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Maria de Lurdes Antunes Jorge
Mestrado em Horticultura

(Sob orientacdo do Prof. Associado Jodo Carlos da Silva Dias)

Caracterizacao de Isolamentos Portugueses de Albugo candida (Pers.)
Kuntze

RESUMO

Este trabalho € uma primeira tentativa de caracterizacdo de isolamentos portugueses de

Albugo candida (Pers.) Kuntze, agente causal da ferrugem branca das cruciferas.

Dos treze isolamentos iniciais colhidos em campo (cinco em Brassica oleracea L., sete
em B. rapa L. e um em Raphanus sativus L.), obtiveram-se os respectivos isolamentos de
pustula unica (IPU), e procedeu-se a cruzamentos entre IPU provenientes de hospedeiros

homdlogos para determinacdo dos seus sistemas de compatibilidade sexual.

A excepcio de dois IPU provenientes de B. oleracea, Ac 501 (Esposende) e Ac 502
(Lourinhd), que parecem enquadrar-se num processo de homotalismo secundério, todos os
outros sdo heterotdlicos. Os IPU provenientes de B. rapa estudados pertencem todos a um
mesmo grupo de emparelhamento ("mating type"). Nos IPU provenientes de B. oleracea
foram observados dois grupos de emparelhamento: i) com Ac 501 (Esposende), Ac 502
(Lourinhd) e Ac 504 (Torres Vedras); e ii) com Ac 503 (Costa de Caparica) e Ac 505

(Loures).

Foram avaliadas ao nivel cotiledonar as classes de interac¢do fenotipica de quarenta
amostras de B. oleracea e oito dos isolamentos iniciais. O grau de susceptibilidade das
amostras aos trés isolamentos homologos testados foi varidvel. Algumas revelaram
susceptibilidade a infeccdes cruzadas, nomeadamente a couve lombarda "Brusselse Winter",
em que mais de 50% dos individuos se revelaram susceptiveis aos quatro isolamentos de B.

rapa testados.

Palavras chave: A. candida, B. oleracea, grupos de compatibilidade sexual, homotalismo

secundério, interac¢des fenotipicas, infec¢des cruzadas.
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Characterization of portuguese isolates of Albugo candida (Pers). Kuntze.

ABSTRACT

The present study is the first characterization of portuguese isolates of Albugo candida

(Pers.) Kuntze, the causal agent of crucifers white rust.

From thirteen field isolates (five from Brassica oleracea L., seven from B. rapa L. and
one from Raphanus sativus L.), single-pustule isolates (SPI) were obtained. The SPI of

homologous hosts were crossed to establish their sexual compatibility systems.

Except two SPI from B. oleracea, Ac 501 (Esposende) and Ac 502 (Lourinha), who
seems to be secondary homothallic, the others are hetherothallic. All of the SPI isolates from
B. rapa were examined and belong to the same mating type. In B. oleracea isolates, two
mating types were observed: i) with Ac 501 (Esposende), Ac 502 (Lourinhd) and Ac 504
(Torres Vedras); and ii) with Ac 503 (Costa de Caparica) and Ac 505 (Loures).

Fourty accessions of different varieties of B. oleracea were tested for their phenotypic
interaction classes to eight field isolates of A. candida, at the cotyledonar stage. The
susceptibility of accessions to the three homologous isolates tested was variable. Some, such
as "Brusselse Winter" savoy cabbage, revealed susceptibility to cross-infections. In this

accession, 50% of the population revealed susceptibility to the four isolates of B. rapa tested.

Key words: A. candida, B. oleracea, mating types, secondary homothallism, phenotypic

interactions, cross-infections.
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1- INTRODUCAO

O Albugo candida (Pers.) Kuntze ¢ um fungo biotrofico da ordem Peronosporales e
da classe Oomycetes que infecta pelo menos 241 espécies cultivadas e espontaneas da
familia Cruciferae ou Brassicaceae (Biga, 1955). Provoca a doenga conhecida por
ferrugem branca das cruciferas, uma das doengas mais importantes do género Brassica,

0 mais representativo e economicamente mais importante da familia das cruciferas.

O género Brassica engloba inimeras e diversificadas culturas, como as couves (B.
oleracea), os nabos e couves chinesas (B. rapa), algumas mostardas (B. juncea, B.
carinata; B. nigra), a colza e as rutabagas (B. napus), entre outras, importantes quer na
alimentacdo humana como hortalicas, quer como plantas das quais se faz a extrac¢ao de
0leos. Actualmente o 6leo de colza constitui a matéria prima de um combustivel usado
em motores diesel, o "Diester", prevendo-se a expansdo da cultura nos proximos anos
(Andnimo, 1996).

Cortet & Prieur (1991) referem a Franga, o Reino Unido e a Italia, seguidos da
Espanha, de Portugal, da Alemanha, da Holanda e da Bélgica, como paises europeus
onde se registam as maiores areas de producdo de couves, com um total de 223100 ha.
Segundo aqueles autores, os diversos tipos de couves cultivados constituem a segunda
producdo horticola da Unido Europeia, a seguir ao tomate. Também em Portugal, ha
elevada producdo e consumo de couves, com destaque para as couves lombarda, repolho
e tronchuda (Portas & Costa, 1977), tendo sido no ano de 1977, a produgdo anual
estimada de 700.000 t e o consumo per capita de cerca de 65 kg/ano (Portas & Costa,
1977), um dos maiores do mundo (Monteiro & Williams, 1989).

