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CARACTERIZACAO DE ISOLAMENTOS PORTUGUESES DE MILDIO
DAS CRUCIFERAS (Peronospora parasitica (Pers. ex F r.) Fr.)

Resumo

O mildio das cruciferas (Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.) é considerado uma
docnga bastante importance nas brassicas em Portugal.

Quinze isolamentos de P. parasitica provenicentes de varias regides de Portu-
gal, foram examinados em laboracério, com o objcctivo de caracterizar os tipos de
emparelhamento e variabilidade, e as diferencas morfoldgicas entre os conidios.

Apuraram-se avangos metodoligicos para a observagio e descrigio geral do
tungo.

Observou-sc pela primeira ver a presenca de conidios com formas anormais
nos isolamentos de Odemira, Batalha, Vila Real e Lourinhd. Foram consideradas
algumas hipdeeses para explicar o fenémeno.

O estudo do acasalamento dos isolamentos obtidos por esporo tinico, com os
isolamentos POOS ¢ POO6 do Reino Unido pertencentes aos tipus de compatibilidade
sexual (SCT) Pl e P2 (Sherriff e Lucas, 1989b), mostrou a existéncia de 3
isolamentos do tipo P1, 10 do tipo P2 e 2 auco-compativeis.

As dimensdes dos conidios revelaram a presenca de formas circulares, ovais e
alongadas ¢ ndo houve diferencas aparentes na forma dos csporos em todos 0s
isolamentos. O mesmo isolamento produziu conidios de tamanho diferente em 3
repetigdes, indicando o efeito do meio sobre este pardmetro,

Os 15 isolamentos porcugueses parceem ndoapresentar diferencas morfoldgicas,
mas houve eventual diferencas do tipo genético ¢ fou fisiolégico.

Nio s¢ encontrou nenhuma relagio entre a forma dos conidios, a oFigem

geogrifica e o tipo de acasalamento nos 13 isolamentos,

Palavras chave: cruciferas, brassicas, m ildio, P. parasitica, isolamentos, conidios,

odsporos, tipo de acasalamento. homotalismo, heterotalismo.



CHARACTERIZATION OF PORTUGUESE ISOLATES OF CRUCIFER'S
DOWNY MILDEWS (Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.) Fr.)

Abstract

Downy mildew of crucifers caused by P. pasasitica is considered an important
discase on cultivated brassica in Portugal.

Fiftcen isolates of P. parasitica from various regions of Portugal were exam-
incd under laboratory conditions to characterize on the one hand sexual compatibil-
ity types (SC'T) and variability, and on the other hand morphological differences of
conidia.

Advance in methods forobservation and general description of the fungus was
achieved.

T'he presence of contdia with anomalous formswas observed for the first eime
in isolates from Odemira, Batalha, Vila Real and Lourinhi. Some explanations for
this fact were proposed.

T'he study of mating types of the Portuguese isolates obtained by the single
spore technique with isolates P05 and PO06 from the UK., belonging to two sexual
compatibility types P1and P2 (Sherritfand Lucas, 1989b) showed the existence of
3 P1 type isolates, 10 P2 type isolaces and 2 self-compatible isolates.

The average measurements of the conidia revealed the presence of circular,
oval and elongated forms. Three faboracory tests indicating the effect of the
cnvironment on size showed that the same isolate produced conidia with different
$17€8.

The fifteen Porruguese isolates did not present any morphological differ-
ences. 'The isolates presented differences on mating types and the possibility of
some difterences in genetical and physiological types.

Key words: crucifers, brassicas, downy mildew, 2. parasitica, isolates, conidia,

oospores, mating type, homothallism, heterochallism.
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TRODUCAOQ

As brassicas sdo cultivadas no mundo inteiro numa 4rea superior & 2 milhoes
de hectares, cabendo ans 15 paises da Comunidade Eurapeia (C.IE.), cerca de
267.000 hectares, num total de 422.000 hectares para toda a Europa (F.A.O., 1992).

Em Portugal, mais do que em qualquer outro pais da Europa, as plantas
culttvadas do género Brassica tém um papel preponderante. A produgio horticola
nacional & caracterizada pela grande produgdo e consumo de couves, sobretudo
couve-lombarda, repolho, brécolo e couve-portuguesa. O consumo de couves em
Portugal ¢ um dos mais elevados do mundo com cerca de 750.000 t/ano, o que
corresponde a uma capitagdo de aproximadamente 75 Kgfano (Portas e Costa,
1977). O maior consumo € da couve-lombarda (B. oleracga var. sabaunda), préximo
dos 42 Kg/hab/ano, seguido da couve-portuguesa (B. ofleracea var. costata) com cerca
de 19 Kg/hab./ano. Rosa (1991) sugere que estas capitagies sdo varidveis de regido
em regido, podendo nalguns casos atingir valores mais elevados ou favorecer a
couve-portuguesa em detrimenta da couve-lombarda, como acontece na regido de
Tras-os-Montes. Presentemente, o consumo de couves em Portugal mostra uma
tendéncia para diminuir, a0 mesmo tempo que aumenta a diversificacio de
hortaligas. A redugio do consumo tem-se feito sentif principalmente nas couves de
folhas, como € o caso da couve Tronchuda e Galega (Monteiro, 1990).

Nas ultimas décadas, o melhoramento de virias formas cultivadas de Brassica
vleracea tem sido notdvel, tendo-se dado particular atengiio 2 producio de cultivares
hibridas F, 0 que deu origem a um grande aumento da produgio por unidade de
drea ¢ também da qualidade do produto. Contudo, esse melhoramento pouco



incidiu na resisténcia as doengas ¢ pragas, ao contririo do que acontece com outras
culturas horticolas, nomeadamente o tomate € o pepino.

Recentemente, tem-se obscrvado nos paises desenvolvidos um novo interesse
pelas brdssicas, relacionado com o scu valor alimentar. Estas plantas sdo ricas em
fibras, que ajudam na regularizagiio ¢ bom funcionamento doaparelho digestivo, em
vitaminas B e C, em carotenos ¢ em minerais. As fibras € os carotenos possuem acgiio
reconhecidamente anticancerigena, o que recomenda a inclusio de couves na diera
alimentar humana, para a prevengiio deste tipo de doencas (Font Quer, 1988; Dias,
1992; Rosa, 1992).

As brdssicas s6 serdo culturas com futuro, se o melhoramento para resisténcia
as doengas ¢ as pragas puder acompanhar a pressio dos consumidores e das normas
curopceias sobre agriculturasustentével, permitindo a utilizagiio de plantas resistentes
que necessitem menos agroquimicos. Enquadrado nesta filosofia estd o projecto
comunitirio intitulade “The location and exploitation of genes for pest and
diseasc resistance in European gene bank collections of horticultural bras-
sicas” cm que colabora a Secgdo de Horticultura do Deparramento de Producio
Agricola e Animal (DPAA)} do Instituto Superior de Agronomia (ISA) com a
realizagio de estudos sobre resisténcia ao mildio ¢ ds pristulas brancas (sin. ferrugem
branca) cm brassicas. O trabalho cxperimental que serviu de base a preparacio desta
disserracdo decorreu no Ambito deste projecto.

O mildio das cruciferas (Peronospora parasitica(Pers. ex Fr.) Fr.) é uma doenca
bastante importance nas brdssicas cultivadas cm Poreugal, j4 que existem condigoes
favordveis de temperacura e humidade para o desenvolvimento do fungo durante
grande parte do ano. A importdncia das brissicas no nosso pafs € a sua permanente
convivéncia com o mildio levou a que se tenham realizado alguns trabalhos sobre
aresisténcia das couves portuguesas a csta doenca (Monteiro ¢ Williams 1989: Dias
et al., 1993; Sousa e al., 1994; Carvalho. 1995), que conduziram i idennificagio de
plantas com interessante resisténeia genética ao fungo (Sousaeral., 1994; Carvalho,
1995). A investigacio sobre a variagdo genética na Brussica oferacea em busca de
material resistente a doengas como o mildio ou as pistulas brancas, ainda vai no
infcio, havendo muitos "buracos negros’ que terio de ser consistentemente
investigados ¢ devidamente explicados.

O estudo da intcracgio entre o hospedeiro ¢ o agente patogénico ao nivel
morfolégico, anatémico e fisiolégico € importante para compreender o fenémeno da
doenga nas plantas. O conhecimento da forma como o hospedeiro e o parasita
interactuam ¢ de grande importdncia no desenvolvimento de métodos de concrolo
genétco da reacgio do hospedeiro ao ataque do agente patogénico, no campo do
- melhoramento das plantas. Neste contexto ¢ relacionado com a realizacio de testes
de avaliagiu da resisténcia a docngas "disease sereening”, surge-nos o conceito de
fenotipo da interacgdao (IP) (Williams, 1989), rermo geral que envolve todos os

fenotipos que resultam da interacgio entre a planca, um simbionte ¢ o meio. O



conceito de IP fornece descrigdes mais precisas das interacgbes, que podem ser
quantificadas em termos de cfeitos positivos ou negativos, no hospedeiro ou no
agente patogeénico. No dmbito do conceito de IP, podem incluir-se manifestagées
diversas de interacgdo, que viio desde os efeitos benéficos de simbiontes mutualisticos
até 4 expressdo dos sintomas da doenca ou dos sinais do agente patogénico.

Seguindoalinha de pensamento de Williams (1989), deve-se concordar que
omelhoramento para resisténcia a doengas necessita do conhecimento profundo da
genética, ccologia, biologia do desenvolvimento ¢ da reprodugdo, fisiologia ¢
t€cnicas culturais da culoura, assim como duma compreensio abrangente do préprio
agente patogénico, para além do entendimento do papel complexo do meio. O
conhecimento da ecologia do parasita, sua epidemiologia, reproducio e genética, é
de particular importincia, levando o melhorador a estar ciente da existéncia de
variabilidade patogénica e do potencial que um organismo possui para gerar novas
formas patogénicas. Serd muito dificil encontrar formas de resisténcia genética a
uma doenga sem antes conhecer suficientemente o agente patogénico que a
provoca.

Quando se procuram  novas fontes de resisténcia, & IMPOrtantc un
tonhecimento adequado da variagdo e distribuigio de formae speciales ¢ de ragas
fisiologicas (patotipos) paraa determinagio dos locais mais apropriados aos testes de
avaliagdo no campo ou a recolha de isolamentos. Os locais mais apropriados, sio
aqucles onde oagente patogénico é endémico efou sazonalmente cpidémico € onde
existe um miximo de variagdo na patogenicidade (Williams, 1989).

Tendo presente a afirmagio de Williams (1989): "para haver um eficaz
programa de melhoramento sobre resisténcia a doengas, um conhecimente
abrangente do agente patogénico é tio importante como ¢ conhecimento do
hospedeiro”, houve a necessidade de estudar o agente patogénico causador do
mildio das cruciferas, o fungo Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.) Fr.. Este fungo
nio tem sido objecto de muira atengiic 4 nivel mundial ¢ em Portugal, ndo é
suficientemente conhecido. Assim, justifica-se o presente trabalho, realizado no
periodo de Outubro de 1993 a Agosto de 1993. Nio sendo um clissico de patologia
vegetal, pretende dar um contributo na drea da horticultura;cm especial no campo
do methoramento sobre aspectos mais relacionados com o agente patogénico, que
poderdo eventualmence ajudar a melhor compreender ¢ incerpretar os fenémenos
inerentes 4 relagio hospedeiro-parasita.

Os objectivos gerais do crabalho sio:

- apurar técnicas laboratoriais adequadas para uma descricio geral do P.
parasitica de vinas regides de Porcugal;

- verificar os tipos de acasalamento ¢ variabilidade apresentados pelos
isolamentos portugueses de P. parasitica, podendo obterinformacio sobre fenémenos
de heterotalismo e hamotalismo;



- avaliar as difcrengas morfoldgicas dos conidios com a intencio de encontrar
variabilidade entre formas homotdlicas e heterotdlicas.

O trabalho estd dividido em 6 capitulos, incluindoa presente introduciio geral.
O capitulo 2 contém uma revisio bibliogrifica onde se redne informacio mais
relevante publicada sobre o P. parasitica. O capitulo 3 consiste na descricio geral do
fungo com a ajuda de material fotogrifico e téenicas laboratoriais adequadas. A
caracterizagio de formas homotdlicas ¢ heterotdlicas de virios isolamentos de £.
parasitica & apresentada no capitulo 4. No capitule 5 procede-se ao estudo
morfolgico dos isolamentos, incidindo sobre os comprimentos, larguras ¢ formas
dos conidios, procurando com isso caracteristicas de variabilidade entre formas
homatidlicas ¢ heterotilicas encontradas de . parasitica. Finalmente, no capitulo 6
sdo apresentadas as conclusdes sobre os resultados obtidos ¢ discutidos nos trés
capitulos anteriores.






2.1. O agente patogénico

2.1.1. Classificacéo

De acordo com o “Ainsworth & Bisby's Dictionary of the Fungi" 8 ed.

(Hawksworth eraf., 1994), o mildio das cruciferas é classificado da sCeuinte mancira;

Reino Fungi

Divisio Fuwmnyeota
Sub-divisio Mastiguaycotina
Classe Oonryeeres
Ordem Peronosporales
Familia Peronosporacear
Género Peronospora

Fspéeic Peronospora parasitica (Pers. ex Fr)Fr.



2.1.2. Morfologia

A morfelogia de tungo P. parasitiea é scmelhante 4 de outros membros da
familia Peronosporaceae.

Do ponto de vista microscépico, ofungo possui um micélio hialino, cenocitico
{sem septos), que sc ramifica nos espacos intercelulares do hospedeiro, formando
grandes haustdrios de aspecto globular a lobulado que penctram nas células dos
tecidos infectados. Os conidiétoros ecmergem  isolados ou em grupos através dos
estomas, apresentam-se dicotomicamente ramificados, com grupos de conidios
terminais que facilmente se desprendem por causa do movimento do ar, ou por
mudangas na humidade relativa (Channon, 1981; Williams, 1985).

Macroscopicamente, o fungo apresenta um tapete de conidiéforos de cor
branca, finamente denso, que pode estar disperso em todas as direcgdes, situando-

se normalmente na parte abaxial das folhas sob lesoes cloréricas ou parcialmente
necroticas (Williams, 1985),

2.1.3. Esporulacao

2.1.3.1. Definicao da terminolegia

Para melhor entender os principats aspectos da morfologia ¢ do ciclo de vida

do P. parasitica, tem-se de concordar com Channon (1981), ao considerar conveniente
abordar, em primeiro lugar, os estados reprodutivos (esporulativos) do fungo.
Segundo Carlile e Watkinson (1995) o termo “reproducio” (sexual e assexual)
¢ utlizado muitas vezes como sinénimo de esporulagio (sexual e assexual),
reflectindo as origens botdnicas da micologia. Os esporos tém sido vistos como
andlogos as sementes das plantas na criagio de novos individuos e a esporulagio
como “reprodugic”. [iste ponto de vista tem alguma validade no que diz respeito
aos fungos filamentosos, que produzem esporos que se dispersam rapidamente.
Contudo, no que diz respeito as leveduras, o processo pelo qual sio produzidos
novos individuos ¢ o crescimento vegetativo ¢ a divisdo celular. O processo de
esporulagio cstd relacionado com a sobrevivéncia e dispersio nas leveduras
percencendo ans Ascomicetas ¢ aos Basidiomicetas, em vez do aumento do ndmero
de individuos. Mesmo nos fungos filamentosos, os novos individuos podem resultar
da expansdo das hifas ¢ do subsequente esvaziamento do protoplasma do micélic.
Carlile e Watkinson (1995) atirmam, entio, que o termo “reprodugio” € ambiguo



no contexto dos microorganismos, sendo preferivel utilizar o termo “esporulacio”

que € mais cxpliciro. I esta a opinido que se segue no presente trabalho.

2.1.3.2. Esporulacdo assexuada

A morfologia e o desenvolvimento dos coniditforos no P. parasitica foram
estudados pela primeira vez, em material vivo e em preparagbes, por Davison
(1968b} ¢ complementados pelos estudos de Chou (1970), com o microscopio
electrénico, sobre a penetragio do hospedeiro pelo agente patogénico ¢ s fases
inictais da formacio de haustérios.

A morfogénese das estruturas assexvadas de P. parasitica pode ser divididaem
cinco fases (Davison, 1968b):

1%) fermaciio do primérdio do conidifore;
2*) formagdo do conidiéforo nio ramificado:
3%) fase da ramificagio do conidiéforn:

4%) formacao ¢ maturagio do esporo;

5%) formacio do tabique "cross wall".

Os conidiétoros sdo produzidos na escuridio, inicialmente como hifas nio
ramificadas, a partir de conjuntos de micélios intercelulares, por baixo da epiderme
do hospedeiro, projectando-se individualmente ou em grupos através dos estomas.
As hifas se forem similares, sdo capazes de penetrar ¢ cmergir entre células normais
da epiderme (Chou, 1970).

As hifas diferenciam-se formando os conidiéforos, que ao atingirem  a
maturagio, medem cerca de 200 a 500 pum de comprimento. Elas suportam
ramificagfies primdrias ¢ sccunddrias, que geralmente se formam quando os
conidiéforos alcangam dois tergos dasua altura final {Davison, 1968h). As ramificaces
sccunddrias bifurcam-se em pares de finos esterigmas, pontiagudos ou encurvados,
que suportam conidios terminais singulares, sendo ao principio esféricos, mas
tornando-se mais ou menos elipticos (24-27 x 12-22 um), estando delimitados dos
esterigmas por “cross-walls” quando atingem a maturagio. Todo o processo que vai
desde a emergéncia do conididforo até & formagio dos conidios, tem uma duragao
aproximada de 4 a 6 horas ¢ a taxa de alongamento do conidiéforo atnge 100 a 200
um por hora, a uma temperatura de 8°C {Davison, 1968b). Felton ¢ Walker (1946)
indicam que a esporulagio & mais ripida entre 8-16°C com a humidade relativa igual
A 100% ¢ Williams (1985) recomenda 16°C como a temperacura mais propicia para
uma optima esporulacio.

