antrona (Halhoul e Kleinberg, 1972).

Pré-germinagdo e produgdo de plantas

No viveiro florestal do ISA foram produzidos: 760 sobreiros provenientes de sementes frescas (F)
semeados a 19 de Dezembro de 2003; 2000 sobreiros provenientes de sementes conservadas 3 meses (P-
3MC) semeados a 19 de Fevereiro de 2004; 760 sobreiros provenientes de sementes conservadas 6 meses
(P-6MC) semeados a 17 de Maio de 2004. O efeito da idade da planta foi avaliado nos 3 lotes de plantas e
foi também avaliado o efeito da fertilizacdo e micorrizagdo nos sobreiros pertencentes ao lote P-3MC. As
técnicas da inoculagdo e de fertilizacdo recomendadas pelo laboratério do INRA, condicionaram a idade
das plantas o que obrigou a utilizagdo do nivel 3MC da semente.

Para confirmar a viabilidade das glandes, foi efectuada uma pré-germinagdo. Assim, quando o pericarpo
rompeu ou a radicula emergiu (1-10 mm) as glandes foram escolhidas individualmente e colocadas
cuidadosamente nos contentores de 300 cm® (Ref. 40 Pinextra 3155, CETAP, Portugal). O substrato
utilizado foi uma mistura de turfa com granulado de corti¢ca (2-8mm de didmetro), numa propor¢ao de
7:3, com pH entre 5.7 e 6.3. Os contentores foram colocados numa area coberta com uma rede de
ensombramento (48 +£0.05% (Radiometer, LI-170), situada a 2 metros de altura acima dos contentores.
Devido a perda de sementes por predadores (gaio, melro), os contentores foram ainda cobertos por uma
rede de malha fina, até que a maioria das plantas atingisse uma altura entre os 4 ¢ 6 cm.

Praticas de viveiro (Micorrizagdo e Fertilizagdo das plantas)
Ap6s 3 meses de crescimento, em Junho de 2004, 800 plantas (P-3MC) foram inoculadas com 60 ml de
um indculo sélido de Pisolithus tinctorius (P) (constituido por turfa, vermiculite e granulado de cortica,

numa proporc¢ao de 2:4:3). Manualmente adicionou-se o volume referido ao substrato de origem de cada
planta. O micélio utilizado, neste estudo, foi colhido em Dria (Maamora, Marrocos) num povoamento de ;



sobreiro de 6 anos de idade e isolado em Novembro — Dezembro de 2001. Nas restantes plantas foi
adicionada a mistura ja referenciada, sem inoculo do fungo.

Seis semanas apos a inoculagdo, procedeu-se a fertilizacdo das plantas inoculadas e ndo inoculadas (P-
3MC) identificadas por (P7M-3MC _FP) e (P7M-3MC F), respectivamente. Foi considerado como
controle (C), um lote de plantas, ndo inoculadas e sem fertilizacdo. A solugdo de fertilizacao (NPK, 12-2-
12) diluida a 0.25% foi aplicada semanalmente, durante 6 semanas, automaticamente (50 £7.4 ml por
planta).

Parametros de qualidade da planta

A partir da data de sementeira foi registada semanalmente, a emergéncia das plantas e posteriormente foi
determinada a emergéncia maxima (E) e o tempo de emergéncia (TE) das plantas de todos os lotes (P-F,
P-3MC, e P-6MC). A idade “0” de cada um destes lotes foi definida pelo momento em que se verificou
50% de emergéncia. A idade dos sobreiros a plantacdo foi de 9, 7 e 5 meses, consoante pertenciam a
plantas provenientes de sementes frescas, conservadas 3 ou 6 meses e foram identificadas por POM-F,
P7M-3MC e PSM-6MC, respectivamente.

A qualidade das plantas foi caracterizada em todos os tratamentos no momento da plantagdo (Novembro
de 2004). A altura e o didmetro do colo foram medidos em todos os tratamentos PO9M-F, (N= 669), PSM-
6MC, (N= 694) e PTIM-3MC _C, F e FP (N= 80 cada um). Para os tratamentos POM-F e PSM-6MC, a
altura foi também medida ao 1° més de idade.

A uniformidade da altura das plantas foi estimada pela reparticdo em 3 classes: < a 13, [13-24] ¢ > 24
cm. O limite superior (24 cm), correspondeu a média das alturas de todas as plantas dos diferentes
tratamentos (N = 1613 plantas) e o limite inferior, 13 cm, ao limite minimo admitido para
comercializacdo (Decreto-Lei n° 205/2000, de 12 de Setembro).

No momento de saida das plantas do viveiro para a plantagdo, amostraram-se 45 plantas por tratamento,
dentro de 5 classes de altura (M—2*Stdev, M—1%*Stdev, Media, M+1*Stdev, M+2*Stdev). Cada um destes
conjuntos foi separado em 3 grupos equitativos de 15 plantas, mantendo-se a representatividade do
tratamento, nos quais foram avaliados as reservas (amido e agucares totais do pivot e eixo), o potencial de
crescimento das raizes (RGP) e a parti¢cdo da biomassa.

A taxa de crescimento relativo (TCR) definido pelo incremento da biomassa por unidade de biomassa e
tempo foi avaliada com base no modelo: TCR = (In P, — In Py) / (t;-t;) (Hunt et al. 2002, Villar et al.
2004). A TCR referente ao periodo de produgdo em viveiro foi avaliada entre o 1° més de idade e a
plantagdo nos tratamentos P9M-F ¢ PSM-6MC e num periodo de 23 dias para todos os tratamentos em
condicdes controladas (20°C, 12h/12h, dia/noite). Foi calculada a razdo entre a biomassa das raizes novas
secundarias ¢ a biomassa total da planta, e ainda relativamente as suas componentes. A analise das raizes
e a area foliar foram determinados com o Software WinRHIZO 2003b.

Tratamento dos dados

O delineamento experimental utilizado considerou dois factores em estudo: idade da planta e praticas
culturais aplicadas em plantas provenientes de sementes conservadas 3 meses. O efeito destes factores nas
variaveis das plantas foi avaliado separadamente através da analise da varidncia (ANOVA) a um factor. O
teste de Tukey, permitiu a comparagdo entre as médias dos tratamentos para 0=5%. Sempre que os
pressupostos de distribui¢do normal e de homogeneidade da variancia para a variavel em causa ndo foram
satisfeitos, mesmo apo6s transformagdo dos dados, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis. Aplicou-se um teste
de t para comparar os parametros de qualidade das plantas provenientes de sementes conservadas durante
6 meses (PSM-6MC) e as produzidas de sementes conservadas durante 3 meses mas fertilizadas (P7M-
3MC F).

Resultados 4



Qualidade das glandes

A tabela 1 mostra os parametros de qualidade dos diferentes niveis de glandes (F, 3MC e 6MC) utilizados
na produgdo dos lotes de plantas. O tempo médio de germinag¢do (TMG), a uniformidade (T7s5.25) € a
concentragdo de amido nos cotilédones foram aqueles parametros que apresentaram uma alteracao
significativa durante a conservagdo. O TMG passou de 14.9 dias nas glandes do nivel F para 5.4 e 3.8
dias nas conservadas (niveis 3MC e 6MC, respectivamente). A germinacdo das glandes conservadas foi
mais uniforme do que a das frescas. A concentragdo de amido cotilédonar [AmC] aumentou
significativamente cerca de 12% do nivel F (648 mg g") para o 3MC (738.3 mg g), tendo-se reduzido
esta concentragdo no tratamento 6MC para um valor proximo ao do F (Tabela 1).

