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RESUMO

Estudos vém mostrando que com crescimento dos desmatamentos, exploracfes e
coletas excessivas em areas de florestas nativas onde encontrasse as populacdes dos
castanhais da Bertholletia excelsa, podem vir ocasionar o desaparecimento dessa espécie em
seu habitat natural. Portanto é de suma importancia o desenvolvimento de pesquisas voltadas
para fatores que podem influenciar na qualidade e potencial germinativo das sementes, na
producdo de frutos e na variabilidade da producéo individual em diferentes arvores matrizes,
para que sejam definidas as areas de coletas de sementes com a intencdo de futuramente a
castanha-do-brasil possa ser introduzida em plantios comerciais. O presente estudo teve como
objetivo verificar a divergéncia genética entre gendtipos de Bertholletia excelsa em trés
diferentes procedéncias da Regido Norte do Mato Grosso, Floresta Amazonica, Brasil, com
base em caracteristicas biométricas das sementes. Os frutos e sementes de Bertholletia excelsa
foram coletados no municipio de Paranaita, MT. Um total de 1.515 sementes foram avaliadas
guanto ao comprimento, largura e espessura com o auxilio de um paquimetro digital e
também foram avaliadas largura, espessura e area total das sementes com o Software
ImageJ®. Apos a obtencdo dos dados foram realizadas as analises de variancia (ANOVA), e
em seguida as médias das caracteristicas analisadas foram agrupadas e comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Foi calculado o coeficiente de correlagéo linear de
Pearson (r), por meio dos dados de correlacdo (Paquimetro x ImageJ®). Ja para a obtengéo das
medidas de dissimilaridade foi gerada a distancia euclidiana média, analise de agrupamento
por meio do método (UPGMA), e as variaveis canbnicas (VC). Este estudo obteve resultados
no qual foi possivel verificar uma ampla variacao fenotipica principalmente para caracteristica
de espessura no paquimetro digital. Evidencia-se também que o processamento digital de
imagens é uma Otima ferramenta para constatar a existéncia da divergéncia genética em
sementes para selecdo de arvores matrizes. Assim, a espécie em estudo apresenta excelentes
qualidades para ser utilizada como area de coleta de sementes, bem como em programas de

melhoramento genético para produtos florestais ndo madeireiros.

Palavras-chave: Area de coleta de sementes, biometria, variabilidade genética,

processamento digital de imagens e analises multivariadas.



ABSTRACT

Studies have shown that with the increase in deforestation, exploitation, and excessive
collection in areas of native forests where the populations of the chestnut trees of Bertholletia
excelsa would meet, they may cause the disappearance of this species in its natural habitat.
Therefore, it is of utmost importance to develop research aimed at factors that can influence
the quality and germinative potential of seeds, fruit production and the variability of
individual production in different matrix trees, in order to define the areas of seed collections
with the intention Brazil nuts may be introduced in commercial plantations in the future. The
present study aimed to verify the genetic divergence between genotypes of Bertholletia
excelsa in three different origins in the Northern Region of Mato Grosso, Amazonian Forest,
Brazil, based on the biometric characteristics of the seeds. The fruits and seeds of Bertholletia
excelsa were collected in the municipality of Paranaita, MT. A total of 1,515 seeds were
evaluated for length, width, and thickness with the aid of a digital caliper and the width,
thickness and total area of seeds were also evaluated with the Imagel® Software. After
obtaining the data, analysis of variance (ANOVA) was performed, and then the averages of
the analyzed characteristics were grouped and compared by the Scott-Knott test at 5%
probability. Pearson's linear correlation coefficient (r) was calculated using correlation data
(Pachymeter x ImageJ). The mean Euclidean distance, cluster analysis using the method
(UPGMA), and canonical variables (VC) were generated to obtain the dissimilarity measures.
This study obtained results in which it was possible to verify a wide phenotypic variation,
mainly for thickness characteristic in the digital caliper. It is also evident that digital image
processing is a great tool to verify the existence of genetic divergence in seeds for selection of
matrix trees. Thus, the species under study has excellent qualities to be used as a seed

collection area, as well as in genetic breeding programs for non-wood forest products.

Keywords: Seed collection area, biometrics, genetic variability, digital image processing and

multivariate analysis.
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1. INTRODUCAO

A Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl. conhecida popularmente como Castanha-do-
Brasil ou Castanha-do-Para, apresenta maior incidéncia nos estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Mato Grosso, Maranhdo, Para e Roraima. Ocorre em terras ndo inundaveis em
areas de florestas por todo o territorio amaz6nico e em areas de cultivos fora do seu ambiente
natural (RIBEIRO et al, 2020). E uma das espécies simbolo da Amazdnia, em virtude da sua
importancia social, ecoldgica e econdmica para a regido (AGUIAR et al., 2018).

Nos ultimos anos vem aumentando a procura por produtos florestais ndo madeireiros
(PFNMs), por fazer parte da renda das comunidades tradicionais da Amazonia, entre esses
produtos, esta a castanha-do-brasil que ja tem seu mercado definido do Brasil e no mundo,
ndo apenas pelo alto valor nutritivo, como também pelo alto valor comercial para a economia
local (ZORO, 2010). Sua améndoa é o produto vegetal de maior interesse para 0s extrativistas
da Amazonia, pois apresenta uma importante fonte de renda, ndo s6 para o0s extrativistas que
se nomeiam castanheiros, mas também para os indigenas e quilombolas que fazem parte da
regido de producdo dessa espécie (RIBEIRO, 2018).

