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SINTOMATOLOGIA E DIAGNOSE DE DOENCAS DE PLANTAS

Sintomatologia ¢ o estudo dos sintomas de doencas, de grande utilidade na
diagnose. Qualquer manifestacdo das reagdes da planta a um agente nocivo pode ser
considerada sintoma. Estruturas do patdogeno, quando exteriorizadas no tecido doente,
recebem o nome genérico de sinal. Deste modo, uma lesdo na folha do cafeeiro, exibindo
urediniésporos do fungo Hemileia vastatrix, ¢ o sintoma da ferrugem do cafeeiro, onde
estdo presentes sinais (esporos) do agente causal. Durante o desenvolvimento de uma
doenga, diferentes sintomas sucedem-se em uma determinada sequéncia. Voltando a
ferrugem do cafeeiro, o primeiro sintoma da infec¢do por H. vastatrix manifesta-se como
uma pequena mancha amarelada, de 1 a 2 mm de diametro, denominada “fleck”, na face
inferior da folha, que corresponde ao inicio da colonizacdo dos tecidos do hospedeiro.
Gradativamente, esta mancha aumenta de tamanho, apresentando-se circular, até atingir 1 a
2 cm. Neste ponto, a face superior da folha mostra uma mancha lisa e amarela, a qual
corresponde, na face inferior, uma mancha alaranjada, com uma massa pulverulenta,
saliente, constituida de uredinidsporos do fungo. A sequéncia completa ou o conjunto de
sintomas determinados por uma doenca ¢ conhecido por quadro sintomatolégico.

Os sintomas de doengas de plantas podem ser classificados de acordo com vérios
critérios. Pode-se, por exemplo, separar os sintomas de acordo com sua localizacdo em
relagdo ao patdogeno, com as alteracdes produzidas no hospedeiro ou, ainda, com a estrutura
e/ou processo do hospedeiro afetados

De acordo com a localizagdo dos sintomas em relagdo ao patdogeno, pode-se separa-
los em dois grupos: sintomas primarios, resultantes da ac¢ao direta do patogeno nos 6rgaos
que exibem os sintomas, e sintomas secundarios ou reflexos, exibidos pela planta em
orgdos distantes do local de acdo do patdogeno. Uma mancha foliar ¢ exemplo do primeiro
tipo e uma murcha provocada por um patégeno radicular ou vascular é exemplo do

segundo.



Doengas podem provocar sintomas plasticos, que alteram o habito de crescimento
da planta como, por exemplo, superbrotamento ou nanismo. Em contraposi¢do a estes tipos
de sintomas, algumas doengas provocam sintomas necroticos, os quais nao interferem com
o habito de crescimento, mas alguns 6rgdos sao particularmente danificados. Manchas
necroéticas sao exemplos de sintomas lesionais.

Os sintomas necrdticos sdo caracterizados pela degeneracdo do protoplasma,
seguida de morte de células, tecidos e 6rgdos. Alguns patossistemas exibem, em seu quadro
sintomatoldgico, alguns sintomas que precedem a necrose, como amarelecimento,
encharcamento e murcha.

Os sintomas plasticos sdo caracterizados por anomalias que levam a alteragdes
visiveis na forma ou no contetdo de tecidos doentes. Como exemplo de sintomas plasticos
citam-se: estiolamento, mosaico, filofia, epinastia, galha, superbrotamento, dentre outros

Os sinais sdo representados por estruturas do patdgeno associadas ao sintoma ou por
produtos da interagdo hospedeiro-patdégeno, geralmente associados ao tecido doente . Para
fins de diagnostico, os sinais podem superar os sintomas em confiabilidade. Além de
estruturas patogénicas (particulas virais, células de procariotos, estruturas fungicas como
micélio, esporos, corpos de frutificagdo, etc.), exsudacdes ou cheiros emanados das lesdes
podem ser considerados como sinais. Em algumas doencas, como nos carvdes, os sinais
confundem-se com os sintomas. No carvao da cana-de-agucar, por exemplo, o chicote,
reconhecido como o “sintoma” tipico da doenca, nada mais ¢ do que o conjunto de
estruturas reprodutivas do fungo Sporisorium scitamineum (sin. Ustilago scitaminea)
associadas a uma estrutura da planta resultante da alteracdo da gema apical ou de gemas

laterais.