Embora ndo tenha havido diferengas significativas na concentragdo de amido do embrido [AmE],
observou-se uma diminui¢ao de 12% entre o nivel F ¢ 3MC ¢ de 9% entre 3MC e 6MC. Nao se
verificaram efeitos da conservacdo sobre a humidade das glandes e das suas componentes (pericarpo,
cotilédones), nem sobre a germinacao final (%G) (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros de qualidade dos diferentes niveis de sementes (frescas: -F, e
conservadas durante 3 meses: -3MC e 6 meses: -6MC) utilizadas na produgdo de plantas dos
diferentes tratamentos. Valores sdo médias #Erro padrdo. As diferentes letras indicam

diferencias significativas (P < 0.05) entre os niveis. %G = % final de germinagdo obtido em
28 dias 20-23°C' escuro darea esterilizada

Niveis de sementes

F 3MC 6MC P
1- Glande inteira 40.1 0.6 a 40.740.4 a 41.5+1.1a =0.434
Humidade (%) ~ 2- Pericarpo 38.8+1.1a 39.6+0.6 a 375+1.0a =0.536
3- Cotilédones 412 +1.1a 432+1.2a 448 +1.6 a =0.230
Comportamento  4- %G 90.0+29a 96.3+1.3a 93.8 424 a =0.205
germinativo  5- TMG (dias) 14.9+0.6 a 54402 b 3.840.4 ¢ <0.001
6- T7s.25 (dias) 5540.7 a 14402 b 2.1+0.4b <0.001
Amido 7- Cotilédones 648.3422.0b 738.3+22.1a 649.3+69b  =0.021
[mg.g’, PS] 8- Embrido 355.7+36.7a 313.5+7.8a 2863+24.1a =0.237

Qualidade das plantas
Foram considerados separadamente os pardmetros que avaliam: i)- a relacdo planta / glande, ii)- a
morfologia e a fisiologia.

Pardametros da relagdo planta / glande

Embora a emergéncia total das plantas (E; = 90.5 #0.5%) nao tenha dependido dos niveis das glandes (F,
3MC e 6MC), o tempo da emergéncia total (TE;) e o de emergéncia de 50% (TEs(), foram drasticamente
afectados por estes diferentes niveis (Figura 1). O TE; foi de 84, 63 e 56 dias para os lotes de plantas P-F,
P-3MC e P-6MC, respectivamente, e o TE5 das plantas dos mesmos lotes foi obtido nos periodos de [42-
56], [35-49] e [35-42] dias. Uma correlagdo positiva foi obtida entre a média do tempo de emergéncia de
50% das plantas (mTES50) de cada lote com alguns pardmetros dos niveis de glandes (JAmE]: R’ =0.99,
TMG: R’ = 0.96 ¢ Tys.25: R = 0.77) (Figura 2). As plantas do lote P-3MC, apresentaram dois momentos
de maior emergéncia (=22%), um aos 35 dias e outro entre os 49-56 dias apos a sementeira (Figura 1).

Pardametros morfologicos

As praticas de viveiro induziram um crescimento significativo (P < 0.001) da parte aérea da planta (altura
e diametro do colo) (Figura 3). A altura média (33 cm) das plantas fertilizadas (F) e micorrizadas (FP) foi
o dobro dos restantes tratamentos (16.4-18.5 cm). Contudo, houve um diferente efeito no didmetro com as
plantas inoculadas a apresentar um didmetro significativamente mais pequeno do que as fertilizadas, 5



mas similar ao didmetro das plantas jovens (PSM-6MC).

A altura das plantas (P7M-3MC e P5M-6MC) produzidas dos 2 niveis de glandes conservadas foi
significativamente (P < 0.001) mais elevada (média de 19 cm) do que a das produzidas de glandes frescas
(POM-F, 16.4 cm) (Figura 3). No primeiro més de crescimento, 81% das plantas PSM-6MC atingiram
esta altura contra apenas 33% das POM-F (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da idade e de praticas de viveiro
(Fertilizagdo"F" ¢ Fertilizadas e micorrizadas "FP") na altura
e no didmetro do colo dos diferentes tratamentos. Valores sdo
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O tratamento PSM-6MC apresentou uma melhor uniformidade que todos os outros com 71.2% das
plantas dentro da classe de alturas entre 13 e 24 cm, seguido dos tratamentos nao fertilizados (P7M-
3M C, 62% e PIM-F, 60.6%). Para os tratamentos F e FP a maior uniformidade (77 e 70%,
respectivamente) situou-se na classe superior (> 24cm) com uma média de altura de 36+7.3 cm (Figura
4).

As plantas mais jovens apresentaram ainda uma razao de area foliar significativamente mais elevada do
que as plantas mais velhas (Tabela 2). No entanto, o crescimento foliar do tratamento fertilizado e
inoculado (P7M-3MC_FP) foi significativamente mais elevado do que todos os outros, apresentando uma
razdo da 4rea foliar (LAR) e uma fraccio de massa foliar (LMF) de respectivamente, 29.2 cm’ g'1 e de
0.27 g g, ndo ultrapassando os 21 cm” g e 0.21 g g, respectivamente, para o resto dos tratamentos
(Tabela 2). Quer para o factor idade quer para as praticas culturais ndo se observaram diferencas

significativas entre a area especifica das folhas (SLA) dos tratamentos.
6



Figura 4. Percentagem de plantas (%)dos
diferentes tratamentos produzidas dos diferentes
niveis de glandes por classes de altura. N: numero
de plantas por tratamento

POM P5M P7M P7M P7M

Classes F 6MC 3MC 3IMC
Alturas 3MC Fp

[<13] 285 135 215 1.9 15.1

[13-24]  60.6 712 620 209  15.1
[>24] 108 151 165 772  69.9

N 592 624 79 158 186

Tabela 2. Efeito da idade e de praticas de viveiro (Fertilizacdo"F" e Fertilizadas e micorrizadas "FP") nos
parametros morfologicos dos diferentes tratamentos (7). Valores sdo medias #Erro padrdo. As diferentes letras

(minusculas para o factor idade e maiusculas para o factor praticas) indicam diferencias significativas (P <0.05)
entre os tratamentos, *: Diferencas significativas (t-test) entre PSM-6MC e P7M-3MC-F.

N T LAR LMF SLA
F POM  14.5+40.08b  0.1540.005b 973+2.7a
6MC P5M  21.6+1.2a 0.20 £0.01 a 101.0£3.0 a

P7M-C 16.1£1.5bB  0.16 £0.01 abB 100.1 £2.7 aA

IMC F 20.5+1.5B 0.21 £0.02 AB 103.8 £7.3 A
FP 2902+23 A 0.27 £0.02 A 1084 £2.5 A

LAR: Razio da area foliar (cm?® g'): area foliar / biomassa total da planta; LMF: frac¢do da massa foliar (g g'): biomassa das folhas /
biomassa total da planta; SLA: 4rea especifica da folhas (cm? g'): aérea foliar / biomassa folha.

Parametros fisiologicos

A Figura 5 mostra que apesar de ndo se terem encontrado diferencas significativas entre as taxas de
crescimento relativo da planta inteira, do eixo dos 2 tratamentos (PSM-6MC e PO9M-F) durante todo o
periodo de producdo (I més até a plantacdo), as plantas jovens investiram significativamente mais no
crescimento do pivot (P = 0.020) e sem diferencas significativas nas raizes secundarias. Pelo contrério as
plantas mais velhas produziram significativamente mais folhas (P < 0.001).

Verificou-se ainda em condic¢des controladas (23 dias), ndo haver um efeito dos tratamentos sobre a TCR
da planta e das suas componentes, contudo observou-se uma diferenga significativa (P = 0.001) quando se
analisou separadamente a biomassa das novas raizes (R2*N) dos diferentes tratamentos. De facto, a razao
de R2*N sobre a biomassa total da planta e do pivot foi significativamente (P = 0.001) mais alta nas
plantas fertilizadas. De qualquer forma, ndo se encontraram diferencas da R2°N/pivot entre as plantas
fertilizadas e as mais jovens (Figura 6).