Apesar do grande interesse dos extrativistas pela espécie, foi constatado com base nos
dados do Sistema IBGE de Recuperacdo Automatica (SIDRA, 2019), que nos ultimos seis
anos vém ocorrendo uma queda na producdo dos castanhais, podendo estar diretamente
relacionado com aumento do desmatamento e da exploracdo excessiva dessa espécie. Por esse
motivo a espécie Bertholletia excelsa, encontrasse na lista nacional oficial de espécies da flora
ameacadas de extin¢do, de acordo com a portaria n° 43, de 31 de janeiro de 2014 (MMA,
2014).

Diante disso, se faz necessarias pesquisas que propiciem as analises morfométricas de
sementes para auxiliar em programas de melhoramento genético, constatando a variabilidade
genética entre individuos de uma mesma espécie ou de uma mesma populacdo (RAMPAZO et
al, 2018). Assim, a biometria de sementes é uma ferramenta essencial para identificar espécies
fenotipicamente semelhantes e revelar a variabilidade genética dentro ou entre populacdes de
uma mesma espécie e suas relagdes com fatores ambientais (DE ABREU ARAUJO et al,
2015; RAMPAZZO et al, 2018).

No entanto, pesquisas com analises biométricas apresentam alguns impasses por ser
realizado de forma manual e exigir um maior tempo para sua execugdo. Em razédo disso, com
surgimento de dispositivos para a realizacdo de processamento digital de imagens, foi possivel

obter dados atraves de mensuragdo das sementes de forma rapida e precisa (PAIVA et al.,
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2017). Esse dispositivo digital vem sendo utilizados em diversos trabalhos para analises de
sementes com espécies florestais, como nos trabalhos realizados por (PAIVA et al., 2017),
(FELIX et al., 2020), (SILVA, 2020) e (DOS SANTOS FERREIRA et al., 2020). Todos 0s
trabalhos citados foram realizados por meio do processamento digital de imagens e do
software ImageJ® e assim obtidos os dados de analises biométricas das sementes
automaticamente.

Em funcdo disso, ao utilizar as analises de processamento digital de imagens em
conjunto com as analises multivariadas é possivel determinar e identificar arvores matrizes
com caracteristicas morfoldgicas superiores e distintas das demais e fazer a demarcagéo de
areas de coleta de sementes (ACS) (VELASQUE, 2016). Com essa demarcacdo é possivel
conhecer a diversidade genética e as condicBes ambientais nas quais a espécie esta
introduzida, sua area de ocorréncia e sua capacidade adaptativa, para assim, poder obter de
sementes florestais e mudas de alta qualidade com diversidade genética adequada
(VELASQUE, 2016).

Mesmo com o avanco tecnologia e a facilidade de se obter dados biométricos por meio
do processamento digital de imagens, ainda sdo poucos os trabalhos que evidenciam a
divergéncia genética por meio das analises morfometria de sementes, portanto esse trabalho
tem intuito conhecer a variabilidade genética entre as diferentes populacdes e genotipos
nativos de Bertholletia excelsa, identificar as &rvores matrizes com as caracteristicas
desejadas e determinar areas de coletas de sementes para que possam auxiliar em programas

de melhoramento genético e conservacao da espécie.
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1.1.0BJETIVOS

1.11 Geral
Avaliar a divergéncia genética entre genotipos de Bertholletia excelsa em trés
procedéncias na Regido Norte do Mato Grosso, Floresta Amazénica, Brasil, com base nas

caracteristicas biométricas das sementes.

1.2.1 Especificos

v Avaliar o comprimento, largura, espessura e area total de sementes de B. excelsa.

v Analisar a diversidade genética de B. excelsa com base nas caracteristicas biométricas
das sementes.

v" Identificar possiveis procedéncias e genotipos com diversidade genética para

determinar uma area de coleta de sementes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas da Espécie

A Bertholletia excelsa Humb. & Bonpl., é conhecida popularmente como Castanha-do-
Brasil ou Castanha-do-Para pertence a familia Lecythidaceae, é uma espécie arborea nativa da
floresta amazobnica, ocorre em areas de terras ndo inundaveis e tem maior incidéncia nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Mato Grosso, Maranh&o, Para e Roraima. Assim como
nos paises da Venezuela, Colémbia, Peru, Bolivia e Guiana (TONINI, 2011; SILVA et al.,
2013).

A castanheira é uma espécie de grande porte, com fuste retilineo que pode atingir 50
metros de altura e 4 metros de didmetro (PINTO et al., 2010). O caule é reto, tem forma
cilindrica com casca fendilhada de coloracdo escura. Suas folhas sdo esparsas, alternas e
pecioladas, com coloracao verde-escura na parte superior e palida na parte inferior. As flores
sdo brancas ou esbranquicadas, com seis pétalas sendo uma delas transformadas em um
capuz, o qual precisa ser levantando pelos polinizadores (SOUZA e WADT 2016). Tendo
como principais polinizadores da castanheira as abelhas dos géneros Bombus, Centris,
Xylocopa, Epicharis e Euglossinae (SANTOS e ABSY, 2010).

O fruto ou ourico como é nomeado, contém entre 11 e 21 sementes com améndoas
muito nutritivas por fruto, apresenta uma casca de cor marrom, lenhosa e muito rigida. Seus
frutos levam 14 meses para atingir sua maturacdo completa e caem durante o periodo chuvoso
(PEREIRA et al., 2019). Essas améndoas contém uma excepcional concentracdo de acidos
graxos saturado, carboidratos, proteinas como excelsina que possui todos os aminoacidos
essenciais, minerais como célcio, sédio, ferro, potassio, magnésio, selénio e vitaminas A, B1,
B2, B3 e E em grandes quantidades (SCHONS et al., 2017). Essa espécie apresenta duas
formas e propagacdo sendo elas por sementes que é indicada para a producdo de madeira e
por via assexuada que sdo recomendadas para a producéo de frutos (BOENO, 2019).

