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RESUMO

A cultura do cajueiro possui expressiva relevancia socioecondémica para o Nordeste brasileiro.
Diante dessa importancia, foi estabelecido o Banco Ativo de Germoplasma do Cajueiro, sendo
a maioria dos acessos da espécie Anacardium occidentale L., mas também ha outras espécies,
importantes para expansdo da base genética dessa cultura, como a Anacardium othonianum
Rizz. Atualmente os acessos estdo sendo replantados em area contigua, visando o seu resgate
e rejuvenescimento. A clonagem € feita por enxertia para os acessos de A. occidentale,
contudo, ndo hd metodologia viavel para os acessos da espécie A. othonianum. Nesse
contexto, objetivou-se avaliar a viabilidade das técnicas de enxertia, observando-se a
compatibilidade entre gendtipo-copa X genotipo porta-enxerto, e estaquia, buscando-se
identificar e correlacionar diferencas entre perfis anatbmicos e metabolicos, na propagacao da
espécie A. othonianum. Para o experimento de estaquia utilizou-se estacas de dois acessos de
A. othonianum (B 144 e B 626) e de uma cultivar A. occidentale (CCP 76), submetidas a
tratamentos com e sem solucdo antioxidante, incubadas com e sem camara umida. As estacas
foram avaliadas quanto aos aspectos anatémicos (microscopia Optica e eletronica de
varredura); e seus extratos foram submetidos a analise quimiométrica. No experimento de
enxertia, utilizou-se como enxertos 0S mesmos acessos supracitados, tratados com solucdo
antioxidante e como porta-enxertos os acessos B 194 e B 626 (A. othonianum) e a cultivar
CCP 06 (A. occidentale). Também foram avaliadas a taxa de sobrevivéncia e indices de
crescimento, tanto das estacas quanto de mudas enxertadas. De modo geral, as estacas tratadas
com solucdo antioxidante apresentaram tecidos mais integros, menos oxidados, mas sem
sucesso no enraizamento. As estacas escureceram e secaram gradativamente até a
mortalidade, impossibilitando a analise estatistica dos dados. A partir de imagens de
microscopia foi evidenciada a oxidacdo e desintegracao de tecidos meristematicos, mesmo em
areas de multiplicacdo mitotica visivel, e a partir da analise quimiométrica, observou-se
diferencas na composicdo metabdlica entre as estacas tratadas e ndo tratadas com solugédo
antioxidante. Para enxertia, independentemente do porta-enxerto utilizado, as mudas do
acesso B 144 ndo sobreviveram e a taxa de sobrevivéncia do B 626 foi baixa em relagcdo ao
CCP 76. Dentro das condicdes experimentais, conclui-se que a estaquia ndo foi viavel para
resgate de acessos da espécie A. othonianum. O uso de solucdo antioxidante reduz a
degradacdo das estacas, mas ndo o suficiente para promover 0 enraizamento. Torna-se

possivel a obtencao de clones de alguns acessos de A. othonianum por meio da enxertia por



garfagem lateral, quando a planta fornecedora de enxertos possui caracteristicas de caule e

ramos menos lignificados.

Palavras-chave: Caju. Estaquia. Enxertia. Fendlicos.



ABSTRACT

The cashew tree culture has significant socioeconomic relevance for the Brazilian Northeast.
Given this importance, the Active Bank of Cajueiro Germplasm was established, being most
of the accesses of the species Anacardium occidentale L., but also other species, important for
expansion of the genetic base of this culture, like the Anacardium othonianum Rizz. Currently
the accesses are being replanted in a contiguous area, aiming at their rescue and rejuvenation.
Cloning is done by grafting for the accessions of A. occidentale, however, there is no viable
methodology for the accesses of the species A. othonianum. In this context, the objective was
to evaluate the viability of grafting techniques, observing the compatibility between genotype-
crown and root-graft genotype and cutting, aiming to identify and correlate differences
between anatomical and metabolic profiles in the propagation of species A othonianum. For
the cutting experiment, cuttings of two accessions of A. othonianum (B 144 and B 626) and
one cultivar A. occidentale (CCP 76) were submitted to treatments with and without
antioxidant solution incubated with and without a humid chambre. Stakes were evaluated for
anatomical aspects (optical microscopy and scanning electron microscopy); and its extracts
were submitted to the chemometric analysis. In the grafting experiment, the aforementioned
accessions, treated with antioxidant solution and B 194 and B 626 (A. othonianum) and
cultivar CCP 06 (A. occidentale) were used as grafts as grafts. The survival rate and growth
rates of both cuttings and grafted seedlings were also evaluated. In general, the stakes treated
with antioxidant solution showed more intact tissues, less oxidized, but without success in
rooting. The cuttings darkened and dried gradually until mortality, making impossible the
statistical analysis of the data. From microscopy images, the oxidation and disintegration of
meristematic tissues were evidenced, even in areas of visible mitotic multiplication, and from
the chemometric analysis, differences were observed in the metabolic composition between
the treated and untreated stakes with antioxidant solution. For grafting, regardless of the
rootstock used, the B 144 access seedlings did not survive and the B 626 survival rate was
low in relation to the CCP 76. Within the experimental conditions, it was concluded that the
cutting was not viable for ransom of accesses of the species A. othonianum. The use of
antioxidant solution reduces the degradation of cuttings, but not enough to promote rooting. It
is possible to obtain clones from some accessions of A. othonianum by lateral grafting, when
the graft-supplying plant has stem characteristics and less lignified branches.

Keywords: Cashew. Cutting. Grafting. Phenolics.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional aumenta a demanda por alimentos, matérias-primas e
energia, fazendo com que haja expanséo das fronteiras agricolas. 1sso tem gerado uma pressao
sobre o Cerrado brasileiro, onde sua vegetacdo nativa vem sendo suprimida e substituida por
areas destinadas & agropecudria, provocando significativa reducdo dessa vegetacdo, alem da
rapida degradacdo dos recursos naturais desse bioma, comprometendo assim a conservacao da
biodiversidade e desenvolvimento sustentavel do Pais.

O Cerrado brasileiro é caracterizado pela presenca de vegetacdo rasteira, como
gramineas, mas também possui alguns arbustos e arvores de casca grossa e galhos retorcidos,
com folhas largas e sistema radicular profundo, além de apresentar estratégias de adaptacdo a
seca. Dentre as espécies da flora deste bioma, encontram-se algumas frutiferas, como
cajueiros tipicos da regido, Anacardium othonianum, Anacardium humile, Anacardium nanum
e Anacardium corymbosum.

O cajueiro do Cerrado (A. othonianum Rizz.) se destaca pela importancia para a
regido, tanto para a alimentacdo quanto pelas propriedades medicinais de seus frutos,
pseudofrutos, casca, folhas e flores. Em média, as arvores de A. othonianum tém 3 a 4 m de
altura e folhas elipticas, coridceas e glabras. As bracteas sdo frondosas e peludas, com pétalas
estreitas, alongadas e avermelhadas. As flores masculinas florescem no inicio da fase de
floracdo, enquanto as hermafroditas emergem perto dos estagios finais de floracdo e séo
polinizados por abelhas e vespas.

O caju do Cerrado é uma espécie bastante produtiva e sua propagacdo é
predominantemente feita por meio de sementes, as quais possuem fécil germinacdo, no
entanto, de forma lenta e irregular. Atualmente, a espécie A. othonianum esta inclusa no
acervo do Banco Ativo de Germoplasma de Caju (BAG-Caju), criado pela Embrapa, na
década de 80, o qual tem como funcdo principal conservar genétipos da espécie A.
occidentale (espécie cultivada comercialmente) e seus parentais, além de coletar, multiplicar,
caracterizar morfo-agronomicamente e documentar 0s acessos.

No BAG-Caju o principal meio de propagacdo vegetativa dos acessos A.
occidentale nas atividades de introdugdo de germoplasma, multiplicacdo e conservagdo ocorre
por meio da enxertia por garfagem lateral. No entanto, essa metodologia € ineficiente paras os
acessos de A. othonianum, devido a diversos fatores, dentre eles a oxidacdo de tecidos,
diretamente ligada a presenca e quantidade de compostos fenolicos. Fato este observado por

Silva Junior (2017), que sugere o uso de solucGes antioxidantes na propagacao dessa especie.
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Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade das técnicas
de enxertia por garfagem lateral, observando a compatibilidade entre genétipo copa e
gendtipo porta-enxerto; e estaquia caulinar, buscando identificar e correlacionar diferencas
entre perfis anatbmicos e metabdlicos de estacas de cajueiro, na propagacao vegetativa da
espécie Anacardium othonianum com o uso de solucdo antioxidante e cAmara Umida, tendo
em vista a obtencdo de clones de acessos do Banco Ativo de Germoplasma de Caju (BAG-
Caju).