A libertagiio dos esporos de P. parasitica é afectada principalmente pela torgio
¢ distorgiio higroscdpica dos conidiéforos em resposta as mudancas na humidade do



ar (Pinckard, 1942), mas pode existir um periodo transitério de liberragio de esporos
antes do infcto duma chuvada enquanto os esporos estio sceos (Hirst e Stedman, 1963).

A sobrevivéneia dos conidios do fungo depende principalmente do ambiente
em que sdo mantidos, podendo permanccer vidveis no inverno até aos 110 dias,
quando armazenados em solo seco, enquante que duram um méaximo de 10 dias
quando mantidos ao ar livre em folhas de couve-ribano (Krober, 1970). O perfodo
de sobrevivéncia também se reduz dos 110 para os 22 dias se o solo for humedecido.
Quando os esporos sio armazenados em solo seco d cemperatura de 5°C, podem ficar
vidveis até 130 dias (Krober, 1970).

Temsidoestudadaa preservagio de conidioscom diferentes aditivos utilizando
uma temperatura de -21°C (Paul e Klode-Bussmann, 1993), ou com protectores
criogénicos ¢ congelagio em azoto liquido a -80°C, obtendo ao fim de um ano altas
taxas de germinago (Satou e Fukumoto, 1993). A preservagio de conidios vidveis
de P. parasitica pode ser feita por mais de 4 anos usando a téenica “Dry Spore Fast
Freeze (DSFF)Y (Gulva ef ¢/, 1993). Os esporos secos a0 ar sio aspirados com um
coleetor especial para um tubo de polipropileno iscnto de protectores criogénicos,
¢ sdo imediatamente colocados num contentor contendo azoto liquide.

2.1.3.3. Esporulacdo sexuada

O P. parasitica sendo du classe Ovmyeeres, apresenta 06sporos, que sao esporos
em estado de dorméncia provenicntes de oosferas fertilizadas.

Durante a esporulagiio sexuada, o P. parasitica forma oogénios esféricos e
anteridios do tipo “paragynous”, isto &, tendo o anteridio ao lado do oogénio
(Alexopoulos e Mims, 1979; Webster, 1980; Channon , 1981; Carlile ¢ Watkinson,
1995). Os primeiros estudos efectuados por Wager (1889), no hospedeiro Capsella
bursa-pastoris, indicam a existéncia de 6rgios sexuais masculinos ¢ femininos na
mesma hifa e em hifas diferentes. Os anteridios sdo estruturas relativamente curtas
que pouco a pouco se ligam aos lados dos oogdnios. Na Brassica oleracea, o fungo P
parasitica forma anteridios longos de aspecto entrelagado, que parecem surgir de
hifas separadas das que sustentam os cogénios (McMeekin, 1960).

Estudos sobre o modo de fertilizagio de P. parasitica em Capsella, efectuados
por Wager (1900), confirmados por Sansome e Sansome (1974) e Sherrif e Lucas
(1989a) demonstram que:

- o protoplasma do cogdnio diferencia-se num ooplasma central
vacuolado ¢ num periplasma periférico, granular ¢ multinucleado;

- forma-se no vogdnio uma papila receptiva. precisamente no local
onde o anteridio € 0 vogdnio entram em contacto ¢ onde a parede do
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oogdnio se torna mais fina para que o tubo fertilizador do anteridio
penecre no 00gono;

- os nicleos do vogénio e do anteridio sofrem uma mitose antes da
terlizagio;

- o tubo fertilizador, depois de penetrar no oogénio, cresce em
direcgido a um corpo central atractivo mas mal definido, focalizado no
ooplasma ¢ ai descarrega um dnico nicleo “macho”. Entretanto, um
Gnico nicleo “fé€mea” separa-se do periplasma e ambém migra para
o corpo central;

- 0s dois nicleos junram-se apds um certo cempo € iniciam o 08sporo
untnuclcado;

- durante a maturago, o periplasma deposita-se na parede do o6sporo
como uma camada exosporial.

O odsporoanatingira maturidade aprescnea uma parede espessa, cor amarela-
acastanhada ¢ torma estérica, medindo cerca de 26 a 45 um de didmetro.

A formagio dos odsporos ¢ favorecida por deficiéncias em azoto, féstoro ou
potassio, que induzem 4 senescéneia dos tecidos de hospedeiros susceptiveis ao P.
parasitica (McMeekin, 1960). E por esta razio que Channon (1981) afirma poder
cncontrar odsporos em grande quantidade em folhas cloréticas ou necréricas, mas
nio em tecidos verdes, sendo cssa ocorréncia mais frequente nos cotilédones -
senescern mais depressa -, do que em folhas verdadeiras. Pelo contrario, Crute
(informagio pessoal) considera a formagio de cloroses ¢ necroses associada &
presenca de odsporos, camo uma consequéncia ¢ ndo uma causa da esporulagio
sexuada. Sendo os odsporos maiores consumidores de encrgia do que os confdios
durante o scu processo de tormagio, as necroses ¢ cloroscs aparecem em resultado
do maior consumo de nutrientes pelo fungo.

O P. parasitica apresenta formas heterotdlicas ¢ homotalicas, sendo este
assunto desenvolvido em decalhe no capitulo 4.

2.1.4. Processo de infeccao

2.1.4.1. Forma de infecc¢ao

Atnfecgiio ¢ o processo pelo qual osagentes patogénicos estabelecem contacto
com as cClulas ¢ os tecidos dum hospedeiro susceptivel, obtendo dele os nutrientes

(Agrios, 1978).
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Quandoum fungo entra cm contacto com uma planta podem acontecer quatro
situagdes possiveis, nomeadamente docnga, simbiosc mutualistica, resisténcia ou
nenhuma reacgio (Carlile e Watkinson, 19935). Estas situagoes podem ocorrer em
qualquer planta, dependendo do tipo de fungo. As plantas tém a capacidade de
reconhecer ou ndo reconhecer o funge, ji que este, porintermédio de "indutores ou
clicitores" (Rodrigues, 1980) activa ou nio diferentes genes responsiveis pela
produgdo de glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs) que sio componentes
da parede cclular. '

Para além de reconhecerem os agentes patogénicos dos ndo patogénicos, as
plantas podem distinguir entre ragas de agentes patogénicos que transportam os
genes de viruléncia ¢ ndo viruléncia, tendo os iltimos capacidade de induzir
respostas por parte dos hospedeiros que bloqueiam os processos normais da doenca.
Quando uma planta reconhece um fungo, muitos genes sdo activados. Este aspecto
tem sido intensivamente estudado, particularmente em termos de resisténcia,
revelandoum conjunto de respostas muito mais complexas do que aquilo que hd uns
anos atrds se suspeitava (Carlile ¢ Watkinson, 1995).

Durante a infecgio, os agentes patogénicas crescem efou multiplicam-se
dentro dos tecidos. Dependendo da maior ou menor susceptibilidade do hospedeiro,
a invasio pode ser de grande ou de pequena proporgio. O modo como a infecgio
decorre tem sido bastante estudado no que respeita aos conidios de P. parasitica
(Chu, 1935; Felton e Walker, 1947; Krober, 1969; Chou, 1970; Shiraishi ezal., 1975),
assim como aos o6sporos (LeBeau, 1945; Chiu, 1939; McMeckin, 1960; Chang efal.,
1963: Natcti er af., 1967; Moss e al., 1994).

2.1.4.2. Conidios

Quando os conidios de P. parasitica entram em contacto com a superficic de
um hospedeirosusceptivel, scascondigdes ambientais sdo favordveis, formam tubos
germinativos  dos quais se desenvolvem apressérios, iniciando-se o processo de
infeeglo. Os apressérios sdo estruturas especializadas para fortes ligagoes, que se
formam nas cxtremidades das hifas (Carlile e Watkinson, 1995). No caso da couve-
tlor, os apressérios encontram-sc na jungio das paredes anticlinais das células da
epiderme (Preece e 2., 1967), o que foi confirmado por Chou (1970) para a couve
repolho. [£ nessazona que se di a penetragio do fungo (Chu, 1935; T'su, 1936; lwata,
1943).

O conteiido do conidio introduz-se no apressério, de onde se desenvolve uma
hita com capacidade de infectar (Chou, 1970). Esta hifa pode eventualmente entrar

nos tecidos através dos estomas, mas a penctracdo directa é a mais frequente (Tsu,
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1936; Wang, 1949; Shiraishi ez 2/, 1975) através dum orificio de 4 a 5 pm de
didmetro, aberto na cuticula {Chou, 1970). Nio hd provas de erosio da cuticula na
vizinhanga do apressério ou de degradacio da parede 4 volta da hifa que penetra,
pelo que a penetragio da hifa na epiderme do hospedeiro é um processo
essencialmente mechnico. Parece haver contudo, ajuda de agentes quimicos na
formacdo do haustdrio, ao existir degradacio inicial da parede do hospedeiro, para
permitir que o haustério ainda incipiente passe no orificio. Como este fica
completamente fechado a volta do haustério em expansio, ndo ficam sinais 6bvios
de degradagio da parede (Chou, 1970).

Apés a entrada no hospedeiro, a hifa expande-se para um didmetro de 7-8 um
e cresce micialmente na regido da lamela média entre as paredes anticlinais das
células da epiderme (Chu, 1935 ; Chou, 1970). Em hospedeiros susceptiveis a hifa
continua a crescer entre as células do parénquima, ramificando-se em todas as
direcgdes e variando no didmetro e na forma de acordo com o tamanho e a forma dos
espacos intercelulares (Wang, 1949; Chou, 1970). Em contrapartida, em hospedeiros
resistentes, as células que rodeiam a hifa “invasora” morrem, encontrando o fungo
dificuldades em formar haustérios, podendo morrer por falta de nutrientes ou pela
accio das toxinas {Wang, 1949).

A infeccdo pode ser iniciada por um esporo Unico (Krober, 1969; Shernff ¢
Lucas, 1989; Mosser @/, 1994), mas a intensidade e a taxa de infecgiio aumentam com
o aumento do nimero de esporos no indeulo, sendo frequente a utilizagio de
concentragdes que vao de 2 a 5 x 10 até 10° esporos mlt (Nati e @/, 1967;
Greenhalgh e Dickinson, 1975; Kluczewski e Lucas, 1982; Kluczewski e Lucas,
1983; Williams, 1985; Lucas e &/, 1988; Shermiff e Lucas, 1989; Sherriff ¢ Lucas,
1990; Moss ef al., 1994, Sousa er @/, 1994; Carvalho, 1993).

As taxas de germinagio dos esporos e de penetragio no hospedeiro sio muito
afectadas pela temperatura (Channon, 1981). Os conidios a 15° C germinam em 4-
6 horas, formam apressdrios ao fim de 12 horas e penetram no hospedeiroem 18-24
horas (Chu, 1933)

2.1.4.3. Odsparos

O fungo P. parasitica quando exposto a periodos em que as condigdes sdo
desfavorivets, possul importantes meios de sobrevivéncia, os odsporos. LeBeau
{1945) apresenta fortes provas sobre a responsabilidade dos odsporos na infeegio
primaria de plintulas de couve-repolho e sugere, que o agente patogénico passa o
verdo em infestantes da familia das cruciferas. Em contrapartida, Natti (19538) ndo
confirmaaexisténclade hospedeiros alternativos e aventa a hipdtese de que o fungo
sobrevive noinvernosoba forma de odsporos. Chiu (1959) trabalhando com couve
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chinesa considera, que os oésporos sdo agentes de infecgiio priméria, o que foi
confirmado por Chang er 2/ (1963) em plantulas da mesma couve. McMeekin
(1960) nido conseguiu induzir nem obter infecgiio com odsporos em plantas
susceptivels, utilizando armazenamento do material vegeral infectado por 5 meses
a temperaturas entre -10°C e 27°C e alternincia frequente com temperaturas entre
-10"C e 15°C. Como a infecgio por o6sporos nio foi demonstrada (McMeekin,
1960), permanece incompletamente respondida a questdo dos oésporos de P.
parasitica servirem de inéculo primério. Williams (1985) levanta a mesma questio
¢, até a data, nenhum artigo cientifico foi publicado com resultados que possam
cabalmente responder a este problema.

Embora se levantem duvidas sobre se os odsporos sio ou nio importantes na
infecgdo de plantas susceptiveis, estd provado que a invasido do hipocérilo das
brassicas - couve-repolho, couve-flor ¢ couve-brécolo - pode ocorrer a partir de
inéeulo proveniente do solo (LeBeau, 1945; Chang ef 2/, 1963).

2.1.4.4. Formacéo de haustorios

A maioria dos fungos patogénicos incluindo o P. parasitica, invadem as células
das plantas por meio de hifas especializadas, enquanto desenvolvem a maior parte
do micélio no exterior das células do hospedeiro (Carlile ¢ Watkinson, 1995). Uma
hifa que penetra a parede celular, aumenta de volume na extremidade, cessa o
crescimento apical e forma um haustério. Esta hifa especializada tem um importante
papel na transferéncia de substincias entre o hospedeiro e o fungo, nomeadamente
aminodcidos, no caso do mildio.

Os haustérios de P. parasitica sio 6rgios especializados constituidos por
ramiticagdes de hifas intercelulares, que penetram as células do hospedeiro,
variando em tamanho e forma, mesmo nos hospedeiros da mesma espécie botdnica
(Chu, 1935). Na colza, os haustérios do fungo apresentam uma forma globular ou
piriforme (Wang, 1949). Na couve-repolho, alguns haustérios apresentam uma
forma bilobada regular, enquanto que outros sdo vesiculas grandes com aspecto
irregular, o que contrasta com a couve-flor onde os haustérios sdo simples, globosos
¢ uniformes em tamanho (Fraymouch, 1956). As variagdes na forma e no tamanho
dessas hifas especializadas dio-se em hospedeiros que ndo pertencem as Brussica
spp. como Gapsella bursa-pastoris, Cheirantus cheiri, Matthiola incana, Diplotaxis
muralis ¢ Rivnchosynapis monensis (Fravmouth, 1956).

Num extenso estudo com o microsedpio electrénico sobre os periodos iniciais
de formagio do haustério de P. parasitica nos cotilédones da couve-repolho, Chou
(1970) observou que durante a 1° fase de iniciacio do haustério ocorre um
entumescimento localizado da parede celular do hospedeiro nas dreas de contacto
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com as hifas. A parre intumescida, com cerca de 1,5-2 um de comprimento,
apresentaumaclara estrutura fibrilar, com umadrea parcialmente corroida, sugerindo
acxisténcia de degradaglo da parede. A estrutura fibrilar & possivelmente originada
pela remogio enzimdeica de hidratos de carbono do tipo amorfo, portanto, o
enfraquecimento inicial da parede celular do hospedeiro € alcangado em parte por
meios quimicos (Chou, 1970). A dimensdo da regido intumescida, coincide de perro
com o tamanho do orificio (1-2 pm de didmetro) feito pelo haustério na parcde
celular, originando esta mesma parede uma estrutura com a forma de colar a volta
da base do primérdio do haustério. Logo que o haustério pencera na célula, comega
a ser coberto por uma camada que se molda a sua forma ¢ ¢ produzida pclo
protoplasmado hospedeiro, denominada “sheath” ¢ aparentando ser composta por
celulose ¢ calose modificadas (Fraymouth, 1956). Chou (1970) apresenta provas
sobre uma estrutura mortologicamente andloga que envolve o 6rgio de alimentacio
do P. parasitica.

A composicio ¢ a estrutura da "interface” entre o hospedeiro ¢ o haustério ndo
sdo conhecidas (Ehrlich ¢ Ehrlich, 1971), nem existem trabalhos recentes sobre o
assunto.

A formagdo do haustério poderd estar intimamente ligada com os processos
metabdlicos no hospedeiro dependentes do 1o Ca™, fornecendo assim novas e
interessantes perspectivas na investigagio do P. parasitica (Yoshida ef al., 1993;
Yoshida ¢ Ohguchi, 1994).

O eteito dos haustdrios nos protoplasmas dos hospedeiros susceptiveis € mais
desastroso nas células da cpiderme do que nas do meséfilo (Channon, 1981). Nas
da epiderme, o citoplasma apresenta-se marcadamente desorganizado, enquanto
que nas células do mesdfilo, o citoplasma & somente invaginado pelo haustorio e o
ronoplasto ¢ o plasmalecma permanecem inteiros,

2.1.4.5. Efeito do meio no desenvelvimento do fungo P. parasitica

Entre os factores que influenciam o mildio das cruciferas destacam-se a
temperatura ea humidade. Nafasc antenior penetragio, a germinagio dos conidios
¢ mais rdpida com temperaturas entre 8-12°C, enquanto que a penetracio do
hospedeiro ¢ a subsequente formagio de haustérios sio aceleradas respectivamente
a 16°C e entre 0s 20-24°C (Felton ¢ Walker, 1946). A 24°C o crescimento do fungo
nos tecidos dd-se muito rapidamente, mas os tecidos também sio danificados num
curto espago de tempo, ndo havendo reinfecgio. A 16°C., o crescimento do hospedeiro
e do agente patogénico ¢ mais lento, o que eventualmente resulta em danos
menoses nos tecidos, havendo uma maior esporulacio e melhores condigdes para
reinfecgdes (Felton e Walker, 1946). E entiio provivel que a maior prevaléncia do
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mildio nas brassicas a temperaturas entre 10-15°C resulee da influéneia favorivel do
intervalo de temperatura, em contraste com uma ripida invasio pelo agente
patogénico ¢ uma consequente destruigio auto-inibidora dos tecidos do hospedeiro
originado por temperacuras elevadas (Channon, 1981). Outros investigadores tém
chegadoaintervalosde temperatura semelhantes, nomeadamente 8-16°C (Jonsson,
1966), de 8-14°C (dFreole, 1975}, embora Nakov (1972) tenha considerado 15-20°C
mais favordvel ao desenvolvimento do mildio. Contudo, todos estio de acordo em
rclagdo a necessidade duma elevada humidade relativa, préxima de 100%, para que
se favorega a progressio da doenga.

