.y

N\

A\

Ministério
da Agricultura
e do Abastecimento

ISSN 0103-6424

NGmero 06 Outubro, 2000

COMO COLETAR, PRESERVAR E REMETER
CORRETAMENTE AMOSTRAS PARA EXAME
FITOPATOLOGICO



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

Presidente
Fernando Henrique Cardoso

Ministério da Agricultura e do Abastecimento

Ministro
Marcus Vinicius Pratini de Moraes

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Diretor-Presidente
Alberto Duque Portugal

Diretores

Elza Angela B. Brito da Cunha
José Roberto Rodrigues Peres
Dante Daniel Giacomelli Scolari

Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria Tropical

Chefe-Geral
Francisco Férrer Bezerra

Chefe Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Levi de Moura Barros

Chefe Adjunto de Administragéo
Paulo César Espindola Frota



ISSN 1413-8212

Circular Técnica N° 06 Setembro, 2000

COMO COLETAR, PRESERVAR E REMETER
CORRETAMENTE AMOSTRAS PARA EXAME
FITOPATOLOGICO

Francisco das Chagas Oliveira Freire

En@a




© Embrapa Agroindustria Tropical, 2000
Embrapa Agroinduistria Tropical. Circular Técnica, 06
Exemplares desta publicacdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Agroindastria Tropical

Rua Dra. Sara Mesquita 2270

Planalto Pici

Caixa Postal 3761

CEP 60511-110 Fortaleza, CE

Tel. (085) 299-1800

Fax: (085) 299-1803/299-1833

Endereco eletrénico: negocios@cnpat.embrapa.br

Tiragem: 300 exemplares

Comité de Publicacdes
Presidente: Raimundo Braga Sobrinho
Secretario: Marco Aurélio da Rocha Melo
Membros: Jodao Ribeiro Cris6stomo
José Carlos Machado Pimentel
José de Souza Neto
Oscarina Maria da Silva Andrade
Heloisa Almeida Cunha Filgueiras
Maria do Socorro Rocha Bastos

Coordenacéo editorial: Marco Aurélio da Rocha Melo
Acompanhamento grafico: Arilo Nobre de Oliveira
Revisado: Maria Emilia de Possidio Marques
Normalizagao bibliografica: Rita de Cassia Costa Cid

Técnica, 06).

FREIRE, F. das C.O. Como coletar, preservar e remeter corretamente
amostras para exame fitopatoldgico. Fortaleza: Embrapa Agro-
inddstria Tropical, 2000. 15p. (Embrapa Agroindistria Tropical. Circular

1. Exame fitopatoldgico; Coleta; Amostra; Preservacao;
Phytopathological tests; Collection; Sample; Preservation.

CDD581.2




SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt n ettt e 5
OBTENCAO DE INFORMACOES .....cooviiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 6
COLETA, PRESERVACAO E REMESSA DO MATERIAL VEGETAL ...... 9

COLETA, PRESERVACAO E REMESSA DE AMOSTRAS DE SOLO
ERAIZES ...t 11

CONSIDERAGOES FINAIS .....ocvoviiiictiieeeeieeieeee e 14

REFERENCIAS ...t et 15



COMO COLETAR, PRESERVAR E REMETER
CORRETAMENTE AMOSTRAS PARA EXAME
FITOPATOLOGICO

Francisco das Chagas Oliveira Freirel

1 INTRODUCAO

O profissional em fitopatologia é freqiientemente requisitado a for-
necer laudos e elaborar pareceres acerca de problemas supostamente
causados por fitopatégenos. A rapida identificacdo do problema pelo
fitopatologista e a solucdo adequada para resolvé-lo podem represen-
tar, para o produtor, a diferenca entre o lucro e o prejuizo, maxime con-
siderando-se os elevados custos atuais de producédo. Evidentemente, o
diagndstico mais preciso € aquele realizado in loco pelo proprio especia-
lista. Entretanto, em virtude do pequeno numero de fitopatologistas, das
disténcias geograficas dos plantios e da diversidade das culturas, amos-
tras vegetais sao freqliientemente remetidas para exame em laboratério.

