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Resumo

A protecdo natural das plantas contra patégenos ou predadores é parcialmente baseada na variedade de barreiras constitutivas,
sempre presentes na planta antes do ataque patogénico. Em adi¢do, podem apresentar estratégias de defesa induzida. O presente
artigo traz a discussao algumas das principais técnicas biomoleculares de identificagio de mecanismos vegetais de defesa.
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Abstract

The natural protection of the plants against pathogens or predators is partially based on the variety of constituent barriers,
always presents in the plant before the pathogenic attack. In addition, they can present strategies of induced defense. The
present work brings to the discussion some of the principal biomolecular technics used in identification of plant defense mechanisms.
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1. Mecanismos de Defesa Vegetal

O entendimento dos mecanismos de resposta vegetal ao
ataque patogénico tem avangado rapidamente nos tltimos anos
(Boyes et al.,1996; Malleck & Lawton, 1998), com as novas
ferramentas da biologia molecular, biologia celular, bioquimica
e genética, sendo aplicadas em outras disciplinas de pesquisa
(Staskawicz et al., 1995; Somssich & Halbrock,1998). Numa
planta sadia ou normal, que se desenvolve na plenitude de seu
potencial genético, existe um equilibrio entre os processos
geradores e os processos consumidores de energia; em uma
planta doente, este balango é quebrado, ou seja, a utilizagdo
de energia torna-se desordenada, com conseqiiente prejuizo
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! Fitopatologia, palavra de origem grega (phyton, planta; pathos, doenga e logos,
estudo) que indica o estudo das doengas de plantas em todos os aspectos, desde
a diagnose e sintomatologia, etiologia e epidemiologia, até chegar ao controle
(BERGAMIN FILHO et al., 1995).

para a planta (Briggs, 1995; Malleck & Lawton, 1998). Uma
outra caracteristica da doenga vegetal refere-se ao seu cardter
de processo continuo, ndio momentidneo. Embora essa
continuidade seja uma caracteristica relativa, em fungdo do
tempo de duragdo do fendmeno, € ela que permite a separacdo
da doenga de outros fatores de danos a planta, que podem ser
referidos pelo nome genérico de “injuria” (Hutchson, 1998).
Uma injiria caracteriza-se pela acdo momenténea, passageira,
de um fator fisico-quimico ou mecénico sobre a planta (Coley
& Barone, 1996). O desenvolvimento de doengas em plantas
¢é caracterizado por uma série de eventos sucessivos e
ordenados. Trata-se de um processo ciclico, designado por
ciclo das relagdes patégeno-hospedeiro. O ciclo de relagdes
patégeno-hospedeiro, ou ciclo da doenga, € constituido por
cinco processos bdsicos: sobrevivéncia, disseminagao,
infecgdo, colonizagao e reproducdo (Bergamin Filho ez al.,
1995; Malleck & Lawton; 1998). Tradicionalmente, desde os
primérdios da fitopatologia' , a doenga tem sido vista como
uma relac@o entre dois organismos: de um lado a planta,
denominada hospedeiro, e de outro, o agente causal, o
patégeno. A complexidade funcional, espacial e temporal da
defesa contra patégenos € iniciada com a percepg¢ao de sinais
exdgenos, continuada com os mecanismos de percepgio e
transducdo do sinal e resulta em uma reprogramagao do
metabolismo celular, envolvendo alteragdes na atividade
génica (Somssich & Halbrock, 1998).
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A Resisténcia Sistémica Adquirida (“Sar”) e
Resisténcia “Gene psara Gene”

