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1. Introducéo:
Em Fitopatologia sdo conhecidos 5 (cinco) periodos:
- Periodo Mistico, da Predisposicéao, Etiolégico, Ecoldgico e Atual.

Os trés ultimos periodos foram o0s quais 0s testes diagndésticos mais evoluiram.

Existem 2 (dois) tipos de Diagnose:

¢ Indireta — Baseada exclusivamente nos Sintomas

¢ Direta - Baseada nos Sintomas e Sinais

A coleta, acondicionamento e remessa das amostras para analise sdo atividades de

fundamental importancia e variam com o tipo de fitopatégeno a ser pesquisado e com o

sintoma apresentado pela planta.
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2. Sintomatologia:
2.1. Conceito:
E a ciéncia que estuda os sintomas decorrentes das enfermidades dos vegetais.

2.2. Classificacdo de Sintomas:
2.2.1. Critérios utilizados para a Classificacao:

Na classificacdo dos sintomas podem ser utilizados os seguintes critérios:

| — Localizacdo dos Sintomas em relacdo ao agente etiolégico
e Sintoma Priméario

e Sintoma Secundario

Il — Alteracao a nivel celular (Sintomas Histolégicos)
o Granulose
e Plasmolise

e Vacuolose

Ill - Alteracédo a nivel da fisiologia da célula (Sintomas Fisiol6gicos)
¢ Respiracdo

o Transpiracao

e Sintese de Carbohidratos

e Sintese de Enzimas

e Sintese de Proteinas

IV — Alteracdo a nivel de anatomia ou forma do Orgao (Sintomas Morfoldégicos)
2.2.2. Classificagdo Morfologica (Link):

- Sintomas Necroticos:

S0 os sintomas que antecedem a morte ou a morte propriamente dita dos tecidos.

e Plesionecroético - Amarelecimento, Anasarca ou Encharcamento, Murcha.

¢ Holonecrético - Cancro, Canelura ou "Stem Pitting", Crestamento ou Requeima,

“Damping Off” ou Tombamento, Escaldadura, Estria ou Listra, Fendilhamento ou

Rachadura, Gomose, Mancha, Mumificacdo, Necrose Vascular, Perfuracdo, Podriddo,

Pustula, Resinose, Seca, Seca dos Ponteiros ou “Die Back”
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- Sintomas Plasticos:

Envolve um sub ou super-desenvolvimento dos tecidos.

e Hipoplastico - Albinismo, Afilamento foliar, Clareamento de Nervura, Clorose,

Enfezamento ou Nanismo, Mosaico, Mosqueado, Roseta.

e Hiperplastico — Bronzeamento, Calo Cicatricial, Enagdo, Encarquilhamento ou

Encrespamento, Epinastia, Espessamento de Nervura, Fasciacdo, Galha,

Superbrotamento, Verrugose.

2.2.3. Sintoma X Sinal:

¢ Infeccdo Latente — Infec¢do sem apresentar sintoma visivel

e Estimulo a Exteriorizacdo do Sinal (Camara Umida associada & temperatura 6tima)

3. Testes utilizados na Diagnose de Fitopatégenos:

3.1. Testes Biolégicos (Exemplos):

- Iscas Bioldgicas (por exemplo: Batatinha, Folha de Mamona, Macad, Pimentéo,
Tomateiro, etc) (principalmente, para Bactéria, Fungo) exemplificado através da Instrucéo
Normativa niumero 28 (MAPA).

- Enxertia (principalmente, para patégenos sistémicos ou de ndo transmissao mecanica)
- Plantas Indicadoras (principalmente, para Virus e Viréide)

- Plantas Diferenciadoras (principalmente, para Fungos, Virus e Nematoides)

- Transmisséao por Cuscuta sp. (principalmente, para Virus e Fitoplasma)

- Vetor (Acaro, Chytrideo, Inseto, Nematoide, Plasmodiophorideo)

3.2. Testes Fisico - Quimicos (Exemplos):

| - Microscopia Otica

- Lamina e Laminula - Montado em Agua (Bactéria, Chytrideo, Espiroplasma, Fungo,

Nematodide, Plasmodiophorideo, Protozoério, Straminipila) ou Corante (Fungo).
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- Seccdes Histoldgicas associadas a Corantes Especificos - Bactéria, Chytrideo,
Espiroplasma, Fitoplasma, Fungo, Nematoide, Plasmodiophorideo, Protozoario, Straminipila,
Virus (agregados protéicos).