A csporulagio em diversos mildios como o do lupulo, da cebola, da videira e
da alface ¢ inibida pela luz (Yarwood, 1937). O ciclo diurno de esporulagio
apresentado pelo mildio do lipulo ¢ da cebola estd basicamente dependente de
periodos de alterndncia de luz e escuriddo. Em folhas de hospedeiros susceptiveis,
a esporulagiio nocturna estd directamente dependente da escuriddo e duma alta
humidade relativa, o que frequentemente ocorre & noite € de madrugada. Wang
(1949), estudando o efeito dafuz no desenvolvimento de P. parasitica em variedades
susceptivels ¢ resistentes de cruciferas, refere que a luz provavelmente afecta
primeiro o hospedeiro e $6 depols o agente patogénico. A luz de fraca intensidade
permitcum maiordesenvolvimento do micélio do fungo, resultando no aparecimento
de numerosas lesdes no hospedeiro, que geralmente apresentam muito poucos ou
ncnhuns sintomas da doenga 4 luz do sol.

Ni#o existe nenhuma relacio directa entre a incidéncia da doenga e o excesso
ou deficiéncia de azoto, fostoro, potdssio e enxofre em diversas brassicas e cruciferas
(Felton ¢ Walker, 1947; Butler e Jones, 1949).

2.1.5. O ciclo de vida

O ciclo de vida do . parasitica nio difcre muito do de outros fungos da classe
Qomycetes, pois na fase sexual apresenca uma clara diferenciaciio entre as estruturas
masculina {anccridio) ¢ a feminina (cog6nio). Existem trés passos chaves, que sio
universalmente caracteristicos do ciclo de vida de um fungo (Carlile ¢ Watkinson,
1995):

a) plasmogamia ou fusio celular que ocorre entre duas células hapléides,
tipicamente uninucleadas e provenicntes de organismos separados que diferem
geneticamente. A célula resultante dessa fusdo possui  dois tipos de nticleos
hapléides ¢ denomina-se “dikarion™;

b} cariogamia ou fusiio nuclear que ird dar origemn a uma célula com um tnico
nlcleo;
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¢) meiose que restaura o estado hapléide, convertendo uma célula diploide
em quatro células hapléides.

Lmbora os trés passos sejam universais, os organismos diferem muito em
relagdio ao que acontece cntre esses passos, resultando uma diversidade de ciclos de
vida.

No caso do P. parasitica o anteridio ¢ o oogénio sio em primeiro lugar
multinucleados. A divisdo nuclear precede afertilizagio ¢ a redugiio dos cromossomas
ocorre no oogdnio e no anter{dio (Sansome e Sansome, 1974). O tnico nicleo do
gdmera funcional nfo scgue imediatamente o processo de fusdo, sendo atrasado acé
que a parede do odsporo esteja em parte formada. O oésporo ao germinar ird dar
origem ao micélio que sc apresenta no estado dipléide (Webster, 1980).

Williams (1985) apresenta um esquema do ciclo de vida do  P. parasitica
(Figura 2.1). O fungo ¢ um parasita obrigatério produzindo esporos assexuados
{conidios) em conidiéforos aéreos, que cmergem dos cstomas do hospedceiro. Os
conidics sdo disseminados pelo vento, chuva ou insectos e, sob condigdes favordveis,
produzem tubos germinativos que na generalidade penetram directamente na
epiderme dasfolhas. O micélio é ndo-septado, cenocitico e ramificado e desenvolve-
se entre as células do hospedeiro penetrando-as através de haustdrios. Os oésporos
produzidos nos tecidos necréticos apresentam uma parcde cxterna, “epispore wall”,
espessa e lisa, no havendo informagio publicada sobre a sua germinagio ¢ modo de
infecgiio.
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Figura 2.1 - Ciclo de vida do fungo P. parasitica. (Adaptado de Williams, 1985)
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2.1.6. Especializacao fisiologica

A especializacgiio fistologica do P. parasitica for objecto duma brilhante revisio
bibliogrifica rcalizada por Channon (1981), onde se sugere que a especializagiio
parasitdria pode ser exibida no hospedeiro ao nivel taxonémico do género e da
cspécie. Diversos investigadores estudaram a especializagdo parasitdria ao nivel
genérico dos hospedeiros, tendo sido reconhecidas varicdades patogénicas ou
Jormae especiales do fungo em Brassica spp., Sinapis alba e S. alba e em Raphanus
sativus € R. raphanistrwm (Gaumann, 1926), em Brassica e Raphanus (Hiura e
Kanegae, 1934), em Brassica, Raphanus ¢ Sinapis (Dzhanuzakov, 1962) e em
espécies de Rrassica, Raphanus e Capsefla (Wang, 1944, Chang ef al., 1964).

Ao nivel especifico do hospedeiro, Wang (1944) separou o P. parasitica var/
f.sp. brassicae em seis formas especializadas ao nivel de Brussiea spp. ¢ Chang et al.
(1964) em wrés sub-formas: pedinensis, oleracea ¢ juncea.

Outras sub-divisdes de certas formae especiales podem ser reconhecidas, como
na couve-brocolo em que sc indica a existéncia de ragas fisioldgicas 1 ¢ 2 (Natc &7
al., 1967).

A tnoculacgio de virios membros da familia das cruciferas com isolamentos de
P. parasirica colhidos em plantas da espécie Matthiola mostra que os mesmos
isolamentos $6 sio capazes de infectar as espécies de hospedciros pertencentes
aquele género (Jafar, 1963). Damesmaforma, osisolamentos de mildio provenicntes
de Brassica oleracea ¢ Brassica campestris estio restritos 4 gama de hospedeiros das
suas espécies de ongem (Dzhanuzakov, 1962). Contudo, isolamentos de P. parasitica
provenientes de B. oleracea e Raphanus sarivus, embora sendo mais virulentos
quando inoculados nas suas espécies de ortigem, também sdo capazes de infectar
outros géneros ¢ espéeies da familia das cruciferas (McMeekin, 1969: Dickinson e
Greenhalgh, 1977). Isolamentos provenientes de B. oleracea e B. napus sio capazes
de completar a parte asscxuada dos seus ciclos de vida em espécics diferentes dos
hospedeiros originais (Kluczewski e Lucas, 1983). A viruléncia fenotipica dos dois
isolamentos nos hospedeiros aleernativos €, rodavia, consideravelmente diferente:

a) Qisclamento proveniente da couve-flor produz alguma esporulagio, mas
acompanhada dc extensas necroses, em espécies de Brassica diferentes de 4.
oleracea. Esre tipo de reaccio é caracteristico duma relagio menos compativel entre
hospedeiro-agente patogénico, atrasando ¢ reduzindo a esporulagio (Greenhalgh ¢
Dickinson, 1975; Kluczewski ¢ Lucas, (1982). O desenvolvimento do fungo nos
hospedeiros alternativos pode ser reduzido antes da esporulagio se a concentragio
do indeulo for baixa (Kluczewski, 1981). Como a resisténcia das plantulas ao mildio
aumenta geralmente com a idade do hospedeiro (McMeekin, 1969; Dickinson ¢
Crurte, 1981), parece improvdve! que ocorram significativas infeegdes cruzadas no
campo com este isolamento noutros hospedeiros do género Brassica (Kluczewski e
Lucas, 1983).
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b) O isolamento proveniente de B. napus desenvolve-se e produz boa
esporulagio em muitos hospedeiros da espécie B. sleracea, assim como noutras
formas culdvadas de B. napus. A relativa susceptibilidade da B. oleracea aos
isolamentos de B. zapus, ndo é totalmente inesperada, pois a B. napus é¢ um hibrido
anfidiploide entre a B. campestris ¢ a B. oleracea (U, 1935).

Maisrecentemente, Sherriffe Lucas (1987) e Sherriffe Lucas (1990) mostraram
que os isolamentos dos fungos exibem considerdvel especializacio dentro da familia
do hospedeiro e, normalmente, s6 sio compativeis com os gendtipos do hospedeiro
das espécies de onde foi colhido o isolamento. Ndo obstante, os isolamentos de P.
parasitica tém muitas vezes a capacidade de colonizar e causar sintomas em alguns
gendtipos de diferentes espéeies de cruciferas, isto €, espécies diferentes daquelas
deonde se obteve oisolamento. Em alguns casos, os isolamentos da mesma espécie
do hospedeiro, masde diferentes ornigens geogrificas, diferem na gama de hospedeiros
que podem infectar (Sherriff e Lucas, 1990) .

2.2. A doenca

2.2.1. Hospedeiros

O mildio das cruciferas causado pelo fungo P. parasitica afecta numerosas
espécies selvagens e cultivadas da familia das cruciferas (Yerkes and Shaw, 1959).

LeBeau(1945) e Moore (1959) assinalam que adoengaaparece frequentemente
em viveiros, nas plantulas de couve-repotho (Brassica oleracea var. capitata), couve-
de-Bruxelas (B. oleraceavar. gemmifera) e couve-flor (B.oleraceavar botrytis),causando
pesadas perdas. As folhas adultas das referidas brdssicas podem também ser
atacadas, podendo a doenga afectar posteriormente a cabega - parte comercializivel
dessas couves (Thung 1926; Ramsey, 1935) e as pré-inflorescéncias da couve-flor
(Jenkins, 1964:; Lund ¢ Wyate, 1978).

A doenga afecta as plantas jovens de couve-bréeolo (B. oleracea var italica) no
viveiro causando lesdes e consequente queda das folhas, mas também no campo
onde as plantas infectadas apresentam as inflorescéncias descoloridas externa e
internamente, reduzindo a qualidade e o rendimento da cultura (Natti e &/, 1936;
Nartti, 1958; Davison er /., 1962).

O estudo sobre a resisténcia ao mildio na couve-tronchuda (B.oleracea var.
costata D.C. sinénimo de B.oleracea var tronchuda Bailey), $6 nos ultimos anos tem
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sido feito em Portugal por uma equipa de investigadores da Secgfio de Horticultura
do DPAA do Inscituto Superior de Agronomia. O mildio nestas couves tem o mesmo
comportamento descrito anteriormente em relagcdo as plantas jovens, embora sc
tenham encontrado alguns ecotipos muito interessantes resistentes a doenga,
nomeadamente a Couve Algarvia (Monteiro ¢ Williams, 1989; Dias ef /., 1992;
Sousa e @/., 1994; Carvalho, 1995).

QOutras culrturas horticolas podem ser atacadas, nomeadamente o
rabancte(Raphanus saticus), o ribano bravo (Armoracia rusticana), “svock” (Matthiola
mneana), o agrido (Nasturtinm officinale), “wallflower”™ (Chefrantus cheird) e *aubretia”
(Aubretiasp.) (Moore, 1959). A couvechinesa (B. campestris subsp. pekinensis) & uma
cultura horticola que pode ser severamente atacada pelo P. parasitica (Lkata, 1930;
Chang e al. 1963) .

O mildio ¢ comum noucras brissicas como a couve-riabano (B. oleracea var.
gongylodes), o nabo (8. campestris var. rapifera), na “Kale” (B. oleracea var.acephala),
a “kale” chincsa (B. oleracea var. albogabra), a colza (R.napus var. oleifera) (Moore,
1959; Johnston, 1963; Andn, 1968); B. fruticulosa, B. tournefortii, B. juncea e B.nigra
{Gaumann, 1926) ¢ na B. dhinensis (Hiura ¢ Kanegae, 1934). Outras espécies que
podem ser atacadas pela P. parasitica sio a Cameling sativa (Darpoux, 1945),
Chetrantus alfioni (De Bruyn, 1935), Caronopus didymes (Langdon, 1948), Goronopus
squnamatus (Dias e Da Cdmara, 1933), Ernca sativa | Raphanus raphanistrion, Sinapsis
alba, §. arvensis (Gaumann, 19206), Lepidinm graminifolinm (Nicolas e Aggéry, 1940),
Malcolmia africana (Thind, 1942). Somando as cspecies citadas, Gaumann (1923)
publicou uma lista de mais de BO espéeies de cruciferas susceptiveis ao mildio.

A Arabidopsis thaliana ¢ também hospedeiro de P. parasitica (Lindau, 1901) e
tem sido, em anos mais recentes, objecto de aturado estudo por parte de cientistas,
pois tornou-se um modelo de planta para estudos biolégicos de genética molecular
(Koch e Slusarenko, 1990). A interacgio diferencial dum isolamento de P. parasitica
com duas estirpes de Arabidopsis, abriu a possibilidade de estudos de clonagem das
causas de resisténcia A doenga num hospedetro que é muito propicio 4 andlise
genérica ¢ molecular, por apresentar um genoma reduzido, a quase auséncia de
“interspersed repetitive DNA™ e a disponibijidade de mapas genéticos paralelos de
genes marcadores € fragmentos de DNA (Chang er af., 1988; Nam e a/., 1989).

2.2.2. Distribuicdo geografica

O mildio que afecta as brassicas culuvadas e outras espécies da familia das
cruciferas discribui-se geograficamente pelo mundo inteiro englobando paises dos

cinco continentes (Channon, 1981). Embora esta lista ndo seja exaustiva, inclui
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referéncias a investigadores portugueses que trabalharam nas ex-colénias como
Angola (Serafim e Seratim, 1968) ¢ Mocambique (DeCarvalho 1948). Assinale-sc
também a identificacio do mildio em Portugal por Da Costa ¢ IJa Cimara (1954).

2.2.3. Ciclo da doenca

O ciclo do mildio, causado pelo agente patogénico P. parasitica, nio tem sido
objecto de estudo tho aturado como o que acontece com outro dos membros da
familia das Peronospordaceas, o mildio da videira, causado pelo fungo Plasmopara
viticola, que aparcce em qualquer livio texto de patologia vegeral, talvez petla
importincia econémica que a videira tinha ¢ tem em muitos paises .

Williams (1983), propde um ciclo para o mildio (IFigura 2.2).

12 inoculo
o6sporos no solo?
invasdo sisiémica das planias

N

Germinagao dos o6sporos,
infeccdo das rafzes?
Propagagée intercelular
para os caules e folnas

Produgdo de 06sporos
nos tecidos hospedeiros

Germinagac dos conidios

nas folhas
T
Predugdo de conidics.

Alguns invadem as células
necréticas, outras nio

Colonizagao intercelular
de folhas, raizes e caules,
L haustdrics no parénguima

Figura 2.2 - Ciclo da doenga do mildic. (Adaptadc de Williams, 1985)

O esquema contém duas interrogacdes que até i data nido foram respondidas
(Figura 2.2). A primeira se o 1% indeulo € constituido por oésporos. A segunda se os
odsporos tém 4 capacidade de germinar no solo infectando em seguida as rafzes.

Seguindo o ciclo proposto por Williams (1983), fica-se com curiosidade sobre
o ciclo do P. parasitica em Portugal, pois os esporos de resisténcia (odsporos) que
provavelmente existem no solo, niio passam o Inverno mas sim o Verdo na maioria
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das zonas onde sao cultivadas as brdssicas. Para além disso, existem brissicas
cultivadas durante rodo oano, sugerindo a existéncia de inéculoassexuado (conidios),
para continuas infeccdes em hospedeiros susceptiveis.

2.2.4. Sintomas

Nos viveiros, quando as plantas estio na fasc cotiledonar, o ataque do funge
P. parasitica em brissicas susceptiveis inicia-sc por pontos ou pequenas manchas
descoloridas na superficie dos cotilédones, que podem amarelecer € mais tarde
murchar e morrer, scndo certo que a perda de coulédones nesta fase € fatal para a
planta (Channon, 1981). Antes das plantulas morrerem, o fungo esporula formando
um manto esbranquicado, fino, solto e denso ou espalhado em tufos de conididforos
e conidios, principalmente na parte abaxial dos cotilédones ¢ também no hipocétilo
(Channon, 1981; Williams, 1985).

Ossintomas mais caracteristicos nas plantas adultas susceptiveisao mildio, sao
asmanchas amarclo-acastanhadas de formairregular que se desenvolvem nasfolhas.
Quandoascondigdes climdticas sio favorivels, temperatura fresca ¢ muita humidade,
os Oorgios de frutificagiio de aspecto branco-acinzentado desenvolvem-se nas piginas
inferiores, correspondendo 4s manchas cloréticas ou parcialmente necréticas da
parte adaxial das folhas (Figura 2.3), (Channon, 1981; University of California,
1994).