A prote¢io natural das plantas contra patégenos ou
predadores € parcialmente baseada na variedade de barreiras
constitutivas, sempre presentes na planta antes do ataque
patogénico (Kuc, 1990; Zhu et al., 1996; Baker et al., 1997).
O efeito combinado de todas essas barreiras refere-se a
resisténcia constitutiva. Em adigéo, as plantas podem ativar
mecanismos protetores; isso € denominado “resisténcia
adquirida” ou “resisténcia induzida” (Somssich & Halbrock,
1998). Nas interagdes “gene-para-gene” entre plantas e seus
patégenos, a incompatibilidade (auséncia de doenga) requer
um gene dominante ou semidominante de resisténcia (“R")
na planta e um gene de aviruléncia (“Avr”) correspondente
no patégeno (Hammond-Kosack & Jones, 1997). Genes “R”
sao presumidos ser: (a) capazes de iniciar a transduc@o do sinal
para ativar a defesa e (b) capazes de envolver novos genes
“R” rapidamente. O isolamento de genes “R” tem revelado
classes principais de seqiiéncia genética, cujos produtos
parecem ativar semelhantes mecanismos de defesa. A ativagio
dos genuinos mecanismos de resisténcia tem sido demonstrada
(Wilson er al., 1997). A resisténcia é expressa localmente no
sitio de inoculagdo primdria, mas também de modo sistémico
nos tecidos localizados distantes do ponto de inoculagdo ou
injuria. Desta forma, a SAR, como um conjunto de sinais de
defesa induzida, contribui para a ativagio da protegio vegetal,
provendo uma seletiva vantagem para a sobrevivéncia
(Trewanas & Gilroy, 1991; Lindsay et al., 1993; Pastuglia et
al., 1997; Sticher et al., 1997; Lyon, 1998). Este tipo de
resisténcia € expresso contra um largo espectro de organismos,
inclusive organismos distintos dos organismos indutores
(Lindsay et al., 1993; Cammue et al., 1994; Innes et al., 1995;
Sticher et al., 1997). Na chamada “resisténcia gene-para-gene”,
aplanta €, a0 mesmo tempo, resistente e suscetivel contra cepas
patogénicas ao passo que a SAR confere resisténcia protetora
quantitativa (Sticher et al., 1997; Clarke et al., 1998; Yuetal.,
1998). O tempo requerido para o estabelecimento da SAR
depende da planta em questdo, assim como do microrganismo
indutor (Harrison et al., 1991; Cordeiro et al., 1998; Lauge &
Lewit, 1998).

Mecanismos Envolvidos na “Sar”

A parede celular vegetal é uma fronteira entre o
protoplasto celular e o meio ambiente circundante. Atua como
uma barreira fisica natural contra a penetragdo de
microrganismos. A participagdo da parede no processo de
defesa deve também envolver modificages pés-infectivas na
estrutura do envoltério celular, através da deposigio de outros
polimeros, tais como a calose, lignina ou glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina. Outros metabdlitos, tais como compostos
fendlicos, devem contribuir para a protegdo celular, através,
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supostamente, do aumento na sua concentracio até niveis
téxicos. A familia das proteoglicanas contém cerca de 30
moléculas que variam quanto as fungdes biolégicas, atuando
como organizadores teciduais, influenciando no crescimento
¢ na maturacdo celular, como filtros biolégicos, e modulando
a atividade de fatores de crescimento (GFs) (Iozzo, 1998).
Entre as defesas pds-infectivas, as fitoalexinas sdo mais
estudadas em plantas cultivadas. Esses compostos
antimicrobianos de baixa massa molecular estdo ausentes em
tecidos vegetais até o momento da invasio patogénica. A partir
desse momento, haverd a sintese de precursores de defesa e o
subseqiiente acimulo desses (Hunt et al., 1996; Zoubenko et
al., 1997). O reconhecimento é ativado pela troca de sinais
quimicos, envolvendo a participagdo da planta e dos
microrganismos (Braga et al., 1993; Birkenheimeir & Ryan,
1998; Rezzonico et al., 1998). As paredes das plantas e das
células fingicas contém carboidratos que podem ser liberados
durante as interagdes planta-microrganismo, e genes ativos
que lideram a producdo de metabdlitos téxicos (fitoalexinas,
principalmente). Tais carboidratos, somam-se aos constituintes
celulares (proteinas, glicoproteinas, lipideos) (Boyes er al.,
1996; Parker et al., 1997). Elicitores (eliciadores) sio
moléculas que estimulam respostas defensivas. De particular
interesse estd a identificagdo de proteinas de ligagio a elicitores
que devem atuar como receptores fisiol6gicos na cascata de
transdugio de sinais (Hahn, 1996; Honee et al., 1998). Os
eliciadores glicidicos (Ebel, 1998) sdo os mais potentes,
freqiientes e conhecidos como moléculas capazes de despertar
resposta defensiva vegetal. A formagdo de aposi¢des em
paredes celulares em sitios de infec¢fo (Luderitz & Grisebach,
1981) é bem conhecida em monocotiledéneas e em
dicotiled6neas, como forma de restringir a penetragdo fingica
em células epidérmicas.

