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Resumo

Com o objetivo de conhecer eventuais efeitos do nemdtode da madeira do pinheiro (NMP),
Bursaphelenchus xylophilus nas propriedades mecanicas da madeira de pinheiro-bravo, Pinus
pinaster, estudou-se o mddulo de elasticidade a flexao estatica (MOE) e a massa volumica em tabuas
de madeira s3, madeira naturalmente infetada e madeira sa inoculada, ao longo de trés meses.

O valor médio do NMP nas 15 tdbuas estudadas de madeira infetada foi, no borne, de
49,45+57,99 MNP/g ps, tendo-se verificado a inexisténcia de NMP no cerne. A madeira s3 foi
inoculada com reduzido sucesso, pois apenas 33% do nimero de tabuas se apresentou infetada, com
uma p + dp de apenas 7,91+14,85 MNP/g ps.

As madeiras analisadas revelaram diferencas significativas entre os valores médios das massas
volumicas das madeiras sa ou inoculada - 0,54 g/cm3 e o da madeira infetada - 0,63 g/cm3. Contudo,
ndo foram observadas diferencas significativas entre o valor médio do MOE da madeira sa -
7 100 MPa e o da infetada - 7 451 MPa, nem entre os das madeiras sa ou inoculada - 6 825 MPa.
Assim, podera concluir-se ndo existir evidéncia de que o NMP afete o MOE da madeira de pinheiro-

bravo.

Palavras chave: Pinheiro-bravo; madeira serrada; nematode da madeira do pinheiro; mdédulo de

elasticidade a flexdo estatica; massa volumica; doenga da murchidao.



Summary

The goal of this work was to study the effect of pinewood nematode (PWN), Bursaphelenchus
xylophilus, in the mechanical properties of maritime pine wood, Pinus pinaster, assessed by the
modulus of elasticity in bending (MOE) and wood density in boards of sound wood, naturally infected
wood and artificially inoculated wood. Each treatment was characterized regarding PWN degree of
infection, considering its number per unit of dry weight, studied for a period of three months of
infection evolution.

The average of PWN in the 15 studied boards of infected wood was, in sapwood,
49,45+57,99 MNP/g dw, with no PWN detected at heartwood. Sound wood inoculation was not very
successful, as only 33% of the number of boards was actually infected, with a p+sd of
7,91+14,85 MNP/g dw.

There were significant differences between the density of the sound or inoculated woods,
0,54 g/cm?, and the infected wood, 0,63 g/cm>. Nevertheless, no significant differences were found
between the average MOE of sound wood, 7 100 MPa, and infected wood, 7 451 MPa, nor between
the ones of sound or inoculated, 6 825 MPa.

Therefore, there is no evidence, that the infection with PWN affects the MOE of maritime pine wood.

Keywords: Maritime pine; sawn wood; pinewood nematode; modulus of elasticity in bending;

density; pine wilt disease.



Summary

Maritime pine, Pinus pinaster Aiton, is one of the most important forest species in Portugal, not only
for occupying 27% of the national forest area, 8,8x10° ha, but also for its economic relevance, with a
production of “softwood sawn wood” of 9,2x10” € in 2009.

The pinewood nematode (PWN), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner e Buhrer, 1934) Nickle, 1970, is
the causal agent of pine wilt disease that causes the death of pine trees. It is a quarantine organism
in the European Union since 1976 (Directive 77/93/EEC) however its presence was first detected in
Portugal and in Europe only in 1999. Following this situation, the movement of softwood has been
regulated by the Commission Decision 2006/133/EC, amended by the Commission Decision
2006/993/EU and adapted to national regulations, Decreto-Lei n.2 95/2011, 8" August, obliging the
treatment of all sawn wood. As maritime pine has been identified as the PWN susceptible species in
Portugal, and foreseeing the possibility of using its wood, it has been decided to study the effect of
PWN in some of its mechanical properties.

The goal of this work was to study the effect of PWN in the mechanical properties of maritime pine
wood, assessed by the modulus of elasticity in bending (MOE). This was identified as a good indicator
of rigidity and mechanical resistance, a relevant characteristic for wood in its most common uses,
namely packaging and construction (Sanz et al., 2007).

The methodology designed to answer these questions was the study of the MOE in three different
treatments: sound wood, naturally infected wood and artificially inoculated wood. Simultaneously,
wood density was studied, because it was considered as an important physical property used for the
characterization of wood samples, and one of the factors known as influencing the MOE. Each
treatment was characterized regarding PWN degree of infection, considering its number per unit of
dry weight, studied for a period of three months of infection evolution.

The average of PWN in the 15 studied boards of infected wood was, in sapwood,
49,45+57,99 MNP/g dw, with no PWN detected at heartwood. Sound wood inoculation was not very
successful, as only 33% of the number of boards was actually infected, with a p+sd of
7,91+14,85 MNP/g dw.

There were significant differences between the density of the sound or inoculated woods,
0,54 g/cm3, and the infected wood, 0,63 g/cma. Nevertheless, no significant differences were found
between the average MOE of sound wood, 7 100 Mpa, and infected wood, 7 451 MPa, nor between
the ones of sound or inoculated, 6 825 MPa.

Therefore, there is no evidence, that the infection with PWN affects the MOE of maritime pine wood.
Keywords: Maritime pine; sawn wood; pinewood nematode; modulus of elasticity in bending;

density; pine wilt disease.
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Objetivos e Ambito

O pinheiro-bravo, Pinus pinaster Aiton, é a espécie florestal mais abundante em Portugal, ocupando
uma area de 8,8x10° ha, 27% da area florestal nacional, representando um volume de madeira em pé
de 8,5x10" m? (AFN, 2010). A sua importancia econdmica também é relevante pois, em 2009, a
produgio de “madeira de resinosas para serrar” atingiu um total de 9,2x10’ €, perto de 14 % do valor
nacional portugués de produtos florestais (INE, 2011).

O nematode da madeira do pinheiro (NMP), Bursaphelenchus xylophilus (Steiner e Buhrer, 1934)
Nickle, 1970, é o agente causal da doenc¢a da murchiddo dos pinheiros, doenga que provoca a morte
das arvores. O NMP é um organismo de quarentena da Unido Europeia (Diretiva 77/93/CEE) e foi
detetado pela primeira vez em Portugal e na Europa em 1999 (Mota et al., 1999).

A Decisdo da Comissdo n.2 2006/133/CE, de 13 de Fevereiro, alterada pela Decisdo da Comissdo n.2
2009/993/UE, de 17 de Dezembro, e o Decreto-Lei n.2 95/2011, de 8 de Agosto, obrigam ao
tratamento de toda a madeira de coniferas para posterior utilizacdo como madeira macica. Contudo,
em Portugal o NMP tem como unico hospedeiro conhecido o pinheiro-bravo.

Perante a possibilidade de utilizacdo industrial de madeira de pinheiro-bravo infetada pelo NMP e
devido a reduzida informacdo disponivel em bibliografia, decidiu estudar-se o efeito do NMP em
algumas propriedades mecanicas da madeira.

O objetivo deste trabalho é estudar o efeito do NMP nas propriedades mecanicas da madeira,
avaliadas pelo médulo de elasticidade a flexdo estatica. Esta propriedade mecanica foi escolhida por
ser um bom indicador da rigidez e resisténcia mecanica da madeira, caracteristica que tem
implicagGes diretas nas utilizagdes mais frequentes, em embalagem e na construgdo (Sanz et al.,
2007), e ainda por recorrer a um método de ensaio ndo destrutivo.

O plano de trabalhos delineado para alcancar tal objetivo incidiu no estudo do médulo de
elasticidade a flexdo estatica, em trés tratamentos distintos: madeira sd, madeira naturalmente
infetada com NMP e madeira inoculada com NMP. Em paralelo e de forma acesséria foi também
estudada a massa volumica pois foi utilizada para caracterizar as amostras e é apontada como um
dos fatores que afetam o mdédulo de elasticidade a flexdo estatica. Cada tratamento foi caraterizado
quanto a infecdo de NMP, através da sua quantificagdo em numero de NMP por unidade de peso

seco (n.2/g ps), tendo-se estudado a sua variagdo ao longo de trés meses.



Estado da arte

Inicialmente, apresentam-se as caracteristicas da madeira de pinheiro-bravo, estrutura anatémica e
propriedades fisicas e mecanicas, através do comportamento a flexdao estdtica — mddulo de
elasticidade. Em seguida, a biologia do nematode da madeira do pinheiro (NMP), os efeitos desta
doenca da murchiddo do pinheiro ao nivel da arvore, incluindo os impactes nas propriedades

mecanicas e a situagao em Portugal.

1 Pinheiro-bravo

O pinheiro-bravo, Pinus pinaster Aiton, é uma espécie florestal pertencente a divisdo das
Gimnospérmicas e a ordem das Coniferas, e encontra-se num grupo botdnico comummente
designado por Resinosas. Esta espécie encontra-se distribuida pela costa Atlantica portuguesa,
espanhola e francesa e pela bacia mediterranica (Figura 1.1).

& D-?_‘rri,llg'f-fg_!wﬁ“heclzzf.man:g@_f_meﬁ Em Portugal, o pinhal bravo ocupa uma
area de 8,8x10° ha, com diversos tipos
de povoamentos (puros, mistos
dominantes, mistos dominados, jovens

puros/dominantes e dispersos), e

representa um volume de 8,5x10” m® de

madeira em pé (AFN, 2010).

De acordo com os dados publicados no

52 |nventario Florestal Nacional,
Figura 1.1 Distribuicdio do pinheiro-bravo na Bacia baseado em trabalhos de campo de
Mediterranica (adaptado de Alia e Martin, 2003)

2005 e 2006, Portugal tem uma area
florestal de 3,46x10°ha, 39% da ocupagdo do solo, e o pinheiro-bravo é a espécie mais
representada, ocupando 27% desse territério (AFN, 2010). A comparagao destes dados com o
inventdrio anterior, realizado entre 1995 e 1998, mostra que a drea ocupada por esta espécie sofreu
uma variacdo negativa de cerca de 9% em 10 anos, a que correspondeu um decréscimo de
9,1x10" ha (AFN, 2010).

A andlise da “Producdo de Bens Silvicolas” nas “Contas Econdmicas da Silvicultura” (INE, 2011),
permite constatar a importdncia econdmica da madeira desta espécie em Portugal. Os dados

provisorios publicados acerca da producdo de “madeira de resinosas para serrar”,

fundamentalmente pinheiro-bravo, referentes a 2009, apontam um valor total de 9,2x10” € (Quadro



1.1). Este valor representa cerca de 14 % do valor da produgdo nacional de “bens silvicolas” (INE,

2011 e INE, 2000).

Quadro 1.1 Producgdo de “bens silvicolas” e de “madeira de resinosas para serrar” nas Contas Econdmicas da
Silvicultura (adaptado de INE, 2011)

_ " Producdo (10° €)
Cont E | It : T : T T
ontas Econémicas da Silvicultura - o 2000 | 2005 2008 | 2000
Producdo de bens silvicolas 528 996 693 726 664
Madeira de resinosas paraserrar 154 = 220 115 = 98 | 92

¥ );:* - . 7 . -
valores a pregos correntes valores provisorios

A observacdo dos valores do Quadro 1.1 permite constatar, que a semelhanca da area ocupada por
esta espécie se verificou também um decréscimo da producdo em valor. A evolucdo da “madeira de
resinosas para serrar” teve um ponto maximo no ano 2000, tendo-se verificado um decréscimo
abrupto nos dois anos subsequentes (INE, 2011). Contudo, os anos de 2008 e 2009 sdo precisamente
aqueles em que as diminuigdes observadas sdo mais evidentes, com um decréscimo de cerca 6 % em
valor. Para esta evolugdo terdo concorrido o abrandamento e contracdo da atividade econdmica,
bem como a desvalorizagdo da madeira de pinheiro-bravo fruto dos problemas relacionados com o
NMP e consequentes restricdes a exportacdo (INE, 2011), para além dos incéndios ocorridos em
2003 e 2004.

As principais utiliza¢Ges industriais da madeira

Carpintaria
6%

macica de pinheiro-bravo, em Portugal, sdo: Outros

embalagens, construcdo, mobilidrio, postes,

carpintaria e outros produtos (Sanz et al.,

Postes

2007), com a distribuicdo representada na
14%

Embalagens
34%

Figura 1.2.

Para além das suas aplicagbes industriais,

existem outras de mais dificil quantificacdo

Mobilidrio
I . 16%
econdmica associadas ao espaco florestal, mas

nem por isso menos importantes, de que sdo

Construgdao

exemplo as atividades de apicultura, caga, 27%

producdo de cogumelos ou resinagem,

Figura 1.2 Produtos fabricados com madeira de
pinheiro-bravo em Portugal (adaptado de Sanz et
desenvolvimento dos espacos rurais  al., 2007)

atividades que continuam a contribuir para o

(Fernandes et al., 2007).



1.1 A madeira de pinheiro-bravo: estrutura anatdmica
Macroscopicamente, a madeira de pinheiro-bravo apresenta geralmente borne e cerne, ambos com
anéis de crescimento distintos (camadas de crescimento ou anéis anuais) e a medula no centro

(Figura 1.3).

> camadas de
 crescimento

Figura 1.3 Disco de pinheiro-bravo, Pinus pinaster

Em termos da sua estrutura, a madeira é geralmente estudada considerando trés planos
fundamentais perpendiculares entre si: um transversal e dois longitudinais. O plano transversal é
perpendicular ao eixo do tronco e os planos longitudinais, radial e tangencial, paralelos a ele. O plano
radial é aquele que inclui a medula passando no centro da secc¢do transversal e o plano tangencial é

tangente aos anéis de crescimento (Figura 1.4) (Carvalho, 1996).

"""""""""""""" " tangencial

|

1

transversal - |
1

1

Transversal Longitudinal (radial e tangencial)
Figura 1.4 Representagao esquematica dos trés planos fundamentais da madeira: transversal e longitudinal
radial e tangencial

Quanto a sua estrutura anatémica, a madeira de pinheiro-bravo (Figura 1.5) é constituida quase
exclusivamente por traqueidos axiais, um tipo de elementos celulares que tem a dupla fun¢do de
suporte mecanico e transporte. Estas células, apresentam entre 2 a 5 mm de comprimento e 10 a
80 um de largura, e encontram-se ligadas entre si pela lamela média constituida essencialmente por
lenhina (Carvalho, 1996).

A orientacdo dos traqueidos axiais em relagdo ao eixo do tronco é designada por fio da madeira.
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Figura 1.5 Estrutura anatomica de uma resinosa: a — lenho inicial, b — lenho final, c — raio fusiforme com canal
de resina transversal, d — raio lenhoso unisseriado, e — canal de resina axial, f — traqueidos radiais, g - células
de parénquima (adaptado de Carvalho, 1996)

Os anéis de crescimento visiveis na madeira de pinheiro-bravo (Figura 1.3) devem-se a alternancia da
espessura das paredes celulares dos traqueidos axiais observadas no plano transversal. Estes
conjuntos de células de paredes celulares, menos espessas e mais espessas, designam-se
respetivamente por lenho inicial, ou de principio de estacdo e lenho final, ou de fim de estacdo
(Figura 1.5).

Os canais de resina, axiais e transversais, sao espacos intercelulares criados pela separacdo de células
de parénquima formadas recentemente pelo cambio (Evert, 2006). Estes canais encontram-se
rodeados por células epiteliais que produzem resina. Os canais de resina axiais estdo em contacto
com os canais de resina transversais existindo aberturas nesses locais de contacto (Figura 1.6).

No pinheiro-bravo, os canais de resina axiais sdo numerosos e
grandes, com 200 a 300 um de didmetro quando vistos no
plano transversal, circundados por células epiteliais de
paredes finas, encontrando-se sobretudo localizados na zona
de transicdo do lenho inicial para o lenho final (Carvalho,

1997).

As células de parénquima radial (Figura 1.5) desempenham um

papel importante na acumula¢do de assimilados sob a forma

Figura 1.6 Secgdo radial de madeira

do género Pinus com canal de de grios de amido, no metabolismo secunddrio e na
resina radial ligado a canal de
resina axial (adaptado de Zhang et  acumulacdo de residuos eventualmente toxicos para a arvore,

al.. 2008)



podendo viver mais de 10 anos (Hillis, 1987). Estas células encontram-se dispostas em raios lenhosos
e rodeando os canais de resina radiais. Ndo se verifica a existéncia de parénquima axial no pinheiro-
bravo (Carvalho, 1996).

Os raios lenhosos tém uma posicdo ortogonal em relacdo aos traqueidos axiais e no pinheiro-bravo
sdo heterogéneos, unisseriados ou fusiformes (Carvalho, 1997). Estes ultimos contém um canal de
resina transversal, de diametro inferior ao dos canais axiais, e para além das células de parénquima

radial, apresentam traqueidos marginais abundantes — traqueidos radiais (Figura 1.7).

Raio unisseriado e Raio fusiforme

Canal de resina
transveral

Parénquima radial

Figura 1.7 Representagdao esquematica da estrutura de raios de uma resinosa: raio unisseriado e fusiforme
(adaptado de Bowyer et al., 2007)

A comunicacdo entre os traqueidos é efetuada através de pontuacdes areoladas (Figura 1.8). No
pinheiro-bravo as pontuagdes areoladas sao unisseriadas e encontram-se presentes na parede radial
dos traqueidos de lenho inicial, e excecionalmente também nas paredes tangenciais do lenho final
(Figura 1.8). Por seu lado, a comunicac¢do entre os traqueidos e as células dos raios é realizada nos

designados campos de cruzamento com 1 a 4 pontuagdes pindides (Carvalho, 1997).
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Figura 1.8 Representa¢dao esquematica de (a) seccdo transversal de uma pontuagdo areolada funcional
(adaptado de Petty, 1970) e (b) pontuagGes areoladas unisseriadas na parede radial de traqueidos de lenho
inicial de uma resinosa (adaptado de Bruce, 1990)



1.2 Propriedades mecéanicas: o moédulo de elasticidade a flexdo estética

As propriedades mecéanicas de um material referem-se a sua resisténcia a aplicacdo de forcas (ou
cargas) exteriores, medidas através da quantidade de material que é comprimido, distorcido ou
dobrado com a aplicacdo de determinada carga (Bowyer et al., 2007). Na Figura 1.9, estdo
representados os trés tipos principais de tensGes a que a madeira pode ser submetida: tracao,
compressdo e corte. A madeira é um material anisotréopico e apresenta variacdo das suas

propriedades, em func¢do da direcdo considerada — axial, radial ou tangencial (ver 1.2.2).

Tracgdo

Corte
Compressao

Figura 1.9 Representagdao dos trés tipos de tensdao a que a madeira pode ser submetida (adaptado de
Tsoumis, 1991)

As tensOes sdao medidas em unidades de pressao, da forca aplicada por unidade de area, como é o
caso do Pascal (Pa), a unidade de pressdo do Sistema Internacional. As tensdes de tracdo e
compressdo manifestam-se pela alteracdo da forma e dimensdo por deformacdo do corpo, onde é
aplicada a forga, e que geralmente se mede em milimetros (mm). Por outro lado, a tensdo de corte
deriva da tendéncia para deslizamento entre planos, ou seja, de uma parte da madeira em relacdo a
uma parte adjacente da prdpria madeira (Tsoumis, 1991; Santos, 2007).

Na madeira, tal como em outros materiais, verificam-se deformacbes elasticas que ocorrem
momentaneamente durante a aplicacdo de uma carga, verificando-se a recuperacdo da forma e
dimensdes iniciais apds a retirada da carga exterior (Santos, 2007). Na zona de deformacao elastica, a
relacdo entre a aplicacdo da carga e a deformacao é linear até um valor maximo de carga — limite de
proporcionalidade (Figura 1.11) — valor a partir do qual deixa de haver proporcionalidade e parte da
deformacdo passa a ser permanente (Tsoumis, 1991).

A elasticidade é uma caracteristica importante da madeira e é medida pelo médulo de elasticidade,
qgue permite estimar a deformacdo esperada em determinadas condicGes de carga. A maior ou
menor deformacgdo por flexdo é designada por rigidez, existindo uma estreita correlacdo entre a
rigidez e a resisténcia a rutura a flexdo. A valores elevados de rigidez corresponde uma fraca
deformacdo aquando da aplicagdo de uma carga, sendo portanto um indicador de que o material se
encontra dentro de margens elevadas de seguranca para utilizacao, por exemplo, na construgao

(Santos, 2007).



Nos ensaios a flexdo estdtica, realizados para determinacdo do mddulo de elasticidade da madeira,
estdo envolvidos os trés tipos basicos de tensdes: tragdo, compressao e corte (Figura 1.10).

A rigidez é uma das caracteristicas mais
importantes e decisivas para o]
dimensionamento de componentes em
madeira, em particular nos usos estruturais.

Assim, a avaliagdo do mddulo de elasticidade

pode servir como método de avaliagdo nado

destrutiva da qualidade, pois a madeira com

Figura 1.10 Representagdo dos trés tipos de tensoes
envolvidos na flexdo da madeira (adaptado de defeitos interiores ou degradacdo sofre uma
Santos, 2007)

perda abrupta de rigidez (Santos, 2007).

1.2.1 Modulo de elasticidade
O médulo de elasticidade (E), também designado por mddulo de Young, é definido como a relagdo
entre a carga aplicada e a deformacdo unitdria resultante, na zona eldstica de proporcionalidade
(Figura 1.11 b).

A zona b da Figura 1.11 refere-se ao local da

curva onde o declive tem um valor constante, ou

seja, onde ha proporcionalidade entre o valor da Limite de proporcionalidade
carga aplicada e a deformacdo resultante. Neste  Carga
intervalo, quanto maior o valor de E maior é a

carga necessaria para provocar uma determinada A

deformacdo (Bowyer et al., 2007). Na maioria dos @  ® (©)
Deformacgao
materiais estruturais, incluindo a madeira, a zona
de proporcionalidade é a zona segura, pois é regra Figura 1.11 Relagdo carga-deformagdo, num ensaio
. . .. . deflexdo estatica em madeira (adaptado de Santos,
que ao retirar a carga a deformagdo diminui 2007)

também proporcionalmente (Santos, 2007).

Determinacdo do modulo de elasticidade a flexdo estéatica

O E de um material pode determinar-se em ensaios a flexdo, estatica ou dinamica, ensaios de
compressdao ou ensaios de tracdo. Contudo, o E a flexdo da madeira, ao contrdrio de outros
materiais, difere do E a compressao e a tracao (Santos, 2007). Assim, a forma de determinar o E na
madeira, em condi¢cbes muito semelhantes as da utilizacdo real do material, faz-se recorrendo a

ensaios a flexdo estatica (Santos, 2007).



Os ensaios a flexdo estatica, encontram-se definidos em normas internacionais (ISO — International
Organization for Standardization), europeias (EN — European Standards), americanas (ASTM -
American Society for Testing and Materials) e britanicas (BS — Bristish Standard), permitindo a
comparacdo dos valores obtidos entre amostras de uma mesma espécie e entre espécies florestais
distintas. A titulo de exemplo:

— Europeia: EN 408:2003 - Timber structures. Structural timber and glued laminated timber.

Determination of some physical and mechanical properties

— Americana: ASTM D 143 - Standard Test Methods for Small Clear Specimens of Timber.

— Britanica: BS 373:1957 - Methods of testing small clear specimens of timber.
Nestas normas, sao definidas, entre outras, as condigdes e metodologias de ensaios, caracterizagao
das amostras: humidade, massa volimica e presenga de defeitos, e preparagao dos provetes (ver
3.3).
Nas referidas normas, EN 408, ASTM D 143 e BS 373, sdo apresentadas duas formas de realizacdo do
ensaio de flexdo para determinacdo do E: aplicacdo de uma carga central com flexdo a trés pontos,

ou aplicacdo de duas cargas entre apoios com flexdo a quatro pontos (Figura 1.12).

(a) (b)

Figura 1.12 Esquemas de ensaio a flexdo para determina¢do do mdédulo de elasticidade (a) flexdo a trés
pontos (b) flexdo a quatro pontos (adaptado de Santos, 2007)

Nas normas EN 408, ASTM D 143 e BS 373, o ensaio da flexdo a trés pontos é utilizado para o célculo
do moddulo aparente de elasticidade (MOE) e a flexdo a quatro pontos para o mddulo global de
elasticidade (E).

A opcdo por uma das duas formas de ensaio esta relacionada com a necessidade de precisdo dos
resultados, pois o ensaio a trés pontos é mais simples e pratico de realizar, mas menos préximo das
condicGes reais que o ensaio a quatro pontos. No ensaio a quatro pontos, a regido entre as duas
cargas centrais tem condicGes mais representativas do conjunto da peca no caso de materiais
heterogéneos e com defeitos, como é a madeira, enquanto no ensaio a trés pontos se avalia o
material numa zona muito localizada, junto a aplicacdo da carga central (Santos, 2007).