A tabela 3 mostra que a taxa de assimilacao liquida (NAR) das plantas jovens (PSM-6MC) e das plantas
fertilizadas (_F e FP) foi significativamente reduzida comparativamente aos outros tratamentos (P9OM-

F e P7M-3MC). Por outro lado, a frac¢do da biomassa do eixo (SMF) aumentou significativamente nestes
trés tratamentos. Comparando o efeito dos 2 factores (idade e praticas) verifica-se que as plantas ndo
fertilizadas investiram significativamente mais no desenvolvimento do sistema radicular (principalmente
nas raizes secundarias) enquanto as praticas favoreceram a parte aérea. De facto, a razdo entre estas duas

componentes (S/R) ¢ quase 3 vezes mais elevada nos tratamentos F e FP do que nos tratamentos,,



(POM-F ¢ P7TM-3MC). E de apontar também que as plantas mais jovens apresentam um S/R duas vezes
superior ao das plantas mais velhas (Tabela 3).
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Figura 5. Efeito da idade na taxa de crescimento
relativo (TCR) da planta e das suas componentes
para o periodo de crescimento de 9 e 5 meses
(POM-F e P5M-6MC) a plantagdo. Valores sdo
medias #Erro padrdo. As diferentes letras indicam
diferencas significativas (P < 0.05) entre os

Figura 6. Efeito da idade e de praticas de
viveiro (Fertilizagao"F" e Fertilizadas e
micorrizadas "FP") na razdo da biomassa das
raizes novas sobre a biomassa total da planta
(R2N/PIt) e sobre a biomassa do pivot
(R2N/Pivot). Valores sao medias +Erro
padrado. As diferentes letras indicam diferencas
significativas entre os tratamentos (minusculas
para o factor idade e maiusculas para o factor

Tabela 3. Efeito da idade e de praticas de viveiro (Fertilizacdo"F" e Fertilizadas e micorrizadas "FP") nos
parametros morfologicos dos diferentes tratamentos (7). Valores sdo medias Erro padrdo. As diferentes letras
indicam diferencias significativas (P < 0.05) entre os tratamentos (minusculas para o factor idade e maivsculas
para o factor praticas); *: Diferengas significativas (t-test) entre PSM-6MC e P7M-3MC-F.

N T SMF S/R RMF RMF-R2*  RMEF- Pivot NAR

F POM 0.09£0.004b 0.32+0.01b 0.76 £0.01 a 0.10£0.01 a 0.66 £0.01 a 0.07 £0.004 a

6MC PsM 0.18 £0.01 a 0.62 £0.05 a 0.62 £0.02b*  0.10+0.01 a*  0.53+0.01b 0.05 £0.003 b
P7M-C 0.09 £0.01 bB  0.35+£0.04 bB  0.75 £0.02 aA  0.09 £0.02 aA  0.65 £0.04 aA  0.06 £0.01 abA

3IMC _F 020£0.02A 0.71£0.04 A 0.59+0.01 A 0.09£0.01 A 0.50£0.01 B 0.05 £0.005 A
_FP 0.17+0.01 A 088x02A 0.56 £0.03 A 0.07 £0.01 A 0.49£0.03 B 0.04 £0.002 B

SMF: fracgio da biomassa do eixo (g g'): biomassa do eixo / biomassa total da planta; NAR: Assimilagio liquida (g g): taxa do incremento
da biomassa da planta / unidade da area foliar; RMF — pivot ou — R2*: fracgdo da biomassa do sistema radicular, — pivot ou raizes secundarias
(g g): biomassa do sistema radicular, — pivot ou — raizes secundarias / biomassa total da planta; S/R: razio parte aérea / parte radicular

A concentragdo de amido no pivot foi idéntica para todos os tratamentos (c.a. 343.6 2.1 mg g”' ) com
excepgao das plantas do nivel 3MC nao fertilizadas (283.9 £6.3 mg g'l). A concentragao de amido no
eixo foi significativamente mais baixa do que no pivot, mas sem diferencas entre tratamentos (Figura 7).
A concentragdo em acgucares foi similar em todos os tratamentos e nas duas componentes da planta,
excepto para as plantas jovens para as quais a concentragdo no eixo foi significativamente mais alta que
no pivot (Figura 7).

A razdo isotopica (8'°C) das folhas (Figura 8) e a percentagem de azoto (%N,) das folhas e do eixo
(Tabela 4) encontram-se significativamente reduzidas nas plantas mais velhas (P9M-F) relativamente as
plantas jovens provenientes de sementes conservadas (PSM-6MC e P7M-3MC). Contudo, a idade da
planta ndo afectou a 8"°C do pivot e do eixo nem a %N, do pivot (Tabela 4). As praticas do viveiro, pors



sua vez, parecem ndo ter influenciado a razdo isotopica da planta (Figura 8). Embora, a Anova tenha
mostrado haver diferencas significativas da 8'°C do pivot entre os tratamentos, o teste de Tukey ndo
permitiu distingui-los. Esta razdo foi significativamente mais baixa no pivot das plantas fertilizadas do
que nas mais jovens.
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0 Figura 8. Efeito da idade e de praticas de viveiro
POM | PSM P7TM.( _F | _FP na razio isotopica 8"°C das folhas, pivot e eixo
r lemc | 3mc | amc | 3mc dos diferentes tratamentos. Valores sdo medias
#Erro padrdo. As diferentes letras indicam
E;gT Tratflm?ntos de plantas diferencas significativas (P < 0.05) entre os
e niveis de sementes tratamentos (minusculas para o factor idade e

maiusculas para o factor praticas); *: Diferencas

Figura 7. Concentracdo e reparticdo dos agucares significativas (t-test) entre P5SM-6MC e P7M-
(amido € agucares soltveis) no pivot € no eixo das 3170 F

plantas de diferentes tratamentos. Valores sdo
medias #Erro padrdo. As diferentes letras indicam
diferencias significativas (P < 0.05) entre os
tratamentos(minusculas para o factor idade e
maiusculas para o factor pradticas). *: Diferencas
significativas da reparti¢do.

Tabela 4. Efeito da idade e das praticas de viveiro (Fertilizagao"F" e Fertilizadas ¢ micorrizadas "FP") nas
percentagens de carbono e de azoto das folhas, pivot e eixo das plantas dos diferentes tratamentos (7). Valores sdo
medias #Erro padrdo. As diferentes letras indicam diferencias significativas (P <0.05) entre os tratamentos.

% de carbono % de Azoto
N T Folhas Pivot Eixo Folhas Pivot Eixo
F POM 476 t1.2 a 47.140.03a 42.0+l14a 1.2+0.1b 0.5+0.01 a 0.4 £0.02b

6MC PSM 48 7t1.4a 455+2.4a 477423 a 1.84+0.1a 09+0.03a 0.6£0.04a
P7M-C 523 +l1.6aA 42910.7aA 48.0+1.8aA | 1.7+0.1abB 0.9 0.1 aA 0.6 0.1 aA

sMCc  F 508+1.9A 459+19A 454+1.7A |2120.1A* 15402A* 0.6+0.02A
FP 474+04A 403209A 464119A |182004B 14201A 082001 A




Discussao

Desde 1997/98 ano em que se iniciou o processo de certificagdo de plantas em Portugal (Portaria n.°
918/98, de 21 de Outubro), certificaram-se a 77% (40 milhdes) do total de 52 milhdes de plantas de
diferentes espécies, segundo critérios baseados em parametros morfoldgicos (e.g. altura, razdo parte
aérea/raizes, conformacao) (Ribeiro 2003). Ainda segundo esta fonte, as previsdes da area a arborizar
com sobreiro para os 4 anos seguintes sdo de cerca de 1600 ha/ano. Por outro lado, verifica-se pela
concertacdo interprofissional entre os agentes da fileira da cortica uma crescente preocupagdo com a
reabilitacdo do montado, através da melhoria das praticas de produgdo de plantas e de gestdo (Louro
2003).