Acao da Fenilalanina Amonia Liase (PAL)

As plantas produzem grande variedade de compostos
secunddrios contendo grupo fenol. Tais substincias,
classificadas como compostos fendlicos, sio quimicamente
heterogéneas, tendo papéis diversos na planta, como defesa
contra herbivoros ou patégenos; suporte mecéanico, atragdo
de polinizadores e dispersores de frutos. As duas vias b4sicas
de biossintese de compostos fenélicos sdo a via do 4cido
chiquimico e a via do dcido mal6nico. A via do 4cido
chiquimico esta presente em plantas, fungos e bactérias, mas
ndo é encontrada em animais. A maioria das classes de
compostos fendlicos secunddrios em plantas é derivada da
fenilalanina em 4cido cinamico, através da eliminagdo de uma
molécula de amdnia. A referida reagdo é catalisada pela
fenilalanina amonia liase (PAL), importante enzima
regulatéria do metabolismo secunddrio. A atividade da PAL
em plantas estd sob controle de vérios fatores internos ou
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externos, tais como hormdnios, niveis de nutrientes, luz,
infeccao fiingica e injuria (Taiz & Zeiaer, 1988). A lignina é
formada através da polimerizacdo desidrogenativa (Grand et
al., 1987) de precursores produzidos na via fenilpropandide.
Considerando-se o fato de que as plantas sdao organismos
sedentdrios, representando, desta forma, faceis alvos de
predagdo, a lignina, exemplo de componente estrutural celular,
é elemento crucial de defesa vegetal.

Proteinas Relacionadas a Patogénese

O grupo de proteinas denominadas “proteinas relacionadas
a patogénese”, descritas nos idos de 1970 em folhas de fumo
infectadas com TMV (virus do mosaico do tabaco) (Van Loon
& Van Kammen, 1970; Gianinazzil et al., 1970), induzidas
através de situagdes patogénicas, denominam-se “proteinas
relacionadas a patogénese” (“PR proteins™) (Bowles, 1990;
Bronner et al., 1991). Através de alteragdes nas suas condi¢des
fisiologicas, as plantas superiores protegem-se de varios
estresses, dentre os quais, ataques patogénicos, injirias
mecdnicas, aplicagdo de compostos quimicos, tais como,
fitohormonios, poluentes atmosféricos, ozonio, ou mesmo,
raios ultravioleta (agentes mutagénicos)’ (Pieterse e a’., 1996;
Morris et al., 1998). “Proteinas relacionadas a defesa” (Bharti
& Khurana, 1997; Sticher et al., 1997) foram inicialmente
definidas como sendo soliveis em dcidos, resistentes a
proteélise, proteinas acidicas localizadas no espago
extracelular. Mais tarde houve a identificag@o de homélogos
de natureza bdsica. Acumulam-se abundantemente no sitio de
infec¢do, mas também sdo acumuladas em partes ndo
inoculadas da planta infectada. A natureza ou nivel de
expressdo das proteinas de resisténcia sistémica adquirida varia
entre as espécies vegetais (Dempsey et al., 1998). As
similaridades entre as seqiiéncias, relagdes imunoldgicas e as
propriedades enzimadticas sdo pardmetros que tém sido usados
na classificagdo das referidas proteinas (Broner et al., 1991).

Ativadores Quimicos da Resisténcia Sistémica
Adquirida

Compostos Inorgdnicos

Virias substdncias naturais ou sintéticas induzem a
resposta de defesa sistémica adquirida. O critério aplicado a
um agente de protegdo vegetal, para qualificd-lo como um
indutor de resisténcia, baseia-se nos seguintes quesitos (Durner
et al., 1998): a) nem o agente, nem o metabdlito derivado do
agente defensivo deve possuir atividade antimicrobiana in vitro