No entanto, mesmo a norma BS 373 indica que a utilizacdo do ensaio a trés pontos é suficiente para
uma analise comparativa entre espécies e entre a madeira e outros materiais.

Os resultados destes ensaios, de cargas aplicadas e deformacao, sdo utilizados para determinacdo de

uma reta (regressao linear) e posterior calculo do MOE conforme serd explanado no 3.3.4.



1.2.2 Fatores que afetam as propriedades mecanicas e o médulo de elasticidade

A madeira é um material bioldgico anisotrépico que apresenta variacdao das suas propriedades, em
funcdo da direcdo considerada, e o seu comportamento a flexdao estatica ndo é excecdo pois estd
diretamente relacionado com a dire¢do do fio e outros defeitos (Bowyer et al., 2007).

Os valores obtidos para as diferentes propriedades mecanicas, incluindo o E, variam por vezes
consideravelmente entre amostras de espécies diferentes, drvores da mesma espécie e até entre
provetes numa mesma arvore (Carvalho, 1996). Ensaios realizados com madeira de 50 espécies
florestais diferentes apontam um valor médio de variagdao do E de cerca 22% (FPL, 2010).

O valor do E determinado na diregdo axial, i.e. paralelo ao fio da madeira, é entre 8 a 20 vezes

superior ao determinado no plano transversal l
(Tsoumis, 1991). Em relacdo as variacOes i /'/
existentes no plano transversal (Figura 1.13), na e _/:j,/// 4 / \/\ \.{:/,_
maioria das espécies florestais a direcao da ““-=—-’/';I’,¢/{x:ﬁ TE
— A\
aplicacdo da carga entre 0°, direcdao tangencial, ou :__‘"—_ _‘”:// ,»% ’/, il :/
45°, ndo implica variagbes significativas no MOE ___‘"“""‘__:_": ::/// %ﬂé/ / f' )_/
determinado. Caso a carga seja aplicada a 90°, E—— / /4"/ f 1! fl fj.
direcdo radial, o MOE geralmente apresenta 90° radial 45° 0°, tangencial

valores ligeiramente superiores aos determinados Figura 1.13 Dire¢do da aplicagdo da carga em
. . _ relagdo a direcdo dos anéis de crescimento, 90°
para os 0° e 45° (quando este valores sd0 oy radial, 45° e 0° ou tangencial (adaptado de

semelhantes entre si) (FPL, 2010). FPL, 2010)
As propriedades mecanicas da madeira sdo afetadas por varios fatores, mas principalmente pelo teor

de dgua, pela massa volumica, presenca de defeitos e de degradagdo provocada por fatores externos

(Tsoumis, 1991).

Teor de agua

A madeira é um material higroscépico e apresenta variacdes do teor de dgua em funcdo das
condicbes de temperatura e humidade relativa do ar. Caso as condi¢cdes de temperatura e humidade
relativa do ar sejam constantes durante um periodo de tempo suficiente, a madeira perde ou ganha
agua, dependendo da sua humidade inicial, atingindo um teor de humidade de equilibrio.

A agua na madeira esta presente em duas formas, no estado liquido nas paredes celulares — agua
ligada ou de embebicdo — e no estado liquido ou de vapor nos limens das células — agua livre
(Tsoumis, 1991). Quando as paredes celulares estdo saturadas de agua e ndo existe agua nos
limenes das células atinge-se o ponto de saturacdo das fibras (PSF). E abaixo deste teor de adgua,
correspondente ao PSF (cerca de 30%), que as propriedades mecanicas da madeira sdo afetadas.

Quando o teor de agua diminui aumenta a resisténcia e vice-versa (Quadro 1.2).
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Quadro 1.2 Fungoes que relacionam o MOE com a massa volumica (p) de madeira de resinosas isenta de
defeitos e com fio direito a diferentes teores de humidade

Relagdo com a massa volimica (p)
: Madeira verde : Teor de dguade 12 %
16100p°"° @ 20500p%**

: - 21580p

“EpL (2010) e "'Bowyer et al. (2007)

Propriedade em ensaios a flexao estatica

MOE (MPa)

No Quadro 1.2 é possivel verificar que o MOE da madeira verde é inferior ao MOE de madeira com
um teor de dgua de 12% para a mesma massa volumica.

Esta variacdo é explicada pelas alteracdes provocadas ao nivel das paredes celulares que se tornam
mais compactas devido a um aumento da forca das ligacbes intermoleculares das moléculas de
celulose (Tsoumis, 1991).

As diferentes propriedades mecéanicas variam de forma diferente, e no caso especifico do MOE a
flexao, uma variagdo de 1% no teor de agua da madeira altera o valor do MOE em cerca de 2%.
Existem equagdes que permitem corrigir o valor medido da propriedade para diferentes teores de

agua (Tsoumis, 1991).

Massa volumica

A massa volumica da madeira é medida pela razdo entre a sua massa e o volume respetivo, e
expressa-se geralmente em gramas por centimetro cubico (g/cm?). Os valores da massa volimica de
uma madeira variam essencialmente com seu teor de agua, a estrutura e a composicdao quimica. A
um aumento do teor de dgua da madeira corresponde um acréscimo da sua massa volUmica. Em
valores aproximados, a cada 1% de aumento do teor de dgua corresponde um incremento de 0,5%
da sua massa volimica (Tsoumis, 1991).

A relacdo da estrutura de uma madeira com a sua massa volumica deve-se a relagdo entre os seus
principais constituintes, as paredes celulares e as cavidades celulares (limens e outros espagos). A
massa volumica dos materiais que constituem a parede celular é praticamente constante e tem o
valor aproximado de 1,50 g/cm® ps. Logo, a massa volumica das diferentes madeiras varia abaixo
deste valor consoante a proporcdo de paredes e cavidades celulares presentes nessa madeira
(Tsoumis, 1991).

Também a composicao quimica de uma madeira, nomeadamente o teor de extrativos, condiciona o
valor da massa volumica. O maior teor de extrativos presente no cerne resulta em valores de massa
volumica superiores ao borne, e a sua remo¢do tem como consequéncia a reducdo da massa
volumica (Tsoumis, 1991).

A variacdo da massa volumica verifica-se ainda no tronco de uma arvore, diminuindo nas resinosas, a
medida que se sobe em altura. Esta variacdo deve-se a fatores mecanicos e bioldgicos. Os fatores

mecanicos que promovem o aumento da massa volUmica, derivam das tensdes provocadas pela
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sustentacdo de toda a arvore, desde o seu préprio peso a necessaria resisténcia a outros efeitos
exercidos ao nivel da copa, como o vento ou a neve (Tsoumis, 1991). Em termos bioldgicos, a maior
massa volumica na base do tronco deve-se a presenca de extrativos no cerne (maior propor¢do de
cerne na base do tronco da arvore) e a menor quantidade de lenho juvenil (com menor massa
volumica nas resinosas) (Tsoumis, 1991).

J& a variagdo horizontal da massa voliumica no tronco de uma arvore, apesar de também estar
relacionada com os fatores que influem na variagdo vertical, aumenta com a distancia ao centro (nas
resinosas). Estas variagdes relacionam-se com a espessura das paredes celulares e com a proporgao
de lenho final. Na maioria das resinosas, verifica-se uma diminuicdo da massa volumica em arvores
gue atingem idades consideraveis (100 anos) (Tsoumis, 1991).

Os valores de resisténcia mecanica da madeira aumentam com o acréscimo da sua massa volumica,
pela maior proporcao de paredes celulares em relacdo as cavidades, em madeira isenta de defeitos
(e.g. os nds conferem mais massa voliumica mas ndo necessariamente maior resisténcia mecanica).
Assim, genericamente o MOE aumenta com um acréscimo da massa volumica de madeira isenta de
defeitos (Quadro 1.2). As equagdes representadas no Quadro 1.2 permitem estimar o MOE, em
ensaios a flexdo estatica com base na massa volimica de uma madeira de resinosas (a determinado

teor de agua), para madeira isenta de defeitos e com fio direito.

Defeitos da madeira

A presenca de defeitos na madeira, como sejam nds, bolsas de resina, fendas, desvios de fio entre
outros, afeta as propriedades mecanicas dessa madeira, particularmente no caso de existirem nas
arestas das pecas (Carvalho, 1996). A determinacdo do E em ensaio a flexdo estatica ndo é excecao.
Por esta razdo, as determinacdes dos valores de resisténcia mecanica de referéncia, nos termos dos

ensaios normalizados, sdo sempre feitas em provetes isentos de defeitos.

Ataque da madeira por agentes bidticos

O ataque da madeira por agentes bidticos pode afetar as suas propriedades mecanicas e mais
concretamente o E, mas esse efeito depende do tipo de organismos responsaveis pelo ataque:
fungos decompositores e insetos xiléfagos, xilé6fagos marinhos ou bactérias. Por se considerarem
mais relevantes para o presente trabalho, apenas se irdo referir os efeitos de alguns fungos.

Os fungos cromogéneos afetam em pequena medida as propriedades mecéanicas da madeira, uma
vez que estes fungos ndo se alimentam da parede celular (Tsoumis, 1991; FPL, 2010).

Por seu lado, os fungos da podriddo castanha alimentam-se da celulose da madeira, danificando as
paredes celulares e reduzindo as suas propriedades mecanicas, sendo na resisténcia ao impacto que
se regista a maior reducdo. As propriedades a flexao, tal como o E, sdo menos afetadas e seguem-se

com impacto decrescente, as propriedades relacionadas com a compressao axial e transversal e a
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tracdo axial, esta ultima com reduzido significado (Tsoumis, 1991). Para perdas de massa volimica

entre 5% e 10 % podem verificar-se redugbes das propriedades mecanicas entre 20 % e 80 % (FPL,

2010).

1.3 O modulo de elasticidade da madeira de pinheiro-bravo

Os valores do E da madeira variam entre os 2500 e o 17 000 N/mm? (2,5 a 17 GPa), um valor

intermédio quando comparado com outros materiais (Quadro 1.3).

Apesar do MOE da madeira ser bastante
inferior ao do aco, mais de 20 vezes, caso
se considere a relagdo com a massa
volumica do préprio material e a
capacidade de suportar pesos exteriores, a
madeira torna-se um material

estruturalmente vantajoso e competitivo.

Quadro 1.3 MOE e sua relagdo com a massa voliimica para
a madeira e outros materiais (adaptado de Tsoumis, 1991)

Material MOE MOE/massa
(N/mm2) volimica
Madeira — Picea spp 9100 20 680
Betdio 13 800 5520
Ago 207 000 26 200
Plastico - PVC 5800 4 460

A eficiéncia relativa da madeira (MOE/massa volimica), com um valor de 20 680, ja é comparavel

com a do ago, 26 200 (Quadro 1.3).

No Quadro 1.4 apresentam-se alguns valores encontrados na bibliografia para o MOE e massa

volumica da madeira de pinheiro-bravo, bem como para outras espécies de pinheiro.

Quadro 1.4 MOE e massa volumica da madeira de algumas espécies de pinheiro a teor de agua de 12%.
Adaptado de “'sanz et al. (2007) “’carvalho (1996) ®LNEC (1963) “'santos (2007) ®'FPL (2010)

Material ' MOE (N/mm?) | Massa volimica (g/cm’)
Pinus pinaster E 7378° 0,47°
0,56
0,56
0,53 -0,60°
0,70°
Pinus ponderosa ) 8900 -
Pinus silvestris ©) 10 000 -
Pinus radiata © 10 200 -
Pinus oocarpa ) 15500 -
Pinus caribaea ) 15 400 -

®pinheiro-bravo de Viana; bpinheiro-bravo de Leiria; ‘resultados
baseados em “grande numero de ensaios” em madeira isenta de
defeitos; dpinheiro—bravo de Leiria, dados provenientes de ensaio
com 30 provetes (35x35 mm) de madeira limpa isenta de defeitos e

sem lenho juvenil.

Os diferentes valores encontrados na bibliografia para o MOE (e respetivas massas volumicas)

mostram a elevada variabilidade existente dentro da espécie e entre espécies de Pinus (Quadro 1.4).
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2 Nematode da madeira do pinheiro

Os nematodes constituem um filo do reino animal que se distribui por todo o planeta, sendo a sua
maioria Uteis ou inécuos e uma minoria, cerca de 10%, causa danos nas plantas sendo responsaveis
pela sua destruicdo (Maggenti, 1981).

Os nematodes do género Bursaphelenchus Fuchs, 1937, podem ser micéfagos ou fitofagos,
conhecendo-se apenas duas espécies patogénicas: o nematode da madeira do pinheiro (NMP), B.
xylophilus (Steiner e Buhrer, 1934) Nickle, 1970 e o nematode do anel vermelho do coqueiro, B.
cocophilus (Cobb, 1919) Baujard, 1989 (Kanzaki, 2008).

O NMP é o agente causal da doenga da murchiddo dos pinheiros (em inglés “pine wilt disease”) e
embora seja nativo da América do Norte (Figura 2.1) foi observado pela primeira vez, no inicio do

século XX (1905), na cidade portuaria de Nagasaki no Japdao (Mamiya 1984a, 1988).
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Figura 2.1 Dispersdo de NMP no Mundo (adaptado de Rodrigues, 2011)

A primeira descricdo desta espécie remonta a 1929 em P. palustris Mill., como Aphelenchoides
xylophilus (Steiner e Buhrer, 1934). Posteriormente, este nematode foi descrito como B. lignicolus
Mamiya e Kiyohara, 1972, quando determinado como agente causal da doenca da murchiddo no
Japdo (Mamiya e Kiyohara, 1972). O facto de serem a mesma espécie, B. xylophilus, foi reconhecido
em 1981 por Nickle (Nickle et al.,1981).

B. mucronatus Mamiya e Enda (1979) é outra espécie ndo patogénica muito semelhante a B.
xylophilus, diferindo morfologicamente do NMP apenas nalgumas caracteristicas da fémea (ver 2.1).
A doenga da murchiddo do pinheiro, bem como a sua origem, eram desconhecidas e apenas em
1971, Kiyohara e Tokushige identificaram o NMP como o agente responsavel de uma doenga que
provocou a perda de 46 milhGes de metros cubicos de madeira de P. densiflora Siebold e Zucc nos
ultimos 50 anos no Japdo. Em 1982 a doenca da murchiddo alastrou para a China e em 1988 para a

Coreia (Figura 2.1) (Zhao et al., 2008).
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Enquanto espécie nativa, o NMP ndo é considerado uma P
doenca florestal na América do Norte (Dwinell e Nickle, /, ,
1989) pois, apesar da sua presenca e do seu inseto vetor, K
a doenca tem reduzida importancia, porque sendo o )

nematode origindrio desta regido, encontra-se em

equilibrio ecoldgico - co-evolugdo - com o hospedeiro.

Sutherland (2008) refere que o facto da maioria das

coniferas nativas serem resistentes a doenca e, por outro & B

lado, as temperaturas elevadas no verdao ocorrerem em R

periodos curtos, n3o permitem o desenvolvimento deste Figura 2.2 Nematode da madeira do
pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus

agente patogénico. (adaptado de Mullin, 2001)

Na Europa, foi detetado pela primeira vez em Portugal (Figura 2.1) na Peninsula de Setubal, em 1999

(Mota et al., 1999), mas é considerado um organismo de quarentena pela Unido Europeia desde

1976 (Anexo Il, Parte A - Seccdo | da Diretiva 77/93/CEE). A legislacdo Europeia refere-o como

material suscetivel ao NMP (Decisdo da Comissdo 2006/133/CE, de 13 de Fevereiro):

— madeira e casca isolada de coniferas (Coniferales), exceto a de Thuja L.;
— 0s vegetais, com excecdo dos frutos e sementes, de Abies Mill., Cedrus Trew, Larix Mill., Picea
A. Dietr., Pinus L., Pseudotsuga Carr. e Tsuga Carr.
Contudo, os principais hospedeiros do NMP s3o espécies do género Pinus, com a seguinte

distribuicdo (EPPO, sd):

— P. pinaster, P. nigra J.F. Arnold e P. sylvestris L., na Europa;
— P. bungeana Zucc. ex Endl., P. densiflora, P. luchuensis Mayr, P. massoniana Lamb. e
P.thumbergii Parl.(EPPO, sd)., na Asia oriental.
Segundo a European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPQO) as espécies mais

ameacadas na Europa sdo P. nigra, P. pinaster (regides centrais e do sul) e P. sylvestris (regides norte
e central) (EPPO, sd). Existem outras coniferas que também podem ser hospedeiras do NMP,
principalmente dos géneros Larix, Abies e Picea, mas sdo raros os relatos de danos. Foram relatados
casos de morte de Picea e Pseudotsuga provocados pelo NMP nos EUA (Malek e Appleby, 1984) e a

presenca do NMP em arvores a morrer no México (Dwinell, 1993).

2.1 Identificacdo e Biologia

Para classificagdo taxondmica do NMP é utilizado o sistema proposto por Hunt (1993, 2008):
— Filo: Nematoda
— Ordem: Aphelenchida
— Sub-Ordem: Aphelenchina
— Super Familia: Aphelenchoidoidea
— Familia: Parasitaphelenchidae
— Género: Bursaphelenchus
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Estdo descritas quase 100 espécies do género Bursaphelenchus (Ryss et al., 2005). Em Portugal,
ocorrem nove ou 10 espécies do género Bursaphelenchus associadas ao pinheiro-bravo (Penas et al.,
2004).

A taxonomia do filo Nematoda tem vindo a sofrer alteragGes significativas e continua em estudo.
Persistem duvidas relacionadas com problemas encontrados nos sistemas de classificacdo
morfoldgicos: descricdes desatualizadas e pouco claras de algumas espécies e a auséncia de material
tipo para consulta. Ha propostas de reformulacdo do sistema taxondmico recorrendo a um sistema
temporal baseado na observacgdo detalhada de material tipo e/ou espécimes vivos, e também a sua

analise molecular (Kanzaki, 2008).

2.1.1 Identificacéo

A identificacdo do NMP pode fazer-se através de caracteres morfoldgicos ou recorrendo a técnicas
de biologia molecular. Em Portugal existem trés laboratdrios reconhecidos para a realizagdo de
analises para despiste do NMP (DGADR, 2011):

— Instituto Nacional dos Recursos Bioldgicos, I.P. (INRB);

— Laboratdrio de Nematologia - Centro do Mar e Ambiente - Instituto do Mar — IMAR-CMA -
Universidade de Coimbra;

— Nemalab - ICAAM - Laboratério de Nematologia - ICAAM - Universidade de Evora.

Caracteres morfolégicos
Para identificacdo do NMP, devem observar-se trés caracteres morfolégicos especificos e
discriminativos desta espécie em particular (Fonseca et al., 2008) (Figura 2.3):

— nos machos as espiculas sdo robustas com um cucullus na extremidade distal;

— nas fémeas, o ldbio anterior da vulva tem uma prega vulvar (“vulval flap”) e a terminacdo da

cauda é geralmente subcilindrica com um término arredondado a digitado.

Figura 2.3 Fotografias de um isolado portugués de Bursaphelenchus xylophilus: (a) regido anterior; (b) cauda
do macho; (c) regidao vulvar; Bu, bursa; Cu, cucullus; VF, vulva com prega vulvar (adaptado de Fonseca et al.,
2008)

Foi detetada uma grande variabilidade no término de caudas nas fémeas de 12 isolados portugueses

de NMP variando entre: arredondado, digitado e mucronado (Fonseca et al., 2008). Esta situagdo
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complica a identificacdo recorrendo a este caracter morfoldgico das fémeas uma vez que B.
mucronatus também tem fémeas com caudas mucronadas. Sendo assim, sempre que subsistam
dividas deverd recorrer-se a andlise de ADN (acido desoxirribonucleico) para confirmar a

identificacdo de B. xylophilus.

Caracteres moleculares

Na identificacdo de isolados de NMP ou de outras espécies do género Bursaphelenchus tém sido
utilizadas varias técnicas moleculares. A vantagem destas técnicas, em relacdo a morfologia, esta
relacionada com o facto de ndo requererem formacao especifica em observacdo morfoldgica e
permitirem a identificacdo das espécies a partir de estadios juvenis que ndo possuem caracteres
morfoldgicos especificos, para além de que atualmente j& sdo mais sustentdveis do ponto de vista

econdmico (Kanzaki, 2008).

2.1.2 Biologia

O ciclo de vida do NMP, desde a fertilizacdo ao estadio adulto, pode completar-se em 4 a 5 dias a
uma temperatura de 25 °C (Mamiya, 1984a; Tomminen, 1993), envolvendo estadios propagativos e
dispersivos (Figura 2.4).

Adulto 2 (810 um)
Os NMP s3do organismos (730 pm)

microscépicos e o0s varios

= - o
estadios do seu Iy
£ (590 pm) JIv dispersivo (jover\dauer)

desenvolvimento, desde os & (547 ) (650 wm)

juvenis aos adultos, tém /W \M 5.
dimensdes que variam entre it dspersio ]‘

260 e 810 um (Figura 2.4). Jun (640 pm)

VO
=
410
A reprodugdo do NMP d3 {M \m l

” /
origem a uma descendéncia ] / —
I -
entre 100 e 800 individuos \ (260 pm) /

(Bolla e Boschert, 1993) e é

Figura 2.4 Esquema representativo do ciclo de vida do nematode da
madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus, estadios
pela temperatura, tendo sido propagativos e dispersivos (adaptado de Mamiya, 1975)

particularmente condicionada

verificada uma correlacdo entre a diminuicdo da reproducdo e o aumento da temperatura para
valores acima de 28 °C (Mamiya, 1975).

As temperaturas ideais para a sua reproducdo encontram-se entre 20 e 30 °C (Dozono e Kiyohara
1971; Futai 1980a) com um minimo de 9,5°C e um maximo de 33 °C (Mamiya, 1984) ou 35 °C
(Kanzaki, 2008).
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O NMP, apesar de poder ser um fitoparasita, pode ser facilmente mantido no laboratério em culturas
de fungos, geralmente Botrytis cinerea, ou culturas de callus de vérias plantas (lwahori e Futai, 1990).
Alguns estudos sugerem que fungos da podriddo, decompositores da madeira, em situa¢des de
caréncia de azoto, tornam-se predadores de microrganismos incluindo nematodes (Thorn e Barron
1984; 1986 e Barron, 2003). Foi possivel observar a imobilizacgdo e morte de NMP apds uma
inoculacdo com os fungos da podriddo das espécies Pleurotus ostreatus, P. pulmonarius, P. eryngii,

Lentinula edodes e Lampteromyces japonicus (Mamiya et al., 2005).

Propagacdao e dispersao

O ciclo de vida do NMP estd relacionado com o ciclo de vida do inseto vetor e pode ocorrer sob a
forma de propagacdo ou dispersdo (Figura 2.5). A transmissdo é realizada por um inseto vetor e esta
associada ao “ciclo dispersivo” do NMP. O “ciclo propagativo” ocorre numa Unica arvore (Wingfield,

1987).

_.-""""“‘n.,tk

JIII J
\%
Propagac¢ao
JII Adulto
o R
.: JI em ovo ovo / .I
. G .
n ]
L] L
% Dispersdo a
& *

Jui dispersivo JIv dispersivo (jovem dauer)

1"'.---""

Figura 2.5 Ciclos propagativo e dispersivo do nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus
(adaptado de Aikawa, 2008)
Na Figura 2.5 estdo representadas as vdrias fases do NMP, desde o ovo passando pelos varios

estadios juvenis (J e Jgispersivo) até ao estadio adulto.

Inseto vetor
Em Portugal, o inseto vetor associado ao NMP é o cerambicideo Monochamus galloprovincialis

(Figura 2.6) (Sousa et al., 2001; 2002, Naves, 2007).
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Figura 2.6 Inseto vetor, Monochamus galloprovincialis e larva em galeria no interior da madeira (adaptado
de MADRP, 2011 e Naves, 2007)

Este inseto vetor é um xiléfago secundario que necessita de arvores mortas ou muito debilitadas
para fazer a oviposicdo e ramos jovens para o pasto de maturacdo (Figura 2.7). Em Portugal,
apresenta apenas uma gerac¢do por ano e tem um ciclo bioldgico que comeca pela emergéncia dos
adultos, entre Maio e Agosto (Figura 2.13), atingindo valores maximos entre Junho e Julho (INRB,
2008). Estes insetos, voam até arvores saudaveis onde se alimentam de ramos jovens, pasto de
maturacdo (Figura 2.7) (Naves, 2007).

