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RESUMO

O cajueiro (Anacardium Occidentale L.) apresenta grande importancia econdomica
para o Nordeste brasileiro, principalmente pelo uso de seu pseudofruto na industria alimenticia
e a comercializagdo das améndoas de castanha de caju no mercado mundial de nozes. A
evolugdo tecnoldgica da exploracao, visando o aumento da produtividade, tem propiciado
mudancgas no impacto de algumas doengas, sobretudo com a introdugdo de clones resistentes a
pragas. A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, ¢ a principal doenca
que afeta a cultura do cajueiro no Brasil, sendo responsavel por um nimero elevado de perdas
na producao. A resisténcia de alguns clones de cajueiro ando-precoce ja foi observada e relatada.
Entretanto, 0 mecanismo e, ou, os metabolitos associados a essa resisténcia ainda ndo foram
identificados. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o estudo metabolémico de
quatro clones: CCP 76, BRS 226, BRS 189 ¢ BRS 265 visando o mapeamento de seu
metabolismo secundario e, através de analises quimiométricas, encontrar os biomarcadores que
possam ser responsaveis pelo comportamento das plantas frente ao ataque da Antracnose. Para
1sso foi realizada a extracdo assistida por ultrassom em solugdo aquosa 70% etanol dos
compostos polares das folhas. Os extratos obtidos foram analisados em modo negativo por
UPLC-ESI-QTOF-MS(MS). O método utilizado proporcionou a tentativa de identificacdo de
40 metabolitos secundarios. A Andlise de Componentes Principais (PCA) mostrou a separagao
das amostras em grupos distintos indicando que os clones analisados apresentam diferentes
perfis metabdlicos. Através da Andlise Discriminante por Projecdes Ortogonais a Minimos
Quadrados Parciais (OPLS-DA) foi possivel identificar flavonoides, em sua maioria derivados

de quercetinas, e galotaninos como os principais biomarcadores de resisténcia a antracnose.

Palavras chaves: Cajueiro, antracnose, metabolitos secundarios, quimiometria, UPLC-QTOF-

MS(MS).



ABSTRACT

The cashew tree (Anacardium Occidentale L.) presents great economic importance
to the Northeast of Brazil, mainly because of the use of its pseudocarp in the food industry and
the commercialization of the cashew nuts in the world nut market. The technological evolution
of the crop aimed to increase the productivity, however it has led to changes in the impact of
some diseases, especially with the introduction of resistant plants. The Anthracnose caused by
the fungus Colletotrichum gloeosporioides is the main disease that affects the cashew tree in
Brazil and it is responsible for several production losses. The resistance of some clones of dwarf
cashew has already been observed and described. However, the mechanism and/or the
metabolites associated to this resistance have not been identified yet. Therefore, the present
research has the purpose of developing a metabolomics study of four clones (CCP 76, BRS 226,
BRS 189 and BRS 265) aiming to observe the secondary metabolism and, through
chemometrics, identify the biomarkers responsible to the behavior of the plants against the
attack by anthracnose. Ultrasonic assisted extraction was performed using an aqueous solution
of 70% ethanol to extract the polar compounds of the leaves. The extracts obtained were
analyzed in negative mode by UPLC-ESI-QTOF-MS(MS). The proposed method provided the
putative identification of forty secondary metabolites. Principal Component Analysis (PCA)
showed the separation of the samples into distinct groups indicating that the clones analyzed
have different metabolic profiles. The Orthogonal Partial Least Squares - Discriminant Analysis
(OPLS-DA) allowed the identification of flavonoids, mainly quercetin derivatives, and
gallotannins as the biomarkers of the resistant plants.

Keywords: Cashew tree, anthracnose, secondary metabolites, chemometrics, UPLC-QTOF-

MS(MS) .
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1 INTRODUCAO

A metabolomica ¢ uma ciéncia que tem como objetivo estudar e identificar as
moléculas essenciais aos organismos vivos, conhecidos como metabolitos primarios, assim
como, as de baixo peso molecular, ou metabolitos secundarios, que sdo produzidos por um
organismo sob um dado conjunto de condi¢des. O perfil metabdlico de uma planta pode ser
tragado para que se estude seu comportamento em resposta ao estresse induzido por agentes
fisicos, quimicos ou bioldgicos. Dessa forma, a compreensdo das fungdes fisiologicas das
plantas se torna possivel, assim como a descoberta de potenciais biomarcadores de doencas
(FUNARI et al., 2013; KRASTANOV, 2010).

A cromatografia a liquido de ultra pressao acoplado a deteccdo por espectrometria
de massas, utilizando o analisador por tempo de voo, (UPLC-QTOF-MSE) é uma plataforma
bem estabelecida e uma ferramenta analitica poderosa para o desenvolvimento de metodologias
para analise de extratos vegetais brutos. A aplicacdo desse método torna mais rapido o processo
de identificacdo estrutural de metabolitos, otimizando assim, a geracdo de conhecimento
relacionado a dinamica dos perfis metabolémicos. Portanto, essa técnica amplia o sucesso na
triagem de novos compostos biologicamente ativos, principalmente, em estudos contendo uma
grande quantidade de amostras.

Dentro dessa 6tica, estudos metaboldmicos associados a espécies vegetais tais como
0 cajueiro, sdo de suma importincia pois existe a necessidade de conhecer os perfis
metabolomicos principalmente de folhas sujeitas a estresse bidtico. A cultura do cajueiro pode
ser infectada por mais de 20 doengas, sendo a maioria causada por fungos (FREIRE;
CARDOSO; VIANA, 2002). Dentre essas doengas, a antracnose ¢ a mais dispersa, a mais
conhecida e a mais grave de todas, podendo causar prejuizos em todos os sistemas de cultivo,
pois ocorre em qualquer etapa do desenvolvimento da planta (LUIZ; DANTAS; SAMPAIO,
2009).

A antracnose acontece com maior frequéncia no periodo de emissdo de novas folhas
e no inicio da floracdo, que ocorrem em épocas de maior umidade e pluviosidade, sendo
temperaturas acima de 25 °C e umidade relativa acima de 90% as condigdes climaticas ideais
para a doenga ocorrer (MICHEREFF & BARROS, 2001). Como um mecanismo fisioldgico
natural de defesa, o cajueiro apresenta um retardamento na emissdo foliar durante as estacdes
chuvosas que podem levar a um atraso de até dois meses no inicio da colheita em algumas
regides produtoras. A quebra da dorméncia foliar s6 ocorre na presenca de um deéficit hidrico,

apresentando-se assim como uma condi¢ao de estresse essencial a planta (LOPEZ & LUCAS,
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2010).

O fungo Colletotrichum gloesporioides, ¢ o principal agente causal da antracnose
no cajueiro e pertence ao género Colletotrichum, que ¢ a forma imperfeita do género
Glomerella. Este patdgeno afeta diversas espécies tais como cereais, herbaceas, leguminosas,
ornamentais e fruteiras e penetra-se na planta através das aberturas naturais ou por ferimentos,
podendo subsistir internamente nos tecidos infectados e em sobras da cultura no solo, sendo
disseminado, principalmente, pela dgua de chuvas (autoinfecgdo) e, também, pelo vento
(aloinfecgao) (FREEMAN, 2000).

Um meio rapido de diferenciar diversas espécies de uma mesma planta, ¢ a
realiza¢dao de um estudo do metaboloma dos individuos. O estudo trata-se de uma combinagao
de técnicas analiticas, que proporciona grandes conclusdes sobre as semelhangas e diferencas
da gama dindmica de metabdlitos. Portanto, o objetivo deste trabalho ¢ a utilizacdo da analise
metabolomica, visando a identificagdo de biomarcadores que possam ser responsaveis pelo
mecanismo de defesa contra a antracnose, sendo a identificagao do perfil quimico dessa espécie
um avango substancial para o entendimento do perfil de resisténcia e suscetibilidade das folhas

do cajueiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cajueiro

2.1.1 Origem e distribuicdo geografica

A Anacardium Occidentale Linn ¢ uma planta de cultura tropical, de origem
brasileira, onde ¢ popularmente conhecida como cajueiro (SANTOS, 2011). O Brasil ¢
apontado como centro de origem da espécie que ¢ encontrada em grandes extensdes de
diferentes habitats do pais. O centro primdrio de diversidade genética do género Anacardium
localiza-se na regido amazdnica e o centro secundario estd nos cerrados do Brasil central. No
nordeste, verifica-se que hd uma maior diversidade e adaptagdo da espécie cultivada, sendo
encontrada em varios ecossistemas, principalmente em zonas costeiras, compondo a vegetagao
de praias, dunas e restingas (PAIVA; CRISOSTOMOS; BARROS, 2003).

A capacidade de adaptagdo do cajueiro as mais diversas condi¢des ambientais
despertou o interesse dos colonizadores do Brasil no século 16, levando-os a dispersar essa
planta em outros paises. Atualmente, o cajueiro encontra-se disseminado em uma grande faixa
tropical do mundo, que compreende desde o sudeste da Florida até a Africa do Sul (SANTOS-
SEREJO et al., 2009).

2.1.2 Aspectos botanicos

Pertencente a familia Anacardiaceae, a Anacardium Occidentale L. € a Unica
espécie cultivada e a mais dispersa do género (SANTOS, 2011). A Anacardiaceae ¢ composta
por cerca de 76 géneros e 600 espécies de arvores e arbustos, incluindo espécies frutiferas
populares como a manga, o caja, o umbu, o pistache e a seriguela (CORREIA et al., 2006).

O cajueiro ¢ uma planta perece, adaptado ao clima quente e seco, com ramificagao
baixa e tronco tortuoso. Apresenta como condigdes adequadas para o cultivo: altas
temperaturas, sendo a média de 27 °C a mais apropriada, umidade relativa do ar entre 70 e 80%,
e regime pluviométrico de 800 a 1600 mm anuais distribuidos de cinco a sete meses e, nos
demais meses, pouca intensidade de chuva. Uma estagdo seca bem definida se constitui a
condi¢do basica para floragdo, polinizagdo e formacao de frutos do cajueiro (BARROS et al.,
1993).

Na natureza ha dois tipos de cajueiros classificados de acordo com o seu porte,
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denominados de cajueiro comum e ando-precoce. A planta do cajueiro comum, também
conhecido como gigante, ¢ a mais difundida e se caracteriza pelo grande porte, com altura
variando entre 8 ¢ 15 m e envergadura de copa atingindo até¢ 20 m. O cajueiro anao-precoce
apresenta porte baixo, com uma altura inferior a 4 m, copa homogénea e¢ diametro do caule ¢
envergadura de copa inferiores ao do tipo comum (CRISOSTOMO et al., 2001). Na Figura 1,

tém-se apresentado as duas plantas.

Figura 1 - Tipos de cajueiro: cajueiro comum (1) e cajueiro andao-precoce (2).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Segundo SANTOS-SEREJO (2009) as duas plantas apresentam folhas simples,
inteiras, alternas, com textura subcoriacea, glabras e peciolo curto, com dimensdes que variam
de 10 a 20 cm de comprimento e de 6 a 12 cm de largura. Essa espécie apresenta inflorescéncia
do tipo panicula terminal com flores masculinas (estaminadas) e hermafroditas. As flores sao
pequenas, com pedicelos curtos, ramificadas, com coloragdes que variam de avermelhadas a
purpuras. A primeira floragdo do cajueiro comum ocorre entre 2 a 5 anos € a do cajueiro ando
entre 6 a 18 meses, caracterizando uma precocidade em relagdo ao do tipo comum
(CAVALCANTTI et al., 2013).

O fruto do cajueiro, popularmente conhecido como castanha de caju, ¢ um aquénio
reniforme que consiste de epicarpo, mesocarpo, endocarpo € améndoa. O mesocarpo € espesso,
alveolado e repleto de um liquido escuro, viscoso, cdustico e inflamével, chamado de liquido
da castanha do caju (LCC). A améndoa da castanha de caju (ACC), parte comestivel do fruto,
¢ constituida de dois cotilédones carnosos e oleosos, como mostra a Figura 2 (MAZZETTO;
LOMONACO; MELE, 2009). O pseudofruto ¢ o resultado de uma hipertrofia sofrida pelo
pedunculo floral, que o torna carnoso e nutritivo (BARROS et al., 1993).
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Figura 2 — Partes da planta Anacardium Occidentale L.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

2.1.3 Cajueiro ando-precoce

O cultivo do cajueiro ando-precoce tem se desenvolvido devido ao seu pequeno
porte e a sua produgdo precoce e elevada. A produgdo desses clones ¢ feita, inicialmente, através
do melhoramento da base genética natural com posterior clonagem dos individuos que
apresentam caracteristicas desejaveis utilizando a propagacao vegetativa de partes da planta,
tais como células, tecidos, orgdos ou propagulos (JUNIOR & CHAVES, 2001).