ou na prépria planta; b) o agente modifica a interacdo
planta-patégeno, permitindo uma interacdo incompativel, a
qual inclui mecanismos relacionados a defesa, induzidos antes
e aps o ataque patogénico; c) o agente deve proteger a planta
contra patégenos; deve protegé-la apenas contra determinado
grupo de patégenos, em fungio da reacdo de indugdo. Sais de
fosfato induzem a resisténcia sistémica adquirida em pepino,
feijao e milho. O seqiiestro de fons calcio no sitio de aplicagao
por fosfatos € sugerido ser o gerador de um sinal endégeno de
resisténcia sistémica adquirida. Em pepino e fumo,
pulverizados com preparagdo de SiO,, induzem a resisténcia
sistémica acompanhada por atividades acessérias de quitinase
(Creelman & Mullet, 1997, Yang et al., 1997),
beta-1,3-glucanase, peroxidase (STICHER et al., 1997) e
polifenoloxidase. O oxigénio (Lamb & Dixon, 1997) participa
dos processos de formagdo de espécies oxigénio-ativas,
incluindo o anion superéxido (O,7), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e o radical hidroxil (OH'). O anion superéxido ¢ um
produto intermedidrio do transporte elétrico mitocondrial, da
fotossintese e das reagoes da flavina desidrogenase, e pode
ser convertido em outras espécies oxigénio-ativas, nas quais o
grupo hidroxila € o mais reativo (Sharma & Davis, 1997). A
infecgdo por patégenos avirulentos elicia a ativagdo de uma
bateria de defesas, freqiientemente acompanhadas por um
colapso das células atacadas, denominando-se ‘“‘resposta
hipersensitiva’ (HR) (Conconi et al., 1996; Lamb & Dixon,
1997; Yang et al., 1997).

Compostos Orgédnicos Naturais

Em adi¢@o ao 4cido salicilico e ao dcido jasmdnico
anteriormente discutidos, dcidos graxos poliinsaturados ou
oxigenados, tais como o araquidonico, linolénico, linoléico
e acido oléico induzem resposta de defesa sistémcia adquirida .
(SAR) em batata, contra P.infestans. Esse efeito nao é
acompanhado pelo aumento dos niveis de 4cido salicilico ou
pela expressdo de genes de resisténcia sistémica, O 4cido
araquiddnico € imével nas plantas e seu efeito sistémico parece
ser mediado pela liberagao de um sinal endégeno. Em arroz,
derivados oxigenados do 4cido alfa-linolénico, que se acumula
em folhas infectadas, pode induzir a SAR, quando aplicado
em raizes. Oligdmeros de quitosana (poli-N-glicosamina), os
quais s@o liberados pela ag¢do da quitosanase através das
paredes celulares de fungos invasores, pode proteger raizes
de tomate contra Fusarium oxysporumf.sp. radicis Iycopersici

* A mutagénese devida i agdo dos raios UV deve-se i alteragio do padrio de leitura da fita informacional de DNA, na qual haverd deslocamento entre o pareamento de

bases nitrogenadas adenina-timina, provocando o pareamento erréneo.
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quando aplicado as sementes, raizes, ou as folhas. Elicitinas
parecem estar envolvidas na percep¢do do sinal de transdugdo,
liderando a ativagdo de respostas de defesa (Creelman &
Mullet, 1997).

Fitopatégenos Parasitas

A resisténcia a fitopatégenos pode ser definida pelo indice
de reprodutividade do parasita (Taylor & Sasser, 1978;
Monteiro, 1982). No entanto, para avaliagao da relagio planta
X parasita, hd necessidade da mensuragdo de um outro fator: o
dano causado pelo parasita a planta (Canto-Saénz, 1985;
Macculoch et al., 1989).