A castanheira possui madeira muito resistente, por esse motivo foi muito explorada
levando extingdo de areas com muitos castanhais. Devido a isso, a exploracdo da madeira é
proibida por lei, de acordo com o (Decreto n° 5.975 de 30 de Novembro de 2006 no seu artigo
29°), que proibi a exploragdo da castanha do Brasil para fins madeireiros originados em
florestas nativas.

Diante da forte pressao sofrida por essa espécie, conhecer a silvicultura da castanha-

do-brasil é primordial para producio de mudas dessa espécie (SIMOES et al. 2015). Pois para
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ter avangos na expansao de areas de cultivo, é necessario encontrar alternativas vidveis para
propagacdo vegetativa por meio de enxertia, ja que € sabido que essa espécie apresenta
algumas dificuldades para se propagar por meio das sementes para realizar a producdo mudas
(BOENO, 2019).

Devido as dificuldades de se produzir mudas de qualidades para introduzir os
castanhais em areas de cultivos, a producdo mundial da castanha vem sendo reduzida no
decorrer dos ultimos anos, mesmo a grande maioria vinda de areas de floresta nativa coletadas
por extrativistas, ndo esta sendo suficiente para atender a crescente demanda pelas suas
améndoas (DA SILVA, 2019). Por esse motivo, faz necessario que haja um maior interesse
para a introducéo de programas de conservagdo e melhoramento genético com essa espécie a
Bertholletia excelsa, pois ndo existem dados recentes na literatura a respeito desses
programas.

Apesar dessa reducdo mundial na producédo dos castanhais, o Brasil encontrasse como
0 segundo produtor mundial e exportador dessa améndoa, ficando atras apenas da Bolivia que
é a maior produtora e exportador da castanheira, segundo os dados da pesquisa sobre Producédo
da Extracéo Vegetal e da Silvicultura (PEVS) do (IBGE, 2020), apds a alta da producao em 2018,
a producdo da castanha-do-brasil em 2019 caiu e apresentou volume menor que 0 ano anterior
de 3,7 %, alcancando 32,9 mil toneladas. No entanto, seu valor da producéo cresceu 3,7 % e
chegou a R$ 135,8 milhdes em 2019. No qual evidenciou o estado do Amazonas como 0
maior produtor, com 12,2 mil toneladas, destacando o municipio de Humait&-AM que
concentrou 13,7 % da producdo nacional.

Por tanto, mesmo a espécie possuindo uma vasta distribuicdo é notavel a reducdo da
sua producdo nas Ultimas décadas. No qual esta relacionado diretamente devido a baixa
diversidade genética da castanheira por toda a extensdo da Amazonia, pois a espécie vem
sofrendo modificagdes no percentual de variacdo em populacdes naturais em virtude do
isolamento das populagdes, ocasionadas pelos processos de fragmentacdo florestal
(SHEPARD JR et al., 2011; VIEGAS et al., 2011).

2.2 Diversidade Genética

A diversidade genética € o pilar da biodiversidade e da composi¢do do ecossistema, pois
ela é essencial para a sustentabilidade das espécies no qual garante a adaptabilidade de
populacbes arboreas em meio as mudangas ambientais (DA SILVA, 2019; LIU; KUCHMA,

KRUTOUSKY, 2018). Por isso a conservacgao dos recursos genéticos esta se tornado cada vez
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mais urgente, devido a perda de populaces e de sua diversidade genética, principalmente pela
grande pressdo antrépica, que vem causando a desintegracdo dos ecossistemas florestais
(AGUIAR et al., 2013).

Diante disso, a diversidade genética pode ser definida como a quantidade total de
variacOes de sequéncias gendmicas presenciadas tanto entre as populagdes de uma espécie,
como entre os individuos de uma populacéo, podendo ser entendido por meio do método de
distancia genética tendo como base uma serie de caracteristicas assim como as morfoldgicas,
agrondmicas, fisioldgicas, bioquimicas, polimorfismo de DNA entre outras em que 0
melhorista queira trabalhar. No entanto, praticamente toda variacdo fenotipica € o espelho de
alguma variagcdo genotipica, exceto em alguns casos em que as caracteristicas sofrem
influéncias do ambiente (MUNIZ et al., 2014, MACIEL, 2014).

Logo, por meio dos marcadores, pode-se correlacionar os genes que controlam
algumas caracteristicas de interesse dos melhoristas, podendo ser tanto quantitativas como
quantitativas, no qual é possivel ser utilizada inclusive para selecdo simultanea das
caracteristicas desejadas e por meio delas o genoma das espécies € descoberto, provendo
informacdes a respeito da estrutura e funcdo da espécie em estudo (BEZERRA et al., 2018).
Em virtude disso, os marcadores que colaboram para a construcdo de mapas genéticos,
permitem distinguir se as caracteristicas importantes de interesse sdo de heranga complexa ou
simples (LOPES, 2011).

Desse modo, é plausivel ao melhorista, elaborar e planejar de maneira mais eficaz os
métodos de conducdo do experimento e selecdo de gendtipos estaveis com a finalidade de
obter ganhos genéticos para as exigéncias experimentais especificas, visto que a assimilacao
da diversidade genética e dos recursos genéticos € subsidio primordial na selecdo de
genitores, assim como no planejamento de um programa de melhoramento genético (SAYD,
2018). Portanto, o estudo da diversidade genética com uso de marcadores fenotipicos pode
gerar importantes informacdes para serem utilizadas em programas de melhoramento genético

e na conservacgdo e no manejo de espécies florestais.