O cajueiro do tipo ando-precoce representa um avango na modernizagdo desta
cultura e ¢ utilizado como alternativa ao cajueiro do comum que apresenta baixa produtividade
e dificuldades na colheita devido a fatores como: multiplicacdo por semente, polinizagao
cruzada e alta estatura, que dificulta as praticas culturais como poda e controle fitossanitario.
Com a expansao do cultivo do cajueiro ando ¢ possivel favorecer todos os segmentos do
agronegocio do caju, visto que obtém-se um incremento na produtividade dos pomares e na
uniformidade do produto cultivado (CRISOSTOMO et al., 2001).

Entretanto, a expansao desta cultura tem como consequéncia a quebra do equilibrio
bioldgico, devido a substituigdo da elevada diversificagdo genética dos cajueiros comuns por
uma maior homogeneidade e vulnerabilidade das plantas selecionadas para melhoramento
genético. Como resultado hd uma tendéncia para o surgimento de novas doencas e pragas, assim
como o incremento das ja existentes, que vém se multiplicando devido a existéncia de genotipos

susceptiveis na populacao (GHINI; HAMADA; BETTIOL, 2011).
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2.1.4 Propriedades terapéuticas

As plantas medicinais com propriedades terap€uticas sdo de grande relevancia em
todo o mundo, especialmente em paises em desenvolvimento, pois apresentam-se como
alternativas de baixo custo e de facil acesso (SILVA et al., 2007). Dentre essas plantas, o cajueiro
¢ descrito ha muitos anos como uma fonte fitoterdpica importante devido a grande quantidade
de compostos fendlicos que o compde (SANTOS et al., 2013).

Em paises da América do Sul e da Africa Ocidental, o cajueiro é amplamente
utilizado na medicina popular para o tratamento de disturbios gastrointestinais, dermatites,
problemas respiratorios, dores de cabega e doencgas infecciosas. A literatura relata atividades
farmacoldgicas comprovadas definindo a Anacardium Occidentale L. como uma planta anti-
inflamatoria, antidiabética, antisséptica, anti-hemorragica e anti-hipertensiva (JARDIM et al.,
2005; SILVA et al., 2007; LEITE et al., 2016). A Figura 3, relaciona as partes da planta com os

seus respectivos efeitos medicinais.

Figura 3 — Propriedades medicinais do cajueiro.

|
da casca 5 . B
N t F

‘ ~—

' Extrato o .
o Antidiaic das Tollias o Folhas novas: Anti-inflamatorio
o Folhas adultas: Tratamento de
A ."7

. problemas de pigmentacdo da
" pele

o Antisséptico
o Vermifugo

o Prevencdo de
doengas
. ‘\:w

cardiovasculares

* Disturbios gastrointestinais
o Tratamento <+ Inflamagdo da garganta
* Ulceras na boca

o Anti-hemorragico
o Anti-hipertensivo
o Analgésico

Infusio
das folhas

Fonte: Elaborada pelo autor.
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2.1.5 Importancia Econémica

O principal produto de exploragdo do cajueiro € a castanha, que representa 90% da
renda gerada pelo processamento e beneficiamento do caju no Brasil. E da castanha que se
obtém a améndoa que apresenta alto valor econdmico no mercado internacional de nozes e
destina-se tradicionalmente ao mercado externo, gerando divisas na ordem de 220 milhdes de
dolares anuais ao mercado brasileiro. Os principais paises consumidores dessa castanha sdao os
Estados Unidos, a Holanda e o Canada, que respondem por 70% das importacdes (BARRETO
et al., 2014).

O LCC, oriundo do mesocarpo, também ¢ produto de exportagdo, e ¢ utilizado na
fabricacdo de resinas e polimeros (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009). O pedunculo
pode ser consumido in natura e possui amplo potencial de aproveitamento na industria
alimenticia sendo utilizado para a fabricagdo de polpas, sucos, geleias, doces, vinhos,
aguardentes e refrigerantes, tanto em escala industrial como artesanal (PAIVA et al., 2006;
BARRETO et al., 2014).

No Brasil, o cajueiro ¢ cultivado em cerca de 650 mil hectares sendo os principais
produtores os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Piaui e Bahia que juntos concentram
98% da produgio nacional, como pode ser observado na Tabela 1. Segundo CRISOSTOMO et
al (2001) a expansao da cultura nesses estados, deve-se, principalmente, as condi¢oes climaticas
favoraveis, ao baixo preco das terras, a maior concentragdo de industrias de beneficiamento de
castanhas e pedunculos e ao grande incentivo proporcionado pelo governo federal, através da

Sudene (Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste).

Tabela 1 — Produgao de castanha de caju nos estados brasileiros em 2015.

Estados Brasileiros Area Plantada Area Producio Rendimento
(ha) Colhida (ha) (ton) (kg/ha)
Para 3.110 2.945 1.651 561
Ceara 402.215 374.423 52.118 139
Rio Grande do Norte 96.841 78.755 22.337 284
Piaui 91.120 87.377 12.751 146
Bahia 20.898 20.778 6.367 306
Mato Grosso 883 652 256 393

Fonte: IBGE — 2016 — posicdo: Agosto/2016
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A agroindustria do caju também tem um importante papel social, principalmente no
Nordeste, visto que promove a expressiva geragao de empregos diretos e indiretos. Sao mais de
200 mil empregos gerados no campo em épocas de colheita e cerca de 15 mil na industria. Dessa
forma, a flutuagao de renda no periodo de entressafra das demais espécies cultivadas na regido,
tais como o feijdo e o milho, ¢ reduzida (LIMA, 2013).

Os estados do Pard e Mato Grosso apresentam um numero reduzido de areas
plantadas devido, principalmente, as condi¢des adversas a exploragdo comercial do cajueiro.
Porém observa-se que essas regioes possuem um maior rendimento do produto cultivado do
que a regido nordeste. Isso se deve, principalmente, a severidade das doengas e pragas que
atacam as plantas do Nordeste brasileiro, causando grandes perdas na producao. Essas perdas
tendem a ser mais elevadas quando uma grande quantidade de plantas sdo cultividadas em uma
mesma area (GHINI, 2011).

A producdo de castanha de caju e a extensdo de areas plantadas e colhidas tém
diminuido no Brasil (Tabela 2) como um todo. Isso ¢ resultado de fatores como extensos
periodos de seca, que levam a morte de um elevado niimero de plantas de cajueiro comum, e
problemas fitossanitarios ligados a doengas e pragas. A chamada “chuva do caju” ¢ essencial
para que ocorra a elevacao da umidade, caracteristica fundamental para que haja a fecundagao
das flores, evitando, assim, o abortamento. Além disso, doengas como a antracnose sao
responsaveis por comprometer o rendimento e qualidade dos produtos obtidos do cajueiro, e

pode causar até 40% de perdas (FREIRE; CARDOSO; VIANA, 2002).

Tabela 2 — Desempenho do agronegdcio do caju no Brasil.

ANO AREA PLANTADA AREA COLHIDA PRODUCAO OBTIDA (t)

(ha) (ha)
2013 708.808 695.289 109.679
2014 656.463 627.137 107.713
2015 638.294 585.966 104.475

Fonte: IBGE — 2016 — posigdo: Agosto/2016

O panorama mundial do mercado de caju envolve cerca de 40 paises produtores, no
qual o Sudeste da Asia e a Africa ocidental destacam-se por produzirem, juntos, cerca de 3
milhdes de toneladas de castanha de caju, o que representa 90% da produgdo mundial. No

ranking mundial de produtores, o Brasil ocupa a sétima posi¢do. A grande maioria dos paises
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que competem com o Brasil na producao de castanha de caju dispdem de mao-de-obra de baixo
custo e empregam um processo manual com alto desempenho, que garantem a qualidade e
quantidade das castanhas produzidas. Além disso, o nimero de terras disponiveis para plantagao
nesses paises ¢ bastante elevado (MAZZETTO; LOMONACO; MELE, 2009; RABANY;
RULLIER; RICAU, 2015).

2.2 Antracnose

O cajueiro ¢ uma cultura que pode ser infectada por mais de 20 doengas, sendo a
maioria causada por fungos. Dentre essas doencas, a antracnose ¢ a mais dispersa, a mais
conhecida e a mais grave de todas, podendo causar prejuizos em todos os sistemas de cultivo,
pois ocorre em qualquer etapa do desenvolvimento da planta (FREIRE et al., 2002).

A antracnose acontece com maior frequéncia no periodo de emissao de novas folhas
e no inicio da floracdo, que ocorrem em épocas de maior umidade e pluviosidade, sendo
temperaturas acima de 25 °C e umidade relativa acima de 90% as condi¢des climaticas ideais
para a doenga ocorrer (MICHEREFF & BARROS, 2001). Como um mecanismo fisioldgico
natural de defesa, o cajueiro apresenta um retardamento na emissao foliar durante as estacdes
chuvosas que podem levar a um atraso de até¢ dois meses no inicio da colheita em algumas
regides produtoras. A quebra da dorméncia foliar s6 ocorre na presenca de um deéficit hidrico,
apresentando-se assim como uma condi¢@o de estresse essencial a planta (LOPEZ & LUCAS,
2010).

O fungo Colletotrichum gloesporioides, ¢ o principal agente causal da antracnose
no cajueiro. Pertence ao género Colletotrichum, que € a forma imperfeita do género Glomerella.
Este patogeno afeta diversas espécies tais como cereais, herbaceas, leguminosas, ornamentais
e fruteiras e penetra-se na planta através das aberturas naturais ou por ferimentos, podendo
subsistir internamente nos tecidos infectados e em sobras da cultura no solo, sendo disseminado,
principalmente, pela dgua de chuvas (autoinfeccdo) e, também, pelo vento (aloinfec¢do)
(FREEMAN, 2000).

Os sintomas da antracnose podem ser observados em toda a parte aérea da planta,
entretanto, sdo mais comumente encontrados nas folhas. Uma planta que € suscetivel a
antracnose exibe os seguintes sintomas da doenca: lesdes necroticas que sdo irregulares e
apresentam-se inicialmente com uma cor parda em folhas jovens, tornando-se avermelhadas a
medida que as folhas envelhecem. Quando o ataque é severo, as folhas tendem a ficar

enegrecidas e retorcidas, como se tivessem sofrido a ag¢do do fogo, e tendem a cair
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posteriormente. Os frutos também sdo afetados e causam grandes prejuizos ao pomar

(CARDOSO et al., 2015). Os sintomas citados sdo representados na Figura 4.

Figura 4 — Sintomas da antracnose no cajueiro.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As principais medidas de controle da doenca sdo feitas antes da progressao da
mesma no pomar, visando reduzir o inoculo inicial. Tais medidas consistem em eliminar os
restos culturais, realizar frequentes podas de limpeza e controle quimico preventivo através do
uso de fungicidas a base de oxicloreto de cobre. Apesar do crescente nimero de patdogenos e
pragas que surgiram apds o estabelecimento de extensos plantios de clones de cajueiro ando-
precoce, justificando a necessidade do uso de defensivos a fim de evitar danos a planta, a
maioria dos pedinculos produzidos atualmente sdo comercializados livres de fungicidas

(SANTOS-SEREJO et al., 2009).

2.2.1 A antracnose e os clones de cajueiro anao-precoce.

Na Tabela 3 as caracteristicas dos quatro clones de cajueiro ando-precoce sao
apresentadas, incluindo a resisténcia das plantas a antracnose. Estdo especificadas na tabela as
quatro espécies que serao estudadas para possivel identificagdo dos metabolitos responsaveis

pela resisténcia do cajueiro a antracnose.
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Tabela 3 — Principais caracteristicas de clones de cajueiro ando-precoce cultivados em Pacajus

(CE).
CLONES DE CAJUEIRO ANAO-PRECOCE
CARACTERISTICAS
Clone 1 Clone 2 Clone 3 Clone 4
CCP 76 BRS 226 BRS 189 BRS 265
Altura da planta (m) 2,70 1,40 3,20 2,55
Produtividade (kg/ha) 12370 470 @ 562 1155@
Coloraciao do pedunculo Laranja Laranja Vermelha Vermelha
Explorac¢ao comercial Sequeiro e irrigado Sequeiro Irrigado Sequeiro
(cultivo)
Resisténcia a antracnose Resistente Resistente Resistente Suscetivel

(1) Produtividade no sétimo ano de idade; (2) Produtividade no quarto ano das plantas no municipio de Pio IX,
Pl1; (3) Produtividade no sexto ano de idade.