Apds um periodo de maturacdo sexual de 2 a 3 semanas, ambos os sexos sdo atraidos por arvores
debilitadas ou recentemente mortas onde acasalam e as fémeas pdem os ovos através de um orificio
na casca, denominadas feridas de oviposi¢cdo (Figura 2.7). A oviposi¢cdo coincide com o periodo de
voo do inseto, Maio a Outubro (Figura 2.13), e durante a sua vida cada fémea deposita em média 70
ovos (Naves, 2007).

A larva do inseto vetor eclode em 6 a 9 dias e constréi uma galeria na zona subcortical (Figura 2.6),
emergindo como adulto na Primavera seguinte, através de um buraco circular de 4 a 9 mm de
diametro (Figura 2.9) (Sousa et al., 2005).

O maior numero de galerias foi encontrado nos ramos da copa, com diametros entre 4 e 10 cm, e na

metade superior do tronco, a altura da copa (Sousa et al., 2005)

Ciclo propagativo

A transmissdo dos estadios juvenis Jiy (jovens dauer) do NMP pelo inseto vetor, Monochamus
galloprovincialis (Olivier), pode ocorrer sob duas formas: primaria e secundaria (Figura 2.7). A
primeira, transmissao primaria, verifica-se através de feridas de alimentac¢do (pasto de maturacdo)
provocadas pelo inseto vetor em ramos jovens de arvores sds. A segunda, transmissdo secundaria,
ocorre através de feridas de oviposicao, provocadas pelo inseto vetor em arvores doentes ou mortas

(Figura 2.7).
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de calulas da Desenvolvimento das larvas de conduzindo & morte da arvore

madeira ou fungos inseto na madeira
Figura 2.7 Relagdo entre os ciclos biolégicos do NMP, Bursaphelenchus xylophilus, com o inseto vetor,
Monochamus galloprovincialis (adaptado de Evans et al., 2006 e Naves, 2007)
Ambas as formas de transmissdo ocorrem porque os estddios juvenis J,, dispersivos que se
encontram no corpo do inseto vetor, na traqueia ou no exterior da superficie corporal (Figura 2.8),
abandonam o inseto penetrando nas arvores hospedeiras através das feridas (Kobayashi et al.,
1984). A transmissao ocorre de forma intermitente ao longo da vida do inseto mas, geralmente, tem

um pico 2 a 3 semanas apds a sua emergéncia de uma arvore morta (Naves, 2007).

Figura 2.8 (a) Jovens dispersivos (J,y) no corpo do inseto vetor, Monochamus alternatus (adaptado de
Aikawa, 2008) e (b) no interior da traqueia de M. galloprovincialis adulto (adaptado de Naves, 2007,
fotografia de Bravo, M.A.)

Nem todos os jovens dispersivos conseguem invadir os tecidos de pinheiros sdos, mas os que forem
bem-sucedidos sofrem uma muda para dar origem aos adultos que se reproduzem, comecando o

ciclo propagativo (Figura 2.4 e Figura 2.5) (Mamiya, 1975). A migragao é feita principalmente através
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dos canais de resina e os NMP alimentam-se dos contetdos das células vivas (células epiteliais) — fase
fitéfaga — no processo de migracdo (Tamura e Mamiya, 1979; Kuroda e Mamiya, 1986). Presume-se
qgue a opcdo pelas células epiteliais esteja relacionada com a sua maior suscetibilidade devido a
espessura mais reduzida da sua parede celular, parede primaria (Kikuchi, 2008). Em arvores em
declinio ou mortas, os NMP alimentam-se de fungos, fase micdfaga, particularmente de fungos
cromogéneos do azulamento, por exemplo dos géneros: Ophiostoma, Ceratocystis e Gliocladium (Ye
et al., 1993). Contudo, a presencga de fungos ndo é garantia da presenca de NMP.

As distancias percorridas pelo NMP na arvore sdo varidveis e vdo desde os 7,2 cm/dia, para
inoculagBes com 1 000 nematodes (Togashi et al., 2003), a 20-80 cm/dia numa arvore com 8 m de
altura (Hashimoto, 1975) e um maximo de 150 cm/dia ao longo do tronco de P. tumbergii com 7 anos
(Kuroda e Ito, 1992).

Quanto a sua distribuicdo ao longo da arvore e no plano radial, verifica-se que as maiores densidades
populacionais de NMP se encontram até a profundidade de 6 cm, observando-se uma reducdao em
numero a medida que aumenta a profundidade de amostragem. Na direcdo axial, apesar do NMP
estar distribuido por toda a arvore, verificaram-se maiores densidades ao nivel médio da arvore
(Sousa et al., 2005).

Apds varias semanas, a populacdo de NMP cessa o seu crescimento e comeca a declinar, o que
podera estar relacionado com a redugdo da quantidade de alimento disponivel ou redugdo da

temperatura. Perante estas condi¢Ges, a populacgdo inicia o seu ciclo dispersivo (Evans et al., 1996)

Ciclo dispersivo

No ciclo dispersivo, o segundo estadio juvenil (J;) vai dar origem ao estadio juvenil J, dispersivo
(Mamiya, 1983) que corresponde a uma fase de sobrevivéncia capaz de resistir a condi¢cGes adversas
(Figura 2.5). Estes jovens dispersivos migram para as camaras pupais (Figura 2.9) do inseto vetor e,
perto do momento de emergéncia do inseto, sofrem uma nova muda para dar origem aos estadios

juvenis dispersivos J,y, um estddio que ndo se alimenta.

Figura 2.9 Pupa na camara pupal do inseto vetor, Monochamus galloprovincialis e varios orificios de
emergéncia do inseto vetor (adaptado de Naves, 2007)

21



No inseto vetor os NMP instalam-se sob os élitros, nas traqueias ou no corpo do inseto e sao
transportados até ao novo hospedeiro reiniciando-se assim o ciclo propagativo (Evans et al., 1996).
Apenas 30 a 70% dos insetos que emergem de arvores infetadas transportam NMP e, geralmente,
cada inseto transporta algumas centenas de NMP mas, apesar de raro, é possivel um inseto

transportar varios milhares de NMP (INRB, 2008).

2.2 Doenga da murchidao do pinheiro

A doenca da murchiddo dos pinheiros resulta sobretudo da interagdo complexa entre o NMP, o
inseto vetor e a arvore hospedeira. Apesar deste conhecimento, muitos dos sintomas e mecanismos
da doenca permanecem por explicar, havendo cientistas que sugerem o envolvimento de toxinas ou
a simbiose do NMP com bactérias patogénicas (Zhao et al., 2008). Contudo, ndo ha consenso e é
necessario o prosseguimento da investigacdo sobre os componentes envolvidos nesta doenca.

Desde a descoberta do NMP como agente causal da doenca, que a investigacdo se tem desenvolvido
em torno do estudo do mecanismo de murchiddo. A propagacao artificial do NMP e o recurso a uma
técnica de inoculacdo, estabelecida pela primeira vez por Mamiya (1980, 1984), permitiu a realizagdo
de medig0des fisioldgicas (Tamura et al. 1987, 1988) bem como a realizacdo de centenas de trabalhos
de investigacdo no Japdo até ao final dos anos 1990, compilados e traduzidos para inglés por Kishi

(1995).

Mecanismos de infecéo
Na natureza, o NMP invade o hospedeiro quando o inseto vetor se alimenta de ramos jovens, ramos

com 1 ano de idade. Os nemdtodes que invadem com

Cambio Cortex

sucesso o hospedeiro tentam perfurar os traqueidos, mas Xilema
N

n3do conseguem avanc¢ar muito devido a sua maior espessura AN emcurso

relativamente as pontuac¢des areoladas (Kuroda, 2008).
1ano

Assim, os NMP invadem os canais de resina (Figura 2.11) nas

zonas danificadas do cértex e xilema e deslocam-se, ao longo i

da darvore, aproveitando as ligagbes entre os canais axiais e

3ano
radiais referidos no capitulo 1.1.

Em ramos e troncos com mais de trés ou quatro anos (Pinus
thunbergii e Pinus densiflora), o NMP utiliza os canais de
resina axiais do xilema para se deslocar (Figura 2.10) uma vez

Figura 2.10 Estrutura tridimensional de
gue ndo existem no floema secundario (Kuroda, 2008). raminho de pinheiro (adaptado de

. . .. .. o Kuroda, 2008)
Como os canais de resina axiais e radiais estdo largamente
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distribuidos no xilema (Figura 2.11), os NMP podem dispersar-se ao longo de uma arvore jovem, de
10 anos de idade e com 2,5 a 4 m altura, numa semana (Hashimoto e Kiyohara, 1973; Kuroda e lIto,

1992), mas nem todos os NMP atingem as raizes (Kuroda, 2008).

Canal de resina - nematodes nas ULl S !{: -
I

células epiteliais \RARALY - .

| &l
- B

Figura 2.11 Canais de resina com nematodes da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus — cortes
transversal, axial e radial (adaptado de Mamiya, sd)

Para estudar os mecanismos de infecdo, Suzuki (1992), Fukuda (1997) e Yamada (2006) recorreram a
inoculacdo de pinheiros P. thumbergii jovens com NMP. Pretendiam avaliar os sintomas e alteracoes
internas nas fases inicial e de desenvolvimento da doenca (Quadro 2.1).

Quadro 2.1 Sintomas externos e altera¢des internas observadas em pinheiros P. thumbergii jovens,
inoculados com o nematode da madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus (adaptado de Zhao et
al.(2008)

Fase inicial _ Fase de desenvolvimento

Estadios 1 2 3 4

Descoloragao
das agulhas — Morte
novas

. Descoloragdo das
Sintoma Nenhum N
Externo agulhas velhas

Oleo-resinas Normal — Decréscimo — Nenhuma

Alteragao no .
— Necrose em area

Células metabolismo — Necrose parcial
. . alargada
Interno secunddrio
Ascensdo de — Inicio do . ~
. Normal . Baixa condugdo — Paragem completa
seiva bloqueio .
Populagdo o ~
NMP . Propagacao Propagacao extensa
reduzida - _ pagac pagac
Tempo (semanas)* 1 2 3 4 e acima

Na fase inicial da doenca, correspondente aos estddios 1 e 2 (Quadro 2.1), o NMP desloca-se
exclusivamente nos canais de resina e as células epiteliais nesses canais apresentam necrose e
inchamento — formacéo de tilos (Kuroda, 2008).

Por volta das 3 semanas, coincidindo com o inicio da descoloracdo das agulhas (Quadro 2.1), a
populacdo inicial com menos de 10 NMP/g ps, cresce para mais de 100 NMP/g ps. Durante este
periodo, estadio 3 (Quadro 2.1), o nimero de células necrdticas aumenta e o teor de dgua no xilema

decresce drasticamente (Kuroda e Ito, 1992).
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O decréscimo do teor de agua, no xilema, esta relacionado com o inicio do bloqueio da normal
circulacdo e ascensdo da seiva no estaddio 2 (Quadro 2.1), através de um fendmeno de embolia
devido a presenca de bolhas de ar ou vapor de dgua que se formam na coluna de seiva e que se
expandem, conduzindo a sua drenagem e desidratacdo que se espalha pelos traqueidos adjacentes
(Figura 2.12) (Sperry e Tyree, 1988; Tyree e Zimmermann, 2002).

A desidratacdo conduz a uma cessagao da condugdo de

Secgdo transversal de
pontuafo areolada

@ _; Toro

agua no xilema, estddio 4 (Quadro 2.1), que resultara em

alteragOes fisiolégicos nas agulhas tais como um  Tgf

, . . , tra
decréscimo marcado no potencial de agua e nas taxas

fotossintética e de transpiragdo (Ichihara et al., 2001).

Em 4drvores s3s, o fendmeno de embolia ocorre (5
diariamente, contudo, a tensdo de soluto induzida pela

transpiracdo reduz-se apds o por-do-sol ou precipitacao e

Desidriatagao
port embolia

\._‘_.-3

. - . - . — Bolha
verifica-se a recuperacao da situacdo de embolia com o

reenchimento dos traqueidos que recuperam a sua

funcdo de transporte (Sperry e Tyree, 1988). Daqui se

Figura 2.12 Embolia nos traqueidos do
solo as arvores ndo murcham facilmente. borne de pinheiro na presenca de

conclui que perante condi¢cbes adequadas de agua no

nematode da madeira do pinheiro,
Bursaphelenchus xylophilus e estrutura

recuperac¢do referido, pelo contrario, a desidratacdo nos das pontuacdes areoladas (adaptado
de Kuroda, 2008)

Na presenca de NMP ndo se verifica o processo de

traqueidos onde ¢é realizado o transporte aumenta

gradualmente, provavelmente devido a oclusdo com substancias oleosas e viscosas exsudadas pelas
células epiteliais e parénquima radial. Como consequéncia, da-se o aumento da area de xilema
disfuncional, desidratacdo e necrose, estadio 4 (Quadro 2.1), e a paragem completa da ascensdo de
seiva (Kuroda, 2008).

No estaddio final da doenca da murchiddo, e a medida que a arvore se aproxima da morte, a
populacdo de NMP aumenta e estd presente na zona do cambio. Neste momento, as células novas
junto ao cambio aparecem alteradas (Kusunoki, 1987), provavelmente degradadas por enzimas
hidroliticas (Kuroda, 2008). Os NMP exsudam hidrolases como a celulase e a pectinase (Odani et al.,
1985; Kuroda, 1987; Kikuchi et al., 2004) e absorvem os conteldos das células do hospedeiro.

Com a cessagao da ascensdo de seiva, a arvore é atacada por varios tipos de fungos, nomeadamente
fungos cromogéneos do azulamento dos géneros Ceratocystis e Ophiostoma, detetando-se

igualmente, a presenca de bactérias e outros microrganismos (Kuroda, 2008 e Ye et al., 1993).
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Sintomatologia

A gravidade dos sintomas observados e da incidéncia da doenca da murchiddo do pinheiro estdo
relacionados com a espécie hospedeira e, também, com a temperatura e consequentemente com a
época do ano em que ocorre a transmissdo dos jovens dispersivos. A inoculacdo de arvores no Verdo
leva a uma morte rapida das arvores, em 40 a 60 dias. InoculagGes mais tardias, no Outono ou
Inverno, podem resultar na total auséncia de sintomas (Kiyohara e Tokushige, 1971) ou no
aparecimento de sintomas apenas na Primavera seguinte.

Em Portugal (Figura 2.13), devido a relagdo com o ciclo bioldgico do inseto vetor, as arvores infetadas
tendem a apresentar sintomas alguns meses apds a infe¢do, geralmente a partir do meio do Verao,

mas com maior evidéncia no Outono e menos frequentemente na Primavera seguinte (INRB, 2008).

? Arvore com sintomas

s Inseto vetor

Tempo (meses) Rodrigues, 2011)

No pinheiro-bravo, os sintomas comecam algumas semanas apds a infecao, pela diminuicdo do fluxo
de resina a que se segue o amarelecimento e murchiddo das agulhas (Quadro 2.1), sendo possivel
encontrarem-se arvores com copas secas ou a secar total ou apenas parcialmente (Figura 2.14).

Esta sintomatologia ndo é especifica da doenca,
podendo resultar de outros fatores de
mortalidade bidticos e abidticos em que o
diagndstico depende de uma andlise laboratorial
da madeira (ver 2.1) (Sousa et al., 2005).

Figura 2.14 Pinus pinaster com sintomas da doenga
da murchiddo do pinheiro e presenga confirmada de
NMP na “Herdade da Aposti¢a”, Portugal (Fevereiro
de 2011)

Mecanismos de defesa

Quando os tecidos das arvores de pinheiro sao feridos por via mecanica ou pela alimentagdo de
insetos, as células epiteliais e parénquima radial sintetizam e exsudam resina que contém acidos
resinicos e monoterpenos volateis (Hillis, 1987), mecanismo de defesa, para o limen dos traqueidos

adjacentes, resultando em cavitag¢Ges parciais destas células (Kuroda et al., 1991).
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Figura 2.13 Distribuicdo do aparecimento de
arvores com sintomas e do ciclo bioldégico do
inseto vetor, Monochamus galloprovincialis
ao longo do ano em Portugal (adaptado de



O recurso a espectrometria de massa permitiu detetar um aumento da presenca de monoterpenos
volateis no xilema tais como a-pinenos e B-pinenos, logo trés dias apds a inoculagdo com NMP e a
sua concentracdo atingiu um maximo aproximadamente duas semanas depois, estadio 2 (Quadro
2.1) (Kuroda, 2008).

A maioria dos NMP ficam retidos na resina libertada no local dos tecidos danificados e, como tal, ndo
conseguem invadir os tecidos de pinheiros sdos. As taxas de invasdao encontradas na bibliografia
variam entre 23,2 e 25,6% (Kishi, 1995; Asai e Futai, 2006). A resina retarda a entrada, mas ndo é
eficaz para evitar a migracdo dos individuos que conseguem entrar (Kuroda, 2008).

A producdo de metabolitos secundarios, terpenos, compostos fendlicos e estilbenos, que ocorre nas
células infetadas, é uma reacdo de defesa que leva a sua morte tal como sucede na formacdo do
cerne (Hillis, 1987). O mecanismo de producdo de metabolitos secunddrios ocorre de forma
localizada em conexdo com a distribuicdo de NMP e ndo de forma generalizada em toda na arvore
(Ichihara et al., 2000).

Apesar das reagOes de defesa descritas, as espécies suscetiveis aparentam nao conseguir sintetizar
metabolitos em quantidade e velocidade suficientes para afetar a progressdo da doenca, pois os
NMP dispersam-se rapidamente (ver 2.1.2) (Kuroda, 2008).

Na Figura 2.15, estdo representadas as reacdes de uma darvore hospedeira resistente e suscetivel

apos a infecdo com NMP.
Infecao

Arvore resistente Migragdo do NMP Arvore suscetivel

Acdo de defesa:

-nematicida? Metabolitos secundarios:

-guimica? - monoterpenos . . .
quimica Desidratacao por embolia

Inibicéo da reproducéo do NMP Necrose e morte do hospedeiro

Reproducdo do NMP

Figura 2.15 Reac¢do de uma arvore hospedeira resistente e suscetivel apés a infecio com nematode da
madeira do pinheiro, Bursaphelenchus xylophilus (adaptado de Kuroda, 2008)
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Na arvore hospedeira suscetivel a doenca o processo de desenvolvimento envolve (Kuroda, 2008):

— estimulos pela invasdao de NMP, migracdo e alimentacdo nos canais de resina;
— ativacdo do metabolismo secundario nas células epiteliais e parénquima;

— libertacdo de metabolitos oleosos para os traqueidos;

— desidratacdo dos traqueidos por embolia e bloqueio parcial do fluxo de seiva;
— alargamento do xilema disfuncional;

— paragem completa da subida de seiva;

— necrose e morte das células do cambio.

2.3 O NMP em Portugal

O comércio mundial de produtos florestais, nomeadamente madeira e embalagens, tem um papel
importante na disseminacdo do NMP (Evans et al., 1996) e terd também tido, na sua entrada em
Portugal, o primeiro pais Europeu onde em 1999 foi detetado este organismo de quarentena da
Unido Europeia (Mota et al., 1999).

A origem da populacdo de NMP encontrada em Portugal é desconhecida e ja foram apresentadas
diversas hipdteses, nomeadamente a América do Norte, Japdo ou China. Contudo, estudos mais
recentes apontam para a China (Figura 2.1), pois os isolados portugueses tém uma menor distancia
genética a isolados dessa origem (Vieira et al., 2007).

Conforme referido, o pinheiro-bravo é o Unico hospedeiro do NMP conhecido em Portugal, uma das
espécies mais suscetiveis no sul da Europa. A presenca de NMP é o principal problema fitossanitdrio
desta espécie. Enquanto organismo de quarentena da Unido Europeia (Anexo Il, Parte A - Secgdo | da
Diretiva 77/93/CEE), a presenca do NMP em Portugal levou ao estabelecimento de legislacdo —
Decreto-Lei n.2 95/2011, de 8 de Agosto — que resultou da Decisdo n.2 2006/133/CE, da Comissdo, de
13 de Fevereiro, alterada pela Decisdo da Comissdo n.2 2009/993/UE, de 17 de Dezembro. O
Decreto-Lei n.2 95/2011, de 8 de Agosto:

“..estabelece medidas extraordindrias de prote¢do fitossanitdria indispensdveis ao controlo do
nemdtode da madeira do pinheiro (NMP) Bursaphelenchus xylophilus (Steiner & Biihrer) Nickle et
al. e do seu inseto -vetor, o longicornio do pinheiro, Monochamus galloprovincialis (Oliv.), com
vista a evitar a dispersdo da doen¢ca da murchiddo do pinheiro e, quando possivel, a sua
erradicagdo, procedendo a implementacGo das medidas de protegdo fitossanitdria previstas na
Decisdo da Comissdo n.2 2006/133/CE, de 13 de Fevereiro, alterada pela Deciséo da Comisséo n.2
2009/993/UE, de 17 de Dezembro.”

A aplicacdo das medidas fitossanitarias teve inicio na zona afetada, na Peninsula de Setubal, e na
zona tampdo com raio de 20 km que delimitava a primeira (Figura 2.16) (Portaria n.2 7/2000, de 7 de
Janeiro, atualizada por: Portaria n.2 518/2001, de 24 de Maio, Portaria n.2 1572/2003, de 27 de
Dezembro e Portaria n.2 815/2006, de 16 de Agosto).
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Em 2008 houve uma extensdo das medidas fitossanitarias a regido da Lousd e Arganil (Portaria n.2
305-A/2008, de 21 de Abril) e, posteriormente, a todo o territério nacional (Portaria n.2 553-B/2008,
de 27 de Junho), incluindo a ilha da Madeira; (Decreto-Lei n.2 95/2011, de 8 de Agosto).

Dentro das referidas medidas
fitossanitarias  encontram-se  as
seguintes (Decreto-Lei n.2 95/2011,
de 8 de Agosto):

— obrigatoriedade de registo
de todos os operadores econdmicos
envolvidos na exploracdo florestal
de coniferas, bem como dos
operadores econdémicos que
procedem ao fabrico, tratamento e
marcagao de material de
embalagem de madeira e ao

tratamento de madeira de

| gl

coniferas.

— exigéncias especificas
Figura 2.16 Mapa com a localiza¢dao e delimitagdo geografica da relativas ao abate, circulacdo e
zona de restricdo e manchas criticas na peninsula de Setubal
(adaptado de Rodrigues, 2011)

armazenamento de coniferas
hospedeiras.

— medidas relativas ao tratamento de madeira e material de embalagem de madeira, a par das

restricGes a sua circulagdo no territério nacional e a sua expedigdo para outros paises.

As medidas referidas na legislagdo para o “tratamento de madeira e material de embalagem de
madeira e restrigdes a sua circulagdo e expedicdo” permitem a continuagdo da sua exportacdo desde
qgue seguida a Norma Internacional para as Medidas Fitossanitarias n.2 15 da FAO (ISPM 15). Este
tratamento da madeira tem como objetivo a eliminacdo do NMP, madeira essa que apds tratada
pode ser utilizada sem restri¢des fitossanitarias.
A comprovacdo do tratamento é realizada por marcacdo da
madeira, no caso das embalagens (Figura 2.17), e pelo

acompanhamento de um “passaporte fitossanitario” no caso da

madeira serrada.

Figura 2.17 Marca utilizada para
comprovar a realizagao do

O “Programa de Acdo Nacional para o Controlo do NMP” (criado

pela Portaria n.2 553-B/2008, de 27 de Junho), a que estdio tratamento fitossanitario numa
embalagem de madeira
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associadas diversas acdes, nomeadamente ao nivel da prospecdo e amostragem de drvores com
sintomas de declinio, resultou na identificacdo de 331 casos positivos, em amostragem realizadas em
2010 e até Setembro 2011 (Rodrigues, 2011).

Desde 1999 foram erradicadas mais de 1 milhdo e 600 mil arvores com sintomas de declinio em
Portugal, no ambito dos programas do Estado Portugués. Inicialmente apenas na Peninsula de
Setubal mas, a partir de 2008, incluindo também a zona centro. Aqueles nimeros, devem somar-se
pelo menos 1 milhdo e 800 mil arvores erradicadas pela iniciativa privada sé nos anos 2009 e 2010
(AIFF, 2010).

A presenca do NMP em Portugal tem tido e continuara a ter consequéncias muito negativas para a
industria, com a reducdo da quantidade de madeira de pinheiro-bravo disponivel e respetiva perda
de valor, perda de competitividade associada as necessidades de tratamento e restricdes as

exportagdes.