2.3 Melhoramento Genético

O melhoramento genético é o conjunto de técnicas e procedimentos que visam
expandir a frequéncia dos genes com caracteristicas desejaveis ou combinagfes geneéticas
boas que estdo presentes em uma populacdo (CARVALHO et al., 2016). Diante disso, 0

melhoramento é conhecido como a ciéncia que objetiva utilizar as espécies vegetais de acordo
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com interesse social, ambiental e econdmico. Visto que para ter sucesso na area de pesquisa
com genética quantitativa, é fundamental dispor de informacgdes disponiveis acerca da espécie
a ser melhorada, variabilidade genética dos germoplasma, métodos de melhoramento a serem
usados e assim como os dominios de metodologias de andalises genético/biométricas, além de
verificar se tem estruturas fisicas, financeira e pessoas especializadas para realizar as
atividades do programa de melhoramento (FERRAO et al., 2015).

Por isso, ter conhecimento sobre a existéncia da variabilidade genética e da
caracterizacdo do germoplasma, torna-se essencial para a execucao inicial de um programa de
melhoramento genético no qual ird visar a selecdo de gendtipos que serdo mais adaptados aos
novos sistemas de producéo. Em razdo disso, toda a variabilidade genética encontrada é muito
importante para o melhoramento genético das espécies, no qual ira favorecer na escolha de
genitores com o melhor desenvolvimento vegetativo, reprodutivo e com resisténcia a doencas
(DIAS et al., 2015, FERREIRA et al., 2016).

Para a obtencdo e selecdo de genotipos com qualidades superiores e desejaveis em
programas de melhoramento genético, o processo € realizado a partir das informacgoes
fenotipicas dos individuos, mas muitas vezes este procedimento apresenta dificuldades, por
ter caracteres com baixa herdabilidade e por serem de natureza quantitativa que s&o
controlados por diversos genes, sendo diretamente influenciados por interagdes
ecossistémicas na expressao do fendtipo. Portanto, quando as avaliagdes fenotipicas
apresentam principalmente caracteres de baixa herdabilidade, é preciso o uso de técnicas
elaboradas de experimentacdo com o intuito de conseguir obter uma aproximacdo entre 0s
fendtipos e os gendtipos dos individuos (TOPPA et al., 2013).

Logo, a caracterizacdo fenotipica € muito importante por contribuir nas tomadas de
decisbes, auxiliar na definicdo e combinacdes entre os individuos geneticamente
dissemelhantes e fenotipicamente superiores, onde ird aumentar as possibilidades de obter
genotipos com caracteristicas superiores nas progénies que foram escolhidas para a selecdo
(HAWERROTH et al., 2020).

Todas essas informagfes sdo de suma importancia para os melhoristas, visto que ira
possibilitar na escolha dos melhores métodos a serem utilizados em futuros programas de
melhoramento genético, pois 0s pesquisadores pretendem aumentar a producdo e
simultaneamente, conservar e recuperar 0 meio ambiente, garantindo a sustentabilidade dos
sistemas de produgdo (AZEVEDO et al., 2012, MAFIO et al., 2012).
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2.4 Areas de Coletas de Sementes — ACS

O estudo e a selecdo de areas de coleta de sementes possibilitam conhecer o local e as
circunstancias ambientais em que a espécie estd introduzida, assim como sua area de
incidéncia e sua capacidade de se adaptar. Por isso, a selecdo de areas de coleta de sementes
tem como objetivo garantir uma grande variabilidade genética do material propagativo,
englobar um apropriado numero de populagbes como também um numero consideravel de
arvores que constituem a populacéo e que ndo tenham nenhum ou que possuam um baixo grau
de parentesco. Pois saber a cerca dessas informacfes sdo essenciais para garantir uma boa
produtividade e um bom desempenho em reflorestamentos, assim como é fundamental que
dentro das areas sejam escolhidas arvores matrizes com caracteristicas morfoldgicas
superiores, ja que essas arvores serdo identificadas como fontes de sementes para o processo
de producéo de sementes e mudas (VELASQUES, 2016).

Portanto, a escolha das areas para a definicdo e marcacdo das arvores matrizes possuli
uma funcdo primordial na coleta de sementes, sendo esta a primeira fase para a realizacdo do
projeto e planejamento a respeito do conhecimento da area (CRUZ, 2015).

Diante disso, € imprescindivel a escolha de arvores matrizes com diversidade genética
e qualidade de sementes para que se possa fornecer material genético apropriado para a
conservacao. Pois as arvores matrizes que sdo tidas como produtoras de sementes sdo
definidas conforme a diversidade genética e a qualidade das sementes, de forma que se faz
necessario realizar estudos com o uso de marcadores moleculares, assim como analises
morfométricas, fisicas e sanitarias das sementes, além de teste de viabilidade e vigor, a fim de
caracterizar essas arvores matrizes (FELIX, 2019). Neste caso é importante realizar esses
estudos ja que sabido que as sementes de espécies florestais possuem geralmente baixas
porcentagens de germinacdo, ocasionadas por microrganismos que podem causar
anormalidades e deterioracéo das sementes (VECHIATO et al., 2013).