Fonte: Cavalcanti & Barros (2009)

De acordo com os dados da tabela, identifica-se que fatores como produtividade,
coloracdo do pedunculo e tipo de cultivo podem ndo possuir influéncia sobre a resisténcia ou
suscetibilidade do cajueiro a antracnose. Portanto, o estudo metaboldmico das plantas ¢
necessario para que se determine quais os possiveis fatores, tais como produgdo de metabdlitos
secundarios, que estdo relacionados a essa caracteristica presente, em apenas, alguns clones de

cajueiro ando-precoce.

2.3 Metabdlitos secundarios

Ao conjunto de reagdes quimicas que ocorrem continuamente dentro de cada célula
déa-se o nome de metabolismo. Essas reagdes tém sua direcdo definida por enzimas especificas
através de rotas metabdlicas e os compostos quimicos produzidos, degradados ou simplesmente
transformados por elas sdo chamados de metabdlitos, que por sua vez sao divididos em duas
grandes classes: metabolitos primarios € metabolitos secundarios. Apesar de serem classificadas
separadamente, as reacdes bioquimicas ndo ocorrem independentemente dentro do organismo
(SIMOES et al., 2003).

O metabolismo primdrio envolve processos de sintese e utilizagdo de espécies
quimicas essenciais como agucares, aminoacidos, acidos graxos e nucleotideos, tendo como
percursor a fotossintese. E portanto parte fundamental de todos os seres vivos e tém como

principal fungdo garantir o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias
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fundamentais das células (CASTRO et al., 2004).

Os compostos secundarios sdo produzidos de forma restrita na natureza, como
resultado da especializagdo celular e suas manifestacdes durante certas fases do
desenvolvimento do organismo produtor. Sua presenca estd limitada a uma espécie ou a
espécies relacionadas, e sdo resultado da adaptagdo as condigdes ambientais na sobrevivéncia
e perpetuacdo dos individuos. Esses metabdlitos podem ser divididos em trés grupos
quimicamente diferentes, sendo eles: terpenos, compostos fenolicos e compostos nitrogenados
(CASTRO et al., 2004; TAIZ & ZEIGER, 2013).

Para as plantas os compostos secundarios desempenham fungdes ecologicas
importantes, tais como a prote¢do contra herbivoros e microrganismos patogénicos, a atragao
de animais polinizadores e dispersores de sementes, € a atuagdo na competi¢ao planta-planta e
nas simbioses plantas-organismos (TAIZ & ZEIGER, 2013). Variagdes nos metabdlitos
secundarios de uma planta podem ocorrer e sdo induzidas por fatores como sazonalidade,
estagio de desenvolvimento e idade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade de agua,
radiagdo UV, altitude, composi¢do da atmosfera e nutrientes dos solos (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007).

Com base na literatura, a Tabela 4 foi montada contendo os principais metabolicos
secundarios presentes na espécie Anacardium Occidentale L. As formulas estruturais dos

metabolitos descritos sdo representadas na Figura 5.

Tabela 4 — Metabolitos secundarios identificados na espécie Anacardium Occidentale L.

Metabélito Formula Peso Orgio vegetal Referéncia
secundario molecular molecular
(g/mol)
Acido 2-hidroxi-6- C22H3605 348,51 Pedunculo; Castanha (FADEYTI et al, 2015;
pentadecil benzoico (fruto); LCC MAZZETTO, 2009)
(acido anacardico)
2 Miricetina Ci5H100g 318,24 Pedunculo; Folhas (FADEYT et al, 2015)
3 Quercetina CisH1007 302,24 Pedunculo; Folhas (FADEYT et al, 2015);
(CHAVES et al., 2010)
4 Camferol Ci5H1006 286,23 Pedunculo (FADEYTI et al, 2015)
5 Ramnetina CisH1207 316,26 Pedunculo (FADEYTI et al, 2015)
6 Cianidina Ci5sH1106 287,24 Pedunculo (FADEYTI et al, 2015)
7 Peonidina Ci6H1306 301,27 Pedunculo (FADEYTI et al, 2015)
8 Cardanol C21H360 304,50 Castanha (fruto); LCC (FADEYT et al, 2015;
MAZZETTO, 2009)
9 Acido Salicilico C7HeOs3 138,12 Castanha (fruto) (FADEYTI et al, 2015)
10 Etil Galato (EG) CoH 1005 197,16 Flores (FADEYTI et al, 2015)
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Tabela 4 continuacdo — Metabolitos secundarios identificados na espécie Anacardium
Occidentale L.

11 Quercetina-3- C21H20012 459,33 Flores (FADEYT et al, 2015)
galactosidio

12 Beta-sitosterol C29Hs500 414,70 Folhas (FADEYTI et al, 2015)

13 Apigenina Ci5H1005 270,23 Folhas (CHAVES et al., 2010)

14 Agatisflavona C30H13010 540,46 Folhas (CHAVES et al., 2010)

15 Amentoflavona C30H18010 537,44 Folhas (CHAVES et al., 2010)

16 Cardol C21H3602 320,50 LCC (MAZZETTO, 2009)

17 2-metilcardol C»H340, 334,52 LCC (MAZZETTO, 2009)

18 Acido cafeico CoHsO4 180,16 Frutos (Vermelho (LEITE et al., 2016)
e amarelo)

19 Acido sinapinico C11H1205 224,21 Frutos (Vermelho (LEITE et al., 2016)
e amarelo)

20 Acido galico C7HsO5 170,12 Frutos (Vermelho (LEITE et al., 2016)

e amarelo); casca

21 Catequina Ci5H1406 290,26 Casca (VILAR et al., 2016)

22 Epicatequina Ci5H1406 290,26 Casca (VILAR et al., 2016)

23 Epigalocatequina Ci5H1407 458,372 Casca (VILAR et al., 2016)

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 5 — Formulas estruturais dos metabolitos secundérios da Tabela 4.
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Fonte: Elaborada pelo autor
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2.3.1 Metabolomica

A importancia da demanda por constituintes do metabolismo secundario das plantas
tem aumentado e estimulado a procura por novos compostos que possuem atividades bioldgicas
e terapéuticas (SANTOS et al., 2013). A metabolomica € uma ciéncia que tem como objetivo a
identificacdo e quantificacao do conjunto de metabolitos totais produzidos ou modificados por
um determinado sistema (célula, tecido ou organismo) sob um dado conjunto de condi¢des
(FRAIGE, 2012; KRASTANOY, 2010).

O perfil metabdlico de uma planta pode ser tragado para que se estude seu
comportamento em resposta ao estresse induzido por agentes fisicos (luz UV, calor,
desidratacdo), quimicos (fa&rmacos e agroquimicos) ou bioldgicos (patdgenos). Dessa forma, a
compreensdo das fungdes fisiologicas das plantas se torna possivel, assim como a descoberta
de potenciais biomarcadores de doengas (FUNARI et al., 2013; KRASTANOV, 2010).

Os estudos metabolomicos baseiam-se em andlises comparativas sobre perfis
metabolicos individuais obtidos para diferentes amostras. Portanto, a metaboldmica demonstra
ser bastante util na investigacdo metabolica de variedades de interesse agricola e pode ser
utilizada para comparacdo de plantas geneticamente modificadas (FUNARI et al., 2013). O
interesse por esse novo campo de pesquisa também estd na sua capacidade de descobrir
compostos ativos, que nao sdo passiveis de serem identificados por métodos convencionais, em
extratos de plantas complexos (ERNST et al., 2014).

Uma preocupacao em todos estudos metaboldmicos ¢ a aquisi¢ao de dados de alta
qualidade. Isso envolve o cuidadoso planejamento de experimentos, medi¢des analiticas e
aplica¢do de métodos estatisticos no processamento dos dados. Por isso, neste trabalho se faz a
associacdo de técnicas analiticas eficientes para o estudo da metabolomica como a
espectrometria de massas e a posterior analise dos dados obtidos utilizando técnicas

quimiométricas.

2.4 Métodos Analiticos

2.4.1 UPLC-ESI-QTOF-MS(MS)

A cromatografia liquida de ultra pressao (UPLC) foi desenvolvida como alternativa

ao sistema convencional de cromatografia liquida de alta performance (HPLC), a fim de se

obter uma maior eficiéncia na separagdo cromatografica dos compostos. Esta técnica permite a
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utilizagdo de colunas de menor comprimento, empacotadas com fases estacionarias contendo
particulas de tamanho inferior a 2 pm que conferem maior resolugao cromatografica e facilitam
a separacao de analitos dos interferentes proporcionando uma maior sensibilidade de deteccao
(IGLESIAS, 2012).

A coluna cromatografica é aplicada uma alta pressdo, que minimiza o tempo de
andlise fazendo com que os analitos eluam da coluna mais rapidamente, concentrando-se na
fonte de ionizagdo e contribuindo, assim, para a obtengcdo de limites de deteccao
consideravelmente mais baixos. A alta pressao também contribui para a reducao do consumo
de solvente. Devido a essas caracteristicas o UPLC ¢ largamente utilizado para analises de
produtos naturais ¢ medicamentos a base de plantas, que possuem matrizes complexas
(REDDY; BALAMMAL; KUMAR, 2012).

A espectrometria de massas (MS), apresentada no esquema da Figura 6, ¢
amplamente utilizada como detector em cromatografia, pois permite a obtenc¢ao de informagdes
tanto qualitativas quanto quantitativas, sendo altamente seletivo aos compostos de interesse
(HARRIS C., 2012). Destaca-se também pelo seu carater universal, onde a condig@o basica para
um analito ser analisado ¢ a capacidade de ser ionizado, e por sua versatilidade que permite o
acoplamento de diferentes tipos de sistemas de insercdo de amostras. No espectrometro de
massas a caracterizacao das moléculas ¢ feita através da razao massa sobre carga (m/z) dos ions,
determinando o peso molecular e informagdes importantes sobre a fragmentagao das estruturas

quimicas das mesmas (IGLESIAS, 2012).

Figura 6 — Esquema basico de um Espectrometro de Massas.
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Fonte: Adaptagdo de Daniel C. Harris, 2012.

O modo de ionizagao utilizado nesse estudo foi o electrospray. Nesta técnica a amostra

liquida proveniente da coluna cromatografica entra no capilar do nebulizador juntamente com
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um fluxo continuo de gas Na(g), onde ¢ aplicada uma alta tensdo. O potencial elétrico aplicado
da origem a um excesso de carga na fase liquida através de reagdes redox, gerando um forte
campo elétrico na saida do nebulizador que, combinado com o fluxo de gas inerte, cria um fino
aerossol com particulas carregadas positiva ou negativamente, dependendo do potencial
aplicado (REDDY; BALAMMAL; KUMAR, 2012). As goticulas carregadas comecam a
diminuir de tamanho devido a evaporagdo do solvente, até o momento em que sdo obtidos os
ions de interesse. A ESI se aplica muito bem a compostos de polaridade média a alta e por esta
razao tem extensa aplicabilidade nos campos farmacéutico, de alimentos e produtos naturais. A
Figura 7 ilustra o processo de formagdo de ions numa fonte de electrospray (HARRIS C.,

2012) .

Figura 7 — Esquema da fonte de ionizagdo por electrospray.
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Fonte: Daniel C. Harris, 2012.

O analisador de massas utilizado para separar os ions de acordo com sua relagao
m/z fo1 o quadrupolo — tempo de voo (Q-ToF), uma unido dos analisadores quadrupolo e tempo
de voo (TOF). O quadrupolo ¢ formado por quatro barras paralelas, onde as barras opostas sao
conectadas ao mesmo potencial elétrico. Uma combina¢ao de corrente continua (DC) e
radiofrequéncia (Rf) € aplicada nas barras e essas voltagens podem ser ajustadas para permitir
a transmissao de somente um ion de interesse (modo sele¢do) ou de modo a se obter um espectro
de massas (modo varredura) a partir do monitoramento dos ions que atingem a extremidade do

quadrupolo sem tocar nos polos.
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Os analisadores time of flight (TOFs) sao formados por tubos metéalicos sob vacuo
e isolados do campo externo. Os ions, ao entrarem no analisador, sdo acelerados em dire¢do ao
detector por meio de um potencial repulsivo aplicado no inicio do TOF e sdao levados com uma
energia cinética igual a %> mv?, na qual “m” ¢ a massa do ion e “v” a sua velocidade. Desse
modo, sendo a energia cinética a mesma e a massa diferente, os ions mais leves se deslocaram
mais rapidamente que os ions mais pesados, se deslocando em dire¢@o ao detector em ordem

crescente de massa (IGLESIAS, 2013; LANCAS, 2013).

