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RESUMO

Filemom Manoel Mokochinski. Estimativa de producao, caracterizagao fisica e perfil quimico

de améndoas de nogueira-peca.

A nogueira-pecd (Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch) ¢ uma espécie frutifera
adaptada ao sul do Brasil, a qual vem se consolidando como uma importante matéria-prima
para agroindustria, gerando renda e diversificacdo nas propriedades rurais. O presente estudo
foi realizado em uma propriedade rural privada no municipio de Cachoeira do Sul — RS, com
o objetivo de verificar a eficiéncia da amostragem aleatéria de ramos para quantificar a
producdo de frutos em nogueira-pecd com trés diferentes idades (5, 7 e 10 anos) em
comparagdo com sistemas produtivos convencionais. Além disso, também foi avaliada as
caracteristicas fisicas e o perfil quimico de quatro cultivares (Barton, Choctaw, Stuart e
Shawnee) de nogueira-peca. Para realizagdo da amostragem aleatéria de ramos, foram
testadas duas técnicas de selecdo: probabilidade proporcional ao diametro (PPD) e
probabilidade uniforme (PU), aplicadas em nove arvores, sendo trés de cada idade. A
caracterizacao fisica foi realizada através de mensuragdo de comprimento, didmetro, pesagem
e rendimento em 100 frutos, divididos em quatro repetigoes de 25 frutos para cada cultivar.
Para obten¢do do perfil quimico foi realizada andlise por meio de inser¢do direta
(fingerprinting) em um espectrometro de massas através do método de ionizagdo por
electrospray, utilizado um pool de amostras (n=10) para cada cultivar. A analise possibilitou a
classificacdo das cultivares de améndoas devido ao indice de similaridade e a andlise dos
componentes principais. A amostragem aleatoria de ramos subestimou a produgdo de frutos
nas idades avaliadas, sendo sua principal desvantagem o alto erro amostral, o qual estabilizou-
se com oito arvores e trés caminhos amostrados. A cultivar Stuart apresentou maior massa de
fruto, de améndoa e de casca, obtendo o menor rendimento de améndoa (49,84%). A cultivar
Choctaw demonstrou alta massa de fruto e améndoa, com uma quantidade de casca
intermediaria, alcangando um rendimento médio de 52,65%. As cultivares Shawnee e Barton
apresentaram rendimentos de améndoa superiores a 50%, menor quantidade de casca e menor
tamanho de fruto em relagdo as demais. A nogueira-peca produz améndoas com diferengas

fisicas e quimicas e uma producdo crescente com o aumento da idade.

Palavras-chave: amostragem aleatdria de ramos, produgdo vegetal, pos-colheita.
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ABSTRACT

Filemom Manoel Mokochinski. Estimated production, physical characterization and chemical

profile of pecan.

The pecan (Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch) is a fruit species adapted to southern
Brazil, which has been consolidated as an important raw material for agro-industry,
generating income and diversification in rural properties. This study was conducted in a
private country estate in the city of Cachoeira do Sul - RS, in order to verify the efficiency of
randomized branch sampling to quantify the production of fruits in pecan with three different
ages (5, 7 and 10 years) compared with conventional production systems. Moreover, it was
also evaluated the physical and chemical profile of four cultivars (Barton, Choctaw, Stuart
and Shawnee) of pecan. To perform the random sampling of branches, we were tested two
selection techniques: probability proportional to the diameter (PPD) and uniform probability
(PU), applied in nine trees, three of every age. The physical characterization was performed
by measurement of length, diameter, weighing and yield 100 fruits, divided into four
replicates of 25 fruits for each cultivar. To obtain the chemical profile analysis was performed
by direct insertion (fingerprinting) in a mass spectrometer by electrospray ionization method
used a sample pool (n=10) for each cultivar. The analysis enabled the classification of almond
cultivars due to the similarity index and principal components analysis. Random sampling
branches underestimated the fruit production in the evaluated ages, and its main disadvantage
the high sample error, which stabilized with eight trees and three sampled paths. The cultivar
Stuart showed higher mass fruit, almonds and peel, getting the lowest almond yield (49,84%).
The cultivar Choctaw demonstrated high mass of fruit and almond, with a quantity of
intermediate shell, reaching an average yield of 52,65%. The Shawnee Barton had almond
cultivars and yields higher than 50%, less bark and smaller fruit size relative to the other. The
pecan produces almonds with physical and chemical differences and increased production

with increasing age.

Keywords: randomized branch sampling, plant production, post-harvest.
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1. INTRODUCAO

Nas tultimas décadas t€ém aumentado a procura por alimentos mais saudaveis, com alta
qualidade nutricional, como as nozes que possuem elementos nutricionais recomendados para
manutengdo da saude. A nogueira-peca (Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch) fornece
frutos com excelentes qualidades nutricionais, sendo 6tima fonte de energia. Sua composi¢ao
inclui: carboidratos, fibras, proteinas, aminoacidos, acidos graxos, além de ser uma fonte de
minerais (KORNSTEINER et al., 2006; VENKATACHALAM, 2004).

Sob o ponto de vista econdmico, a nogueira-peca constitui uma importante matéria-
prima para agroindustria, podendo ser utilizada a améndoa para industria alimenticia e
fabricagdo de oleo, a casca para obtengao de cha e adubo, a madeira para movelaria, além de
possibilitar o consércio com outras culturas e com animais gerando sombra e conforto
térmico.

Nos ultimos anos, esta espécie frutifera vem sendo considerada como fonte de
diversificacdo de renda ou investimento a produtores rurais, devido a facilidade de manejo e a
rusticidade da cultura, além da grande demanda pelo mercado interno e externo e a
consolidagdo das processadoras brasileiras. Conhecer a producao real da cultura em pomares
comerciais ¢ fundamental para o planejamento dos produtores.

O estado do Rio Grande do Sul ¢ o maior produtor brasileiro de nogueira-peca,
seguido por Santa Catarina e Parana. Estima-se, que a area de plantio no Brasil seja de
aproximadamente 2000 hectares, com uma producdo média anual de 2000 toneladas
(EMATER, 2011). A produtividade comercial varia de 500 a 1000 kg/ha e inicia-se a partir
do décimo ano (WELLS, 2011).

Uma das principais dificuldades relacionadas com o cultivo de nogueira-peca € o
tempo para inicio do ciclo produtivo. Sabe-se também que varios fatores podem influenciar
no rendimento de produtividade de uma cultura, dentre os quais pode-se destacar: clima, solo,
adubacado, irrigagdo, etc. As formas de quantificar o potencial produtivo dos pomares, a partir
de técnicas de amostragem confiaveis sdo praticamente inexistentes. Desse modo, métodos de
amostragem podem ser alternativas ao censo, estimando atributos de interesse em arvores
individuais de forma mais agil, o que mostra-se uma ferramenta extremamente util, pois
possibilita informar aos produtores se a espécie de interesse tera um bom rendimento

produtivo.
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Jessen (1955) desenvolveu uma técnica de amostragem probabilistica em multi-
estagios para estimar atributos de interesse em arvores individuais, conhecida como
amostragem aleatéria de ramos. A técnica ¢ baseada na selecdo de ramos na arvore, de
maneira aleatoria, designando probabilidades de selecdo para todos os ramos. Nesta técnica a
arvore ¢ tratada como a populacdo e o alvo a ser mensurado ¢ a quantidade total de atributos
quantificados nos ramos amostrados.

Amostragem em ramos foi testada para verificagdo da quantidade de frutos;
quantificacdo de sementes; detecgdo de ataque de insetos; quantificacdo de volume e estoque
de biomassa e carbono (BORGES, 2009; BARBEIRO, 2012; RYALL et al., 2011; LOBO,
2012), mostrando ser uma técnica alternativa ao censo.

A andlise fisica e o perfil quimico dos frutos em diferentes cultivares fornecem
informagdes adicionais para exploragdo de cultivares com maior rendimento e permite
verificar possiveis diferencas quimicas entre espécies, evidenciando as caracteristicas
intrinsecas de cada cultivar. Do ponto de vista comercial, agrega-se valor e possibilita o
aumento da qualidade do produto final.

A andlise do perfil quimico de cada cultivar permite detectar possiveis diferencas entre
as espécies que sdo imperceptiveis a visualizacdo. A analise dos fons presentes em um extrato
por espectrometria de massas possibilita a distingdo inequivoca das variedades estudadas. A
técnica consiste na geragdo de ions por meio de um método de ionizagdo e posterior
mensuragdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions formados (GROSS, 2004).

O cultivo de nogueira-peca nado foi estimulado em decorréncia das poucas pesquisas
sobre implantacdo e manejo da cultura (DUARTE e ORTIZ, 2001). Nos ultimos anos houve
um aumento da procura pela diversificagdo com a nogueira-peca, desta forma devem ser
priorizados estudos que busquem auxiliar os produtores a escolherem as cultivares mais
adaptadas e mais produtivas, maximizando os lucros, escolhendo frutos com caracteristicas
que facilitem o beneficiamento.

Os resultados do presente trabalho poderdo subsidiar as agroindustrias com a escolha
de frutos com maior potencial para industrializacio, com maior qualidade e melhor
aproveitamento durante o processamento e aos produtores rurais nas caracteristicas produtivas
de seus pomares e na escolha de cultivares mais produtivas, facilitando o planejamento da

cultura.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Determinar a eficiéncia da amostragem probabilistica em ramos para quantificar a producdo e
caracterizar de forma fisica e perfil quimico os frutos de nogueira-peca (Carya illinoinensis),

fornecendo subsidio para selegao de cultivares.

2.2. Especificos

- Comparar as estimativas da amostragem aleatoria de ramos com a produgao real de frutos de

nogueira-peca (cultivar Barton) em trés diferentes idades (5, 7 e 10 anos);

- Analisar a eficiéncia da aplicacdo das técnicas de amostragem com probabilidade
proporcional ao diametro e com probabilidade uniforme para estimar a producdo de frutos de

nogueira-peca para a cultivar Barton;

- Verificar o perfil quimico da améndoa através de espectrometria de massas para quatro

cultivares de nogueira-peca (Barton; Stuart; Shawnee; e Choctaw);

- Classificar as cultivares de nogueira-peca (Barton; Stuart; Shawnee; e Choctaw) por meio da

analise de cluster e da analise de componentes principais;

- Avaliar as caracteristicas fisicas do fruto de nogueira-peca nas cultivares (Barton; Stuart;

Shawnee; e Choctaw).
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Nogueira-peca

A nogueira-pecd (Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch) pertencente a familia
Junglandaceae ¢ uma espécie originaria dos Estados Unidos e, entre todas as nozes
conhecidas, ¢ uma das mais antigas. O nome peca ¢ derivado de uma palavra indigena,
pacaan, indicando que este tipo de fruto necessita de uma pedra para ser quebrado (ORO,
2007). E uma planta nativa da América do Norte, das margens dos rios, desde o Nebraska e
Iowa nos Estados Unidos, até¢ Oaxaca, localizado no Sul do México (VENKATACHALAN,
2004).

No Brasil, os primeiros plantios surgiram por volta de 1915, porém somente nos anos
70, tornou-se uma cultura explorada economicamente, a partir dos incentivos governamentais
para florestamento e reflorestamento (RASEIRA, 1990; POLLETO et al., 2012). Os pioneiros
da imigracdo norte-americana foram os responsaveis pela introducdo da cultura no Brasil,
estabelecendo os primeiros povoamentos em Santa Barbara do Oeste ¢ Americana, interior de
Sao Paulo (GOMES, 1976).