PCR: Diagnose Molecular de Doencas Vegetais

A identificacdo e caracterizagdo de fitopatégenos sio os
primeiros passos para seu estudo. Tradicionalmente a
identificagao € feita baseada em caracteristicas morfoldgicas,
entretanto, estas levam a controvérsias quanto a identificagio
de diversas espécies. Técnicas moleculares sdo ferramentas
poderosas e tém sido de grande utilidade na taxonomia e
caracterizagao destes organismos. A técnica de PCR
revolucionou varias dreas da biologia, incluindo sistemdtica e
caracterizacgao, possibilitando a obtencdo de respostas
previamente ndao possiveis. Pode ser utilizada para a
amplificagdo de genes especificos, assim como para a
amplificacdo de segmentos andnimos do genoma. Métodos
baseados em PCR ja foram utilizados com esta finalidade, e
novos métodos recém-descritos tém o potencial para avangar
ainda mais os estudos de taxonomia e genética populacional
(Leal-Bertioli,1998). O uso de critérios morfolégicos € ainda
o primeiro passo na identificacdo, mas podem ndo ser
completamente acurados porque (1) diferencas subcelulares
podem ndo ser expressas como caracteristicas morfolégicas
(2) diferengas em caracteristicas morfolégicas podem ser
devidas a instabilidade de isolado ou condigdes de cultivos
(Shehechter & Hall, 1973; Ferron, 1978, Couteaudier et al.,
1994). Portanto, freqiientemente resultados baseados em
critérios fenotipicos devem ser confirmados utilizando métodos
mais acurados, como, por exemplo, métodos baseados em
caracterfsticas genéticas. Andlise de DNA oferece maior
precisdo na diferenciagdo intraespecifica, que, via de regra,
ndo pode ser alcangada de maneira consistente através de
andlise morfolégica. Vale notar que, na maioria dos casos,
classificagdes baseadas em marcadores moleculares (DNA)
corroboram classificagdes baseadas em caracteristicas
morfolégicas. O desenvolvimento de PCR (polymerase chain
reaction, Mullis & Fallona, 1987) proporcionou um avango
antes inimagindvel em taxonomia, por oferecer meios mais
rapidos e precisos para identificar e caracterizar fitopat6genos.
PCR também pode ser utilizado para DNA fingerprinting,
amplificando regides aleatérias do genoma, oferecendo
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padrdes tinicos para cada espécie ou isolado (Caetano-Anollés
etal., 1991, Welsh & McClelland, 1990, Williams et al., 1990).
Além disso, esta técnica pode ser utilizada para amplificar
regioes do DNA de seqiiéncia conhecida, como genes que
codificam RNA, genes de mtDNA (Kohn et al., 1991), genes
de tRNA (Welsh & McClelland, 1991) e microssatélites
(Henson et al., 1993; Charlesworth, 1994; Leal et al., 1997).
A amplificagdo ocorre em 3 etapas (HENSON & FRENCH,;
1993): Desnaturagdo do molde de DNA; anelamento de
oligonucleotideos iniciadores sintéticos as fitas; extensdo dos
“primers” por ag¢do da enzima termoestdvel taq polimerase.
As etapas podem ser repetidas por 20 a 40 ciclos, dependendo
da seqiiéncia a ser amplificada. Para a detec¢io dos produtos
de PCR recorrer-se-a a eletroforese em gel de agarose,
coloragdo com brometo de etidio sob luz ultravioleta, embora
métodos que envolvam a detec¢do colorimétrica de produtos
amplificados possam ser utilizados (MUTASA et al., 1996).
Recentemente foi desenvolvida a técnica de AFLP (amplified
fragment length polymorphism), combinando a robustez de
RFLPs e a sensibilidade de PCR.

Analise de Restricao de DNA Ribossomal

Ribossomos possuem a fungio bdsica de traduzir mMRNA
em peptidios e proteinas. Desta forma, genes que codificam
para RNAs ribossomais estdo presentes em sistemas vivos,
em nimeros repetitivos de copias (100 a 430 vezes por genoma
hapléide (Long & Dawid, 1980). Por ser constituido por
regides que evoluem em velocidade diferentes, o rDNA é
considerado como um conjunto de crondmetros, cada um
oferecendo diferentes perspectivas da histéria evoluciondria
do organismo (Woese, 1987; Evans et al., 1988).