2.4.2 Quimiometria

O estudo metabolomico das plantas associado as técnicas analiticas modernas gera
uma grande quantidade de dados complexos que sdo dificeis de resumir e interpretar sem o uso
de ferramentas estatisticas adequadas. O uso de ferramentas quimiométricas, por exemplo,
Andlise de Componentes Principais (PCA), Minimos Quadrados Parciais para Estruturas
Latentes (PLS) e PLS ortogonais (OPLS) sdo, portanto, de grande importancia para que se possa
fazer uma melhor avaliagdo desses conjuntos de dados e assim obter informacdes relevantes a
partir deles (ERNST et al., 2014; WIKLUND et al., 2008).

A quimiometria pode ser definida como uma area da quimica que utiliza
ferramentas matematicas e estatisticas para planejar e otimizar procedimentos experimentais,
bem como, extrair o maximo de informacdo quimica relevante com a andlise dos dados de
natureza multivariada (FERREIRA, 2015).

A aplicacdo dos diferentes métodos quimiométricos depende do conjunto de dados
que esta sendo submetido a andlise. O primeiro passo para a analise quimiométrica consiste em
realizar a andlise exploratoria num espago multivariado de dados, que ocorre sem o prévio
conhecimento sobre a natureza da amostra ou o grupo a qual pertence (ROUSSEL et al., 2014).
Esse método ¢ amplamente utilizado para detectar regularidades e padrdes de associagdo numa

matriz de dados (FERREIRA, 2015).

2.4.2.1 Anadlise de componentes principais (PCA)

A PCA ¢ um método de analise multivariada que tem como objetivo reduzir a
dimensionalidade de um conjunto de dados que possuem certa colinearidade entre si, ou seja,
que sdo correlacionados e apresentam-se redundantes. Essas colinearidades demonstram que a

matriz X de dados apresenta algum tipo de variabilidade dominante que engloba a maioria da
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informacao disponivel. Tais redundancias e pequenas variabilidades devem ser removidas e,
para isso, a PCA expressa as informagdes mais significativas contidas nas varidveis originais
em um menor nimero de novas variaveis, denominadas componentes principais ou PCs de X
(ROUSSEL et al., 2014; WIKLUND et al., 2008).

As PCs sao formadas a partir da combinacao linear das variaveis originais de forma
que a primeira componente principal, PC1, descreve a variagdo maxima da matriz de dados, ou
seja, contém o maximo de informagdes significativas dos dados originais e pode ser definida
como o melhor ajuste da reta no espaco multidimensional. A segunda componente principal €
ortogonal a primeira e captura a variancia comum em sua dire¢ao, porém em menor quantidade
que a primeira. As préximas componentes principais sdo calculadas em ordem decrescente de
significancia (WEHRENS, 2011).

Dessa forma as informagdes relevantes dentro de um conjunto de dados sdo
separadas e a sua visualiza¢do se torna mais facil, sendo possivel descobrir e interpretar as
diferengas existentes entre as varidveis e examinar as relacdes que podem existir entre as
amostras (FERREIRA, 2015).

As componentes principais de X podem ser calculadas através de uma grande
variedade de algoritmos, porém a decomposi¢do por valores singulares (SDV) ¢ o mais
empregado (WIKLUND et al., 2008). Neste algoritmo, a matriz de dados X (I x J), onde as I
linhas sdo as amostras e as J colunas as variaveis, ¢ decomposta como produto de duas novas
matrizes ortogonais entre si, a matriz de scores T e a matriz de loadings P, mais uma matriz de

residuos (ruidos estatisticos). Assim, a equacgdo pode ser escrita na forma:

X=TP+E (eq. 1)

Onde T contém as coordenadas das amostras no eixo das componentes, contendo o
mesmo numero de linhas da matriz original, usualmente o niumero de amostras. A matriz P
contém a informacao de como as variaveis originais estao relacionadas as componentes. Nessa
ultima matriz, o nimero de colunas ¢ igual ao niimero de colunas na matriz original, usualmente

relacionado ao nimero de variaveis (KHAKIMOYV et al., 2015).

2.4.2.2 Regressao pelo Método dos Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Aregressao por minimos quadrados parciais pode ser entendida como uma extensao

da PCA e trabalha com duas matrizes, X e Y, sendo a primeira a matriz de varidveis
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independentes e a outra, a matriz de variaveis respostas. Seus principais objetivos sdo aproximar
essas duas matrizes e moderar a relagdo entre elas, através do uso de fatores (FERREIRA,
2015).

Nesse método de calibragao multivariada, a matriz de dados X ¢ decomposta num
novo espaco, chamado de varidveis latentes (LVs), contendo a matriz de scores T e loadings P
(equagdo 2), que explicam a méxima varidncia dos espectros originais. As variaveis
dependentes Y intervém diretamente na decomposi¢do em componentes principais das
variaveis independentes X. Essas duas matrizes sao decompostas simultaneamente em uma
soma de variaveis, através das equagdes 2 e 3. Dessa forma, cada componente principal, que
relaciona X e a propriedade de interesse Y, ¢ obtida maximizando a covariancia entre os scores

T, da matriz X, e Y (FERREIRA, 2015; WIKLUND et al., 2008).

X=TP+E (eq.2)
Y=UQ+F (eq. 3)

Na equagdo 3, U representa a matriz de scores, Q’ a matriz de loadings e F sdo os
residuos da matriz Y. A PLS ¢, as vezes, subdividido em andlise de regressdao e analise
discriminante, a PLS-DA. Na analise discriminante, as amostras sdo alocadas em classes

discretas apropriadas (WIKLUND et al., 2008).

2.4.2.2.1 Analise Discriminante por Projecoes Ortogonais a Estruturas Latentes (OPLS-
DA)

O conceito de filtracdo ortogonal foi recentemente introduzido ao modelo PLS,
como sendo a remogao da variancia ortogonal a variagcdo de interesse. Esse filtro tem a fungao
de retirar da matriz X as informagdes nao relacionadas com Y (TRYGG; WOLD, 2002).

A vantagem da OPLS em relagdo a PLS ¢ que o modelo ¢ rotacionado de modo que
a separacdo de classes ¢ encontrada na primeira componente preditiva, tp, também referida
como a variacdo correlacionada, e a variacdo nao relacionada a separacao das classes €
observada em componentes ortogonais, também referidas como varia¢cdo ndo correlacionada.
Essa separacgao entre os componentes preditivas e ortogonais facilita a interpretacdo do modelo.
Na Figura 8, estd representada a diferenciacdo entre os modelos PLS-DA e OPLS-DA
(WIKLUND et al., 2008).
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Figura 8 — Representacdo geométrica da diferenca entre os modelos PLS-DA e OPLS-DA.
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Fonte: WIKLUND et al., 2008.

O S-plot visualiza a influéncia de determinadas variaveis em um modelo. E um
grafico de dispersdo que combina a covaridncia e a correlagdo de graficos de loadings
resultantes de um modelo baseado em projecdo, por exemplo, o componente preditivo tp, de
um modelo OPLS-DA. Isto corresponde a combinagcdo da contribui¢do ou magnitude
(covariancia) com o efeito e confiabilidade (correlagdo) para as varidveis do modelo com
relacdo aos componentes do grafico de scores (WIKLUND et al., 2008). Segundo GOMES
(2013) o S-plot torna mais facil a visualizagdo de biomarcadores tnicos de uma amostra em
uma comparac¢ao entre duas amostras diferentes e, por esta razdo, ¢ amplamente utilizado em

estudos metaboldémicos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
%+ Realizar um estudo metabolomico para avaliar quais sdo os biomarcadores responsaveis
pela resisténcia de cajueiro a antracnose (Infec¢do por Colletotrichum gloesporioides)
empregando UPLC-QTOF-MS(MS).
3.2 Especificos
% Obter um fingerprint metabodlico, impressdo digital, para identificar as variagdes de
expressdao metabolomica entre diferentes clones de cajueiro ando-precoce (Anacardium

Occidentale L.);

% Apartir de métodos quimiométricos de analise multivariada (PCA, OPLS-DA e S-Plot),

determinar biomarcadores de resisténcia e suscetibilidade a antracnose.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Tubos de ensaio de 15 mL com tampa

Estante para tubos de ensaio

Espétulas

Seringa de vidro com agulha

Pipeta automatica de 5000 pL com ponteiras

Pipetas de Pasteur de vidro

Vials para UPLC-MS

Filtros de PTFE de tamanho de poro 0,22 um

Vidrarias auxiliares: proveta, becker, erlenmeyer e baldo volumétrico
Agua de osmose reversa

Agua Milli-Q

4.1.1 Instrumentos

Balanca analitica

Vortex para agitacao de tubos de ensaio
Banho ultrassom de poténcia fixa de 135 W
Centrifuga

UPLC-MS

4.1.2 Reagentes e padroes

37

Nos procedimentos de extracdo foram utilizados solventes provenientes da Vetec

Quimica e Tedia High Purity Solvents. Na andlise das amostras via UPLC, os solventes

utilizados foram oriundos da LiChrosolv e da Aldrich Chemical Company. A agua de alta pureza

empregada nos procedimentos foi produzida pelo sistema Milli-Q Integral Purification System
da Merck Millipore. O padrao de (+)-catequina (Lote BCBF0735V) foi obtido na Sigma ~-EUA
e o padrao de Procianidina B2 (Lote 13021848) foi obtida na Extrasynthese — Franca (Tabela

5).
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Tabela 5 — PadrGes analiticos utilizados.

Massa Férmula Férmula
Nome Nome IUPAC Molar Classe
(g/mol) Molecular Estrutural
(2R,3S)-2-(3.4- @"”
. dihidroxifenil)-3,4-dihidro- - "o O om
Catequina 2H-cromone-3.5,7-triol 290,24 Flavanoéide Ci5H1406 \C;:(\j\w
(2R,2’R,3R,3’R,AR)-2,2’- @O“
bis(3,4-dihidroxifenil)- Y N
.o 3,3 4.4 -tetrahidro-2H,2 H- heldh Wi e
Procianidi 0T T ’ . OH_L o ‘,.Ej\
na Tipo B 4,8’-bi cromeno- 578,52 Flavanoide  C;oHx6Or2 HO ﬂ\y//\lw oH

3,3°,5,5°,7,7’-hexol

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Preparo das amostras

Para o estudo metabolomico da resisténcia e suscetibilidade, foram comparados
acessos de cajueiro resistentes e susceptiveis a antracnose. Dessa forma, foram utilizadas
amostras de folhas de clone de cajueiro ando-precoce, provenientes de um pomar implantado
no Campo Experimental de Pacajus, pertencente a Embrapa. O pomar foi implantado em maio
de 2011, em espacamento 8 m x 6 m, sob regime de sequeiro, com 16 linhas com 30 cajueiros
em cada. As 16 linhas do pomar foram divididas em quatro blocos (delineamento de blocos
casualizados), sendo cada uma das linhas constituidas por um clone de cajueiro-ando da
Embrapa: CCP 76, BRS 189, BRS 226 e BRS 265.

Em cada linha do pomar, foram amostradas seis plantas, sendo retiradas em cada
planta duas folhas sadias por quadrante, totalizando oito folhas por planta e 48 folhas por
amostra (bloco). As folhas foram retiradas de ramos sem inflorescéncia e correspondiam ao
primeiro par de folhas maduras a partir do 4pice do ramo. Adicionalmente, foram retiradas no
clone suscetivel a doenca (BRS 265) amostras de folhas atacadas pela antracnose, infectado
pelo patdgeno Colletotrichum gloesporioides. O clone BRS 265 foi o tnico clone a apresentar
a doencga dentro do grupo analisado. Durante todo o ano de 2016 ndo foi realizada nenhuma
pulveriza¢do com defensivos quimicos no pomar.