DIAGNOSE

A diagnose se refere a identificagdo de uma doenga e do seu agente causal, com
base nos sintomas e sinais. A constatacdo de uma possivel doenga na plantagdo geralmente
¢ feita pelo proprio produtor, técnico ou fitopatologista, por meio dos sintomas exibidos
pelas plantas afetadas, pois representam um desvio do que normalmente ¢ esperado para
aquela espécie vegetal ou cultura. Analise preliminar feita no proprio campo ou em material

recebido para estudo em uma Clinica Fitopatologica deve inicialmente reconhecer a



natureza da doenga, isto €, se ela ¢ causada por agente bidtico ou abidtico. Este
reconhecimento ndo deve ser confundido com diagnose ou identificagdo do agente causal
da doenca. No entanto, esta etapa preliminar ¢ fundamental para nortear os procedimentos
posteriores que visam a correta identificagdo do agente causal da doenga, através de
consultas em livros, escolha de técnicas apropriadas de isolamento e transmissao, analises
sorologicas, moleculares, etc.

A correta diagnose ¢ o conhecimento da epidemiologia da doenca sdo pré-requisitos
indispensaveis para definir medidas para o seu manejo. Considerando-se uma das formas de
controle mais empregadas atualmente, o controle controle quimico, ¢ facil justificar que
uma diagnose incorreta pode levar a adog¢do de medidas de controle completamente
ineficientes. Por exemplo, os fungicidas modernos, com ingredientes ativos cada vez mais
especificos, atuam de forma diferente em cada espécie fungica. Enquanto controlam
eficazmente uma espécie, podem ser completamente ineficientes para outra, mesmo que
sejam espécies pertencentes ao mesmo género. Portanto, diagnose e controle estdo

intimamente relacionados, pois a diagnose determina o controle.

Diagnose de doencas conhecidas

Quando uma planta exibe sintomas e sinais suspeitos de infeccao por agente biotico,
o primeiro passo ¢ confrontar os sintomas observados com aqueles relatados na literatura.
Se a doenca for conhecida, os sintomas e os sinais presentes na planta doente deverdo
coincidir com aqueles descritos na literatura. Como referéncias sdo usadas diversos tipos de
publicacdes incluindo livros-textos, compéndios, manuais e guias de campo. Este
procedimento €, geralmente, suficiente para uma diagnose conclusiva.

Nos casos de infec¢des por fungos, o procedimento para identificagdo €, na maioria
das vezes, simples. Fungos geralmente produzem estruturas reprodutivas (esporos, corpos
de frutificagdo) na superficie dos 6rgaos atacados. O exame ao microscopio estereoscopico
(lupa) seguido da coleta dessas estruturas e posterior observacdo em microscopio de luz,
frequentemente permite a identificagdo do fungo e sua associagdo com o0s sintomas.
Quando as estruturas fungicas ndo estdo facilmente visiveis, pode-se colocar o material
vegetal doente em cadmara umida por cerca de 24 h. Isso normalmente estimulard a

producao das estruturas reprodutivas caracteristicas do fungo. Nos casos de fungos



necrotroficos, ¢ possivel ainda proceder ao isolamento do agente em meio de cultura, com
sua posterior identificagdo por métodos culturais, morfoldégicos ou moleculares.

Suspeitando-se de infecgdo bacteriana pode-se langar mdo da chamada ‘corrida
bacteriana’, de preparacdes que permitam a visualizacao da bactéria ao microscopio de luz
ou mesmo do isolamento em meio de cultura. A identificagdo da bactéria poderd ser
necessaria para complementar a diagnose e, neste caso, pode-se fazer uso de métodos
culturais, bioquimicos, sorologicos e moleculares.