Desse modo, a situagdo usualmente encontrada pelo fitopatologista
€ 0 exame de amostras coletadas por outras pessoas, em geral agréno-
mos de outras especialidades, extensionistas, lideres comunitarios ou,
ainda, pelos préprios produtores interessados. Assim, para a precisa
identificacdo do organismo envolvido no processo infeccioso e, em Ultima
andlise, para a elaboracao adequada do diagndstico e das medidas de
controle, torna-se imprescindivel a correta coleta de amostras que repre-
sentem, o mais proximo possivel, a situacao observada no campo, na
sementeira, no viveiro ou na casa-de-vegetagcdo. Por outro lado, exis-
tem poucas informacdes especificas sobre os métodos para a coleta de
amostras para exame fitopatolégico. Ademais, as informacgdes existen-
tes encontram-se dispersas em livros e em outros textos especializados
(Tuite, 1969; Strobel, 1970; Streets, 1975; Freire, 1986).

1 Eng.-Agr., Ph.D., Embrapa - Centro Nacional de Pesquisa de Agroindustria
Tropical. Rua Dra. Sara Mesquita 2270, Planalto Pici, CEP 605115-110 Forta-
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E por demais conhecida entre os fitopatologistas a dificuldade de
se analisar amostras vegetais coletadas por pessoas nao familiarizadas
com a atividade fitopatolégica. Em sua grande maioria, essas amostras
chegam ao laboratério ja deterioradas e sem condi¢des para um diagnoés-
tico preciso, quase sempre por terem sido impropriamente coletadas e/ou
acondicionadas de maneira incorreta.

O presente trabalho tem como objetivos béasicos enfocar os méto-
dos de coleta e preservacdo de amostras de interesse fitopatoldgico, enfa-
tizando a adequada amostragem do material a ser remetido ao laboratorio,
de modo a facilitar, ao fitopatologista, a identificacdo do agente etiolégico
envolvido no parasitismo e, ao produtor, a indicacdo das medidas a serem
adotadas para seu controle.

2 OBTENCAO DE INFORMACOES

Antes do inicio da coleta e posterior diagnose de uma fitomoléstia,
0 passo principal é se obter uma visao realistica da situacao ocorrente
no campo, na sementeira, no viveiro ou na casa-de-vegetacao. Essa
etapa envolve uma criteriosa inspec¢ao das plantas, além de uma entre-
vista com o proprietario ou pessoa encarregada, com o intuito de se
obterem informacdes basicas sobre o plantio. Caso o produtor seja tam-
bém o responsavel pela coleta do material, ele mesmo devera prestar as
informacdes pertinentes ao problema verificado em seu plantio. Como
os produtores quase sempre desconhecem a importancia dessas infor-
macdes, cabe ao extensionista ou a qualquer outra pessoa encarregada
da coleta das amostras, obté-las de modo o mais correto possivel.

Um aspecto importante é se atentar para a distribuicdo do problema
na area examinada. Isto podera oferecer importantes informacdes quanto
as caracteristicas do possivel agente causal, indicando se é de habito
aéreo ou de solo. Caso o problema esteja espalhado regularmente em
uma determinada area, isto pode sugerir tratar-se de um patégeno de
habito aéreo. Caso as plantas doentes se distribuam em pequenas areas,
mais ou menos circulares, podera ser um indicativo de ataque por orga-
nismos de solo, como certos fungos, nematoides ou bactérias.

Uma diversidade enorme de fatores pode causar sintomas seme-
Ihantes, confundindo e dificultando a obtencédo de informacgdes. Algu-
mas vezes, sintomas precipitadamente atribuidos a fitomoléstias sao, na
realidade, causados por outros fatores, tais como injurias por implementos



agricolas, aplicagéo errbnea de defensivos, herbicidas ou, de modo bas-
tante comum, por deficiéncia de macro e micronutrientes, presenca de
elementos toxicos no solo ou mal drenagem do solo. Ataques de insetos
podem, também, ser confundidos com fitomoléstias. Em qualquer circuns-
tancia, entretanto, a obtencdo de informa¢cdes de amostragens corretas
serdo decisivas para que o fitopatologista encontre a causa definitiva do
problema (Heald, 1937; Gonzalez, 1976; Ayoub, 1980).