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia econémica do cajueiro

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta pertencente a familia
Anacardiaceae, xerofila, rustica e tipica de clima tropical. Trata-se de uma frutifera nativa do
Nordeste brasileiro, adaptada a condicdes de temperaturas elevadas, solos pouco férteis e
ocorréncia de estresse hidrico (ARAUJO, 2015). A cultura do cajueiro possui uma relevancia
socioecondmica em nivel mundial e o principal produto é a améndoa da castanha do caju
(ACCQC).

Em 2017, a producdo de ACC foi superior a 3,97 milhdes de toneladas, em mais
de 5,98 milhdes de hectares colhidos ao redor do mundo. Destacando-se a producdo do
Vietna; India; Costa do Marfim e Filipinas que, juntos, contribuiram com 64% do valor total.
O Brasil ocupou a 92 posicdo, contribuindo com aproximadamente 3,36% da producdo
mundial, isto é, o equivalente a mais de 133 mil toneladas, em uma area de 488,491 mil ha
colhidos (FAO, 2019).

A importancia econdmica e social do cajueiro no Brasil acontece majoritariamente
na Regido Nordeste, que é responsavel por mais de 98% da producdo nacional de castanha de
caju (CC). Desse percentual regional, 89% provém dos estados do Ceard (60,76%), Rio
Grande do Norte (15,39%) e Piaui (15,21%), considerados como principais produtores
(IBGE, 2019). Ressalta-se ainda, a contribuicdo da cultura na geracdo de emprego e renda
para estes estados, que em periodo seco, na entressafra das culturas anuais, de acordo com
Pessoa e Leite (2019), confere papel estratégico na reducdo da sazonalidade na renda e na
ocupacdo da mao de obra.

Uma caracteristica importante do agronegécio do caju é a diversidade de derivados
oriundos da castanha e do pedunculo. Da castanha (o fruto verdadeiro), obtém-se a améndoa e
o liquido da casca da castanha de caju (LCC). Ambos sdo, em grande parte, exportados na
forma de améndoa semiprocessada e Oleo bruto, respectivamente. O pseudofruto (ou
pedunculo), por sua vez, proporciona a obtencao de inimeros produtos como a cajuina, 0 suco
integral, nectares, licores, refrigerantes, aguardente e doces de diferentes modalidades: em
massa, em calda, seco e tipo ameixa (PESSOA,; LEITE, 2019).

A exploracdo econémica do cajueiro é de grande importancia para a Regido
Nordeste, mas a atividade vém apresentando sinais de declinio, com baixa produtividade e

lucratividade, situacdo que foi agravada pelo periodo de seca nos Gltimos anos, em que a
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menor perda de &rea cultivada foi observada no estado do Ceara, onde pomares de cajueiro
comum antigos ja vém sendo substituidos por cultivares mais produtivas e adaptadas. Para
que os programas de melhoramento de caju tenham subsidios para produzirem clones
adaptados a diferentes ambientes e condi¢gdes de cultivo, ha necessidade de diversidade
genética, quantificada e disponivel aos melhoristas.

2.2 Conservacao da diversidade genética

Muitas espécies vegetais de ocorréncia natural, mesmo consideradas socialmente
relevantes e de potencial econdmico, tendem a uma reducéo populacional em decorréncia da
exploracdo irracional de seus habitats. Com a supressdo desses recursos genéticos, muitos
genes favoraveis e caracteristicas de interesse agrondmico, tais como alta produtividade e
resisténcia a pragas e doencas, podem vir a extingdo (CASTRO et al., 2010).

Nesse contexto, a criagdo de bancos de germoplasma surge como uma importante
alternativa na preservacdo dos recursos genéticos da biodiversidade. Em sintese, 0s bancos de
germoplasma detém um acervo para conservacdo do maximo de diversidade genética, que
deve ser caracterizado e documentado para uso imediato ou futuro (SILVA et al., 2012).

Diante da importancia econdmica do cajueiro, a Embrapa Agroindustria Tropical
mantém o Banco de Germoplasma do Cajueiro, sendo a maioria do acervo constituida por
acessos da espécie Anacardium occidentale L., mas também conserva acessos das espécies: A.
microcarpum Duck, A. othonianum Rizz, A. humile St. Hil (CASTRO et al., 2010), espécies
essas, importantes na expansdo da base genética para a obtencdo de materiais adequados para
promover a evolucdo de produtos comerciais (PAIVA et al., 2003).

O uso da variabilidade contida no Banco de Germoplasma do Cajueiro tem sido
muito importante para a cajucultura. Varios foram os caracteres ja melhorados: produtividade,
qualidade do pedunculo, peso da améndoa; resisténcia a doencas; reducdo do porte da planta;
maior precocidade e alongamento do periodo de frutificagdo. Entre os diversos clones
comerciais, destacam-se o CCP 06, CCP 09, CCP 76, CCP 1001, Embrapa 51, BRS 226
(PAIVA et al., 2003).

Devido as caracteristicas da planta, a colecdo é mantida exclusivamente em
campo, no Campo Experimental de Pacajus-CE, e as principais atividades no Banco
consistem na conservagéo, coleta, caracterizacdo e documentacao dos acessos de cajueiro, que
comecaram a ser introduzidos na década de 1950 (CASTRO et al., 2010), atualmente o Banco

conserva 714 acessos.
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2.3 Cajuzinho do Cerrado (Anacardium othonianum Rizz.)

A espécie Anacardium othonianum Rizz., pertence a familia Anacardiaceae, € uma
frutifera nativa do Cerrado brasileiro, conhecida comumente como cajuzinho do Cerrado,
caju-de-arvore-do-cerrado ou cajui. E uma arvore que, embora ndo seja cultivada
comercialmente como a espécie A. occidentale, possui maior importancia econémica entre as
demais espécies de caju tipicas do Cerrado brasileiro (VIEIRA et al., 2010).

A coloracdo da fruta madura varia de amarelo para vermelho e a polpa branco-
amarelada é consumida fresca ou transformada em subprodutos como sucos, licores, doces e
infusbes de alcool. A castanha (fruto verdadeiro) também é bastante apreciada depois de
torrada e costuma ser consumida com sal (CORREA et al., 2008). Apesar do peddnculo e a
castanha ndo serem considerados de alto valor nutricional, sdo importantes fontes de
nutrientes para o homem do Cerrado (SILVA et al., 2008). O grande potencial desta espécie de
caju estd associado, dentre outros fatores, a consideravel apreciacdo de seus frutos e
pseudofrutos pela populacéo local, assim como, ao seu uso medicinal (VIEIRA et al., 2006).

O cajueiro do Cerrado € uma planta andromonoica, ou seja, presenca de flores
masculinas e hermafroditas, com flores masculinas produzidas em maior nUmero e cuja antese
aparece associada ao seu agente polinizador, as abelhas (SANTOS et al., 2007). Caracterizado
com porte arbdreo, com altura entre 3 e 6 m e tronco com 20 a 40 cm de diametro. As folhas
sdo elipticas, com base subcordata, glabras, coriaceas, apresentando peciolos com 4-8 mm de
diametro e limbo com dimensdes entre 12-17 cm x 8-11 cm. As paniculas sdo amplas e
medem entre 15-25 cm x 15-20 cm e os pedicelos sdo curtos, variando entre 2 a 3 mm
(RIZZINI, 1969).

Esta espécie é bastante produtiva, floresce de setembro a outubro e frutifica em
novembro (FERREIRA, 1973). O fruto é um aquénio, cujo pedunculo se desenvolve em
pseudofruto, com variagdes em forma e cor (FERREIRA, 1973; DE PAULA; HERINGER,
1978; BRANDAO et al., 1992). O fruto tem 1,5 cm a 2,5 cm de comprimento por 1,2 cm a
1,5 cm de largura, profundamente escavado na parte central. O pedinculo (pseudofruto) é
suculento e &cido, possuindo de 3 a 4 cm de comprimento (RIZZINI, 1969).