Caso a suspeita de que o agente causal seja um molicute, embora seja um procarioto
como as bactérias, os procedimentos sdo um pouco diferentes. Tratando-se de fitoplasmas,
que ndo sdo cultivaveis em meios de cultura, a demonstragdo da sua ocorréncia em plantas
sintomadticas pode ser feita por meio do uso de microscopia eletronica de transmissao
(MET) ou da técnica molecular de reacdo em cadeia da polimerase (“Polymerase Chain
Reaction — PCR”). Ambas sdao bastante uteis para a deteccdo de fitoplasmas, no entanto, a
técnica de PCR vem sendo empregada de forma rotineira para esta finalidade. A presenca
de sintomas caracteristicos na planta doente e a detec¢do de fitoplasmas nos seus tecidos
tém sido suficientes para confirmar a diagnose de doengas associadas a esses agentes
fitopatogénicos.

A diagnose de doencas causadas por virus e virdides também inicia-se pela
observagao dos sintomas, que sao distintos daqueles causados por fungos e bactérias. Caso
ndo seja possivel a identificagdo da doenca com base apenas nos sintomas, a diagnose e
identificagdo do virus € feita por meio dos seguintes procedimentos: a) teste de transmissao
do virus para espécies hospedeiras e/ou indicadoras por meio de transmissao mecanica ou
por enxertia, ou até usando-se o vetor do virus quando conhecido (inseto, acaro, nematodide,
fungo); b) exame do material vegetal ao MET para observar a morfologia das particulas
virais e os tipos de inclusdes citoplasmaticas; c) testes soroldgicos podem ser empregados
para os casos em que hé antissoros especificos disponiveis; d) testes moleculares com
primers especificos.

Se os sintomas exibidos pela plantas sdo indicativos de infec¢do por nematoides, a
identificacdo destes agentes pode ser feita com base em caracteristicas morfoldgicas que
podem ser obtidas pelo exame dos exemplares em microscopio de luz (até 1.000x de

aumento). E a chamada identificacdo descritiva classica, que ¢ composta de trés etapas: a



extracao dos nematoides das amostras, a obtencao de preparagdes microscopicas € o exame
das preparagdes em microscopio. Muitas vezes, porém, ndo € possivel a identificagdo dessa
maneira sendo necessario o uso de eletroforese de isoenzimas. Atualmente, as técnicas

moleculares também ja estao sendo empregadas com essa finalidade.

Diagnose de doencas desconhecidas

O item anterior tratou da diagnose de doencas j& descritas na literatura. Como se
deve proceder, no entanto, quando nenhuma evidéncia de doenga conhecida ¢ encontrada
no material analisado? Ou, ainda, como foram diagnosticadas as doencas quando
apareceram pela primeira vez, no passado?

O estabelecimento da relagdo causal entre uma doenga e um microrganismo s6 pode ser
confirmado ap6s o cumprimento de uma série de etapas, que compdem o “postulado de
Koch”. Este postulado, descrito pelo médico alemdo Robert Koch, em 1881, para o
carbunculo, causado pelo Bacillus anthracis, foi adaptado a Fitopatologia e ¢, até hoje,
utilizado como método classico de diagnose de doencas de plantas. Assim € enunciado o
postulado de Koch:

e associacio constante patégeno-hospedeiro — o suspeito patdgeno deve estar presente
em todas as plantas de uma mesma espécie que apresentam o mesmo tipo de sintoma.