Devido a isso, 0 Brasil dispde da Lei n° 10.711/2003, sobre o sistema nacional de
sementes e mudas, assim como a Instrucdo Normativa n° 56/2011 na qual regulamenta e
visam certificar a procedéncia, identidade e qualidades dessas sementes e mudas de florestas
nativas ou exaticas (BRASIL, 2003; BRASIL, 2011). Na qual Decreto 10.586/2020 apresenta
disposicBes gerais, no Art.82, inciso - I, onde entendesse por Area de Coleta de Sementes
(ACS), area demarcada que contém uma ou mais espécies florestais ou de interesse medicinal
ou ambiental, natural ou plantada, onde s@o coletadas sementes ou outro material de
propagacao (BRASIL, 2020).
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Portanto, ter conhecimento sobre &area de coleta de sementes é fundamental para
garantir a variabilidade e a diversidade genética dessas arvores matrizes em populacdes
naturais, para que possam garantir sementes com qualidades superiores e que atendam o0s

requisitos determinados pela legislacédo vigente.
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3. MATERIAIS E METODOS

Os frutos e sementes de Bertholletia excelsa foram coletadas em arvores matrizes que
estdo localizadas no municipio de Paranaita, Mato Grosso (Figura 1), em trés populacgdes, sob
coordenadas: populacdo 1: 9°43°40.9°” Sul 56°27°22.0°” Oeste; 9°; populagéo 2: 43°21.1° Sul
56° 44°49.9”* Oeste; e populacdo 3: 9° 43°21.3”” Sul 56° 47°35.3” Oeste.

Localizado no bioma amazodnico, o0 municipio de Paranaita estd inserido em uma
floresta ombrofila (OLIVEIRA, 2014). De acordo com a classificacdo de Kdppen e Geiger o
clima local é classificado como Am, caracterizado como uma regido de clima tropical por
apresentar estacdes seca e chuvosa, com temperatura média anual de 25.4 °C e pluviosidade
média anual de 2298 mm (CLIMATE-DATA, 2021).

Figura 1 - Mapa de localizacdo das areas de coletas de frutos e sementes de Bertholletia excelsa
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Para a elaboracdo desse estudo foram avaliadas 47 arvores matrizes em trés diferentes
procedéncias/popula¢des, denominadas “M”, “P” e “PR” com distancia minima de 100 metros
entre as matrizes. Nas populacGes 1 e 2, foram realizadas coletas em 6 arvores matrizes e na
populacdo 3 foram realizadas coletas em 35 arvores matrizes. Em cada &rvore matriz foram
coletados dois frutos diretamente do chdo, contendo entre 12 a 21 sementes por fruto, com um
total de 1.515 sementes coletadas.

As sementes foram retiradas dos frutos com auxilio de um facédo e separadas em sacos

de papel Kraft com as identificacbes das suas matrizes e posteriormente foram conduzidas
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para o Laboratério de Anélise de Sementes Florestais do departamento de ciéncias florestais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

3.1 Variaveis Analisadas

Foram avaliadas a largura (mm), comprimento (mm), espessura (mm) e &rea total da
semente (mm?) em 1.515 sementes. As medidas de largura (mm) e comprimento (mm) foram
realizadas tanto com auxilio do paquimetro digital como no software imageJ®, a espessura
(mm) foi realizada somente por meio do paquimetro digital (Figura 2) e area total da semente
(mm?) foi mensurada apenas no software ImageJ® (Figura 3 e 4). Além disso, foi
contabilizado o nimero de sementes (NS) por fruto de cada matriz, sendo dois frutos por
matriz.

Para a determinacdo da biometria com paquimetro digital, foram realizadas
mensuragfes do comprimento (mm), largura (mm) e espessura (mm) de forma manual e em

seguida contabilizado o nimero de sementes por fruto.

Figura 2 - Biometria com paquimetro digital em sementes de Bertholletia excelsa e Numero de
sementes (NS) por fruto.
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Para a determinagdo biométrica por meio do Software ImageJ®, primeiramente foram
realizadas fotografias, onde foi utilizado um suporte como apoio para que todas as fotografias
estivessem a mesma distancia e angulagdo, todas a sementes foram fotografadas com as

identificacBes dos seus respectivos codigos das suas matrizes (Figura 3).
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Figura 3 - Imagem das sementes de Bertholletia excelsa com identificacdo da matriz.

Ap6s a realizagdo e organizagdo das fotografias, as imagens foram transferidas
individualmente para o software ImageJ® para analise segundo metodologia de Felix et al.,
(2020) com modificacdes, pois ndo foi realizado o tratamento nas imagens, visto que as
imagens apresentaram exposicdo de luz impossibilitando a realizacdo das mensuragdes
automaticas. Em virtude disso, foi definida uma escala a partir de um ponto de referéncia e
foram mensurados individualmente o comprimento (vertical, mm), largura (horizontal, mm) e
area total (contornando a semente, mm?), em seguida foram selecionados os comandos de

analise de particulas e os dados foram gerados automaticamente (Figura 4).

Figura 4 - Biometria das sementes de Bertholletia excelsa no Software ImageJ®
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3.2 Andlises Estatisticas

Com os dados da biometria de sementes determinados, foram também inseridos o
numero medio de sementes por fruto (NS), que compds como uma caracteristica nas analises
de diversidade por meio das anélises multivariadas. Todos os resultados foram organizados
em planilhas no Microsoft Excel versdao 2010, logo apds foram realizadas as anélises de
variancia (ANOVA), e as meédias das caracteristicas analisadas foram agrupadas e
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Foi calculado o coeficiente de
correlagdo linear de Pearson (r), por meio dos dados de correlacdo (Paquimetro x Imagel®) e
em seguida foram analisados pelo software R versdo 3.6.3 (R Core Team, 2020).