O cajueiro do Cerrado € uma espécie bastante produtiva e suas sementes
germinam com facilidade. No entanto, tém ocorrido grandes perdas da variabilidade genética
desta espécie decorrentes das a¢Oes antropicas, principalmente devido a destruicdo do habitat
natural de populacdes destas plantas (VIEIRA et al., 2006). Neste contexto, destaca-se a

importancia da pesquisa voltada para busca de métodos de conservacdo desta espécie, como a
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propagacao assexuada, a fim de assegurar que o cajueiro do Cerrado mantenha sua populagéo

e, consequentemente, sua variabilidade.

2.4 Propagacao vegetativa nas atividades de rotina do Banco

A producgéo de mudas pode ser obtida sexuadamente, mediante a utilizagdo de
sementes, ou assexuadamente que, também denominada propagacao vegetativa, € utilizada
para obtencdo de individuos geneticamente idénticos a planta-mae. A propagacao vegetativa
se baseia na capacidade regenerativa de partes vegetativas das plantas, tais como: folhas,
ramos, caule, brotacdes e raizes (FERRARI et al., 2004).

Para as atividades de coleta ou mesmo na multiplicacdo de acessos, seja para
intercambio de germoplasma, para duplicacdo ou rejuvenescimento do acervo, a
recomendacdo é que a amostra seja oriunda de propagacdo vegetativa prioritariamente, pois
garante uma amostragem do sitio de coleta sem necessitar um grande ndmero de sementes
para representar a variabilidade, uma vez que o cajueiro € uma arvore predominantemente
alogama (PAIVA et al., 2003).

Existem varias técnicas de propagacao assexuada utilizadas em diversas culturas
como enxertia, estaquia, alporquia, mergulhia e micropropagagéo. Contudo, a viabilidade do
método utilizado depende da estacdo do ano, das condicGes fisiologicas da planta-mée; do
tamanho e tipo de propagulo; de substancias de crescimento e também da espécie alvo
(WENDLING, 2003).

Para a produgdo de mudas de cajueiro, o0 método de propagacdo vegetativa de
maior viabilidade e o mais empregado é a enxertia por garfagem lateral ou em fenda cheia
(CAVALCANTI JUNIOR; CHAVES, 2001). A enxertia é feita basicamente a partir da juncao
de duas partes de diferentes plantas, ou seja, um porta-enxerto ou “cavalo” (planta que
contribui com o sistema radicular) unido a um enxerto ou “cavaleiro” (planta que contém
caracteristicas nobres de interesse). Ao final desse processo, por meio da capacidade
regenerativa de tecidos, continuam seu crescimento como um unico ser (RIBEIRO et al.,
2005).

Em cajueiros (A. occidentale) ja foram testados varios porta-enxertos para
propagacdo de cultivares, constatando-se que a cultivar CCP 06 é a mais viavel a um maior
numero de enxertos (SERRANO et al., 2017). Para clonagem de acessos de A. othonianum
entretanto, a enxertia usando o CCP 06 como porta-enxerto, da mesma forma utilizada em A
occidentale, ndo obteve resultados satisfatorios (SILVA JUNIOR, 2017).
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A estaquia é um método rapido, mais simples e econdmico que outras formas de
propagacdo, na qual um ramo contendo gemas é retirado da planta alvo e plantado
diretamente no substrato. E recomendado para muitas espécies de arvores frutiferas, mas
pouco viavel para o cajueiro. Poucos avancos foram obtidos com tentativas de enraizamento
de estacas de cajueiro e ainda sdo insuficientes as informagfes quanto a aplicacdo de
hormonios, tipos e manejo de estacas, uso de nebulizacdo e formulagdo de substratos
(CAVALCANTI JUNIOR, 2013). De modo geral, sabe-se que as espécies A. othonianum e A.
occidentale sdo de dificil enraizamento e apresentam alto grau de oxidacdo e presenca de
compostos fenodlicos nas regides meristematicas (SILVA JUNIOR, 2017).

2.5 Metabdlitos secundarios: Compostos fenolicos

O metabolismo vegetal é determinado pelo conjunto de reacdes, na presenca de
enzimas especificas, que ocorrem continuamente nas células vegetais. Desse processo, uma
grande quantidade de compostos quimicos sdo produzidos, degradados ou simplesmente
transformados. Estes compostos sdo classificados como metabdlitos primarios,
macromoléculas essenciais aos seres vivos (lipideos; protideos e glicidios) ou metabolitos
secundarios, micromoléculas geradas a partir do metabolismo primario, que em geral
apresentam estrutura complexa e baixa massa molecular (POSER, 2017).

Segundo Poser (2017), os metabdlitos secundarios, diferentes daqueles do
metabolismo priméario, podem ser encontrados em determinados grupos de plantas em
concentracOes relativamente baixas. De modo geral, esses compostos ndo aparentam ter
importancia direta em funcdes fundamentais e podem ser compreendidos apenas como
subprodutos do metabolismo primario. No entanto, muitos estudos apontam que tais produtos
secundarios sdo necessarios a sobrevivéncia e preservacdo das plantas, uma vez que estdo
diretamente envolvidos na defesa quimica do organismo vegetal em resposta as condi¢des
adversas inerentes ao ambiente.

De uma maneira geral, com base nas rotas biossintéticas, os metabdlitos
secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos quimicamente distintos: terpenos,
compostos fenolicos e compostos nitrogenados (FERRO et al., 2014; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fenolicos consistem em substancias constituidas por anel aromético
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al.,
2005). Trata-se de um grupo quimicamente heterogéneo, com cerca de 10.000 compostos,

abrangendo desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo (FERRO
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et al., 2014; TAIZ; ZEIGER, 2013). Levando em consideracdo o tipo da estrutura carb6nica
principal, podem ser classificados de acordo com a Tabela 1 (SIMOES et al., 2017).

Tabela 1 - Classificacdo dos compostos fenolicos de acordo com a estrutura basica, em que
C6 corresponde ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com X &tomos de carbono.

Estrutura Classes de composto fenélicos
Cs Fendis simples, benzoquinonas
Ce-C1 Acidos fenolicos
Ce-C2 Acetofenonas e 4cidos fenilacéticos
Ce-Cs Fenilpropanoides: acidos cindmicos e compostos analogos,

Fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas € cromonas

Cs-Cs Naftoquinonas
Ce-C1-Cs Xantonas
Cs-C2-Cs Estilbenos e antraquinonas
Cs-C3-Cs Flavonoides e isoflavonoides
(Cs-Ca), Lignanas

(Ce-Cs3-Co)2 Biflavonoides
(Ce-Ca)n Ligninas
(Ce-Co)n Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-Cé)n Taninos condensados

Fonte: Adaptado de Simdes et al., 2017.

Esses compostos sdo considerados multifuncionais. Dentre as fungbes mais
importantes que desempenham nas plantas, destacam-se: a atuacdo na defesa contra
herbivoros e patdgenos; protecdo contra a radiacdo ultravioleta; sinalizadores e acdo
alelopatica; participacdo em mecanismos de atragdo de polinizadores ou dispersores de
sementes; fornecimento de pigmentacdo; quelacdo de metais pesados toxicos e propriedades
antioxidantes contra radicais livres gerados durante a fotossintese (FUMAGALI et al., 2008;
NUNES et al., 2014).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos se baseia em seu potencial
redutor na captura e neutralizacdo de radicais livres como hidroxila e perdxido, atuando
conjutamente com outros antioxidantes, vitaminas E e C, por exemplo. Além disso, também
participam do processo de quelacdo de metais de transi¢do, impedindo-os de atuarem como
catalisadores na producdo de radicais livres. E podem agir tanto inicialmente, quanto na etapa
de propagacdo do processo oxidativo (SOUSA et al., 2007; SOETHE et al., 2016;
ZUANAZZI, 2017).
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Essa capacidade antioxidante, assim como outras fungdes dos compostos
fenolicos, pode contribuir beneficamente para o desenvolvimento das plantas. Todavia,
qguando em interacdo com outros compostos enddgenos, desbalancos podem ocorrer,

prejudicando o crescimento de regides meristematicas e inibindo a formacdo de raizes, por
exemplo (TROBEC et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo do experimento

O trabalho foi dividido em dois experimentos, o primeiro foi conduzido no 2°
semestre de 2018, na Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza — CE, coordenadas: 3° 44’ S
e 38° 33’ W e 19,5 m acima do nivel do mar; e o segundo foi conduzido no 1° semestre de
2019, no Campo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, Pacajus — CE,
coordenadas: 4° 10°21”* S ¢ 38° 27’38 W. De acordo com o sistema de classificacao climatica

de Kdppen-Geiger, o clima da regido dos dois experimentos é do tipo Aw.