As amostras recebidas jad estavam previamente secas e trituradas, prontas para
extracao e analise. Até o momento da analise em UPLC-ESI-QTOF-MS(MS) estas amostras

foram armazenadas em sala desumidificada para evitar qualquer contaminagao e perdas.
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4.2.1 Procedimento experimental

A preparagdo dos extratos de cajueiros foi realizada por método de parti¢do liquido-
liquido utilizando ultrassom. Uma amostra de 50 mg da folha da planta (saudavel e doente) foi
pesada dentro de tubo de ensaio de 15 mL em uma balanga analitica. Logo apds, foi adicionado
4 mL de hexano PA e a mistura foi levada para homogeneizagdo em vortex por 1 minuto. A
extracdo dos compostos apolares foi realizada em banho ultrassonico por 20 minutos com
poténcia fixa de 135 W. Em seguida, foi adicionado 4 mL de solucdo etanol/agua (7:3),
preparada previamente utilizando 140 mL de etanol PA e 60 mL de dgua ultrapura, a mistura.
Novamente, a homogeneiza¢do da mistura foi feita em vortex durante 1 minuto e realizada a
extracdo dos compostos polares em banho ultrassdnico por 20 minutos. Posteriormente, os
tubos de ensaio foram levados a centrifuga para decantar o material vegetal ndo dissolvido a
3000 rpm por 10 minutos. Ao final do procedimento, uma aliquota de 1 mL da fase inferior
polar (etanol/agua) foi retirada e filtrada em filtro de PTFE de 0,22 um, sendo o filtrado
recolhido em vial para UPLC-MS e encaminhado para analise em UPLC. A metodologia
adaptada de CHAGAS-PAULA et al (2015) e NEHME et al (2008) ¢ ilustrada na Figura 9.

Figura 9 — Procedimento de extragao.
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¢) Etano : d) Retirar uma aliquota da
i Etanol/H,O (7:3) 4 mL

fase inferior EtOH/H,0
(1mL)

e) Filtrar em PTFE 0.22 pm
f) Injetar no UPLC

1 min de vortex

20 min de ultrassom

10 minutos de centrifuga
(3000 rpm)

Fonte: Adaptado de CHAGAS-PAULA et al., 2015 ¢ NEHME et al., 2008.
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4.3 Experimentos em UPLC-QTOF-MS(MS)

As analises foram realizadas num sistema Waters Acquity de Cromatografia
Liquida de Ultra Performance (UPLC) acoplado a um analisador Tempo-de-Voo (TOF) Waters
Micromass LCT espectrometria de massas equipado com uma interface electrospray (ESI),
pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). A Figura 10 ilustra

o sistema utilizado.

Figura 10 — Equipamento UPLC-QTOF-MS(MS).

Fonte: Elaborada pelo autor

4.3.1 Condicodes de analise

As andlises cromatograficas foram realizadas em uma coluna Waters Acquity UPLC
BEH (150 milimetros x 2,1 milimetros, 1,7 um), em temperatura fixa de 40 °C. Os perfis
metabolicos dos extratos foram obtidos utilizando um gradiente exploratdrio com as seguintes
fases moveis: agua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de 4cido formico
(B). As amostras foram submetidas a um gradiente variando de 2% a 95% B (15 minutos),

vazdo de 0,4 mL min™! e volume de injecdo de 5 pL.

4.3.2 Condicoes do massas de alta resolucao — QTOF

As andlises dos extratos foram realizadas em modo de ionizag@o negativo, na faixa

de 110-1180 Da. As condi¢des ESI foram definidas como: temperatura da fonte fixa a 120 °C,
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temperatura de dessolvatagdo 350 °C, fluxo do gés de dessolvatacdao de 500 L/h, cone de
extracdo de 0,5 V e voltagem capilar de 2,6 kV. A leucina encefalina foi utilizada como lock
mass. O modo de aquisi¢ao foi MS(MS). O instrumento foi controlado pelo software Masslynx

4.1 (Waters Corporation).

4.4 Identificacio molecular

Os dados gerados pelas andlises foram processados utilizando o software MassLynx
versdo 4.1. A comparacdo de todos os picos no cromatograma de massas foi feita baseando-se
numa tolerancia de £0,05 min para o tempo de retengao e +0,05 Da para a massa exata. Todas
as possiveis formulas moleculares foram extraidas (elementos C, H, O e tolerancia de 10 ppm)
usando a ferramenta Elemental Composition do MassLynx. A formula molecular extraida foi

corrigida adicionando-se um hidrogénio (em modo negativo) para futura pesquisa na literatura.

4.5 Analise quimiométrica

O software MarkerLynx foi utilizado para as andlises quimiométricas dos dados
gerados pelo fingerprint metabolomico das amostras. O método utilizado para gerar o PCA foi
centrado na média, indicado para dados espectroscopicos, pois desconsidera ruidos nos
espectros. O software realiza a comparag¢do das amostras em duas dimensoes, por esta razao a
analise de OPLS-DA e S-Plot foi feita comparando sempre dois conjuntos de clones de cajueiro

ando-precoce.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico via UPLC-ESI-QTOF-MS(MS) dos extratos de folhas da Anacardium
Occidentale L.

No presente estudo, as analises cromatograficas por UPLC-ESI-QTOF-MS(MS)
foram realizadas no modo de ionizagdo negativa. Um conjunto de cromatogramas e espectros
de massas foi gerado para cada um dos clones de cajueiro ando-precoce analisados. Na Figura
11, os cinco cromatogramas foram sobrepostos e numerados de acordo com os dados da Tabela
6, a fim de auxiliar na interpretagdo do comportamento do perfil quimico de cada amostra
analisada.

A tabela 6 apresenta uma lista dos 40 compostos tentativamente identificados
através dos experimentos de UPLC-ESI-QTOF-MS(MS) juntamente com seus tempos de
retengdo, massa observada e detectada, féormula molecular, erro em ppm, assim como 0s
fragmentos caracteristicos em MS?. O erro em ppm (parte por milhdio) apresenta a precisdo da
massa do composto observada no espectro em MS, quanto menor o erro mais precisa foi a
analise realizada. O erro em ppm ¢ calculado pela seguinte equacao que leva em consideracao
a massa observada no espectrometro de massas e a massa calculada pela ferramenta composi¢ao

elementar do software MassLynx.

(Massa Observada — Massa Calculada) 6
x 10 (eq.4)

Massa Observada

Os clones analisados apresentaram diferencas e semelhancas em sua composi¢ao.
Por esta razdo, foram atribuidos a cada metabolito e clone de cajueiro os sinais (+) ou (-), que
representam a confirmagao ou negacao da existéncia daquele composto no determinado clone.

A caracterizagdo de cada composto foi feita através da comparagao das informagdes
obtidas através da andlise por UPLC-QTOF-MS(MS) com dados de referéncias bibliograficas,
informacdes sobre compostos provenientes de base de dados como PubChem e ChemSpider, e
padroes analiticos auténticos obtidos comercialmente. Os fitoquimicos anteriormente
identificados na sessdo 2.3, da mesma familia ou espécie botanica, também foram utilizados
como base para a identificacdo. Os compostos que ndo foram caracterizados, sdo denominados

com a sigla N.I. que significa “nao identificado”.



Figura 11 — Cromatogramas dos diferentes clones de cajueiro ando-precoce analisados.
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Tabela 6 — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em folhas de Anacardium Occidentale L. das plantas saudaveis (C1, C2, C3,

C4 _SA) e da planta doente (C4 CA).

Pico tr [M-HJ [M-HJ Fragmentos de Formula  Erro Tentativa Referéncias Clone Clone Clone Clone 4 Clone 4
no. (min) Calculado Observado ions (MS/MS) Molecular ppm Identificacio 1 2 3 Saudavel Doente
1 0,87 377,0873 377,0836 191,0555;267,0721;  CisHi309 -9,8 N.L - - - + +
165,0398
2 0,93 341,1084 341,1083 179,0550;161,0450;  Ci2H2:011 -0,3 a-D- (KIM et al., 2011) + - - + +
143,0354; 89,0252 glucopiranosideo

3 0,96 173,0450 173,0433 165,0397; 111,0480  C;7H;00s -9,8 Acido chiquimico (AVULA et al., - - - + +
2008)

4 0,98 191,0192 191,0181 173,0407; 111,0100 CeHzO7 -5,8 Acido citrico (NG et al., 2004) - - - - +

5 0,99 331,0665 331,0660 169,0141; 125,0222  Ci3Hi6010  -1,5 Galoil hexosideo (ABU-REIDAH - - - + -

etal., 2015)

6 1,71 169,0137 169,0141 125,0244 C7HeOs 2,4 Acido galico (DORTA et al., + - + + -
2014)

7 2,22 325,0560 325,0558 169,0133; 125,0234  Ci4H1409 -0,6 Acido galoil (ERSAN et al., - - + - -
chiquimico 2016)

8 2,25 305,0661 305,0672 219,0645;179,0369;  CisHi1404 3,6 Galocatequina ou (HOKKANEN et + - - + +

165,0190;139,0390; epigalocatequina al., 2009)
137,0242
9 2,74 577,1371 577,1366 451,1066 425,0876;  C3oH26012 3,5 Procianidina tipo-B (YAN et al., 2014) - - - + +
407,0826;289,0735; dimero
10 2,96 321,0247 321,0270 169,0126; 125,0238  Ci4H1009 7,2 Acido digalico (ABU-REIDAH + - - - -
etal., 2015)
11 3,01 289,0712 289,0705 245,0827;205,0511  C3oH26012 2,4 Catequina Padrao* + + + + +

Fonte: Elaborada pelo autor.

*Identificado através de comparagdo com o padrio
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Tabela 6 continuacio — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em folhas de Anacardium Occidentale L. das plantas saudaveis

(C1, C2,C3,C4 _SA) e da planta doente (C4_CA).

Pico tr [M-HJ [M-HJ Fragmentos de Formula  Erro Tentativa Referéncias Clone Clone Clone Clone 4 Clone 4
no. (min) Calculado Observado ions (MS/MS) Molecular ppm Identificacio 1 2 3 Saudavel Doente
12 3,09 453,1033 453,1048 313,0577;179,0357;  C0H2,012 33 Hidroxi- (ABU-REIDAH - + - - -
169,0161; 125,0243 metoxifenil-O-(O- et al., 2015)
galoil)-hexose
13 3,35 635,0884 635,0923 465,0686;313,0607;  C7H24013 6,1 Trigaloil glicose (LI etal., 2016) + - - - -
169,0130; 125,0231
14 3,51 457,0771 457,0772 169,0122; 125,0241  CxHisOn 0,2 Epigalocatequina (LIU et al., 2016) + + + + +
galato
15 3,69 577,1346 577,1325 451,1097;425,0824;  C3oH26012 -3,6  Procianidina tipo B (YAN et al., 2014; - - - - +
407,0746; 289,0709 - Dimero ROCKENBACH
etal., 2012)
16 3,74 729,1456 729,1520 407,0810; 289,0728  C27H30016 8,8 Monogalato de (YAN et al., 2014; - - - - +
dimero de ROCKENBACH
procianidina etal., 2012)
17 3,79 479,0826 479,0833 317,0307;316,0222;  C30H26012 1,5 Miricetina 3-O- (ABU-REIDAH + + + + +
glucosideo etal., 2015)
18 3,85 631,0935 631,0975 479,0862;317,0317;  CysH24017 6,3 Miricetina galoil- (ERSAN et al., + + + - -
169,0145; 125,0215 hexosideo 2016;
SALDANHA et
al., 2013)
19 3,98 787,0994 787,1033 635,0886;617,0876;  C34H2302 5,0 Tetra-O-galoil- (DORTA et al., + + + + -
465,0759;169,0122; glucosideo 2014)
125,0252
20 4,17 463,0877 463,0880 317,0286;316,0216  C21H20012 -0,6 Miricetina 3-O- (ERSAN et al., + + + + +
ramnosideo 2016; SHUKRI &
ALAN, 2010)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 6 continuacéo — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em folhas de Anacardium Occidentale L. das plantas saudaveis
(C1, C2, C3, C4_SA) e da planta doente (C4_CA).

Pico tr [M-HJ [M-HJ Fragmentos de Férmula Erro Tentativa Referéncias Clone Clone Clone Clone 4 Clone 4
no. (min) Calculado Observado ions (MS/MS) Molecular ppm Identificacio 1 2 3 Saudavel Doente
21 4,17 463,0877 463,0880 301,0257;300,0305  Ca1H20012 -0,6 Quercetina 3-0- (SHUKRI & + + + + +

galactosideo ALAN, 2010;
DORTA et al.,
2014)
22 4,23 463,0877 463,0858 301,0317;300,0278  C11H20012 -4,1 Quercetina 3-0- (SHUKRI & ALAN, + + - + +
glucosideo 2010; DORTA et al.,
2014)
23 4,25 615,0986 615,0997 463,0883;301,0328  Cy3H24016 1,8 Quercetina galoil (ERSAN et al., 2016) + + + - +
hexosideo
24 4,28 939,1104 939,1106 770,1005;769,0918;  Cs1H3,026 0,2 Pentagaloil (DORTA et al., 2014) + + + + +
617,0865;169,0112; hexosideo
125,0230
25 4,43 433,0771 433,0774 301,0350; 300,0270  CyoH 15011 0,7 Quercetina 3-O (SHIEBER et al., + + - - +
xilosideo 2003)
26 4,49 447,0927 447,0915 285,0402;284,0315  C21H20011 2,7 Canferol 3-O- (SHUKRI & ALAN, - - - + +
glucosideo 2010; SHIEBER et
al., 2003)
27 4,49 433,0771 433,0771 301,0350; 300,0276  CyH 15011 0,0 Quercetina 3-O- (SHUKRI & ALAN, - + - + +
arabinopiranosideo 2010; SHIEBER et
al., 2003)
28 4,54 433,0771 433,0771 301,0361; 300,0297  CyoH 15011 0,0 Quercetina 3-O- (SHUKRI & ALAN, - + - + -
arabinofuranoside 2010)
29 4,55 447,0927 447,0920 285,0386;284,0287  C21H20011 -1,6 Canferol 3-O- (SHIEBER et al., + + + + +
glucosideo dimero 2003)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 6 continuacéo — Constituintes identificados ou tentativamente identificados em folhas de Anacardium Occidentale L. das plantas saudaveis
(C1, C2, C3,C4_SA) e da planta doente (C4_CA).