Nas partes 1 e 2 da Tabela 1, encontram-se sumariadas as pergun-
tas indispensaveis, que deverdo ser formuladas quando da coleta do
material a ser examinado.

TABELA 1. Ficha de informacgfes (partes 1 e 2) a ser preenchida du-
rante a coleta de amostras de partes vegetais ou de solo.

2.1 Informacdes Gerais (Parte 1)

Nome do proprietario ou interessado

Local e data da coleta
Nome vulgar e/ou cientifico da planta
Idade da planta
Procedéncia das sementes ou mudas
Area cultivada

Percentagem aproximada de ataque
Cultura plantada anteriormente

Tratamento fitossanitario

Fungicida (dose, intervalo de aplicacao)
Outros (dose, intervalo de aplicacéo)

Adubacao

Formula
Epoca de aplicagcao

Tipo de solo

Arenoso
Argiloso
Argilo-arenoso
Drenagem (ruim, razoével, boa, excelente)

Clima (atualmente)

seco
Umido




TABELA 1. (Continuacao)

2.2 Sintomas Observados (Parte 2)

Na planta em geral
Murcha total ou parcial

Amarelecimento

Desfolhamento

Podridao

Morte

Nas folhas
Queima total ou parcial

Clorose total ou parcial

Manchas arredondas ou irregulares

Enrugamento

Cortadas ou perfuradas

No caule e nas raizes
Lesdes deprimidas ou nédo

Lesdes secas ou Umidas (resinas, gomas)

Galerias ou perfuracdes

Podridao

Nos frutos
Podriddao seca ou Umida

Localizacdo das lesBes (apical, peduncular, generalizada)
Caracteristicas das les@es (superficiais, profundas)

Queda precoce dos frutos

Fendilhamentos ou rachaduras

Perfuracdes




3 COLETA, PRESERVACAO E REMESSA DO MATERIAL VEGETAL

E sempre oportuno ressaltar a necessidade de se processar uma
amostragem representativa do problema. Como fitopatégenos raramente
atacam as plantas de modo uniforme, algumas estardo mortas e total-
mente imprestaveis para o0 exame, enquanto outras estarao exibindo os
sintomas ainda em seus estadios iniciais, ou mesmo sem sintomas, em-
bora ja infectadas. Sem dlvida, as amostras mais importantes sédo aque-
las coletadas quando as plantas exibem os sintomas iniciais da doenca
ou das alteracdes supostamente consideradas como doenca. Caso repre-
sente de fato uma enfermidade, as plantas coletadas com os sintomas
iniciais contém, quase sempre, apenas 0 organismo causal (patégeno),
facilitando seu isolamento e identificacdo, quando necessarios. Ao con-
trario, amostras coletadas a partir de plantas ja completamente mortas
(dessecadas ou apodrecidas) normalmente nao possuem valor fitopatolo-
gico, tendo em vista mostrarem-se totalmente invadidas por organismos
secundarios (organismos sem qualquer relagdo com o quadro sintomato-
I6gico inicial) (Shurtleff, 1966; Horsfall, 1977).