RAPD-PCR, AP-PCR, DAF, AFLP e DNA Satélite
O método de RAPD-PCR (DNA Polimérfico
Amplificado Randdémico), descrito por Williams e
colaboradores (1990), envolve o uso de um primer de dez
bases, com a temperatura de ligagdo ao DNA-alvo de 36°C.
Os produtos de RAPD-PCR s@o analisados diretamente em
um gel de agarose corado com brometo de etidio. O PCR
Arbitrario (AP-PCR) foi descrito por Welsh & McClelland
(1990). E semelhante a0 RAPD-PCR, porém utiliza primers
mais longos (de 20 a 34 nucleotidios), com temperatura de
ligagdo de 40°C, seguida por ciclos de temperatura de ligac@o
em torno de 60°C. Os produtos de AP-PCR sdo marcados
radioativamente com aa-** nos dltimos ciclos da reagdo, e sio
entdo separados em um gel de poliacrilamida e visualizados
por autorradiografia. Combinagdes de diferentes primers foram
também utilizadas e observou-se que isto aumentava as
possibilidades de se identificarem novos polimorfismos (Welsh
& McClelland, 1991,). DAF utiliza primers bem menores
(cerca de 5 nucleotidios, produzindo padrdes mais complexos
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que RAPD-PCR ou que AP-PCR (Caeteno-Anollés et al.,
1990). Os produtos sdo separados em gel de poliacrilamida e
visualizados por coloragdao com prata. Nos tipos de DNA
fingerprinting citados acima, cada primer origina um padrao
diferente de produtos de PCR, cada um com o potencial de
detectar polimorfismos entre linhagens da mesma espécie
(Welsh & McClelland, 1991). Estes métodos tornaram-se
muito populares, uma vez que nao requerem conhecimento
prévio de nenhuma seqiiéncia do genoma do organismo a ser
analisado. AP-PCR produz menos bandas do que RAPD-PCR
OU DAF, por utilizar primers mais longos (com menos chance
de ligagdo do genoma) e temperatura de ligagao mais alta (que
torna a reagao mais especifica). Entretanto, a visualizag¢do das
bandas através de radioatividade ¢ mais eficiente do que a
visualizagdo utilizando brometo de etidio, possibilitando a
observag¢do de um maior nimero de bandas por reagdo. Os
primers longos e a temperatura mais alta também fazem de
AP-PCR uma técnica mais repetitiva do que RAPD-PCR. A
visualizagao de produtos de DAF ¢é também mais eficiente do
que de RAPD-PCR (Li et al., 1996; Esquibet et al., 1998).
RAPD-PCR ¢ um método altamente discriminatério,
entretanto, € altamente sensivel a pequenas variagoes (as vezes
inevitdveis) de protocolo, como mudanga de enzima Taq
polimerase, de fornecedor de primer ou de dNTPs, ou variagdes
minimas na temperatura ambiente, enquanto a reagio €
montada. Portanto, € aconselhavel comparar perfis de reagoes
que foram feitas em ocasides diferentes. Jd existe um consenso
de que andlises filogenéticas baseadas em métodos de PCR s6
devem ser utilizadas para taxa préximos, como patétipos de
uma mesma espécie ou, no maximo, espécies de um mesmo
género. Assim, as chances de ndo homologia entre as bandas
sdo minimizadas (Clark & Laningan, 1993, Hardrys et al.,
1992). Para sanar este problema, foram implementadas técnicas
complementares a PCR, tais como ‘Restriction Endonuclease’
(REF) e ‘Single Strand Conformational Polymorphism’
(SSCP).

AFLP ¢ um método que foi patenteado e licenciado por
varios anos pela Keygene (Holanda), mas sé foi publicada
posteriormente (Vos et al., 1995). Esta técnica tem trés passos:
clivagem do DNA com enzimas de restrigdo, ligagdo de
oligonucleotideos adaptadores e amplificagdo seletiva de
fragmentos de restrigdo. Um dos primers utilizados € marcado
com [gg-**P] O ATP, e os produtos sdo analisados por
autoradiografia. Uma das vantagens apresentadas por AFLP é
que, ao contrario dos outros métodos, pode avaliar um grande
nimero de loci independentes (cerca de 500 por reagio), além
se ser altamente repetitivo (Majer et al., 1996). O genoma de
eucariotos ¢ formado de seqiiéncias repetitivas, que estdo
arranjadas em “tandem” chamadas de DNA satélite. O DNA
satélite varia de 10 a 10° cGpias por genoma hapléide, equivale
a uma porg¢do de menos de 1% até cerca de 70% do genoma
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total (Bernard & Miklos, 1979). E principalmente constituido
de heterocromatina e parece ser inerte geneticamente. Sua
fung¢do ainda ndo foi bem estabelecida, mas parece depender
pouco da seqiiéncia, mas da estrutura dentro de uma mesma
espécie (Tares et al., 1993). Por estarem representados em
grande nimero no genoma, s@o de fécil detecgdo em Dot blot
e RFLPs (Tares et al., 1993, e 1993,), assim como féceis de
serem amplificados a partir de um tinico nematéide (Grenier
et al., 1993). Essa caracteristica torna essas regides
extremamente uteis para diferenciacao de fitopatégenos
dificeis de serem distintos em estdgio juvenil, assim como para
a detecg@o de importdncia quarentendria em germoplasma
introduzido. Foram aqui apresentadas algumas das técnicas mais
utilizadas na identificagdo e caracterizacdo de patégenos e
parasitas. Na pritica, a escolha da técnica a ser usada deve levar
em conta fatores como tempo e instalagdes disponiveis para a
andlise, assim como o custo e a distancia taxondmica dos
organismos a serem analisados (PIETERSE et al., 1996;
SHIRASUeetal., 1996; BONAS & VANDEN-ACKERVAKEN,
1997; ORR et al., 1997; SHAH, 1997).
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