3.2 Primeiro experimento: Estaquia

3.2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
tratamentos distribuidos em parcelas subsubdivididas: condicdo de cultivo (com e sem camara
Umida) nas parcelas; uso de antioxidante (com e sem solucdo antioxidante) nas subparcelas e
trés gendtipos (acesso B 144, acesso B 626 e a cultivar CCP 76) nas subsubparcelas
totalizando 9 tratamentos e 3 grupos controle (Tabela 2). Foram utilizadas 14 repeti¢fes, cada

uma consistindo em um tubete contendo uma estaca.

Tabela 2 — Descri¢do de todos os tratamentos e grupos controle utilizados na montagem do
primeiro experimento.

Tratamentos Descrigéo

1 Com cémara Umida; Com solucdo; Acesso B 144
2 Com camara Umida; Com solucdo; Acesso B 626
3 Com camara Umida; Com solucédo; Acesso CCP 76
4 Com camara Umida; Sem solucdo; Acesso B 144
5 Com camara Umida; Sem solucdo; Acesso B 626
6 Com cdmara umida; Sem solugdo; Acesso CCP 76
7 Sem camara Umida; Com solucéo; Acesso B 144
8 Sem camara Umida; Com solugdo; Acesso B 626
9 Sem camara Umida; Com solugdo; Acesso CCP 76

Controle 1 (C1) Sem cdmara Umida; Sem solugdo; Acesso B 144

Controle 2 (C2) Sem camara umida; Sem solucdo; Acesso B 626

Controle 3 (C3) Sem camara Umida; Sem solucéo; Acesso CCP 76

Fonte: elaborada pelo autor.
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3.2.2 Coleta e preparo das estacas

As estacas foram coletadas em plantas matrizes pertencentes ao Banco de
Germoplasma do Cajueiro e ao jardim clonal do Campo Experimental da Embrapa
Agroindustria Tropical. As matrizes foram dois acessos da espécie A. othonianum (B 144 e B
626) e uma cultivar de A. occidentale (CCP 76). Foram coletadas, de cada matriz, 72 estacas
de ponteiro, buscando manter o padrdo de 10 a 15 cm de comprimento e 0,6 cm de didmetro
médio, contendo gemas apicais. No entanto, a escassez do material era um fator limitante na
padronizacdo das estacas que variavam consideravelmente quanto ao didmetro e grau de
lignificacao.

Durante a coleta, as estacas foram padronizadas com duas a trés folhas apicais
cortadas transversalmente (para reduzir a transpiracdo), visando manter a atividade
fotossintética até que houvesse o enraizamento. Além disso, parte das estacas foram imersas
em solucdo antioxidante (1500 mg/l de &cido ascorbico), por 2 minutos (SILVA, 2011). Em
seguida as estacas foram plantadas em tubetes com capacidade de 288 ml preenchidos com
substrato comercial, comumente utilizado para a producdo de mudas enxertadas no viveiro de

mudas de cajueiro do Campo Experimental da Embrapa (Pacajus - CE).

3.2.3 Conducéo do experimento

ApoOs o plantio, as estacas foram transportadas para a sede da Embrapa
Agroindustria Tropical (Fortaleza - CE). Onde permaneceram sob telado com 50% de
sombreamento, sendo irrigadas manualmente duas vezes ao dia. De acordo com o0s
tratamentos, parte das mudas eram mantidas sob camara Umida durante o dia, por 8 horas.

A camara umida (Figura 1) era composta por uma estrutura elaborada a partir de
canos de PVC, com dimensdes de 70 cm x 120 cm x 120 cm, coberta por uma lona plastica
transparente, umidificada por um umidificador de ar ultrassonico. Foram realizadas avaliagOes

semanais quanto a aparéncia geral e pegamento, até 40 dias ap0s o plantio (DAP).



22

Figura 1 — Camara Umida utilizada no experimento.

&
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Fonte: Elbdfad pelo pr()rio autor.
3.2.3.1 Caracterizacdo da epiderme por microscopia

Para a caracterizacdo das estacas quanto a resposta da epiderme ao longo do
tempo, repeti¢des das estacas igualmente submetidas a todos os tratamentos, foram utilizadas
em analises destrutivas de microscopia optica (MO) e eletronica de varredura (MEV). Ao
todo, foram realizadas trés analises (Tempo 1 - T1; Tempo 2 — T2 e Tempo 3 — T3), com 0
intervalo de 2 a 3 dias entre cada tempo.

Visando a caracterizacao das estacas no momento de coleta em campo (Tempo 0 —
TO), uma amostra de cada planta matriz utilizada foi fixada em solugdo Karnovsky, diluida em
solucdo tampdo cacodilato 0,2 M (pH 7,2), por 48 h, acondicionada em geladeira. Para
manutencdo de suas caracteristicas até o momento da analise.

Para a realizacdo dessas andlises, secdes transversais da base da estaca, de cada
tratamento, foram obtidas por cortes finos a méo livre. O material destinado a MO foi
preparado ainda fresco em laminas com glicerina e sequencialmente observado em
microscépio optico Axioplan Zeiss, do qual, obtiveram-se imagens a partir do software ZEN.
O material destinado & MEV passou por um processo de secagem em estufa a 48 °C, por 18
horas em média, e em seguida foi montado em suportes de aluminio e recoberto com platina
em metalizadora. Por fim, foram levados ao microscépio eletrénico de varredura Tescan Vega
3 sob uma voltagem de aceleracéo de 15 KV.

As imagens obtidas, tanto por MO quanto por MEV, foram submetidas a analise

descritiva comparativa em funcdo dos diferentes acessos e dos diferentes tempos.
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3.2.3.2 Anélise de compostos fendlicos

ApOs a obtencdo das amostras utilizadas para analise de microscopia,
imediatamente o0 material, que sobrou da estaca de cada tratamento, foi embalado em papel
aluminio e imerso em nitrogénio liquido, para em seguida ser armazenado em freezer a -80
°C.

O material, entdo, foi triturado utilizando nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo. E em seguida foi submetido a um processo de secagem em estufa de circulacdo
forcada de ar durante trés dias a 40 °C, até peso constante. Uma vez secas, 50 mg de cada
amostra foi pesada e transferida para tubos de ensaio, onde foram adicionados 4 ml de hexano
em cada tubo, sendo em seguida agitado em vortex durante 1 minuto. A extracdo de
compostos n polares foi realizada por meio de banho em ultrassons durante 20 min, a uma
poténcia fixa de 135 W. Posteriormente o mesmo procedimento foi realizado utilizando
solucdo etanol: agua (7:3), em vez de hexano P.A. Os tubos de ensaio foram centrifugados a
3000 rpm durante 10 min, com a finalidade de decantar a parte ndo dissolvida. Da fracdo
polar (metandlica), retirou-se 900 pl, filtrado em filtro de PTFE (politetrafluoretileno) de 0,22
um e recolhido em um vial, completando o volume para 1 ml com uma solugdo padrdo
genisteina, para posterior injecdo em um sistema de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas UPLC-QToF-MS (Xevo, Waters) (LUZ et al., 2018).

Os dados cromatograficos foram submetidos a uma avaliagdo quimiométrica por
OPLS-DA e a identificacdo dos compostos foi realizada por meio de compara¢Ges com outros

trabalhos da literatura.

3.3 Segundo experimento: Enxertia

3.3.1 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
tratamentos distribuidos em esquema fatorial 3x3: nove combinacdes de porta-enxertos (B
144, B 626, CCP 06) e enxertos (B 144, B 626, B 634). Conjuntamente, foram utilizadas 4
repeticOes de 5 mudas, ou seja, 180 unidades experimentais, em que cada uma destas consistiu

em um tubete contendo uma muda enxertada.
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3.3.2 Preparo dos porta-enxertos e garfos

Como porta-enxertos, foram utilizados dois acessos de A. othonianum e uma
cultivar de A. occidentale, regularmente usado como porta-enxerto em funcdo de suas
caracteristicas favoraveis para devido fim (Tabela 3).