2.4 O NMP e as propriedades fisico-mecanicas da madeira de pinheiro

Foram encontradas poucas referéncias as consequéncias do ataque do NMP na qualidade da madeira
do hospedeiro. Contudo, o NMP segrega celulases que, tal como as celulases de outros parasitas de
plantas, podem fragilizar a parede celular atuando ao nivel da celulose e hemicelulose sintetizadas e
depositadas, facilitando a sua alimentacdo e migracdo e resultando num enfraquecimento da
resisténcia mecanica dessas paredes (Kikuchi, 2008).

Oliveira et al. (2008) e Rodrigues et al. (2009) referem que detetaram, em madeira com
sintomatologia da infe¢cdo pelo NMP, um decréscimo do mddulo de elasticidade sem afetar de forma
significativa a densidade da madeira. Adicionalmente, nos referidos trabalhos apurou-se uma
diminuigdo (significativa) de 10% da resisténcia da madeira a flexdao estatica de madeira com

sintomatologia em relacdo a madeira sem sintomatologia.

2.5 Controlo da doenga da murchidéo do pinheiro

O agente responsavel pela doenca da murchiddao, o NMP, é de muito dificil controlo, pois tem um
ciclo de vida muito curto, uma elevada fecundidade e fertilidade, alternancias entre fases fitéfaga e
micéfaga e estadios juvenis de resisténcia (Naves, 2007). Adicionalmente, trata-se de um organismo
microscopico de dificil detecdo pois, conforme referido, a sintomatologia da murchiddo ndo é
especifica da doenca provocada pelo NMP.

Na floresta de pinheiro-bravo e perante a enorme dificuldade de controlar o NMP depois da sua
introducdo, por nao existirem métodos de controlo eficazes é frequente a realizacdo de cortes rasos,
eliminacdo e replantacdo. Contudo, considerando a interagao entre o NMP, o inseto vetor e a arvore

hospedeira existem solugGes de controlo ao nivel de cada um destes intervenientes na doenga.
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NMP

Existem varios métodos de combate ao nivel do NMP, desde produtos com atividade nematicida
para aplicacdo direta no tronco das arvores a outros métodos de controlo biolégico. Em relacdo aos
produtos de atividade nematicida para injecdo direta no tronco das arvores, sdo exemplo o produto
Syngenta® e alguns 6leos essenciais e volateis que ainda se encontram em investigacdo laboratorial
(Barbosa et al., 2010).

Em relagdo a métodos de controlo bioldgico, refere-se um programa desenvolvido no Japao que teve
por base variacGes na viruléncia do NMP. Foram pré-inoculadas plantas de pinheiro em viveiros,
nativas do Japdo, com NMP nao virulento. Esta inoculagao induziu resisténcia sistémica das arvores
contra uma inoculacdo subsequente de NMP virulento. Foi considerada importante a producdo de
metabolitos secunddrios pela sua atividade nematicida especialmente através da inibicdo da
reproducdo e dos movimentos do nematode, ponderando-se que deveria ser melhor estudada
através da inoculagdo de NMP ndo virulentos em testes de inducdo de resisténcia (Kosaka et al.,
2001). Esta resisténcia induzida pela inoculagdo com NMP ndo virulento torna este método como
potencial candidato a método de controlo biolégico contra a doenca da murchidao dos pinheiros.

A inoculacdo de arvores adultas com NMP ndo virulentos também foi testada em condi¢des naturais,
obtendo-se uma resisténcia induzida temporaria a doenca da murchiddo. Contudo, estes resultados
ainda ndo sdo satisfatdrios para um controlo biolégico efetivo pois é necessario determinar em que
condicOes a resisténcia é realmente eficaz e apresenta uma maior duracao (Kosaka et al., 2001).
Adicionalmente algumas bactérias, de que é exemplo a Brevibacillus laterosporus, sdo capazes de

eliminar o NMP (Oliveira et al., 2004; Huang et al., 2005).

Inseto vetor

Os métodos de combate, dirigidos a eliminacdo do inseto vetor,
pretendem evitar a transmissdo do NMP. S3o métodos de controlo fisico,
guimico ou biolégico:

— controlo fisico envolve o abate seguido da producdo de estilha
ou queima do material;

— o controlo quimico implica a aplicagdo de sprays e inseticida na
madeira depois de abatida ou nas arvores vivas;

— o0 controlo biolégico é realizado através da utilizagdo de

Figura 2.18 Exemplo de
armadilha utilizada para o
inseto vetor (Rodrigues,
2011)

armadilhas, de aves ou de outros predadores de insetos (Figura
2.18).
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Arvore hospedeira

A melhor solucdo de combate a doenca, ao nivel do hospedeiro, passara pela definicdo da melhor
alternativa de gestdo dos povoamentos de pinheiro-bravo de modo a evitar e/ou reduzir a
suscetibilidade dos individuos a pragas e doencas. Em paralelo, é importante trabalhar em
programas de melhoramento, uma vez que a resisténcia natural é a melhor forma de controlar a
maioria das pragas e doencas, além de que diferentes espécies de pinheiro apresentam variacGes na
sua suscetibilidade ao NMP. Com este método, uma arvore resistente previne a multiplicacdo da
populagdo de NMP de forma que o nimero de nematodes apds a infe¢do seja inferior ao nimero de
nematodes que infestaram a arvore (Trudgill, 1991).

Seguidamente, apresentam-se programas de melhoramento e alguns dos resultados ja obtidos.

China e Japao

Na China e Japao foram utilizadas duas estratégias em programas de melhoramento da resisténcia:
selecdo e cruzamentos. Os programas baseados na selecao exploram os raros individuos resistentes
gue ocorrem em populagGes naturais na China e Japao. A sua frequéncia foi calculada entre 0,1 e 1
num milhdo (Ohoba, 1976). A principal vantagem desta estratégia é o ponto de partida serem
arvores adultas, permitindo a selecdo com base noutras caracteristicas desejaveis, como por
exemplo, crescimento e retiddo do tronco, antes do inicio do programa de melhoramento (Jones et
al., 2008).

Por outro lado, os programas baseados nos cruzamentos exploram a resisténcia natural encontrada
em espécies que co-evoluiram na presenca de NMP. Apesar de ser mais provavel que esta
abordagem identifique genes que genuinamente conferem resisténcia ao NMP, a dificuldade esta no
facto do material, sujeito a estes programas de melhoramento, ter necessidade de ser reanalisado no

que diz respeito a outras caracteristicas que nao a resisténcia (Jones et al., 2008).

Portugal

Em 2009, foi iniciado um projeto que visa estabelecer os fundamentos para um programa de
melhoramento em Portugal. Este projeto é constituido por varias tarefas das quais se destacam:
selecdo de arvores candidatas que manifestem graus de resisténcia; escolha de arvores vigorosas e
saudaveis na classe dominante de povoamentos sujeitos a fortes ataques de NMP; avaliagcdo da
suscetibilidade/resisténcia ao NMP; colheita de pinhas e separagdo da semente por arvore
selecionada e estabelecimento de ensaio de descendéncias das arvores candidatas e a monitorizagdo
de grau de resisténcia da populacio de melhoramento para o volume e forma da 4arvore
(Carrasquinho, 2010).

A fase inicial em que se encontra este programa ndo permite, ainda, ter resultados que possam ser

apresentados (Carrasquinho, 2011).
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3 Material e Métodos

O trabalho foi iniciado com a pesquisa de informagdo acerca de eventuais efeitos do NMP nas
propriedades mecanicas da madeira de pinheiro-bravo, nomeadamente no MOE a flexdo estatica.
Perante a inexisténcia de resultados concretos acerca dos efeitos deste nematode, foram delineados
ensaios para permitir estuda-los.

Com o objetivo de controlar as condi¢cbes experimentais, optou-se pela inoculacdo artificial de
madeira sd (recetora) com madeira infetada naturalmente pelo NMP (dadora). Este processo
permitiu o acompanhamento da infecdo do NMP por contacto (inoculagdo) e da sua evolugdo no
tempo, partindo de um momento inicial com madeira ndo infetada. A inoculacdo é ja largamente
utilizada em plantas e pinheiros, em ensaios orientados para o estudo da doenca da murchidao,
conforme foi referido no capitulo 2. A inoculagdo de madeira seguiu a técnica que tem vindo a ser
utilizada mais recentemente em estudos realizados no INRB (Sousa, 2011).

A opcdo pela utilizagdo da madeira inoculada como material de ensaio, baseou-se na hipétese de que
o desenvolvimento da populacdo de NMP nesta madeira, sera semelhante ao que ocorre na madeira
infetada naturalmente. Em paralelo e com o objetivo de comparar resultados, foram também
ensaiadas amostras de madeira infetada naturalmente.

Para desenvolvimento do trabalho experimental foram definidas as fases a seguir indicadas que
serdo especificadas nos capitulos seguintes:

1. selecdo de madeira sa e madeira infetada com NMP;

2. preparag¢do da madeira para os ensaios, incluindo a inoculagao da madeira sa com NMP através
do contacto com a madeira infetada;

3. caracterizac¢do das madeiras s3, inoculada e infetada com NMP:
a) ensaios fisicos e mecanicos realizados no LNEG - Laboratério Nacional de Energia e
Geologia, I.P. (ver 3.3);
b) pesquisa e quantificacio de NMP realizados no INRB (ver 3.4).

A amostra foi definida de modo a garantir, sempre que possivel, um nimero minimo de casos

adequados a assegurar um apuramento de resultados, que permitisse um tratamento estatistico
capaz de responder aos objetivos fixados. Para determinagdo da grandeza da amostra (ver 3.5) foram
também tomados em consideragdo o intervalo de tempo previsto para a realizagdo do trabalho,
cerca de quatro meses, e o0 nimero de determinacdes e ensaios a realizar. As estimativas realizadas,
com base no delineamento experimental definido, apontavam para 10 amostras para cada tabua
(oito para determinacdes 3.a e duas para 3.b) de madeira s3, inoculada e infetada com NMP, em
cada momento no tempo. Assim, definiu-se como material de origem um universo de quatro arvores:
trés arvores sas e uma arvore infetada com NMP, perfazendo um total estimado de 486 amostras e

um intervalo de ensaios de quatro meses, conforme representado no Quadro 3.1.
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Quadro 3.1 Calendarizagao e n.2 de amostras previstas para o trabalho experimental

Fase Inicio do periodo Intervalo de* N.2 de ampstras
tempo (dias) INRB - LNEG
1. Selecdo da madeira 3 de Fevereiro - - -
2. Inoculagdo (tempo 0) 2 de Maio 0 12 54
3. Determinagdes
Tempo 1 17 de Maio 15 12 72
Tempo 2 1 de Junho 30 12 72
Tempo 3 1 de Julho 60 12 72
Tempo 4 31 de Julho 90 12 72
Tempo 5 30 de Agosto 120 12 72
"a contagem dos dias iniciou-se com o momento da inoculagdo TOTAL 72 . 414

3.1 Selecao da madeira

O material utilizado no trabalho experimental foi selecionado a partir das amostras colhidas de

arvores num povoamento de pinheiro-bravo localizado na “Herdade da Apostica”, em Sesimbra

(Figura 3.2), um dos concelhos classificado como “zona afetada” (2.3) e um dos primeiros onde se

detetou a presenca do NMP em Portugal (Mota et al., 1999).

As amostras foram colhidas em arvores com e sem sintomas da doenga da murchiddo dos pinheiros

(Figura 3.1), seguindo a metodologia definida pela Autoridade Florestal Nacional: “Prospecdo -

Erradicacao” (AFN, 2009):

estar separados dos sacos com amostras de arvores com sinto

marcar a arvore selecionada para posterior identificacao;

retirar a casca com uma machada na zona a furar, ja que as amostras ndo devem conter dela
vestigios;

furar a volta do tronco a diferentes alturas, DAP e outras, até uma profundidade de 6 cm e
recolher uma amostra com uma quantidade aproximada de 100 g de estilha de madeira por
arvore;

desinfetar a broca entre amostras mergulhando-a em frasco de alcool por um periodo de
30salmin,;

acondicionar cada amostra num saco identificando-o com o respetivo cédigo

0s sacos com amostras das arvores sem sintomatologia da doenca da murchiddo devem
matologia.

YA

Figura 3.1 Exemplo de arvores selecionadas, sem (a) e com sintomatologia (b) da doenga da murchiddo
Aspeto de um local de colheita da amostra (c) e berbequim de amostra utilizado na colheita (d)
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As amostras foram analisadas no INRB para pesquisa e quantificacdo de NMP (procedimento descrito
no 3.4) e a madeira selecionada, serrada pela empresa ICIMAD - Industria e Comércio Ibérico de
Madeiras S.A., foi utilizada para as inoculages (3.2.3).

Apds a montagem das inocula¢cles, procedeu-se a uma re-quantificagdo de NMP na madeira
infetada. Os resultados desta analise indicaram um decréscimo acentuado, em relagdo as amostras
colhidas da arvore infetada selecionada, tendo-se constatado que o numero de NMP era insuficiente
para uma inoculagdo bem-sucedida. Assim, foi necessdrio interromper as inoculag¢des ja iniciadas,
rejeitar o material obtido e recomecar o trabalho experimental, reiniciando-se a fase de selecdo.
Estes factos impuseram uma re-calendarizacdo do trabalho experimental e a sua reducdao de quatro

para trés meses, refletindo-se numa redugdo do numero total de amostras (Quadro 3.2).

Quadro 3.2 Re-calendariza¢do do trabalho e niimero de amostras previstas para o trabalho experimental

. Intervalo de N.2 de amostras
Fase Inicio do petfodo tempo BT R AT
(dias)’
1. Selegdo da madeira 9 de Maio - : - : -
Inoculagdo (tempo 0) 20 de Maio 0 12 54
3. Determinagdes
Tempo 1 3 de Junho 14 0 12 2
Tempo 2 17 de Junho 28 12 2
_Tempo3 ~  15dedubho - 56 12 72
Tempo 4 10 de Agosto 82 12 72
"a contagem dos dias iniciou-se com o momento da inoculagdo TOTAL | 60 | 342

Obteve-se novamente madeira s3, fornecida mais uma vez pela ICIMAD - Industria e Comércio
Ibérico de Madeiras S.A, proveniente de um povoamento de arvores com idades compreendidas

entre os 25 e 0s 40 anos.

Quanto a madeira infetada com NMP, proveio de dois toros de uma arvore de um povoamento de
pinheiro-bravo em Possanco, Alcacer do Sal (Figura 3.2), onde ja havia sido determinada a presenca
de NMP em quantidade considerada interessante para utilizar em inoculacdo da madeira sa (superior
a 50 NMP/g ps). Os toros pertenciam a uma arvore com uma idade estimada de 72 anos e com um

didmetro na base de 46 cm, as alturas de 4,40 e 6 m do solo.
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Figura 3.2 Localizagdo geografica dos povoamentos de pinheiro-bravo onde foram abatidas as arvores. (A)
“Herdade da Apostica”, Sesimbra e (B) Possanco, Alcacer do Sal

A observagdo do disco retirado da base do tronco desta arvore permitiu identificar varias marcas de
resinagem (Figura 3.3). Verificou-se ainda uma aparente “intensificacdo da cor do cerne e um
acréscimo do teor de resina”, efeitos caracteristicos da fase inicial do ataque de fungos
decompositores do pinheiro, Phellinus pini, defeito designado por “ardido” (Carvalho, 1996). Os
esporos deste fungo germinam em tecidos do cerne expostos por feridas das “caretas de resinagem”,
alterando o aspeto da madeira, sem provocar modificacbes expressivas das suas propriedades
(Carvalho, 1996).

Depois de serrada a madeira observaram-se “pequenos alvéolos ou bolsas revestidas por enfeltrado
micelar branco” no cerne (Figura 3.3), caracteristicos da podriddo alveolar/cardido que resulta da
fase avangada do ataque de fungos do ardido, P. pini. Este ataque causa a gradual destruicdo da

madeira devido a uma decomposicdo progressiva da lenhina (Carvalho, 1996).

Figura 3.3 Rodela de toro de arvore infetada com NMP com feridas da resinagem (a) e pormenor de cerne
dessa madeira com podriddo alveolar/cardido (b)

3.2 Preparacao das tabuas para os ensaios

As tabuas foram preparadas segundo a metodologia representada na Figura 3.6. Genericamente,
apos a entrada dos toros na serragao, serraram-se as tdbuas de madeira sa e infetada com NMP.
Apds serradas, as tabuas foram marcadas com os cédigos dos toros de origem: madeira sa (AN, BN e

CN); madeira infetada com NMP (D) e madeira sa para inocular (A, B e C) (ver 3.2.3).
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As tabuas foram armazenadas e mantidas numa camara climatica (ARALAB Climaplus 400) em
condigdes de temperatura (25°C) e humidade relativa (70%) constantes, ao longo dos 3 meses de
ensaios (Quadro 3.2).

No fim de cada periodo de tempo do trabalho experimental (tempos 0 a 4 no Quadro 3.2) a madeira
foi retirada da cdmara e serrada a parte das tdbuas referente a esse tempo. A preparagdo dos
provetes utilizados nos ensaios fisicos e mecanicos (ver 3.3) e a das amostras utilizadas para a

pesquisa e quantificagdo de NMP (ver 3.4) sdo detalhadas nos capitulos seguintes.

3.2.1 Madeirasa
Os toros de madeira sa foram serrados em tabuas com 3,90 x 0,20 x 0,03 m (Figura 3.4):

— toros das arvores A e B: duas tabuas com uma face radial (tabuas “radiais”) de cada toro;

— toro da arvore C: duas tdbuas tangenciais.

Figura 3.4 Toros de arvores sas selecionadas, serragem da madeira e tdbuas obtidas

As tabuas de madeira sa foram fracionadas em tdbuas mais curtas com aproximadamente 1,30 m de
comprimento, para facilitar a sua manipulacao, e foram marcadas com os cédigos que as identificam
(Anexo, Quadro | e Figura 1). A marca¢do do momento “zero” nas tabuas da madeira sa fez-se a partir

da parte da tdbua que corresponde a base de cada toro (Figura 3.5).

32 cm
AL

Tempos0a 4
A

\

Figura 3.5 Representagdo esquematica da marcagdao das tabuas retiradas de cada toro e dos cddigos
atribuidos ao longo de cada tabua. Exemplo de marcag¢ao da tabua B para o tempo “zero”
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Figura 3.6 Representacdo esquematica da metodologia seguida apds entrada dos toros de madeira na serragdo — 3 toros de arvores sas e 2 toros de uma arvore infetada
com NMP



3.2.2 Madeira infetada com NMP

Os dois toros foram serrados e selecionadas as quatro tabuas mais

32cm

centrais de cada um dos toros, com 1,60 x 0,30 x 0,03 m cada (Figura

3.6). As tabuas de madeira infetada com NMP foram também serradas
com 1,30 m de comprimento e marcadas com os cédigos que as

identificam (Anexo, Quadro | e Figura 1). Nestas tabuas foi também

marcado o numero referente a madeira a inocular (e.g. a tdbua infetada Figura 3.7 Exemplo de

marcada com o ndmero 1 foi utilizada para inocular a madeira s3 do Marcagdo de tibua de
madeira infetada com os

toro A) codigos referentes ao
tempo, arvore de origem

A marcagdo nas tabuas dos cdédigos dos momentos de ensaio e dos e regido do lenho (1DB3 e

coédigos referentes & madeira a inocular foi realizada de forma aleatéria 1PC3)

(Figura 3.7).

3.2.3 Madeirainoculada com NMP

As trés tdbuas de madeira sd preparadas e marcadas (Figura 3.8),

conforme referido no ponto 3.2.1, foram inoculadas recorrendo-se a
uma metodologia utilizada no INRB (Sousa, 2011).

Esta metodologia consiste na sobreposicdo das tabuas de madeira da

arvore infetada com NMP (dadora) as tabuas de madeira das arvores

Figura 3.8 Exemplo de
sds (recetora). Assim, as tdbuas sdo agrupadas duas a duas (AN€XO, marcacio de tibua de
madeira a inocular com os
codigos referentes ao
infetada. As duas tabuas sdo mantidas juntas utilizando abracadeiras em tempo, toro de origem e

‘o . . . ) . regido do lenho (1BB,
plastico (Figura 3.9). No momento imediatamente anterior a jpc)

Figura 3.9) colocando-se a tdbua infetada por cima da tdbua ndo

sobreposicao, é adicionada dgua com um borrifador as faces de contato de cada par de tadbuas, em

guantidade suficiente para humedecer e garantir uma superficie de continua.
.II.

Dadora

Recetora

Figura 3.9 Inoculacdo através da sobreposi¢do das tabuas dadora e recetora e colocagdo em camara
climatizada

Os conjuntos de tabuas foram colocados na camara ARALAB Climaplus 400 durante 7 dias, a uma
temperatura de 25°C e uma humidade relativa de 70% (Figura 3.9), por serem condi¢Ges

consideradas favordveis a transferéncia dos NMP para as tabuas sas.
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Uma semana apods o inicio da inoculagao, as tabuas foram separadas e deixadas durante mais uma
semana na camara nas mesmas condicées — 25°C, 70% — para promover o estabelecimento das

populacdes de NMP nas tdbuas recetoras.

3.3 Ensaios fisicos e mecanicos

Para realizacdo dos ensaios fisicos e mecanicos foi necessaria a preparacdo dos respetivos provetes.

3.3.1 Preparacgao dos provetes

Os provetes foram preparados no LNEG, segundo os requisitos dimensionais do ensaio, conforme a
norma EN 408:2003 - Timber structures. Structural timber and glued laminated timber. Determination
of some physical and mechanical properties. As diferentes fases de processamento sdo as

representadas na Figura 3.10.

1.Condicionamento

das amostras a 2.Aplainamento de 3.Desengrosso até 4.Serragem dos
provetes com
temperatura uma das faces espessura 20 mm

ambiente largura de 20 mm

Figura 3.10 Fases de preparacdo dos provetes para realizacdo dos ensaios fisicos e mecdnicos: (1)
condicionamento, (2) aplainamento, (3) desengrosso e (4) serragem dos provetes

Depois de retiradas da camara e serradas, as tdbuas foram condicionadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C e 65% de humidade relativa) até massa constante, a que corresponde um
teor de dgua de equilibrio da madeira de cerca de 12%. Cada tabua foi aplainada e desengrossada,

tendo-se, de seguida, serrado os provetes com uma seccdo transversal de 20x20mm e
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comprimento varidavel, mas nunca inferior a 320 mm, e com as proporg¢des indicadas na Figura 3.12.
Apds serragem, os provetes foram marcados individualmente com uma numeracdo sequencial de 1 a

344 (exemplo na Figura 3.11).

Caracterizagcdo dos provetes
Todos os provetes foram caracterizados no que diz respeito a propor¢ao de borne e a sua localizagdo

na tabua.

Proporgéo de borne

Para caracterizacdo da proporcdo de borne de cada provete, foram realizadas analises visuais das
suas duas secdes do topo e calculado o seu valor médio. Esta proporcao foi utilizada como
representando a razdo entre o volume de borne e o volume total de cada provete. A relevancia desta
caracterizagdo esta relacionada com a forma como se realizaram as pesquisas e quantificacdes de

NMP (apenas uma amostra no borne e outra no cerne, ver 3.4).

Localizacdo dos provetes nas tdbuas

Cada provete foi localizado na tabua no que diz
respeito a sua posicao radial e axial. Para a sua
localizagdo radial, mediram-se as distancias do
centro da seccdo transversal de cada provete
ao centro da tdbua e assumiu-se a sua simetria

em relagdo a um eixo central. No caso das

tabuas radiais, este eixo coincidiu com a Figura 3.11 Localizagdo radial dos provetes — distancia
posicdo da medula; nas tabuas tangenciais, @o centrodatdbua

com o ponto mais central da tdbua (Figura 3.11).

A posicdo axial dos provetes nas tabuas de madeira s3 (e inoculada) coincide com os tempos de
ensaio (Figura 3.5). A cada tempo de ensaio foi atribuido o nivel equivalente de um a cinco.

Os provetes de madeira infetada ndao foram localizados no que diz respeito ao seu nivel, uma vez que

provieram de oito tdbuas de dois toros referidos no ponto 3.1. Como tal, foram-lhes atribuidos os

niveis correspondentes as zonas de contacto da madeira que inocularam (Figura 3.9).

3.3.2 Teor de dgua da madeira

Foi medido um teor de dgua médio de 12+2% no conjunto das amostras (tdbuas) apods
condicionamento e antes da realizacdo de cada ensaio mecanico. Recorreu-se a um método ndo
destrutivo e instantaneo, utilizando um medidor elétrico de contacto, marca DOSER, que usa um

método capacitivo.
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3.3.3 Massa volumica
A massa volumica da madeira foi determinada apds condicionamento das amostras e antes da
realizacdo de cada ensaio mecanico através do calculo do volume, recorrendo-se as medicdes

convenientes com um paquimetro e a pesagem dos provetes.

