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Introducao

A resinose é uma doenga relevante para o ca-
jueiro no Semiarido nordestino, causando danos
significativos as plantas afetadas. Geralmente apa-
rece em plantas submetidas a estresses e, com o
avango da doencga, pode ocorrer amarelecimento
das folhas, podridao seca dos ramos e formacgéo de
cancros nos ramos lenhosos e no tronco, geralmen-
te acompanhados de exsudacao de goma e escure-
cimento dos tecidos (Figura 1).

Fungos do género Lasiodiplodia podem sobre-
viver em materiais de propagagédo aparentemente
saudaveis, e em ramos de cajueiro sintomaticos é
possivel observar uma extensa colonizagao fungica
interna nos tecidos doentes. Apesar da liberagao de
resina pela planta ser uma manifestacéo da doenca,
outros danos, como, por exemplo, os causados por
insetos, também sao indutores de sua exsudacao.

A broca-do-tronco do cajueiro, Marshallius
anacardii, tem sido também um agente de danos
ao cajueiro, no qual induz a liberacdo de resina.

O ataque desse inseto ocasiona sintomas como
amarelecimento e queda das folhas, levando a mor-
te dos ramos e também da propria planta. Alguns
dos sintomas s&o similares aos da resinose e, muito
frequentemente, essas coleobrocas sdo encontra-
das também em plantas que apresentam a doenca.

Figura 1. Planta com resinose e tecidos escurecidos.
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Apesar do patogeno fungico e do inseto-praga
ocuparem o mesmo nicho ecoldgico no cajueiro,
nao existem informagdes na literatura relacionadas
a essa interagao.

Plantas com liberagcdo de resina, associadas
ou nao a resinose do cajueiro, atraem uma grande
populacdo da broca-do-tronco. Furos, galerias e ne-
crose de tecidos s&o observados em ataques desse
inseto e, em condicdes severas, a planta entra em
colapso e morre (Figura 2).

No entanto, nos tecidos necrosados nem
sempre é detectada a presenca de fungos da familia
Botryosphaeriaceae, que tem o género Lasiodiplodia
como um dos representantes, o que descartaria
a ocorréncia da resinose na planta. Por sua vez,
a presenca de resina geralmente leva o agricultor
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e os técnicos a fazerem um diagnéstico incorreto,
levando-os a atribuir todos os sintomas a resinose.
Por outro lado, quando ha a presenca da broca-do-
-tronco e do fungo, é importante saber se o inseto-
-praga também pode ser um agente importante de
disseminagao da doenca.

Nesse contexto, caracterizado pela presenca
tanto do fungo quanto do inseto-praga na planta de
cajueiro, torna-se relevante gerar informagdes sobre
essa interagdo no cajueiro. Assim, a detecgéo as-
sertiva de espécies de Botryosphaeriaceae em ca-
jueiros com resinose, associados ou nao a presenga
de coleobrocas, destacaria-se como uma estratégia
efetiva para entender melhor o patossistema, con-
trolar a doenga e evitar as perdas na produgao do
fruto.

Figura 2. Presenca de exsudado de resina na regido atacada do tronco (A) e “furo de bala” (B), dano caracteristico do

ataque da broca-do-tronco.

Tradicionalmente, a identificagdo das espécies
de Lasiodiplodia baseia-se em um conjunto de ca-
racteristicas morfolégicas do fungo. Porém, os mé-
todos tradicionais baseados apenas em marcadores
morfolégicos podem ser demorados e laboriosos,
além de totalmente nao resolutivos para a correta
identificacdo das espécies. Dessa forma, o uso de
sequéncias ITS (Internal Transcribed Spacers) po-
limérficas pode facilitar a identificagdo do fungo no
préprio tecido do hospedeiro ou da broca-do-tronco,

seja essa no estadio larval ou adulto. A detecgéo
do fungo em cajueiros com resinose, associados
ou ndo a presenca de coleobrocas e nas diferen-
tes fases do ciclo biolégico do inseto, é importante
para entender o patossistema, facilitar o diagnosti-
co e manejar a doenga em areas de produgéo do
cajueiro.