Pico tr [M-H]" [M-H]" Fragmentos de Formula Erro Tentativa Referéncias Clone Clone Clone Clone 4 Clone 4
no. (min) Calculado Observado ions (MS/MS) Molecular ppm Identificacdo 1 2 3 Saudavel Doente
30 4,57  1091,1213 1091,1285  939,1167;769,0932;  CagH36030 6,6 Hexagaloil (GRACE et al., 2016; + + + + +

617,0867; 169.0123 hexosideo ERSAN et al., 2016)
31 4,59 599,1037 599,1074 285,0398;169,0123;  Cp3H24015 6,2 Cianidina 3-0-(2” (ABU-REIDAH et - + - - -
125,0252 galoil)-galactosideo al., 2015)
32 4,69 447,0927 447,0909 301,0343; 300,0271  Cy1H2001; -4,0 Quercetina 3-0O- (ABU-REIDAH + + + + +
ramnosideo etal., 2015)
33 4,75 585,0880 585,0923 301,0341; 169,0125  Cy7H20:5 7,3 Quercetina galoil (ERSAN et al., + + + + +
pentosideo 2016)
34 5,27 585,0880 585,0912 301,0350; 169,0152  C»7H2,015 5,5 Quercetina galoil (ABU-REIDAH - + - - -
pentosideo dimero etal., 2015)
35 5,44 349,0560 349,0562 198,0495;197,0426;  CisH1409 0,6 2,4-di-hidroxi-3- (DORTA et al., + - + + +
169,0128; 124,0166 (3,4,5-tri- 2014)
hidroxibenzoil)
oxibenzoato de etilo
36 7,02 537,0822 537,0809 417,0616; 375,0501  C30His010 2,4 Amentoflavona ou (ABU-REIDAH + + + + +
agatisflavona et al., 2015)
37 14,41 341,2117 341,3125 297,2204;119,0514;  CH3003 5,3 Acido anacardico (ERSAN et al., + - - - -
106,0428 (15:3) 2016)
38 15,38 369,2430 369,2406 325,2503 C24H3405 -6,5 Acido anacardico (ERSAN et al., + - + - -
(17:3) 2016)
39 15,90  345,2430 345,2428 301,2550 C2H3403 -0,6 Acido anacérdico (ERSAN et al., + - - - -
(15:1) 2016)
40 16,06  371,2586 371,2582 327,2686 C24H3603 -1,1 Acido anacérdico (ERSAN et al., + - - - -
(17:2) 2016)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Com base em artigos referentes, principalmente, a espécie, género e familia,
contendo informacdes sobre as fragmentacdes dos compostos analisados nesse estudo,
identificou-se as perdas sofridas pelas moléculas que geraram os ions fragmentos observados
no espectro de massas em MS?.

O composto 1 (tr = 0,87 min), trata-se de uma molécula nao identificada de [M-H]
em m/z 377,0873 Da e ndo citada em referéncias bibliograficas. A tinica férmula molecular
relacionada a esta massa monoisotopica foi identificada pelo MassLyxn como sendo CigHi3Oo,
com um erro em ppm de -9,8. Os principais ions fragmento em MS? foram m/z 269,0721 Da,
191,0555 Dae 165,0398 Da. Tais fragmentos s3o caracteristicos de compostos contendo fragdes
de galoil.

O pico 2 (tr = 0,93 min) mostrou um ion [M-H] em m/z 341,1084 Da com espectro
em MS? produzindo ions fragmento em m/z 179,0550 Da exibido devido a perda de uma
unidade de hexose, m/z 161,0450 Da dado a perda de uma molécula de agua, m/z 143,0354 Da
e 89,0252 Da. A identificagdo desse composto foi feita com base no padrio de fragmentagio
dos espectros de massas descrito por KIM et al (2011) que sugeriu este pico como a-D-
glucopiranosideo.

O pico 3 (tr = 0,96 min) mostrou um ion [M-H]" em m/z 173,0450 Da e foi
identificado como 4cido chiquimico. Como descrito no artigo de AVULA et al (2008), o
composto apresentou fragmentos caracteristicos em MS? como m/z 165,0397 Da e 111,0480
Da.

O pico 4 (tr = 0,98 min), descrito por NG et al (2004), ¢ o 4cido citrico, com [M-
H] em m/z 191,0192 Da. Esse composto apresentou dois fragmentos importantes, sendo o
primeiro m/z 165,0397 referente a perda de uma molécula de dgua e o outro pico em m/z
111,0100 Da correspondente a [M-H-CO,-2H>0]".

O pico 5 (tr = 0,99 min) apresentou [M-H] com m/z 331,0660 Da, indicando que o
composto corresponde ao galoil hexosideo (ABU-REIDAH et al., 2014). O espectro em MS?
apresentou fragmentos em m/z 169,0141 Da, referente ao acido galico e gerado devido a perda
de uma unidade de hexose (162 Da), e m/z 125,0222 Da que ¢ produto da perda de uma molécula
de CO: (44 Da).

O pico 6 (tr = 1,71 min) foi identificado como &cido galico com [M-H] em m/z
169,0237 Da e foi descrito no artigo de DORTA et al (2014). O espectro em MS? produziu um
fragmento principal em m/z 125,0244 Da como resultado da perda de uma molécula de CO».

O pico 7 (tr = 2,22 min) mostrou um ion [M-H] em m/z 341,1084 Da. O espectro

em MS? produziu um fragmento em m/z 169,0133 Da, referente a perda de 156 Da, e um ion
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em m/z 125,0234 Da dado a perda de um molécula de CO, [M-H-156-44]". A identifica¢ao
desse composto foi feita com base no padrao de fragmentagao dos espectros de massas relatado
por ERSAN et al (2016), que sugerem este pico como acido galoil chiquimico.

Pico 8 (tr = 2,25 min) apresentou um ion [M-H] em m/z 305,0661 Da, que gerou
em MS? os fons fragmentos m/z 219,0645 Da, 179,0369 Da e 165,0190 Da em consonancia
com a perda de um C4H¢O2, C¢HsO3 e C7HgO3, respectivamente. Os fragmentos foram gerados
devido a clivagem do anel A de flavon-3-ol, a fissdo do anel heterociclico (HRF) e através de
uma reagdo retro-Diels-Alder (RDA). De acordo com o artigo de DOU et al (2007), esse
composto pode ser identificado como galocatequina ou epigalocatequina.

Os picos 9 (tr = 2,74 min) e 15 (tr = 3,69 min) geraram ions [M-H] em m/z
577,1371 Da consistentes com dimeros de procianidina do tipo B, descritos no artigo de YAN
et al (2014). A confirmagao dessa caracterizagao foi feita utilizando um padrao auténtico de
procianidina do tipo B, que apresentou tempo de retengdo igual a 3,25 minutos (Figura 12).
Além disso, foi observado que o perfil de massas e de fragmentacdo das procianidinas

identificadas nos extratos de folhas de cajueiro assemelham-se aos do padrao.

Figura 12 - Cromatograma do padrao procianidina tipo B.

3.25 OH o
00~ ‘ o v
\ HO. A0 s\ A
Y OH
| OH
| v . ‘o.‘ v
f OH . 0O Do
| ‘ No o O - " A Ct‘
P -
oH
1.04 )\ 4.35
b S G - S TR/ ”

4%

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 13, representa a proposta de fragmentacdo para esses compostos
apresentada por Rodrigues et al (2007), com ions fragmentos em m/z 289,0709 [M-H-288]",
gerado pela fissdo quinona metideo (QM), onde ocorre a perda de (epi)catequina formada pela
ligacdo interflavondica; m/z 451 [M-H-126] ¢ gerado pela fissao heterociclica do anel B e saida
do 1,3,5-triidroxibenzeno; m/z 425 [M-H-125] ¢ formado pela fragmentacdo de Retro Diels-
Alder de uma unidade de (epi)catequina superior e perda do grupo B e m/z 407,0746 [M-H-18]
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refere-se a eliminagdo de uma molécula de 4gua do anel F.

Figura 13 — Principais fragmentagdes de procianidina do tipo B dimérica.

Fragmentacdo - Fragmentacao - fissdo Fragmentagdo - Retro
quinona metideo heterociclica do anel Diels-Alder (RDA)

Fonte: Baseado no trabalho de RODRIGUES et al., 2007.

O pico 10 (tr = 2,96 min) foi identificado como acido digélico, de acordo com o
seu ion precursor em m/z 321,0247 Da, citado no artigo de ABU-REIDAH et al (2015). No
espectro de MS?, esse composto produziu o ion fragmento em m/z 169,0126 Da (4cido gélico),
devido a perda de uma fragdo de galoil [M-H-152]", e um ion fragmento em m/z 125,0238 Da
que representa a perda de uma molécula de CO» pelo acido galico.

Pico 11 (tr = 3,01 min) mostrou um ion [M-H] em m/z 289,0712 Da e foi
identificado como catequina pela comparagdo com o tempo de retengao e o espectro de massas

acurado de um padrdo auténtico, apresentado na Figura 14. O espectro em MS? produziu ions
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fragmentos em m/z 245,0829 e 205,0511 Da correspondentes a perda de CO2 e C4H4Oo,
respectivamente. O fragmento em m/z 205 foi gerado devido a clivagem do anel A de flavon-3-

ol (DOU et al., 2007).

Figura 14 — Cromatograma do padrao analitico de catequina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O pico 12 (tr = 3,09 min) foi identificado como Hidroxi-metoxifenil-O-(O-galoil)-
hexose de acordo com o seu ion precursor [M-H] em m/z 453,1033 Da, citado no artigo de
ABU-REIDAH et al (2015). O espectro em MS? apresentou ions fragmento em m/z 313,0577
Da, 179,0357 Da, 169,0161 Da e 125,0243 Da.

O pico 13 (tr = 3,35 min) apresentou um ion [M-H] em m/z 635,0884 Da e foi
identificado como trigaloil glicose. O espectro em MS? gerou ions em m/z 465,0686 Da,
313,0607 Da e 169,0130 Da (LI et al., 2016).

O pico 14 (tr = 3,51 min) foi identificado através do seu ion precursor em m/z
457,0771, descrito pelo artigo de LIU et al (2016). O composto apresentou ions fragmento em
m/z 169,0122 Da (acido galico) e m/z 125,0241 Da.

O pico 16 (tr = 3,74 min) de [M—H] em m/z 729,1456 Da gerou um espectro em
MS? com dois fragmentos importantes. O primeiro fragmento em m/z 407,0810 Da corresponde
a perda de um grupo galoil [M-H-152]". O segundo em m/z 289,0728 Da foi gerado pela perda
de um grupo galoil seguida da perda de uma molécula de epicatequina [M-H-152-288] ou da
perda de uma fracao de epicatequina galato [M-H-441]". Com base nesses dados o composto
foi tentativamente identificado como um monogalato de procianidina tipo B (ROCKENBACH
et al., 2012).

Os picos 17 (tr = 3,79 min), 18 (tr = 3,85 min) ¢ 20 (tr = 4,17 min) foram
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identificados como derivados de miricetina, descritos no artigo de SHUKRI & ALAN (2010).
A ordem de elui¢do dos trés compostos foi indicada pela comparagdo com o artigo citado. O
pico 17 com um ion [M—H] em m/z 479,0826 foi identificado como miricetina-3-O-glucosideo
e apresentou fragmentos em m/z 317,0307 Da devido a perda de uma unidade de glucose (162
Da) e m/z 316,0222 Da ([M-2H]). O pico 20, de [M—H] 463,0877 Da, apresentou uma
fragmentacdo similar e foi identificado como miricetina-3-O-ramnosideo devido a perda de
uma unidade de ramnose (146 Da) para gerar o fragmento em m/z 317,0286 Da. O pico 18 com
[M—H] 631,0935 Da diferenciou-se dos demais por apresentar fragmentos em m/z 479,0862
devido a perda de uma unidade galoil (152 Da) e m/z 169,0145 Da (acido gélico), sendo
identificado como miricetina galoil-hexosideo.