O consumo de nogueira-pecd faz parte da dieta saudavel desde os tempos da
agricultura primitiva até o atual, fornecendo diversos componentes bioativos com macro e
micronutrientes possuindo uma alta capacidade antioxidante reduzindo a incidéncia de
doengas cronicas, incluindo Alzheimer, mal de Parkinson e alguns tipo de céncer
(VILLARREAL-LOZOYA et al., 2007).

A maior finalidade do plantio de nogueira-pecd ¢ a obten¢do do fruto, as nozes
comestiveis, utilizadas em uma ampla variedade de alimentos (BACKES e IRGANG, 2004).
Nos Estados Unidos a madeira da nogueira-peca possui boa aceitacao, utilizada na movelaria
e construgdo civil, no entanto, no Brasil, ¢ utilizada como energia, caracterizando uma
subutilizacdo da madeira (GATTO et al., 2012). Outro produto obtido ¢ o 6leo, obtidos da
améndoa, com excelente caracteristica nutricional, sendo uma importante fonte de energia,
com valor caldrico significativamente reduzido em comparacdo a améndoa devido a
prensagem (ORO, 2007).

A améndoa da nogueira-pecd ¢ utilizada numa ampla variedade de produtos
alimenticios, podendo ser consumida crua, tostada, salgada, revestida com aglicar ou

chocolate, moida ou em pasta. E comumente empregada em produtos de padaria, confeitaria,
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cookies, bolos, doces, tortas e possui uso difundido nas industrias lacteas. A boa aceitagdo da
améndoa no mercado consumidor se deve ao seu sabor, aroma agradavel e sua crocancia.
Além destas utilidades, as refei¢des ricas em noz-peca substituem parcialmente a farinha de
trigo aprimorando e finalizando produtos industrializados (SWINK, 1996).

Além de ser amplamente usada na forma in natura e possuir um mercado promissor
para o emprego do oOleo e da torta, produto resultante da prensagem da améndoa, o
processamento resulta na obtencdo de casca (40 a 50%), subproduto industrial de cor
avermelhada (WORLEY, 1994). A casca do fruto da nogueira-pecd, consumida na forma de
ché, apresenta elevado teor de fibras com alta capacidade antioxidante (PRADO, 2008).

Venkatachalan (2004) salientou que entre as mais de mil diferentes cultivares
existentes de nogueira-peca, cerca de 33 delas sdo exploradas comercialmente. Contudo, no
Brasil quatro sdo as principais: Barton, proveniente do cruzamento entre Moore e Success;
Choctaw, oriunda do cruzamento entre Success e Mahan; Shawnee, gerada a partir do
cruzamente entre Schley e Barton; Stuart obtida através de selegdo de plantulas. Por esse
motivo, estas quatro variedades foram escolhidas para o desenvolvimento do trabalho.

Todas as cultivares de nogueira-pecd necessitam de poliniza¢do cruzada, pois, de um
modo geral, os 6rgdos masculinos e femininos ndo apresentam coincidéncia de maturidade,
assim, as cultivares no Brasil se dividem em dois grupos: Protandus — o polen amadurece
antes do estigma estar receptivo (Barton, Cape Fear, Desirable, Success); Protogenus — o
estigma torna-se receptivo antes que o pdlen seja viavel (Shoshone, Shawnee, Choctaw,
Stuart, Mahan) (RASEIRA, 1990).

A nogueira-peca ¢ considerada uma planta longeva, podendo superar os 200 anos. A
arvore pode atingir grande porte, superando 40 metros de altura, 40 metros de didmetro de
copa e 5 metros de circunferéncia de tronco. A planta € monoica, decidua, o tronco € retilineo
e a casca cinzenta e lisa nos individuos jovens, torna-se sulcada, aspera e marrom
avermelhada com o passar dos anos. As folhas sdo alternas, verdes e pinadas, com cerca de 9
a 17 foliolos acuminados com flores masculinas e femininas separadas, ndo sdo muito
atrativas, pois sdo verdes e discretas, confundindo-se com a folhagem. A polinizagao ¢ feita
pelo vento. O fruto ¢ uma drupa, agrupando-se em cachos com normalmente trés a sete
unidades, e consistem de uma noz ovoide a oblonga, envolta em um tegumento verde e

espesso, que se torna marrom e se abre quando madura, dividindo-se em quatro partes, com
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epicarpo que se separa do fruto na maturacao (Figura 1). A parte aproveitavel representa entre

40 e 60% do fruto (ORTIZ, 2000).

(D) flor feminina; (E) fruto maduro e améndoa. Guarapuava, PR, 2015.

Segundo Nass (2013) os Estados Unidos ¢ responsavel por mais de 80% da producao
mundial de nozes-pecd, com uma producdo comercial em 14 estados, destacando Gedrgia,
Novo México e Texas, tendo iniciado a produgdao comercial a mais de 100 anos. Diversos
paises incluindo México, Chile, Argentina, Australia, Israel e Brasil respondem pelo restante
da produgdo comercial no mundo.

No Brasil, a producdo de Nogueira-peca ¢ restrita a poucos estados, concentrando-se
principalmente no Rio Grande do Sul, seguido por Santa Catarina, Parand e Sdo Paulo
totalizando uma 4rea de aproximadamente dois mil hectares. Apesar de existirem diversos
pomares, hd uma grande tendéncia ao aumento da produgdo devido a presenca de industrias
beneficiadoras no Rio Grande do Sul e de projetos de expansdo dos pomares (EMATER,
2011).

Filippin (2011) afirmou que a produtividade da nogueira-peca aumenta com o passar
dos anos, estabilizando-se em torno de 20 anos de idade, demonstrando a viabilidade

econdmica da cultura em cultivo solteiro ou consorciado, apontando-a como uma alternativa

21



altamente lucrativa aos produtores rurais.

A colheita e o processo de beneficiamento sdo relativamente simples. Com a abertura
do epicarpo ocorre a queda dos frutos, que sdo colocados em sacos e transportados para a
industria beneficiadora. Na industria, as nozes passam por lavagem, peneira, limpeza,
separagao por tamanho, descascamento, secagem e embalagem, ficando prontas para consumo

(ORO, 2007).

3.2. Amostragem aleatoria de ramos

A amostragem aleatoria de ramos (AAR), do inglés Randomized branch sampling
(RBS) introduzida por Jessen em 1955 (BORGES, 2009), demonstra relativa facilidade em
sua aplicacdo. Para Gregoire et al. (1995) a AAR ¢ uma técnica de amostragem baseada em
probabilidades, bastante eficiente para estimar atributos de interesse em arvores, como o
namero total de frutos, a area foliar, a area de superficie do tronco, populac¢des de insetos,
podendo ser aplicada em arvores inteiras ou parte delas.

A primeira utilizacdo feita com amostragem aleatéria de ramos foi testada por Jessen
(1955) em uma Unica laranjeira de 25 anos, onde todos os frutos foram contados e o resultado
final foi comparado com os valores obtidos na amostragem. O objetivo da amostragem foi
avaliar diferentes técnicas de selecdo para um determinado n6 (bifurcacdo), foram testadas:
Probabilidade Uniforme (PU) — Cada segmento tem a mesma probabilidade de selecao,
independente de seu tamanho (circunferéncia), sendo que a probabilidade de selecdo sera
proporcional ao numero de ramos presentes no nod e Probabilidade Proporcional a
Circunferéncia (PPC) — Cada segmento tem uma probabilidade de acordo com sua
circunferéncia.

Jessen (1955) concluiu que a técnica de probabilidade proporcional a circunferéncia
do ramo ao quadrado forneceu a melhor estimativa do nimero total de frutos. Com o uso
desta técnica, a probabilidade de selecio de um ramo maior ¢ superior aquela de selecionar
um ramo menor. Contudo, essa técnica exige a medi¢do da circunferéncia do ramo, o que
pode ser de dificil aplicagdao dependendo da arvore. A técnica de probabilidade uniforme
(PU), que leva em consideracdo apenas o numero de segmentos no no, produziu a pior
estimativa, embora sua vantagem seja a rapidez e simplicidade de aplicacao.

Em algumas espécies, nativas ou exoéticas, o acesso aos galhos, folhas, copa, para

medicao do parametro alvo ¢ complicado e pode danificar a &rvore. Dependendo do objetivo
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de estudo, a aplicagao da amostragem aleatoria de ramos exige a derrubada ou escalada da
arvore para facilitar a obtencdo dos dados (GREGOIRE e VALENTINE, 2007).

Segundo Gove et al. (2002) a probabilidade de escolha do ramo proporcional ao seu
diametro, justifica-se pelo fato de que ramos maiores suportam mais ramos e, portanto, uma
subpopulagdo e um numero de frutos maior do que os ramos com menor diametro. Valentine
et al. (1984) utilizaram amostragem aleatéria de ramos para estimar biomassa verde de
Quercus sp. (carvalho) e obtiveram as melhores estimativas usando como variavel auxiliar o
diametro ao quadrado.

Good et al. (2001) estimaram a biomassa de sete arvores de Eucalyptus populnea
utilizando uma intensidade amostral de cinco caminhos, encontrando valores altos para erro
amostral (60%). Esse valor foi atribuido a grande variabilidade na quantidade de folhas
existentes nos ramos selecionados.

Borges (2009) ao aplicar amostragem aleatéria de ramos para quantificacdo da
produtividade de frutos de pequi (Caryocar brasiliense), no cerrado, encontrou que a técnica
probabilistica foi pouco precisa na estimativa da producdo, demonstrando como principal
desvantagem um alto valor do erro amostral associado as estimativas, ndo recomendando a
utilizagdo da técnica em pequi devido ao grande tempo de amostragem e baixa precisdo dos
dados.

Barbeiro (2012) quantificando o peso de sementes de Castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa) através de amostragem em multiestdgio encontrou que a estimativa de peso obtida
com a amostragem foi superior aos valores reais encontrados, mas o erro foi de
aproximadamente 5%, concluindo que esse sistema de amostragem apresenta grande
potencialidade na avaliacdo da produgdo de castanheiras.

Ldbo (2012) analisando a aplicacdo de amostragem aleatoria de ramos como método
para estimativa de biomassa, volume e carbono em Floresta Estacional, encontrou que a
técnica de amostragem ¢ um método estatisticamente preciso, dada a baixa variabilidade
proveniente de sua aplicagdo. Somente para volume de copa o método de amostragem nao se
mostrou preciso.

Em pesquisas realizadas com plantas frutiferas para a quantificacio do numero de
frutos por amostragem de partes da copa, em ramos terminais de cinco centimetros de
didmetro, durante trés safras, Triboni e Barbosa (2004) relataram que os resultados

permitiram estimar a produgdo média de frutos em um pomar de laranja.
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3.3. Caracterizacao fisica dos frutos

Cada segmento na cadeia de comercializagdo possui um atributo de interesse, sempre
focando na qualidade, mas com grau de importancia variada. Os produtores dao prioridade a
aparéncia, métodos mais faceis de colheita e alto rendimento de produgdo, que significa
lucratividade; os comerciantes tem a maior importancia na aparéncia ¢ a boa capacidade de
armazenamento ¢ os consumidores valorizam em primeiro lugar a aparéncia (CHITARRA,
1994).

Diversos sdo os fatores que influenciam direta ou indiretamente os frutos, como
nutricdo mineral, irrigacdo, arquitetura da planta, poda, radia¢do solar, umidade relativa e
temperatura. Os atributos de qualidade a comercializagdo e utilizagdo dos frutos levam em
conta os caracteres fisicos como, a aparéncia externa, tamanho, cor, formato e os caracteres
fisico-quimicos, relacionados ao sabor, odor, textura e valor nutritivo (OLIVEIRA et al.,
1999; CRISOSTO et al., 1997).