O quadro sintomatoldgico observado devera orientar o responsavel
pela coleta quanto a necessidade de serem obtidas plantas inteiras ou
apenas partes destas. Se a doenca mostrar-se localizada, na forma de
manchas necradticas, a coleta de folhas, parte dos ramos ou frutos indivi-
duais é suficiente para um diagnéstico seguro. No caso de a doenca mos-
trar-se amplamente disseminada por toda a planta, é conveniente
coletarem-se seccdes consideraveis do caule e das raizes ou, até mesmo,
a planta inteira. Logicamente, existem algumas particularidades que devem
ser destacadas. Em se tratando de plantas horticolas, mudas, plantas
envasadas ou outras plantas herbaceas, ndo ha nenhum inconveniente
em se coletar plantas inteiras. Esse procedimento é até recomendavel
guando as plantas supostamente infectadas exibem sintomas de murcha
ou quando ndo se tem certeza de que se trata, na realidade, de uma
fitomoléstia. Claro que para plantas perenes ou arvores, a coleta e a
remessa de plantas inteiras é praticamente inviavel. Em tais situacdes,
deverdo ser coletadas apenas as partes onde se supde que 0 patégeno
possa estar localizado. Por exemplo, no caso de morte descendente, cole-
tam-se ramos contendo a parte ja necrosada e a parte ainda aparente-
mente sadia. E exatamente na zona de transi¢éo dos tecidos infectados e
sadios onde se tem as melhores chances de isolar o patégeno. Se os
sintomas principais sao tipicos de uma murcha, convém coletar raizes e
uma seccao do caule, préoximo ao solo.
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Apoés a coleta representativa das amostras, o passo seguinte, e de
importancia fundamental, é preserva-las adequadamente para a remessa
ao especialista.

Amostras de plantas horticolas e de outras plantas herbaceas deve-
réo ser colocadas em sacos de papel, fechados, devidamente etiquetados
(identificados), e remetidas, o mais rapido possivel, ao laboratério, acom-
panhadas da ficha de informac8es. A remessa em sacos plasticos deve
ser evitada, em virtude de favorecer o acumulo excessivo de umidade e,
conseqlentemente, o desenvolvimento de organismos secundarios, 0s
guais nao estao diretamente relacionados com o processo infeccioso. Caso
se disponha apenas de sacos plasticos, algumas medidas poderao ser
utilizadas para evitar a umidade excessiva. A fim de se reduzir os inconve-
nientes mencionados, diversos orificios deverao ser feitos nos sacos, além
de deixa-los abertos. O periodo maximo entre a coleta e a chegada do
material ao laboratério ndo devera exceder 48 horas. Caso contrario, as
amostras tornar-se-ao imprestaveis para o exame fitopatolégico e/ou iso-
lamento, em virtude do secamento das amostras (no caso de folhas e
ramos), de sua deterioracdo (6rgdos suculentos) ou do excessivo cresci-
mento de organismos secundarios. No caso de as amostras ndo poderem
ser enviadas para exame no mesmo dia da coleta, deverdo ser mantidas
em geladeira, fora do congelador, até que possam ser remetidas para
exame. O ideal, entretanto, é coleta-las e envia-las para o especialista
no mesmo dia. Caso as amostras necessitem percorrer um longo cami-
nho até o laboratdério, poderdo ser preservadas em boas condi¢cfes para
0 exame, desde que acondicionadas em sacos plasticos (ndo perfura-
dos) e mantidas dentro de uma caixa de isopor, com cubos de gelo.

Amostras coletadas de plantas perenes e arvores (troncos, seccdes
de caule, de estipe ou raizes) poderao ser remetidas ao laboratério em
caixas grandes de papeldo ou mesmo em sacos novos de aniagem. O
gue define a melhor forma de acondicionar o material € o meio de trans-
porte do local de coleta até o laboratério. Uma embalagem que propor-
cione maior protecdo torna-se necessaria quando as amostras sao
remetidas por transporte aéreo. Quando enviadas pelo servico normal
de correios, em virtude da demora freqliente de alguns dias, as amos-
tras chegam ao laboratério, na maioria das vezes, sem condi¢cbes para
uma diagnose precisa. Contudo, independente do meio de transporte
utilizado, o aspecto mais importante para o sucesso do diagnostico é o
periodo decorrido entre a coleta da amostra e sua chegada ao laborat6-
rio, o qual ndo devera ultrapassar 48 horas.
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4 COLETA, PRESERVACAO E REMESSA DE AMOSTRAS DE
SOLO E RAIZES