Em outras palavras, um determinado sintoma deve estar constantemente associado a um

suspeito patdgeno, sempre que a doenga for observada.

e [solamento do patégeno - o organismo associado ao sintoma deve ser isolado da planta

doente, multiplicado axenicamente e ter suas caracteristicas descritas.

e Inoculacio do patégeno e reproducio dos sintomas — O suspeito patogeno, obtido
em cultura pura, deve ser inoculado em plantas sadias da mesma espécie e variedade e

provocar o mesmo sintoma observado nas plantas inicialmente doentes.

e Reisolamento do patégeno - O microrganismo deve ser reisolado das plantas
submetidas a inoculagdo experimental e suas caracteristicas devem ser as mesmas
observadas na segunda etapa do postulado.

Somente se todas as citadas etapas forem cumpridas, o organismo isolado pode ser

considerado como o agente patogénico, responsavel pelo sintoma observado. No entanto,



para o isolamento e a inoculagdo do agente causal sdo necessarias técnicas especificas de

laboratorio, descritas a seguir.

Isolamento de agentes fitopatogénicos

Uma planta doente possui uma microflora composta pelo parasita primario (agente
causal da doenga) e de organismos epifiticos, algumas vezes até saprofiticos. Para isolar
agentes patogénicos em cultura pura, como fungos e bactérias, ¢ necessario separa-lo da
microflora epifita/saprofita, através de técnicas que favorecam seu desenvolvimento, em
detrimento do crescimento dos outros. Diversas etapas devem ser cumpridas durante o
isolamento de um agente patogé€nico. No caso de patdogenos foliares, pequenos fragmentos
de tecido da regido limitrofe entre a area lesionada e a area sadia devem ser retirados da
planta doente. Nesta 4rea o patdogeno se encontra em maior atividade, enquanto que na area
necroética, localizada no centro das lesdes, normalmente sdo encontradas altas populagdes
de organismos saprofiticos, os quais ndo sao desejaveis.

Os fragmentos foliares da regido limitrofe do tecido doente deve, entdo, sofrer uma
desinfestagdo superficial, a fim de eliminar, ou pelo menos reduzir consideravelmente, os
saprofitas presentes. Um dos métodos mais utilizados na desinfestacdo superficial de
tecidos de plantas ¢ a imersdao dos fragmentos selecionados em uma solugdo de alcool
etilico a 70% durante 30 segundos a um minuto, seguida da imersdao em hipoclorito de
sodio a 0,5% por dois a trés minutos. Para amostras provenientes de tecidos rigidos (raizes
ou frutos), pode-se aumentar a concentracdo do agente desinfestante, o tempo de exposicao,
ou ambos.

ApoOs a desinfestagdo superficial, os fragmentos devem ser transferidos, em
condicdes assépticas, para um meio de cultura pobre em nutrientes. Nessa situagdo, apenas
0 organismo que estd no interior dos tecidos deve crescer, favorecido pelos nutrientes
fornecidos pelo tecido vegetal do proprio hospedeiro. Apds 24-48 horas de incubagao,
pequenas porgdes retiradas dos bordos das colonias fungicas ou bacterianas que se
desenvolveram no meio pobre devem ser transferidas para um meio rico em nutrientes. A
transferéncia dos microrganismos de um meio de cultura para outro ¢ designada, em
Fitopatologia, pelo termo repicagem. Em meio nutritivo adequado e sob condi¢des de

incubagdo (temperatura e luz) favoraveis, o microrganismo isolado devera desenvolver



colonias puras. Para patdgenos vasculares, utiliza-se uma variacdo do procedimento acima
descrito. Nesse caso, corta-se um pedago da haste da planta afetada, faz-se a imersdo em
alcool etilico e realiza-se uma flambagem rapida da superficie vegetal. Em seguida, com
uma lamina afiada e flambada, remove-se parte da casca e, com essa mesma lamina,
fragmentos devem ser retirados do lenho. Esses fragmentos devem ser submetidos a uma
solugdo de hipoclorito de so6dio a 0,5% por 2 a 3 minutos e transferidos para meio de
cultura apropriado.