Na maioria dos parametros analisados em 5 tratamentos de plantas produzidas de diferentes niveis
fisioldgicos de glandes, a reducdo da idade da planta & plantagdo exerceu um efeito positivo na sua
qualidade morfoldgica e fisiologica. O crescimento exponencial das plantas jovens produzidas do nivel
6MC (6 meses de conservagdo) ¢ significativamente acelerado quando comparado ao das plantas mais
velhas, tradicionalmente produzidas de glandes frescas (nivel F) e, com menor relevancia, ao das plantas
originadas de sementes conservadas durante 3 meses (nivel 3MC). Em condi¢des controladas, foi ja
demonstrado o efeito benéfico da conservagdo das glandes no estado fisioldgico da planta de 60 dias de
idade (Merouani et al. 2001b). Em condi¢des de viveiro verificou-se também uma boa correlagao entre os
niveis fisioldgicos da glande e alguns novos parametros (e.g. emergéncia, uniformidade, crescimento
juvenil) que condicionam a futura taxa de crescimento relativo da planta (TCR), conceito que integra os
parametros de qualidade da planta (Villar ef al. 2004). O tempo de emergéncia total das plantas (TE;) e o
periodo para se atingir os 50% (TEs) sdo fortemente reduzidos nas plantas produzidas do nivel 6MC
quando comparados com os tempos do nivel F e 3MC. A totalidade das plantas do nivel 6MC emergiram
56 dias apos a data de pré-germinacdo contra 84 dias para as do nivel F. Consequentemente, obteve-se
uma alta uniformidade na altura das plantas mais jovens, com cerca de 70% dentro do intervalo de 13-24
cm (ou 81% no primeiro més de crescimento). Uma boa correlagdo foi obtida entre a média do tempo da
emergéncia dos 50% das plantas (mTEsp) ¢ o TMG (R’ = 0.96), por um lado e a uniformidade da
germinagdo da glande Tssos (R = 0.77) por outro. Sabe-se que ocorrem alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas durante a conservagdo das glandes. O grau de dorméncia cotilédonaria das glandes frescas
(nivel F) (Merouani 1996, Merouani et al. 2001a) desaparece completamente aos 3-4 meses de
conservacdo em frio humido (Merouani ef al. 2001a), para surgir depois novamente uma dorméncia
secundaria aos 12-13 meses (Merouani ef al. 2004). A dorméncia do epicotilo foi também encontrada nas
plantas de sobreiro (Merouani ef al. 2001b).

Se varios trabalhos experimentais concluiram que as reservas e o tamanho das sementes afectam o
crescimento da planta (Andersson e Frost 1996, Merouani et al. 2001b, Kennedy et al. 2004), os
presentes resultados demonstram que esta relagdo deve se a concentracao de amido do eixo embrionario
(R? =0.99) e ndo a dos cotilédones, representando o principal local de reservas. Apesar de a concentragio
de amido nos cotilédones das glandes do nivel 3MC (TMG intermédio) representar 75% das reservas
totais contra 65% para os niveis F e 6MC, o potencial de crescimento das plantas foi apenas intermédio.
Também, a andlise das reservas da planta (amido, agiicares) parece ndo depender da idade da planta, com
excepgdo para as plantas do nivel 3MC que mostraram uma redugdo da concentra¢do de amido no pivot.
Estes resultados sugerem que o crescimento juvenil das plantas depende ndo tanto da quantidade das
reservas, mas provavelmente também da forma como sdo integrados os diferentes componentes (e.g.
amido, proteinas, lipidos) em cada nivel fisiologico da semente e, sobretudo, das condi¢des do momento
da produgdo (temperatura e humidade). A razdo isotdpica (8"°C) das folhas das plantas mais velhas (P9M-
F) foi significativamente mais baixa (-28.7 £0.1) relativamente a das plantas mais jovens (-27.9 £0.1). As
médias da 8"°C do pivot (-25.8 £0.3) e do eixo (-26.9 +0.2) do todos tratamentos sdo similares aos obtidos
por Kennedy et al. (2004) que demonstrou haver uma tendéncia das folhas para deixar de usar as reservas

cotilédonares, 4 dias apds a inicia¢do da actividade fotossintética. 10



As plantas com uma TCR elevada tém maior probabilidade de sobrevivéncia, estabelecendo rapidamente
um sistema radicular profundo e ramificado, explorando um maior volume de solo que lhe permite uma
nutri¢do mineral adequada e manter o seu potencial hidrico alto durante os periodos de secura (Leiva and
Fernandez-Alés 1998, Villar- Salvador et al. 2004). O maior crescimento, observado no primeiro més,
nas plantas jovens (PSM-6MC) relativamente as plantas mais velhas (P9M-F), atenuou as diferencas da
TCR destes 2 tratamentos. Este facto resultou do periodo do ano em que este ocorreu e da supressdo da
dorméncia deste nivel de semente (6MC). Contudo, observou-se um investimento significativamente
maior no pivot das plantas jovens e uma tendéncia semelhante nas suas raizes secundarias. De facto, a
razdo biomassa das raizes secundarias relativamente ao pivot das plantas jovens, em condi¢des
controladas, foi significativamente mais alto reflectindo o seu maior crescimento.

Comparando o comportamento das plantas jovens do nivel 6MC com as que foram fertilizadas do nivel
3MC, verifica-se que s6 em alguns parametros (altura, didmetro, R2N/Plt, NAR e %N do pivot) houve
diferencas significativas em favor das fertilizadas. Todos os outros parametros estudados foram
semelhantes. Contudo, as plantas mais jovens tém tendéncia a aumentar a frac¢do do sistema radicular
(RMF) do que as plantas fertilizadas, especialmente em raizes secundarias (RMF R2?). Adicionalmente, a
8'3C do pivot das plantas fertilizadas ¢ significativamente mais baixo e a percentagem de azoto do pivot e
do eixo significativamente mais altos do que nas plantas jovens. Isto significara, provavelmente, que as
plantas fertilizadas preferem os nutrientes da solu¢do nutritiva e deixaram de usar as reservas dos
cotilédones. Sabe-se que a fertilizagdo melhora significativamente o crescimento das plantas de diferentes
espécies (Welander e Ottosson 2000, Fan et al. 2004, Villar-Salvador et al. 2004). Porém, uma forte
fertilizacdo pode prejudicar o sucesso da plantagdo induzindo uma redugdo da biomassa radicular e da
tolerancia a secura (Tan and Hogan 1995), e induzindo um aumento da area foliar, do tamanho do eixo e
do S/R (Pardos e Montero 2000). Ao contrario, Villar-Salvador et al. (2004) mostrou que uma forte
fertilizagdo (145mg N, 16mg P e 34mg K/planta) em plantas de azinheira (Q. ilex L.) em viveiro pode
melhorar o crescimento e a sobrevivéncia durante os dois primeiros anos ap6s a instalagao
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Catherine Pernault (INRA, Franca) pela implementacao da técnica de micorrizagdo. Este trabalho insere-
se nas actividades dos Projectos CREOAK-QLK5-CT-2002-01594 e POCT1/41359/AGG/2001.

Referéncias

Andersson C. e Frost 1. 1996. Growth of Quercus robur seedlings after experimental grazing and cotyledons removal. Acta
Bot. Neerland. 45: 85-94.

Bastien Y. 1992. Résultats de semis de glands de conservation en pépiniére. Rev. For. Fr. XLIV, 5, 430-433.

Broncano MJ, Riba M, Retana J,. 1998. Seed germination and seedling performance of two Mediterranean tree species, holm
oak ( Quercus ilex L.) and alepo pine (Pinus halepensis Mill.): a multifactor experimental approach. Plant Ecol. 138, 17-26

Carvalho J.B., Morais C.J.E., Analise da florestagdo em Portugal 1966-1995,- 1996- Reunido de Especialistas em Reabilitagdo
de Ecossistemas Florestais Degradados. Instituto Florestal. Lisboa, Portugal.

Colpaert JV, Van Laere A, Van Assche JA,. 1996. Carbonand nitrogen allocation in ectomycorrhizal and non-mycorrhizal
Pinus sylvestris L. seedlings. Tree Physiol. 16, 787-793

Fan Z, Moore JM, Wenny D. 2004. Growth and nutrition of container-grown ponderosa pine seedlings with controlled-release
fertilizer incorporated in the root plug. Ann. For.Sci. 61, 117-124.

Fuchs, M.A., Krannitz, P.G. & Harestad, A.S. 2000: Factors affecting emergence and first-year survival of seedlings of Garry
oaks (Quercus garryana) in British Columbia, Can. For. Ecol. Manage. 137: 209-219.

Gonzalez-Ochoa Al, de las Heras J, Torre P, e Sanchez-Gomez E. 2003. Mycorrhization of Pinus halepensis Mill. and Pinus
pinaster Aiton seedlings in two commercial nurseries. Ann.For,Sci. 60, 43-48.

Halhoul, MN., Kleinberg 1., 1972. Differential determination of glucose and fructose and glucose-and fructose-yielding
substances with anthrone. Annals of biochemistry. 50: 337-343.
http://aob.oupjournals.org/content/vol90/issued/images/data/485/DC1/Mcf2 1 4suppl.xls.