A coleta de amostras de solo e raizes para exame fitopatoldgico
justifica-se, principalmente, quando se suspeita de ataque por nematoides
nas partes subterrédneas das plantas. No caso de nematoéides das galhas
(nematoides que causam tumores ou pipocas nas raizes), os sintomas
podem ser facilmente reconhecidos. Para os demais grupos de nema-
toides (ectoparasitas, endoparasitas migradores e semi-endoparasitas),
torna-se dificil diagnosticar suas presencas em campo. Muito embora os
nematoides estejam infectando as plantas, os sintomas nem sempre sao
visiveis na parte aérea. Ademais, mesmo que as plantas estejam exibindo
0s sintomas na parte aérea, estes podem ser facilmente confundidos
com sintomas causados por outros organismos, pela toxicidade de ele-
mentos no solo ou por deficiéncia de macro e micronutrientes. Em face
da dificuldade de se diagnosticar os danos causados por nematdides,
apenas com base nos sintomas visuais em campo € que as amostras
de solo sao processadas em laboratério, a fim de se determinar os
nematoéides presentes. Devido as pequenas dimensdes dos nematdides,
este método requer a utilizacdo de exames microscopicos.

Amostras para exame nematolégico devem ser coletadas sempre
gue as plantas exibam crescimento retardado, sintomas de deficiéncia
nutricional, comumente formando reboleiras dentro do plantio, plantas
com baixa producado e clordticas. Plantas perenes e arvores, quando
severamente infestadas, mostram sintomas de declinio. Em tais situa-
¢bBes, um plano consistente para a coleta de amostras de solo e raizes
deve ser estabelecido. As amostras deverdo ser coletadas nas areas
onde as plantas exibam os sintomas suspeitos do ataque, bem como
naquelas onde as plantas estdo aparentemente sadias. Amostras de
raizes, principalmente de raizes secundarias (mais finas), devem ser
coletadas juntamente com o solo. Raizes com aparéncia sadia dever&o
ser, preferencialmente, coletadas considerando-se que naquelas ja
totalmente necrosadas quase sempre os nematdéides ja migraram ou
foram destruidos. Contudo, uma amostra de raizes com sintomas de
necrose deve ser também incluida. Para plantas como bananeira e
gravioleira, nematdides fitopatogénicos podem ser facilmente isolados a
partir de raizes com sintomas de necrose, mas néo de raizes completa-
mente apodrecidas.
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Normalmente, as amostras de solo poderao ser coletadas com as
raizes, sem que as plantas sejam destruidas ou arrancadas. Entretanto,
nao existe nenhum inconveniente em se coletar a planta inteira, da qual
deverdo ser aproveitados apenas o sistema radicular e o solo da rizosfera
(solo em torno das raizes). A amostra de solo e raizes, quando repre-
sentativamente coletada, é suficiente para fornecer um quadro realistico
do nivel populacional dos nematdéides presentes na area plantada. Mode-
los matematicos tém sido desenvolvidos para se determinar o melhor
método e 0 mais adequado nimero de amostras e subamostras para a
coleta e 0 exame de nematéides presentes no solo e nas raizes (Southey,
1970; Barker, 1985). Contudo, a mesma metodologia adotada para coleta
de amostras para exame de fertilidade de solo é suficiente para um diag-
nostico preciso (Fig. 1). Deste modo, em plantios com 1 a 2 hectares, um
total de 20 a 30 amostras de solo e raizes, perfazendo um volume equi-
valente a 2 ou 3 kg, tem se mostrado adequado para exame desse tipo.
Cinqlienta gramas de raizes deverao ser coletados, por hectare. Ao final
da coleta, o solo devera ser misturado e uma subamostra de 500 g ape-
nas devera ser remetida ao laboratorio para exame. Logicamente, o
mesmo procedimento devera ser tomado com relagdo as areas do plan-
tio onde as plantas se mostram aparentemente sadias.