Foram coletados garfos de dois acessos de A. othonianum do BAG-Caju,
escolhidos de acordo com a produtividade, e uma cultivar de A. occidentale (Tabela 3) com

didmetro semelhante ao caule dos porta-enxertos com trés meses pos-germinagao (6 mm).

Tabela 3 — Espécie, codigo de identificacdo e caracteristicas gerais das plantas utilizados
como porta-enxertos e enxertos no experimento. Pacajus, 2019.

Uso no Cddigo de - .
: . e Espécie Caracteristicas
experimento  identificacio
A Caule tortuoso com grande quantidade de stber, com 2 m
Porta-enxerto B 194 . . - .
othonianum  de altura, pedunculos pequenos, de coloragdo alaranjada.
A O pedianculo é amarelo e a altura média é de 2,1 m.
Porta-enxerto CCP 06 occidentale C_ult!var usada tradicionalmente como porta-enxerto no
viveiro.
Caule aspecto rastico da espécie, porte alto tipico de A.
Porta-enxerto A. . ~ .
B 626 . occidentale, frutos pequenos de coloragdo muito
e enxerto othonianum - . .
avermelhada/alaranjados. Muito produtiva.
Caule tortuoso, com 2 a 3 m de altura. Pseudofrutos séo
A.
Enxerto B 144 . pequenos, apresentam cor bem avermelhada e formato
othonianum o i
cbnico. Folhas grandes de cor verde oliva.
A Porte baixo, altura média de 2,68 m e didmetro médio da

Enxerto CCP 76 L copa de 4,98 m. Pseudofrutos de coloracéo laranja-escuro,
occidentale A
recomendado para 0 mercado de améndoa.

Fonte: Silva Junior (2017, com adaptacdes).

As sementes para producdo dos porta-enxertos foram coletadas de frutos maduros,
no BAG-Caju, no Campo Experimental da Embrapa Agroindustria Tropical, na safra de 2016.
Logo em seguida, passaram por um processo de secagem ao ar, sendo sequencialmente
semeadas em tubetes com capacidade de 288 ml, preenchidos com substrato comercial e uma
semente por recipiente.

Todos os garfos coletados foram imersos em solucdo antioxidante (1500 mg/l de
acido ascorbico), onde permaneceram por 2 minutos, conforme metodologia estabelecida por
Silva (2011).



25

3.3.3 Realizacéo da enxertia

Trés meses apds a semeadura foi feita a enxertia. Selecionaram-se para porta-
enxertos, as mudas que apresentavam boas caracteristicas para a finalidade: com 0,6 cm de
didmetro, mais de 8 folhas verdes maduras, livres de patégenos e doencas e apresentando
haste Unica e ereta entre 16 e 25 cm de altura.

Com a utilizacdo de um canivete, realizou-se a abertura de uma fenda lateral no
porta-enxerto cerca de 7 cm acima do colo do mesmo. Os garfos, coletados com cerca de 20
cm, foram reduzidos a 10 cm e unidos aos porta-enxertos, com o uso de fita plastica
transparente, tanto para protegdo quanto para manter enxerto e porta-enxertos em contato
firme. Cobriram-se 0s enxertos com sacos plasticos para aumentar a umidade relativa nesta
regido, deixando um espago na parte superior para o desenvolvimento das folhas. Apds 15
dias, iniciou-se a retirada da cAmara Umida (sacos plasticos). Ao final do experimento, com 45
dias, avaliou-se o percentual de sobrevivéncia das mudas. Por ndo apresentarem uma
distribuicdo normal devido a elevada mortalidade, os dados foram transformados por meio da
equacdo: Vx+1. Sendo posteriormente submetidos 4 analise de variancia (P<0,05) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, pelo programa AgroEstat.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estaquia

N&o houve enraizamento das estacas de nenhum genétipo submetido a qualquer
tratamento avaliado, e consequentemente o percentual de sobrevivéncia das estacas foi nulo, o
que impossibilitou a analise estatistica dos dados. Apesar de ser a técnica mas viavel para
diversas frutiferas lenhosas, as estacas do cajueiro sao dificeis de enraizar, até mesmo quando
submetidas a hormonios enraizadores e ambiente com elevada umidade (JARA; COSTA,
2009).

Ap0ds o plantio, todas as estacas escureceram e secaram gradativamente até a total
mortalidade (Figura 2). Campos et al. (2005) afirmam que essa mudanca de coloracdo esta,
dentre outros fatores, relacionada a auto-oxidacdo de compostos fendlicos. Quando esse
processo ocorre, sdo produzidas novas substancias que, por sua vez, podem inibir a agdo das

auxinas e consequentemente dificultar o processo de enraizamento.

Figura 2 — Alteracdo na coloracdo da estaca do acesso B 144 em funcéo
da degradacéo de tecidos ao longo do tempo.

Fonte: Elaborada pelo prdprio autor.

O enraizamento de estacas esta relacionado ao nivel enddgeno de auxinas, que sao
extremamente importantes para promover a formacéo de raizes, principalmente em espécies
de dificil enraizamento. Sua aplicacdo na base das estacas pode aumentar a porcentagem de
enraizamento e acelerar seu inicio, com maior quantidade e qualidade das raizes formadas. No
entanto, dependendo da concentracdo, varidvel em cada espécie, pode ocorrer um efeito
oposto, inibitdrio ou fitotdxico (VALMORBIDA et al., 2008).
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A oxidacdo de tecidos vegetais é comumente observada no cultivo in vitro de
espécies lenhosas. Os tecidos lesados liberam os compostos fendlicos, que sdo oxidados pelas
enzimas polifenoloxidases, produzindo as substancias que inibem o crescimento dos explantes
ou os levam a morte.

Sousa et al. (2017) observaram oxidagdo de tecidos de microestacas obtidas de
plantulas jovens de A. othonianum , propagado por meio de cultivo in vitro, mas ainda assim
observaram o enraizamento. Foram testadas diferentes concentracdes de carvdo ativado,
atuando como antioxidante no meio de cultivo, que até certa concentracdo diminuiu a
porcentagem de oxidagdo, mas em concentragcdes mais altas, reduziu a taxa de crescimento da
parte aérea e aumentou a oxidacao dos explantes.

Além dos fatores mencionados, a morte das estacas neste experimento pode ter
relacdo com diversas outras causas. A juvenilidade dos tecidos vegetais (SASSO et al., 2010),
estadio ontogenético e idade cronoldgica (BACCARIN et al., 2015) também podem ser
fatores limitantes para a propagacdo de espécies de dificil enraizamento de estacas, como € o
caso do cajueiro.

Segundo Martins et al. (2015), o potencial de enraizamento pode ser influenciado
pelo tipo de estaca (herbacea ou lenhosa) e o clima (principalmente pela temperatura e
umidade). Assim como pela época de obtencdo das estacas, que varia de acordo com a
espécie, podendo apresentar periodos de menor concentracdo de reservas na planta matriz.
Gerando também variagdes no contetdo dos co-fatores na formacdo e na acumulacdo de
inibidores do enraizamento.

Silva (2011) constatou que o uso de acido ascorbico como solugdo antioxidante
pode ser efetivo na conservacgéo de garfos de A. occidentale visando seu armazenamento para
transporte e posterior estabelecimento por enxertia. No entanto, a mesma solucdo néo foi
eficiente para promover o estabelecimento das estacas. Segundo Hoffman et al. (1995) a
forma de aplicacdo do antioxidante pode influenciar sua eficiéncia, de tal maneira que o efeito
pode ocorrer apenas durante o periodo de imersdo das estacas, mas ap0s a colocagdo no

substrato, a oxidacdo pode ocorrer novamente.
4.1.1 Microscopia
Nas fotografias de microscopia Optica estdo evidenciadas as partes da anatomia da

secdo transversal dos ramos dos acessos estudados. Sdo identificados: a casca, a periderme, o

cortex, o floema primario, o cambio vascular, o xilema e a medula.
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Para o tratamento “Sem camara, sem solucdo”, ja a partir do T2, sdo observadas
algumas zonas de desintegracdo de tecido (setas amarelas) e forte presenca de materiais
oxidados (Figura 3). De maneira geral, a oxidacgéo tecidual ja é observada a partir de T1. As
imagens de MEV (Figura 4) também denotam éreas de desintegracdo (setas amarelas),
principalmente, nos tecidos mais externos do cilindro, indicando que o felogénio é um dos
primeiros tecidos a degradar-se em uma condigdo de sobrevivéncia descendente. Em T3, na
Figura 3l, areas da medula do cilindro também mostram-se comprometidas (seta amarela).