O mildio pode, nos casos da couve-flor e do brécolo, tanto no campo como em
armaz¢ém, espalhar-se internamente as pré-inflorescéncias, as inflorescéncias c suas
hastes, apresentando manchas acinzentadas nas “cabegas”™ que baixam a qualidade
comercial dacouve-flor{Figura 2.4). Aslesdes podem agravar-se com oaparecimento
de manchas castanho escuro, que podem chegara inibira produgio de flores no caso
das culcuras destinadas & produgio de semente. (Chorin, 1946; Natu ¢f @/, 1936;
Davison ef al., 1962Z; Jenkins, 1964; Lund ¢ Wyatr, 1978; Universicy of California,
1994). No brécolo as inflorescéncias ¢ as respectivas hastes infectadas pelo mildio
apresentam-se escurecidas ou com faixas negras. Assim como na couve-tlor, aslesdes
causadas podem ser invadidas por bactérias e outros organismos secunddrios dando
origem & destruigdo das partes afectadas (University of California, 1994),

Ascouves-repoltho podem serinfectadas no campo ou quando estdo armazenadas
{Thung, 1926; Ramscy, 1935). Os sintomas siio caracteristicos, consistndo numa
extensa descoloragiio preto-acinzentada que se cspalha nas cabegas chegando
mesmo a penetrar no parénquima do caule. Apds o ataque do mildio, os tecidos sdo
muito susceptivels ao ataque de bactérias e fungos secundirnios como os dos géneros
Forainia, Alternaria e Riizopus.
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2.3 - Quando as condices do meio sao favoraveis, o fungo P. parasitica desenvolve-se e esporula nas
lesdes da parte abaxial da folha. (Adaptado de University of California, 1994)

Figura 2.4 - Ataque de P. parasitica a cabegas de couve-flor, produzinde manchas negro-violaceas
debaixo do tecido cortical. (Adaptado de University of California, 1994)
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O mildio causado pelo fungo P. parasitica ¢ uma doenga muito comum nas
bréssicas cultivadas que predomina na época fria ¢ hdmida do ano (Channon, 1981).
Contudo, Monteiro (comunicagio pessoal) tem constatado que a doenca em
Portugal € sobretudo perigosa quando a temperatura do ar é superior a 20°C . Os
estragos causados as culturas acentuam-se quando as plantas estdo no viveiro ainda
noestado cotiledonar, poisoataque do fungo dé origem 2 morce dum grande niimero
delas (Channon 1981, McMaugh 1986, Smith ef /. 1988; University of California
1992). No caso de plantas mais velhas, exisce uma relagio mais equilibrada entre o
hospedeiro ¢ o parasita, sendo o efeito do fungo menos debilitante parao hospedeiro,
reduzindo unicamente a qualidade e o rendimentoe das culturas (Channon, 1981).
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3 - ASPECTOS MACROSCOPICOS
E MICROSCOPICOS D¢
ERONOSPORA PARASITIC
(Pers. ex Fr.) Fr. EM PORTUGAL

3.1.Introducéo

A culrura das couves tronchudas espalha-se de norte a sul de Portugal, sendo
possivel encontrar diferentes ecotipos segundoas regides onde & cultivada, diferindo
na adaptagio ecoldgica, ciclo vegetativo e caracteres morfologicos (Dias, 1992).

As diversas variedades de B. oleracea fazem parte integrante do sistema de
horticultura predominante em Portugal. Atendendo ao clima favorivel, é evidente
que o mildio esteja presente e seja uma das doengas que mais afecta quantitativa e
qualitauvamente a cultura, em especial nos viveiros mas também ao ar livre.

Em Portugal, Cimara(1946)foi o primeiro investigadora identificar o P. parasitica
em folhas de B. oferacea, no Alto Alentejo, Vila Vigosa. A partir de 1945, o fungo foi
identificado porvarios autores em diversas variedades da espéciel. oleracea, assim como
noutros hospedeiros da familia das cruciferas, nomeadamente Coronopus syuamatus,
Capsella bursa-pastoris ¢ Nasturtium officinalis (Lucas e Dias, 1976).
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Excepruando esses trabalhos de identificagiio, muito pouco s¢ tem publicado
sobre este fungo em Portugal. Recentemente foram realizados estudos sobre a
resisténcia das couves galaico-portuguesas av P, parasitica, em que se identificam
algumas variedades primdrias com interesse para melhoramento da resisténcia 2o
mildio (Monteiro ¢ Williams, 1989; Dias ef /., 1993: Sousa ¢ a/., 1994; Carvalho,
1995), mas onde o agente patogénico nio ¢ estudado.

Com o objectivo de conhecer melhor o agente patogénico causador do mildio
das brissicas, apresenta-se neste capiculo um trabatho de identificacio com o auxilio
de fotografias. Os diversos aspectos macroscdpicos ¢ microscépicos que foram
objecto de discussdo no capitulo 2 sdo mostrados, assim como, alguns pormenores
quc pela primeira vez foram encontrados no P. parasitica.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Origem geogréafica dos isclamentos

Um total de 15 1solamentos de P. parasitica foram urilizados, sendo trés deles
(P301,P502, P306) provenientes dos estudos de Sousa eza/. (1994) sobre resisténcia
e susceptibilidade das couves tronchudas e galegas ao mildio e os restantes colhidos
especialmente para o presente trabalho. A colheita dos 13 isolamentos efectuou-se
de Janeiro a Margo de 1994 ¢ 1995 em folhas de Brassica oleracea que apresentavam
sintomas tipicos da doenga ¢ ds vezes sinais do agente patogénico. Os hospedeiros
foram na sua maioria couves tronchudas (B. oleracea var. costata), EXCEPLO No
isolamento proveniente de Oliveira do Hospital, que foi a couve galega (B. oleracea
var. acephala) ¢ dum dos isolamentos da Batalha, que foi retirado duma mistura de
folhas de brécolo, couve flor ¢ couve tronchuda (Quadro 3.1.).

Sendo as couves em geral cultivadas em todo o territério continental, o
matcrial vegetal infectado foi recolhido em zonas onde a produciio horticola de
bradssicas tem maior peso ccondmico, como a zond do Oeste, assim como em locais

espalhados de Noree a Sul do Pais, procurando diferengas climdticas evidentes
(Figura 3.1).
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Quadro 3.1 - Hospedeiros & origem geografica dos isolamentos

Isclamentos Hospedeiro Origem
Geografica

P 501 couve-tronchuda Batalha

P 502 couve-tronchuda Pévoa

P 503 couve-galega 0. Hospital

P 504 couve-tronchuda C. Branco

P 505 couve-tronchuda Evora

P 506 couve-tronchuda Odemira

P 507 couve-tronchuda Batalha

P 508 couve-tronchuda Condeixa

P 509 couve-tronchuda Vila Real

P 510 couve-tronchuda Faro

P 511 couve-tronchuda Lourinha

P 512 brécolo + couve-flor Batalha

+ couve-tronchuda

P hld couve-tronchuda Pombal

P 514 couve-tronchuda Condeixa

P &15 couve-tronchuda Condeixa

3.2.2. Obtencao dos isolamentos

3.2.2.1. Colheita

Asfolhasinfectadas foram colhidas paradentrodum saco de pldstico, borrifadas
com dgua e transportadas para o laboratério, onde foram postas numa cimara escura
a 16°C,, por um perfodo de 24 horas, com o objectivo de promover a esporulagio.
Procedeu-se a escolha de uma ou virias folhas com lesdes que apresentassem boa
esporulagio, que foi confirmada per observagio com uma lupa (Wild M3c) e a
ampliagio de 25x. As lesdes foram repetidamente lavadas com jactos de dgua
desrilada para dentro dum frasco “Schott” (100 ml), com o objectivo de colher a
maior quantidade de conidios. Para além disso, procedeu-se ao corte da folha em
pequenas secgbes contendo lesdes e introduziram-se no frasco. Adicionou-se dgua
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Figura 3.1 - Locais do territdrio continental onde os isclamentos foram recolhidos.
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destilada até ao volume de 50 ml, agitou-se por cerea de 10 segundos num agitador
tipo véreex. Quantificou-se o indeulo utilizando um hemocitémetro e ajustou-se a
concentragdo de esporosa 5 x 10° .ml"'. Procedeu-se, em seguida, 4 inoculagiio de
hospedceiros susceptiveis mantidos em vasos de 6 cm de didmetro, colocando duas
goras de mndeulo de 10 pl sobre cada cotilédone.

3.2.2.2. Manutencéo

Uma semana antes da colheita dos isolamentos, tinha sido iniciado o processo
de preparagiio dos hospedeiros susceptiveis para a manutencio do fungo. Utilizou-
s¢ a populagio de CrGC 3.4 (Crucifer Genetics Cooperative 3.4, Williams, 1985),
constituida por plantas de crescimento ripido da espécie B. oleracea, com alta
susceptibilidade ao mildio, tendo as sementes sido obridas e testadas na Secgio de
Horticultura do D.P.AA. do 1.S.A..

Semearam-se, em trés ou quatro vasos {bem de didmetro) previamente cheios
com turta de estrutura fina "Levington F2', com pll neutro ¢ nivel médio de
nutrientes, trinta a quarcnta sementes de CrGC 3.4, As sementes foram depois
cobertas com vermiculite, regadas ¢ os vasos postos num propagador fechado e
levados para a cimara de crescimento. Apés cinco dias, as plantas apresentavam
cotilédones prontos para inoculagio, que foi realizada utilizando os isolamentos
provenientes do campo scguindo o método acima descrito,

Os vasos com as plantas inoculadas foram depois colocados num propagador
fechado (Mini-estufa Ubbink, 38e¢m x 24cm x 19¢m) levados para incubacio em
camara escura a 16°C por um periodo de 24 horas, apds o que foram colocados, por
cinco dias numa cidmara de crescimento a 20 +/-1°C; fotoperiodo de 24h, sob
intensidade médiade luzde 300 umol m* ' 5" ¢ 80-90% de humidade. Asregasforam
efectuadas diariamente por capilaridade, deitando dgua direcramente no tabuleiro
quUE Suportava s vasos.

Ao fim dos cinco dias, recirou-se o propagador da cimara de crescimento e
colocou-se novamente na cimara escura, a 16°C: durante 24 horas, para esporulagio,
apos o que sc colheram os cotilédones esporulados e se fizeram uma ou duas
subculturas para cada um dos isolamentos, para remover cventuais contaminagdes
de Afternaria spp., que possue um ciclo de esporulacio mais lento (Sherriff e Lucas,
1990).

A manutencio dos isolamentos de P. parasitica teve como base métodos
similares aos utilizados por Williams (1985), Sherriff ¢ Lucas (1989; 1990), Moss ¢
al. (1994) e Carvatho (19959).

Os cotilédonces esporulados, provenientes das subculturas dos isolamentos
colbidos no campo, isentos de Alternaria spp., foram colhidos com uma pinga

30



esterilizada com dlcool ¢ postos num frasco de "Schott”, contendo cerea de 50 ml de
dgua destilada, Em seguida, o frasco fot agitado por 10 segundos para quc os conidios
se soltassem dos conidiéforos. A suspensio de esporos foi filtrada para eliminar os
tecidos vegetais, com trés camadas de gaze e centrifugada durante 3 minutos a 2000
rpm. O sobrenadante foi retirado ¢, ao precipitado de conidios juntou-se novamente
dgua destlada, obtendo uma nova suspensio que foi centrifugada novamente.
Finalmente, ao novo precipitado adicionou-se dgua destilada cujo volume cra
conhecido e fez-sc a contagem do ndmero de esporos, utilizando um microseépio
dptico (Nikon Optiphot - 2) ¢ um hemocitémetro, ajustando a concentracio de
esporos a 5 x 10 .ml' | procedendo-se de imediato 4 inoculagio de cotilédones de
plantas susceptivels.

3.2.2.3. Conservacao

Parte dos cotilédones que apresentavam esporulagio foram postos em caixas
de Petri {6 cm de didmertro), seladas com "Parafilm” e colocadas numa arcs
congeladora a -30° C, conseguindo-se assim indculo vidvel por um periodo de 5a 6
meses,

Quando houve necessidade de recupcerar os esporos, retirou-se o material do
congclador e transteriram-se os cotilédones congelados directamente para um
frasco "Scotch” com 30-100 ml de dgua destilada. Agitou-se o frasco tapado por um
periodo de 10 scgundos e em seguida encheram-se dois tubos de centrifuga com o
material provenicnte do frasco e centrifugou-sc a 2000 rpm por 3 minutos.
Retiraram-se¢ os tubos da centrifuga, eliminou-se o sobrenadante e fizeram-se novas
suspensdes, adicionando dgua destilada e agitando os tubos por alguns segundos,
Transferiu-se o material dos dois tubos para um novo tubo, agitou-se novamente ¢
retirou-se uma pequena amostra de 1 ou 2 microlitros com uma micropipeta e fez-
seacontagem do ndmero de esporos num hemocitdmetro. Ajustou-se a concentragio
de esporos para 5 x 107 .ml"' ¢ inocularam-sc com uma pipeta de "Eppendort” os
cottlédones de plantas de CrGC 3.4 semeadas em 2 ou 3 pequenos vasos, 3-7 dias
antes. Os vasos foram colocados num propagador devidamente selado com parafilme,
seguindo-se depois 0 método descrito anteriormente para a incubacio e obtengiio
de esporulagio do mildio.
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3.2.3. Preparacéo do material para registos fotograficos

Dezcotilédones de cadaum dos quinze isolamentos apresentando esporulagio
foram cothidos, postos em caixas de Petri ¢ devidamente seladas com "Parafilm".
Em seguida, foram transportados para a Escola Superior Agriria (E.S.A.) de Castelo
Branco, onde se procedeu & preparagao do material para os respectivos registos
torogrdficos. Optou-se por trabathar cada semana, somente com quatro isolamentos,
por questdes de disponibilidade de tempo, material de laboratério e fotogréfico.

Nos laboratérios da E.S.A., procedeu-se a preparagio de cada um dos
isolamentos de P. parasitica para andlise e registo fotogrifico, ucilizando téenicas
simples de patologia vegetal:

1) Retirou-se com uma pinga devidamente desinfectada com dlcool um
cotilédone da caixa de Petri para a bancada.

2) Numa ldmina de vidro foi colocada uma gota de lactofenol ou azul de
algodio.

3) Com nma tira de fita adesiva (1,5 x 7 ¢em) pressionou-se levemente sobre o
cotilédone de maneira a que os conidiéforos e conidios viessem agarrados a fica.

4) Finalmente, colocou-se sobre a lamina de vidro a tira de fita adesiva. A
limina de vidro foi analisada ao microscopio 6ptico "Leitz" com ampliagées de 100x
c400x, sendoa Gitima amais utilizada. Procurou-se encontrar aspectos representativos
da morfologia do fungo, assim como formas invulgares de conidiéforos e conidios.
Procedeu-se ao registo fotogrifico com um aparelho "Wild Photoautomat MPS453"
com um coeficiente de redugio de (,32, prdprio para este tipo de trabalho.

Os aspectos macroscdpicos do fungo foram observados directamente com uma
lupa "Wild M3B", com ampliages de 16x e 40x, na caixa de Petri que continha os
cotilédones infectados. Registou-se fotograficamente o material com o aparelho
anteriormente citado. Para a obtengio de fotografias de haustérios, foram aplicadas
outras técnicas de preparagiio adequadas, em virtude desses érgdos de alimentacio
do fungo se apresentarem dentro do préprio hospedeiro. A descrigio dessas téenicas
serd apresentada no pardgrafo 4.2, onde se procede a descricio do material e
métodos do estudo efectuado sobre homotalismo ¢ heterotalismo dos isolamentos
portugueses.
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Descricao geral

O fungo P. parasitica, causador do mildio das cruciferas, apresenta como
Williams (1985) descreve, um manto de conidiéforos de cor esbranquicada, finamente
denso ou disperso em tufos na parte abaxial dos cotilédones. Os quinze 1solamentos
observados apresentaram essas caracteristicas (Figura 3.2), e em virtude de terem
sido utilizados hospedeiros muito susceptiveis (CrGC 3.4), os cotilédones
apresentaram também esporulagio na parte adaxial, mostrando total compatibilidade
entre hospedeiro e parasita (Figura 3.3).

Figura 3.2 - Cotiledone de CrGC 3.4 apresentando um manto de conidiéforos na sua parte
abaxial. (Ampl. 4x).
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Figura 3.3 - Cotilédones de CrGC 3.4 com as partes adaxiais completamente colonizadas com F.
parasitica. (Ampl. 4x).

Nas Figuras 3.4 ¢ 3.5 pode-se apreciar melhor um cotilédone de CrGC 3.4.,
com a pdgina infcrior completamente colonizada pelo fungo. O aspecto ¢
esbranquigado granuliforme quando visto a lupa a 16x, enquanto que se notam
perfeitamente os tutos de conididforos € conidios quando a ampliagdo é de 40x. Um
pormenor de um conidiéforo e respectivos conidios cmergindo sozinho do cotilédone
¢ apresentado na Figura 3.6.

Noaspecto microscépico, os isolamentos analisados mostraram possuir micélio
cenocitico, hialino, ramificado nos espagosintercelulares e enchendo completamente
os espagos intercelulares, com haustérios de aspecto globular a lobulado dentro das
células dos tecidos (Figuras 3.7, 3.8), chegando mesmo a formar dois haustérios na
mesma célula (Figura 3.9). As ligacdes dos haustdrios com o micélio sdo feitas por
estreitos pedinculos de cerca de 2 um de didmetro (Davison, 1968a), o que se pode
constatar nas figuras apresentadas. Na Figura 3.7 deparamos com um haustério
completamente rodeado por uma membrana (sheath) semelhante as descritas por
Mangin (1895), Fraymouth (1956), Davison (1968a) ¢ Chou (1970).

Os conidiéforos podem emergirsozinhos ou em grupos dos estomas (Webster,
1980; Williams, 1985). Quando observados ao microscépio, 0s quinze isolamentos
exibiam um cixo principal que se ramificava dicotomicamente em dngulos agudos

(Figura 3.10) suportando conidios de forma circular ou oval nas extremidades
encurvadas dos ramos (Figura 3.11 ¢ 3.12).
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Encontraram-se, em todos os isolamentos analisados, formas esféricas, ovais
(Figura 3.13) e elipticas (Figura 3.14), com predominincia para as ultimas e
confirmou-se um aspecto caracteristico do P. parasitica, a germinagdo através de
tubo germinativo (Figura 3.15).

Figura 3.4 - Pagina inferior de um cotilédone de CrGC 3.4 coberto com um manto de coniditforos e
conidios. (Ampli. 21x).

Figura 3.5 - Aspecto do mesmo cotilédone de CrGC 3.4 da Figura 3.4. (Ampli. 53x).
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Figura 3.6 - Aspecto de um conidiforo e conidios de P. parasiticaemergindo dumcotilédone de Brassica
oleracea. (Ampl. 53x).