Para estimar as divergéncias genéticas entre 0s genoOtipos realizaram-se analises
multivariadas com sete caracteristicas, 0s comprimentos e larguras obtidos via paquimetro
digital e anélise de imagens, as espessuras via paquimetro digital, as areas das sementes via
analise de imagem e por fim, o nimero médio de sementes por fruto. Assim, se obteve as
medidas de dissimilaridades na qual foi gerada com as distancias euclidianas médias e a
analises de agrupamentos por meio do método (UPGMA), Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages ou método de ligacdo média entre grupos. Em seguida foram
realizadas as dispersdes graficas das varidveis canonicas (VC) e a importancia relativa das
caracteristicas para a divergéncia genética, determinada pelo método de Singh (1981). Por

fim, foram realizadas as andlises estatisticas com o auxilio do Software Genes (CRUZ, 2013).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Biometria em sementes Bertholletia excelsa

A analise de variancia mostrou diferencas significativas entre as 47 arvores matrizes
para as caracteristicas de largura, comprimento, espessura e area total das sementes avaliadas
(Tabela 1), por tanto ao se verificar o agrupamento das medias entre as matrizes, evidencia-se
a existéncia da variabilidade genética (Tabela 2), o que possibilita a obtencdo de ganhos
genéticos das caracteristicas estudadas para que posteriormente possam ser utilizadas em
programas de melhoramento genético. Esses resultados corroboram com Valdovinos, (2016) e
Silva et al., (2014), relatam em suas pesquisas a existéncia de grande variabilidade em relacdo

a biometria de frutos e sementes.

Tabela 1 - Andlise de variancia entre as fontes de variagio do comprimento no Imagel®, largura no
ImageJ®, area total das sementes no ImageJ®, comprimento no paquimetro, largura no paquimetro e
espessura no paquimetro em 47 arvores matrizes.

Fontes de Variacdo  LargIMJ ComplIMJ ArealMJ LargPaq CompPaq EspPaq

P valor 8x107°% 0,00 1,83x10%  1,05x107°  3,68x107°  2,15x10*'°
Q.M.Res 3,063 8,5 3351 5,147 14,02 3,178

Média 23,54 38,84 43,70 23,54 38,84 16,84
CV (%) 7,42 7,52 128,27 9,62 9,66 10,55

G.L. = Matrizes (47); Residuo (1.454).

O teste de agrupamento pelo método de Scott-Knott permitiu identificar para a
caracteristica de comprimento no Imagel®, que ocorreu a formagao de onze grupos de (a-k).
Para as caracteristicas largura no ImageJ® e comprimento no paquimetro digital, ocorreu a
formacdo de nove grupos de (a-i). Para as caracteristicas de largura no paquimetro digital,
ocorreu formacdo de seis grupos de (a-g). Para a caracteristica de espessura no paquimetro
digital, ocorreu a formacdo de seis grupos de (a-i). Para a caracteristica da &rea no ImageJ®,
ocorreu a formacdo de apenas quatro grupos de (a-d) (Tabela 2). Esse método de Scott-nott a
5 % de probabilidade, agrupa as médias das matrizes que sdo mais similares e separa em

grupos identificados por letras que ndo diferem nos resultados.
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Tabela 2 - Andlise de variancia entre as trés populacfes de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa)
com base nas andlises biométricas de largura (mm), comprimento (mm), area total (mm2) das
sementes no ImageJ® e largura (mm), comprimento (mm) e espessura (mm) no pagquimetro.

Populacdo Matrizes LargIMJ ComplMJ ArealMJ LargPag CompPaq EspPaq
1 M1 28,74 a 45,46 b 15,41d 28,74 a 4546 b 20,01 a
M2 26,30 c 39,71 f 12,69d 26,30 c 39,71e 18,51 b
M3 25,75¢ 42,95d 12,93 d 2575¢ 42,95¢ 19,44 a
M4 22,13 f 34,28 i 8,49 d 22,13 e 34,28 ¢ 16,44 d
M5 24,30d 44,27 ¢ 12,11d 24,30d 44,27 c 15,63 e
M6 27,75b 42,91d 15,11d 27,75b 4291 c 19,49a
P1 2829a 4794 a 16,65d 28,29a 4794 a 19,65a
P2 2549c  42,67d 125,15a 2549c  42,67¢c 18,03 b
P3 24,65d 45,62 b 81,46 b 24,65d 45,62 b 17,05¢c
P4 27,62 b 41,72 ¢ 106,53a 27,62b 41,72d 19,69 a
PS5 22,28 f 36,44 h 11,93d 22,28 ¢ 36,44 f 15,78 e
P6 26,98 b 44,05c 107,48a 26,98 b 44,05 ¢ 19,76 a
PR2 24,61d 36,46 h 8,50d 24.61d 36,46 f 17,26 ¢
PR3 2090g 3057]j 7,92d 20,90f  30,57h 15,33 ¢
PR4 2069g 3455i 6,90d 20,69f  34,55¢g 14,92 ¢
PR5 23,06e 4480b 10,44d  23,06e  4480b 16,53 d
PR6 21,42 g 36,88 h 10,33d 21,42 f 36,88 f 15,19e
PR7 26,07 c 40,29 104,55a 26,07c 40,29d 18,73 b
PR8 24,39d 37,799 80,98 b 24,39d 37,79 18,41 b
PR9 24,36 d 39,37 f 40,33d 24,36 d 39,37¢ 17,09 c
PR10 21,54¢g 38,67 f 7354 b 21,54 f 38,67 e 15,56 e
PR11 22,99e 37,474 85,96 b 2299 e 37,47 f 16,45d
PR12 21,87f 37,83 ¢ 77,40 b 2187¢e 37,83 f 16,77 c
PR13 24,18d 40,01 e 49,84 ¢ 24,18 d 40,01d 18,18 b
PR14 24,85d 40,56 e 49,58 ¢ 24.85d 40,56 d 1731c
PR15 22,17f 39,01f 63,89 c 22,17¢e 39,01e 16,73 ¢
PR16 25,50 c 39,60 f 100,12a 25,50c 39,60 e 18,39 b
PR17 20,85¢g 35,81 h 72,99 b 20,85 f 3581 f 13,00 g
PR18 25,05d 42,37d 78,55b 25,05d 42,37c 18,68 b
PR19 23,99d  40,79e 34,1d 23,99d  40,79d 18,23 b
PR20 23,08e  39,69f 10,69d 23,08e  39,69e 17,29 ¢
PR21 19,65h 31,47 j 54,82 ¢ 19,65 f 31,47 h 13,42¢g
PR22 22,20f 36,30 h 12,08d 22,20 e 36,30 f 17,05¢c
PR23  25,89¢c 43,99 ¢ 16,45d 25,89 ¢ 43,99 ¢ 15,92d
PR24 20,60 35,69 h 72,05b 20,60 f 35,69 f 14,38 f
PR25 17,44 27,08 k 6,44d 17,449 27,081 12,69¢g