O pico 19 (tr = 3,98 min) foi identificado como tetra-O-galoil-glucosideo de acordo
com o seu ion precursor em m/z 787,0994 Da, como descrito no artigo de DORTA et al (2014).
O cromatograma em MS? mostrou um ion fragmento em m/z 635,0886 D causado pela perda
uma fragdo galoil (152 Da) e 617,0876 Da provocado pela perda de uma molécula de acido
galico neutro (170 Da). O fragmento em m/z 465,0759 Da ¢ gerado pela perda sucessiva de [M-
H-152-162].

Os picos 21 (tr = 4,17 min) e 22 (tr = 4,23 min) deram o mesmo ion [M—H] em
m/z 463,0877 Da e ambos mostraram fragmentos tipicos de glicosideos de quercetina com ions
fragmento em m/z 301, que ¢ atribuido a perda de uma fracao hexose ([M-H-162]"). Baseado
no artigo de SHUKRI & ALAN (2010), os compostos foram identificados como Quercetina 3-
O-galactosideo e Quercetina 3-O-glucosideo, respectivamente.

Os picos 23 (tr = 4,25 min) e 33 (tr = 4,75 min) foram caracterizados como
glicosideos de quercetina galoilados de acordo com os seus ions precursores em m/z 615,0986
Da e m/z 585,0880 Da, descritos no artigo de ERSAN et al (2016). O pico 23 foi identificado
como quercetina galoil hexosideo e produziu ions fragmentos em m/z 463,0883 Da que
corresponde a perda de uma fragao galoil e m/z 301,0328 Da que se refere a quercetina. O pico
33 foi identificado como quercetina galoil pentosideo e apresentou dois ions fragmentos em m/z
301,0350 Da e 169,0152 Da, gerados pela perda sucessiva de fragcdes de pentosideo.

Os picos 24 (tr = 4,28 min) e 30 (tr = 4,57 min) foram identificados como penta e
hexagaloil hexosideos com ions precursores em m/z 939,1104 Da e 1091,1213 Da. Os dois
compostos apresentaram ions fragmentos similares em m/z 769 e 617, correspondentes a perda
de uma molécula de acido galico neutra e uma fracdo de galoil (DORTA et al., 2014; ERSAN
et al., 2016).

Os picos 25 (tr = 4,43 min), 27 (tr = 4,49 min) e 28 (tr = 4,54 min) apresentaram
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[M—H]" similares em m/z 433,0771 Da e o espectro em MS? mostrou um fragmento em m/z
301, correspondente ao radical anion de quercetina aglicona, caracterizando assim os
compostos como quercetinas pentosideos. A identificagdo dos picos foi feita com base na
analise do tempo de retencao das espécies descritas por SHUKRI & ALAN (2010), como sendo
Quercetina-3-0-xilosideo, Quercetina-3-0-arabinopiranosideo e Quercetina-3-0-
arabinofuranosideo.

Os picos 26 (tr = 4,43 min) e 29 (tr = 4,55 min) apresentaram 0 mesmo ion
precursor em m/z 447,0927 Da e foram identificados como canferol-3-O-glucosideo, descrito
no artigo de SHUKRI & ALAN (2010). O espectro em MS? produziu fragmentos caracteristicos
de canferol em m/z 284 Da e m/z 285, gerado pela perda de uma unidade de glucose (162 Da).

O pico 31 (tr = 4,59 min) apresentou um ion [M—H]" em m/z 599,1037 Da. O
espectro em MS? mostrou um ion fragmento em m/z 285,0398 Da indicativo de cianidina na
estrutura. Os fragmentos em m/z 169,0123 Da referente ao acido galico e m/z 125,0252 Da
produto da perda de CO; (44 Da) do acido galico. Baseado no artigo de ABU-REIDAH et al
(2015) o composto foi identificado como Cianidina 3-O-(2” galoil)-galactosideo.

O pico 32 (tr = 4,69 min) foi identificado como Quercetina 3-O-ramnosideo de
acordo com o seu ion precursor em m/z 447,0927 Da, descrito no artigo de ABU-REIDAH et
al (2015). O cromatograma em MS? apresentou ions fragmentos em m/z 301,0343 Da e
300,0271 Da.

O pico 35 (tr = 5,44 min) mostrou um ion [M—H] em m/z 349,0560 e ions
fragmentos em m/z 197,0426 e 169,0128 Da. Esses fragmentos indicam a presenca de etil galato
e acido galico, respectivamente, e sdo gerados devido a perda de uma fragdao galoil e uma
molécula de agua neutra. Esse composto foi identificado como 2,4-di-hidroxi-3-(3,4,5-tri-
hidroxibenzoil) oxibenzoato de etilo de acordo com o artigo de DORTA et al (2014).

O pico 36 (tr = 7,02 min) apresentou um ion precursor em m/z 537,0822 Da e
fragmentos em m/z 417,0616 Da e 375,05501 Da. Esse composto ja havia sido encontrado em
folhas de cajueiro e descrito por CHAVES et al (2010) como sendo amentoflavona ou
agatisflavona. A diferenciagdo entre os dois compostos s6 poderia ser feita com uma anélise
mais detalhada, visto que os dois possuem a mesma féormula molecular e fragmentam-se da
mesma forma.

Um total de cinco acidos anacardicos com diferentes comprimentos de cadeias
alquilicas (C15, C17) e diferentes graus de saturagdo (totalmente saturadas ou mono-, di- ou
tri-insaturadas) foram identificados nos clones de cajueiro ando-precoce. Eles eluiram

tardiamente, ao final da corrida cromatografica, devido a sua cadeia lateral lipofilica de
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alk(en)il. Os compostos foram determinados de acordo com o comprimento da sua cadeia lateral
e o numero de ligacdes duplas na cadeia lateral.

O pico 37 (tr = 14,41 min), [M—H] 341,2117, foi identificado como o acido
anacardico (15:3) de acordo com o artigo de ERSAN et al (2016). O espectro em MS?
apresentou picos em m/z 297,2204 Da, 119,0514 Da e 106,0428 Da. Os fragmentos foram
produzidos pela perda de uma molécula de CO> do grupo carboxilo fendlico, pela fragmentagao
na posicao alilo do 4cido anacardico ndo saturado e pela eliminagdo de um grupo fenol,
respectivamente.

Os picos 38 (tr = 15,38 min), 39 (tr = 15,90 min) e 40 (tr = 16,06 min) foram
descritos por ERSAN et al (2016) e identificados de acordo com seus ions precursores, m/z
369,2430 Da, 345,2430 Da e 371,2586 Da, como acidos anacardicos 17:3, 15:1 e 17:2,
respectivamente. Seus espectros em MS? mostraram ions fragmento [M-H-44]" em comum,

indicando a perda de CO> do grupo carboxilo fendlico.

5.2 Analise dos Componentes Principais dos extratos de folhas da Anacardium Occidentale

L.

Na identificagcdo de compostos fixos das folhas de cajueiro, notou-se que os clones
analisados apresentam diferencas relativas a sua composi¢do metabodlica. Para dar suporte a
essa observagdo, utilizou-se a Andlise de Componentes Principais (PCA). Os dados obtidos a
partir de um modelo PCA indicam tendéncias sistematicas dentro da matriz de dados, tais como
agrupamentos. Esta técnica permite a visualizacdo dos dados gerados pelo estudo metabolico
dos cajueiros baseado nas semelhangas e diferencas inerentes as amostras (WIKLUND et al.,
2008). Portanto, aquelas amostras que apresentam composi¢ao metabolica semelhantes tendem
a se agruparem.

O grafico em 3D da PCA (Figura 15) exibiu a formacdo de cinco conjuntos
majoritarios, representados por C1 (CCP 76), C2 (BRS 226), C3 (BRS 189), englobando ainda
a diferenciagdo entre as plantas doente e saudavel do clone 4 (BRS 265), que possuem um
perfil metabodlico muito semelhante, o que possivelmente contribui para que haja uma
susceptibilidade acentuada para esse clone. Conclui-se entdo que os demais clones de cajueiro
analisados realmente possuem diferentes perfis metabolicos e que a separagao entre os grupos
de amostras do clone 4 indica que a planta doente produz determinados metabolicos

secundarios que a diferencia da planta saudavel. O modelo gerado apresentou discriminagao
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das amostras igual a 64,82% (R2X[1] = 0,4284 e R?X[2] = 0,2198).

Figura 15 — Grafico em 3D da Andlise de Componentes Principais para as amostras de
Anacardium Occidentale L., clones C1 (CCP 76), C2 (BRS 226), C3 (BRS 189) ¢ C4
(BRS265), analisados por UPLC-ESI-QTOF-MS(MS).

Scores Comp[1] vs. Comp|3] vs Comp|2]. Colorido por grupo de amostra.

Fonte: Elaborada pelo autor

5.3 Analise OPLS-DA dos extratos de folhas de Anacardium Occidentale L.

O modelo OPLS-DA foi utilizado para comparar as amostras dos clones saudaveis
com a amostra do clone doente, a fim de encontrar os principais biomarcadores que podem
estar relacionados aos diferentes comportamentos destas plantas frente a antracnose. Para isto
foram utilizados graficos de scores e graficos de dispersao (S-plot).

Para verificar a precisdo e a confiabilidade do modelo OPLS-DA sao utilizados
dois parAmetros: a variavel R?Y, denominada variacio explicada e a variavel Q?, dita variagdo
predita. Em resumo, R?Y fornece uma medida de ajuste do modelo para os dados originais,
enquanto que Q* fornece uma medida interna de consisténcia entre os dados originais e de
previsdo da validagdo cruzada. Os modelos com pardmetros R?Y e Q? proximos a 1 sdo
considerados excelentes, embora valores acima de 0,5 sejam aceitos quando os componentes
das amostras apresentam alta complexidade (CHAGAS-PAULA et al., 2015).

O grafico de dispersao S-plot mostra a integragao e classificacao das variaveis com

maior correlagdo e variancia entre os grupos, evidenciando os metabolitos de maior relevancia
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no estudo. Neste grafico cada ponto se refere a um ion, contendo informacdes sobre seus
tempos de retenc¢do (t;) e razdo massa sobre carga (m/z). Na Figura 16, os graficos de scores
sao encontrados juntamente aos graficos de dispersao (S-plof) para que assim se possa
visualizar as varidveis responsaveis pela separagdo entre os grupos observada. Os ions
discriminantes, ou seja, aqueles que se encontram nos extremos do eixo do grafico e longe do
centro que ¢ comum aos dois grupos de amostras, sdo destacados em vermelho.

No eixo negativo dos graficos de dispersao s-plot (A), (B) e (C) estdo os ions
responsaveis pela discriminagdo dos clones resistentes, ao passo que no €ixo positivo estao os
do clone suscetivel (doente). Na comparagao entre as plantas do clone 4 (D), os biomarcadores
ligados a planta saudavel estdo no eixo superior, e no eixo inferior aqueles relacionados a
planta doente. A identificacdo dos ions foi feita através dos seus valores de tempo de retengao—
razao massa/carga (t-m/z) relacionando-os aos compostos previamente identificados na sessdo

5.1.

Figura 16 - Grafico de scores (esquerda) e S-plot da OPLS-DA (direita) para os extratos de
folhas da Anacardium Occidentale L.: (A) C1 vs C4 (doente); (B) C2 vs C4 (doente); (C) C3
vs C4 (doente) e (D) C4 (saudavel) vs C4 (doente).

Scores colored by Sample Group S-Plot (C1=-1,C4_CA=1)
150} ) | ) 10}
087
100} osl
04!

02+

p(corr)[1] (Correlation)

£ o 001
- o C4CA T
027
-507 04
| 06+
00 +
0481
} .
1501 107 ¢
500 -400 300 -200  -100 0 100 200 300 400 500 -08 07 -06 -05 -04 -03 -02 -0.1 00 0.1 02
11 pl1] (Loadings)
Scores colored by Sample Group S-Plot(C2=-1,C4_CA=1)
1 - 101
100 - | i .
807 08t
80} 06+
40: oC2 g 04'_
2
2] § 02f
= | ﬁ . 8 T
0 . 9 0.0t
O oC2 o cacAl = 4
20} T 02
!
407 Z 4t
607 o2 061
1 | L
801 081
1 — - L e LI
-100¢ == — a0t e .t

-350 -300 -250 -200 -150 -100 -50 O 50 100 150 200 250 300 350 -025 020 -015 -0.10 -005 000 005 010 015 020 025 030 035

1] pl1] (Loadings)

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 16 continuacio- Grafico de scores (esquerda) e S-plot da OPLS-DA (direita) para os
extratos de folhas da Anacardium Occidentale L.: (A) C1 vs C4 (doente); (B) C2 vs C4
(doente); (C) C3 vs C4 (doente) e (D) C4 (saudavel) vs C4 (doente).