Hunt R Causton DR, Shipley B, Askew AP. 2002. a modern tool for classical growth analysis. Annals of botany 90: 485-488.

ISTA, International Rules for Seed Testing 2003: Biochemichal test for viability. The topographical tetrazolium test. 11



http://aob.oupjournals.org/content/vol90/issue4/images/data/485/DC1/Mcf214suppl.xls

Annexe to Chapter 6. Tetrazolium Test 6A4-1.

Kennedy PG., Hausmann NJ., Wenk EH. E Dawson TE. 2004. The importance of seed reserves for seedling performance: an
integrated approach using morphological, physiological, and stable isotope techniques. Oecologia. 141: 547-554.

Kiriinya CK. 2001. Effects of seedlings duration in the nursery on the growth of trees in the field. Nersery production and
stand establishment of broad-leaves to promote sustainable forest management. Palazzo Rospigliosi, Rome-7"-10" May
2001. (Resumo).

Leiva MJ, e Fernandez-Alés R. 1998. Variability in seedling water status during drought within a Quercus ilex subsp. Bollota
population, and its relation to seedling morphology. For. Ecol. Manag. 111, 147-156.

Louro, G. 1999: Avaliagad da aplicagdo de programas de apoio a floresta na regido do algarve, Direc¢do Geral das Florestas
(DGF-Lisboa), Portugal, 29p.

Louro, G. 2003: Informacao técnica n° 4, Janeiro/Mar¢o, DVPF, DGRF

Marianito,E.M.G. 2001. Efeito na qualidade das plantas da conservagdo de sementes de sobreiro no frio. Rel. Trab. Final.
Curso Eng. Florestal. ISA

McKay H.M., Jinks R.L., McEvoy C.,- 1999- The effect of desiccation and rough-handling on the survival and early growth of
ash, beech, birch and oak seedling, Ann. For. Sci. 56: 391-402.

Merouani H, J Minas, Almeida MH, Pereira JS.2001a’, A conservagdo da semente: uma solugdo para promover o montado. 4¢
Congresso Florestal “A Floresta na Sociedade do Futuro”, Evora (Portugal), 28-30 de Novembro de 2001

Merouani H., Branco C., Almeida M.H., Pereira J.S.,- 2001a- Comportement physiologique des glands de chéne liege
(Quercus suber L.) durant leur conservation et variabilité inter-individus producteurs, Ann. For. Sci. 58:143-153.

Merouani H., Branco C., Almeida M.H., Pereira J.S.,- 2001b- Effects of acorn storage duration and parental tree on emergence
and physiological status of Cork oak (Quercus suber L.), Ann. For. Sci. 58:543-554.

Merouani H., Trubat R., Lourenco MJ., Sampaio T., Santos ML., Cortina J., Pereira JS. e Almeida MH. 2004. Le
développement de champignons, un facteur limitant la conservation a long terme des glands de chéne-liége (Quercus suber
L.). 4° Meeting IOLB, Hammamet, Tunisia 5-9 Octobre 2004. Boletim de IOLB, (in press)

Merouani, H., Branco, M., Almeida, M.H. & Pereira. J.S. 2001c: — A conservagdo a longo prazo de sementes de sobreiro.
Manual pratico. Ed.G Priod, I. Monteleone and P. Belleti., 23 p. .

Merouani; M.H. Almeida; J.S. Pereira 2004. - Effects of precondition drying on the success of long-term storage of oak cork
(Quercus suber L.) acorns. Ann. For. Sci. (submetido 2004).

Nardini A, Salleo S, Tyree MT, e Vertovec M. 2000- Influence of the ectomycorrhizas formed by Tuber melanosporum Vitt.
On hydraulic conductance and water relations of Quercus ilex L. seedlings. Ann. For. Sci. 57: 305-312.

O’Reilly C., McCarthy N., Keane M., Harper C.P., Gardiner J.J.,- 1999- The physiological status of Douglas fir seedlings and
the field performance of freshly lifted and cold stored stock, Ann. For. Sci. 56: 391-402

Pardos M e Montero G. 2000. Seedling quality. Specila reference to cork oak. Mediterranean Silviculture with emphasis in
Quercus suber, Pinus pinea and Eucalyptus sp. ITUFRO meeting, Seville. (May 2000)., 5-25

Rey-Benayas JM, 1998. Growth and mortality in Quercus ilex L. seedlings afterirrigation and artificial shading in
Mediterranean set-aside agricultural lands. Ann. Sci. For. 55, 801-807.

Ribeiro D. 2003. Informacéo técnica n° 4, Janeiro/Mar¢o, DVPF, DGRF.

Ritchie GA, 1984. Assessing seedling quality, in: Dureyea ML., Landis TD, Eds. Forest Nursey Manual: Production of
bareroot seedlings, Martinus Nijhoff/Dr.W.Junk Publishers, The Hague/Boston/Lancaster, 243-259.

Silva C e Ribeiro D. 2003. Informagao técnica n° 4, Janeiro/Mar¢o, DVPF, DGRF

Tan W e Hogan GD, 1995. Effects of nitrogen limitation on water relations of jack pine (Pinus banksiana Lamb.) seedlings.
Plant Cell. Environ. 18, 757-764.

Teixeira A. 2003. Informagao técnica n°® 4, Janeiro/Margo, DVPF, DGRF

Tinus, R.W. 1996: Root growth potential as an indicator of drought stress history, Tree Physiol. 16: 795-799.

Villar R, Ruiz-Robleto J, Quero JL, Poorter H, Valladores F, Marafion T. 2004. Tasas de crecimiento en espécies lefiosasa:
aspectos funcionales e implicaciones ecologicas. Ecologia del bosque medterraneo en un mundo cambiante. Ministério de
Médio Ambiente, EGRAF, SA, Madrid, 191-227.

Villar-Salvador P, R Planelles, Enriquez E, Pefiuelas Rubira J. 2004. Nursery cultivationregimes, plant functional attributes,
and field performance relationships in the the Mediterranean oak Quercus ilex L. For. Ecol. Manage., 196, 257-266

Welander NT e Ottosson B., 2000. The influence of low light, drought and fertilization on transpiration and growth in young
seedlings of Quercus robur L. For. Ecol. Manage, 127, 139-151.

12



4. Concluséo geral

Foi desenvolvido un novo procedimento de conservacdo da lande do sobreiro
por um periodo de 12-15 meses (12-15MC) e implementado com éxito a escala
de viveiro e de campo em diferentes projectos europeus e nacionais. E um
processo aplicavel para outras Quercineas desde que o0s requisitos basicos
sejam respeitados e dos quais é de salientar o conhecimento das caracteristicas
morfologicas (teor da agua das diferentes componentes), fisioldgicas (grau de
dorméncia primaria) e sanitarias (grau de atague e infeccdo) da semente madura
(estado fresco), o controlo da sua maturagcdo para garantir uma eficiéncia da
apanha (qualidade, quantidade e custo), o rigor e rapidez dos tratamentos
(termoterapia, secagem) e a adequacédo das condicOes de conservacao (tipo de
saco, temperatura e humidade relativa da camara). Trata-se de um processo
technologico patenteado® que altera radicalmente o procedimento tradicional de
conservacao e com desenvolvimento de um prototipo eficaz (fiabilidade, rapidez
de processamento e eficiencia energética) para tratar, analisar e conservar

guantidades a escala comercial.

As vantagens desta inovacdo sdo inumeras; para além dos ganhos economicos,
guer ao nivel de viveiro quer de campo (reducdo dos desperdicios), a
planificacdo das acc¢Oes torna-se flexivel ao longo do ano, permitindo assim
duplicar ou triplicar as producbes e as instalagbes com um maximo
aproveitamento das condi¢des favoraveis ao crescimento do material florestal de
reproducdo (MFR). A escala laboratorial, as experimentacdes serdo, de ora
avante, continuas e nao irdo ficar constrangidas ao Unico e curto periodo da
gueda natural das sementes (Outubro-Dezembro), o que ir4 certamente
beneficiar o desenvolvimento cientifico das Quercineas em geral e do sobreiro e
azinho em particular. Com o efeito positivo dos tratamentos e do frio humido
(desinfeccdo, quebra de dorméncia priméaria) e a reducdo do tempo de
producdo, a qualidade da semente morfolégica e fisiologica da semente
conservada e da planta produzida desta é inigualavel. De facto, a germinacdo da
semente conservada torna-se rapida e uniforme e o potencial de crescimento

das raizes (PCR) é significativamente superior ao da planta convencional e
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similar ao da planta fertilizada. Associando estas vantagens com o0
aperfeicoamento das préticas silvicolas (qualidade genética da semente, escolha
do terreno, cova profunda, proteccdo), o sucesso de reflorestacdo sera

obviamente melhorado.