3.3.4 Mobdulo de elasticidade a flex&@o estética

O mddulo de elasticidade a flexdo estatica foi determinado segundo a norma EN 408:2003, requisito
12.4.2 - Médulo aparente de elasticidade (ensaio a 3 pontos). Foi utilizado equipamento da marca
Instron, modelo 1185, com o n.2 de série: H4142, existente no LNEG.

A opcdo pela determinagdo do moédulo de elasticidade aparente (MOE), na qual é utilizada apenas
uma carga central (Figura 1.12), deveu-se ao facto de ser de mais simples execucdo e calculo, e de
apresentar um nivel de precisdo considerado suficiente para este estudo comparativo (ver 1.2.1).

A montagem dos ensaios, a trés pontos, realizou-se segundo a norma EN 408:2003 com as

proporc¢des indicadas na Figura 3.12.

F

a=Li2 l

F — Forga aplicada
h A .
i — L — distancia entre apoios (mm)
______________________________________________ — e L- dista
g b — largura da secgdo do provete (mm)

___________________ T L h —altura da secgdo do provete (mm)

Figura 3.12 Esquema da montagem do ensaio a trés pontos segundo a EN 408:2003 (adaptado de Santos,
2007)

As especificagOes utilizadas para os ensaios seguiram os limites definidos na norma EN 408:2003 e

foram as seguintes:

aplicacdo da carga a meia distancia entre os

apoios, L =280 mm (Figura 3.13)

— taxa de aplicacdo da forca constante a uma
velocidade de 5 mm/min;

— forca mdaxima aplicada correspondente a

flecha de 5 mm (tentando assim evitar a rutura

do provete);

— equipamento capaz de medir a carga com uma

precisdo média de 1 % da carga total aplicada, Figura 3.13 Equipamento “Instron” utilizado
e exemplo da montagem realizada dos

. . o co L
para cargas inferiores a 10% da carga maxima; ensaios a flexao estatica a trés pontos com a

— deformacdes medidas a meia distancia entre os distancia entre apoios

apoios e com uma precisdo de 0,02 mm, sendo a deformagdo maxima imposta até 5 mm.
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Os resultados dos valores de cargas aplicadas obtidos nos ensaios e a respetiva deformacgdo, sao
utilizados para estabelecer o modelo de uma reta (regressdo linear) e posterior calculo do MOE

segundo a Equacdo 1 e a Figura 3.12 (EN 408:2003). Sendo:

MOE — médulo de elasticidade aparente (N/mm?)

(F, — F)) 13 (F,-F1) —incremento de forga na regido reta da curva de deformagéo (N)
MOE = —=~—~—~ L — distancia entre apoios (mm)
4(f-fobh (fo-f1) — incremento de deformacgdo correspondente a (F2-F1) medido
Equagdo 1 no ponto de aplicagdo da carga (mm)

b — largura da secgdo do provete (mm)
h — altura da sec¢do do provete (mm)

3.4 Pesquisa e quantificacdo de NMP

A pesquisa e quantificagdo de NMP foram realizadas pela Equipa de nematologia e taxonomia do
INRB, pelo método do tabuleiro de Whitehead e Hemming (1965) modificado, segundo o
procedimento que aqui se reproduz (INRB, 2011).

As amostras (tabuas) utilizadas na quantificagdo de NMP tinham teores de dgua varidveis e o nimero
de NMP foi calculado em cada amostra por unidade de peso seco (n.2 NMP/g ps).

A fase de preparacdo da amostra (Figura 3.14) foi acompanhada pela autora do trabalho.

— Preparag¢éo das amostras
e determinagdo do teor de dgua no borne e no cerne (2 medi¢bes em cada local) através da
utilizagdo de um método ndo destrutivo e instantdneo, recorrendo a um medidor elétrico —
GANN HT85T;
e corte da madeira (borne e cerne separadamente) com serra de fita em cubos de
aproximadamente 1 cm’;
e separagdo de cerca de 100+1 g da amostra num saco de pldstico com o respetivo cédigo;

e |impeza e desinfe¢do da serra com dlcool entre amostras.

Figura 3.14 Preparagao da amostra: medidor do teor de dgua da madeira, separagao do cerne e borne, corte
em cubos e pesagem
— Extragdo
e pesar 100 g da amostra numa folha de papel de méos;
e colocar um quadrado de pano (étamine) na rede do tabuleiro marcando-o com o cédigo da
amostra;
e dispor a folha de papel com a amostra por cima do pano e fazer um embrulho desta em
camada Unica, primeiro com o papel e de sequida com o pano (Figura 3.15);
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juntar cerca de 21 dgua da torneira até cobrir por completo o embrulho, evitando deixar

bolhas de ar por baixo do mesmo (Figura 3.15);

deixar durante 48 horas a temperatura ambiente;

retirar o excesso de dgua, espremendo o embrulho para o
tabuleiro;

escorrer toda a dgua do tabuleiro para um crivo com malha
de 38 um, lavando o tabuleiro e a rede, sempre para o crivo;
lavar a amostra no crivo a torneira de maneira a que vd
fazendo-se a concentragéo num dnico lado do crivo. Ndo
esquecer os lados do crivo;

passar a amostra para uma placa de Petri de 50 mm, marcada
com o cdédigo da amostra, com a ajuda de um esguicho;
desembrulhar e colocar os cubos de madeira de cada amostra
em pelicula de aluminio, marcada com o cddigo, para
posterior secagem e pesagem para determinagbo do peso
seco;

lavar muito bem o crivo com dgua, entre cada duas amostras,
e deixar mergulhado em dlcool durante alguns minutos.

— Identificag¢do

passar a amostra da placa para uma siracusa e observar a
lupa;

retirar para ldmina e confirmar ao microscépio a sua
presenca, caso a lupa se detete o NMP (Figura 3.15);

registar na ficha de resultados.

— Quantificagdo

e dejtar a amostra da placa para uma proveta de 25, 50,
100 ml ou maior, consoante a densidade populacional de
NMP, acertar ao volume adequado e registar esse volume
na ficha de resultados. Se a amostra tiver poucos NMP,
passar da placa para siracusa e contar a totalidade (Figura
3.15);

e encher a cdmara de contagem com a ajuda de uma pipeta
de Pasteur de modo a evitar bolhas de ar;

e contar os NMP a lupa ou no microscépio;

e g contagem deve ser de, pelo menos, 100 NMP;

e se for inferior, contar as aliquotas necessdrias até perfazer
o total de 100, fazer a média e multiplicar pelo volume;

e registar o resultado da quantificagdo e fazer as contas em
relagdo ao volume (n2 de NMP x volume).

Figura 3.15 Fases de
extragdo, identificagdo e
quantificagdo realizadas no
INRB

43



3.5 Tratamento e analise estatistica

Para aplicacdo das regras da estatistica descritiva foi verificada a normalidade da distribuicdo das
séries de dados obtidas nos ensaios, através dos testes de Kol/mogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, para
as amostras com dimensdo inferior a 50 (Shapiro e Wilk, 1965). Verificou-se também a
homogeneidade das variancias através do teste de Levene (Levene, 1960), teste particularmente
robusto a desvios de normalidade (Maroco, 2003). A nado verificagdo da normalidade da distribuicao
dos dados ou homogeneidade da sua variancia, exigem a interpretacdo dos resultados com as
necessarias reservas.

Foram utilizados modelos de regressado linear multipla para procurar relagdes entre as varidveis em
estudo. A selecdo das varidveis com poder descriminante foi realizada de modo automatico, através
do método progressivo ou “forward stepwise” disponivel no software, que encontra o subconjunto
de varidveis independentes que ajudam a prever de forma mais adequada as respostas numa
variavel dependente. Nestes modelos, sdo calculadas a analise de variancia (ANOVA) da regressdo
com as varidveis com poder discriminativo, bem como os coeficientes e residuos do modelo e o
coeficiente de determinacdo (R?) deste. Na modelag3o é ainda possivel a comparagdo multipla de
médias, tendo-se utilizado para tal o teste de Fisher LSD (Fisher, 1935). Os residuos dos modelos de
regressao foram analisados, verificando a normalidade das suas distribuicOes através dos graficos de
probabilidade normal (“normal probability plot”: probabilidade acumulada que se observaria se os
erros possuissem uma distribuicdo normal fun¢do da probabilidade observada acumulada dos erros)
para cada modelo.

Para o tratamento estatistico foi utilizado o software STATISTICA versao 10, obtido a partir do site

http://www.statsoft.com/.
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4 Resultados e Discussao

Os resultados apresentados e a sua discussdo referem-se, numa primeira parte, a caracterizagdo das
amostras de madeira sd e madeira infetada (4.1) e posteriormente aos efeitos dos ensaios realizados
e sua andlise estatistica (4.2), bem como as modelac¢des realizadas (4.3).

A caracterizacdo das amostras de madeira sa e infetada realizou-se para algumas propriedades fisicas
e mecanicas, tendo-se também comparado os valores entre amostras. No caso da madeira infetada,
analisou-se ainda a presenca de NMP, através da sua quantificacdo (em n.2/g ps).

Os efeitos da infegdo com NMP foram estudados através da sua evolugdo temporal e caracterizagdo
das amostras de madeira infetada (4.2.1) e inoculada (4.2.2).

Realizaram-se testes estatisticos para aplicacdo das regras da estatistica descritiva as séries de dados
obtidas, tendo-se verificado a normalidade das distribuicGes e homogeneidade das varidancias (ver
3.5).

Nas modelagdes realizadas para a madeira sa (4.3.1), infetada (0) e inoculada (4.3.3) pretendeu-se
estudar e quantificar a relagédo entre as variaveis em estudo, nomeadamente a massa volumica (MV),
o moédulo de elasticidade a flexdo estatica (MOE) e a quantificagdo de NMP (QNMP) ao longo do
tempo.

Por fim, analisaram-se os trés tratamentos em conjunto, com o objetivo de avaliar a eventual
variacdo das variaveis MV, MOE e QNMP com o possivel efeito dos tratamentos em apreco.

Das 344 amostras (provetes) preparadas para a realizacdo das propriedades fisicas e mecanicas,
foram rejeitadas quatro por terem defeitos que ndo permitiram determinar o MOE. Assim, os
resultados apresentados referem-se a um total de 340 provetes, repartidos pelos trés tratamentos:
madeira s3, madeira infetada e madeira inoculada (Figura 4.1 e Anexo Quadro 1). Para a quantificacdo
de NMP (n.2/g ps) nas tabuas (QNMP) foram analisadas 30 amostras, duas por cada tratamento (uma

amostra do borne e outra do cerne) e em cada momento no tempo (Figura 4.1).

340 .
35 30
300 - 30 1
(7]
825 ]
2 @ 20 -
2 200 - ] 15 15
o
v 120 125 c 15 -
T 95 oI,
o | 2 -
= 100 10
0 ) 0 )
0S3 OlInfetada Olnoculada [OTotal OInfetada Olnoculada O Total

Figura 4.1 Numero de provetes utilizados nos ensaios fisicos e mecanicos e niimero de amostras analisadas
na quantificagdo de NMP, por tratamento e total
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4.1 Caracterizacdo da madeira

A madeira sa e a madeira infetada foram caracterizadas quanto aos valores médios das seguintes
propriedade fisicas e mecanicas: propor¢do de borne (razdo entre o volume de borne e o volume
total de cada provete, ver 3.3.1); massa volumica, p (ver 3.3.3) e mdédulo de elasticidade a flexdo
estatica, MOE (ver 3.3.4). Foram realizados os testes estatisticos considerados necessarios para estas

séries de dados.

4.1.1 Caracterizacao fisica e mecanica da madeira sa

A amostra de madeira sa proveio de madeira com origem em trés arvores diferentes. Estes provetes
foram mantidos sem NMP ao longo dos trés meses em estudo.

Como as trés tabuas de madeira sa a inocular com NMP provieram das mesmas trés arvores,
considerou-se que a caracterizacdo destas coincide com aquela que aqui sera apresentada para a
madeira sa.

A amostra constituida pelos provetes de madeira sa foi caracterizada em relagdo aos valores médios
das propriedades fisicas e mecanicas representadas no Quadro 4.1.

Quadro 4.1 Caracterizagdo média da proporcdo de borne (PB), massa volumica (p) e médulo de elasticidade a
flexao estatica (MOE) dos provetes de madeira sa

Estatisticos pB’ p (g/cm’)  MOE (MPa)
u+dp © 0,7810,40 = 0,54+0,07 | 7 100+1 517
Coeficiente de variagdo (%) 50,69 12,18 22
Méximo 1,00 0,77 = 11841
Minimo 0,00 0,44 | 4210
n 120

1
volume de borne/volume total

A anadlise dos resultados do Quadro 4.1 permite concluir que existe uma predominancia da PB na
madeira desta amostra, o que se justificard por tratar-se de madeira proveniente de arvores com
idades compreendidas entre os 25 e os 40 anos. A grande variabilidade destes valores, pois o
coeficiente de variagdo é de cerca de 51 % (Quadro 4.1), ajustar-se-a também a variedade etéria dos
individuos amostrados.

O valor médio da p, 0,54 g/cm?, encontra-se no intervalo dos valores referidos na bibliografia, que
variam entre 0,47 (Sanz et al., 2007) e 0,70 g/cm® (Santos, 2007). Os valores minimo e maximo da
amostra também nao se afastam muito deste intervalo. A amostra apresenta uma variacdo reduzida
de valores em relagdo a p, com um coeficiente de variagdo de cerca de 12% (Quadro 4.1).

Quanto ao MOE, o valor médio da amostra encontra-se no limite inferior dos valores referidos por
varios autores, que variam entre 7 378 (Sanz et al.,, 2007) e 16 794 MPa (Santos, 2007) e os valores

minimo e maximo encontram-se abaixo dos limites mencionados.
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Testes estatisticos

O teste de Kolmogorov-Smirnov realizado para os dados representado no Quadro 4.1 confirmou a
proximidade a distribuicdo normal (aceitacdo da hipdtese nula, Hg~ distribuicdo normal) das
amostras (n=120) das variaveis p (D=0,1057; p<0,1500) e MOE (D=0,0974; p>0,2000); rejeitando a
normalidade (aceitacdo da hipdtese alternativa, H,) relativamente a PB (D=0,4360; p<0,0100).

Foi utilizado o teste de Levene para verificar a homogeneidade das varidancias nas amostras, para as
variaveis PB, p e MOE, aos pares, entre as trés repeticdes e entre os cinco niveis. Na apreciacdo
realizada relativamente as repeti¢cdes predomina a homogeneidade de variancias apenas na p e nos
niveis verifica-se a homogeneidade de variancias no MOE e a sua predominancia na p. Em relacdo a
varidvel PB, pelas suas caracteristicas intrinsecas, ndo apresenta homogeneidade de variancias em
relacdo as repeticdes, nem em relagdo aos niveis (apenas algumas exce¢Oes de pares de niveis

consecutivos, e.g. a variancia da p é homogénea entre os niveis dois e trés, p=0,885).

4.1.2 Quantificacdo de NMP e caracterizacao fisica e mecanica da madeira infetada

A caracterizagdo da amostra de madeira infetada realizou-se antes da sua utilizagdo na inoculagado.
Como se trata de madeira infetada, comecou por caracterizar-se esta madeira do ponto de vista
bioldgico, através da quantificacdo de NMP (QNMP) (Quadro 4.2).

Quadro 4.2 Quantificagdo inicial de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) nas tabuas de madeira
infetada

QNMP (n.2/g ps)*

Amostra Borne Cerne
D1 46,54 0,00
D2 4,09 0,00
D3 24,44 0,00

'N.2 de NMP por unidade de peso seco
Os resultados relativos a QNMP nas amostras de madeira infetada indicam a inexisténcia de NMP no

cerne (Quadro 4.2), conforme é igualmente referido por Yamada para outras espécies do género
Pinus (2008). A QNMP no borne da madeira infetada varia bastante nas trés tabuas analisadas, pois o
valor da ptdp é de 25,02+221,23 NMP/g ps. O coeficiente de variagdo, de cerca de 85 %, mostra uma
grande dispersdo de valores em torno do valor médio, expressando a grande variabilidade desta
amostra.

A inexisténcia de NMP no cerne da madeira infetada levou a que nas modelagGes realizadas para a
madeira infetada (ver 4.3.2) apenas se tenham considerado provetes com alguma PB, ou seja,
excluiram-se todos os provetes constituidos exclusivamente por cerne. O mesmo principio foi
utilizado para a madeira inoculada (ver 4.3.3) e para a anadlise de todos os tratamentos em conjunto
(ver 4.4). Apés a QNMP, a amostra constituida pelos provetes de madeira infetada (antes da
inoculacdo) foi caracterizada em relacdo aos valores médios das propriedades fisicas e mecanicas

gue se representam no Quadro 4.3.
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Quadro 4.3 Caracterizagdo média da proporcdo de borne (PB), massa volumica (p) e médulo de elasticidade a
flexao estatica (MOE) dos provetes de madeira infetada

Estatisticos ~ pPB'  p(g/cm’) MOE (MPa)
u+dp 0,25+0,43 = 0,57+0,10 - 7 053+2 286
Coeficiente de variacdo (%) | 173,33 | 16,88 32
Méximo 1,00 0,75 1059
Minimo 0,00 0,41 3253
N 28

.
volume de borne/volume total

Esta amostra (Quadro 4.3) apresenta um valor médio da PB reduzido, o que pode dever-se aos 72
anos de idade da arvore de onde proveio esta madeira. O valor médio da PB da amostra de madeira
sd, 0,78 (Quadro 4.1) proveniente de arvores mais jovens (25-40 anos) é mais de trés vezes superior
ao da madeira infetada (Quadro 4.3).

A PB na madeira infetada apresenta um nivel de variagdo muito grande em torno do valor médio,
expressa por um coeficiente de variagdo superior a 170% (Quadro 4.3). Este valor é bastante superior
ao observado na madeira sd (Quadro 4.1), que se tratard de uma amostra mais homogénea em
relacdo a PB dos provetes que a constituem. O desvio padrdo é idéntico em ambos os casos, mas na
madeira sa verifica-se um valor médio inferior (Quadro 4.1), por tratar-se de madeira de arvores mais
jovens e com mais elevada PB.

O valor médio da p, 0,57 g/cm3 (Quadro 4.3), encontra-se entre a gama de valores referidos na
bibliografia (0,47 g/cma, Sanz et al., 2007; 0,70 g/cm3; Santos, 2007), assim como os valores maximo
e minimo (Quadro 4.3). A reduzida variabilidade da p na amostra estd representada nos valores
reduzidos do desvio padrdo, 0,10 g/cm?, e do coeficiente de variacdo, cerca de 17% (Quadro 4.3),
ambos relativamente préximos dos calculados para a madeira s3 (Quadro 4.1).

O valor minimo da p (Quadro 4.3) é inferior ao referido na bibliografia, o que pode dever-se a
presenca da doenca do ardido/cardido no cerne. Os “pequenos alvéolos ou bolsas revestidas por
enfeltrado micelar branco” que caracterizam esta doenca (Carvalho, 1996) provocardo uma reducdo
da massa volumica desta madeira (Figura 3.3).

No que diz respeito ao MOE, o valor médio da amostra, 7 053 MPa (Quadro 4.3), encontra-se no
limiar inferior do intervalo de valores referidos por varios autores (7 378 MPa, Sanz et al., 2007 e
16 794 MPa, Santos, 2007) tal como se verificou para a madeira sd (Quadro 4.1). O coeficiente de
variagdo do MOE de 32% (Quadro 4.3) indica existir alguma variabilidade nesta amostra, 10%
superior a detetada na amostra de madeira sd (Quadro 4.1). O valor minimo, 3 253 MPa (Quadro
4.3), é inferior em mais de 50% a valores referidos na bibliografia (Quadro 1.4). Também este facto
pode estar relacionado com a ja referida doenca do ardido/cardido, que causa a destrui¢do gradual
da madeira, devido a uma decomposicdo progressiva da lenhina (Carvalho, 1996) e terd com certeza

influéncia na resisténcia do material.
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Numa amostra com provetes constituidos exclusivamente por borne (n=6), o valor da utdp do MOE
é de 9948+543 MPa (p =0,56+0,05), um valor superior ao da amostra com todos os provetes
(Quadro 4.3) e no intervalo referido na bibliografia. Nesta amostra, também os valores maximo,
10 596 MPa, e minimo, 9 060 MPa, sdo superiores aos da amostra com todos os provetes (Quadro
4.3), correspondendo-lhe um coeficiente de varia¢cdo de apenas 5,45%, bastante inferior aos 170% da

amostra com todos os provetes (Quadro 4.3).

Testes estatisticos

Realizaram-se os seguintes testes estatisticos para as amostras representadas no Quadro 4.3. O teste
de Shapiro-Wilk (teste de avaliacdo da normalidade para amostras reduzidas, n<50) confirmou a
normalidade da distribuicdo dos dados (n=28) para as varidveis p (SW-W=0,9527; p=0,2317) e MOE
(SW-W=0,9333; p=0,0746), e rejeitou-a, como na madeira s3, relativamente a PB (SW-W=0,5587;
p=0,0000).

O teste de Levene confirmou a homogeneidade das varidncias das amostras (p>0,05) relativamente

as variaveis PB, p e MOE nas trés repetigdes.

4.1.3 Comparagado entre as caracteristicas fisicas e mecanicas das madeiras sa e

infetada

Realizou-se uma comparacao entre os tratamentos madeira sa e madeira infetada, em relacdo aos
valores médios das varidveis estudadas, PB, p e MOE. No Quadro 4.4 apresentam-se os resultados
desta comparagdo, considerando-se também o fator repeticdo — 3 tabuas para cada tratamento.

Quadro 4.4 Caracterizagdo média (ntdp) da proporc¢ao de borne (PB), massa volimica (p) e MOE do estado
de referéncia da madeira sa e da madeira infetada, por repeticdao

Tratamento ' Repeti¢des | pB' p (g/cm’) ’  MOE(MPa) | n
Madeirasd - A : 0,48+0,46 :  0,59+0,07° - 7064751 40
B 0,10£0,01° 0,54+0,05" 8 485+1 457" 40

C 0,86+0,34° 0,50+0,04 5 751+705° 40

Madeira D1 0,38+0,52 0,59+0,08" 8 162+2 079" 8
infetada D2 . 0,21:0,42°  0,57+0,13" 6 800+2 761° 10
D3 . 0,19t0,40°  0,56+0,09°°  6418+1755° 10

! volume de borne/volume total Nota: valores na mesma coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente, teste de Fisher LSD e ANOVA (p<0,05)

Os valores médios da PB da madeira sd (Quadro 4.4) sdo significativamente (p<0,05) diferentes
daqueles da madeira infetada (teste de Fisher LSD). Estas diferencas estardo relacionadas com o
facto da madeira sd provir de arvores jovens (entre 25 e 40 anos), com menor PB, enquanto a
madeira infetada tem origem numa Unica arvore com 72 anos. A PB também é significativamente
diferente (p<0,05) entre a repeticdo A e D1 e as repeti¢Ges B, C, D2 e D3 (Quadro 4.4 e Figura 4.2),
confirmada pelo teste de Fisher LSD e pela analise de variancia (ANOVA) para esta variavel

(F=25,0495; gl=3; p=0,0000).
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Figura 4.2 Aspeto das tabuas de madeira sa: (1) repeti¢do A, (2) repeticdo B e (3) repeti¢do C

A comparacgdo dos valores médios da p da madeira sd e da madeira infetada (Quadro 4.4) permite
concluir que sdo significativamente (p<0,05) diferentes (teste de Fisher LSD). Observam-se diferencgas
significativas com as repeticdes, nos valores médios da p da madeira s3, confirmadas pela ANOVA do
modelo (F=11,9033; gl=6; p=0,0000) e pelo teste de Fisher LSD. Contudo, ndo se verificaram
diferencas significativas entre as repeticdes da madeira infetada (Quadro 4.4). A repeticdo C é a Unica
que apresentou valores médios da p diferentes das restantes repeticoes.

O MOE apenas varia significativamente (p<0,05) com as repeti¢des, ndo se verificando diferencgas
significativas entre os valores médios da madeira sa e infetada (Quadro 4.4), confirmado pelo teste

de Fisher LSD e ANOVA do modelo (F= 16,84492; gl=6; p=0,0000).

4.2 Efeitos dainfecdo com NMP

Analisaram-se os tratamentos em que houve altera¢ées da quantificagdo de NMP ao longo do
tempo, madeira infetada e madeira inoculada, estudando-se os efeitos desta evolugdo em relagdo as
caracteristicas iniciais das madeiras sa e infetada. Para estas séries de dados foram realizados os

testes estatisticos considerados necessarios.