Para o tratamento “Com camara, sem solu¢do”, uma forte oxidagao dos tecidos ¢
observada a partir de T1, prolongando-se ao longo de T2 e T3, para os 3 acessos (Figura 5,
setas brancas). Novamente, areas de desintegragdo sdo nitidamente observadas (Figura 5h,
seta amarela). Em T3, destacam-se a pungente oxidacdo das se¢des dos acessos e denotacéo
de area necrosada no acesso B 626 (Figura 5I, seta amarela). A oxidacéo tecidual é observada
mesmo sob MEV (Figuras 6e e 6i, setas brancas).

Nas imagens de MO obtidas das se¢bes do tratamento “Sem camara, com
solucao” (Figura 7), em comparagdo com as imagens dos acessos em T3 com T3 dos
tratamentos anteriores, observou-se um menor grau de oxidacdo das secdes, com tecidos um
pouco mais claros e mais conservados. A qualidade da secéo transversal do acesso B 626 se
mostra bastante comprometida em T2 e para a cultivar CCP 76, em T1. O acesso B 144, de
modo geral, apresenta menos areas desintegradas, tanto quando comparado aos outros
acessos, como quando comparado a si mesmo nos tratamentos anteriores. Essa maior
integridade é corroborada sob MEV, principalmente em T3 (Figura 8Kk).

Para o tratamento “Com camara, com solucao”, em T3, areas desintegradas sdo
visualizadas no acesso B 626 (Figura 9l, seta amarela), mas, no geral, os tecidos mostraram-se
mais conservados e menos danificados, fato observado também nas imagens de MEV (Figura
10).

A partir das imagens dos acessos tratados com solucdo antioxidante, de forma
geral, observou-se tecidos mais integros, menos degradados ou oxidados. Sabe-se que a
familia Anacardiaceae apresenta ductos secretores de terpenos e de gomorresina (dutos
resiniferos), tanto na regido cortical quanto no floema (NAIR et al., 1983; MACHADO;
CARMELLO-GUERREIRO, 2001), que podem levar a um processo oxidativo, em tecidos
injuriados ou submetidos a danos mecénicos. Esses dutos secretores foram também
observados em raizes de cajueiro por Reis et al. (2014). Neste trabalho, as imagens de
microscopia optica (Figuras 3f, 3h, 3j, 3k, 31) também mostram com nitidez, canais secretores,

presentes na medula e no cortex dos ramos avaliados, corroborando as observacdes
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mencionadas. Porém, seriam necessarios estudos especificos para identificar se a presenca
desses compostos poderia ou ndo estar influenciando a baixa taxa de instalacdo das estacas.
Pimenta, Amano e Zuffellato-Riba (2017) sugerem que a oxidacdo de compostos fenolicos
pode prejudicar a rizogénese e atrapalhar a estaquia.

Uma outra observacdo importante, é que o felogénio mostra-se bastante espesso e
lignificado, e a periderme suberizada, o que pode dificultar a entrada de quaisquer substancias
externas @ medula ou ainda, um possivel processo de enraizamento, fato observado em
videiras por Mayer et al. (2006).

A medula, talvez pudesse ser uma boa rota para a entrada de materiais adicionados
ao substrato de cultivo em um possivel processo de estaquia caulinar. Para a obtencdo de
futuras secbes transversais para microscopia, a fratura criogénica em nitrogénio liquido
poderia ser tentada.

Sob microscopia, a cultivar CCP 76 apresentou areas indicativas de multiplicacdo
mitotica (setas azuis, Figuras 4 e 8). Algo similar foi observado em imagens de se¢des
transversais caulinares de Turnera subulata, durante processo de estaquia, ficando

comprovado nesse caso a observacdo de areas de emissdes de raizes (SILVA et al., 2019).
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Figura 3 — Imagens de MO das secOes caulinares basais das estacas, tratadas sem camara
Umida e sem solucdo antioxidante, do cultivar CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento
de coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracdo de tecidos (setas amarelas).

CCP76 B144 B626

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 4 — Imagens de MEV das se¢des caulinares basais das estacas, tratadas sem camara
Umida e sem solugéo antioxidante, da cultivar CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento
de coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracdo de tecidos (setas amarelas) e multiplicacdo mitdtica (seta

azul)
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Figura 5 — Imagens de MO das sec¢des caulinares basais das estacas, tratadas com camara
Umida e sem solucdo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracdo e necrose (setas amarelas) e oxidacao tecidual (seta brancas).

CCP 76 B144 B626

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 6 — Imagens de MEV das secOes caulinares basais das estacas, tratadas com camara
Umida e sem solucdo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracao (setas amarelas) e oxidacao tecidual (seta brancas).
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Figura 7 — Imagens de MO das secOes caulinares basais das estacas, tratadas sem camara
Umida e com solucdo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracdo (seta amarela) e oxidacdo tecidual (seta brancas).

CCP 76 B144 B626

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 8 — Imagens de MEV das sec¢des caulinares basais das estacas, tratadas sem camara
Umida e com solucéo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando multiplicacdo mitética (seta azul).
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Figura 9 — Imagens de MO das sec¢des caulinares basais das estacas, tratadas com camara
Umida e com solucdo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3), evidenciando desintegracao de tecidos (seta amarela).

CCP 76 B144 B626

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 10 — Imagens de MEV das se¢Oes caulinares basais das estacas, tratadas com camara
Umida e com solucéo antioxidante, do clone CCP 76 e acessos B 144 e B 626, no momento de
coleta em campo (T0) e em tempos de coleta diferentes ao longo do experimento (T1, T2 e
T3).
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4.1.2 Anélise de compostos fendlicos

Visando verificar a distingdo metabdlica entre as estacas de caju tratadas com e
sem solugdo antioxidante em cada genétipo avaliado, foram realizadas anélises multivariadas
OPLS-DA (do inglés, orthogonal partial least squares discriminant analysis) e S-Plot. O
modelo OPLS-DA foi aplicado aos dados oriundos do UPLC-QTOF-MSE, com o objetivo de
comparar os grupos de amostras. De tal forma que, juntamente aos graficos de dispersdo S-
Plot, tornou-se possivel determinar os metabdlitos responsaveis pela distin¢cdo dos grupos de
amostras (com e sem solugdo oxidante), marcadores quimicos, separacdo e a consequente
diferenciacdo dos grupos mencionados. Os valores dos pares tr-m/z serviram de base para
identificar ou tentar identificar os potenciais marcadores quimicos responsaveis pela
classificacdo e separacdo das amostras.

Em fungdo da heterogeneidade das amostras e da quantidade de varidveis
envolvidas, o fator camara umida foi desconsiderado, simplificando os grupos de amostras
por genotipo em estacas tratadas com solucdo e sem solucéo, tornando possivel a anélise dos
dados.

Analisando o grafico OPLS-DA (Grafico 1 (a; b e c)) referente as amostras das
estacas com e sem solugdo antioxidante, foi possivel identificar a clara separacdo dos dois

grupos de amostras, para cada gendtipo avaliado.
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Grafico 1 - OPLS-DA dos extratos das estacas com e sem solucdo antioxidante para cada
gendtipo, CCP 76 (a); B 144 (b) e B 626 (c).
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Fonte: elaborada pelo autor.

As andlises multivariadas OPLS-DA indicaram a separacdo dos grupos com
valores de R2Y = 0,99 e Q2 = 0,99. Este resultado sugere que o modelo explica 99% das
variacdes de Y, com uma capacidade preditiva de 99%, indicando que o modelo esta bem
estabelecido e tem uma excelente previsdo. Visando identificar os possiveis marcadores
quimicos, utilizou-se a varidvel de importancia da projecdo (VIP) em conjuntos com 0s
graficos de S-Plot, que foram obtidos a partir das analises do OPLS-DA para todas as
amostras. O VIP é uma forma de classificar e indicar a faixa na qual os metabdlitos
discriminatorios séo inseridos e € considerado estatisticamente significativo quando o valor €
maior que 1,0 (NI et al., 2008). Neste trabalho, usou-se um VIP> 1 e p <0,05.