A fim de verificar se ha interacdo entre a resi-
nose e a broca-do-tronco do cajueiro, torna-se im-
portante que seja desenvolvido um método eficaz e
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preciso na identificacado e deteccao de representan-
tes de Lasiodiplodia em amostras de tecidos vege-
tais sintomaticos ou até mesmo no adulto ou na lar-
va da broca-do-tronco. Portanto, o desenvolvimento
de um protocolo confiavel e simples utilizando técni-
cas microscopicas de fluorescéncia para identificar
esses fungos é util no conhecimento de qual agente
causal, fungo e/ou broca-do-tronco, & responsavel
pelo desenvolvimento dos sintomas no cajueiro-
-ando. Neste trabalho, objetivou-se avaliar técni-
cas microscopicas de fluorescéncia e desenvolver
uma sonda de hibridizagao in situ de fluorescéncia
(FISH) com potencial para a deteccao de fungos
pertencentes ao género Lasiodiplodia cultivados em
laboratério. Para isso, foram realizadas as etapas
que se seguem.

Coleta de material vegetal
e isolamento do fungo

Cinquenta amostras de caules e ramos de ca-
jueiro-ando apresentando sintomas tipicos da re-
sinose, associados ou nao a coleobrocas, foram
coletados em pomares em distintas localidades da
regido Nordeste do Brasil (Santana do Matos, RN;
Beberibe, CE; Mauriti, CE; e Sao Gongalo do Ama-
rante, RN) em diferentes épocas entre os anos de
2021 e 2024. Para o isolamento do fungo dos te-
cidos sintomaticos, fragmentos de 1 x 1 cm foram
excisados, submetidos a assepsia com hipoclorito
de sodio a 1% e transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura batata-cenoura-dextrose
agar (BCA), que foram incubadas a 28 °C sob 12
horas de fotoperiodo claro e escuro. Um total de
22 colbnias de fungos crescidos, tipicas da familia
Botryosphaeriaceae, foram repicadas para meio
batata-dextrose agar (BDA) contendo aciculas de
pinheiros esterilizados, incubados sob as mesmas
condigbes acima, por pelo menos 20 dias para in-
dugéo da esporulagdo. Os isolados crescidos e con-
tendo esporos foram purificados conforme a técnica
de cultura monosporica e armazenados em geladei-
ra para trabalhos posteriores de microscopia.

Uso da microscopia
de fluorescéncia

Utilizou-se um microscoépio invertido acoplado a
um sistema de excitacao fluorescente para observar
o fungo cultivado. Se¢bes de agar com o crescimen-
to fungico cortadas com bisturi flambado foram po-
sicionadas em laminas de microscopio, e laminulas

circulares foram cuidadosamente colocadas sobre
as secgOes de agar antes das observagdes sob fluo-
rescéncia. Essa montagem foi feita em quintuplica-
ta. A coloragéo por fluorescéncia de Botryosphae-
riaceae envolveu a aplicagdo de algumas gotas de
CalcoFluor White (CFW; Fluka 18.909) e solugéo
de hidroxido de potassio a 10% (p/v), e utilizou-se o
filtro A sob excitagao UV (Band Pass 340-380 nm;
espelho dicromatico 400 nm; Long Pass 425 nm).
O CFW detecta quitina, um polissacarideo linear
composto por residuos de N-acetilglicosamina liga-
dos por B-1,4, presente nas paredes celulares de
fungos filamentosos, bem como outros B-1,4-gluca-
nos, como celulose e quitosana. Porém, a melanina
pode ser um interferente na deteccéo da fluorescén-
cia (Rangel-Montoya et al., 2020).

Desenho da sonda FISH

Os oligonucleotideos LtITS-F (5-GATCATTAC-
CGAGTTTTCGG-3) e LtTS-R (5-CGGGCGAC-
GCCAACCA-3), especificos para a familia Botryos-
phaeriaceae (Muniz et al., 2012), foram marcados
com o fluoréforo 6-carboxifluoresceina (6-FAM),
corante fluorescente utilizado em biologia molecu-
lar e que emite fluorescéncia de cor verde quando
excitado por luz com comprimento de onda proximo
a 495 nm (maxima de excitagdo) e emite em torno
de 520 nm.

Aplicagao da sonda in vitro e
visualizagao em microscopio
de fluorescéncia

Laminulas circulares de microscopio com hifas
do fungo crescido por 7 dias foram colocadas em
placas de cultivo celular de 12 pogos para aplica-
¢ao das solugdes de tratamentos. No interior dos
pocos, as laminulas com as hifas foram fixadas em
solugéo de paraformaldeido 4% (m/v) em solugédo
salina tamponada com fosfato (PBS) como solvente
por uma hora sob temperatura de 28+1 °C e depois
foram lavadas com tampao PBS trés vezes. A se-
guir, os micélios foram tratados com quitinase com
o intuito de degradar a quitina da parede celular.
Também foram preparados tratamentos sem o uso
da quitinase. Lavagens com detergente nao idnico
(Triton X-100) e PBS sucederam-se a esta etapa.
As sondas foram diluidas em agua livre de nuclea-
se, aplicando-se 50 pL dessa solugao de hibridiza-
¢ao sobre as laminulas, que foram incubadas por
uma hora a 37 °C em banho-maria em sala escura.