Il - Microscopia Eletronica
- SeccbOes Histologicas associadas a Corantes Especificos - Bactéria, Chytrideo,
Espiroplasma, Fitoplasma, Fungo, Nematoide, Plasmodiophorideo, Protozoario, Straminipila,

Virus.
Il - Eletroforese
- Proteina - Bactéria, Chytrideo, Espiroplasma, Fitoplasma, Fungo, Nematoide, Protozoério,

Straminipila, Virus.

- DNA e/lou RNA - Bactéria, Chytrideo, Espiroplasma, Fitoplasma, Fungo, Nematdide,

Plasmodiophorideo, Protozoario, Straminipila, Viréide, Virus.

3.3. Testes Sorolbgicos (Exemplos):

- Difuséo Dupla em Gel de Agar

- ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent Assay”) e suas modalidades

- Imunocromatografico
- “Western Blot”

Anticorpos especificos contra Proteina (s) - Bactéria, Chytrideo, Espiroplasma,
Fitoplasma, Protozodrio, Virus.

Sendo, atualmente, mais utilizado em Virus e para alguns géneros de Bactéria.

3.4. Testes Moleculares (Exemplos):
- “Northern Blot”

- “Southern Blot”

- “PCR” (“Polymerase Chain Reaction”) e suas modalidades
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- “RT — PCR” (“Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction”)

- “Dot Blot”

- “RELP” (“Restriction Fragment Length Polymorphism”)

- Sequenciamento de Nucleotideos

Para a diagnose de Bactéria, Chytrideo, Espiroplasma, Fitoplasma, Fungo, Nematdide,

Plasmodiophorideo, Protozoario, Straminipila, Viréide, Virus.

Na Tabela 1 séo listados os principais testes adotados na deteccdo e diagnose dos
fitopatdgenos

Tabela 1. Principais testes utilizados na detec¢do e diagnose dos fitopatdgenos.

FITOPATOGENO PRINCIPAIS TESTES UTILIZADOS NA
DETECCAO E DIAGNOSE

Bactéria Exsudacdo bacteriana, Teste de Enxertia,
Teste de Hipersensibilidade em Fumo ou
em Tomate, Teste de Isolamento com
Plantas Iscas, Transmissdo por inseto-vetor
(cigarrinha - especifico para Xylella sp.);
Isolamento em Meio de Cultura, Teste de
Crescimento em Meios Especificos, Teste
de Gram, Microscopia Otica, Microscopia
Eletronica de Transmissdo; ELISA e suas
modalidades, Imunocromatografico; Dot Blot,
Southern Blot, PCR com primers especificos,
Bio PCR, multiplex PCR, nested PCR, Real
Time PCR, PCR-RFLP, Sequenciamento de

nucleotideos

Chytrideo Teste de Isolamento com Plantas Iscas;
Microscopia Otica, Microscopia Eletronica de
Transmissdo, Microscopia Eletronica de
Varredura; Dot Blot, Southern Blot, PCR

com primers especificos, PCR-RFLP,
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Sequenciamento de nucleotideos

Espiroplasma

Isolamento em Meio de Cultura, Transmisséo
por inseto-vetor (cigarrinha); Teste de Gram,
Microscopia Otica, Microscopia Eletronica de
Transmissdo; ELISA e suas modalidades,
Imunocromatografico; Dot Blot, Southern
Blot, PCR com primers especificos, multiplex
PCR, nested PCR, Bio-PCR, Real Time PCR,
PCR-RFLP, Sequenciamento de nucleotideos

Fitoplasma

Teste de Enxertia, Transmissdo por Cuscuta
sp., Transmissdo por inseto-vetor (cigarrinha
ou psilideo); Microscopia Otica com corantes
especificos, Microscopia Eletronica de
Transmissdo; ELISA e suas modalidades;
nested PCR, PCR-RFLP, Sequenciamento de

nucleotideos

Fungo

Isolamento em Meio de Cultura (parasita
facultativo), Teste de Inoculacdo em Plantas
Indicadoras ou de Isolamento com Plantas
Iscas, Teste de Enxertia; Microscopia Otica,
Microscopia Eletronica de Transmisséo,
Microscopia Eletronica de Varredura; Dot
Blot, Southern Blot, PCR com primers
especificos ou degenerados, multiplex PCR,