4.2.1 Evolucdo temporal na madeira infetada

Foi estudada a evolucdo da madeira infetada ao longo do tempo, depois da sua utilizacdo para a
inoculacdo da madeira sd. No Quadro 4.5 apresenta-se uma caracterizacdo média da quantificagdo
de NMP nas tdbuas de madeira infetada analisadas. Consideraram-se todas as observacgGes realizadas
ao longo do tempo, desde o momento inicial (tempo 0) até trés meses depois (tempo 4).

Quadro 4.5 Caracterizacdo média da quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) nas
amostras das tabuas de madeira infetada, nos trés meses em estudo (A) e QNMP realizada nas trés
repeti¢ées (D1, D2 e D3) ao longo do tempo (B)

(A (B)

N QNMP (n.2/g ps)’ Tempo . QNMP no borne(n.2/g ps)

Estatisticos . Borne  Cerne (dias) = D1 D2 D3
p+dp 49,45+57,99 : 0,00£0,00 0 46,54 4,09 24,44
Coeficiente de variagdo (%) 117,27 - 14 126,20 0,47 58,80
Maximo 207,96 0,00 28 0,16 61,56 78,51
Minimo 0,16 0,00 56 27,09 207,96 15,01
n 15 15 82 2,92 86,22 1,81

1 . .
numero por unidade de peso seco
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Foi detetado NMP apenas no borne da madeira infetada (Quadro 4.5A), tal como ja havia sido
verificado no estado de referéncia (Quadro 4.2) e referido por Yamada (2008). Observou-se uma
variacdo consideravel de valores em relacdo ao valor médio das 15 amostras, 49,45 NMP/g ps
(Quadro 4.5A). Esta variacdo é ilustrada pelos valores elevados do desvio padrdo, cerca de 60 NMP/g
ps (Quadro 4.5) e do coeficiente de variagao, cerca de 117% (Quadro 4.5).

Na Figura 4.3 estd representada a variagdo da QNMP ao longo do periodo em estudo, assim como os
valores médios das trés repeticGes, em cada momento no tempo.

A andlise da Figura 4.3 e do Quadro 4.2B

210 + 'e)
_ permite  concluir acerca da  grande
180 7 variabilidade da QNMP nas trés amostras
g 150 ¥ (repeticdes) analisadas no mesmo momento e
élzo T também ao longo do tempo. A variacdo
g 90 + ® e} observada pode dever-se a natural variagao
;_CI', 60 bioldgica e dispersdo das populagdes de NMP
E 30 ] . na darvore e consequentemente na madeira
0 R (Sousa et al., 2011). Adicionalmente, a colheita
30 10 20 30 40 50 |60 70 83 90  gleatdria realizada para obter a quantidade de

Tempo (dias)
Figura 4.3 Quantificagdo de nematode de madeira
do pinheiro (QNMP) no borne nas amostras das ver 3.4), também poderd influir na
tabuas de madeira infetada; valores observados por
repeticdo: — D1, O D2, X D3; ® p+dp (barras
verticais) porque se verificou uma variacdo consideravel

amostra necessaria (1001 g de uma tabua,

variabilidade dos resultados, principalmente

da QNMP entre tdbuas contiguas de uma mesma arvore, no mesmo momento do tempo. Em casos
extremos cerca de vinte vezes (Figura 4.3).

A variacdo da QNMP com o tempo, representada na Figura 4.3, aponta para uma tendéncia, em
termos médios, de aumento até aos 56 dias, momento a partir qual se observa a sua reducdo. Varios
autores referem ter encontrado sobrevivéncia de NMP em estilha de madeira apds 84 (Halik e
Bergdahl, 1990) e 130 dias (Tomminen et al., 1991). Contudo, estudos mais recentes indicam que as
populacdes de NMP podem sobreviver até 40 semanas (aproximadamente 280 dias) em madeira
serrada (Sousa et al., 2011). Neste estudo, o tamanho maximo da populagdo foi atingido entre as 12
e as 18 semanas (84 e 126 dias), tendo-se encontrado uma correlacdo entre o decréscimo
subsequente e a descida do teor de dgua da madeira abaixo do PSF (Sousa et al., 2011).

A madeira infetada cuja QNMP se representa na Figura 4.3, apresentava valores de teor de agua,
depois de retirada da cadmara climatica, de cerca de 20 %, que estd abaixo do PSF da madeira de

pinheiro-bravo e podera ter levado ao decréscimo das populagGes de NMP existentes nestas tabuas.
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Caracterizacgéao fisica e mecanica

A amostra constituida pelos provetes de madeira infetada, desde o0 momento inicial (tempo 0) até
trés meses depois (tempo 4), foi caracterizada em relacdo aos valores médios das propriedades
fisicas e mecanicas que se encontram representados no Quadro 4.6.

Quadro 4.6 Caracterizagao média da proporgdo de borne (PB), massa volimica (p) e médulo de elasticidade a
flexdo estatica (MOE) nos provetes de madeira infetada, nos trés meses em estudo (A), e valores médios das
trés repeticbes ao longo do tempo (B)

(A) (B)

Estatisticos pB! p (g/cm®) : MOE (MPa) T(Zr;;s;) PB! (& /f m’) (mg:)
wtdp 0,30£0,43  0,630,13 7451+2324 0 025 0,57 7053
Coeficiente de 142,51 20,72 31.19 14 030 0,59 7970
variagdo (%) I PN R S
Maximo 100 09 11506 28 029 070 8945
Minimo 000 | 041 186l 56 050 068 8120
n | 125 82 |o017] o062 5223*

'volume de borne/volume total *valor inferior aos restantes porque se trata de 90% de provetes do cerne com
a doencga do “cardido/ardido”

A amostra de madeira infetada apresentou um valor médio da PB
reduzido e uma variabilidade consideravel, coeficiente de variagdo
estimado de cerca de 142% (Quadro 4.6A). A reduzida PB pode justificar-
se pelo facto ja explanado de que se trata de madeira proveniente de
uma darvore com 72 anos. A média de valores da p da amostra,
0,63 g/cm3 (Quadro 4.6A), encontra-se no intervalo de valores referidos

na bibliografia (0,47 g/cm?, Sanz et al., 2007; 0,70 g/cm?®; Santos, 2007).

Contudo, o valor maximo é superior, em cerca de 34%, e o valor minimo
ligeiramente inferior, cerca de 13% ao da bibliografia. Os
valores elevados da p podem estar relacionados com o
facto de predominarem provetes com maior proporgao
de cerne e estes apresentarem teores muito elevados de
resina (Figura 4.4) eventualmente produzida como
reagdo ao processo de resinagem aplicado a esta arvore

(Figura 3.3).

i

Em relacdo ao valor médio do MOE da amostra,
Figura 4.4 Provete do cerne de madeira

7 451 MPa (Quadro 4.6), e a semelhanga da do estado infetada, com elevado teor de resina

de referéncia, também se encontra no limite inferior dos valores referidos na bibliografia

(7 378 MPa, Sanz et al., 2007 e 16 794 MPa, Santos, 2007). Esta amostra apresenta um coeficiente de

variacdo ndo muito elevado (Quadro 4.6), muito proximo daquele do estado de referéncia, 32%.

Assim, parece nao ter havido alteracdes em relagdo aos valores do MOE da madeira infetada quando
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comparada com os valores registados da evolucdo da infecdo com NMP ao longo do tempo. Em 4.3 —
Modelacdo, serd analisada a eventual relagdo entre estas variaveis.

O valor minimo do MOE da amostra é bastante inferior aos valores referidos por varios autores e tal
poderd dever-se a ja referida doenca no cerne — ardido/cardido — especialmente porque nesta
amostra predominam os provetes de cerne, onde ndo foi detetado NMP.

A inexisténcia de NMP no cerne da madeira infetada e a doenga no cerne levaram a que se
considerasse uma amostra constituida por provetes exclusivamente de borne (n=28). Nesta amostra,
o valor da ptdp do MOE é 9 191+1 215 MPa, um valor médio superior ao referido para todos os
provetes e mais proximo daqueles encontrados na bibliografia. Esta varidavel mostra um coeficiente
de variagdo de apenas 13%, inferior aos cerca de 31% do valor da amostra de madeira infetada com
todos os provetes (Quadro 4.5). Os valores do maximo, 10 924 MPa, e do minimo, 6 064 MPa, sdo
superiores aos apresentados no Quadro 4.5, apesar do valor minimo ainda ser, para situagbes

comparaveis, inferior ao da bibliografia.

Testes estatisticos

O teste de Shapiro-Wilk confirmou a normalidade da distribuicdo dos dados representados no
Quadro 4.5 para a QNMP no tempo 0 (n=8; SW-W=0,315; p=0,0616) e rejeitou-a para os tempos 1
(n=10; SW-W=0,9721 p=0,1340), 2 (n=12; SW-W=0,8505; p=0,0373), 3 (n=15; SW-W=0,299;
p=0,0005) e 4 (n=7; SW-W=0,007 p=0,003). Considerando a amostra com todos os tempos (n=52), o
teste de Kolmogorov-Smirnov também rejeitou a normalidade da distribuicdo (D=0,2349; p<0,0100).
Tal como ja referido trata-se de um fendmeno bioldgico muito variadvel, cuja distribuicdo, conforme se
esperava e assim se confirmou, ndo é normal. O teste de Levene confirmou a predominancia da
homogeneidade das variancias (p>0,05) das amostras relativamente a varidvel QNMP nos varios
tempos.

O teste de Kolmogorov-Smirnov confirmou a proximidade a distribuicdo normal das amostras
representadas no Quadro 4.6 (n=125) das varidveis p (D=0,1001; p<0,2000) e MOE (D=0,1028;
p<0,1500) e rejeitou a normalidade da variavel PB (D=0,3426; p<0,0100).

O teste de Levene confirmou a homogeneidade das varidncias das amostras (p>0,05) relativamente
as variaveis PB e MOE nas trés repeticbes. O mesmo ndo se verificou na p, pois ndo ha
homogeneidade de variancias entre a REP3 e as REP1 e REP2. Contudo, caso se considere a amostra
constituida pelos provetes com borne maior que zero, verifica-se a homogeneidade das variancias
das amostras para as trés variaveis (pelo teste de Levene). Afinal, estas serdo as amostras que irdo

ser utilizadas na modela¢do para a madeira infetada (ver 4.3.2).

53



4.2.2 Evolugéo temporal na madeira inoculada

A madeira sa foi inoculada com NMP e foi estudada a evolucdo do seu efeito ao longo do tempo. A
caracterizagcdo da madeira inoculada em relagdo a quantificagdo de NMP (Quadro 4.7) foi realizada
considerando todas as observacdes realizadas, desde o momento apds a inoculagdo (tempo 1) até
trés meses depois (tempo 4).

Quadro 4.7 Caracterizagdo média da quantificacdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) nas
amostras das tabuas de madeira inoculada durante o periodo em estudo (A) e QNMP realizada nas trés
repeticées (A, B e C) ao longo do tempo (B)

(A _ (B)

- Tempo : QNMP no borne(n.2/g ps)

Estatisticos (dias) A B C
Moda=Mediana 000 000 0 0,00 0,00
Proporgdo de zeros (%) 66,67 100 14 0,00 0,15
Méximo 3017 000 26 000 000 | 3017
Minimo 0,00 0,00 56 0,00 : 1,07
n 12 12 8 000 = 000 0,00

*quantificacio por unidade de peso seco. Nota: O afastamento da normalidade e a auséncia de
homogeneidade da variancia limita a sua utilizagdo estatistica

Em relagdo a QNMP, e a semelhanga do verificado na madeira infetada, ndo foi detetado NMP no
cerne da madeira inoculada (Quadro 4.7A), conforme referido por Yamada (2008). Assim, no borne
da madeira inoculada (Figura 4.5 e Quadro 4.7B), verifica-se uma variacdao consideravel da QNMP,
com um valor maximo de 30,17 NMP/g ps, um minimo de 0,00 NMP/g ps, e uma proporc¢3o de zeros
elevada de cerca de 67% (Quadro 4.7A).

E importante salientar que apenas se detetou

30.17 NMP no tempo 1 da repeticio A, 0,23
30 A X
NMP/g ps, e nos tempos 1 a 4 na repeticdo C,
25 - pois as restantes quantificacées foram de valor
2 20 - nulo (Figura 4.5 e Quadro 4.7B). A repeticdo C é
2 o
% aquela que apresenta um valor médio da p
~ 15 .
% mais baixo 0,50 g/cma, significativamente
10 1 diferente das outras repeti¢es (teste de Fisher
5 | 023 o7 LSD) e provém de tdbuas tangenciais,
0.00 0.15 0.00 . 0.00 diferentes das tabuas radiais das repeticGes A e
R = & =

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 B (ver 3.2). Tal facto encontrara eventual

Tempo (dias) explicacdo na maior quantidade de canais de
Figura 4.5 Quantificacdo de nematode de madeira
do pinheiro (QNMP) no borne das amostras das
tabuas de madeira inoculada; valores observados repeticio C, favorecendo deste modo a

por repeti¢io: — A, O B, X C (n=15)

resina (axiais e seccOes dos radiais) na

acessibilidade do NMP.
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Caso se analise a QNMP numa amostra constituida apenas pelos valores diferentes de zero, o valor
da ptdp é de 7,91+14,85 NMP/g ps. Esta amostra tem uma proporgdo de zeros de 50 %, que apesar
de inferior aos 67 % do Quadro 4.7 (com todos os valores de QNMP), continua dificultar a
interpretagdo dos resultados por ser demasiado elevada. O coeficiente de variagdo da amostra
constituida apenas por valores diferentes de zero é ainda muito elevado e tem o valor de 188 %. A
variacdo observada pode dever-se ao facto de se tratar de um fendmeno biolégico extremamente
variavel, tal como se verificou na madeira infetada (Figura 4.3) e como referido por Sousa et al.
(2011). Na Figura 4.6 representa-se a relagdo entre a QNMP da madeira dadora e a QNMP da
madeira inoculada.

A observacao da Figura 4.6 permite concluir a

210 x
180 inexisténcia de relacdo entre a QNMP na
madeira dadora e na madeira recetora,
— 150 -
a existindo um numero consideravel de valores
o{-D 120 X i
- nulos nas recetoras inoculadas por dadoras
g 9 com numero considerdvel de NMP (e.g.
; 2 X X X
O 60 % QNMPD 207,96 NMP/gps e QNMP 0,00
20 NMP/gps). Uma andlise de todas as
? inoculacGes realizadas (n=12) e para valores da
0 T T T T T T . .
0 5 10 15 20 25 30 QNMP da madeira dadora sempre superior a

QNMP (n.2/g ps) zero, em apenas quatro das doze tdbuas

Figura 4.6 Relacdo entre a quantificacdo de (33 %) se obtiveram inoculacdes positivas e
nematode da madeira do pinheiro na madeira

dadora (QNMPD) e recetora (QNMP), n=99 €m apenas numa das tdbuas se observaram

amostras (provetes) valores superiores a 2 NMP/g ps.

Adicionalmente, por se tratar de madeira inoculada, existem outros fatores que poderdo influir
nestes resultados. E o caso do método de inoculagdo utilizado, pois neste método n3o foram
definidas claramente as zonas de contacto, ou seja, o borne das tabuas dadoras (madeira infetada)
ndo foi sempre escrupulosamente sobreposto ao borne da tdbua recetora (madeira inoculada).
Agora que se confirmou que o NMP esta presente apenas no borne, este seria um procedimento
relevante e a considerar. Também a distribuicdo agregada e heterogénea de NMP que se suspeita
existir nas tabuas dadoras, condicionard em grande medida o sucesso de inoculagdo, bem como a
forma como as populacdes de NMP se distribuem nas tabuas recetoras. Tal como referido para a
madeira infetada, pode haver interferéncia relacionada com o processo de colheita das amostras na
madeira e com o facto de se tratar de uma amostra aleatéria de toda a tdbua (ver 4.2.1). A lacuna de
informacdo que existe em relacdo a distribuicdo do NMP nas tdbuas poderia ser suprida através de

uma colheita de amostras criteriosamente posicionadas na tabua, por oposicdo a atual casualidade.
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E ainda necessario mencionar outros fatores que poderdo ter influenciado a inoculacdo, como é o
caso dos teores de agua das madeiras, recetora e dadora, a presenca/auséncia de fungos (que
possibilitam o aumento rapido das populacdes do nemdatode), e o vigor da populagdo nas tabuas
dadoras. Em relagdo ao teor de agua no inicio da inoculagdo, a madeira dadora apresentava valores
entre 50 e 80%, e a madeira recetora entre 40 e 70%, bem acima do PSF (25-30%), teor de agua
abaixo do qual foi observado declinio de populagées de NMP (Sousa et al., 2011). Como tal, este ndo
devera ter sido o fator que limitou o sucesso da inoculagdo. Contudo, em relagdo ao
desenvolvimento da populagdo de NMP na repeticdo C (Figura 4.5), o decréscimo de 30,17 NMP/g
ps, aos 28 dias, para 0,00 NMP/g ps, aos 82 dias, pode estar relacionado com o teor de dgua de
equilibrio atingido pela madeira no interior da camara climatica, cerca de 20%. Tal como referido
para a madeira infetada, o facto deste valor se encontrar abaixo do PSF limita o crescimento da
populacdo de NMP (Sousa et al., 2011).

Os fungos cromogéneos do azulamento que podem ser utilizados como alimento pelos NMP na sua
fase micéfaga (Ye et al.,, 1993) necessitam de teores de dgua da madeira acima do PSF (Viitanen,
1997; Schmidt, 2006).

No que diz respeito ao vigor da populacdo de NMP, a madeira dadora foi recolhida do campo no més
de Maio, sugerindo, com base no conhecimento do ciclo biolégico do NMP em Portugal que a
populagdo ja se encontrava na arvore (e na madeira) ha pelo menos 8 ou 9 meses (Naves, 2007). Este
intervalo de tempo consideravel podera levar ao declinio das populagGes de nematodes, pelo que
seria mais favoravel utilizar populagées naturais no periodo do Outono/Inverno.

Para além de todas as razGes ja apontadas, seria importante verificar, pouco tempo apds a
inoculacdo, se a populacdo de NMP sobreviveu e esta instalada, caracterizando-a em relacdo ao
numero de individuos nos diferentes estadios, juvenis e adultos (fémeas e machos). Neste trabalho o
periodo de incubacdo utilizado foi de 1 semana, apdés 1 semana de inoculacdo, embora alguns
autores refiram periodos que atingem as seis semanas (Hashimoto, 1975; Kuroda e Ito, 1992).

Por fim, mas ndo menos importante, serd de salientar a perturbacdo da variabilidade deste
fendmeno biolégico, ja verificada na madeira de forma natural e as suas consequéncias por via da

fraca grandeza da amostra, em posteriores modelagGes.

Caracterizacgao fisica e mecéanica

Para a caracterizacdo fisica e mecanica da amostra de madeira inoculada, consideraram-se tal como
para a madeira infetada (4.2.1), todas as observagdes realizadas ao longo do tempo (Quadro 4.8).
Nesta amostra estdo incluidos os provetes de madeira sd antes da sua inoculacdo, até trés meses

depois (n=95+24).
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Quadro 4.8 Caracterizagdo média da proporcdo de borne (PB), massa volumica (p) e médulo de elasticidade a
flexao estatica (MOE) nos provetes de madeira inoculada, nos trés meses em estudo

1

Estatisticos PB p (g/cm®) MOE (MPa)

n+dp 0,70+0,41 | 0,54+0,06 | 682511518
Coeficiente de variagdo (%) 59,21 11,51 | 23,61
Maximo 1,00 0,77 11 466
Minimo 000 . 042 = 3955

n 119

1
volume de borne/volume total

De acordo com os resultados do Quadro 4.8 é possivel verificar uma predominancia da PB na
madeira inoculada mas com uma variabilidade elevada, a que corresponde um coeficiente de
variagdo de cerca de 59%. A utdp e o coeficiente de variagdo da madeira inoculada sdo préximos dos
valores calculados para a madeira sa, pelas razdes ja apontadas na anadlise do Quadro 4.1.

O valor médio da p da madeira inoculada, 0,54 g/cm3 (Quadro 4.8), encontra-se no intervalo de
valores referidos na bibliografia (0,47 g/cm3, Sanz et al., 2007; 0,70 g/cm3; Santos, 2007). Também os
valores minimo e méximo da p (Quadro 4.8), se aproximam dos limites dessa gama de valores, apesar
de se encontrarem, respetivamente, abaixo e acima deles. Esta amostra apresenta uma reduzida
variabilidade da p, tal como é possivel constatar pelos valores do desvio padrdo, 0,06 g/cm® e
coeficiente de variacdo, cerca de 12% (Quadro 4.8). Estes resultados, tal como era esperado, sdo
muito semelhantes aos obtidos para a madeira sa (Quadro 4.1).

O MOE médio da amostra é inferior aos referidos na bibliografia (7 378 MPa, Sanz et al., 2007 e
16 794 MPa, Santos, 2007), estando o valor maximo, 11466 MPa (Quadro 4.8), dentro desse
intervalo. Porém, o valor minimo, 3 955 MPa (Quadro 4.8), é bastante inferior e encontra-se cerca de
40% abaixo. Esta amostra apresenta uma variabilidade algo reduzida do MOE, pois o coeficiente de
variagdo é préximo de 24% (Quadro 4.8).

Todos os resultados obtidos para as caracteristicas fisicas e mecanicas na amostra da madeira
inoculada corroboram os obtidos na amostra da madeira sa (Quadro 4.1), ndo se verificando

diferencas significativas entre os dois tratamentos.

Testes estatisticos

Realizaram-se testes estatisticos para as amostras representadas no Quadro 4.8. Nao se verificou a
homogeneidade das varidncias (teste de Levene, p<0,05) nem a normalidade da distribuicdo da
variavel QNMP (teste de Shapiro-Wilk) nos tempos em que tomou valores diferentes de zero: tempo
1 (n=23; SW-W=0,8061; p=0,0005), tempo 2 (n=23; SW-W=0,6368; p=0,0000) e tempo 3 (n=19; SW-
W=0,7007; p=0,0001). Estes resultados devem-se a exiguidade e heterogeneidade das observacdes.

Considerando a amostra com todos os tempos (n=99), o teste de Kolmogorov-Smirnov também
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rejeitou a normalidade da distribuicdo (D=0,4860; p<0,0100), devido a heterogeneidade das
observagdes e ao numero consideravel de valores nulos (69%).

O teste de Kolmogorov-Smirnov confirmou a normalidade da distribuicdo dos dados representados
no Quadro 4.8 (n=119) das variaveis p (D=0,0910; p>0,2000) e MOE (D=0,0912; p>0,2000) e rejeitou
a normalidade da PB (D=0,3162; p<0,0100).

Foi utilizado o teste de Levene (p>0,05) para verificar da homogeneidade das varidncias nas
amostras, para as varidveis PB, p e MOE, aos pares, entre as trés repeticdes e entre os cinco niveis.
Na apreciacao realizada relativamente as repeti¢cdes predominou a homogeneidade de variancias na
PB e p, o mesmo nao se verificando no MOE. Por outro lado, em relacdo aos niveis, verificou-se a

homogeneidade de variancias apenas no MOE.

4.3 Modelos estatisticos por tratamento

Com o objetivo de estudar e quantificar a relagdo entre as varidveis em estudo, nomeadamente a p,
o MOE e a QNMP ao longo do tempo (TMP), foram utilizados modelos de regressdo (forward
stepwise) para os trés tratamentos, madeira sd, madeira infetada e madeira inoculada.

Para melhorar os modelos e perceber em que medida influiram nos resultados, incluiram-se variaveis
utlizadas para caracterizar os provetes, tais como, as repeticdes (A-REPA, B-REPB e C-REPC), o nivel
(NV-posicao relativa na tabua de origem), a distancia ao centro da tabua (DC) e a propor¢do de borne
(PB-volume de borne/volume total).

Porque existem tabuas radiais e tangenciais, tentou incluir-se esta variavel nos modelos. Contudo,
verificou-se existir colinearidade desta com outras varidveis e como tal ndo foi utilizada como
varidvel explicativa em qualquer dos modelos criados.

Foi realizada a analise dos residuos do modelo de regressao, tendo-se considerado os resultados
aceitaveis, na generalidade dos casos. A Unica excecao sao os resultados obtidos para o modelo de
regressao da QNMP realizado para a madeira inoculada.

Conforme ja foi referido e por motivos relacionados com a auséncia de NMP no cerne, nas
modelacdes da madeira infetada e da madeira inoculada excluiram-se os provetes constituidos
exclusivamente por cerne (proporgdo de borne >0). Outro fator que pesou nesta decisdo foi a
presenca da doenca do ardido/cardido no cerne da madeira infetada (3.2.2) que poderia enviesar os

valores médios dos resultados para os ensaios mecanicos e induzir conclusGes menos corretas.