Nos graficos S-plot (Grafico 2, 4 e 6), cada ponto representa um ion (par tr-m/z).
O eixo X representa a contribuicdo da variavel, e quanto mais o ponto do par tr-m/z se
distancia de zero, mais contribui para a diferenca entre os dois grupos. O eixo Y representa a
variavel confianca, e o par tr-m/z se distancia de zero, o nivel de confianca para a diferenca
entre os dois grupos (SOUSA et al., 2017).
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Com base no gréafico do S-Plot (Gréfico 2), os ions no canto inferior esquerdo,
representados por 2, 9, 13, 21, 23 e 25 foram 0s ions que mais contribuiram para caracterizar
as amostras de estacas de caju tratadas com solucdo antioxidante. Por outro lado, no canto
superior direito do Gréafico 2, ions mais caracteristicos de estacas sem solugdo foram
identificados como 5, 11, 12, 15 e 17. Portanto, o conjunto de ions representado por 2, 5, 9,
11, 12, 13, 15, 17, 21, 23 e 25 sdo 0s potenciais marcadores quimicos responsaveis por
caracterizar e discriminar os dois grupos de amostras e consequentemente distinguir as

amostras de estacas com solucdo e sem solucéo na cultivar CCP 76.

Grafico 2 - S-Plot dos extratos das estacas com e sem solucdo antioxidante da cultivar CCP
76.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Corroborando com os dados do Gréafico 2, no Grafico 3 (a e b), observa-se a
variacdo média dos marcadores quimicos distribuidos nas estacas com solucdo em relacdo as
estacas sem solucdo e vice-versa da cultivar CCP 76. Com isso, evidencia-se o que foi
previsto pelos graficos S-Plot, o qual torna possivel determinar os marcadores quimicos

associados as amostras antioxidante desse genotipo.
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Grafico 3 - Distribuicdo de marcadores quimicos nas estacas com solucdo em relacdo as
estacas sem solucdo (a) e nas estacas com solucdo em relacdo as estacas sem solucéo (b) da
cultivar CCP 76.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para 0 genotipo B 144, de acordo com o gréfico do S-Plot (Gréfico 4), os ions no
canto inferior esquerdo, representados por 3, 4, 14, 19 e 24 foram o0s ions que mais
contribuiram para caracterizar as amostras de estacas de caju tratadas com solucdo
antioxidante. Por outro lado, no canto superior direito do Grafico 4, ions mais caracteristicos
de estacas sem solucdo foram identificados como 1, 4, 6, 8, 16, 18, 23, 25 e 26. Portanto, 0
conjunto de ions representado por 1, 3, 4, 6, 8, 14, 16, 18, 19, 23, 24, 25 e 26 sdo 0s potenciais
marcadores quimicos responsaveis por caracterizar e discriminar os dois grupos de amostras e

consequentemente distinguir as amostras de estacas com solucdo e sem solugdo no acesso B
144,
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Grafico 4 - S-Plot dos extratos das estacas com e sem solucdo antioxidante para 0 acesso B

144,
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Fonte: elaborada pelo autor.

Corroborando com os dados da Gréafico 4, no Gréafico 5 (a e b), observa-se a

variacdo média dos marcadores quimicos distribuidos nas estacas com solucdo em relacéo as

estacas sem solucédo e vice-versa do acesso B 144. Com isso, evidencia-se o que foi previsto

pelos graficos S-Plot, o qual torna possivel determinar os marcadores quimicos associados as

amostras antioxidante desse genotipo.

Gréafico 5 - Distribuicdo de marcadores quimicos nas estacas com solucdo em relacdo as
estacas sem solucdo (a) e nas estacas com solucdo em relacdo as estacas sem solucdo (b) da

cultivar B 144.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Para 0 gendtipo B 626, com base no grafico do S-Plot (Grafico 6), os ions no
canto inferior esquerdo, representados pelos numeros 7 e 22 foram o0s ions que mais
contribuiram para caracterizar as amostras de estacas de caju tratadas com solucédo
antioxidante. Por outro lado, no canto superior direito do Grafico 6, ions mais caracteristicos
de estacas sem solugédo foram identificados como 2, 10, 17, 19 e 26. Portanto, o conjunto de
fons representado por 2, 7, 10, 17, 19, 22 e 26 sdo 0s potenciais marcadores quimicos
responsaveis por caracterizar e discriminar os dois grupos de amostras e consequentemente

distinguir as amostras de estacas com solucao e sem solucao no acesso B 626.

Grafico 6 - S-Plot dos extratos das estacas com e sem solucdo antioxidante para o acesso B
626.

S-plot (com solugdo = -1, sem solugdo = 1)

o7 26
o . *19
" ’ 10 17

B(COm)(1] (Cosreistion)
Ol
N
N

Fonte: elaborada pelo autor.

Corroborando com os dados do Gréfico 6, no Gréafico 7 (a e b), observa-se a
variacdo média dos marcadores quimicos distribuidos nas estacas com solucdo em relacdo as
estacas sem solucdo e vice-versa do acesso B 626. Com isso, da mesma forma, evidencia-se o
que foi previsto pelos graficos S-Plot, o qual torna possivel determinar os marcadores

quimicos associados as amostras antioxidante desse genotipo.
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Grafico 7 - Distribuicdo de marcadores quimicos nas estacas com solucdo em relagdo as
estacas sem solucdo (a) e nas estacas com solucdo em relacdo as estacas sem solucdo (b) do
acesso B 626.

7 22

Media (5) Media (C)

17

250 19
b) .. 2
10

Media () Media (C)

Fonte: elaborada pelo autor.

As anélises cromatograficas por UPLC-ESI-QTOF-MS(MS) foram feitas no
modo de ionizagdo negativa (ESI-) e um conjunto de cromatogramas e espectros de massas
foi gerado para cada grupo de amostra (Figura 11). Na Tabela 4, é possivel observar os 26
compostos determinados em OPLS-DA. De forma preliminar, apenas quatro metabdlitos
foram tentativamente identificados nas amostras. Também associados aos metabolitos estdo os
seus ions desprotonados [M-H] e seus fragmentos de ions, bem como o erro em partes de
milhdo (ppm) e sua possivel formula molecular. O erro em ppm (parte por milhdo) apresenta a
precisdo da massa do composto observada no espectro em MS, quanto menor 0 erro mais
precisa foi a anélise realizada.

Como mencionado anteriormente, cada ponto corresponde a um par tr-m/z e o
transporte é atribuido aos compostos identificados. Assim, os compostos foram tentativamente
identificados como: Acido citrico (2), Acido gélico (7), Epigalocatequina galato (9) e Tetra-O-
galoil-glucosideo (13). Os demais compostos ndo foram identificados, porque esse processo

de identificagcdo ainda esta em andamento.
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Figura 11 - Cromatogramas obtidos no sistema UPLC-QTOF-MSE em modo negativo (ESI)
dos extratos de: estacas, tratadas com solucdo e sem solucdo antioxidantes, dos genotipos B
144, B 626 e CCP 76.
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Tabela 4 — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em estacas de caju tratadas com e sem solugédo antioxidante da cultivar
CCP 76 e dos acessos B 144 e B 626.

Pico tr [M-H] [M-H] Fragmentos de Formula Erro Tentativa A
n°. (min) Calculado  Observado fons (MS/MS) Molecular  ppm Identificacdo Referéncias CCP 76 B 144 B 626

1 0.99 - 171.0275 - - 0.0 N.I. - +

2 128 191.0192  191.0204 173.0422; 111.0114  C4Hs0; 6.3 Acido citrico (NG et al., 2004) + +
3 2.25 - 305.0714 - - 0.0 N.I. - +

4 2.69 - 137.0244 - - 0.0 N.I. - + +

5 282 - 193.0849 - - 0.0 N.I. - +

6 2.85 - 443.1952 - - 0.0 N.I. - +

7 288 ) 169.0135 125.0249 C7HsOs 12 Acido galico (DORTZ/SfL{)a"' +
8 3.25 - 467.0829 - - 0.0 N.I. - +

O 333 4570771 457.0805  169.0118;125.0242 CaoHisOn 7.4 Ep'gaég‘;:ttgq”'”a (LIU etal., 2016) "

10 334 - 465.0656 - - 0.0 N.1. - +

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 continuagdo — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em estacas de caju tratadas com e sem solugdo antioxidante do
clone CCP 76 e dos acessos B 144 e B 626.