PCR-RFLP, Sequenciamento de nucleotideos

Nematoide

Testes de Inoculacdo com Plantas Iscas ou
Diferenciadoras; Teste de Fragmentacdo de
Material Vegetal, Peneiramento e Baermann
em recipiente raso, Microscopia Otica,
Microscopia Eletrénica de Transmisséo,
Microscopia Eletrdnica de Varredura;
Eletroforese de Isoenzima; Dot Blot,
Southern Blot, PCR com primers especificos
ou degenerados, multiplex PCR, PCR-RFLP,

Sequenciamento de nucleotideos

Plasmodiophorideo

Testes de Inoculacdo com Plantas Iscas;




Microscopia Otica, Microscopia Eletronica de
Transmissdo; Dot Blot, Southern Blot, PCR
com primers especificos ou degenerados,

PCR-RFLP, Sequenciamento de nucleotideos

Protozoario

Teste de Enxertia, Transmissdo por Inseto-
Vetor  (percevejo); Microscopia  Otica,
Microscopia Eletronica de Transmisséo,
Microscopia Eletrénica de Varredura;;
ELISA e suas modalidades, ISEM, Western
Blot; Dot Blot, Southern Blot, PCR com
primers especificos ou degenerados, PCR-
RFLP, Sequenciamento de nucleotideos

Straminipila

Isolamento em Meio de Cultura (parasita
facultativo), Teste de Inoculacdo em Plantas
Indicadoras ou de Isolamento com Plantas
Iscas; Microscopia  Otica, Microscopia
Eletrénica de Transmissdo, Microscopia
Eletronica de Varredura; Dot Blot, Southern
Blot, PCR com primers especificos ou
degenerados, PCR-RFLP, Sequenciamento de

nucleotideos

Viréide

Testes de Transmissdo Mecanica (em Plantas
Indicadoras ou Diferenciadoras), Teste de
Enxertia; Eletroforese em  Gel de
Poliacrilamida  (Bidirecional); Dot Blot,
Northern Blot, RT-PCR com primers
especificos, multiplex PCR, Real Time PCR,

Sequenciamento de nucleotideos

Virus

Testes de Transmissdo Mecanica (em Plantas
Indicadoras ou Diferenciadoras), Teste de
Enxertia, Transmissdo por Cuscuta sp.;
Transmissdo por Vetores (acaro, chytrideo,
inseto, nematoide, protozoario); Microscopia
Eletronica de Transmissdo; ELISA e suas
modalidades, ISEM, Teste

Imunocromatografico, Western Blot; Dot Blot,




Northern Blot, Southern Blot, PCR ou RT-
PCR com primers especificos ou degenerados,
Lamp PCR, multiplex PCR, Real Time PCR,
RCA, RCA-RFLP, Sequenciamento de
nucleotideos

4. Regras de Patogenicidade (Postulados de Koch):
Conjunto de regras a se utilizar para estabelecer cientificamente que um fitoparasita é

um patégeno.

| - Associacdo constante sintoma e sinal

Il - Isolamento, do organismo observado, em cultura pura

lll - Inoculagdo, de cultura pura do organismo observado, em individuo suscetivel e

sadio

IV - Re-isolamento, do organismo inoculado, em cultura pura

Parasita Facultativo - Bactéria, Espiroplasma, Fungo, Protozoario, Straminipila.

Parasita Obrigatério - Chytrideo, Fitoplasma, Fungo, Nematéide, Plasmodiophorideo,
Virdide, Virus (Nao se realizam os Postulados: Isolamento, do organismo observado, em

cultura pura; Re-isolamento, do organismo inoculado, em cultura pura).

BIBLIOGRAFIA RECOMENDADA

A lista bibliografica para estudo dos tépicos acima listados pode ser acessada no

enderecgo eletrénico http://www.fito2009.com/fitop/fitopbiblio.htm ou

http://www.fito2009.com/fitop/fitoppat.htm ou http://sites.google.com/site/paulobrioso



http://pt.wikipedia.org/wiki/Robert_Koch
http://www.fito2009.com/fitop/fitopbiblio.htm
http://www.fito2009.com/fitop/fitoppat.htm
http://sites.google.com/site/paulobrioso