Figura 3.7 - Haustério de farma labular envolvido completamente pela membrana (sheath). Preparagéo
com lactotenol. (Ampl. 534x).
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Figura 3. 8 - Pormenor de dois haustérios de forma globular, notando-se os estreitos e pequenos
pedunculos de ligagao com o micélio intercelular. Preparagio com lactofencl. (Ampl. 534x).

Figura 3. 9 - Aspecto curioso de dois haustérios de P. parasitica na mesma célula do hospedeiro.
Preparagao corada com lactefenol. (Ampl. 534x).
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Figura 3. 10 - Tipico coniditfaro de P. parasitica com o eixo principal ramificado dicotomicamente em
angulos agudos. Preparagao corada com azul de algodao. (Ampl. 534x).

Figura 3. 11 - Conidiéforo e conldios de P. parasitica observados em cotiledones de CrGC 3.4.
Preparagio com azul de algodao. (Ampl. 534x).
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Figura 3. 12 - Tipico conidiéforo de P. parasitica com a maior parte dos conidios nos esterigmas.
Preparacao com lactofenol. (Ampl. 534x).

Figura 3. 13 - Aspecto de conidios de P. parasitica com formas circulares e ovais. Preparagio com
lactofenol. (Ampl. 534x).
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Figura3.14- Aspectodeconidios de P. parasiticade forma elipsoidal. Preparagéo coradacomlactofenol.
(Ampli. 534x).

Figura 3. 15 - Pormenor de um conidio de P. parasitica germinando por ubo germinativo. Preparagao
com azul de algodéo. (Ampl. 534x).
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3.3.2. Aspectos particulares

Ao se analisarem os isolamentos P306 (Odemira), P507 (Batalha), P509 (Vila
Real) e P511 (Lourinha) surgiram alguns aspectes interessantes:

a) Alguns conidios exibiam formas semclhantes a "sapatos" ou "garrafas’
(Figuras 3.16 ¢ 3.17), além de apresentarem formas normais circulares, ovais ¢
clipticas. A primeira vista, parcciaque os conidios s¢ preparavam para germinar, mas
a0 comparar com a Figura 3.13, observa-se que os conidios com a forma invulgar nio
apresentam tubos germinativos. Um pormenor dum desses conidios ainda agarrado
a um ramo dum conidiéforo, é apreseneado nas Figuras 3.18 ¢ 3.19. E nitido o
contraste entre um conidio de forma oval normal ¢ um de forma invulgar.

b) O aspecto geral das ramificacdes primdrias e sccundérias dos conidiéforos
¢ semelhante a0 do P. parasitica, mas os esterigmas que supoream os confdios
rerminais sdo mais longos e mais encurvados (Figuras 3.20, 3.21 ¢ 3.22). Nas mesmas
figuras pode-sc apreciar a auséneia de septos. Um pormenor interessante é a
diminuta absor¢io do azul de algoddo por parte do citoplasma do conididforo e dos
conidios (Figuras 3.20, 3.23 ¢ 3.25).

¢) Os conidios que estio ligados aos esterigmas sdo alongados, passanda parte
do citoplasma para a parte terminal mais arredondada, adquirindo formas em
"sapato” ou em "garrafa’ (Figuras 3.23 ¢ 3.24). 14 um maior crescimento ¢
consequente alongamento dos confdios, tomando formas muito esquisitas que sio
anormais no fungo P. parasitica.

Em certos conidios, a partir da partc cerminal mais arredondada, dd-se uma
bifurcagiio e aparecem dois ramos que exibem depois longos esterigmas com os
mesmas conidios de formas invulgares (Figura 3.26).

O esporos anormais nio foram observados nos outros 11 isolamentos.

Realizou-se uma aturada pesquisa bibliografica nointuito de se conseguir uma
explicagio plausivel paraa diversidade morfoldgica exibida pelo material proveniente
de Odemira, Batalha, Vila Real ¢ Lourinha. Tanto quanto sc sabe, nio cxiste até
agora nenhum artigo publicado sobre P. parasitica que explique o que foi descrito
anteriormente,

Crute (comunicagio pessoal) aventa as seguintes hipoteses: a) os conidios de
forma anormal asscmelham-se aos do género Phyroprora, podendo entio ser uma
contaminagio por fungos deste género, o que seriaa primeira vez que i1sso acontecia
em brdssicas; b) uma contaminagio por tungos do género Phytiion; ¢y uma mutagio
do fungo P. parasitica. O mesmo investigador sugeriu que seria intercssante
investigar estas hipdteses, ja que no que diz respeito a mutantes, foi encontrado no
"Horticulcural Rescarch Internacional” (HRI), em Wellesbourne, Inglaterra, um
mutante do P. parasitica que apresentava duas grandes bolsas de lipidos, em vez de
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vdrias delas como € normal, sendo estas bolsas uma fonte de energia para os €Sporos.

Embora duvide que as contaminagdes scjam de fungos do género Phyroptora
ou Phytium, porque as condigdes ambiencais para a germinagio, desenvolvimento e
esporulagdo diferem das do P. parasitica, penso que com meios de culturaadequados
para os géneros citados, poder-se-d investigar adequadamente o assunto.

As condigdes do meio onde os cotilédones se encontravam poderio
provavelmente explicar o aparecimento de esporos com formas anormais. Os
cotilédones bem esporulados foram transportados para Castelo Branco em caixas de
Petriseladas com parafilme e séao fim de 2a 3 dias foram observados ao microscépio
6ptico. Num meio selado, muito hiimido ¢ com o material vegetal a senescer, o fungo
poderd eventualmente apresentar um desenvolvimento anormal. Esta hipétese
devera ser devidamente investigada.

Figura 3. 16 - Conidios do isolamento proveniente de Vila Real apresentande formas anormais.
Preparacéo utilizando azul de algodao. (Ampl. 534x).
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Figura3.17 - Pormencr de dois conidios com forma anormal. Preparagao com azul de algodao. (Ampl.
534x).

Figura 3. 18 - Aspecto de um conidio de forma anormal ligado a um ramo do conidiéforo. Note-se atorma
de "garrafa” que o conidio apresenta. Preparacdo com lactofenol. (Ampl. 534x).
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Figura3.19- Contraste entre umconidio de formanormal (a), com um de forma anormal (b). Preparagéo
com lactofenol. (Ampl. 534x).

Figura 3. 20 - Conidisforo e conidios de formas "esquisitas”. Note-se o comprimento anormal dos
esterigmas e a diminuta absorgao do corante. Preparado com azul de algodao. (Ampl. 534x).
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Figura 3. 21 - Pormenar de conidio de forma anormal ligade a um longo e encurvado esterigma.
Preparagao com lactofenol. (Ampl. 534x).

Figura 3. 22 - Aspecto de um conidiéforo e conidios ne inicio da formagéo das formas "esquisitas”. Note-
se: (a) alongamento em bico dos cenidios; (b} arredondamento de mesmo bico; (¢) conidio com
a forma anormal. Preparagéo com lactofenol. (Ampl. 534x).
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Figura3.23 - Aspecto de um conididforo com varios conldios comformas anormais ligados a esterigmas
muito encurvados. Note-se o pormenor da limitada absorgao do azul de algodéo pelo citoplasma.
(Ampl. 534x).

Figura 3, 24 - Aspecto do alongamento dum conidio anormal, parecendo que apresenta na extremidade
um outro esporo com a forma narmal, notando-se a distribuigdo do citoplasma em toda a
estrutura. Preparagdo em lactofencl. (Ampl. 534x).
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Figura3.25- Pormenor dedois conidios de forma ancrmal que parecem estar asofrer umalongamento,
notando-se que ocitoplasmadesses conidios parece ndo ahsorver convenientemente o azul de
algodao da preparagao. (Ampl. 534x).

Figura 3. 26 - Conidio de forma anormal parecendo estar a bifurcar-se em dois longos ramas, vendo-
se& numa das extremidades um novo conidio. Preparag8o em lactofenol. (Ampl. 534x).
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4 - HETEROTALISMO E

HOMOTALISMO EM ISOLAMENTOS
PORTUGUESES DE PERONOSPORA
PARASITICA (Pers. ex Fr.) Fr.

4.1. Introducéo

Muitos fungos possuem mecanismos genéticos que previnem o acasalamento
("mating") entre ¢élulas gencticamente idénticas e que se denominam, sistemas de
acasalamento ("mating systems"). Os fungos que possuem tals mecanismos sio
chamados auto-estéreis ou heterotdlicos, pois exigem o cnvolvimento de difcrentes
estirpes para que haja acasalamento, Nos principais grupos de fungos, existem
cspécies auto-féreeis ou homotdlicas, onde o processo sexual pode ocorrer entre
c€lulas geneticamente idéncicas. O fenémeno do homotalismo & chamado primirio,

s¢ ndo houver provas de antepassados heterotdlicos e secundirio ou pseudocompativel,
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se cxastirem provasde heterotalismo nosantecessores do fungo (Carlile e Watkinson,
1994).

O fungo Peronospora parasitica apresenta formas heterotdlicas assinaladas
por DeBruyn (1937), McMeekin (1960}, Kluczewski e Lucas (1983) e Sherriff ¢
Liucas (1989a ¢ 1989b), assim como formas homotilicas (DeBruyn, 1937; Sherriff ¢
Lucas, 1989b). As duas formas de esporulagio sexuada sio muito importantes na
manutengio ¢ evolugdo do fungo. Foram estudadas por Sherriff e Lucas (1989b),
que ao caracterizarem varios isolamentos de P. parasitica do Reino Unido idendificaram
dois tipos de compatibilidade sexual (SCT) designados porP1 e P2, emisolamentos
provenientes de Brussica oleracea. As formas heterotdlicas do fungo pertencema um
destes dois tipos.

Estudos citogenéticos realizados por Sherriff e Lucas {1989a) mostram que
asformas homotdlicas de P. parasitica exibem normalmente homotalismo secundirio.
Os autores encontraram em todos os isolamentos um ancl de quatro cromossomas
por altura da metafase I da meciose. Comparando com observagdes similarcs
cfectuadas em outros fungos da classe Gonmyeetes, nomeadamente em espécies de
Plytophthora ¢ no mildio das alfaces (Bremia lactucar), o citado ancl & interpretado
como um complexo de translocagiio reciproco entre cromossomas que possuein s
alclos dos dois tipos de acasalamento. Em isolamentos homotilicos, foi observado
um quinto cromossoma assoclado ao anel de quatro, sendo a auto-fertilidade destes
isolamentos explicada pela presenga dum tereeiro alelo, que caracteriza o tipo de
acasalamento, no quinto cromossoma.

Nada sc conhece sobre a ocorréncia de formas heterotdlicas ¢ homotélicas cm
Poctugal. Neste capitulo, apresentarcmos a primeira caracterizagio sexual de
isolamentos de P. parasitica provenientes de virias regides de Portugal.

4.2. Material e métodos

Neste estudo foram utilizados os 15 isolamentos de P. parasitica descritos em

3.2, que foram recolhidos em diferentes regides de Portugal onde as brassicas sio

cultivadas, representando condigiies ceoldgicas diversas (Figura 3.1., Quadro 3.1.).

Doisisolamentos devidamente caracterizados, proveniences do Reino Unido,

P005 ¢ PO06, pertencendo respectivamente aos dois tipos de compatibilidade

sexual P1 ¢ P2 (Quadro 4.1), foram utilizados como testemunhas. Como esses

isolamentos sdo heeerotdlicos, nao formam 66sporos pers/, mas unicamente quando
misturados com um isolamento de tipo de emparclhamento oposto.
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Quadro 4.1 - Caracteristicas dos isclamentos de F. parasitica provenientes do Reino Unido {adaptado

de Moss et al, 1994).

Viruléncia especifica sobre o hospedeiro®

Hospedeiro Hospedeiro Brussica B.rapa B. napus
Isolamenio  de origem de SCT* RM" oleracea
manutengao FOS PG JP D C
POOS B. vleracea CrGC 34 Pl 1l 5 - (+) .
PO0G B. oleracea CrGeC 3.4 P2 + + - (+) -

* Tipo de compatibilidade sexual (P1 ou P2)

5 Resposta ao metalaxil (8 = sensivel, I = insensivel)

¢ Variedades (FOS = Flowers of Spring. PG = Palermo Green. JP = Jade Pagoda, D = Duplo,

C = Cresor)

T virulento, () = parcialinente virnlento, - = nio viruleno

4.2.1. Obtengac de isoclamentos por esporo Unico

Apés a recuperagiio dos isolamentos congelados seguindo o processo deserito
em 3.2.2., estabcleceram-se, para cada um deles, culturas de esporo dnico, com uma
repeticio, tendo como objective separar micélios geneticamente diferentes
eventualmente existentes no isolamento.

No inicio do estudo adoptou-se para os primciros cinco isolamentos (P501 a
P505), 0 método deserito por Shernff e Lucas (1989h) com algumas modificagdes,
qUE CONSIStiu NO s€guinte:

- num frasco de Schott de 100ml efectuou-se uma suspensio de confdios com
dgua destilada e ajustou-se a concentragio até aos 100 esporos ml™';

- pipetou-sc 1ml da suspensio do frasco e espalhou-se numa placa de Petr
contecndo uma solugio com 1% de agar e dgua desulada previamente scca numa
cabine de fluxo laminar, climinando o excesso de l{iquido com uma pipeta;

- usando uma lupa com uma ampliagio de 30x ¢ com a placa virada para baixo,
procuraram-sc os conidios, ficeis de encontrar pelo seu aspecto hialino e brilhante.
Com um marcador de felero de ponta fina, marcou-sc o local do conidio, confirmando

depoisao microscdpio dptico{100x), s¢ no circulo marcado nio existiamais nenhum
conidi;



- cortou-se depots o bloco de agar que continha o esporo ¢ colocou-se em
posi¢io invertida sobre 4 pagina superior dum cotilédone de CrGC 3.4 com 7 dias
de idade, previamente posto em ¢ima de papel de filtro humedcectido com dgua
esterilizada numa placa de Petri de 6cm de didmetro;

- utilizaram-se 135 placas por 1solamento. [m cada placa foram colocados 2
a 3 cotilédones, sendo um deles usado como testemunha, isto é, sem inoculagio;

- selou-s¢ a placa de Peurl com parafilme para evitar contaminagdes
exteriores ¢ scguiu-se o mérodo descrito no capieulo 3 para a incubagio ¢ a
csporulagio do fungo.

Para os restantes isolamentos (P306 a P313), unhzou-se o mérodo descrito
por Moss ez 2/. (1994), por se achar que era mais simples ¢ expedito. Colheu-sc um
cotilédone que apresentava boa esporulacio ¢ com a ajuda de uma agulha de
moculacdo e duma pingd, devidamente esterilizadas &4 chama duma lamparina,
rasparam-se cuidadosamente os conidios para uma placa de Petri contendo agara 1%
¢ dgua destilada. A placa for examinada 3 lupa com uma amphagio de 30x para
localizar os conidios. Cada conidio foi retirado por captlaridade para dentro duma
fina pipeta de Pasteur, previamente mergulhada em dgua destilada, sendo entio o
esporo expelido para cima dum cotilédone de CrGQ 3.4, soprando devagarinho na
pipeta. O cotilédone estava nas mesmas condigdes descritas antcriormente e a partir
desse momento, scguiram-sc os passos acima citados para 0 método de Shernift ¢
Lucas (1989b).

Para qualguer um dos métodos, ao fim de 7 dias, as moculacdes bem
sucedidas apresentavam esporulagio como sc observa na Figura 4.1

Clom o objectivo de obter maior quantidade de indeulo, jd que a esporulagio
obtida num cotilédone por inoculagdo com esporo dnico ndo cra suficiente para as
inoculagtes simultineas que se irlam cfectuar com os isolamentos provenientes do
Reino Linido (PUOS ¢ PO0O6), procedcu-se & subcultura de cada um dos 1solamentos
portugucses, Retrou-se um coulédone da placade Petri com uma pingadevidamente
csterilizada ¢ introduziu-se num tubo de centrifuga com 1-2 ml de agua destilada.
Centritugou-se a 2000 rotagoes durante 3 minutos para se conseguir o maximo de
concentragao de conidios. Em seguida, inocularam-se, com uma pipeta de Eppendort,
conlédones de plantas de CrGC 3.4 suscepeivels, previamente scmeadas em 2
pequenos vasos 3-7 dias ances. Os vasos toram depois colocados num propagador,
sclado com parafilme, para que ndo houvesse contaminagdes externas e levado &
cdmara de incubagio por 16-24 horas a 16"C. Apdso que se seguivomérodoem 3.2.2
para a obtengio de csporulagio do P. parasitica.
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Figura 4.1 - Esporulagfo de P. parasitica num cotilédone de CrGC 3.4 inoculado com esporo nico.
Note-se que os dois outros cotilédones que serviram de testemunhas nao apresentam nenhuma
esporulacio.

4.2.2. Inoculagdo simultanea de dois isolamentos de
Peronospora parasitica

Para a inoculagdo simultinea entre cada um dos 15 isolamentos portugueses
cos dois provenientes do Reino Unido foram preparadas scparadamente suspensdes
conidiais. Os conidios foram contados num hemocitémetro com a ajuda dum
microscépio 6ptico (Nikon Optiphot - 2), utilizando uma ampliacio de 100x,
ajustando depois a concentragio de esporos para 5 x 10*.ml .. Misturaram-se em
frascos "Schott", volumes iguais de cada um dos 15 isolamentos com o isolamento
P005 ¢ depositou-se uma gota de 10 ul da suspensio com uma pipeta de “Eppendorf”
sobre os cotilédones de CrGC 3.4. A mesma técnica foi utilizada com o isolamento
PO06. Foram feitas inoculagdes equivalentes com suspensdes de esporos ndo
misturados, servindo como testemunhas.