Pico tr [M-H] [M-H] Fragmentos de Formula Erro Tentativa A
n°. (min) Calculado  Observado fons (MS/MS) Molecular  ppm Identificagdo Referéncias CCP 76 B 144 B 626

11 3.82 - 237.0731 - - 0.0 N.1. - +

12 3.82 - 399.1277 - - 0.0 N.1. - +

. Tetra-O-galoil- (DORTA et al.,

13 390  787.0994  787.0992 169.0118; 125.0261 CasH202  -0.3 alucosideo 2014) +

14 3.93 - 439.0795 - - 0.0 N.1. - +

15 422 - 169.0123 - - 0.0 N.1. - +

16 4.27 - 169.015 - - 0.0 N.I. - +

17 43 - 939.1169 - - 0.0 N.I. - +

18 471 - 183.0275 - - 0.0 N.I. - +

19 471 - 335.0374 - - 0.0 N.1. - + +
20 4.72 - 447.0871 - - 0.0 N.I. - +

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 continuagdo — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em estacas de caju tratadas com e sem solucéo antioxidante do
clone CCP 76 e dos acessos B 144 e B 626.

Pico tr [M-H] [M-H] Fragmentos de Formula Erro Tentativa A
no. (min) Calculado  Observado fons (MS/MS) Molecular  ppm Identificacdo Referéncias CCP 76 B 144 B 626
21 517 - 197.0381 - - 0.0 N.1. - +
22 550 - 197.0437 - - 0.0 N.1. - + +
23 550 - 349.0601 - - 0.0 N.I. - +
24 6.59 - 269.0431 - - 0.0 N.I. - + +
25 6.88 - 327.219 - - 0.0 N.I. - + +

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Enxertia

Assim como foi observado no experimento de estaquia, a taxa de sobrevivéncia de
todas as mudas enxertadas com garfos obtidos a partir do acesso B 144 foi nula. Por outro
lado, as mudas enxertadas com o0 acesso B 626 nos porta-enxertos B 194, B 626 e CCP 06
atingiram 10; 37,5 e 20% de sobrevivéncia, respectivamente. J& quanto ao desempenho da
cultivar CCP 76, as mudas obtiveram 30; 37,5 e 70% de sobrevivéncia quando enxertado nos
porta-enxertos B 194, B 626 e CCP 06, respectivamente.

Esse maior nimero de plantas vivas da cultivar CCP 76, apesar de esperado, ainda
é considerado baixo comparado aos resultados obtidos na literatura, como no estudo de Melo
Filho et al. (2006) que, ao avaliar o CCP 76 com diferentes gendétipos de porta-enxertos,
atingiu uma taxa de pegamento variando de 90 a 98,25%. A menor sobrevivéncia observada
neste trabalho, pode ter relagio com o periodo em que foi realizado, marcado por
temperaturas elevadas e chuvas intensas.

Muitos fatores podem interferir no processo de enxertia em fruteiras, como
condi¢gdes ambientais e fatores fisiologicos. Geralmente, temperaturas maiores que 32 °C e
baixa umidade sdo desfavoraveis para o sucesso do método de enxertia utilizado (FRANZON;
CARPENEDO; SILVA 2010), além da interacdo entre enxerto e porta-enxerto (SERRANO et
al., 2013).

De acordo com o resumo da andlise de variancia, segundo o teste F (a=0,05),
apenas o efeito isolado dos enxertos foi significativo (Tabela 5). Tanto o efeito isolado do
fator porta-enxerto, quanto o efeito de interagcdo ndo foram significativos. Ou seja, nesse caso,
0 que determinou a sobrevivéncia das mudas ndo foram os porta-enxertos, mas sim 0s

gendtipos-copa utilizados.

Tabela 5 - Quadro de anélise de variancia para a sobrevivéncia de mudas de cajueiro em
funcdo da utilizacdo de porta-enxertos e enxertos.

Fontes de Variagio GL SQ QM F! P
Porta-enxerto (P) 2 12,2533 6,1267 1,68™ 0,2048
Enxerto (E) 2 181,6710 90,8355 24,94 < 0,0001
Interacdo P x E 4 23,2601 5,8150 1,60™ 0,2038
(Tratamentos) 8 217,1844 - -

Residuo 27 98,32685 3,6417 -

Total 35 315,5113 - -

CV (%) 49,25

Lns @ ™: Nao significativo e significativo a 1% de probabilidade, respectivamente.
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Diferente dos resultados para porta-enxertos (Tabela 6), analisando o fator enxerto
de maneira isolada, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade, as médias de
sobrevivéncia das diferentes copas utilizadas diferem estatisticamente entre si (Tabela 7). Em
sintese, independentemente do porta-enxerto utilizado, o acesso B 144 ndo sobreviveu e 0 B
626 obteve baixa sobrevivéncia em relagdo ao CCP 76.

Tabela 6 - Sobrevivéncia de mudas de cajueiro em funcéo da utilizacdo de porta-enxertos.

Sobrevivénciat

Porta-enxerto

_____________________ Y
CCP 06 30,00 a
B 626 25,00 a
B 194 13,33 a

1. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 7 - Sobrevivéncia de mudas de cajueiro em funcao da utilizacdo de enxertos.

Sobrevivéncia!

Enxerto  ~  — Y
CCP 76 45,83 a
B 626 22,50 b
B 144 0,00 c

L. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De forma similar, no estudo realizado por Silva Junior (2017), ao testar o método
de enxertia com 0s mesmos acessos sem tratamento com antioxidantes, ndo houve
sobrevivéncia do acesso B 144, apenas mudas enxertadas com o acesso B 626 obtiveram
pegamento, entretanto, em menor percentual. O que, nesse caso, pode ser um indicio de que a
presenca de antioxidante favorece o pegamento de mudas enxertadas com esse genétipo-copa.

Diversos autores mostram que a cultivar CCP 76 tem uma elevada taxa de
compatibilidade na enxertia com diversos porta-enxertos (MELO FILHO et al., 2006, PAIVA
et al., 2008 e SERRANO et al., 2013). Neste trabalho, verificou-se o insucesso na enxertia do
acesso B 144 apenas em dois genoétipos da espécie A. othonianum (B 194 e B 626) como
porta-enxertos, no entanto, é possivel que a compatibilidade com outros genoétipos da espécie,
ainda nao explorados no acervo do BAG-Caju, viabilize o método na multiplicacdo de clones
para o Banco.

A interacdo na compatibilidade entre enxertos e porta-enxertos foi observado em

estudos conduzidos com varios clones de cajueiro (SERRANO et al., 2013). Essas diferentes



o1

combinac¢Bes podem resultar em alteraces fisiologicas na planta enxertada, que por sua vez
aumentam sua capacidade de adaptacdo a diferentes condicdes ambientais (PAIVA et al.,
2008). Asante (2001) afirma que o sucesso da enxertia em Anacardidceas também esta
associado a relativa semelhanca entre os didmetros dos porta-enxertos e do garfo do genétipo.
Esse fator é limitante para os acessos de A. othonianum do BAG-Caju, visto que ha uma baixa

disponibilidade de garfos aptos para enxertia.
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5 CONCLUSAO

Dentro das condigdes experimentais deste trabalho, conclui-se que:

A estaquia ndo € um método vidvel para resgate de acessos da espécie
Anacardium othonianum, mesmo com o uso de soluc¢do antioxidante e camara Umida.

A enxertia por garfagem lateral ndo é vidvel para resgate de acessos tipicos da
espécie A. othonianum. No entanto, esse método possibilita a obtencdo de clones da mesma
espécie, de alguns acessos, cujas matrizes apresentem caracteristicas de caule e ramos menos

lignificados.

Consideracdes finais:

Outros fatores como juvenilidade, idade cronoldgica e ontogenética da planta
matriz, bem como o tipo de estaca e porcao do ramo sdo fatores que também podem interferir
no enraizamento de estacas de cajueiro, além da oxidacéo.

O perfil metabdlico, no que diz respeito aos compostos fenodlicos, de estacas
tratadas com solucdo antioxidante é diferente do perfil de estacas ndo tratadas com solucéo
antioxidante. No entanto, os compostos fenolicos, ndo atuam individualmente, mas em
conjunto com outros compostos endogenos, portanto é dificil determinar a influéncia dos

diferentes fendlicos no processo de enraizamento.
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