No caso das nozes, o periodo de colheita, armazenamento, processamento € manuseio
influenciam diretamente a estabilidade das améndoas. Além destes fatores, a regido de
producdo, o solo e o clima, o estadio de maturagdo, condi¢des climéaticas e edaficas,
localizagdo do fruto na planta, exposi¢cdo ao sol também sdo parametros importantes que
influenciam na qualidade do produto final (GARCIA-PASCUAL et al., 2003; FAGUNDES e
YAMANISHI, 2001).

Ribeiro et al. (2012) analisando caracteristicas fisicas de frutos da castanheira do
gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) provenientes de 23 genotipos em area de ocorréncia
natural, encontraram diferengas entre todas as caracteristicas fisicas analisadas. Penoni et al.
(2011) analisando 22 cultivares de nogueira-macadamia (Macadamia integrifolia Maiden &
Betche) encontraram diferencas nas caracteristicas fisicas das cultivares.

Carvalho et al. (2008) avaliando parametros fisicos de améndoas de chiché (Sterculia
striata St. Hill. et Naud), sapucaia (Lecithys pisonis Camb.) e castanha-do-gurguéia (Dipteryx
lacunifera Ducke), em éarea de floresta nativa, concluiram que os trés tipos de améndoas
mostraram-se bastante distintas, sendo a améndoa de sapucaia a apresentar o maior
comprimento e didmetro.

Caracteristicas fisicas como comprimento, didmetro transversal, peso, tamanho da
semente estdo diretamente relacionadas a aceitagdo do produto pelo mercado consumidor € no

rendimento industrial (COELHO, 1994). O conhecimento sobre estas caracteristicas entre as
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diferentes cultivares fornece informacdes fundamentais para a exploragdo de pomares
superiores com nozes de maior qualidade, consequentemente com maior aceitacdo (PENONI

etal. 2011).

3.4. Perfil quimico por ionizacao electrospray (ESI MS)

A técnica de espectrometria de massas com ionizacao electrospray (ESI MS) permite
analisar e comparar uma ampla variedade de substancias, como aminoacidos, carboidratos,
acidos nucléicos e organicos, fenolicos, saponinas, dentre varias outras classes de compostos
quimicos. Demonstrando ser uma técnica analitica com alta sensibilidade e seletividade, a
qual através do perfil quimico possibilita a visualizacdo dos componentes constituintes das
amostras (DINIZ, 2011).

A espectrometria de massas ¢ uma técnica instrumental existente hd quase um século
dentro da ciéncia moderna com diferentes aplicagdes e novas técnicas de ionizagdo que
modernizaram e revitalizaram as andlises de substancias (CABRAL, 2010). Desde a década
de 1980, compostos podem ser analisados com grande rapidez e sensibilidade com minimo
preparo de amostras por técnicas de ioniza¢ao brandas (FENN et al., 1989).

Entre as técnicas de ionizagdo branda descobertas para analises de substancias, a
ionizagdo por Electrospray (ESI) ¢ a mais utilizada, onde a ionizagdo ¢ obtida através da
protonagdo ou desprotonacdo, ou adicdo de ions na forma de adutos metalicos (MURGU,
2002; CABRAL, 2010). Esse método de ionizagdo produz moléculas gasosas a partir de uma
solucdo liquida, realizada a pressdo atmosférica, ao qual uma tensdo elétrica elevada ¢
aplicada favorecendo a formac¢ao de ions multiplamente carregados (MURGU, 2002).

A andlise de um extrato através de inser¢do direta na fonte ¢ conhecida como
impressdo digital quimica ou “fingerprinting”. E uma analise rapida que fornece varias
informacdes sobre os metabodlitos extraidos. O seu principal objetivo ¢ determinar os
constituintes quimicos para posterior comparacdo das amostras através de modelos de
classificacdo. As analises com infusdo direta sdo eficientes para analisar grande niimero de
amostras, obtendo diversos perfis quimicos, onde um espectro de massas pode ser obtido em
segundos, com pouco preparo das amostras, reduzindo o tempo de andlise (GOBBO e

LOPES, 2007).

25



Mendonga (2008) analisando graos de café com ionizagdo electrospray (ESI) destaca
que essa técnica analitica € capaz de discriminar os graos de café por espécie, separando os
graos sadios dos defeituosos através da analise do perfil quimico.

Cabral (2010) analisando améndoas de castanha de caju através de espectrometria de
massas, com infusdo direta de amostras, caracterizou os perfis quimicos de diferentes
cajueiros, demonstrando que a técnica de fingerprinting ¢ eficiente, simples e rapida para
caracterizar amostras complexas e possivelmente identificar os principais componentes.

No Brasil, a escassez de pesquisas expde a populagdo ao consumo de alimentos com a
incerteza da qualidade, quanto a presenga de contaminantes e as caracteristicas nutricionais,
sendo que a utilizacdo da andlise quimica, com técnicas rapidas e com precisao, torna-se
indispensavel no melhoramento de culturas com importancia sécio economica (CABRAL,

2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizacio da area de estudo

A érea de estudo, pertencente a Ornato Sales Mazuin, esta localizada no municipio de
Cachoeira do Sul — RS, regido do Vale do Jacui, distante cerca de 200 km da capital Porto
Alegre, situada sob as coordenadas geograficas 30°20°16” e 30°20°25” latitude Sul, e
52°00°23” e 52°03°27” longitude Oeste, encontrando-se a uma altitude média de 60 metros,

localizada no quilometro zero da rodovia estadual RS-403 (Figura 2).
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Figura 2. Imagem da 4rea de estudo no municipio de Cachoeira do Sul, RS.

As arvores na area possuiam trés idades de plantio (5, 7 e 10 anos) (Figura 3) e

sofreram o mesmo manejo desde sua implantacdo, com uma poda de condugdo deixando-as

com um fuste de 2,20 metros sem galhos, facilitando o consércio com animais, limpeza da

area e a possivel utilizagdo futura da madeira para laminacdo. O espagamento de plantio ¢ de

7 x 7 metros com quatro cultivares: Barton, Choctaw, Shawnee e Stuart, plantadas

aleatoriamente (Figura 4).
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Figura 4. Local de realizacdo da amostragem em ramos em Cachoeira do Sul, RS.

De acordo com a classificacao climatica de Koppen (1948) a regido de Cachoeira do
Sul, apresenta Clima Subtropical (Cfa), tendo como principais caracteristicas invernos com
ocorréncia de geadas severas e frequentes (10 a 15 geadas anuais). A temperatura média anual
¢ de 19 °C. A precipitagdo anual da regido de Cachoeira do Sul ¢ de aproximadamente 1500
mm anuais, com auséncia de estagdo seca (ARAUJO et al., 2004).

A maior parte do territério do municipio localiza-se sobre a Depressdao Central do Rio
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Grande do Sul, apresentando relevo ondulado a suave ondulado. Referente aos aspectos
pedolégicos possui trés padrdes distintos, sendo Alissolo, com limitagdes quimicas e baixa
fertilidade natural, Chernossolo, encontrado nas varzea dos rios, com potencial para culturas

anuais e Neossolos, pouco desenvolvidos e normalmente rasos (RODRIGUES et al. 2007).

4.2 Amostragem aleatoria de ramos

Para scle¢do das arvores foram marcados e enumerados todos os individuos e
posteriormente sorteados trés individuos em cada idade de produgao, respectivamente aos 5, 7
e 10 anos, desconsiderando seu diametro (DAP) devido a uniformidade das mesmas. Todos os
individuos avaliados pertenciam a cultivar Barton, que representa cerca de 70% do pomar,
sendo as cultivares Choctaw, Shawnee e Stuart distribuidas na area para polinizagdo.

Cada arvore amostrada foi considera como uma populacdo, avaliada pelas técnicas da
probabilidade uniforme (PU) e probabilidade proporcional ao diametro (PPD) e os frutos

foram os atributos a serem quantificados.

(A)Probabilidade Uniforme (PU): todos os ramos de cada ndé possuem a mesma
probabilidade de selecdo;
(B) Probabilidade proporcional ao didmetro do ramo (PPD): a sele¢do do ramo depende

do seu diametro.

Apo6s a realizacdo da amostragem em ramos foi realizada a colheita dos frutos, que
durou cerca de trés meses, obtendo o censo da produ¢do o qual foi comparado com a técnica
da amostragem em ramos, verificando sua efetividade. A amostragem foi realizada no més de
maio, época que a planta ja possui total frutificacdo, sendo que a colheita se estendeu de maio
a julho, pois os frutos ndo amadurecem todos ao mesmo tempo.

O parametro alvo foi a producdo de frutos por arvore. Assim, o objetivo desse
trabalho foi selecionar, de forma aleatoéria, um ramo terminal a partir do primeiro né
(bifurcacao), com a finalidade de quantificar o atributo de interesse. A amostragem de ramos
considera que os ramos selecionados formam um caminho até o ramo terminal, onde ¢
determinada a medida de interesse.

A amostragem de ramos utiliza a ramifica¢do natural do interior da copa para formar

sua amostra, requerendo a prévia defini¢do de ramos, nos, segmentos de ramos € caminhos
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(CANCINO, 2005). Os ramos formam o sistema inteiro que tem seu desenvolvimento de um
unico broto, gemas laterais ou terminais, formando uma subpopulag¢ao dentro da arvore. O no
¢ o ponto na arvore onde o ramo se divide em dois ou mais (bifurcagdo); os segmentos sdo
uma parte de um ramo entre dois nds consecutivos; o caminho ¢ uma série de segmentos entre
o segmento basal e o terminal, o nimero de caminhos possiveis em uma arvore ¢ igual ao
numero de brotos terminais (Figura 5) (CANCINO, 2005; CANCINO ¢ SABOROWSKI,
2005).

I caminho

I segmento

® nd

c:) ramo

Figura 5. Defini¢cdo de caminho, segmento, n6 (bifurcacdo) e ramo. Guarapuava, PR, 2015.

Segundo Gregoire e Valentine (2007), o primeiro segmento do caminho se estende da
base do fuste, definido como o primeiro no, at¢ o segundo nd. Na maioria das vezes, o
primeiro n6 do caminho d4 origem a um s6 ramo (no caso, o fuste), cuja probabilidade de
selecdo serd entdo igual a um (qi=1). Se existirem multiplos ramos (fustes), a cada um ¢
atribuido uma probabilidade de sele¢do e um deles ¢ selecionado com probabilidade menor do
que um (qi<l). No segundo no, serd atribuida a cada ramo uma probabilidade de selecao,
escolhendo um deles aleatoriamente. A escolha do segundo ramo, com probabilidade de
selegao g2, fixa o segundo segmento do caminho. O segundo segmento ¢ seguido até¢ o
terceiro n6 onde um ramo ¢ selecionado e, portanto, o terceiro segmento do caminho ¢
escolhido com probabilidade q3. Esse procedimento ¢ repetido até que um ramo menor ou um
segmento terminal é escolhido no no final com probabilidade gri. E importante destacar que a
soma das probabilidades de sele¢@o atribuidas aos ramos em cada n6 devem ser igual a um. A

andlise estatistica ¢ realizada para cada individuo e cada unidade amostral constitui um

caminho, a partir do primeiro n6 (bifurcagdo) até um segmento final.
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Como recomendado por Jessen (1955), no momento da aplicagdo da amostragem
aleatoria de ramos, a selecdo dos ramos terminais ndo considerou os segmentos terminais
repetidos, para compor a estimativa do numero de frutos. Ao percorrer um caminho, a selecao
de um ramo final repetido foi descartada e o procedimento de sele¢do era repetido até que
outro ramo final ndo amostrado fosse selecionado. A escolha de outro caminho foi feita de
forma parcial, nao sendo repetida a amostragem desde o primeiro nd, mas apenas nos ultimos
nods, até a escolha de outro ramo final para quantificacdo do nimero de frutos. Para escolha do
ramo terminal ndo foi atribuido um didmetro minimo de seleg¢do, pois foram encontrados
galhos finos com frutos, os quais deixariam de ser amostrados.