W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W W N N N DN DN DNPFPE P PP
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3 PR26 22,50 f 39,10 f 11,23d  22,50e  39,10e 16,35d
3 PR27 22,79e  4040¢ 1462d 22,79e  40,40d 1542 e
3 PR28 24,78d  40,89e 130,58a 24,78d  40,89d 18,62 b
3 PR29 2137g 37,49g 78,49b  21,37f 37,49 f 14,36 f
3 PR30 2337e  38,63f 10,22d  2337e  38,63e 17,42 ¢
3 PR31 2439d 37,13g 8,60d 2439d  37,13f 18,20 b
3 PR32 21,33g  33,28i 10,30d  21,33f 33,284 13,92 f
3 PR33 20,74g 33,70i 10,01d  20,74f 33,709 15,22 ¢
3 PR34 20,99g 3512i 5599c¢  20,99f 35,12 ¢ 15,13 e
3 PR35 22,37f 36,45h 59,06¢c 2237e  3645f 1533 e
3 PR36 24,02d 38,09¢g 10,39d  24,02d  38,09f 18,71b
N° Grupos 9 (a-i) 11 (a-k) 4 (a-d) 6 (a-0) 9 (a-i) 6 (a-i)

A partir das informacGes obtidas por meio das analises de biometrias das sementes
(Tabela 2), pode-se observar entre as quatros caracteristicas estudadas, diferentes variaveis
estdo associadas as variacOes fenotipicas em virtude dos fatores ambientais e das diferengas
genéticas das matrizes.

Com base nos dados obtidos por meio da correlacdo de Pearson (r), foram
presenciadas correlagcdes positivas significativas (negrito) e ndo significativas tanto com o

paquimetro digital como no Software ImageJ® (Tabela 3).

Tabela 3 - Coeficiente de correlagdo Pearson entre as caracteristicas de sementes de B. excelsa,
avaliadas largura (mm) e comprimento (mm) mensuradas no paquimetro no ImageJ® e espessura
(mm) mensurada no paquimetro e area (mm2) mensurada no ImageJ®.

CompIMJ ArealMJ LargPaq CompPag  EspPaq

LargIMJ 0,69 0,09 0,67 0,53 0,58
CompIMJ - 0,11 0,51 0,63 0,45
ArealMJ - 0,07 0,07 0,07
LargPaq - 0,61 0,47
CompPaq - 0,37

Verificou-se que os maiores coeficientes de variacbes foram entre a largura do
paquimetro e largura do ImageJ® apresentou resultados de (0,67), e entre o comprimento do
ImageJ® e comprimento do paquimetro apresentou resultados de (0,63).

Para a largura do ImageJ® e comprimento do paquimetro foi de (0,53), para a
correlagdo entre largura do ImageJ® e espessura do paquimetro apresentou resultado de

(0,58), e com relacdo a comprimento do ImageJ® e largura do paquimetro obtiveram resultado
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de (0,51), e o comprimento do Image]® e espessura do paquimetro apresentou o resultado
entre os coeficientes mais baixa de (0,45). J& a correlacdo entre a area do ImageJ® e o
comprimento, largura e espessura do paquimetro todos apresentaram resultados com
correlagdes ndo significativas, pois os valores foram muito baixos de (0,07). As correlacdes
entre as caracteristicas avaliadas do presente estudo apresentam resultados onde todas as
correlacBes entre o comprimento, largura e espessura tanto no ImageJ® como no paquimetro

foram positivas e significativas.

4.2 Variabilidade genética em sementes Bertholletia excelsa

A partir da anélise de agrupamento pelo método UPGMA, foi gerado um dendrograma
para ter uma melhor observacao da variabilidade genética entre as trés populacdes estudadas
de castanha-do-brasil Bertholletia excelsa, onde presenciou-se a formacdo de seis grupos
(Figura 5).