Durante a coleta das amostras, o solo e as raizes superficiais de-
vem ser rejeitados. A razdo para tal procedimento é que , em virtude da
rapida flutuacédo de temperatura e umidade nas camadas superficiais do
solo, o nimero de nematdéides varia enormemente. Apds a limpeza da
camada superficial as amostras deverao ser coletadas nos primeiros 20 cm
do solo. Devido a dificuldade de se obter um trado, as amostras poderéo
ser coletadas com o auxilio de uma pa de transplantio ou até de um
enxadeco. No caso de plantas de grande porte, além da coleta de raizes
e solo, uma ou mais plantas inteiras poderao ser coletadas, enviando-se
0 sistema radicular completo, com o solo aderente.

Durante a coleta, as amostras poderdo ser colocadas em um balde
plastico ou em um saco plastico de 5 kg. Ao final da coleta, apés a mis-
tura das amostras, uma subamostra de 500 g deveréa ser acondicionada
em saco plastico, bem fechado para evitar dessecacéo, devidamente
identificada e remetida o mais rapido possivel ao laboratério, acompa-
nhada da ficha de informac¢des (Tabela 1). As amostras de raizes pode-
rdo ser enviadas junto com o solo ou separadas, em um saco plastico
bem fechado. Do mesmo modo que as amostras de partes vegetais, as
amostras de solo e raizes deverdo chegar ao laboratério em um periodo
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nao superior a 48 horas apds a coleta. Caso as amostras tenham que
viajar grandes distancias entre o local de coleta e o laboratério de exame,
elas também deverado ser acondicionadas em uma caixa de isopor com
cubos de gelo. As amostras nunca devem ficar expostas a luz solar direta
nem serem transportadas nos porta-malas dos carros, onde as tempe-
raturas excessivas poderao inativar um nimero consideravel de nema-
téides, mascarando o resultado final da avaliacdo populacional.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O periodo decorrido entre a observacdo dos sintomas de uma
fitomoléstia e a constatacdo de seus prejuizos sobre o plantio &, geral-
mente, muito reduzido, em especial no caso de plantas de ciclo curto.
Em decorréncia, torna-se imperioso um rapido diagnostico por parte do
fitopatologista, a fim de que as possiveis medidas de controle sugeridas
possam ser adotadas ainda a tempo de salvar a lucratividade do plantio.
Para que um diagndstico correto e um plano de controle sejam eficiente-
mente estabelecidos é indispensavel, antes de tudo, que as amostragens
de coleta de material e informacdes, preservacao e remessa do material
sejam consistentes.

O trabalho em apreco foi elaborado com o intuito de alertar os interes-
sados, em sua grande maioria extensionistas e produtores mais esclare-
cidos, para a importancia da coleta de amostras com representatividade
real do problema, a par da ndo menos importante coleta de informacdes no
proprio local de amostragem. Logicamente, a situacao ideal continua
sendo a presenca do fitopatologista para a avaliacdo e a coleta in loco,
aspecto nem sempre possivel pelas razdes ja mencionadas. Nos labora-
torios de fitopatologia, com freqiiéncia, sao recebidas amostras inade-
guadas para 0 exame e, consequentemente, para a emissao do diagndstico
e das provaveis medidas de controle. Em tais situacfes, a Unica alterna-
tiva para o fitopatologista € a solicitacdo de uma nova amostra. Conside-
rando-se que muitas vezes sdo necessarios o isolamento do organismo
causador do problema e a realizacdo de testes de patogenicidade, um
periodo mais ou menos longo deve ser permitido entre o exame do
material e o diagnéstico final. O envio de amostras impréprias, ocasio-
nando a necessidade de uma nova coleta, concorre para o atraso do
diagnostico do especialista, tornando, muitas vezes, sem qualquer utili-
dade todo o esfor¢co do fitopatologista em analisar o material e propor
medidas de controle.
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Cabe, portanto, antes de se exigir a elaboracdo de um diagnésti-
co rapido e correto, a realizacdo da coleta de informacdes e amostras
representativas, bem como a remessa das informagdes e amostras em
condicbes satisfatérias para um exame acurado e em tempo habil.
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