4.3.1 Madeira séa
Nos modelos de regressdao delineados para a amostra de madeira sa (n=120), selecionaram-se as
variaveis MV e MOE como varidveis dependentes e as restantes caracteristicas das amostras como

variaveis independentes (Figura 4.7).
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MV MOE

S S— S BE—
| | | |
Variaveis Variaveis | Variaveis Variaveis
discretas continuas | discretas continuas
l—- Repeticdo -{ Nivel IJ Repeticdo — Nivel
Distancia ao |_| Distancia ao
centro (cm) centro (cm)
~ | P
|_| Proporg¢dode | |_|Massa volumica
borne | (g/cm?3)
e
|_| Proporcéo de
borne

Figura 4.7 Representag¢do esquematica das variaveis dependentes e independentes utilizadas nos modelos de
regressao realizados para a madeira sa (a sombreado variaveis nao significativas)

Modelo para a MV

No Quadro 4.9 apresentam-se os resultados do modelo de regressdao multipla da massa volumica,
com um R? ajustado=0,47. O teste de ANOVA comprova a significincia global do modelo (gl=4;
QM=0,0633; F=27,2396; p=0,0000) e seleciona como significativas as variaveis DC, PB e REP, cujos
coeficientes se revelam no Quadro 4.9.

Quadro 4.9 Modelo de regressao da massa volumica fun¢do da distancia ao centro da tabua (DC), proporc¢ao
de borne (PB) e repeti¢oes (REP), para a madeira sa

Coeficientes | Erro padrdo p Coeficientes
Ordenada na origem 0,5949 0,0117 10,0000
~DC(cm) 0,0038 0,0018 10,0395 0,1548
PB ] -0,0877 0,0148 0,0000 -0,5241
REPA' ' 0,0197 0,0077 0,0122 0,2445
REPB' 0,0188 0,0071 0,0086 0,2337

'a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero

A andlise dos coeficientes de todas as varidveis explicativas permite concluir que tém reduzido
contributo para a expressdao da MV (Quadro 4.9), com erros padrdao também reduzidos, ou seja, sdo
varidveis que explicam os valores da MV com um erro reduzido.

O modelo de regressdo (Quadro 4.9) aponta a varidvel PB como aquela que mais contribui para a
explicagdo da MV, mas com relagdo inversa ($=-0,5241), ou seja, quanto maior for a PB, menor o
valor da MV. Esta relacdo é esperada em madeiras com elevado teor de extrativos no cerne, uma vez
que um maior teor de extrativos pode contribuir para uma massa voliUmica superior no cerne

(Tsoumis, 1991). Por outro lado, o mesmo autor refere a existéncia de uma tendéncia do aumento da
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massa volumica (Quadro 4.9) com o aumento da distancia a medula. Esta tendéncia é confirmada por

este modelo de regressdo, uma vez que a DC tem nele uma relagdo direta (p=0,1548).

Na representagdo grafica dos dados que relacionam ambas as variaveis (Figura 4.8) é possivel

verificar o ligeiro aumento da MV com o aumento da DC até aos 7 cm, distancia a partir da qual se

observa uma inversdo desta tendéncia, apesar do menor nimero de observacGes realizadas para

estas distancias. Esta reducdo é descrita por Tsoumis (1991) em resinosas (ndo em especial para o

pinheiro-bravo) com idades consideraveis (100 anos), o que ndo é o caso das arvores de origem da

madeira sa (entre 25 e 40 anos).

0.77 A .

MV (g/cm3)
© o o o
()] (o)) (o)) ~N
~N N ~ N

0.52 A _

0.47 A

0-42 T T T T T

DC (cm)
Figura 4.8 Variagdo da massa voltimica (MV)
com a distancia ao centro da tabua (DC) na

madeira sa. - valores observados; ® valores
médios * dp (barras verticais)

Idealmente, as repeticbes deveriam constituir-se
como amostras duma mesma populagdo e, assim
sendo, ndo entrariam nos modelos como variaveis
independentes significativas. Porém, pese embora os
esforgos que se fazem, isso nem sempre se consegue
no ato da amostragem. Assim, os modelos tém
muitas vezes que “suportar” estas varidaveis como
forma de se minimizar o erro do modelo, e traduzir
mais corretamente e de forma mais completa o
fendmeno em avaliacdo. Neste caso com coeficientes
inferiores a 0,02, mas significativos para as trés

(Quadro 4.9).

O teste de Fisher LSD indica existirem diferencas
significativas entre os valores médios da MV das trés
repeticGes, o que poderd estar relacionado com o
facto de tratar de madeira proveniente de trés
arvores diferentes.

A variavel NV foi excluida do modelo porque ndo
atingiu o valor de p que permitisse a sua qualificacdo
enquanto variavel significativa. Porém uma ANOVA
um pouco mais permissiva (e.g. p significativo 0,10)
daria entrada a esta varidvel, que mostra um valor
de p=0,0753. Assim, esta situacdo pode constatar-se
pela andlise grafica da Figura 4.9, que permite

verificar uma tendéncia para a reducdao da MV com a

077 1 -

072 4 -
=067 1
£ - .
< 0.62 ' .
5 oo :
> [}
=3

0.42 T T T T T 1

NV

Figura 4.9 Variacdo da massa volimica (MV)
entre nivel (NV), na madeira sa « valores

observados; ® valores médios + dp (barras
verticais)
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altura na arvore, ou seja, com o aumento do NV, conforme é referido por Tsoumis (1991) (ver 1.2.2).

Apesar duma maior varidncia da MV verificada na base (ver Figura 4.9, nivel 1), a ANOVA do modelo
ensaiado para estas duas varidveis (gl=4; QM= 0,0095; F= 2,266; p=0,0663) indica ndo existirem
diferencas significativas entre os valores registados para os varios niveis. O teste de Fisher LSD
agrupa os valores médios da MV dos varios niveis em dois grupos: um grupo com os niveis 1 a 3 e
outro com os niveis 2 a 5. Logo, confirma-se a quase identidade dos niveis 2 e 3 que também se

constata graficamente (Figura 4.9).

Modelo para o MOE

Os resultados do modelo de regressao do MOE funcdo do NV e REP, para a madeira sa, sao
apresentados no Quadro 4.10. O teste de ANOVA realizado para o caso do MOE, comprova a
significancia global do modelo (gl=3; QM=53423862; F=54,6403; p=0,0000), e seleciona como
significativos os coeficientes das varidveis como os termos da respetiva regressdo multipla, com um
R? ajustado=0,58.

Quadro 4.10 Modelo de regressao do MOE fungdo do nivel (NV) e repeti¢es (REP), para a madeira sa

Coeficientes : Erro padrdo p Coeficientes 3
Ordenada na origem 6467,820 211,6907 0,0000
NV 210,772 63,8271 0,0013 | 0,1974
REPA' -36,034 127,6543 0,7782 -0,0195
REPB* | 1385,184 | 127,6543 | 0,0000  0,7489

13 REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero

A analise dos coeficientes das varidveis utilizadas no modelo de regressdo (Quadro 4.10) permite
concluir que a REPB ¢é a varidvel que mais contribui para a explicacdo do MOE. Quanto a varidvel
REPA, tem uma relacdo inversa e nao significativa com o MOE (Quadro 4.10). O teste de Fisher LSD

indica existirem diferencas significativas entre os valores médios do MOE para as trés repeticdes.

A varidvel NV ajuda a explicar o MOE de forma 12 000 - .

direta, ou seja, com o aumento da altura na arvore, 11000 - : -
verifica-se um aumento do MOE como, de resto, 10000 - T . .
mostra a Figura 4.10. Considerando a diminuicao da E 9000 - ] : .

MV com o aumento em altura na arvore (Figura § 8000 - . [ ] ]
4.9), também seria expectdvel uma diminui¢do do g 7000 -

MOE, que ndo se verifica sendo apds o nivel 3. 6000 - PR

A tendéncia geral de aumento do MOE com a altura 5000 - ! !

na arvore que se observa na Figura 4.10, acontece 4000 r . T T . .
com diferencas significativas entre os valores o 1 2 N3V 45 6

médios do nivel 3 com os restantes (teste de Fisher  Figura 4.10 Variacdo do MOE entre nivel
(NV), na madeira s3 = valores observados;
B valores médios + desvio padrido (barras
verticais)

61



LSD), tratando-se também do nivel com maior variancia. Os valores médios do MOE dos restantes

niveis juntam-se em dois grupos (teste de Fisher LSD): um grupo com os niveis 1, 2 e 4 e outro com

os niveis 2, 4 e 5. A Figura 4.10 mostra que sdo os niveis 2 e 3 0os mais parecidos entre si, e os

restantes os mais diferentes.

Todas as variaveis explicativas deste modelo, por apresentam variabilidades considerdveis, mostram

erros padrao elevados (Quadro 4.10).

As varidveis DC, MV e PB foram excluidas do modelo porque ndo atingiram o valor de p que

permitisse a sua qualificagdo enquanto variaveis significativas.

10000 -

9000 -

[o]

o

o

o
1

MOE (MPa)
~
o
o
o
.
B
L
=

6000 - - )

5000 T T — T

DC (cm)

Figura 4.11 Variagio do MOE com a
distancia ao centro da tabua (DC), na
madeira s3; = valores observados; M valores
médios * desvio padrao (barras verticais)

No modelo de regressdo com todas as variaveis
explicativas, as trés varidveis referidas apresentavam
um valor de p bastante superior a 0,05. Contudo, em
relacdo a varidvel DC, a observacdo dos dados
representados na Figura 4.11 permite verificar uma
tendéncia global para o aumento do MOE com a DC.
Note-se os valores elevados do desvio padrao
registados até aos 7 cm.

Ja a relagdo entre o MOE e a MV (Figura 4.12) sdo de
mais dificil interpretacdo grafica, devido a relagdo
indefinida entre ambas. Quanto a relagdo do MOE
com a PB (Figura 4.12), apesar de também ser

varidvel e serem escassas as observacGes entre as

proporcdes de borne de 0,5 a 0,8, verifica-se uma ligeira tendéncia de aumento do MOE com a PB.

12000 -
11000 ® .
10000 T
T 9000 . =
n- | ] | ] -
2 5000 P T
w L Spn
(@] = % " J
S 7000 — s b ———
[, ] - .. : LI
6000 .‘H‘- -:- - s W []
5000 oL
4000 S R : : .
040 050 0.60 0.70 0.80
MV (g/cm?3)

12000

11000
10000

9000

8000 - a— &

7000 . -
6000

5000

4000 — ; : )
00 02 04 06 08 1.0

PB

Figura 4.12 Varia¢do do MOE com a massa volumica (MV) e propor¢io de borne (PB), na

madeira sa
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4.3.2 Madeirainfetada

As modelacdes realizadas para a madeira infetada utilizaram apenas os provetes com algum borne,
conforme ja referido no ponto 4.1.2.

Nos modelos de regressdo para a madeira infetada (n=52) foram utilizadas como varidveis
dependentes a MV, o MOE e a QNMP. O tempo e as restantes caracteristicas das amostras foram

utilizadas como variaveis independentes (Figura 4.13).

MV MOE QNMP
| Y | | y | | y |
I . | | ) 1 _ 1 1 . 1
Variavel Variaveis Variavel Variaveis Variavel Variaveis
discreta continuas discreta continuas discreta continuas
Repeticio || Distancia ao Repeticio |_| Distancia ao Repeticio |_| Distancia ao
petic centro (cm) petic centro (cm) Petic centro (cm)
' ~ ' Massa Massa
Proporgdo de P P
= borne == volUmica == volumica
(g/cm?) (g/cm3)
Proporgao de Proporgao de
= o L =
NMP (n.%/g) borne borne
= NMP (n.2/g) -+ Tempo (dias)

Figura 4.13 Representagdao esquematica das varidveis dependentes e independentes utilizadas nos modelos
de regressao realizados para a madeira infetada (a sombreado variaveis ndo significativas)

Modelo para a MV

O modelo de regressdo da massa volumica selecionou como significativos os coeficientes das
varidveis DC, PB e QNMP (Quadro 4.11), com um R’ ajustado=0,68. A ANOVA comprovou a
significancia global do modelo (gl=2; QM=0,2029; F=50,8121; p=0,0000).

Quadro 4.11 Modelo de regressdao da massa volumica fun¢do da distancia ao centro da tabua (DC), propor¢ao

de borne (PB) e quantifica¢do de nematode da madeira do pinheiro (QNMP), para a madeira infetada

Coeficientes

Erro padrao

p Coeficientes

Ordenada na origem 0,8424 0,0267 0,0000
DC (cm) -0,0065 0,0027 0,0194 -0,2205
PB -0,1862 0,0282 0,0000 -0,6332
QNMP (n2/g) | -0,0004 0,0002 0,0430 -0,1756
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As varidveis DC (Figura 4.15) e QNMP contribuem em pequena medida para explicar a MV da
madeira infetada (Quadro 4.11), ao passo que a PB é a variavel com o peso relativo mais elevado na
explicagdo da MV (P =-0,6332). As trés varidveis explicativas do modelo tém uma relagdo inversa
com a MV, pois o aumento de qualquer delas contribui para a sua diminuicdo (Quadro 4.11).

Também na madeira infetada, a semelhanca do verificado para a madeira sd (Quadro 4.9), a MV
diminui com o aumento da PB. Contudo, no caso particular desta amostra de madeira infetada
constituida apenas por provetes com borne, estd a ignorar-se uma parte do fendmeno em relacdo a

estas duas variaveis, que se pretende representar na Figura 4.14.
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Figura 4.14 Varia¢do da massa voliimica (MV) com a proporcdo de borne (PB) na madeira infetada (a)
amostra com provetes com PB>0; (b) amostra com todos os provetes

A comparacdo dos grafico na Figura 4.14a e Figura 4.14b permite verificar as tendéncias diferentes
para os dois conjuntos de dados. Na Figura 4.14a, verifica-se o descrito no paragrafo anterior e na
Figura 4.14b, com dados de todos os provetes (os da Figura 11a adicionados das massas volumicas
dos provetes apenas com cerne), observa-se uma tendéncia de aumento da MV até uma PB de 0,5, a
gue se segue um decréscimo. Este aumento seguido de reducdo estd de acordo com o descrito por
Tsoumis (1991) para resinosas com idades consideraveis (cerca de 100 anos). Esta madeira provém
de uma arvore de pinheiro-bravo com 72 anos.

Por outro lado, ao contrario do verificado na madeira sa (Quadro 4.9), na madeira infetada a MV
tende a diminuir com o aumento da DC (Quadro 4.11 e Figura 4.15a). Também para esta varidvel se
simulou a inclusdo dos dados de todos os provetes (Figura 4.15b), permitindo identificar uma
tendéncia semelhante aquela verificada para a relagdo das varidveis MV e PB. Este fendmeno é

analogo ao descrito para a variavel PB, uma vez que a uma maior PB corresponde uma maior DC.
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Figura 4.15 Varia¢do da massa voltiimica (MV) com a distancia ao centro da tabua (DC) na madeira infetada
(a) amostra com provetes com propor¢do de borne>0; (b) amostra com todos os provetes - valores

observados; ® utdp (barras verticais) de todas repetigoes

Os erros padrdo das variaveis explicativas apresentam valores reduzidos (Quadro 4.11), tratando-se,
portanto, de varidveis que explicam os valores da MV com erro reduzido.

Aqui, a variadvel REP foi excluida do modelo porque nao ser significativa. Adicionalmente, o teste de
Fisher LSD indica ndo existirem diferencas significativas entre os valores médios da MV das trés

repetices. Tal como seria de esperar pois trata-se de madeira proveniente de uma mesma arvore.

Modelo para o MOE

No modelo de regressdo delineado para a varidvel MOE na madeira infetada (esquema da Figura
4.13), n3dao ¢é significativa a relacdo desta varidvel com qualquer das varidveis explicativas
consideradas. Assim, ndo é possivel concretizar um modelo de regressao para a variavel MOE através
dos dados disponiveis para a madeira infetada.

Tal como se verificou para a MV e conforme esperado, pois trata-se de madeira proveniente de uma
mesma arvore, nao existem diferencas significativas entre os valores médios do MOE das trés
repeticbes (teste de Fisher LSD).

Na Figura 4.16 apresentam-se os dados referentes as relacdes do MOE com as variaveis QNMP, MV,
DC e PB, sendo possivel observar a enorme variabilidade que lhes esta associada e que explica a sua

exclusdo do modelo para o MOE da madeira infetada.
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Figura 4.16 Variagdo do MOE com a quantificacgdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP), massa
volumica (MV), distancia ao centro da tabua (DC) e proporgdo de borne (PB), na madeira infetada

Modelo para a QNMP

Os resultados do modelo de regressdao da QNMP funcdo da MV para a madeira infetada apresentam-

se no Quadro 4.12. O teste de ANOVA realizado, comprova a significancia global do modelo (gl=1;

QM=19418,88; F=9,868917; p=0,0028) e seleciona como significativos os coeficientes da varidvel MV

como o termo da respetiva regressdo multipla com um R? ajustado=0,15.

Quadro 4.12 Modelo de regressao de quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) fungdo da
massa volumica (MV), para a madeira infetada

Coeficientes : Erro padrao p Coeficientes 3
Ordenada na origem 147,110 36,2913 0,0002
MV (g/cm3) -179,687 57,1981 0,0028 -0,4060
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O coeficiente associado a varidvel MV deste modelo, indica que a varidvel NMP diminui fortemente
com o aumento desta varidvel explicativa (Quadro 4.12). Eventuais razOes para esta variacdo
poderdo radicar no facto de a provetes com mais cerne corresponder uma MV superior, mas
também, exatamente por isso, uma menor QNMP.

O valor do erro padrdo é elevado e acusa a variabilidade de valores ja verificada para a varidvel
dependente QNMP (ver Figura 4.3).

Na Figura 4.17 representa-se graficamente a relagdo entre as varidveis QNMP e MV.
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Figura 4.17 Varia¢do da quantificacdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) com a massa voliimica
(MV) e com a distancia ao centro da tabua (DC), na madeira infetada

Considerando que estamos a falar da amostra sem os provetes do cerne (Quadro 4.11), a MV diminui
com o aumento da DC (Figura 4.15a). Assim, o aumento da QNMP estd associado ndo sé a uma
diminuicdo da MV mas também a um aumento da DC (variavel ndo incluida no modelo, p>0,05).
Sousa et al. (2005) referem que as maiores densidades populacionais de QNMP se encontram até a
profundidade de 6 cm, observando-se uma reducdo em numero, a medida que aumenta a
profundidade de colheita de uma amostra na arvore. Este tipo de variacdo aponta no mesmo sentido
dos resultados obtidos (Quadro 4.11). Na Figura 4.17, em que se representa a relagdo da varidvel
QNMP com a varidvel DC, o coeficiente de determina¢do diminuto (R*=0,0097) pode dever-se a
alguma casualidade.

Também as varidveis PB, TMP e REP foram excluidas do modelo por ndo atingirem o valor de p
minimo. A relagdo da varidvel QNMP com a PB é semelhante a encontrada para a DC,
particularmente porque a uma maior PB corresponde, necessariamente, uma maior DC. A variacao
da QNMP com o TMP j3 foi representada na Figura 4.3 e analisada no ponto 4.2.1.

O teste de Fisher LSD indica ndo existirem diferencas significativas entre os valores médios da QNMP

das trés repeticoes.
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4.3.3 Madeirainoculada

Nas modelacdes realizadas para a madeira inoculada, conforme ja referido para a madeira infetada e
pelas razbes apontadas no ponto 4.1.2, apenas se incluiram na amostra provetes com algum borne
(PB > 0).

Nestes modelos de regressdo (n=99) foram utilizadas como variaveis dependentes a MV, o MOE e a
QNMP (Figura 4.18). Como variaveis independentes foram utilizadas o TMP e as caracteristicas das
amostras referidas nos modelos para a madeira sd e infetada. Complementarmente, e por se tratar
de madeira inoculada, utilizaram-se também algumas caracteristicas da madeira dadora (madeira

infetada), tais como, a quantificacdo de NMP (QNMPD) e a propor¢do de borne (PBD).
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Figura 4.18 Representacdo esquematica das variaveis dependentes e independentes utilizadas nos modelos
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de regressao realizados para a madeira inoculada (a sombreado varidveis nao significativas)

Modelo para a massa volumica

No Quadro 4.13 apresentam-se os coeficientes das varidveis PB e REP selecionadas como
significativas no modelo de regressdo multipla para a MV da madeira inoculada (R? ajustado=0,36). O
teste de ANOVA realizado para este modelo, comprova a sua significancia global (gl=3; QM=0,0401;

F=19,0331; p=0,0000).
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Quadro 4.13 Modelo de regressdo da massa voltimica (MV) fun¢do da proporc¢ido de borne (PB) e repeti¢Ges
(REP), para a madeira inoculada

Coeficientes Erro padrdo p Coeficientes 3
Ordenada na origem 0,5884 0,0141 o000
PB -0,0619 0,0161 0,0002 -0,3169
REPA’ 0,0361 0,0070  0,0000 05026
REPB’ -0,0041 0,0064 0,5280 -0,0609

“a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero

A inclusdo da varidvel REP neste modelo reflete a variabilidade existente entre a MV dessas
amostras, e o teste de Fisher LSD indica existirem diferencas significativas entre os valores médios da
MV das trés repeticoes.

Neste modelo (Quadro 4.13), a REPA é a varidvel que mais contribui e de forma direta ($=0,5026)
para explicar a MV da madeira inoculada. A REPB entra no modelo, mas ndo é significativa (Quadro
4.13) e apresenta um coeficiente quase nove vezes inferior a variavel REPA, logo, contribui em muito
menor medida (=-0,0609) para explicar a MV.

A variavel PB também contribui para a explicagdo da MV mas de forma inversa ($=-0,3169), ou seja,
um aumento da PB na madeira inoculada provoca uma diminui¢ao da sua MV (Quadro 4.13).
Fazendo uma analise semelhante a realizada para a madeira infetada (Figura 4.14), ou seja, incluindo
na amostra de madeira inoculada os provetes do cerne (Figura 4.19b), mantém-se a ja referida

relacdo inversa da MV com a PB da madeira inoculada.
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Figura 4.19 Variagdao da massa volumica (MV) com a proporgdo de borne (PB) na madeira inoculada (a)
amostra com provetes com PB>0; (b) amostra com todos os provetes

Ambas as amostras, na Figura 4.19a e Figura 4.19b (que inclui também os provetes de cerne),
apresentam comportamentos semelhantes na relagdo entre as varidveis. Estes resultados sdo
semelhantes aos obtidos para a madeira sa (Quadro 4.9) e ja foram discutidos no ponto 4.3.1.

Os erros padrdo das varidveis explicativas do modelo sdo reduzidos (Quadro 4.13), portanto também

é reduzido o erro do modelo.
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As varidveis NV, DC, QNMP, PBD e QNMPD foram excluidas do modelo por ndo atingirem o valor de p
da sua significancia.
As varidveis DC e NV foram as que estiveram mais proximo (p ~0,10) de se qualificarem como

significativas (p<0,05) e sdo aquelas que se representam na Figura 4.20.
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Figura 4.20 Variagdao da massa volumica (MV) com a distancia ao centro da tabua (DC) e nivel (NV), na
madeira inoculada

A enorme dispersdo de valores para ambas as varidveis explicita as razGes porque nao foram

incluidas no modelo.

Modelo para o MOE

Ao contrério do verificado para a madeira infetada (ver 4.3.2) para a madeira inoculada foi possivel
selecionar algumas variaveis para explicar o MOE desta madeira. O modelo de regressao multipla do
MOE da madeira inoculada selecionou a PB e REP como varidveis significativas, com os coeficientes
apresentados no Quadro 4.14 e um R? ajustado=0,54). O teste de ANOVA comprovou a significancia

global do modelo (gl=5; QM=28707730; F=24,2633; p=0,0000).

Quadro 4.14 Modelo de regressao do MOE funcdo da proporcdo de borne da madeira recetora (PB) e
repeti¢ées (REP), para a madeira inoculada

Coeficientes | Erro padrao ¢] Coeficientes 3
Ordenada na origem 6392,525 352,0754 0,0000
PB 802,533 400,4533 : 0,0479 0,1459
REPA’ 972,289 173,8457 : 0,0000 0,4815
REPB’ 636,162 159,7218  0,0001 0,3390

"a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero
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As variaveis explicativas do modelo de regressdo para a varidvel MOE (Quadro 4.14) sdo as mesmas
qgue foram incluidas no modelo para a MV da madeira inoculada (Quadro 4.13). Também neste caso,
a inclusdo da variavel REP reflete a variabilidade existente entre o MOE das amostras, pois os valores
médios do MOE nas REPA e REPB s3do significativamente diferentes da REPC (teste de Fisher LSD). Isto
porque, como atras foi referido, as primeiras sdo radiais e a ultima tangencial.