Os vasos contendo os cotilédones, foram em seguida postos em propagadores
hermeticamente fechados com parafilme e a partir deste momento, seguiu-se o
método descrito em 3.2.2 para a incubagdo ¢ propagagio de isolamentos.
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4.2.3. Preparacao do material vegetal para
analise microscopica

Os cotilédones provenientes da inoculagio simultinea de cada isolamento
com P05 e P006 foram colhidos ao fim de 5-7 dias, colocados num copo de
“Erlenmever” e fervidos por 2 minutos numasolugio de lactofenol-etanol contendo:
10g de fenol, 20ml de glicerol, 10 ml de dcido lictico e 20 ml de etanol a 96% (v/v)
(Heath, 1971; Sherriff e Lucas, 1989b). O material limpo de pigmentos clorofilinos
foi deixado na solugfio por 24 horas e, ao fim deste tempo, lavado com dgua destilada
e guardado em glicerol a 70% (v/v), para ser examinado ao microscépio. Os
cotilédones guardados dessa maneira puderam seranalisados virias semanas depois
e registados fotograficamente com um "Wild Photoautomat MP45".

Utilizou-se também para a andlise da presenga ou auséncia de odsporos, uma
outra técnica sugerida por Leckie {comunicagio pessoal), que consistiu,
simplesmente, em colher os cotilédones cobertos de esporulagio de cada uma das
inoculagdes simultineas, colocando-os num frasco de “Schott” de 50ml com alcool
1 60% (v{v). Substituindo diariamente o dlcool, ao fim de 3-4 dias o material estava
pronto para ser examinado ao microsedpio.

Para qualquerum dos mérodas anteriores, fez-se a montagem dos cotitédones
numa ldmina de vidro com uma gota de glicerol a 70% (v/v), segundo Sherriff e
Lucas (1989b}. Examinaram-se ao microscopio 30 cotilédones por cada inoculagio,
usando ampliaghes de 100x e 400x e considerou-se que haveria compatibilidade
entre os 1solamentos, se mais de 80% dos cotilédones apresentassem 063pOTOS.

Finalmente, testou-se um nove método paraos cotilédones que apresentavam
uma elevada esporulagio e cujos fenotipos de interacgio eram evidentes. Esses
cotilédones foram colhidos em fase de senescéncia e esmagados minuciosamente
num almofariz com algumas gotas de dgua destilada. O material foi entdo retirado
com uma pinga de ponras finas para uma ldmina de vidro contendo uma gota de

lactofenol e seguidamente, observado ao microscépio com ampliages de 100x e
400x.

4.3. Resulitados e discussao

No estabelecimento de esporos Ginicos para os cinco primeiros isolamentos
(P501 a P505), adoptou-se o método de Sherriff e Lucas (1989b). Enquanto estes
autores conseguiram taxas de infecgdo de 40-70%, no presente trabalho obtiveram-
se valores mais baixos, cerca de 25-30%, provavelmente por falta de eficicia na
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selecgio individual dos conidios & lupa, ou na remogiio do pequeno pedago de agar
que continha o conidio.

O método de Moss ez a/. (1994) adoptado nos restantes isolamentos (P506 a
P515), conduziu regularmente a taxas de infec¢io de cerca de 70%.

Na preparagio do material vegetal para andlise microscépica, embora o
método sugerido por Leckie (comunica¢do pessoal) seja expedito, deparamos
muitas vezes com problemas de clarificacio dos cotilédones para registar
fotograficamente o material, o mesmo acontecendo com o método de esmagamento
de cotilédones. De qualquer modo, é de levar em conta estes dois métodos por
serem simples ¢ ripidos, se o objectivo é somente a pesquisa da presenca ou
auséncia de obésporos em cruzamentos simultincos de dois isolamentos. Neste
trabalho optou-se fundamentalmente pelo método descrito por Heath (1971),
adoptado por Sherriff ¢ Lucas (198%b), j4 que o material vegetal ficava bem
clarificado e os odsporos bem visiveis para serem fotografados (Figuras 4.2 ¢ 4.3).

Figura 4. 2 - Aspecto de odsporos de P. parasitica obtidos do cruzamento entre os isclamentos
P508(Condeixa) x PO06(Reine Unido). Preparagao em lactofanol. (Ampl. 133x ).
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Figura 4. 3 - Pormenor de o6sporo de P. parasitica proveniente de cruzamento entre P508{Condeixa)
x P006(Reino Unido), notando-se a dupla parede. Preparagao em lactofenol. {Ampl. 534x).

Os resultados das inoculagdes simultineas cntre os quinze isolamentos
portugueses de P. parasiticac os dois provenientes do Reino Unido sdoapresentados
nos Quadros 4.2. Registaram-sc trés tipos de comportamento:

a) produgido de oésporos quando os isolamentos sio inoculados s6zinhos ouem
conjunto com P05 e P006, em P501(Batalha) e P504 (Castelo Branco);

b) produgio de oésporos unicamente quando os isolamentos sdo inoculados

com P005 (U.K), nio havendo oésporos nas inoculagdes com P0O06 ¢ sézinhos, em
P502 (Pévoade Varzim), P503 (Oliveira do Hospiral), P505 (Evora), P306 (Odemira),
P507 (Batalha), P509 (Vila Real), P511 (Lourinha), P512 (Batalha), P514 (Condeixa)
e P515 (Condeixa); '

¢) produgio de obésporos unicamente quando os isolamentos séo inoculados
com P006 (U.K.), ndo havendo odsporos nas inoculagdes com PO05S ¢ s6ézinhos, em
P508 (Condeixa), P510 (Faro) e P513 (Pombal).
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Assim, consideram-sc os isolamentos do grupo a) homotilicos, os do grupo b)
hetcrotilicos do grupo de acasalamento do P006 ¢ os do grupo ¢}, também

heteroddlicos mas do grupo de acasalamento do PO03, conforme se apresenta no
quadro 4.3.

Quadro 4. 3 - Tipo de compatibilidade sexual (SCT)de quinze isolamentos de P. parasiticaportugueses
e dois do Reino Unido.

Tipo de compatibilidade sexual

Isolamentos Heterotalico
Origem Referéncia Homotalico Tipo de acasal.(P1)  Tipo de acasal.(P2)

Baialha P501 X

Pévoa de Varzim P502 X
Oliveira Hospital P503 X
Castelo Branco P504 X

Evora F505 X
QOdemira P508 X
Batalha P507 X
Condeixa P508 X

Vila Real P502 X
Faro P510 X

Lourinha P51 X
Batalha P512 X
Pombal P513 X

Condeixa P514 X
Condeixa P515 X
Reino Unido POOs X

Reino Unido P00B X

De acordo com a designagio proposta por Sherriff ¢ Lucas (1989b), os
isalamentos P30S (Condeixa), P5310 (Faro) ¢ P313 (Pombal) pertencem ao tipo de
acasalamento P1, enquanto que os isolameatos P302 (Pdvoa de Varzim), P303
{Oliveira do Hospital), P505 (Fvora), P306 (Qdemira), P507 (Batalha), P309 (Vila
Real), P511 (Lourinhd), P312 (Bawalha), P314 {Condcixa) ¢ P315 (Condeixa)
pertencem 4o tipo de acasalamento P2, Estes resultados estdo de acordo com as
descobertas de De Bruyn (1937) € Sherriff e Lucas (1989b) e sdo um exemplo da
natureza hetcrotdlica duma propor¢io da populagio de P. parasitica.

Os itsolamencos P501 (Batalha) ¢ PS04 (Castelo Branco) sio auto-férrers
{(homotdlicos).

Sherriff € Lucas (1989b) avangam com quatro possiveis causas na explicagio
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da auto-ferrilidade: os isolamentos cram populagdes heterotilicas misturadas dos
dois tipos de acasalamento; os isolamentos cram heterocaridticos ¢ continham os
dois tipos de acasalamento em diferentes niicleos: o homotalismo aparente poderd
ter sido induzido por algum factor ambiental; os isolamentos eam genuinamente
homotilicos.

A primeira causa sé se verificaria se o esrabelecimento de linhas monoconidiais
nAo reduzisse os isolamentos a um Gnico tipo de acasalamento, sendo a produgio de
odsporos simplesmente devida 4 presenca duma populagio mista. McMeekin
(1960) ¢ Kluczewski (1981) mostram que, efectuando subculturas dum indculo
misto contendo os tipos de acasalamento P1 ¢ P2, um deles depressa € selecionado.

A causa ligada 3 heterocariose, nio é facilmente resolvida pcla técnica de
esporotinico. Davison (1968b) demaonstrow, que cada conidio contém mais de trinta
nicleos ¢ Michelmore e Ingram (1982) crabalhando com Brewria lactucae, chegaram
a conclusao que a maioria das linhas monoconidiais retém a auto-ferrilidade, o que
indica quc esta é uma propricdade relativamente estivel. Os mesmos autores
Sugerem, entdo, que a segregagio ocasional de linhas auto-estéreis pode ter
envolvido uma hetcrocariose temporiria.

A terceira explicagio para o homotalismo diz respeito 4 influéncia do meio.
A principal influéncia ambiental sobre os fungos biotréficos obrigatérios como P.
paiasitica, ¢ a planta hospedeira (Sherriff ¢ Lucas, 1989b). Até 3 darta, a inoculacio
de difercntes hospedeiros com isolamentos auto-estéreis pertencendo a tipos de
acasalamento opostos, ndo tém fornecido provas que o comportamento homotilico
do fungo scja induzido pela planta hospedeira.

Finalmente, Sherriff ¢ Lucas (1989a) provam com estudos citogendticos,
que narcalidade as formas homotalicas do mildio das cruciferas sio genuinas. Assim,
parece haver clevada possibilidade dos isolamentos encontrados P501 (Batalha) e
P504 (Castelo Branco) serem genuinos. o que estd de acordo com Sherriff e Lucas
(1989a).

Os trinta cotilédones inoculados com cada um dos isolamentos portugueses
obtidos por esporo tinico e conjugados com P03 ¢ PO06, apresentaram odsporos em
cerca de 80 a 90%. Em cada um dos cotilédones, o nimero de odsporos ultrapassou
4 centena, ndo se tendo conseguido apurar uma técnica minimamente fidvel para
contabilizaroseu total. Numa primeira abordagem, pensa-se que aalea percentagem
de cotilédones com tio grande nimero de absporos cra, provavelmente, o resultado
de inoculagdes num hospedeiro muito susceptivel (CrGC 3.4). LEsta hipérese
eventalmente nio tem razio de ser, ja que Kluczewski e Lucas (1983)afirmam, que
a completa susceptibilidade do hospedciro a um conjunto de dols isolamentos
inoculados ndo é um prérequisito paraa formagio de odsporos. Nas suas experiéncias
- com dois isolamentos provenientes respectivamente de couve-flor (C1) ¢ colza
(R1} -, constataram que os o6sporos se formavam cm grandes quantidades em
cultivares de Brassica napus que eram parcialmente resistentes ao isolamento C1.
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Comparando os resultados agora obtidos com os de Sherriff e Lucas (1989h)
no Reino Unido, pode afirmar-se, que a situagio dos isolamentos portugueses de 2.
parasitica em relagio ao fenémeno do homoralismo ¢ heterotalismo é bastance
scmelhante a4 detectada no Reino Unido. O fenémeno da auto-esterilidade é
apresentado por 13 dos 15 1solamentos (Quadros 4.2 e 4.3), 0 que estd de acordo com
os resulcados de Sherriff ¢ Lucas (1989), que em isolamentos provenientes de
diferentes hospedeiros do género Brassica colhidos em diversas regites da Gri-
Bretanha, descobriram que havia predomindncia de fungos heterotilicos. As formas
homotilicas, foram encontradas pelos mesmos autores em 2 dos 12 isolamentos
obtidos de 8. oleracea, enquanto que no presente trabalho obtiveram-se 2 em 15 dos
1solamentos.

O fendmeno do homaotalismo, aparecendo em regides tao diversas como
Bacalha e Castelo Branco, poderd eventualmente ocorrer noutras regives de Portu-
gal, se for feita um levantamento mais exaustiveo de isolamentos de P. parasitica em
B. oleracea.

Nio me surpreendeu encontrar na Batalha formas homotilicas ¢ hererotilicas
€ estas Gltimas, com tipos de acasalamento difcrentes (P1 e P2). A produgio dc
brassicas nessa regiio tem um peso ccondmico muito importante e os isolamentos
foram colhidos num campoe onde se vém realizando ensaios de campo com brissicas
hd virios anos. Deste modo, a existéneia duma grande quantidade de hospedeiros
com diferentes fenotipos de interacgdo, origina o aparecimento de uma grande
diversidade na genética e na viruléncia do P. parasitica.
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PERONOSPORA PARASITICA (Pers.
ex Fr.) Fr.

5.1. Emmdugéo

O estudo das estruturas reprodutivas assexuadas tem estado ligado, ao longo
dos anos, a possiveis critérios taxonomicos para a delimitacio de espécies de
Peronospora (Gaumann, 1918; Gustavsson. 1959 Yerkes e Shaw, 1959),

De Bary (1803) apresentou o primeiro mérodo para circunserever as espécics
de Peronospora, tentando manter 20 maximo a regra, uma familia de hospedeiro -
uma espécie de Peronospora. As espécies ndo foram totalmente caracterizadas com
base na morfologia, mas esta permanceeu como base principal para a diferenciacio
das espccies, O mesmo investigador s6 fez excepedes dentro das grandes tamilias
de hospedeiros, onde havia pronunciadas diferengas na morfologia do agente
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patogénico, especialmente nos caractercs dos odsporos, reconhecendo nessa altura
os fungos: Peronospora viciaec P. trifolinm comoagentes patogénicos nasleguminosas.

Gaumann (1918) abordando o preblema numa base inteiramente diferente,
estudou a fisiologia ¢ a morfologia do P. parasitica. O estudo da morfologia incidiu
sobre os o6sporos, os conidiGforos ¢ os conidios, especialmente as suas dimensdes.
Os oésporos foram considerados sem nenhum valor sistemdtico, 0 contririo do que
afirava DeBary(1863) ¢ scus seguidores, porque apresentavam uma estrucura
uniforme em qualquer hospedeiro da familia das cruciferas onde eram encontrados,
facto confirmado por Yerkes ¢ Shaw (1959). Em contrapartida, os conididtoros € 0§
conidios foram medidos por Gaumann (1918), que apresentou provas de numerosas
racas ou formas patogénicas, cada qual com uma gama limitada de hospedeiros.
Baseando-sc na aparente especializagio de isolamentos de Peronospora em algumas
espéeies de hospedeiros, o mesmo investigador apicsentou uma taxonomiaalternativa
em que foram descritas novas espécies de Peronospora, sempre que, para um
particular agente patogénico, outras especics de hospedciros eram registadas.

Yerkes ¢ Shaw (1959) langaram dividas sobre o valor taxondmico de
caracteres como o tamanho ¢ a razio entre o comprimento ¢ a largura dos conidios,
visto que npdo encontraram diferengas morfolégicas claras entre isolamentos de
fungos provenientes de vdrias cruciferas. Assim, sugeriram um sistema de classificagdo
mais harmonioso, no qual aceitaram as familias das angiospérmicas como divisoes
taxonémicas arbicrdrias, dando &nfase A morfologia do agente patogénico dentro de
cada famifia. Deste modo, para que se reconhegauma ou mais espécic de Pervnospora
dentro de cada familia de hospedciro, deverdsermostradaaocorréneia de diferengas
morfolégicas distintas entre grupos de 1solamentos.

Dickinson ¢ Greenhalgh (1977), continuaram a teras mesmas duividas sobre
a validade das medigdes dos conidios e chamaram a atenglio para a influéncia dos
factores ambicntais, como temperatura ¢ humidade, demonstradas por Thung
{1926), sobre os confdios e conidiéforos. Os scus trabalhos, suportam o sistema de
classificacio propesto por Yerkes ¢ Shaw (1959).

No preseate trabalho, obscrvaram-sc o comprimento, largura ¢ 4 razdo
comprimentoflargura dos conidios dos 15 isolamentos de P parasitica, quando
inoculados num mesmo hospedeiro (CrGC 3.4). O objectivo nio foi propriamente
oestudotaxonémico de espécies de Peronospora, mas sim, avaliar possiveis diferengas
di dimensio dos conidios a nivel geografico, tentando relaciond-las com as formas
homortalicas ¢ heterotdlicas encontradas nos isolamencos colhidos em diversas

regipes de Portugal, servindo assim de complemento ao estudo apresentado no
capitulo 4.
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5.2. Material e métodos

Neste trabalho, por motivos organizacionais ¢ cstruturais do laboratério, o
delincamento experimental foi feito dividindo os quinze isolamentos de P
parasitica em twés grupos (Quadro 5.1):

- o primeiro constituido pelos isolamentos PS01 (Batalha), P502 (Pévoa), P303
(Oliveira do Hospita), P504 (Castelo Branco), PS05 (Evora) e P306 (Odemira);

- 0 scgundo por P502 (Pévoa), P507 (Bacalha), P308 (Condeixa), P509 (Vila
Real), P510 (Faro) ¢ P511 (Lourinha);

- o terceiro por P512 (Batalha), P513 (Pombal), P514 (Condeixa), P515
{Condeixa) ¢ P502 (Povoa).

O isolamento P302 (Pdvoa) foi cscolhido como testemunha, por jd ter sido
objecto de estudo em trabathos de avaliacio do fenotipo da interacgiio ¢ de

melhoramento para resisténeia ao mildio em brissicas (Sousa ez 2/.,1994: Carvalho,

1925).