Em todos os estudos de silvicultura e particularmente das Quercineas, algumas
perguntas podem ficar pendentes devido a lentiddo das respostas (espécies de
crescimento lento) e a dificuldade de resolver algumas situagbes como por
exemplo as infec¢cdes. O nosso estudo ndo foge a regra e, portanto, deixa
pendente o problema da proliferacdo de fungos apds o primeiro ano de

conservacao.
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Anexos

1- Registos de patente: Portugal, Marrocos e Espanha

2- Homologacdo da Agéncia da Inovacdo para a criacdo da empresa de base
tecnoldgica (Iniciativa Neotec - Medida 7.2 do POS_Conhecimento)

3- Manual prético do processamento e conservacao da semente.
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04-12-2007

PT Instituto Superior de Agronomfay otros
Tapada de Ajuda
1349-017 Lisboa PT

AOLF 25/00 (2006.01)
06-12-2006 PT 103611

P 200703228 (7)

Proceso de conservacién de semillas de alcornoque y/o semillas
recalcitrantes.

Proceso de conservacién de semillas de alcornoque y/o semillas
recalcitrantes.

La presente invencion consiste en un proceso de conservacién de bellota
y/u otras semillas recalcitrantes. La técnica de conservacién desarrollada
se centra esencialmente en el control de dos dreas: las exigencias
intrinsccas de la semilla (su estado hidrico y fitosanitario) en el
momento de la recoleccién, durante el secado y a lo largo de fa
conservacion, y las exigencias extrinsecas (tipo de saco, la temperatura y
humedad relativa de las cémaras de conservacién). Asf, ademéas de
desarrollar un proceso de conservacion mis eficiente y eficaz, también
da lugar a un producto de mucha més calidad.

Arizti Acha, Ménica
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28-03-2008

ES Quality Espresso, S. A.
Motores 1-9
Barcelona ES

A47J 31706 (2006.01) A47T 31/44 (2006.01)

Portacacillos para miquina de café,

P 200800869 (X)

Portacacillos para méquina de café.

Comprende un recipiente (10) acoplado a un mango. Dicho recipiente
(10) define un alojamiento (I 1) para recibir un cacillo amovible, y esta
unido por una cara exterior (13) a un cuerpo distribuidor (12) mediante
un elemento de fijacién dispuesto a través del fondo del recipiente (10)
con un orificio de paso.

Torner Lasalle, Elisabet
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E05C 9/02 (2006.01) E05C 9/18 (2006.01)

Mejoras en Ia patente de invencién p-200703137 por "Cerradura
central para sistema de cierre multipunto con reenvios
automdticos",

P 200703137 (X), solicitado el 09-11-2007.

Mejoras en la Patente P-200703137 “Cerradura central para sistema de
cierre multipunto con, reenvios awtomaticos”, donde la regla vertical (1)
posee una prominencia transversal (1) estando su altura ajustada por
defecto a través de una abertura (4c) practicada en un suplemento de
nueca (4) que proyecta hacia arriba un brazo radial (4d) que, entre sus
posiciones accionada y de reposo, est4 impulsado por el propio muelle
recuperador (15) del picaporte de cierre (6); dicha abertura (4¢) del
suplemento de nueca (4) tiene un canto inferior (4¢) sobre el que
descansa un resalto inferior (1g) de la prominencia transversal (1f) en la
posicién inferior de reposo de la regla vertical (1) en conjuncién con la
posicién de reposo del suplemento de nueca (4) y con la posicién
extendida de reposo del picaporte de cierre (6), al tiempo que esta
abertura (4c) del suplemento de nueca (4) tiene un canto superior (4f)
que, con una holgura conveniente, queda adyacente sobre un resalto
superior (1h) de dicha prominencia: transversal (1f).

Izquierdo Faces, José

[Z P 200801450 (9)
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20-05-2008

ES Telefénica, S. A.
Gran Via, 28
Madrid ES

HO4L 12/18 (2006.01)

Distribucién de flujos multimedia de banda ancha en conexiones
Wifi,

Distribuci6n de flujos multimedia de banda ancha en conexiones Wifi
presenta una i6n basada en proporcionada por un
mecanismo de tunelizacion el tréfico IP Multicast mediante taneles IP
Unicast. Estos taneles se definen a nivel IP y se pueden establecer,
segin el caso, entre el equipo de acceso del proveedor y el
descodificador (STB), o bien entre el médem-router WiFi del usuario y
¢l descodificador (STB) del servicio de distribucion de televisién digital.

Arizti Acha, Ménica

] P 200801467 (3)
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Proceso de conservacién de semillas de alcornoque y/o
semillas recalcitrantes.

La presente invencién consiste en un proceso de con-
servacion de bellota y/u otras semillas recalcitrantes. La
técnica de conservacion desarrollada se centra esencial-
mente en el control de dos dreas: las exigencias intrinse-
cas de la semilla (su estado hidrico y fitosanitario) en el
momento de la recoleccién, durante el secado y a lo largo
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O sobreiro desempenha um importante papel ecologico e sécio-
economico. Contudo, actualmente considera-se que se encontra em
perigo de regressdo devido as fortes pressbes antropogénicas e
ambientais. A estes condicionalismos ha a acrescentar a dificuldade
da sua regeneracéo natural.

A irregularidade na producdo de sementes é bem conhecida no
sobreiro. A um ano de safra (maior producdo) podem seguir-se 2
a 5 anos de contra-safra (menor producdo). A este problema,
adiciona-se a dificuldade de germinacdo de sementes frescas
devido a sua dorméncia. A lentiddo do processo germinativo
aumenta os riscos de ataque por roedores e da perda de
viabilidade da semente resultante da sua desidratagéo.

A conservacao da semente contribui para superar estes problemas
e pode ser uma alternativa para a reflorestacdo e
rejuvenescimento do sobreiro.

Até agora, devido a uma inadequacdo no processamento das
sementes do sobreiro e a utilizagdo de equipamentos inapropriados,
os viveiristas tém tido dificuldades na sua conservacao por longo
periodos. A conservacgdo a longo prazo de sementes recalcitrantes é
uma tarefa complexa mas possivel se algumas das antigas praticas
forem substituidas.

O sucesso da conservagdo requer muita atencdo durante todo o
processo, a partir da colheita. Precisam de ser cuidadosamente
avaliadas e testadas etapas como a maturacdo da semente,
momento da colheita (estado fisiol6gico), ritmo de secagem, o
conteido em &gua, o tratamento com a termoterapia, o tipo de
saco utilizado na conservagao.

O objectivo deste manual é disponibilizar os conhecimentos
adquiridos durante 3 anos de experiéncias na conservacdo de
sementes de sobreiro (Projecto Europeu FAIR5-CT97-3480),
descrevendo 0s aspectos praticos para assegurar a sua
conservacgao a longo prazo.




Col heita da senente:
Onde, Conp e Quando?

Sabe-se que a sobrevivéncia e a produgédo das plantas séo
afectadas pela qualidade de sementes. De facto, para
assegurar uma elevada qualidade de sementes, devemos
colher em:

povoamentos puros Evitar a recolha em arvores
e arvores saudaveis isoladas devido a consanguinidade

Para prever o periodo de maturacdo, sao necessarias
observacdes prévias e determinacbes do teor de humidade
das sementes. Quando a maturacdo esta completa, a teor em
agua das sementes varia entre 43 e 50% correspondendo a
cerca de 42% nos cotilédones. Esta humidade parece ser um
bom indicador da maturidade das sementes.

Os povoamento e as arvores sdo, entdo, seleccionados e
identificados.