( C ) Scores colored by Sample Group S-Plot(C3=-1,C4 CA=1)
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os graficos de scores da OPLS-DA, apresentados na Figura 16, mostram que todas
as amostras de plantas saudaveis diferenciaram-se da planta doente, explicado pela formacao
de dois grupos claramente separados entre as comparagdes. Os valores para ambos parametros
de qualidade do modelo foram satisfatorios (A: R?Y=0,99 e Q*=0,99; B: R*Y=0,99 e Q*=0,99;
C: R?Y=0,99 e Q*=0,98; D: R?Y=0,99 e Q?=0,97), sugerindo que ha uma diferenca estatistica
significante entre as composi¢des metabdlicas das amostras analisadas e que os resultados sao

robustos.

5.3.1 Biomarcadores de resisténcia

Os compostos penta-O-galoil-glucosideo (tr=4,28 ¢ m/z 939,1139) e o acido
anacardico 17:3 (tr=15,39 e m/z 369,2391) foram os responsaveis pela diferencia¢ao do clone

1 em relacdo ao clone 4 (doente). A contribuicdo deste ultimo para a planta doente foi
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inexistente (figura 17), mostrando que esse composto ¢ um potencial biomarcador de
resisténcia do clone 1. MUZAFFAR et al (2016) conseguiu utilizar acidos anacérdicos
provenientes do LCC para inibir a germinagao de conidios e o crescimento micelial do fungo
Magnaporthe oryzae presente em amostras de arroz, comprovando assim que a presenca

desses compostos pode conferir as plantas protecao natural contra o ataque de fungos.

Figura 17 - Variagao média dos discriminantes do extrato etanolico do clone 1 em relagdo ao

clone 4 (doente).
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Fonte: Elaborada pelo autor

A diferencia¢do do clone 2 em relagdo a planta doente do clone 4 (Figura 16 - B)
deu-se pela presenga de um total de 7 biomarcadores, sendo em sua maioria derivados de
quercetina, tais como: quercetina galoil hexosideo (tr = 4,25), quercetina-3-O-xilosideo (tr =
4,43), quercetina-3-O-raminosideo (tr = 4,69) e quercetina galoil pentosideo (tr = 4,75). As
quercetinas sao flavonodides que apresentam uma ampla capacidade em inibir a germinagao de
esporos patogénicos em plantas, devido principalmente a sua natureza lipofilica que ¢ capaz
de romper as membranas dos fungos (SIMOES et al., 2003; ARIF et al., 2011). Portanto, a
presenca desses compostos pode estar contribuindo diretamente na resisténcia deste clone ao
fungo Colletotrichum Gloeosporioides.

Os compostos penta-O-galoil-glucosideo (tr = 4,28 e m/z = 939,1139), hidroxi-
metoxifenil-O-(O-galoil)-hexose (tr = 3,09 e m/z =453,4048 ) e amentoflavona/agatisflavona

(tr = 7,02 e m/z = 537,0800) também foram relacionados a discriminacdo do clone 2.
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Entretanto, a amentoflavona ou agatisflavona foi o biomarcador que apresentou a maior
contribui¢do para a planta saudavel, como mostra a Figura 18, indicando que este composto
pode ser o principal responsavel pela resisténcia deste clone. A atividade antifungica da
amentoflavona contra diversas linhas de fungos patogénicos ja foi citada por JUNG et al

(2006).

Figura 18 - Variagao média dos discriminantes do extrato etandlico do clone 2 em relagdo ao

clone 4 (doente).
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Fonte: Elaborada pelo autor

Os compostos ligados a diferencia¢dao da planta saudavel do clone 3 em relacdo a
planta doente do clone 4 (Figura 16 — C) foram os galotaninos penta-O-galoil-glucosideo e
hexagaloil hexosideo, além do 4cido anacardico (17:3). A Figura 19 mostra o grafico de
variacao da intensidade dos compostos da folha do clone 3 com relagdo as folhas do clone 4
(doente), onde ¢ possivel observar que apesar do clone doente também apresentar o penta-O-
galoil-glucosideo e o hexagaloil hexosideo em sua composicdo, a intensidade dos mesmos ¢
inferior. O mesmo acontece para o acido anacardico (17:3), em uma maneira muito mais
pronunciada. E possivel concluir entdo que a presenga desses compostos pode estar diretamente

relacionada a resisténcia apresentada pelo clone 3.
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Figura 19 - Variacdo média dos discriminantes do extrato etandlico do clone 3 em relagdo ao

clone 4 (doente).

Variable Averages by Group

200+
180+
160

1407

4,28 940.1197
4.28 939.1139
4.57_1091.1316
15.39_369.2391

120+

1]

100+

Intensidade

807
607
407

207

Folha — C4_CA Folha — C3

*N.I (m/z 940,1197); Penta-O-galoil-glucosideo (m/z 939,1139 Da); Hexagaloil glucosideo (m/z 10991,1316 Da);
Acido anacardico (17:3) (m/z 433,0781 Da)
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5.3.1 Biomarcadores de suscetibilidade

Os modelos de OPLS-DA gerados para comparar as amostras dos diferentes clones
de cajueiro ando-precoce mostraram uma diferenciacdo entre os clones, inclusive entre as
plantas doente e saudavel do clone 4. Apesar de ambas as amostras serem da mesma planta e
terem sido coletadas a partir de uma mesma regido, a diferenciacdo entre as mesmas ocorre,
como mostrado na Figura 16 - D. Isso ¢ devido as amostras da planta doente estarem expostas
ao estresse biotico causado pelo fungo tendo como consequéncia a produ¢do de metabolitos
secundarios que tém como fung¢ao proteger a planta.

As folhas da planta saudavel do clone 4 apresentaram comportamento semelhante
as do clone 2, diferenciando-se da planta doente pela presenca de derivados de quercetina e
penta-O-galoil-hexosideo como biomarcadores. A miricitina-3-O-glucosideo também foi
identificada como responsavel pela diferenciagcdo da planta saudavel. Como citado na sessao
anterior, a presenca desses compostos confere a planta prote¢ao natural contra microrganismos
invasores, portanto eles podem ter contribuido para que esta planta nido fosse infectada pelo
fungo.

Os ions responsaveis pela diferenciacdo da planta doente do clone 4 de todas as

outras plantas saudaveis sdao considerados potenciais biomarcadores desta planta e encontram-
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se representados na Tabela 7:

Tabela 7 — Potenciais biomarcadores da planta doente do clone 4.

Compostos {Zﬁﬁzﬁ? Massa
Clvs C4 CA Monogalato de dimero de procianidina tipo B 3,71 729,1516
Procianidina tipo B - dimero 2,74 577,1382
2,4-di-hidroxi-3-(3,4,5-tri-hidroxibenzoil) 5,44 349,0543
oxibenzoato de etilo
Catequina 3,01 289,0669
C2vsC4_CA Catequina 3,01 289,0669
Dimero de procianidina tipo B 2,74 577,1382
2,4-di-hidroxi-3-(3,4,5-tri-hidroxibenzoil) 5,44 349,0543
oxibenzoato de etilo
C3vsC4_CA Catequina 3,01 289,0669
Procianidina tipo B - Dimero 2,74 577,1382
C4 SAvs C4 CA Monogalato de dimero de procianidina 3,71 729,1516
Catequina 3,01 289,0669
Procianidina tipo B- dimero 2,74 577,1382

Fonte: Elaborada pelo autor

Um total de quatro compostos foram relacionados a discriminagdo da planta doente
do clone 4 dos demais clones analisados. Dentre esses compostos destacaram-se a catequina e
o dimero de procianidina do tipo B, estando presentes em todos os graficos de dispersdo (S-
plot). Portanto, pode-se dizer que essas substancias estdo sendo produzidas a fim de defender
a planta contra o ataque do patdgeno da antracnose, ou seja, esses dois compostos estdo dando
uma resposta ao estresse bidtico ao qual a planta foi submetida.

A Figura 20 mostra o grafico da variacdo de intensidade dos componentes da planta
doente com relagdo aos da planta sauddvel do extrato etanolico das folhas do clone 4.
Analisando o grafico, ¢ possivel verificar que as plantas saudaveis também apresentam os
compostos catequina, monogalato de procianidina tipo B e dimero de procianidina do tipo B
em sua composi¢do, porém em quantidades inferiores a planta doente. Portanto, subentende-se
que as folhas deste clone apresentam a producao desses metabdlitos secundarios em ambas as
plantas saudadveis e doentes, porém quando o cajueiro ¢ infectado, os mesmos agem na sua

defesa a fim de evitar a disseminacdo do fungo para outras partes da planta.
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Apesar de essas substancias serem expressas em fun¢ao da infec¢do no que se refere
ao clone 4, como uma tentativa de defesa da planta, fica latente que as mesmas ndo possuem
uma efetividade quando comparadas aos demais clones estudados (Cl1 a C3). Muito
provavelmente por questdes genéticas o clone 4 nao produz em sua rota Biosintética os mesmos
biomarcadores que conferem resisténcia a antracnose, como foi verificado nas analises
quimiométricas.

Portanto os biomarcadores encontrados para o clone 4 fornecem uma informacgao
interessante do ponto de vista da suscetibilidade, pois esse grupo de substancias identificadas
podem ser um indicativo de que ndo somente o clone 4, mas também quaisquer outros genotipos
de caju que possuem tais substancias como majoritrias em sua composi¢ao quimica, em
comparagao aos biomarcadores de resisténcia identificados nesse trabalho, podem indicar que
tais genotipos ndo seriam adequados para serem utilizados nos programas de melhoramento
genético do caju.

Na pratica, tais resultados podem acelerar a sele¢dao de genotipos viaveis levando a
economia de recursos € a um ganho de tempo consideravel. Essa perspectiva ¢ aplicavel tanto
do ponto de vista das informagdes geradas através dos biomarcadores de suscetibilidade quanto
dos biomarcadores de resisténcia. Ou seja, o perfil metabodlico pode ser usado como uma opgao

de escolha de genotipos candidatos a futuros acessos resistentes a antracnose.

Figura 20 - Variacdo média dos discriminantes do extrato etandlico do clone 4 (sauddvel) em

relagdo ao clone 4 (doente).
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6 CONCLUSAO

O método de extracao utilizado demonstrou ser de facil e rapida execucao, além de
bastante eficiente na extracdo de compostos fenolicos, principalmente flavonoides. A analise
dos extratos por UPLC-ESI-QTOF-MS(MS) permitiu a identifica¢do tentativa de um total de
40 compostos nos quatro clones estudados, sendo alguns descritos pela primeira vez na espécie
Anacardium Occidentale L. Portanto, a presente pesquisa apresenta-se como uma 6tima fonte
de informagdes para o desenvolvimento de futuros trabalhos.

Os métodos quimiométricos (PCA, OPLS-DA e S-plof) serviram de base para
identificar as diferencas nos perfis metabolicos das folhas de cajueiro e auxiliaram na
identificacdo de dez biomarcadores ligados a resisténcia das plantas a antracnose. Esses
compostos ativos sdo potenciais candidatos a producgdo de defensivos agricolas naturais, que
poderdo apresentar vantagens como um impacto ambiental reduzido.

As andlises OPLS-DA e S-plot também mostraram que a discriminacdo da planta
doente do clone 4 dos demais clones estudados deu-se, principalmente, pela presenga de dois
biomarcadores de suscetibilidade, sendo eles: procianidina do tipo B e catequina. Essa analise
revelou que ao sofrer um estresse bidtico, causado pela presenca do fungo Colletotrichum
Gloesporioides, a planta produz determinados flavondides essenciais para a prote¢ao da planta.

Os resultados desse trabalho podem acelerar a selecao de gendtipos viaveis levando
a economia de recursos € a um ganho de tempo consideravel. Essa perspectiva ¢ aplicavel tanto
do ponto de vista das informacgdes geradas através dos biomarcadores de suscetibilidade quanto
dos biomarcadores de resisténcia. Ou seja, o perfil metabolico pode ser usado como uma opgao

de escolha de gendtipos candidatos a futuros acessos resistentes a antracnose.
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