A partir da distancia euclidiana média, foi possivel observar que o grupo | foi formado
por uma Unica matriz isolada (PR25), por apresentar sementes com menores dimensfes para
as caracteristicas avaliadas, tornando-se o0 mais distinto. O grupo Il formado por sete matrizes
contendo as trés populacOes, apresentam caracteristicas bem similares em relacdo ao
comprimento das sementes. O grupo Il é formado pelas matrizes PR17, PR10 E PR29 da
mesma populagdo, com isso podem apresentar baixa variabilidade genética entre as matrizes,
por estarem diretamente associados a algum grau parental.

O grupo IV também foi composto pelas trés populacbes contento onze matrizes, nos
quais todos apresentaram caracteristicas desejaveis em relacdo a largura e comprimento da
semente, destacando-se as matrizes P3 e P2 pois apresentaram médias superiores para as
quatros caracteristicas estudadas.

Ja o grupo V foi formado pelas matrizes P1, PR13 e PR19 foi o unico contento duas
populacdes, apresentam médias superiores para as caracteristicas de largura, comprimento e
espessura. O grupo VI foi composto pelas trés populagdes contendo 22 matrizes, ou seja, 0
grupo que apresentou a maior quantidade de matrizes, assim como 0 grupo reuniu sementes

com dimensdes medianas para as caracteristicas avaliadas
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Figura 5 - Dendrograma gerado a partir do agrupamento pelo método UPGMA realizado com os
dados obtidos pela andlise biométrica de sementes com base em sete caracteres avaliados em 47
arvores matrizes de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa).
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A partir da avalicdo gerada através da dispersao gréfica das variaveis canonicas (VC)
(Figura 6), foi possivel verificar a formagdo de seis grupos, formando os mesmos
agrupamentos observados no dendrograma pelo método UPGMA.

Considerando as variaveis analisadas a partir dos métodos de agrupamentos podemos
observar e destacar a matriz P1, que em conjunto com as outras matrizes formou o grupo mais
divergente, evidenciando um grande potencial de variabilidade genética entre essas matrizes.

Também é possivel selecionar individuos de cada grupo formado, e dentro de cada
populacdo para estabelecer quais serdo as arvores para a area de coleta de sementes. Por

exemplo, a matriz P1 e PR13 do grupo 5; as matrizes M1, PR28 e P4 do grupo 6; as matrizes
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M4, P5 e PR32 do grupo 2; a matriz M5, P3 e PR6 do grupo 4, a matriz PR29 do grupo 3; e a
matriz PR25 do grupo 1. Existem indmeras combinagdes possiveis de selecionar, assim é
possivel estabelecer uma area de coleta de sementes com uma grande divergéncia genética de

caracteres de sementes.

Figura 6 - Dispersdo gréfica das varidveis canonicas em quarenta e sete matrizes de castanha-do-
Brasil (Bertholletia excelsa) com base nas sete caracteristicas avaliadas nas sementes.
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Com base nos resultados apresentados no grafico de contribuicdo através das
distdncias Euclidianas, foi possivel observar para as sete caracteristicas avaliadas quais
apresentaram maiores contribuicdes para diversidade genética da Bertholletia excelsa (Figura
7).

A caracteristica de espessura com paquimetro digital foi a que apresentou maior
contribuicdo para diversidade genética, o que indica uma grande variabilidade genética para o
caréater, podendo ser utilizado em estudos futuros para 0 melhoramento da castanha-do-brasil,
bem como selecdo de areas de coleta de sementes com ampla diversidade fenotipica e
genética. Em seguida o nimero médio de sementes por frutos (NS) apresenta também uma

grande importancia para estudos de divergéncia genética de Bertholletia excelsa.
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Figura 7 - Contribuigdo relativa as caracteristicas avaliadas para diversidade - SINGH, de acordo com
distancia euclidiana.
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Para as caracteristicas da Area das sementes no ImageJ® apresentou contribuicées
consideraveis para a diversidade genética da espécie, onde foi possivel evidenciar que a
populacdo trés apresentou médias superiores para a caracteristica de area das sementes em
estudo (Tabela 2), sendo essa possivel de selecionar para futuros programas de melhoramento
visando 0 aumento das sementes.

Para as caracteristicas de Largura no ImageJ® e Largura no paquimetro digital
apresentaram contribuigdes significativas para a diversidade genética, j& as caracteristicas de
Comprimento no ImageJ® e Comprimento no paquimetro digital apresentaram contribuicdes
mais baixas, contribuindo apenas (10 %) para a diversidade genética.

Assim, fica evidente que todas as caracteristicas avaliadas apresentam como
marcadores fenotipicos potenciais para a realizacdo de futuros trabalhos de selecdo de
matrizes, estabelecimento de areas de coleta de sementes e programas de melhoramento que

visem os Produtos Florestais Nao Madeireiros (PFNM), com a espécie Bertholletia excelsa.
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5. CONCLUSAO

Por meio das analises biométricas das sementes de castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa) foi possivel verificar uma ampla variacdo fenotipica entre as caracteristicas estudadas
devido as dissimilaridades genéticas entre as matrizes;

A caracteristica de espessura no paquimetro digital apresentou a melhor e maior
contribuicdo para variabilidade genética presente este estudo;

As analises por meio do processamento digital de imagens e a analises multivariadas
constatou que existem divergéncias genéticas entre as matrizes, destacando as matrizes P1,
PR13 e PR19 como o grupo mais divergente. Assim como, matrizes com excelentes
qualidades, para serem utilizados no estabelecimento de areas de coleta de sementes para uso
em programas de melhoramento, para a expansdo das areas de cultivos e preservacdo da

espécie, ja que devido ao desmatamento a mesma esta ameaca de extingdo.
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