Neste modelo (Quadro 4.14), as varidveis REPA (3=0,4815) e REPB (=0,3390) sdo aquelas que mais
contribuem e de forma direta para explicar o MOE da madeira inoculada, com erros padrdo
reduzidos. O coeficiente da varidvel PB, indica que o MOE é superior nas amostras com maior PB,
com um erro padrdo elevado, portanto com reduzida relevancia no modelo.

Procedendo a uma andlise idéntica a feita para a MV da madeira inoculada (Figura 4.19),

apresentam-se na Figura 4.21 os graficos da amostra sem e com os provetes do cerne.
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Figura 4.21 Variagdo do MOE com a proporg¢do de borne (PB) na madeira inoculada (a) amostra com provetes
com PB>0; (b) amostra com todos os provetes

A relacdo entre as varidveis é muito semelhante para ambas as amostras, na Figura 4.21a e Figura
4.21b (que inclui também os provetes de cerne), que apresentam comportamentos semelhantes na
relacdo entre as variaveis. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos para a madeira sa (Figura
4.12).

A variavel NV foi aquela que apesar de excluida do modelo (p ~ 0,08), mais se aproximou de uma
qualificacdo de significativa (p<0,05) e a sua relacdo com o MOE esta representada na Figura 4.22. A
variabilidade observada aclara as razdes pelas quais esta varidvel nao foi incluida no modelo.

As restantes varidveis excluidas do modelo, DC, MV, QNMP, PBD e QNMPD, afastaram-se (p > 0,10)
da sua qualificacdo como varidveis significativas. Na Figura 4.22 apresentam-se as relacées entre o

MOE e estas variaveis.
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Figura 4.22 Varia¢do do MOE com a distancia ao centro da tabua (DC), massa volumica (MV), quantificacao
de nematode da madeira do pinheiro na madeira recetora (QNMP) e dadora (QNMPD), e proporgdo de
borne da madeira dadora (PBD), na madeira inoculada

A grande variabilidade associada as varidveis DC, MV, PBD e QNMPD, explica a sua exclusdo do
modelo. No caso da varidvel QNMPD, para a sua exclusdo contribuem ndo sé a sua variabilidade,

como a propor¢ao muito considerdvel de zeros, ja referida no ponto 4.2.2.

Modelo para a QNMP

O do modelo de regressdo da QNMP funcdo da REP para a madeira inoculada apresentou um R?
ajustado=0,15. No Quadro 4.15 mostram-se os coeficientes das varidveis significativas, tendo-se
comprovado a significancia global do modelo pelo teste de ANOVA (gl=2; QM=481,6452; F=9,3669;
p=0,0002)

Quadro 4.15 Modelo de regressao da quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) fungdo das
repeticdes (REP), para a madeira inoculada

- Coeficientes - Erropadrdo . p  Coeficientes B
Ordenada na origem 2,1863 0,7273 0,0034
REPA ©-2,1341 ©  1,0788  0,0508 -0,2191
REPB’ | -2,1863 | 1,0026 | 0,0316 -0,2415

"a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero

Apenas a variavel REP se qualificou para serem varidveis explicativas do modelo da QNMP, qualquer
delas com uma relagdo inversa com a varidvel dependente e com erros padrdo elevados (Quadro
4.15). Os valores médios da QNMP das REPA e REPB s3o significativamente diferentes dos valores
médios da REPC (teste de Fisher LSD), porque esta foi a repeticdo inoculada com maior sucesso

relativamente ao nimero de nematodes.
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As restantes variaveis, NV, DC, MV, PB, PBD, QNMPD e TMP foram excluidas do modelo porque ndo
atingiram o valor de p que lhe garanta a significancia. Na Figura 4.23 encontram-se as representacdes
graficas das relagdes da QNMP com estas varidveis. A observacdo das suas variabilidades e diferencgas
consideraveis entre valores maximo e minimos (ver Figura 4.5 e 4.2.2) da QNMP ao longo do tempo,
ajuda a compreender a dificuldade no estabelecimento de relagées com outras varidveis

potencialmente explicativas.
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Figura 4.23 Variagdao da quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro na madeira recetora (QNMP)
com o nivel (NV), distdncia ao centro da tabua (DC), massa voltimica (MV), propor¢dao de borne da madeira
recetora (PB) e dadora (PBD) e quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro na madeira dadora
(QNMPD), na madeira inoculada

Também a presenga de um numero consideravel de valores zero (Figura 4.23) para a QNMP
condiciona, em grande medida, a anadlise e interpretacdo dos resultados. Adicionalmente, conforme
ja havia sido referido no ponto 4.1.2, existe uma grande variabilidade de valores no estado de
referéncia das tabuas dadoras (madeira infetada, Quadro 4.2) que se reflete na QNMP na madeira

inoculada (recetora) (ver justificacdes relacionadas com a inoculagdo no 4.2.2).
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4.4 Modelo estatistico global

A andlise global aqui realizada pretende explicar a variagdao da MV, MOE e NMP com o possivel efeito
significativo dos 3 tratamentos em apreco (madeira sd, infetada naturalmente e inoculada
artificialmente). Pretende, pois, com este processo avaliar da relevancia estatistica daqueles
tratamentos, conjuntamente com as demais varidveis ja utilizadas, na explicacdo daquela variagao.
Para tal, constituiu-se uma amostra com todas as observacgdes, incluindo todos os tratamentos e
todos os momentos no tempo (n=232). Também desta amostra se excluiram os provetes constituidos
unicamente por cerne, pelas razoes ja apresentadas no capitulo 4.2.1. O resumo das propriedades
fisicas e mecanicas de todos os provetes é apresentado no Quadro 4.16.

Quadro 4.16 Caracterizagdo média da proporgdo de borne (PB), massa volimica (MV) e MOE dos provetes de
todos os tratamentos

Estatisticos pB! - Mv (g/ecm’®) - MOE (MPa)
ptdp 0,8410,30 0,55+0,08 7559+1759
Coeficiente de variagdo (%) 35,71 15,55 24
Maximo 1,00 0,88 11 841
Minimo 0,05 0,42 4016
n 232

1 2 o
volume de borne/volume total “amostra constituida apenas por provetes com PB>0

A amostra conjunta dos trés tratamentos (excluindo os provetes de cerne) apresenta uma
variabilidade reduzida para a varidvel MV, com valores do coeficiente de variacdo de cerca de 16, e
um pouco superiores para o MOE, 24 %, e PB, cerca de 36 % (Quadro 4.16).

No Quadro 4.17 apresentam-se os dados da caracterizagdo da QNMP da amostra constituida pelo
borne de todas as tabuas de todos os tratamentos (n=30).

Quadro 4.17 Caracterizagao bioldgica da amostra, borne das tabuas, de todos os tratamentos

Estatisticos QNMP no borne (n.2/g ps)*
p+dp 25,78+47,25
Coeficiente de variagao (%) 183,27
Mediana 0,77
Moda 0
Proporgdo de zeros (%) 36,67
Maximo 207,96
Minimo 0,00
n 30

1quantificagéo por unidade de peso seco

Na amostra do borne das tabuas de todos os tratamentos, existe uma enorme variabilidade da
QNMP, com um coeficiente de variacdo de cerca de 183 % e um desvio padrdo de 47,25 NMP/g ps,

valores inevitavelmente influenciados pela elevada proporcdo de valores zero (Quadro 4.17).
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Testes estatisticos

O teste de Kolmogorov-Smirnov confirma a normalidade da distribuicdo das amostras (n=232) da
variavel MOE (D=0,0720, p<0,2000) e rejeita a normalidade da MV (D=0,1299; p<0,0100), PB
(D=0,3993; p<0,0100) e QNMP (D=0,3926; p<0,0100).

Foi utilizado o teste de Levene (p>0,05) para verificar da homogeneidade das varidncias nas
amostras, para as varidveis PB, MV, MOE e QNMP, aos pares, entre os trés tratamentos e as trés
repeticdes. Na apreciacao realizada relativamente aos tratamentos predomina a homogeneidade de
variancias no MOE, o mesmo ndo se verificando para as outras trés variaveis. Quanto as repeticoes,
verifica-se a homogeneidade de variancias apenas na MV, MOE e QNMP, e a sua predominancia na

PB.

4.4.1 Modelacao

Foram também estudados modelos de regressdao dos trés tratamentos, madeiras s3, infetada e
inoculada, para as mesmas trés variaveis dependentes: MV, MOE e QNMP e com as varidveis
independentes representadas na Figura 4.24.

Também na construcdo destes modelos foram excluidos os provetes constituidos exclusivamente por

cerne, pelas razoes ja apresentadas anteriormente (ver 4.1.2).

Mv MOE QNMP
I I 1
| | | | | 1 | 1
Variaveis Variaveis Variaveis Variaveis Variaveis Variaveis
discretas continuas discretas continuas discretas continuas
Tratamento | == Nivel Tratamento | |== Nivel Tratamento | == Nivel
Repeticio Distancia ao Repeticio Distancia ao Repeticio |_| Distancia ao
petic centro (cm) petic centro (cm) petic centro (cm)
~ | Massa Massa
Proporgao deI P limi
— borne = volUumica == volUmica
! cm? (g/cm?)
Proporgdo de Proporgao de
- o - -
NMP {n.2/g) borne borne
=+ NMP (n./g) = Tempo (dias)

Figura 4.24 Representagdao esquematica das varidveis dependentes e independentes utilizadas nos modelos
de regressdo realizados para a madeira de todos os tratamentos (a sombreado varidveis ndo significativas)
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Modelo para a massa volumica

Os resultados do modelo de regressao multipla da MV, em todos os tratamentos, funcdo da PB,
QNMP, REP e TT, estdo representados no Quadro 4.18. O teste de ANOVA (gl=6; QM=0,1295;
F=41,9945; p=0,0000) com um R? ajustado=0,52.

Quadro 4.18 Modelo de regressao da massa volumica (MV) fun¢do de propor¢cao de borne (PB),
quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP), repeticGes (REP) e tratamentos (TT), para todos
os tratamentos

Coeficientes Erro padrao p Coeficientes B
Ordenada na origem ; 0,6716 : 0,0112 : 0,0000 :

PB -0,1217 0,0132 0,0000 -0,4562
QNMP -0,0006 0,0002 0,0003 -0,2014
REPA* i 00071 0,0055 00,1997 0,0708
REPB* 0,0105 0,0051 - 0,0413 0,1118
TSA** _ -0,0272 0,0056 0,0000 -0,2987
TINF** 0,0639 0,0071 . 0,0000 0,5962

* a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero ** o TINOC entra no modelo, quando o
TSA e TSINF tém o valor zero

A andlise dos coeficientes beta (Quadro 4.18) permite concluir que, neste modelo realizado com
todos os tratamentos, as varidveis TT, PB e QNMP apresentam as maiores contribui¢des relativas
para explicar o comportamento da MV. Todas as variaveis apresentam erros padrdo reduzidos, logo,
o erro do modelo também é reduzido (Quadro 4.18).

Tal como seria de esperar, os valores médios da MV da madeira sa e inoculada sao significativamente
diferentes dos da madeira infetada (teste de Fisher LSD), uma vez que estas madeiras provém, em
cada repeticdo, da mesma arvore.

A MV varia de forma inversa com a PB, tal como ja se havia verificado nos trés tratamentos
estudados individualmente (Quadro 4.9, Quadro 4.11 e Quadro 4.13).

O aumento da variavel QNMP relaciona-se, em pequena medida, com a reducdo da MV (Coef.=-
0,0006, Quadro 4.18), tal como se verificou na madeira infetada (Quadro 4.11).

O teste de Fisher LSD indica existirem diferencas significativas entre os valores médios da MV das
REPA e REPB em relagdo a REPC. A REPC (valor médio da MV=0,53 g/cm?®) é constituida por tabuas
tangenciais, diferentes das tdbuas radiais das repeticGes A e B. Esta diferenca explica-se porque as
tdbuas radiais tém tendencialmente mais cerne, de maior massa volumica (0,62 g/cm3 - média de
provetes com PB=0), contra 0,53 g/cm’ nos provetes do borne (PB=1).

As varidveis, NV e DC foram excluidas do modelo porque ndo atingiram o valor de p<0,05. A varidvel
NV ndo entrou nos modelos realizados para a MV em qualquer dos tratamentos. Quanto a variavel
DC, entrou apenas nos modelos da MV para a madeira s3 e infetada. A representacdo grafica da
relacdo entre estas varidveis (Figura 4.25) auxilia a compreensdo das enormes dispersdes que lhes

estdo associadas.
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Figura 4.25 Relagdo da massa volumica (MV) com o nivel (NV) e a distancia ao centro da tabua (DC), em
todos os tratamentos

Modelo para o MOE

No Quadro 4.19 apresentam-se os coeficientes da variavel repeticdo selecionada para o modelo de
regressio do MOE de todos os tratamentos Este modelo tem um R? ajustado de 0,45, e a sua
significancia foi testada pela ANOVA do modelo (gl=4; QM=8,16x10’; F=47,7058; p=0,0000).

Quadro 4.19 Modelo de regressdo do MOE fungdo das repeticdes (REP) e tratamentos (TT), para todos os
tratamentos

Coeficientes Erro padrao p Coeficientes
Ordenada na origem 7799,099 89,5822 0,0000
REPA’ 398,687 127,5862 0,0020 _ 0,1806
REPB’ 754,319 119,7283 0,0000 0,3647
TSA™ -560,110 116,8226 0,0000 -0,2795
TINF 1368,947 137,7199  0,0000 0,5791

"a REPC entra no modelo, quando as REPA e REPB tém o valor zero "0 TINOC entra no modelo, quando o TSA e
o TINF tém o valor zero

De acordo com os coeficientes beta registados, os TT apresentam as maiores contribui¢des relativas
para explicar o comportamento do MOE, no modelo de regressdao com todos os tratamentos, com
erros padrdo reduzidos. A semelhanca do verificado para a MV, n3o ha diferencas significativas entre
os valores médios do MOE da madeira sa (6 965 MPa) e inoculada (7 241 MPa) (teste de Fisher LSD).
Mas, a madeira infetada apresentou valores médios do MOE (9079 MPa) significativamente
diferentes e superiores aos das madeiras sa e inoculada (teste de Fisher LSD).

As variaveis, NV, DC, MV, PB e QNMP foram excluidas do modelo porque ndo atingiram o valor de p
que permite a sua qualificagdo enquanto variaveis significativas. Na Figura 4.26 pretende-se mostrar
graficamente a fraquissima relagcdo entre o MOE e estas varidveis e as considerdveis dispersdes que

Ihes estdo associadas.
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Figura 4.26 Variagdo da MOE com a nivel (NV), distancia ao centro da tabua (DC), massa volumica (MV),
proporg¢do de borne (PB) e quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP), em todos os
tratamentos

Modelo para a QNMP

O modelo da QNMP, em todos os tratamentos, funcdo das varidveis significativas MV e TT
apresentou um R? ajustado de 0,33. O teste de ANOVA realizado comprovou a significancia global do
modelo (gl=3; QM=18922,83; F=38,41628; p=0,0000) com os coeficientes das varidveis
representados no Quadro 4.20.

Quadro 4.20 Modelo de regressdo da quantificagdo de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) fung¢ao de
massa volumica (MV) e tratamentos (TT), para todos os tratamentos

Coeficientes | Erro padrdo p Coeficientes B
Ordenada naorigem : 68,969 : 11,8942 : 0,0000 :
MV (g/cm3) -100,055 20,9327 0,00 -0,2951
TS -15,782 : 2,0886 : 0,0000 : -0,5120
TINF 28,347 | 2,6671 | 0,0000 | 0,7795

"0 TINOC entra no modelo, quando o TSA e o TINF tém o valor zero

Como seria de esperar, a variavel TT é aquela que apresenta uma maior contribuicdo relativa para
explicar o comportamento da QNMP (coeficientes 3, Quadro 4.20), com erros padrdo reduzidos, pois
o valor médio da QNMP da madeira infetada, 34,75 NMP/g ps, é significativamente diferente, dos
valores médios da QNMP da madeira sd, 0,00 NMP/g, ps e inoculada, 2,98 NMP/g ps (teste de Fisher
LSD).
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A varidvel MV contribui também muito significativamente, mas com um erro padrdo consideravel,
para explicar a QNMP de forma inversa (Quadro 4.20). Tal como se verificou no modelo de regressao
da madeira infetada (Quadro 4.12), a reducdo da MV contribui para o aumento da QNMP.

As variaveis, NV, DC, PB e TMP foram excluidas do modelo porque ndo atingiram o valor de p
necessario. Tal como noutros modelos anteriormente apresentados, também aqui varidveis que se
esperaria fossem selecionadas, ndo atingiram a importancia estatistica suficiente, em confronto com
a MV e tratamentos.

Na Figura 4.27 pretende-se mostrar graficamente a relagdao entre a QNMP e estas varidveis e as

consideraveis dispersdes que lhes estdo associadas.
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Figura 4.27 Varia¢do da quantificacio de nematode da madeira do pinheiro (QNMP) com o nivel (NV),
distancia ao centro da tabua (DC) e proporgao de borne (PB) e tempo (TMP), em todos os tratamentos
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5 Conclusodes

Os estudos e testes estatisticos realizados e documentados na exposicdo deste trabalho, possibilitam
as seguintes conclusdes.

Em primeiro lugar, analisadas as amostras dos dois tratamentos em que o NMP esteve presente,
madeira infetada e inoculada, destaca-se que o nematode nao foi encontrado no cerne da madeira
de pinheiro-bravo.

Em segundo lugar, verificou-se existir uma variabilidade muito consideravel no numero de NMP no
borne da madeira naturalmente infetada, facto que também condiciona, também, o estabelecimento
de correlagdes entre o nimero de nematodes, por unidade de peso seco, e qualquer outra variavel.
Assim, concluiu-se ndo existirem evidéncias de que o NMP afete as propriedades mecanicas da
madeira de pinheiro-bravo, avaliadas pelo mddulo de elasticidade a flexdo estdtica, dado que, apesar
da madeira sd apresentar diferengas significativas em relagdo aos valores da massa volimica da
madeira infetada, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os valores do MOE destes
tratamentos ao longo dos trés meses do estudo. Verificou-se, no entanto, que as diferencgas
encontradas nos valores do MOE existiam apenas entre repeticdes, ou seja, tabuas de madeira
provenientes de arvores diferentes apresentaram valores de MOE significativamente diferentes.

A opcdo pela inoculagdo de madeira sa acabou por ndo servir totalmente os objetivos deste estudo,
uma vez que das trés repeticOes realizadas apenas uma foi inoculada com aparente sucesso. Na
madeira inoculada, observou-se um aumento do numero de NMP somente numa repeticdo,
acabando por observar-se o seu declinio apds 82 dias. A madeira desta repeticdo apresentava uma
massa volumica inferior as restantes e o facto de se tratar de uma tdbua tangencial, com maior
exposicdo dos canais de resina axiais e se¢des dos radiais, podera igualmente ter favorecido os
resultados. Do mesmo modo, ndo se encontraram, neste caso, evidéncias de que os valores do MOE
tenham sido alterados de forma significativa em relagdo aos valores da madeira sa.

As condigdes em que foram mantidas as tdbuas infetadas e inoculadas, 25 °C e 70% de humidade
relativa, ndo se mostraram as ideais para o desenvolvimento do NMP, por corresponderem a um teor
de agua de equilibrio da madeira demasiado reduzido de aproximadamente 13 %. Conforme foi
referido, o crescimento das populacdes de NMP é fortemente condicionado pelo teor de agua da
madeira e pela presenca de fungos cromogéneos do azulamento, de que se alimentam os nematodes
na sua fase micéfaga. Na madeira utilizada, com teores de agua iniciais entre 70 e 80%, atingiram-se,
a saida da camara climatica e apds 14, 28, 56 ou 82 dias, teores de agua na ordem dos 20 %, valor
abaixo do PSF. Deste modo, infere-se que ndo foram reunidas as condi¢Bes ideais para uma

inoculacdo bem-sucedida.
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Para finalizar, deixam-se algumas sugestées para estudos futuros. A variabilidade observada nas
quantificacbes de NMP realizadas, tanto na madeira infetada como na madeira inoculada, apontam
para a necessidade de um maior numero de observacGes. Assim, a grandeza da amostra é um
importante parametro a considerar em trabalhos futuros porque sdo necessarios mais dados para
ajudar na interpretacdao deste fendmeno bioldgico. A variabilidade natural da madeira poderia ter
sido resolvida com outro tipo de material a que nao se teve acesso. Idealmente ndo deveriam existir
diferencas significativas entre a massa volumica e MOE das varias tdbuas, pois facilitaria a
interpretacdo dos resultados relacionados com a infe¢do e inoculagdes com NMP.

Por outro lado, o facto de apenas se ter encontrado NMP no cerne da madeira de pinheiro-bravo, no
momento da aplicacdo do método utilizado para a inoculagdo com NMP, sugere especial atencdo
guanto a escolha dos locais de contacto para potenciar uma inoculagcdo com sucesso.
Adicionalmente, a forma de colheita da amostra da madeira podera ser melhorada de modo a obter-
se um grau de precisdo superior em relacdo a localizacdo da quantificagdo de NMP realizada. Esta
exatiddo parece particularmente importante depois de conhecida a dispersdo e variacdo do nimero
de nematodes entre tabuas contiguas de uma mesma arvore.

Paralelamente a investigacdo e desenvolvimento na area tecnoldgica da madeira, salienta-se a
necessidade do aperfeicoamento e manutencdo de boas praticas de gestdo florestal que evitem a
dispersdao do NMP e de outras pragas e doencgas que afetam a floresta nacional de pinheiro-bravo. Os
paises que lidam com esta doenga ha mais tempo, apostam também num caminho de longo prazo na
direcdo do melhoramento genético, procurando individuos resistentes e que produzam madeira de

qualidade.
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ANEXO

Quadro I. Metodologia para marcagdo dos provetes para a realiza¢gao dos ensaios

. Zona

. Codig :

Amostras ao longo do tempo

Arvores do oda t0 t1 t2 t3 t4 N.2
lenho | zona
natural cerne ACN OACN : 1ACN 40
A borne | ABN : OABN @ 1ABN : 2ABN : 3ABN : 4ABN |
oculada C€mMe AC 0AC 1AC : 2AC : 3AC : 4AC 31
borne | AB OAB 1AB  2AB ' 3AB © 4AB T
“ cerne : BCN | OBCN : 1BCN : 2BCN : 3BCN @ 4BCN
natural 40
Madeirasi | B borne ' BBN ' OBBN ' 1BBN ' 2BBN 3BBN  4BBN
inoculada cerne BC 0BC 1BC : 2BC : 3BC 4BC 37
borne | BB OBB 1BB  2BB - 3BB - 4BB "
i cerne ¢ CCN : OCCN : 1CCN : 2CCN : 3CCN : 4CCN
natural e D T 40
c borne CBN = OCBN | 1CBN 2CBN 3CBN A 4CBN
oculada -SeTne cc 0cc 1CC : 2CC : 3CC . 4cC 3
_____________________ borne . CB ocB 1CB - 2CB : 3CB - 4CB .
cerne  DC1 . ODC1 = 1DC1 = 2DC1 = 3DC1 = 4DC1 36
. borne : DB1 : ODBl : 1DB1 : 2DB1 : 3DB1 : 4DB1
Madelra PO ;
. cerne DC2 0DC2 1DC2
infetada D 42
: borne | DB2 | ODB2 : 2DB2
naturalmente : :
cerne . DC3 @ 0ODC3 ' 1DC3 : 2DC3 : 3DC3 : 4DC3 47
‘borne | DB3 | ODB3 | 1DB3 : 2DB3 : 3DB3 : 4DB3
Total 340

Quadro Il. Agrupamento de tabuas na inoculagao

Dadoras

Recetoras | 1A 1B 1C 2A 2B

1D1:1D2 - 1D3  2D1:2D2 :2D3 3D1:3D2:3D3 4D1 4D3:
2C 3A

3B | 3C | 4A | 4B 4C

%

)

Figura |
tabuas

%

Estado
Sem cdédigo — madeira
infetada ou inoculada
N — Madeira sa sem
NMP
Zona do lenho
C—-_Cerne
B —Borne
Toro das arvores:
A - Arvore A
B — Arvore B
C—Arvore C
D —Arvore D
Tempo
0-Tempo O
1-Tempo 1
2—-Tempo 2
3—-Tempo 3
4 —-Tempo 4

Representacdao esquematica dos cdédigos de marcagao das