A seguir, as laminulas foram submetidas a visuali-
zagdo em microscopio invertido com fluorescéncia
utilizando-se excitagcédo e emissao caracteristicas do
6-FAM. As amostras foram avaliadas e as imagens
registradas. A autofluorescéncia do fungo também
foi testada para validar a emissao de fluorescéncia
como unica do fluoréforo. Tratamentos com o uso de
isolados pertencentes ao género Colletotrichum, da
familia Glomerellaceae, também foram preparados
para os testes com as sondas a fim de verificar a
especificidade da sonda.

Os resultados obtidos pela técnica de micros-
copia de fluorescéncia mostram que a marcagao
dos fungos com CalcoFluor White e emissado da
fluorescéncia (Figura 3) ndo foi impedida pela me-
lanina, produzida caracteristicamente pela familia
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Botryosphaeriaceae, indicando que esta € uma téc-
nica adequada para visualizagdo das estruturas
desses fungos. Regides mais novas e com menos
melanina fluoresceram com mais intensidade. A me-
lanina produzida por fungos fitopatogénicos esta
envolvida numa variedade de fungdes bioldgicas,
sendo uma delas a proteg¢ao de suas células contra
a radiacdo UV e agentes oxidantes. Portanto, havia
o receio de que a microscopia de fluorescéncia nao
fosse uma técnica adequada para detectar fungos
da familia Botryosphaeriaceae, mas, pelos resulta-
dos apresentados, a técnica possui potencial para
ser empregada futuramente na deteccdo de Lasio-
diplodia em tecidos sintomaticos do cajueiro com
resinose ou verificar a presenca desse fungo na
broca-do-tronco.

Figura 3. Hifas e picnidios/conidios do fungo Lasiodiplodia sp. emitindo a fluorescéncia caracteristica do CalcoFluor

White.

Considerando-se o uso da sonda FISH em visu-
alizagdo na microscopia de fluorescéncia, foi cons-
tatado que as sondas compostas pelos oligonucle-
otideos LtITS-F e LtITS-R mostraram-se eficientes
na marcagao das hifas de fungos da familia Bo-
tryosphaeriaceae (Lasiodiplodia sp.), principalmente
apos o tratamento com quitinase, com fluorescéncia

emitida em torno de 520 nm, tipica da 6-FAM (Figu-
ra 4), indicando um potencial da técnica para detec-
¢ao de Botryosphaeriaceae.

O fungo Colletotrichum, por sua vez, apresentou
menor emissao de fluorescéncia apds a aplicacao
da sonda, e a presenga da quitina no tratamento
sem quitinase pode ter sido um interferente.
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A técnica de hibridizacdo fluorescente in
situ (FISH) se apresenta como um método
de identificagdo, quantificacdo e localizagédo
relativamente simples e eficiente de fitopatdégenos.
Tem sido empregada para detectar fungos em

tecidos vegetais e também em insetos. No nosso
estudo, a autofluorescéncia foi descartada, e a
hibridizacdo com Colletotrichum nao se mostrou
tdo significativa e marcante como para a familia
Botryosphaeriaceae.

Figura 4. Isolado do fungo da familia Botryosphaeriaceae (Lasiodiplodia sp.) tratado com os oligonucleotideos LtITS-F e
LtITS-R, marcados com o fluoréforo 6-FAM e visualizados em microscépio invertido acoplado a um sistema de excitagédo
fluorescente. A, B e C: sonda com LtITS-R, objetivas de 10 e 20x; D, E e F: sonda com LtITS-F, objetivas de 10 e 20x.

Consideragoes finais

O presente estudo apresenta, de forma inédi-
ta, a aplicacdo da técnica de sonda FISH (hibridi-
zacao fluorescente in situ) para a visualizagdo de
patégenos fungicos da familia Botryosphaeriaceae
associados a resinose do cajueiro. Os resultados
obtidos indicam potencial da técnica na detecgao
precoce de material vegetal infectado e, possivel-
mente, também em amostras de coleobrocas. Res-
salta-se, contudo, que investigacdes adicionais sdo
necessarias para confirmar e ampliar as evidéncias
aqui relatadas.
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