A maturacdo é afectada por condi¢cBes climatéricas e
ambientais. Em Portugal, a maturacdo ocorre entre 10 e 25 de
Novembro.




Cono prever a maturi dade

O sucesso da conservacdo comeca com a colheita. Se as
sementes ndo estiverem maduras a sua taxa de germinacao
vai ser fraca e perdem a sua viabilidade durante a
conservagao.

Durante a maturagdo, o peso das sementes aumenta até
atingir o valor final, variando entre localidades e arvores maes,
tornando-se o pericarpo progressivamente castanho.

Quando as sementes comecam a cair (1* semana de
Novembro), a maioria das que permanecem na arvore estéo
normalmente maduras. Neste momento os meios devem
ser orientados no sentido de organizar a colheita. Foi
demonstrado que a demora na colheita e o0 estado das
sementes (frescas ou desidratadas) afecta claramente o
sucesso da conservacao.




1- Instale redes por
baixo das copas de
todas as arvores
seleccionadas, ou limpe
0 chao para eliminar as
sementes ja caidas.

Ou simplesmente

desloque a rede entre as
arvores seleccionadas.

3 - Relina uma equipa
de apanha para reduzir
ao maximo o tempo de

colheita. Recolha as
sementes caidas na rede
e coloque-as em sacos
de rede para evitar uma
atmosfera confinada.

2 — Coloque uma
corda a volta dos
ramos finos e abane
ligeiramente para
induzir a queda.
Assim, as sementes
destacam-se
facilmente das
cdpsulas sem se
danificar.




A colheita tradicional é geralmente um processo muito
lento. Ele consiste em recolher as sementes do chao
durante um longo periodo, aumentando o risco de perda da
sua viabilidade e da sua pré-germinacdo, reduzindo
portanto a possibilidade da sua conservacdo. A perda de
viabilidade das sementes pode ser devida quer a ataques de
pragas e fungos quer a sua desidratacao.

A vantagem de colheita controlada € a reducdo da duracéo
de colheita, permitindo assim fornecer sementes frescas
com elevada qualidade.

As sementes podem também ser apanhadas do chdo se
tiverem caido recentemente.

Escolha sementes
verdes-acastanhadas,
cor indicativa da sua
recente queda

Evite misturar
sementes apanhadas
do chdo com aquelas
colhidas da arvore




Sinais do nau est ado

das senentes

A cor clara A cor escura
indica que as indica que as sementes
sementes estiveram foram totalmente
no chéo durante muito infestadas por fungos. Por
tempo, risco de vezes as sementes
desidratacao. parecem estar boas, mas

podem estar infestadas

no interior.

:lg=_1a=ai!lxﬁ50’reCKn

Buracos na semente:

0 Curculio elephas ataca as
sementes na arvore, consome
as reservas, afecta
negativamente o
desenvolvimento das plantas.

_ha!‘” W

Forma irregular:
a alteracdo da
forma pode indicar
ataque de
insectos.

e baixa producao de

As plantas resultantes de
sementes atacadas exibem uma
fraca taxa de desenvolvimento

biomassa




Manuseanento e transporte
de senentes

O manuseamento inadequado das sementes desde a
colheita e durante o processamento pode drasticamente
afectar a sua viabilidade durante a conservacao.

Separar as sementes
apanhadas da arvore
daquelas apanhadas do
chao

Evite deixar as sementes ao sol

Devido a sua alta actividade
metabdlica (sementes
recalcitrantes), as sementes

devem ser colocadas em sacos de

rede ou em caixas perfuradas
para permitir o seu arejamento.

Qvitar 0 uso de sacos de plésticos>

7




Durante o transporte, as sementes precisam de estar bem
ventiladas e ndo devem ser expostas a temperaturas
elevadas. Assim:

Evite deixar

Use veiculos OT SanS 6'1[0

cobertos ou Sg ou , e? ro
i e veiculos

refrigerados Db e e

devem ser
empilhados para

nao serem
criadas condic¢oes
de anaerobiose

O sucesso da conservacao depende muito da
rapidez do processamento. Portanto as
sementes colhidas diariamente (se for uma
grande quantidade) ou no maximo durante 3
dias devem ser imediatamente preparadas
para a conservagao.

Se a colheita é efectuada durante 3 dias, as
sementes devem ser guardadas em local fresco (4-
5°C) para minimizar a perda de agua




Conservacao da Senente:

Li npeza
Geralmente, na recepcao Limpe as sementes para
as sementes apresentam tornar a conservacgao
impurezas tais como mais facil e assegurar
folhas, sementes vazias, uma alta qualidade de
ramos....etc. sementes

como Iimpé-las D

Submirja as As impurezas (folhas,
sementes em ramos, sementes vazias)
agua mexendo vao flutuar
ligeiramente

As sementes saudaveis

vao afundar-se.

Esta etapa torna-se mais facil e rapida se a colheita tiver
sido feita com redes ou a partir do chdo depois de limpo




Retire todas as sementes que flutuam

k|

i i

Contudo, algumas sementes com buracos
podem também afundar-se.

Portanto, deve

Escolher a mao

Remova os restantes impurezas (ramos...)

Elimine todas as sementes com buracos e
com pericarpo escuro (totalmente
infestadas por fungos)

T mm 13

s




Tr at anent o das senent es

Termoterapia

O tratamento térmico € uma etapa indispensavel
para garantir o sucesso da conservagao por um
longo periodo. Este tratamento (45 +1°C por 2

horas) provou ser eficaz contra as larvas de
Curculio elephas, Lepidoptera Tortricidae e a
proliferacdo dos fungos.

Como trata-las?

Imediatamente depois da
limpeza, as sementes
devem ser submersas em
agua previamente
aquecida a 45 °C

Com a submerséo a
temperatura baixa,
espere até atingir 45°C e
aguarde 2 horas

Volte a eliminar as
sementes que flutuam

Ocasionalmente remexa
para uniformizar a
temperatura

Depois do tratamento
térmico deixe-as a
drenar por algum tempo

11




Provamos que a termoterapia nao afecta a qualidade
das sementes e das plantas.

i
||||II::|',‘,':'|':=|'|||-I' . g,
u_||||'I|I|II' L '. -_."-_:-"-' -

Depois de 1 a 2 horas de drenagem, a qualidade das
sementes deve ser avaliada antes de as secar e
conservar.

Os parametros mais praticos de avaliacdo de qualidade de
sementes para confirmar que sao viaveis e ter uma
referéncia para o grau de secagem vao ser descritos em
anexo.

Li bertacédo de
El ectrolitos pel o Enbriéo

12




Fase de secagem

A viabilidade das sementes durante a conservacgcao
depende essencialmente do teor de agua de
sementes e/ou do embrido

A fase de secagem € necessaria para evitar a pré-
germinagdo dentro dos sacos. Esta pode ocorrer se as
sementes forem conservadas com uma humidade inicial
(42-47%) ou logo apos a colheita

E
‘=

-
Perda de agua | Tempo conservacao s e
- pré-germinacéo
(%0) (meses) dentro dos sacos
Bolota Embrido | 1 3 6 13 de conservagio
Conservadas 0 0 0O O 10.7 429
apos colheita
(42-47%) 0 0 O O 21.1 654
Conservadas
ap6 4.7 0.2 0O O 0 0
secagi’
modera 1.2 0.2 0O O 0 3.5
(40-41%)
Conservadas
apos
secagem 14 12.8 0O O 0 0
excessiva
(31%)

~

deve ser excessiva uma vez

Contudo, a secagem nao

que leva a morte de
sementes

13



Como secar?

A secagem deve ser feita
em camara com ar for¢ado

Ajuste a temperatura e Se a camara nao estiver
humidade relativa (HR) equipada com ar forcado,

a 30°C e 30% HR i
use solucbes saturadas de

Espalhe as sementes sais minerais (cloreto de
em camadas finas calcio CaCk, cloreto de litio
(<10 cm) em LiCh, silica gel..)
contentores abertos e CaCl> mantém a HR de 30%
coloque-os dentro da a 25°C é barato
camara

Como é dificil controlar a HR da camara, devido a
evaporacdo das sementes, recomenda-se que se use
uma camara com ar forcado para evitar a
acumulacéo de humidade.

Mexa ocasionalmente as sementes.