Para atribuir as probabilidades proporcionais ao diametro de cada ramo ao quadrado,
foi utilizada a seguinte férmula, adaptada de Gregoire ¢ Valentine (2007). O didmetro dos

ramos foi tomado préoximo ao nd, sendo os ramos medidos com fita métrica ou paquimetro:

d?ri

Zn dZTL , i=12,..,n

qri =

onde:
gri= probabilidade de sele¢do atribuida ao i-ésimo ramo do r-ésimo no;
d?ri = diametro ao quadrado (d?) do i-ésimo ramo do r-ésimo no;
%, d?ri=somatorio do quadrado dos diadmetros dos i-ésimos ramos pertencentes
ao r-ésimo no.
Assim, o ramo ¢ selecionado se u < gri,onde u ~ U [0,1]eoramoi (i =2,...,n) ¢

selecionado de acordo com a férmula abaixo:

n-—1 n
Z qri <u < Z qri

Ou seja, u ¢ um numero aleatorio entre 0 e 1 que determinara qual dos ramos em um
determinado noé sera escolhido. Para sele¢ao dos ramos, foram considerados valores de # com
trés casas decimais, que foram sorteadas para compor um nimero entre 0 e 1 (por exemplo, u
=0,345). O sorteio das trés casas decimais foi realizado com auxilio de 10 cubos, numerados
de 0 a 9, onde em cada no era sorteado trés dados para cada segmento, para comparagdo com

o valor calculado (Figura 6).
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Figura 6. Cubos numerados de 0 a 9 para sorteio das casas decimais e composi¢ao do nimero

aleatorio - u, que determinou a escolha dos ramos. Guarapuava, PR, 2015.

Para atribuir a probabilidade uniforme (PU) de selecdo dos ramos em cada né do

caminho, foi utilizada a seguinte formula:

qri = =
onde:
qri = probabilidade de selecao atribuida ao i-ésimo ramo do r-ésimo nd

n = nimero de ramos que emergem do r-ésimo nd

Para escolha dos ramos que formaram um caminho, nas duas técnicas de amostragem
(PU e PPD), em cada n6 foi comparada a probabilidade de selecdo (gri), obtida com célculos,
com o valor u, sorteado com os cubos. Quando o valor u sorteado foi menor que gri 0 ramo
foi escolhido.

Para estimativa do numero de frutos, nos segmentos de cinco caminhos foram
contados o nimero de ramos no ramo terminal selecionado e realizado o calculo da
probabilidade incondicional de selecao (Qmi), que ¢ o produto de todas as probabilidades
selecionadas, utilizadando a seguinte formula para estimar a quantidade total de frutos em

cada arvore (ty — pardmetro-alvo), através da soma de todos os segmentos amostrados:

B _ Ymi
yQm =&

onde:
1iyQm = estimativa do numero de frutos da arvore dada pelo caminho m
Ymi = nimero de frutos no ramo i, do caminho m

Qmi = probabilidade incondicional de selecdo do ramo i, do caminho m

Apbs obter a estimativa do ntimero de frutos dos m caminhos (m 2> 2), essas

estimativas foram combinadas para estimar uma média o nimero de frutos por arvore (iyQ),

que ¢ dada por:
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1 m
yQ =— TyQm
yQ=— 2,-=1 yQ

A probabilidade conjunta de selecdo de todos os S segmentos que formam o m-ésimo
caminho ¢ representada por Qmi. Gregoire ¢ Valentine (2007) afirmam que, embora o nimero
de segmentos (S) possa variar entre os caminhos, se existirem M caminhos possiveis com

segmentos terminais diferentes, tem-se que:

M
Z Qmi=1
i=1

Isto significa que a soma das probabilidades incondicionais de sele¢do de todos os
ramos possiveis em uma arvore ¢ igual a um. Desse modo, tem-se que Qmi € a probabilidade
de obter a estimativa (lyQm), que ¢ uma das M possiveis estimativas de frutos para a arvore
amostrada.

Para todas as arvores amostradas, foram calculadas as estimativas da variancia da
média (v [tyQ]), variancia (s2y1, para PU e s?y2, para PPD), do desvio-padréo (sy1, para PU e
sy2, para PPD), do erro padrdo da média (sy1 - PU e sy2 - PPD), formando uma sequéncia de
passos para calcular os coeficientes de variagdo (cvyt — PU e cvy2 - PPD) e os erros de
amostragem absoluto (Eai - PU e Ea2 - PPD) e relativo (Er1 - PU e Er2 - PPD), segundo
férmulas adaptadas de Péllico Netto e Brena (1997):

[ X2, (lyQm — TyQ)? ]

, Send >1
m(m—1) endo m

v (yQ) =

onde:
v (IyQ)= estimativa da varidncia da média
TyQm = estimativa do numero de frutos do caminho m

TyQ = média do nimero de frutos para m caminhos

m = caminho

sy =v (yQ) xm
onde:

s%y = estimativa da variancia,
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v (lyQ) = estimativa da variancia da média;

m = numero de caminhos amostrados (unidades amostrais).

sy = ’szy

onde:

sy = estimativa do desvio padrao.

sy = v (yQ)

onde:
sy = erro padrdo da média em funcdo da estimativa da variancia.

S
cv =~—y x 100
Y wQ

onde:
cvy, = estimativa do coeficiente de variagéo;
TyQ= média do niumero de frutos.

sy = estimativa do desvio padrao.

onde:
Ea = erro de amostragem absoluto;

¢t = valor ¢, obtido na tabela de Student, para um nivel de significancia de 5%.

£r00) = (2) 10

onde:

Er (%) = erro amostral relativo.

A eficiéncia da amostragem aleatoria de ramos foi avaliada através da comparagao
entre os métodos de atribuir probabilidades (Proporcional ao didmetro e uniforme) por meio
dos célculos de eficiéncia relativa, em diferentes intensidades amostrais, verificando o tempo

gasto por caminho e por arvore amostrada. Para determinagdo do tempo gasto nas aferi¢des,
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foi utilizado um cronémetro, sendo iniciada a contagem no momento da medi¢do do primeiro
n6 at¢ a determinagdo do ramo terminal onde foi quantificado o numero de frutos,
determinando o tempo gasto para cada caminho.

Segundo Husch et al. (1972) a eficiéncia relativa 4 usada para avaliar a eficiéncia de
um procedimento em relagcdo ao outro, bem como para avaliar a eficiéncia entre diferentes

tamanhos e formas. O célculo da eficiéncia relativa ¢ dado pela seguinte férmula:

(% t
ER(%)=< L Xt—1>x100

CVy2 2
onde:
ER= eficiéncia relativa (%);
cvy1= estimativa do coeficiente de variagdo do procedimento usado como base comparativa,
técnica de probabilidade proporcional ao diametro — PPD;
cvy= estimativa do coeficiente de variagdo do procedimento a ser comparado, técnica de
probabilidade uniforme — PU;
ti= tempo de medicdo nas unidades amostrais (caminhos) obtidos com a técnica de
probabilidade proporcional ao didmetro — PPD;
= tempo de medicdo nas unidades amostrais (caminhos) obtidos com a técnica de

probabilidade uniforme — PU;

Se a eficiéncia relativa for menor que 100, significa que o procedimento um ¢ mais
eficiente que o procedimento dois, isto indica que a amostragem dos ramos aplicado com PPD
¢ mais eficiente que PU para estimar a producdo de frutos. Mas, se o valor for igual ou
proximo a 100 ambos os procedimentos fornecem estimativas igualmente precisas, sendo
assim o melhor procedimento sera aquele que apresentar o menor erro padrao (BORGES,
2009).

As estimativas de producdo de frutos obtidas com as técnicas PPD e PU aplicadas em
todas as nove arvores, foram comparadas com a producdo real de frutos, obtida através do

censo.
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4.2.1. Exemplo esquematico de amostragem

A partir da ramificacdo da copa exemplificada abaixo (Figura 7), demonstra-se o
procedimento pratico de aplicagdo da AAR, estimando a produgdo de frutos através de

probabilidade proporcional ao didametro (PPD) e probabilidade uniforme (PU).

Figura 7. Esquema de ramificacdo de copa de uma arvore, onde os nds (bifurcagdes) sao
representados por A, B, C, D, E, F, G, H, I, J; os numeros 1 a 21 representam os
segmentos de ramo; o nimero de frutos em cada ramo terminal possui um circulo
vermelho; em azul esté representado o caminho 1.

Fonte: adaptado de Borges (2009).

Para PU, em cada bifurcacdo, a probabilidade de selecdo (gri) ¢ obtida pela fracdo 1/i,
onde 1 ¢ o numero de ramos que se originam de determinado n6. No caso do primeiro nd,
denominado “A”, existem dois segmentos de ramo, 1 e 2, entdo a probabilidade de se escolher
o segmento 1 ¢ igual a do segmento 2, ou seja, 2, ou 50%. J& para o né6 “C” emergem trés
segmentos, enumerados 15, 16 e 17, ou seja, cada um ter 1/3 ou 33% de probabilidade de ser
escolhido. A escolha do segmento depende da comparagdo com o valor u, o qual ¢ sorteado.
No caso do n6 “A” sdo sorteados apenas dois cubos, 1 e 2, para o n6 “C”, trés cubos, ou seja,
o numero de cubos depende da quantidade de ramos que emergem no no.

A Figura 7 mostra o caminho selecionado, formado pelos nds A, H e I, terminando em
um ramo terminal com 20 frutos. Para estimar a produgdo de frutos dessa arvore € necessario
calcular a probabilidade de selecdo (QOmi) do ramo terminal numero 13. A probabilidade
(Omi) ¢ obtida pelo produto das probabilidades ao longo do caminho, logo para o caminho 1
(azul) Omi: 2 x Y2 x 2 : 1/8 (0,125). A estimativa do nimero de frutos ¢ dada pela divisao do

nimero de frutos no ramo final (20) e sua respectiva probabilidade incondicional de selecdo,
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mostrado na Tabela 1. Para o caminho 1 (azul) com PU a estimativa de produ¢ao foi de 160
frutos para arvore.

De um modo andlogo ao descrito para PU, para PPD ¢ atribuida a média ponderada do
seu didmetro, ou seja, o didmetro deve ser medido na base do no, pois cada ramo tem sua
probabilidade de sele¢dao baseada no diametro. No exemplo, o no “A” emerge 2 ramos, 1 ¢ 2,

cujos diametros sao 3,55 e 4,35 cm, respectivamente. Logo:

o (3,55)? — 0399
1 = (355)2 + (435)2
4,35)?
qri, = ( ) = 0,601

(3,55)% + (4,35)?

Para cada nd, deve ser calculado o valor gri, onde o somatdrio de todos os valores de
qri sempre sera igual a 1 (0,399 + 0,601= 1). A probabilidade incondicional ¢ dada pelo
produto das probabilidades dos ramos sorteados no caminho. Para o caminho 1 (azul) Omi:
0,601 x 0,610 x 0,281: 0,103. A estimativa do niumero de frutos ¢ dada pela divisdo do
numero de frutos no ramo terminal (20) e sua respectiva probabilidade de selecdo (Qmi). Para
o caminho 1 com PPD, tem-se uma estimativa de 194 frutos.