Quadro 5. 1 - Dezlineamento experimental para a caracterizagao morfoiégica dos conidios ds P.

parasitica.
Grupos Isolamentos Origem Amostra

P501 Batalha 2?2 1
Ps02 Pévoa 2 (testemunha)

A P503 QOliveira do Hospital 3
P504 Castelo Branco 4
P505 Evora 5
P506 Odemira 6
P502 Pévoa 7 {testemunha)
P507 Batatha 1° 8

B P508 Condeixa 2° 9
P509 Vila Real 10
P510 Faro 11
P5t1 Lourinha 12
P&s12 Batalha 3° 13
P513 Pombal 14

C P514 Condeixa 3° 15
P515 Condeixa 42 16
P3Q2 Pavoa 17 (testemunha)

* - Difgrentes isolamentos provenienies das regiges da Batalha e Condeixa
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Para cada grupo experimental, semearam-se sementes de CrGC 3.4 em scis
filas (cinco para o dltimo bloco), de quinze alvéolos, num tabuleiro contendo turfa
de estrutura tina "Levington F2". Segundo a téenica descrita no pardgrafo 3.2.2., na
mesma altura foi feita a recuperagdo dos isolamentos conservados no congelador a
-30°C.

Ao fim de 6-7 dias inocularam-se os cotilédones de cada uma das filas de
CrGC 3.4 e, apds incubagdo em cdmara escura a 16°C por um periodo de 24 horas,
transferiu-se o material para uma cimara de crescimento a 20 +/- 1°C, 24h de
fotoperiodo com uma intensidade média de luz de 300 mol.m®s' ¢ 80-90% de
humidade, ondc se manteve durante 6 dias. Ao 6° dia as plantas foram cransferidas
para a cAmara de esporulacio a 16"C e 100% HR. Ap6s 24 horas, cothcram-se trinta
cotilédones por isolamento bem esporulados para um frasco "Schoct" (100 mi)
contendo dgua destilada, que em scguida foi agitado num agitador do tipo vortex,

obtendo assim urna suspensio de conidios. Com uma pipeta " Gilson” retirou-se urna

amostra da suspensdo para um hemocitémerro ¢ mediram-se os comprimentos ¢ as

larguras de 100 conidios, que se encontravam no campo dos cinco reticulos do
hemocitémetro, utlizando um microscépio 6ptico (Nikon Optiphot - 2) previamente
aferido com um micrémetro "Leitz",

5.3. Resultados e discussao

As dimensdes dos conidios dos 15 isolamentos sioapresentados no Quadro 5.2.
As médias das larguras variam entre um minimo de 18,40 pm para a amostra n° {1
(1solamento P510 da Lourinhd) ¢ um miximo de 23,00 um para a amostra n° 4
(isolamento P504 de Castelo Branco), estando esses valores situados em intervalos
de contianca estacisticamente diferentes (Figura 5.1). Nos trabalhos de taxonomia
sobre Peronospora, Yerkes ¢ Shaw (1959) encontraram valores de 15.86 Wma 19,70
im, cnquanto que Gaumman (1918) encontrou em oitenta hospedeiros difcrentes
da familia das cruciferas, larguras médias cnere 13,11 um ¢ 24,16 um. McMeekin
(1969) obteve sobre hospedeiros alternativos de P. parasitica, provenientes de
Brassica eleracea var. capitata ¢ Rhapanus sativus, larguras médias de conidios num
intervalo entre 17,80-19,30 pm. Em contrapartida, Dickinson ¢ Greenhalg (1977),
num estudo sobre a taxonomia ¢ a gama de hospedeiros do P. parasitica na familia
das cruciferas, chegaram a valores entre 16,00 um ¢ 22,80 um, reladvamente
similares aos obtidos no presente trabalho, Assim, os isolamentos portugucses tém
largura relativamente grande em relagiio aos descritos por outros autores.
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Quadro 5.2 - Largura, comprimento e quociente comprimente/largura dos conidios de 15 isolamentas
de F. parasitica em cotilédones de Cr3C 3.4,

Largura (um) Comprimente (um) Quociente

Amostira fsolamentos Meédia* Meédia~P (Comp./Larg.)
1 P501 18.6840,22 24.634£06,31 1,32+0,013
2 P502 19,83+0,38 28,6410,62 . 1,4610,03

3 P502 21,244037 27,3140,40 1,3040,02

4 P504 23,0041 80 27,9411,78 1,340,111

5 Ps0s 20,2940,31 26,45:0,44 1.3110,02

& P506 20,1540.27 26.46+0.37 1,321£0,01

7 P502 20,24+0,35 27.32+0,45 1,38+0,02

8 P507 18.9210,18 23,85£0,23 1,2740.01

9 P508 19,1436.22 24,82+0,28 1,36+0,01

10 P509 20,2640,25 24,8840,32 1.2410.02

1 P510 18.40+0.16 23.9010,28 1,3040,01
12 P51 18.5840,17 24.1040.30 1,30£0,01

13 P512 19,5610,26 25,3740.37 1,30+0,01
14 P513 19,8030.28 26.374£0,31 1,35x0,02
15 P514 19,86+10.25 26,7640,31 1,350,

16 P515 19,68+0.26 26.9920.34 1,38+0,01

17 Pso2 16,804+0.22 253,70+0,23 1,30£0,01

* - Cada valor representa a média das dimensdes de 100 esparos
® - Intervalo de confianga (p<95%. Student)

36 existem diferengas significativas paraalargura média dos conidios (Scheffé
com p=0,05) entre o isolamento P504 ¢ os isulamentos P510, PS11, P501, P307 ¢
P508, (Figura 5.1).
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O comprimento médio dos conidios dos 15 isolamentos variou entre 23,85um
(P507) ¢ 28,64 um (P502) (Figura 5.2). O comprimento médio dos conidios do
isolamento P50Z, nas trés vezes em que foi utilizado como testemunha, variou entre
25,70 um ¢ 27,32 um. Yerkes e Shaw (1939) encontraram valores de COMPIIMENto
médio dos conidios entre 20,79 - 28,40 um e Gaurnman (1918) 15,17 - 27,81 im. Em
diferentes espécics de cruciferas, McMeekin (1969) obteve valores entre 21,9 -
23,00 um ¢ Dickinson ¢ Greenhalgh (1977) entre 19,10 pm ¢ 23,40 Hm. Os valores
obtidos no presente trabalho aproximam-se dos resultados de Yerkes ¢ Shaw (1959),

Observam-se diferencas significativas no comprimento médio dos conidios
(Scheffé com p<0,03), entre oisolamento P502 (Pdvoa) € os isolamentos P51 O(Iraro)
c 511 (Lourinhd) e entre oisolamento P504 (Castelo Branco) ¢ osisolamentos P507
(Batalha 1) e P510 (Faro) (Figura 5.2).

O quocicnte entre o comprimento ¢ a largura dos confdios fornece uma idcia
sobre aforma dos conidios{Gaumann, 1918; Yerkes ¢ Shaw, 1959: McMeekin, 1969;
Dickinson ¢ Greenhalgh, 1977).

O quociente entre o comprimento ¢ a largura dos conidios dos 15 isolamentos
¢ apresentado na figura 5.3. Nio se verificam diferengas significativas para o
quocientc cntre o comprimento ¢ 4 largura dos conidios (Scheffé com p<93%) entre
os 13 1solamentos {Figura 5.3).

As amostras 2, 7 e 17 (isolamento P502 da Pévoa do Varzim) utilizadas como
testemunha, exibiram valores desde 1,30, que corresponde a uma forma oval, aré
1,36 ¢ 1,40 que correspondem a formas alongadas. A amostran®10 (isolamento P509
de Vila Real) com 1,24, que corresponde A forma mais arredondada é seguida da
amostra n® 8 (isolamenco P507 da Baralha) com 1,27. Os valores 1,30 ¢ 1,31
correspondentes a formas ligeiramente ovais, podem-se encontrar nas amostras n°
17Gsolamento P502 da Pévoa do Varzim), n°3 (isolamento P503 de O, de Hospital),
n"5 (solamenco P505 de Evora), n®9 (isolamento P308 de Condeixa), n°11
(isolamento P510 de Faro), n®12 (isolamento P311 da Lourinhi) e n®13 {(isolamento
P512 da Batalha). As amostras com quocientes entre comprimento ¢ largura dos
conidios superiores a 1,31, correspondem a conidios com formas alongadas, como as
amostras n"1 (isolamento P501 da Batalha), n°4 (isolamento P504 de Castelo
Branco), n°6 (isolamento P506 da Batalha), n° 14 (isolamento P313 dePombal), n°15
(isolamento P514 de Condeixa) e n°16 (isolamento P315 de Condeixa).Esperava-
s¢ uma maior homogencidade nas formas apresentadas pelo mesmo isolamento
num mesmo hospedeiro, visto que os trés grupos de restagem foram testados sob as
mesmas condigbes condigbes laboratoriais (Quadro 5.1). A diferenga natemperatura
ou na humidade sao influentes na morfologia dos conidios ¢ dos conidioforos
(‘Thung, 1926). A discrepéncia de valores apresentada pela testemunha (P302),
pode ser explicada por possiveis diferengas nas condicdes experimentais dos trés
grupos utilizados ou porque oisolamento P502, sendo heterotilico, possui capacidade
de variagdo genérica, apresentando conidios com comprimentos diferentes.

68



Comprimento/largura {(pm}

largura (um}

o Nusndo g cges wip s Deowegion Roneann F dlggen s mNHBRE e sl e i Wesiiel
i ;
tem Fee : U
2 -E— H ! = = w- r :
N R | L h : E G aaEonh oadlle . tecdledae s cles wecdinsie 05
5 L
i
g oz B o ot o e Ml R
: I
(g i “:\. i ..L i i
H L : | i A
s B S NS | s il el it s Do
b i = ..'_L | _1_ kR B
_j'__, :
o B smsgere o Dpmemdesonpiemenll, uy wilma g et ¢ s ollae o 8 sl B Bl n oeen B e L Do
1 i 1 i L e 1. & b i} X § ¥ 1 A q i

1 ki) el o = 11 1.3 i s o
i1 (R 1:3 1% 1
M® das amostras

Figura 5. 3 - Intervalos de confianga do quociente comprimento/largura dos conidios (pg95%, Scheffé),
Os numeros 1 a 17 referem-se aos isolamentos como estio descritas no Quadro 5.2,

24 ¢

235 4
23
22,5 4
215«
21 4
20,5-'

20 =&

1954

19

18,54

18 4 4 3 o 2 3 5

235 24 245 25 25,5 28 26,5 27 27.5 28 28,5 28

comprimenta (um)

Figura 5.4 - Gréafico representanda as médias de comprimento versus largura dos conldics. Cs numeros

1 a 17 referem-se aos isolamentos como estdc descrites no Quadro 5.2, Os 3 grupos de
isolamentos referem-se aos trés grupos de testagem.

69



A Tigura 5.4 representa graficamente cada um dos 15 jsolamentos em fungio
dalargura e do comprimento dos conidios. O afastamento da origem indica aumento
da largura ou do comprimento e por isso da dimensio dos conidios. A aproximacio
do eixo das ordenadas ou das abcissas indica vartagiio na relagio comprimento/
largura ou seja da forma dos conidios. A recta y=0,77xrepresenta o conjunto de todos
0s isolamentos com relagio comprimentoflargura de 1,30. Os isolamentos situados
acima desta recta tém forma mais arredondada e os localizados abaixo da recta forma
mais alongada. Assim, observando a figura, as amostras n°3 (P303), n"4 (P504) n°8
{P507) e n’10 (P509) sdo mais arredondadas e as amostras n2 (P502), n"7(P502), n°14
(P513), n°15 (P514) ¢ n"16 (P515) sdo mais alongadas. Os trés grupos de testagem
aparecem individualizados sem sobreposicio ao longo da recta. Tsto mostra que as
condigdes de teste influenctam o tamanho, mas niio a forma de conidios. Logo, como
nas observaghes efectuadas as principais diferencas entre os isolamentos foram
sempre de ramanho ¢ ndo da forma ¢ € provivel que tenha havido diferenca de
condigbes de meio, quase que pode concluir-se que todos os isolamentos tém
conidios da mesma forma ¢ tamanho. Isto €, as diferencas encontradas teriam sido
sempre devidas ao meio (ou idade) e ndo ao isolamento. Como estatisticamente niio
foi possivel provar isto, a conclusio tem que ser colocada sobre reservas.
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6 - CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu fazer uma caracterizacio morfolégicainteressantc
dosisolamentos portuguesces do P, parasitica, comoatestam os resultados apresentados
nos capitulos 3, 4 ¢ 5.

Conseguiram-se avangos metodolégicos para a observagio e fotografia do
fungo. Iista conclusio é suportada pelas fotografias dos conidiéforos, conidios ¢
00sporos presentes nos capitulos 3 ¢ 4, que ilustram a importineia da metodologia
utilizada na preparagio do marcrial.

A morfologia dos isolamentos do P. parasitica esti de acordo com as descrigoes
encontradas na bibliografia excepro o isolamento P309 de Vila Real que, para além
dos conidios de formas normais elipticas ¢ circulares, apresentou formas anormais
de "sapatos". Das figuras apresentadas em 3.3.2 pode concluir-se que a formagio
destes conidios se deu em 4 fases:

1* - desenvolvimento dum "bico” na cxtremidade dos conidios;

2% - arredondamento das extremidades;

3" - expansao das partes arrcdondadas adquirindo formas
maliores, assemelhando-se a "sapatos”;

4" - alongamento das formas maiores (Figuras 3.24 ¢ 3.23) ¢

por vezes a sua bifurcagio (Figura 3.26).
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As hipéteses aventadas para o aparccimento deste fenémeno foram mMutacgio,
contaminagio com fungos do género Phytium ou Phlytoprora (Crute, comunicagio
pessoal) ou condiges do meio. Para sc obter respostas com eredibilidade cientifica,
seria necessdrio desenvolver téenicas apropriadas para idenuficar as condigdes do
meio que influenciam a produgio de esporos anormais ¢ pcsquisar com 0s meios
adequados, a possivel mutagio ou contaminagio.

O cstudo do acasalamento dos 15 isolamentos porcugueses de P. parasitica
revelou uma variabilidade interessante. Encontraram-se isolamentos auto-
compativeis € os dols tipos de acasalamento P1 e P2 definidos por Sherriff ¢ [Lucas
(1989b), situacic semelhante a detectada no Reino Unido pelos mesmos
investigadores. A ocorréncia dos dois tipos de acasalamento permite uma  facil
recombinagio genética, o que € importante para a diversidade patogénica da
populagio de P. parasitica (Williams, 1989).

A coexisténeia no mesmo campo de brissicas de isolamentos homotilicos e
heterotdlicos de P. parasitica, foi uma realidade na Batalha ¢ Condeixa-a-Nova,
Estes locais sdo indicados para testes de avaliagiio (screenings) de colecgdes de
germoplasma (Williams, 1989), muito imporcantes para trabalhos de melhoramento
nas cruciferas em geral ¢ em particular nas brassicas.

Osaspectos morfoldgicos como a forma e dimensio dos conidios nio ajudaram
a caracterizar os isolamentos. A forma ¢ constante ¢ o tamanho varia por efeito do
meio. Assim, o mesmo isolamento produziu conidios de tamanho diferente em 3
repetighes. Nio ha correlacio entre 4 forma, a origem geografica e o tipo de
acasalamento. A forma dos conidios, parcee ter pouco interesse como método de
caracterizagio dentro da mesma espécic de hospedeiro. Osisolamentos portugucses
parccem nio apresentar diferengas morfoldgicas, ficando as diferengas de tipo de
acasalamento ¢ a possibilidade de eventuais diferengas do tipo gendético efou
fisiologico. Para esclarecer estas diferencas, o trabalho poderd desenvolver-sc com;
cstudo da resisténcia dos 15 isolamentos ao fungicida contendo metalaxil; testes de
avaliagdo (screenings) com vérios hospedeiros do género Brassica dos fenotipos da
interacgio das formas hemotilicas encontradas; determinacio dos fenotipos da
interacgio dos 15 tsolamentos com inoculacdes em Brassica oleracea var. tronchuda
proveniente de vérias regides de Portugal.

73






7 - BIB

LIOGRAFIA

Agrios, G. N, 1978, Plant Pathology. 2nd edn. Academic Press. London. 703 pp.

Alexopoulos, C. . & Mims, C. W., 1979, Iutroductory Myeology. 3cd edn. Wiley.
Chichester.

Anénimo, 1968. Rev. Applied Mycology. Plant Host-Pathogen Index to Volumes 1-40
(1922-1961). 830 pp. (¢z 2: Channon, 1981).

Butler, L. J., 1949. Planr Pathology. McMillan. London. (¢iz in: Channon, 1981).
‘Camara, E. de 8., 1946. Agrouomia Lusit. 8:40. (it in: Lucas & Dias, 1976).

Channon, A. G., 1981. Downy mildew of Brassicas. In; Spencer, D.M. (ed.). 1he
downy mildews. Academic Press. London: 321-339.

Carlile, M. J. & Watkinson, S. C., 1993. The Fungi. Academic Press. London. 482 pp-
Carvatho, M. T., 1995. Caracterizagio da resisténcia genética ao mildio das cruciferas

( Peronosporaparasitica( Pers.ex Fr.)Fr.)em couve tronchuda. Tese de mestrado.
ISA. Lisboa. 82 pp.

78



Chang, C., Bowman, ].1.., DeJohn, A. W., Lander, E. S. & Meyerowitz, E. M., 1988,
Restriction fragment length polymorphism linkage map for Arabidopsis
thaliana. Proceedings of National Academic Sei. USA 86: 6856-6860.

Chang, L. ., Xu, R. F. & Chiu, W, IF., 1963. Acza of Phythopatology Sinica. 6: 133-162.
(¢it in: Channon, 1981).