Uma variagdo no método de isolamento, conhecido por isolamento direto,
compreende o isolamento de agentes patogénicos a partir das suas estruturas que estdo
colonizando os tecidos do hospedeiro. Alguns fungos produzem estruturas de reproducao
(esporos ou corpos de frutificagdo) na superficie do hospedeiro, mais precisamente sobre a
area lesionada. Quando estas estruturas estdo presentes em grande quantidade, pode-se
proceder ao isolamento por meio da coleta das mesmas (sob microscopio estereoscopico),
seguida de transferéncia direta para o meio de cultura.

Nem todos os agentes fitopatogénicos sdo capazes de crescer em meio de cultura.
Muitos parasitas biotréficos, como os fungos causadores de oidios, mildios, ferrugens e
carvoes, além dos virus, viroides e fitoplasmas se desenvolvem somente em células vivas
dos hospedeiros. Assim, a manutencdo, o isolamento e a obtengdo de inoculo desses
agentes fitopatogénicos sdo limitados aos seus hospedeiros especificos, os quais devem ser

mantidos em locais adequados, como casas de vegetacao e telados.

Inoculacido de microrganismos fitopatogénicos

A inoculagdo envolve técnicas em que patdégeno e hospedeiro sdo colocados em
contato, sob condi¢des favoraveis a infeccao e ao desenvolvimento da doenca.

Para fungos e bactérias de parte aérea, a inoculagdo ¢ feita pela pulverizagdo de uma
suspensdo de esporos ou células bacterianas na superficie da planta. Logo apods a
inoculagdo, as plantas devem ser submetidas a uma camara imida por, pelo menos, 24
horas, periodo necessdrio para que ocorra a germinacdo dos esporos € a penetracdo das
estruturas fungicas e das células bacterianas no hospedeiro. Em condi¢des naturais, a
camara imida ¢ representada por periodos em que as plantas permanecem com agua livre

sobre as folhas. Isto ocorre pela irrigagdao por aspersdo, ocorréncia de periodos chuvosos e,



principalmente, deposicao de orvalho. Para bactérias e fungos que penetram no hospedeiro
através de aberturas naturais, ¢ recomendavel que as plantas sejam mantidas sob camara
umida e em condi¢des de escuro por 12 horas, antes da inoculagdo, para garantia da
abertura dos estomatos.

Quando o fungo ¢ um parasita de raizes, recomenda-se cultiva-lo previamente em
substrato que permita sua incorpora¢do ao solo no momento da inoculagdo. Normalmente
sdo utilizados diversos tipos de graos como substrato, como por exemplo, trigo ou sorgo.
Nesse caso, a inoculagao consiste em incorporar ao solo determinada quantidade desses
graos colonizados que receberd a muda a ser inoculada. Recomenda-se que o solo utilizado
seja previamente esterilizado para evitar a presenga de microrganismos indesejaveis.

No caso dos fungos e bactérias vasculares, o procedimento mais utilizado ¢ a
imersdo das raizes da planta a ser inoculada numa suspensao de esporos ou de células
bacterianas, preparada a partir da cultura pura desses agentes. A eficiéncia da inoculacio
pode ser melhorada se ferimentos forem provocados artificialmente nas raizes, por meio de
corte parcial das radicelas, seguida da imersao em suspensao de inoculo.

Na inoculagdo de virus, as células da planta hospedeira devem sofrer ferimentos
para que as particulas virais sejam inseridas em seu interior. Para o caso de virus
transmitidos por insetos, a inoculagdo ¢ realizada via ferimentos provocados pelo proprio
vetor, durante sua alimentacdo na planta. Na inoculagdo mecéanica experimental, a
suspensdo viral, preparada a partir de um extrato de plantas doentes, ¢ aplicada sobre a
superficie do hospedeiro. Isso € feito na presenca de um abrasivo (normalmente carbureto
de silicio), que tem por fungdo provocar microferimentos no tecido vegetal, garantindo a
entrada das particulas virais nas células da planta. Ndo ha necessidade de camara umida

nesse caso.
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