Os valores estimados com as técnicas de probabilidade devem ser comparados com a

producdo real obtida através do censo para verificar a viabilidade da técnica.

Tabela 1. Simulacdo dos calculos para estimar o nimero de frutos através das técnicas da

probabilidade uniforme e proporcional ao diametro. Guarapuava, PR, 2015.

Probabilidades Valor Didmetro Probabilidade N° de Estimativa do
Caminho 1 de selecio (gri) sorteado do ramo final frutos numero de frutos na
no arvore
ramo
N6 Ramo PU PPD u D (cm) Omi Ymi -
A 1 Va 0,399 0,592 3,55 - - -
2 s 0,601 0,345 4,35 - - -
H 11 Y 0,390 0,792 1,60 - - -
12 % 0,610 0,421 2,00 - - -
I 13 Va 0,281 0,139 1,00 PU: 1/8 (0,125) 20 PU: 20/ (0,125): 160
PPD: 0,103 PPD: 20/ (0,103): 194
14 s 0,719 0,823 1,60 - -

qri: probabilidade de selecdao; Omi: probabilidade de selecdo do ramo terminal; Ymi: nimero de frutos no ramo
terminal; Estimativa: valor estimado obtido através da divisdo do valor real encontrado com a probabilidade
incondicional de selecao.
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4.3. Caracterizacao fisica dos frutos

Os frutos que foram utilizados para analise fisica foram colhidos na area onde foi
realizada a amostragem aleatéria de ramos. As cultivares analisadas foram: Barton, Stuart,
Shawnee e Choctaw, provenientes da safra de 2014.

Os frutos foram agrupados em lotes de 100 unidades para cada variedade e
acondicionados em sacos de polietileno mantendo-os em camara fria (4 °C) por sete dias apds
a colheita. Os 100 frutos foram divididos em quatro repetigdes com 25 frutos cada,
constituindo assim a parcela. O delineamento adotado foi inteiramente casualizado, sem fonte
de variagdo externa.

O primeiro passo foi pesar os frutos logo apds a colheita em balanga digital, obtendo a
média de peso em gramas da améndoa com casca, da casca e améndoa. A massa seca foi
determinada por diferenca de peso apos secagem em estufa a 65 °C durante 24 horas. Foi
analisado o nimero de frutos necessario para atingir um quilo de améndoas e a porcentagem
de casca resultante do processamento para cada variedade.

As medidas de comprimento e diametro dos frutos foram realizadas apenas para
améndoas com casca, pois com a retirada da mesma ocasionava a quebra da améndoa
impossibilitando as andlises para améndoa. O comprimento foi obtido medindo-se a distancia
da base até o apice do fruto e o didmetro foi medido perpendicular ao comprimento, na regiao

de maior dimensao (Figura 8).

Figura 8. Exemplo de medicdo de comprimento e didmetro na améndoa com casca.

Guarapuava, PR, 2015.

Ambas as medi¢des foram realizadas com paquimetro digital da marca Vonder,
obtendo as medidas em milimetros. As andlises foram realizadas no Laboratorio de
Fruticultura e pods-colheita do Departamento de Agronomia da Universidade Estadual do

Centro-Oeste — UNICENTRO. Foi realizada a matriz de correlagdo entre os caracteres fisicos
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analisados, utilizando o coeficiente de correlagdo de Pearson e uma analise discriminante para
diferenciar as quatro cultivares. Foram realizadas analises de normalidade, homogeneidade
pelo teste de Bartlett, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade, com o software Assistat versao 7.7 (SILVA, 2014).

4.4. Aquisicao do perfil quimico por ionizacgao electrospray (ESI MS)

Inicialmente as amostras foram liofilizadas durante 24 horas ¢ um pool de amostras
(n=10) de cada variedade foi macerado com nitrogénio liquido. Em seguida foi pesada uma
aliquota de 100 mg e extraida com solucdo de metanol : dgua (80:20 v/v) durante 15 minutos
em banho de ultrassom de acordo com a metodologia proposta por De Vos et al. (2007). Apos
centrifugacdo durante 5 minutos sob 13000 rpm, o sobrenadante foi recolhido e diretamente
analisado.

Os fingerprints foram adquiridos através do método de insercdo direta, utilizando ESI
no modo negativo como fonte de ionizacdo. Os experimentos foram conduzidos em um
cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado a espectrometro de massas (UPLC-MS,
Waters Acquity, Milford, — USA) disponivel no Departamento de Biologia Vegetal da
Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Como fase movel foi utilizado metanol e
agua com 0,1 % de acido férmico (90:10 v/v) em modo isocratico durante 5 minutos. A vazao
do solvente foi estabelecida em 0,1 mL/min. A ioniza¢do por eletrospray foi conduzida
através das seguintes condi¢des: voltagem de capilar -3,5 KV, cone -30 V, temperatura da
fonte e de dessolvatagdo, 150 e 350 °C, respectivamente. Os dados espectrais foram obtidos
em duplicata na faixa de 100 — 800 m/z.

Os resultados foram avaliados através de Andlise de Componentes Principais (ACP).
Para constru¢ao dos modelos de analise por agrupamento hierdrquico (HCA) e PCA, os dados
espectrais obtidos nos fingerprints foram alinhados, alisados pelo método de Savitzky-Golay
utilizando um polinémio de segundo grau e com os dados centrados pelo modo centroide. Em
seguida, a matriz de dados foi normalizada e autoescalada. As analises de HCA e PCA foram

realizadas utilizando o software Pirouette V. 3.11.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Amostragem aleatoria de ramos

As estimativas da producdo de frutos de nogueira-peca, pelas técnicas da
probabilidade proporcional ao diametro (PPD) e probabilidade uniforme (PU) consideraram a
arvore como uma populacao de possiveis caminhos, os quais resultaram em cinco estimativas
de producao para cada técnica. Em todos os caminhos amostrados por ambas as técnicas as
estimativas subestimaram a média de frutos na arvore (Tabela 2).

Em alguns caminhos foram encontrados poucos frutos no ramo terminal gerando
baixas estimativas devido a pequena quantidade de frutos no ramo amostrado, que aliado a
uma baixa probabilidade incondicional de selecdo (QOmi) produziu estimativas baixas,
subestimando a produgao real de frutos.

Em algumas arvores, foram selecionados ramos terminais sem frutos, o que implicou
na diminui¢do da média das estimativas da producao de frutos. A escolha de ramos sem frutos
desloca a média dos caminhos para valores baixos, havendo uma discrepancia com o valor
real. Mesma situagdo relatada por Borges (2009) que quantificando producdo de frutos de
pequi, também encontrou ramos com nenhum fruto em arvores frutificadas, demonstrando
valores baixos nas médias dos caminhos.

O numero de frutos encontrado nos ramos terminais amostrados foi em média 3.5
frutos para arvores com 5 anos, 18,6 frutos com 7 anos e 19,2 frutos com 10 anos. Houve um
aumento de 81,2% no nimero de frutos com o aumento de 5 para 7 anos e 3,12% de 7 para 10
anos. A pequena diferenca na média de frutos nos ramos amostrados em arvores de 7 e 10
anos demonstra a tendéncia a estabilizacdo do nimero de frutos nos ramos terminais.

O tempo necessario para realizagdo da PPD foi em média 5 vezes maior que o
necessario para a PU. A diferenca de tempo utilizada para aplica¢do da técnica da PPD esta
relacionada a dificuldade de medi¢ao dos diametros, devido a arquitetura da planta. Segundo
Lobo (2009), as caracteristicas especificas de crescimento e disposi¢ao de galhos e copa
interferem no tempo de amostragem, devido a irregularidade das arvores.

Borges (2009) estimando frutos de pequi afirma que a técnica da PPD demora de 2 a 3
vezes mais que a PU para percorrer o mesmo numero de caminhos, numero que pode
aumentar devido as caracteristicas da arvore. O menor tempo relacionado a PU favorece sua

eficiéncia em comparagdo a PPD.
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Tabela 2. Varidveis médias da amostragem aleatoria de ramos realizada nas arvores de

nogueira-peca. Guarapuava, PR, 2015.

m Frutos Omi TyQm yQ Tempo cvy (%) Er (%) Meédia
ramo (s) real
1 1 0,0263 38 ~ 378,9 ~ ~
2 2 0,0211 94,5 66,2 294.9 61,02 548,10
E 3 7 0,0813 86 72,8 195,6 22,54 57,11
A~ 4 4 0,0707 56,5 68,7 2478 15,88 25,24
2 5 2 0,0645 31 61,2 3183 33,40 41,43 §
= Médias 3,2 61,2 287,1 33,21 167,97 é
" 1 4 0,0509 78,5 ~ 55,5 ~ ~ ey
2 2 0,0740 27 52,7 49,5 40,11 360,24 K
= 3 3 0,0344 87 64,1 53 27,93 70,98
R 4 4 0,0457 87,5 70 112 28,50 45,29
5 6 0,0550 109 77,8 70,5 15,20 18,99
Médias: 3,8 77,8 68,1 27,93 123,87
1 22 0,0209 1048,33 ~ 499,6 ~ ~
2 13 0,0379 342,67  695,5 432,6 18,82 169,12
E 3 14 0,0195 715,33 702,11 551 21,39 54,47
&~ 4 22 0,0311 706,67 703,25 4928 16,79 26,58 -
4 5 19 0,0657 289 620,4 400,6 24,90 30,91 9
= Médias 18 620,4 475,3 20,48 70,28 é
~ 1 24 0,0359 666,67 ~ 91,67 ~ ~ “
2 26 0,0639 406,67 536,67 58,33 46,45 417,27 -
) 3 14 0,0312 447,33 506,89 76 36,78 65,16
A 4 18 0,0355 506,33 506,75 62,67 32,07 35
5 14 0,0445 314 468,2 69,67 8,54 9,59
Médias: 19,2 468,2 71,67 30,96 131,75
1 15 0,0172 868,67 ~ 285,6 ~ ~
2 23 0,0185 1237,67 1053,17 318 45,03 404,57
E 3 20 0,0294 679,33 928,55 427 37,70 95,81
A 4 23 0,0380 605 847,66 235 30,45 24,06 @
§ 5 18 0,0241 745,67 827,26  361,2 26,93 33,43 g
s Médias: 19,8 827,27 325,36 35,03 13947 =
— 1 19 0,0322 589 ~ 67 ~ ~ gﬂ
2 22 0,0233 941 765 69 18,35 164,84 A
=) 3 14 0,0353 396,33 642,1 63 21,30 58,61 —
R 4 18 0,0341 526,33 613,15 69,3 53,39 80,60
5 20 0,0308 648,33 620,18 56,3 4,89 6,07

Médias: 18,6 620,20 64,93 24,48 77,53

PPD = Probabilidade Proporcional ao Diametro ao Quadrado; PU = Probabilidade uniforme de selegcdo; m =
nimero de caminhos percorridos ou intensidade amostral; Frutos ramo = n° médio de frutos no ramo terminal,
Omi = probabilidade incondicional de sele¢do; TyQm = estimativa do niumero de frutos do caminho m; TyQ =
média do numero de frutos para m caminhos;; cvy = estimativa do coeficiente de variagdo; Er = erro amostral
relativo.

As arvores com 10 anos apresentaram a maior producdo, aproximadamente 1559,3
unidades (11,2 kg), destacando alguns ramos terminais com o mesmo numero de frutos que

produziram estimativas diferentes, devido a probabilidade de selecdo (Qmi) sendo a
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responsavel pelas altas ou baixas estimativas.