Nestas condicbes, 24 a 36 horas sdo suficiente para
atingir a humidade desejada de sementes.

il

A humidade 6ptima das sementes para assegurar
a conservacao deve ser entre 40-42%

14



Tradicionalmente,

as sementes sdo conservadas em sacos de rede sem qualquer
tratamento, excepto a aplicacdo de fungicida. A porosidade
excessiva dos sacos leva a elevadas trocas gasosas e induz a
perda de viabilidade de sementes.

A conservacao nestes tipos de sacos levou a morte de 60% de
sementes ao fim de 4 meses de conservacdo devido a sua
desidratacgéo.

COMO CONservay»

Quando a humidade desejada (40%) € obtida, as sementes
devem ser retiradas da camara e imediatamente
conservadas para evitar alterac@es fisioldgicas indesejaveis e
a condensacdo de agua nas paredes dos sacos.

Pese e distribua as sementes em sacos
de polietileno de 30-50 pm de
espessura. Estes tipos de saco reduzem
a perda de agua e permitem que o CO,
atinja uma concentracdo de 1-4%
dentro do saco.

Adicione fungicida para prevenir o
desenvolvimento dos fungos

\\t

Sele bem os sacos

15



A quantidade de sementes ndo deve ser grande uma
vez que as paredes dos sacos sao frageis:

« Manipule cuidadosamente 0s sacos

« Na&o cologue mais do que 15-20 kg para
facilitar o manuseamento

« Evite empilhar os sacos de sementes

Coloque os sacos em contentores abertos para
permitir a circulacédo do ar

v
.{F}

Conserve os contentores a 0 £1°C numa
camara com controle de temperatura

Por vezes, devido ao
empilhamento dos
contentores, ocorre

condensacédo da humidade
nas paredes dos sacos

Troque a posicao dos
contentores para evitar esta
situacao

16



Anexo

Qual i dade da senente

A reflorestacdo em todo o mundo, e particularmente com o
sobreiro nas regides mediterranicas requer cada vez mais
plantas de qualidade. E sabido que a qualidade das plantas
é afectada pela qualidade de sementes. A certificacdo de
sementes, que estandardiza a sua qualidade com a
identidade especifica, origem, caracteristicas genéticas e
pureza dos lotes, € agora adoptada por muitos paises. A
gualidade da semente depende de muitos factores, entre
0S quais pureza, peso, teor de humidade, viabilidade da
semente e estado sanitario.

Vi abi | i dade

Tradicionalmente os testes de germinacgdo e de tetrazolium,
utilizando os métodos da ISTA (International Seed Testing
Association), sdo frequentemente utilizados para testar a
viabilidade das sementes. Contudo, as desvantagens destes
métodos porque o primeiro € moroso (pelos 0 menos 28
dias) a obtencdo dos resultados, e o segundo porque é
subjectivo. Por conseguinte, alguns paises (Canada, USA)
ndo reconhecem o teste de tetrazolium oficialmente ou

encorajam que seja seguido por um teste de germinacao.

17



A viabilidade de sementes é a primeira informacéo
exigida pelo consumidor.

No caso do sobreiro, em que as sementes sao muito
sensiveis (recalcitrantes).

O longo periodo para obtencédo dos resultados,
pode ser uma desvantagem.

Como tal, no interesse das duas partes
(vendedor e comprador), é de desenvolver
métodos rapidos e fiaveis como substitutos
para o teste de germinacao.

Nesta Optica, o Instituto Superior de Agronomia,
Universidade Técnica de Lisboa (Portugal), parceiro no
Projecto Europeu FAIR5 CT5-3480, tem desenvolvido
um método rapido e inovador:

a Libertacdo dos Electrolitos do Embrido e a
Humidade do Embrido sao técnicas fidveis para
avaliar rapidamente a capacidade germinativa das
sementes.
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emergéncia das plantas.

O objectivo principal do viveirista é obter uma
elevada percentagem de germinacdo de forma rapida
e uniforme. Isto é quase impossivel com sementes
frescas uma vez que estdo dormentes. Portanto, a
conservacao pode ser uma alternativa.

A conservacdo melhora a % de germinacdo (mais de
92% no caso das sementes conservadas contra 86%
no caso das frescas), reduz significativamente o
tempo de emergéncia das plantas (22 dias contra 33
dias, respectivamente) e melhora a uniformidade de

Como germingrp

1» Mergulhe as sementes
48 horas em agua a 20°C
(ou dentro de uma estufa)

2 » Desinfecte-as com
cloreto de sédio a 80%
durante 10-15 minutos

3» Coloque-as num
substrato (turfa, areia)
esterilizado e humido. O
substrato deve ser mantido
sempre humido.
Ocasionalmente molhar o
substrato com Thiram
(1.5 g/1)

4y Efectue os testes de
germinacdo, numa estufa a
20°C

As sementes sao
consideradas germinadas
guando emite uma radicula
de 0.5-1cm
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Testes de Energéncia

Nem todas as sementes germinadas sao capazes de
desenvolver plantas normais e saudaveis. Os testes de
emergéncia avaliam o numero de plantas que podem ser
obtidas por lote de sementes. As sementes sdo semeadas
em contentores contendo areia e turfa (1:1). Os contentores
sdo colocados na estufa e regadas regularmente.
Semanalmente é registado a emergéncia das plantas. Os
testes de emergéncia requerem mais tempo que os testes de
germinacdo , mas apés 6 semanas é ja possivel recolher
dados, nomeadamente o diametro de colo, altura do eixo, o
comprimento das raizes, o numero de folhas, a biomassa
produzida.

estes inovadores, rapidog

O embrido é a parte viva e activa de
semente, responsavel pelo
desenvolvimento da planta (raiz e eixo).

Portanto, o seu estado hidrico e a
integridade das suas membranas devem
estar em optimas condicdes.
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Humidade

Geralmente nas anélises, apenas o teor de &gua da semente
inteira € avaliado. Por vezes, a humidade das sementes colhidas
no mesmo local pode ser diferente. Esta diferenca pode resultar
da espessura do pericarpo que varia entre arvores. Pelo
contrario, o teor de humidade dos cotilédones e do embrido é
muito mais uniforme entre sementes de arvores diferentes.

A determinacdo da humidade dos cotilédones e do embrido é
recomendada para a consisténcia dos resultados.

Geralmente, a humidade do embrido das sementes frescas varia
com o local da colheita entre 56 a 62%.

Quando a sua humidade desce dos 50% a germinacdo é
afectada.

como?

Determine a humidade em pelo menos 3 replicagbes de amostras
compositas de 15 sementes ou individualmente em 25 sementes

* Remova o pericarpo e corte a metade basal do cotilédone e
pese-o (PF)

e Seque as amostras por 17 horas a 103 £2°C
* Depois disto, coloque-as no exsicador durante 40 minutos
e Pese-as de novo (PS)

e Para determinar o teor de humidade do embrido adopte o
mesmo procedimento utilizando apenas o embrido

Calcule a Humidade (206H):
%H = (PF - PS) x 100 / PF
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\ibertagdo dos Electrélitos do Embrigio (Lgg )

Inicialmente, a LEE era usada para avaliar os danos, em
folhas e raizes, causados por os varios factores (o frio, o
calor, a seca, os contentores...).

Esta técnica tem como hipGtese que as membranas de
tecidos danificados libertam mais electrélitos das células do
gue as dos tecidos intactos.

A determinacdo da LEE deve ser feita em pelo menos 30
embrides por cada lote de 100 kg.

» Mais de 60 experiéncias de 30 embrides cada foram
feitas durante 4 anos

» Diferentes estados fisiologicos de sementes (fresca,
secas a diferente humidade, conservadas, atacadas ou
nao...) séo testados para avaliar a integridade das
membranas do embrido e seguida sempre de teste de
germinacao e da determinacdo de humidade do embrido




O método mostra uma boa correlacdo (R* = 0.93)
entre o teste de germinacdo e o 1/LEE como

llustra a Figura.

Germinacao

100
80

60
40
20

0

100 50 333 25 20 166 143 | LEE%

Esta técnica rapida e viavel, mostra que a
viabilidade das sementes é negativamente
afectada quando a % de LEE é superior a 30%.
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