Chang, I. H., Shih, N, L. & Chiu, W F, 1964. A prefiminar study on the physiological
differentiation of the downy mildews (Peronespora parasitica (Pers)¥Fr.) of
chinese cabbage and other cruciferous crops in the vicinity of Peking and
Tientsin., Acta Plytopat, Sinica 7:43-44.

Chiu, W. F., 1959, Bulletin of Agricultural Science(China) 9:314-315. (¢itin:. Ch annon,
1981).

Chorin, M., 1946. Palest. J. Bot. Rehovot Ser. 5: 258-259. (¢it in: Channon, 1981).
Chou, C. K., 1970. An electron-microscope study of host penctracion and carly
stages othaustorium formation of Pervnospora parasitica (Fr.)Tul. on cabbage

cotyledons. Aunals of Botany 34: 189-204.

Chu, YL T, 1935. Awnals of the Phytopatological Society of Japan 5:150-157. (cit in:
Channon, 1981).

DaCosta, M. E. A, & DaCamara, E. de S., 1954. Porte. Acta Biol. 4:162-176. (cit in:
Channon, 1981).

Darpoux, H., 1945. Aunls. Epiphyt. N. S. 11: 71-103. (¢i7 in: Channon, 1981).

Davison, A. D. Vaughan, E. K. & [ikida, R., 1962. Downy miidew of broccoli in the
Pacitic Northwest. Plans Disease Reporter 42: 656-662,

Davison, E. M., 1968a. Cytochemistry and ultrastucture of hyphae and haustoria of
Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.) Fr.. Aunals of Botany 32: 613-621.

Davison, E. M., 1968b. Development of sporangiophores of Peronaspora parasitica
(Pets. ex Fr.) Fr.. Annals of Rotany 32: 623-631.

DeBary, A., 1863. Recherches sur le développement de quelques champignons
parasites. Ann. sci. nat. Botan., Ser, IV, 20: 5-148. Plates 1-13.

76



DeBruyn, H. L. G, 1937. Heterothallism in Peronospora parasitica. Genetica 19: 553-
558.

DeCarvalho, T, 1948. Coldnia de Mogambigue. Reparticio de Agricultura. Scegio de
Micologia. Lourengo Marques.

Dias, M. R. de 8. & DaCamara, E. de S., 1933. Agronomia Lusit. 15: 17-37.

Dias, J. C. S., 1992, Taxonomia dus couses galaico-portuguesas ntilizando caracteres
morfoldgicos, isoenzimas e RFILPs. Tese de Doutoramento. TSA, Lisboa. 181 pPp.

Dias, ). C. 8., Ferreira, M. E. & Williams, P. H., 1993, Screening of Portuguese cole
landraces (Brassica oleracea L.y with Peronospora parasitica and Plasm odiophora

brassicae. Euphytica 67: 135-141.

Dickinson, C. H. & Greenhalgh, J. R., 1977. Host range and taxenomy of Perarospora
on crucifers. Transactions of the British Mycological Sociery 69 (1): 11-116.

Dzhanuzakov, A., 1962. Bor 2. USSR 47: 862-866. (cif in- Channon, 1981).
D’Ercole, N., 1975, Inftore Firpatol. 25: 21-23. (cit in: Channon,1981).

Ehrlich, M. A. & Ehrlich, H. G., 1971. Annual Revue of Plytopathology9: 155-184. (cit
#: Channon, 1981).

FAO, 1992, Yearbook Production. Vol 46, Roma.

Felton, M. W. & Walker, . C., 1946. Environal factors affecting downv mildew.
Journal of Agriculinral Research 72 (2): 69-81.

Font Quer, P., 1988. Plantas medicinales. El Didscorides renovado. Editorial Labor,
Barcelona. 1034 pp.

Fraymouth, J., 1956. Haustoria of the Peronosporales. Trausactions of the British
Mycological Sociery 39: 79-107.

Gaumann, E., 1918. Uber dic formen der Peronospora parasitica (Pers) Fr. Beih. Bot.
Centr. 35: 395-533.

Gaumann, E., 1923. Beitr. KrypiogFlora Schwetz 5: - 1-360. (cit in: Channon, 1981).

77



Gaumann, E., 1926. Uber die spezialisicrung des falsches mehltaus (Perenospora
brassicae GM.) auf dem kohl und seiner verwandten. Landw. Jrb. der Schweiz.
463-468.

Greenhalgh, J. R. & Dickinson, C. H., 1975, Differendal reactions of three crucifers
to infection by Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.) Fr.. LPhytopathologische
Zeitschrifr. 84: 131-141.

Gulya, T ]., Masirevic, 8. & Thomas C. ., 1993. Preservation of air-dried downy
mildew sporangia in liquid nitrogen without cryvoprotectants or controlled

tfreezing, Myeological Research 97 (2): 240-244,

Gustavsson, A., 1959. Studies on Nordic Peronosporas. I. Taxonomic revision.
Opera Botanica 3: 1-271.

Hawksworth, ). L., Kirk, P. M. Pegler, D.N., Sutton, B.C. & Ainsworth, G.C. 1994,
Amnsworth & Bisky's Dictionary of the Fungi. 8th edn. C.A.B. International,

Wallingford.

Fleath, M. C., 1971. Haustorial sheath formarion in cowpea leaves immune to rust
infection. Phyrapathology 61: 383-388,

Hirst, J. M. & Stedman, O. }., 1963. Journal of General Microbiology 33: 335-344. (cir
z: Channon, 1981).

Hiura, M. & Kanegae. 1., 1934. Trans. Sapporo Nar. Hist. Soc. 13: 125-133. (it iur
Channon, 1981).

Tkata, S., 1930. P Pror. Tokyo 17: 6. (¢ir in: Channon, 1981).

lwata, Y., 1943. Studies on the modes of penctration of several Peronosporaceous
fungi on their hosts and other plants. Awnals of the Pirytoparological Society of
Japan 12: 97-108.

Jafar, H. 1963. Scudies on downy mildew (Peronospora mattiolae (Roumegucrre)
Gaumann) on stock (Hathiola incana R. Br.). New Zealand Journal of Agricii-
tural Research 6: 70-82,

Jonsson, R, 1966. Sver. Utsadesfor. Tidskr. 76: 34-62. (cit in: Channon, 1981)

Jenkins, |. E. E., 1964. Plant Pathology 13: 46. (cit in: Channon, 1981).

78



Johnston, A., 1963, A preliminary plant disease survey in Hong-Kong. Plant Prod. and
Prot. Division F.A.O.. Rome. 32pp.

Kluczewski, 8. M., 1981. PhD. Thesis, University of Nottingham. (¢#r in: Sherriff
& Lucas, 1989b).

Kluczewski, S. M. & Lucas, J. A.. 1982, Development and phisiology of infection
by the downy mildew fungus Peronospora parasitica (Pers. ex Fr.)Fr. in
susceptible and resistant Brassica species. Plant Pathology 31: 373-379.

Kluczewski, 8. M. & Lucas, J. A, 1983. Host infection and oospore formatio by
Peronospora parasitica n agricultural and horticuleural Brassica species,

Lransactions of the British Mycological Sociery 81 (3): 591-596.

Koch, E. & Slusarenko, A., 1990. Azabidopsis is susceptible to infection by a downy
mildew fungus. The Plant Cell 2 (5): 437-445,

Krober, HL, 1969. Phytopathoingische Zeitschrify 66: 180-187. (cit in: Channon, 1981).
Krober, H., 1970. Phytopathologische Zeitschrifr 69: 64-70. (cit in: Channon, 1981).
Langdon, R. F. N., 1948, Pap. Dep. Biol. Univ. Qld. 2: 9 pp. (¢zt in: Channon 1981).

LeBeau, I ., 1945, Systemic invasion of cabbage seedlings by the downy mildew
fungus. Jowrnal of Agricultural Research 71 (10); 453-463.

Lindau, G., 1901. Hilfsbuch fur das Sammeln Parasitischer Pilze. {cit in Koch &
Slusarenko, 1990).

Lucas, J. A., Crute, L. R., Sherriff, C. & Gordon, P. L., 1988. The identification of
a gene for race-specific resistance to Peronospora parasitica (downy mildew)

in Brassica napus var oleifera (oilsced rape). Plant Pathology 37 (4): 338-545,

Lucas, M. T. & Dias, M. R. S., 1976. Peronosparaceae Lusitaniae. A gronomia Lusitana
37 (4): 281-296.

Lund, B. M. & Wyatt, G. M., 1978. Post-harvest spoilage of cauliflower by downy
mildew. Plant Pathology 27 (3): 143-144.

Mangin, L., 1895, Bull. Soc. Hist. nat. Aurnn 8:35-108. (2t 1 Davidson, 1968a).

79



Manners, ).G., 1993, Principles of Plant Pathology. Znd edn. Cambridge University
Press. Cambridge. 344 pp.

MceMaugh, I, 1986, Whar Garden Pest or Disease is thar #(Barnes, B. edi.). Lansdowne
P'ress. Sydney. 302 pp.

McMeckin, D., 1960. The role of oospores of Peronospora parasitica in downy
mildew of crucifers. Phytopathology 59 (3): 693-696.

McMecekin, D., 1969, Other hosts for Peronospora parasitica from cabbage and
radish. Phyropathology 59 (3): 693-696.

Michelmore , R. W, & Ingram, D. S., 1982, Sceondary homothallism in Bremia
Lactucae. 1ransactions of the British Mycological Sociery 78: 1-9,

Moore, W. C., 1959. British parasitic fungi. Cambridge Universicy Press. (¢ in:
Channon, 1981),

Monteiro, AL A, & Williams, P. F., 1989. The cxploration of genctic resources of
Portuguese cabbage and kale for resistance to several Brassica discases.
Louphytica 41: 215-225.

Monteiro, A. A., 1991 O papel do melhoramento genético num sistema intcgrado
de diversificagio de hortaligas. Jornada Téenica sobre Horticulrura. Cérdoba,
S.E.C.H. Actas de Horticultura 8:15:27.

Moss, N.A., Crute, LR, & Lucas, J.A., 1994, l.aboratory production of oospores of
Peronospora parasitica {crucifer downy mildew)and the recovery and charac-
terization of sexual progeny from crosses between isolares with different host
specifity. Plant pathology 43: 713-725.

Nakov, B., 1968, Rastit. Zashr. 16: 25-30. (vit in: Channon, 1981).

Nakov, B.. 1972. Nauchni T'rud. Vissh Selskostop. fust. Vasil Kolaroow 21: 109-116.
{27 21: Channon 1981).

Nam, [L. G., Giraudauc, J., deu Boer, B., Moonam, ., Loos, W. D. B., [auge, B.
M. & Goodman, H. M., 1989. Restriction fragment leagth polymorphism
linkage map of Arabidopsis thaliana. Planr Celf 1: 699-705.,

80



Natti, J. J., Hervey, G. E. R. & Sayre, C. B., 1956. Factors contributing to the
increasc of downy mildew of broccoli in New Yark State and its control with
fungicide and Agrimicyn. Plant Disease Reporter 40: 118-124.

Natu, J. J., 1958, Resistance of broceoli and ocher crucifers to downy mildew. Plant
Disease Reporter 42: 656-662.

Nate, J.]., Dickson, M H. & Atkin, J.D., 1967. Resistance of Brussica oleracea
varieties to downy mildew. Phyropathology 57 (2): 144-147.

Nicolas, G & Aggery, B., 1940. Revne of Mycology N.§. 5: 14-19. (cit in: Channon,
1981).

Paul, V. H. & Klodt-Bussmann, E., 1993. First results from simple methods of
prescrvation of Peronospora parasitica. Rulletin-OILB-SROP 16: 25-28.

Pinckard, J. A., 1942, Phytopathology 32: 505-51 1. (it sn: Channon 1981).

Portas, C. A, & Costa, P. C., 1977, Producio, comercializacdo ¢ consumo de
horticolas em Portugal Continental. Proc. I Coléguio Nacional de Horr. e Floric.,
Lasboa.

Preece, 'I'. F., Barnes, G. & Bailey, . M., 1967. Junctions bertween epidermal cells

as sites of apressorium formation by planc pathogenic fungi. Plant Pathology
16: 117-118.

Ramsey, G. B., 1935. Peronospora in storage cabbage. Phytopathology 25: 955-957.

Rodrigues Jr., C. ], 1980. Mecanismos de resisténcia das plantas aos agentes patogénicos.
J.L.C.U. Centro de Investigagdes das Ferrugens do Cafeeiro. Oeiras. Lisboa.
67 pp.

Rosa, B. A. S., 1992. Glucosinolatos em couves. Estudo sobre a sna variagio ao longo do
cielo cultural. Tese de Doutoramento. UTAD, Vila Real. 260pp.

Sansome, I, & Sansome, F. W, 1974. Cirology and life history of Peronospora
parasitica on Capsella bursa-pastoris and of Albugo candida on C. bursa-pastoris
and on Lunaria annua. Transactions of the British Mycological Society 62: 323-
332

81



Satou, M. & Fukumoto, F., 1993. Preservation of conidia of broccoli downy mildew
fungus with cryogenic protectants by freezing av -80°C. Annals of the
Phyropatological Society of Japan 59 (3): 492-499,

Seratim, I. ). D. & Serafim, M. C., 1968. Lista de doengas de culruras de Angola.
Instituto de Investigagio Agronémica de Angola. Nova Lisboa. 22 pp.

Shernitt, C. & lLucas, J. A.. 1987. Variation in host specificity in the Brassica
population of Peronospora parasitica. In: Geneties and Plant Pathogenesis (eds.
Day, PLR & Jellis, G. 1), Blackwell Scientific Publications, Oxford: 333-335.

Sherriff, C. & Lucas, J. A, 19894, Cytogeaetic study of heterothallic and homothal-
lic 1solates of Peronospora parasitica. Mycolagical Research 92 (3): 302-310.

Sherntt, C. & Lucas, ). A., 1989b. Hetcrothallism and homothalilism in Peronospora
parasitica. Mycological Research 92 (3): 311-316.

Sheraff, C. & Lucas, J. A, 1990. Development and physiology of infection by the
downy mildew fungus Peronvspora parasitica (Pers. ex Fr.) Fr. in susceptible
and resistant Brassica cpecics. Plant Pathology 31: 373-379.

Shiraishi, M., Sakomoto, K., Asada, Y., Nagacani, T & Hidaka, F.. 1975. Annals of
the Llytopathological Sociery of Japan 41: 24-32. (¢ir in: Channon, 1981).

Smith, L. M., Dunez, |, Phiilips, D. H., Lellior, R. A, & Archer, 5. A..(eds.) 1988.

Luropean Handbook of Plant Diseases. Blackwell Scientific Publications.
Oxford. London: 218-220.

Sousa, M. K., Dias, J. S. & Monteiro, A. A., 1994, Screening Portuguese cole
landraces for resistance to seven indigenous downy mildew isolaces, Ab-
stracts-XX1Vth Internarional Horticultural Congress, Kioto, Japan. p 77.

Spencer, DML, 1981, The downy mildews. Academic Press. London. 640 Pp-

Thind, K. 8., 1942. /. Indian Rotany Soc. 21: 197-215. (cit in: Channon, 191]).

Thung, T. 1., 1926. Peronospora parasitica (Pers.)De Bry. attacking cabbage heads.
Phyropathology 16: 365-366, '

a2



Tsu, F. T, 1936. Studies on the penetration and haustoria of downy mildew of
Cruciferous vegetables. Journal of Agrie. Association of China 148: 17-46.

U NG 1935, Genome analysis in Brassica with special reference to the cxperimental

formation of 5. Napus and peculiar mode of fertilizacion. Japan Journal of
Botany 7. 389-452.

University of California, 1994, Inregrated pest management for cole crops and lettuce.
Universiey of California, Statewide Integrated Pest Management Project.

Division of Agri. and National Resources. Publi. 3307. 112 pp.

Vaughan, [.G.. 1977, A multdisciplinary scudy of the taxonomy and origin of
Brassica crops. Bio Science, 27 (1) 35-40).

Wager, 1., 1889. On the nuclei of Peroasspora parasitica. Aunals of Botany 4: 127-146.

Wager, H., 1900. On the fertilization of Peronospera parasitica. Aunals of Botany, 14:
263-279. |

Wang, T.M., 1944. Physiologic specialization in Peronospora parasitica (Pers.) de
Bary, reaction on hosts. Ghinese Jour. Sci. Agr. 1: 219-257.

Wang, "I M., 1949. Scudies on the mechanism of resistance of cruciferous plants
o Peronospora parasitica. Phytopathology 39 (7): 541-347,

Webster, I, 1980, Iutroduction to fungi. Cambridge University Press. Cambridge.
415 pp.

Williams, P.H., 1985, Crucifer genetics cooperative resource book. University of Wiscon-
sin. Madison. 124 pp.

Williams, P.H., 1989. Screening for resistance to discases. In: Brown, A.H.D.,
Frankel, O.H., Marshall, D.R. & Williams, ].'T. (eds.). The wse of plant genetic

resonrces. Cambridge University Press. Cambridge. 335-352.

Yerkes, W. D & Shaw, C. G., 1959. Taxonomy of the Pervnospora specics on
Cruciferae and Chenopodiaceae. Plytopathology 49: 499-507.

Yarwood, C. [., 1937. The relation of the diurnal eycle of sporulacion on cerrain
downy mildews. Journal of Agricultural Research 54 (3): 363-373.

83



Yoshida, K., Matsumoto, T & Ohguchi, T, 1993. A comparative histochemical
obscrvation on infection behaviour of Japanese radish and shepherd’s purse

downy mildew fungi in Japancse root tissues. Amwals of the Phytopatological
Socrery of Japan 89 (2): 163-170. '

Yoshida, K. & Ohguchi, T"., 1994. Supression of haustoriun formation of Peronospora
parasitica in Japanese radish roottissues pretreated with inhibitors of calcium
ion dependent mechanism. Awuals of the Phytopathological Society of Tapan 60
(2} 253-256.

84