Os coeficientes de variacao (cvy), para ambas as técnicas de amostragem apresentaram
oscilacdo nos diferentes caminhos, ou seja, apresentaram valores baixos, médios e valores
acima do aceitavel. Para arvores com 7 anos com PU e com 10 anos com PPD, o coeficiente
de variacdo diminuiu com o aumento da intensidade amostral.

Segundo Pimentel Gomes (2000) o coeficiente de variacdo (cv) pode ser considerado
baixo quando estiver no intervalo de 0 a 10%, médio para o intervalo de 10 a 20% e valores
acima dos 30% devem ser averiguados, pois configuram erros nao aceitaveis.

Ao analisar somente os erros amostrais produzidos pelas estimativas da AAR,
observa-se que os valores foram altos (Figura 9). Percebe-se que o erro amostral (%) diminui
a medida que se aumenta a intensidade amostral. Independente da técnica usada (PPD ou PU),
quanto mais caminhos sdo amostrados menores sdo os erros produzidos pela AAR. Fato
também encontrado por outros autores, que sugerem o aumento da intensidade amostral para

reduzir a variancia e o erro das estimativas (CANCINO, 2005; GOOD et al., 2001; BORGES,
2009).
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Figura 9. Erro amostral relativo médio (%) da AAR para probabilidade proporcional ao

diametro e probabilidade uniforme nas diferentes intensidades amostrais. Guarapuava,

PR, 2015.
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Considerando o erro amostral médio para PPD foi de 125,17% e para PU foi de
111,04%. Utilizando a PU para arvores com 7 e 10 anos para uma intensidade amostral de
cinco caminhos foram encontrados erros amostrais com menos de 10%, ou seja, em arvores
de maior porte com cinco caminhos encontra-se um erro aceitavel.

Para reduzir os erros, Cancino e Saborowski (2007) destacam dois procedimentos que
podem ser realizados na amostragem em ramos, como a exclusdo de segmentos e a
estratificacdo da copa, para diminuir o nimero de caminhos.

Os maiores erros foram encontrados para uma intensidade amostral com dois
caminhos (352,15% - PPD e 308,35% - PU) e os menores erros com cinco caminhos (34,48%
- PPD ¢ 10,99% - PU). Borges (2009) encontrou erros variando de 44,65% a 1270,60% com
10 intensidades amostrais e ndo recomenda a aplicagdo das técnicas para quantificagdo de
frutos de pequi devido aos altos valores do erro.

Poudel et al. (2015) testaram AAR em 20 arvores de Douglas-fir (Pseudotsuga
menziesii) e Grand fir (4bies grandis), utilizando 3, 6, 9 ¢ 12 ramos terminais em cada arvore.
Os autores recomendam a utilizacdo de nove ramos de maneira uniforme (PU) como método
mais eficiente para estimar a biomassa, devido ao menor tempo de amostragem e erros
parecidos aos gerados com a PPD.

Segundo Evans e Gregoire (2007) a selecdo de caminhos pode repetir de forma total
ou parcial, ndo ocorrendo erros amostrais elevados. Para Borges (2009) a decisdo de
considerar ramos finais ja amostrados, diminui o tempo de amostragem total e influencia na
variancia de algumas estimativas, deixando os dados mais homogéneos. Entretanto, a escolha
de estimativas repetidas acarreta prejuizos, pois com a repeticdo de valores, aumenta a
discrepancia entre o nimero real de frutos e a estimativa.

O erro amostral analisado mostrou-se constante com a utiliza¢ao de trés caminhos em
oito arvores para ambas as técnicas de amostragem, demonstrando que o esfor¢o amostral fora

suficiente para o estudo realizado (Figura 10).
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Figura 10. Estabilizacdo do erro amostral para as técnicas da probabilidade proporcional ao
diametro (PPD) (A) e probabilidade uniforme (PU) (B) utilizando trés caminhos como

intensidade amostral.

A Figura 10 demonstra a suficiéncia amostral para ambas as técnicas de amostragem
evidenciando que para uma intensidade amostral de trés caminhos o erro estabilizou-se e a
PPD produziu erros maiores que a PU. O conceito de suficiéncia amostral esta definido como
area minima observada para compor uma amostra em uma comunidade até a estabilizagdo do
erro (SCHILLING e BATISTA, 2008).

Cancino e Saborowski (2007) afirmaram que a AAR proporciona estimativas com
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menores erros quando aplicada em arvores com copa regular, considerando que os possiveis
caminhos tenham igual tamanho. Segundo esses autores, arvores com copas irregulares, com
diferentes tamanhos, podem apresentam maior erro, em funcdo de diferenca das
probabilidades de selecdo dos ramos entre os caminhos.

Good et al. (2001) afirmam que o tempo e o erro amostral sdo aspectos a ser
considerados na escolha de qual metodologia utilizar para quantificagdo do atributo de
interesse em arvores, pois ¢ preciso analisa-los conjuntamente para tomar a decisdo de utilizar
técnicas de amostragem.

Cabe ressaltar que em arvores maiores ocorre uma maior irregularidade de copa,
tornando a distribuicdo dos frutos desuniforme, fazendo com que ocorra uma variagao nos
erros das amostragens. Lamien et al. (2007) analisando a produgdo de Carité (Vitellaria
paradoxa) na Africa encontraram que a produgio de frutos ocorre de maneira desuniforme em
arvores com polinizagdo cruzada, causando variacdo de erro das amostragens, sendo que o
fator que justifica a diferenca de producdo na copa pode ser o vento, que promove a
perturbagdo dos polinizadores, abscisdo dos brotos, de flores e frutos juvenis.

William (1989) estimando biomassa de Pinus sp. com amostragem em ramos,
descreve a tendéncia do erro diminuir com o aumento das intensidades amostrais, ou seja,
quanto maior o nimero de caminhos amostrados, menor o erro das estimativas.

Borges (2009) estimando a produgdo de frutos de pequi com amostragem aleatoria de
ramos, utilizando 10 caminhos, encontrou que as duas técnicas de amostragem (PPD e PU)
subestimaram a produgdo real de frutos, o que ocorreu devido a grande variabilidade da
distribuicao de frutos no interior na copa.

Lobd (2009) aplicando amostragem de ramos como estimativa para obter volume,
biomassa e carbono em arvores do cerrado, encontrou erros amostrais variando de 1,1% a
34,2%, sendo que 70% das arvores apresentaram coeficientes de variacao inferior a 10 %.

Ducey et al. (2009) utilizaram AAR para estimar biomassa aérea em uma floresta
secundaria com 15 anos, em estudo realizado na estacdo experimental da Universidade
Federal Rural da Amazonia, Pard, encontraram erro amostral médio de 14%, considerando
cinco caminhos na amostragem.

Good et al. (2001) estimaram a biomassa de sete arvores de Eucalyptus populnea
utilizando uma intensidade amostral de cinco caminhos e encontraram valores para o erro

amostral de até 60%. Os valores altos do erro foram atribuidos a grande variabilidade da
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quantidade de folhas existentes nos ramos selecionados.

Temesgen et al. (2011) analisando a AAR para estimar biomassa de coniferas,
testaram diferentes quantidades de ramos terminais, como tentativa de aumento de precisdo da
amostragem e diminui¢do do erro amostral. Foram testados 6, 12 e 18 ramos por arvore,
sendo que o erro diminuiu 43,1% quando a amostra passou de 6 para 12 ramos e 67% quando
foram amostrados 18 ramos terminais.

A eficiéncia relativa apresentou valores médios superiores a 100%, o que indica que a
PU foi mais eficiente do que a PPD (Figura 11). As variagdes nos coeficientes de variagao
(cv) e a diferenca de tempo acabam sendo fatores decisivos na analise da eficiéncia entre as
técnicas, pois para PPD a dificuldade de mensuracao do diametro proximo ao n6é em locais de

dificil acesso acaba tornando a amostragem menos eficiente.

1200

(%)

1000

iva

800

Relat

641,7

588.,5

.

600

iéncia

400 -

Efic

200 -

5 7
Idade (anos)
Figura 11. Valores médios de eficiéncia relativa (ER %) para as arvores de nogueira-peca

com diferentes idades. Guarapuava, PR, 2015

Para arvores com 5 e 7 anos os valores da eficiéncia relativa foram semelhantes, mas
para arvores com 10 anos o valor foi cerca de 1,8 vezes maior. O maior valor encontrado para
arvores com 10 anos esta relacionada ao aumento do numero de nds, devido ao porte das
arvores, ocorre o aumento do tempo de amostragem ocasionando o aumento no valor da
eficiéncia relativa para comparacao das técnicas.

A decisao sobre qual técnica de amostragem ¢ mais eficiente na quantificagdo de um
atributo de interesse considera o tempo gasto na amostragem e os coeficientes de variagdo. A

eficiéncia relativa ndo €, necessariamente, um indicativo que a estimativa obtida com as
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amostragens seja proxima do valor real obtido com o censo. As estimativas podem ter
apresentado um valor bastante diferente do real, mas quando se compara as duas técnicas
(PPD e PU) o valor da eficiéncia relativa deve ser considerado.

Com a técnica da PU nao ¢ necessario a medi¢ao dos diametros, tornando a execugao
da técnica mais rapida. O tempo de amostragem em arvores de nogueira-peca foi decisivo
para a eficiéncia da técnica da PU. Como o tempo ¢ um fator que afeta a eficiéncia relativa,
quando caminhos repetidos sdo considerados, ou seja, sdo amostrados novamente, o tempo ¢
reduzido. A PU ¢ uma técnica mais eficiente para afericdo na arvore, mas demonstra erros
semelhantes a PPD.

Borges (2009) estimando a producdo de frutos de pequi encontrou que a PU foi mais
eficiente que a PPD na maioria das arvores amostradas, pelo fato de demandar menos tempo
no levantamento dos dados e pelos altos coeficientes de variagdo, mesmo resultado

encontrado no presente trabalho.

5.1.1. Comparaciao da amostragem em ramos com a producao real

A produgdo estimada, na safra de 2014, com as técnicas de probabilidade proporcional
ao diametro (PPD) e probabilidade uniforme (PU) subestimou a produgado real de frutos nas
trés idades de plantas avaliadas (5, 7 € 10 anos). Em arvores com cinco anos, em inicio de
producdo, a producdo real média foi de 0,725 g por arvore, os valores estimados foram de
0,459 g e 0,584 g, para PPD e PU, respectivamente. Em nogueiras-pecd com sete anos a
producao real média aumentou para 8,91 kg, a PPD estimou uma producgdo de 4,4 kg e a PU
3,5 kg, valores abaixo do real. Em plantas com 10 anos a producgdo real média de nogueira-
peca ficou em torno de 11,7 kg por arvore, enquanto que as produtividades estimadas com as
técnicas de PPD e PU foram de 4,9 e 4,6 kg, respectivamente 41,88 e 39,31% inferior ao valor

real obtido com o censo (Figura 12).
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Figura 12. Estimativa de produgdo de frutos de nogueira-pecd com as técnicas da
probabilidade proporcional ao diametro (PPD) e probabilidade uniforme (PU) em
comparagdo com a producdao real em trés diferentes idades (5, 7 e 10 anos).

Guarapuava, PR, 2015.

Filippin (2011) analisando a viabilidade economica de implantagcdo de nogueira-peca,
estima dados de produtividade para plantas de 1 a 20 anos, estimando que a produtividade
média aos cinco anos ¢ de 5,4 kg, aos sete anos, 10,8 kg e aos 10 anos aumenta para 18,9 kg
por planta, valores superiores aos encontrados no presente trabalho, pois sdo baseados em
expectativas de producdo e ndo sdo quantificados em campo.

Ortiz (2000) alerta que a produtividade de nogueira-peca aumenta com o passar do
tempo, iniciando aos trés ou quatro anos, alcancando a produgdo comercial aos 10 anos e
aumentando a produgdo até os 20 anos, sendo que apds este periodo tende a estabilizar-se em

plantios comerciais.
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5.2. Caracterizacao fisica e perfil quimico por ESI MS para analise de frutos de

nogueira-peca
5.2.1. Caracterizacao fisica

Na Tabela 3 sdao apresentados os resultados das andlises fisicas dos frutos nas
diferentes cultivares. Os caracteres fisicos massa média dos frutos com e sem casca, da
améndoa, comprimento, diametro, rendimento da améndoa com a retirada da casca, o nimero
de frutos necessarios para atingir um quilograma nas cultivares avaliadas. De acordo com a
analise estatistica, os dados demonstraram normalidade e homogeneidade, havendo diferenca

entre as médias em todas as caracteristicas mensuradas.

Tabela 3. Massa do fruto com casca (MF), massa fresca da améndoa (MFA), massa seca da
améndoa (MSA), massa da casca (MC), didmetro (D), comprimento (C), rendimento
(R) e numero de frutos por quilo (F/kg) de quatro cultivares de nogueira-peca.

Guarapuava, PR, 2015.

Cultivaress MF  MFA  MAS  MC D C R F/ Kg
(® (® ® ® (mm)  (mm) (%)

Choctaw 9,87 a 52la  4,64ab 4,66b 2495a 4506a 52,65ab 101,52b
Stuart 10,72a  5,38a 485a 533a 2523a 40,88b 4984b 9331 b
Shawnee 828b 4,70ab 4,39ab 3,57c 21,00b 47,28a 56,69a 122,15a
Barton 7,52b 4,08 b 38lb  343c  21,69b 41,0lb 54,19a 13297a

CV% 6,25 9,02 9,22 6,19 2,28 2,43 3,76 7,64

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

As cultivares Stuart e Choctaw apresentaram as maiores massa de fruto. Nesse caso, a
massa do fruto foi considerada a améndoa com a casca e ndao o carpelo que se solta
naturalmente com o amadurecimento do fruto. Para produtores que comercializam améndoa
com casca estas variedades s3o mais indicadas, pois com a maior massa ¢ necessario um
menor numero de frutos para atingir um quilograma (101,52 frutos para Choctaw e 93,31
frutos para Stuart).

As menores massas de frutos foram encontradas para as variedades Shawnee e Barton,
ndo havendo diferenga estatistica entre elas. As cultivares com menor massa, considerando a
améndoa com casca, sdo as que necessitam do maior nimero de frutos para se obter um

quilograma (122,15 frutos para Shawnee e 132,97 para Barton).
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Ao analisar a massa fresca da améndoa, verificou-se que as cultivares que
apresentaram maior massa do fruto, Stuart e Choctaw, exibiram as maiores massas para
améndoa. A cultivar Shawnee ndo diferiu estatisticamente das cultivares com maior massa e a
cultivar Barton apresentou a menor massa fresca (4,08 g). Para as améndoas secas o resultado
foi semelhante ao das améndoas frescas. A quantidade de améndoa presente no fruto apds a
secagem € uma caracteristica importante para as industrias de beneficiamento, devido as
perdas geradas com o processo (FILIPPIN, 2011).

A casca da améndoa da nogueira-peca, nao ¢ considerada um residuo, pois ¢ utilizada
na industria para fabricagao de chas e adubos, embora de valor econdmico inferior. Apesar de
a casca ser fundamental para o desenvolvimento da améndoa, muitos comerciantes preferem
cultivares que apresentem frutos com menor quantidade de casca, pois isso facilita o
beneficiamento (ORTIZ, 2000).

As cultivares Choctaw e Stuart apresentaram um didmetro médio sendo 15% maior
que as demais cultivares avaliadas. O maior comprimento foi encontrado para cultivar
Shawnee, a qual apresentou o menor didmetro, a combina¢ao entre 0 maior comprimento € o
menor didmetro resultou no maior rendimento entre as cultivares. A cultivar Stuart apresentou
o menor comprimento médio e o maior didmetro, demonstrando o menor rendimento.

Segundo Wells e Conner (2009) o tamanho da noz ¢ importante por diversas razdes, os
consumidores possuem a tendéncia de escolher nozes grandes, o que reflete na
comercializacdo, além disso, nozes grandes sdo mais faceis para descascar. Todas as
cultivares analisadas apresentaram rendimento de améndoa proximo ou superior aos 50%,
corroborando com os resultados de Duarte e Ortiz (2001) verificaram, rendimento de
cultivares de nogueira-peca entre 40 a 60%.

Os maiores rendimentos de améndoa foram encontrados para as variedades que
apresentaram menor massa de fruto, menor diametro e menor quantidade de casca. Esse
resultado evidencia que améndoas com baixa massa de fruto e baixa quantidade de casca
possuem rendimento superior que améndoas com maior massa, pois estas possuem também
maior quantidade de casca, fato que reduz o rendimento.

Na Tabela 4, verifica-se a matriz de correlagdo entre as propriedades fisicas de frutos

de nogueira-peca, apresentando significancia em alguns caracteres analisados.
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Tabela 4. Matriz de correlagdo entre os caracteres massa do fruto (MF), massa fresca da
améndoa (MFA), massa seca da améndoa (MAS), massa da casca (MC), diametro (D),
comprimento (C), rendimento (R) e nimero de frutos por quilo (F/kg) de frutos de
nogueira-peca obtidos em ensaios com quatro cultivares (Barton, Stuart, Shawnee e

Choctaw). Guarapuava, PR, 2015.

MF MFA MSA  MC D C R F/kg

MF 1 - - - - - - -
MFA  0,9671* 1 - - ; ] ] ]
MSA 09424 0,9908** 1 - - - - -
MC  09867* 09132 08787 1 - - - -
D 0,9235 08352 0,7623  0,9497 1 - - -
C 20,1601 0,0950  0,1462  -03169  -0,3464 1 - -
R -0,8198  -0,6481  -0,5884  -0,9017  -0,9032  0,6877 1 -

F/kg  -0,9980**  -0,9778*  -0,9516*  -0,9770* -0,9219 0,1080 0,7920 1

(**) — valores significativos a 1% de probabilidade, (*) — valores significativos a 5% de probabilidade pelo teste
de correlagdo de Pearson.

Através dos valores da analise de correlacdo nas varidveis avaliadas constatou-se uma
alta correlacao positiva para as variaveis massa fresca da améndoa e massa do fruto (0,9671),
massa da casca e massa do fruto (0,9867) e massa seca da améndoa com massa fresca da
améndoa. Penoni et al. (2011) analisando caracteristicas fisicas de frutos de nogueira-
macadamia ressaltam que as cultivares que apresentaram elevada massa fresca da améndoa,
obtiveram as menores dimensdes, sendo que as cultivares com destaque na dimensdo, nao
demonstraram elevada massa, por essa falta de sincronia ndo foi realizada a correlagdo entre
dimensao e massa do fruto.

Greco et al. (2014) avaliaram parametros fisicos e fisico-quimicos de diferentes
gendtipos de maracujazeiros e constataram através de matriz de correlacdo que houve uma
correlacdo alta e positiva para massa de fruto e massa da casca (0,8633).

A caracteristica nimero de frutos por quilo demonstrou uma correlagdo alta e negativa
com massa do fruto (-0,9980), massa fresca da améndoa (-0,9778), massa seca da améndoa (-
0,9516) e massa da casca (-0,9770). Correlagdes positivas € negativas entre caracteres de
frutos sdo indices importantes tanto para o consumo ao natural quanto para agroindustria, pois
demonstram quais as caracterisiticas estdo mais relacionadas (CARVALHO et al. 2003).

Segundo Degenhardt et al. (2005) as correlagdes sao utilizadas com frequéncia em

plantas de ciclo longo, nativas ou exoticas, auxiliando na selecdo de um caratér ou para
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esclarecer relagdes entre caracteres de importancia econdmica para a cultura. Penoni et al.
(2011) afirmam que as nozes sao quantificadas em casca mais améndoa, sendo assim, a
analise dos frutos de diferentes cultivares fornece informacgdes fundamentais para exploragdo
de cultivares superiores.

Por meio da analise discriminante para as cultivares, os atributos nimero de frutos/kg
e rendimento das améndoas sao os melhores descritores para a discriminagdo entre oS grupos.

Isto se deve ao seu baixo valor da estatistica de Lambda de Wilks, pois quanto menor a

estatistica da variavel, melhor serd a discriminag¢do dos grupos estudados.

Tabela 5. Varidveis da andlise discriminante para caracteres fisicos de

peca. Guarapuava, PR, 2015.

frutos de nogueira-

Wilks' Partial  F-remove p-level Toler. 1-Toler.

Lambda Lambda (3,387) (R-Sqr.)

Comprimento (mm) 0,156569 0,389036  202,5891  0,000000 0,658299 0,341701
Diametro (mm) 0,095226 0,639646 72,6740  0,000000 0,587063  0,412937
Massa fresca do fruto (g) 0,078864 0,772358 38,0211 0,000000 0,011551  0,988449
Massa fresca da casca(g) 0,073986 0,823273 27,6916  0,000000 0,020328 0,979672
Massa seca da améndoa (g) 0,073250 0,831553 26,1314 0,000000 0,032450 0,967550
Rendimento das améndoas (%) 0,064333 0,946803 7,2480 0,000096 0,044267 0,955733
Numero de frutos/kg 0,062333 0,977178 3,0128 0,030017 0,389904 0,610096

A andlise de discriminante foi efetuada com um total de 397 individuos (frutos), sendo
que esta foi capaz de classificar corretamente 91,70% do total das amostras. A matriz de
classificacdo ¢ dada abaixo. A porcentagem correta de classificagdo das améndoas variou de
83 a 100%. A variedade Choctaw foi classificada com menor porcentagem de acerto entre as
quatro variedades de améndoas de nogueira-peca avaliadas. A variedade Shawnee apresentou

100% de correta classificacao.

Tabela 6. Matriz de classificagdo para analise discriminante. Guarapuava, PR, 2015.

Porcentagem Barton Stuart Choctaw Shawnee

de classificacio
Grupo p =10,24433 p=0,25189 p=025189 p=20,25189
Barton 90,72 88 2 4 3
Stuart 93,00 1 93 6
Choctaw 83,00 6 11 83 0
Shawnee 100,00 0 0 0 100
Total 91,69 95 106 93 103

52



Trés fungdes de Fisher foram geradas para identificar em qual grupo as amostras
foram classificadas. A primeira funcao (fungdo 1) apresenta auto valor 5,32, sendo, portanto a
fun¢@o que melhor representa a distribuicdo e classificacdo das amostras em suas variedades
de améndoas de nogueira-peca. Esta, por sua vez, representa alto poder discriminativo, pois
apresenta uma propor¢ao acumulada de 80,60%. A fungdo 2 apresenta autovalor de 0,95 e
colabora com 14,40% de poder de enquadramento das amostras em suas respectivas
variedades de améndoas. A porcentagem total acumulada das duas primeiras fungdes ¢ de
95,0%, sendo considerada uma propor¢do alta em estudos que envolvem analises de

discriminante. A fun¢do 3 colabora apenas com 5% da explanagdo da variabilidade dos dados.

Tabela 7. Funcdes de Fisher para representar a distribui¢do das amostras das cultivares de

nogueira-pecd. Guarapuava, PR, 2015.

Atributos Funciol Funcdo2 Funcao3
Comprimento (mm) -0,8808 -0,7502 0,0426
Diametro (mm) 0,6500 -0,4341 -0,8185
Massa fresca do fruto (g) 3,2963 -4,2259 -2,7325
Massa fresca da casca(g) -1,3429 3,2126 2,9391
Massa seca da améndoa (g) -1,7918 2,0664 1,2795
Rendimento das améndoas (%) -0,5673 1,1512 1,0710
Numero de frutos/kg 0,1736 0,1804 -0,2640
Autovalor 5,3255 0,9516 0,3299
Propor¢ao acumulada 80,60% 95,00% 100,0%

Das trés fungdes de Fisher que foram geradas nesta andlise discriminante, apenas duas
foram plotadas (Figura 13) e mostram as classificagdes das variedades de améndoas de
nogueira-peca. Na primeira fungdo discriminante (Fungdo 1) valores altos da massa fresca do
fruto levam a escores mais positivos, como no caso da variedade Stuart. Isto ocorre devido a
alto e positivo escore deste atributo. A massa seca da améndoa apresenta escore alto e
negativo na fun¢do 1 e por isto, valores altos deste atributo leva a variedade a escores mais
negativos, como no caso da variedade Shawnee. A massa fresca da casca por apresentar
também, escore alto e negativo segue a mesma ldgica anterior, ou seja, altos valores deste
atributo leva a variedade de nogueira-peca a escores mais negativos, grupo da variedade

Shawnee.
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Figura 13. Grafico da classificacdo entre as cultivares de améndoas nogueira-peca: Barton,

Stuart, Choctaw e Shawnee. Guarapuava, PR, 2015.

Venkatachalan (2004) analisando caracteristicas quimicas de 24 cultivares de

nogueira-peca, salienta que frutos provenientes de cultivares nativas geralmente sdo menores,

mais dificeis de descascar e com casca mais espessa. Cultivares melhoradas, enxertadas,

possuem maior tamanho, rendimento, qualidade, precocidade e resisténcia a doencas (Figura

14).
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BARTON STUART CHOCTAW SHAWNEE

Figura 14. Améndoa com casca para as cultivares Barton, Stuart, Choctaw e Shawnee.

Guarapuava, PR, 2015.

Para os produtores rurais a cultivar Stuart seria a mais recomendada para o plantio,
devido ao menor nimero de frutos para alcangar um quilograma (93,31). As industrias
processadoras devem dar preferéncia as cultivares Barton e Shawnee, devido a menor
quantidade de casca possuem o maior rendimento de améndoa. Deve-se ressaltar que as
caracteristicas fisicas ndo devem ser o Unico pardmetro para escolha de cultivares de
nogueira-peca, pois a espécie necessita de polinizacdo cruzada, devido a ndo coincidéncia de

maturidade dos 6rgdos masculinos e femininos.
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5.2.2. Perfil quimico por ESI MS

O estudo do perfil quimico das quatro cultivares de nogueira-peca foi realizado com o

objetivo de fornecer informacdes adicionais sobre caracteristicas de cada cultivar, servindo

apenas como um modelo de classificagao (Figura 15).

100

£
| 118 195

191
165

L TR a1 a0

"

a7e
'337

T

439

az23

L W

486 40

e, A A,

(6A)

100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

100

281

279. A‘\ 301
: I

208 227 243
e A

341

377

379
387

439
430

as:

100+

195
191

115

165

179
L 208 270
it i Mt

I

341

377

379

87
368 l\

I\

439
423

|

.I\)L

, 481 s03

. e itz
625 650 675 700 725 750 775 800

486
A foie

Y T t b sz
675 700 725 750 775 B0O

1z

100 125 150 175 200 225 250 275 300

325 350 375 400 425 450 475 S00 525 550 575 600 €25 650

m
675 700 725 750 775 800

miz

100 341
e
133
185
4115 377 430 683
191 a7e
9 423
387
179
L)l T Th
L |l Bk L L - b A

900 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 3I75 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 B8OO

Figura 15. Espectros de massas adquiridos através de inser¢do direta, em modo ESI (-), para
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as cultivares Barton (BA), Choctaw (CH), Shawnee (SH) e Stuart (ST). Guarapuava,
PR, 2015.

O perfil quimico dos metabdlitos presentes nas amostras de nogueira-peca mostrou
pequenas diferencas entre as cultivares (Figura 15). Essas diferengas podem ser atribuidas a
diversidade metabdlica correspondente a cada cultivar. Estes espectros também foram
simultaneamente adquiridos em modo positivo, no entanto os resultados ndo se mostraram
adequados para descrever as amostras.

A melhor visualizacdo dos ions em modo negativo sugere que os metabdlitos
apresentam grupos acidos, possivelmente decorrentes de éacidos graxos. Esse resultado
corrobora com outros estudos previamente reportados, que indicam grandes concentragdes de
acidos graxos em amostras de origem semelhante (DIERKES et al., 2012; MAGUIRE et al.,
2004).

A analise dos espectros de massas (fingerprints) demostra grande similaridade entre os
ions mais intensos para as quatro cultivares de nogueira-peca. Essa semelhanca espectral foi
verificada a partir de uma Anélise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA), na qual foi possivel
correlacionar as amostras em um dendograma.

A Figura 16 exibe a analise de HCA para as quatro cultivaress de nogueira-peca.
Observa-se que com um indice de similaridade proximo de 0.8 ¢ possivel discriminar as
quatro variedades. Esse alto indice de similaridade entre as amostras indica que as quatro

variedades apresentam perfis quimicos semelhantes.
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Figura 16. HCA para as cultivares Stuart (ST), Shawnee (SH), Barton (BA) e Choctaw (CH).
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Bouali et al. (2014) avaliando a composicao quimica de améndoas de nogueira-peca
por espectrometria de massas (GC-MS) verificaram que em 20 semanas apds o inicio do
amadurecimento a maioria dos componentes quimicos foram detectados, sendo os mais
abundantes p-sitosterol, A5-Avenasterol e Campesterol em todas as fases de maturagao.

Segundo Firestone (2006) as améndoas de nogueira-peca, independente de sua
variedade, possuem na sua composicao diversos acidos graxos que caracterizam as améndoas,
sendo na maioria acido oleico (49 — 69%), linol€ico (19 — 40%), linolénico (0 — 3%),
palmitico (5 — 11%) e estearico (1 — 6%).

Salvador (2014) analisando o perfil de acidos graxos da torta de nogueira-peca, que €
um subproduto da extragdo do Odleo, analisou as variedades Mahan e uma mistura das
variedades Barton e Desirable e encontrou que os extratos avaliados apresentaram o acido
oleico como acido graxo majoritario seguido do acido linol€ico e também os acidos palmitico,
estearico e araquidico.

Geralmente, as nozes sdo ricas em acidos graxos monoinsaturados, principalmente
acido oleico, mas contém quantidades menores de 4cidos graxos poliinsaturados,
predominantemente o linol€ico (BLOCK e BARRERA-ARELLANO, 2010). Brunner (1994)
salienta que materiais da mesma espécie de planta podem apresentar diferengas, de acordo
com as condigdes e tratamentos de pos-colheita, com a idade e com o modo de extragdo.

Cabral (2010) utilizando ionizagdo por electrospray para caracterizar castanha de caju
(Anacardium occidentale), através da analise de perfil quimico detectou no modo negativo os
principais acidos graxos constituintes da améndoa: palmitolénico, palmitico, margarico,
linolénico, oleico, estearico e araquidico.

Simas (2010) caracterizando espécies vegetais por espectrometria de massas obteve o
perfil quimico da améndoa da castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) e constatou que os
principais picos de ions encontrados na amostra sdo caracteristicos de acidos graxos como o
linoléico (44%), oleico (29%), palmitico (16%) e o estearico (9,2%).

Para melhorar a visualizagdo dos resultados, foi realizada uma Analise de
Componentes Principais (PCA) com o objetivo de determinar a distribuigdo espacial das
amostras em um espaco de dimensao menor, decompondo a matriz de dados original em duas
outras matrizes — Escores (com as amostras) ¢ Pesos (com as variaveis). Além disso,
determinar quais ions sdo caracteristicos de cada variedade.

A Figura 17 exibe os graficos de escores e pesos (ou loadings) para as quatro
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variedades de nogueira-peca. Como ¢ possivel observar na Figura 17, com apenas duas
componentes principais (PC1 e PC2), ¢ possivel determinar mais de 75% da variancia dos
dados. Esse método de reconhecimento de padrdes ndo supervisionado permite distinguir
diferengas minimas entre os espectros, que sdo dificeis de serem observados sem a ajuda de
uma analise multivariada. Foi escolhido como pré-processamento dos dados o
autoescalamento, tornando os dados adimensionais e¢ dando a todas as variaveis a mesma

importancia na analise.
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Figura 17. PCA das quatro espécies de nozes analisadas. PC1 = 55,57%; PC2 = 20,31%.
Grafico de scores (A) e loadings (B). CH: Choctaw; SH: Shawnee; BA: Barton; ST:
Stuart. Guarapuava, PR, 2015.
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Como se pode observar na Figura 17A, cada variedade foi agrupada em uma classe
diferente, o que significa que embora elas apresentem grande similaridade espectral, elas nao
sdo iguais. Cada variedade tem ions caracteristicos que permitem a sua distingdo. No grafico
de pesos (Figura 17B) ¢ possivel observar os ions responsaveis pela separagdo das amostras.

Em trabalho semelhante, Cabral (2010) analisando améndoas de castanha de caju,
provenientes de diferentes clones, demonstrou através da Analise de Componentes Principais
(PCA) a tendéncia ao agrupamento, apresentando claramente trés grupos distintos para
améndoas de clones de cajueiro.

Cabe ressaltar que este estudo foi realizado em um espectrometros de massas do tipo
Triplo quadrupolo (QqQ) e desse modo apresenta resolucdo unitdria, ou seja, ndo € possivel
identificar os ions através de sua massa exata. Entretanto salientamos que esse estudo abre
portas para futuros trabalhos, com o objetivo de identificar as diferencgas presentes em cada

tipo de cultivar.
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6. CONCLUSOES

1) A amostragem aleatéria de ramos (AAR) subestimou a producdo real de frutos de
nogueira-peca nas trés idades avaliadas (5, 7 ¢ 10 anos). Com a utilizagdo de trés caminhos
para quantificacao da producao de frutos em oito arvores de nogueira-peca o erro estabilizo-
se, ou seja, sugere-se a utilizagdo de no minimo trés caminhos para estimar a producao de

frutos com menor erro.

2) A técnica da probabilidade uniforme (PU) foi considerada mais eficiente que a
probabilidade proporcional ao didmetro (PPD) nas arvores amostradas, devido ao fato de
demandar menos tempo de amostragem, mas com estimativas de producdo e erros
experimentais semelhantes. O fator tempo foi determinante na comparacdo entre as duas

técnicas;

3) O estudo do perfil quimico através da Andlise de Componentes Principais permitiu
diferenciar as quatro cultivares (Barton, Stuart, Shawnee e Choctaw) de nogueira-peca de

maneira inequivoca;

4) A cultivar Stuart apresentou maior massa de fruto, de améndoa e de casca, obtendo o
menor rendimento entre as avaliadas. A cultivar Choctaw demonstrou alta massa de fruto e
améndoa, com menor quantidade de casca, alcancando um rendimento intermediario. Para as
cultivares Shawnee e Barton foram encontrados os maiores rendimentos de améndoa, devido

a menor quantidade de casca.
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