Os prejuizos causados pelos ataques de 4. candida as brassicas podem ser graves
em culturas cujo objectivo ¢ a producdo de folhas (algumas couves, couve chinesa e
nabos para nabica), de inflorescéncias (nomeadamente couve-flor e brocolos) ou de
sementes [diversos tipos de mostarda usadas como condimentos (B. juncea, B. nigra),
plantas das quais se extrai 60leo de sementes (B. napus, B. rapa), ou na producao
comercial de sementes de brassicas]. Relativamente a importancia econdmica em outras
cruciferas que ndo as do género Brassica, Pound & Williams (1963), Cruz et al. (1973) e
Bonnet (1981), referem que a ferrugem branca pode causar perdas aprecidveis de
producdo de semente de rabanete (Raphanus sativus L.), em paises tdo afastados entre si
como os E.U.A., o Brasil e a Franga. Segundo Williams (1962), a raca 1, proveniente de
R. sativus, poderda ainda causar infecgdes em hospedeiros ndo homologos (B.

campestris).

No Canada, os ataques de ferrugem branca provocam todos os anos importantes
perdas a nivel de produgdo de sementes de B. campestris (Bernier, 1972; Petrie, 1973;
Verma et al., 1983; Petrie, 1985a; Petrie, 1985b; Petrie et al., 1985) e de B. juncea
(Petrie, 1985a; Petrie, 1985b; Petrie et al., 1985; Woods & Petrie, 1989), que segundo
Bernier (1972) podem atingir os 60%. Na India, a incidéncia e severidade da doenca

provocada por A. candida na cultura de B. juncea , quer a nivel dos 6rgdos vegetativos
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quer a nivel dos florais, tem originado enormes perdas de producdo (Bains & Jhooty,
1979; Kolte, 1985; Kumar ef al., 1986; Verma & Bhowmik, 1989; Lahiri & Bhowmik,
1993), constituindo um forte impedimento ao aumento desta cultura (Lakra & Saharan,
1991). Neste pais, a cultura de B. campestris ¢ também seriamente afectada (Lahiri &
Bhowmik, 1993; Bisht ef al., 1994).

Em Portugal, ¢ cada vez mais frequente encontrar campos infectados nas principais
regides produtoras (Dias, comunicacdo pessoal). A doenga ¢ importante nalgumas
cultivares de nabo, couve chinesa, couve-flor, couve de Bruxelas, couve repolho e
couves tronchudas. Em B. oleracea a doenga parece ter ocorréncia recente, € a sua
incidéncia tém vindo a aumentar apos a abertura das fronteiras e a introdugdo e cultivo
de hibridos F; (Dias, comunicagdo pessoal). Em B. rapa a doenga ¢ mais antiga, mas a
sua incidéncia parece também ter vindo a aumentar nos ultimos anos (Dias,

comunicagao pessoal).

Na natureza, a reproducao sexual de 4. candida ocorre em caules e inflorescéncias
hipertrofiadas, e nas folhas senescentes de plantas infectadas. Os odsporos sdo a forma
sob a qual o patogénio assegura a sua sobrevivéncia em condi¢des ambientais
desfavoraveis (Petrie & Verma, 1974; Petrie, 1975; Verma et al., 1975; Verma & Petrie,
1980). Apesar da importancia dos odsporos como fonte de indculo primario e de
variagdo genética, o sistema sexual de A. candida ¢ ainda bastante desconhecido (Liu,
1992), nao existindo estudos sobre a caracterizagdo dos sistemas sexuais €

patogenicidade de isolamentos portugueses de 4. candida.

O objectivo do presente trabalho foi a realizagdo da primeira caracterizagdo do

sistema sexual e da patogenicidade de isolamentos portugueses de 4. candida.



2 -0 PATOGENIO

2.1 - Taxonomia

O Albugo candida (Pers.) Kuntze pertence a familia Albuginaceae, ordem Peronosporales
e classe Oomycetes. O género Albugo ¢ o Unico da familia Al/buginaceae, e abrange cerca de

30 espécies de parasitas obrigatorios (Webster, 1980).

2.2 - Hospedeiros

O A. candida ¢ um fungo biotréfico muito especializado que ataca plantas da familia das
cruciferas e das capariddceas (Mukerji, 1975; Gardé & Gardé, 1981).

Segundo Biga (1955), este patogénio tem capacidade de infectar 241 espécies, distribuidas
por 63 géneros da familia das cruciferas, nas quais provoca a doenga conhecida por ferrugem
branca ("white rust" ou "white blister", em lingua inglesa). Entre estas espécies encontram-se
plantas espontaneas e cultivadas, assumindo estas ultimas grande importancia em termos
econdomicos. Entre as espécies cultivadas infectadas por A. candida, encontram-se muitas
pertencentes ao género Brassica, no qual se incluem plantas utilizadas como hortaligas,

condimentares, forrageiras, oleaginosas e até como ornamentais (Quadro 2.1).

Apesar da grande variabilidade genética e morfologica existente entre as espécies do
género Brassica, existem entre elas relagdes citogenéticas. As relagdes citogenéticas existentes
entre seis espécies do género Brassica foram esquematizadas por U (U, 1935), através de um

triangulo (Figura 2.1).

£ s
[Ebh]
/ b= \
L K o L ot o o
[£&Eaabb] [BZbhhes)
ab = 15 be = 17
£ o B o prec A aado o
[Aaa] [ﬁ'ﬁ:&aﬂ l:::l [Ccc]
a =10 az = 19 =19

Fig. 2.1 - Relagdes citogenéticas entre espécies do género Brassica (U, 1935).

As letras maitisculas referem-se ao genoma citoplasmatico e as mintsculas ao genoma nuclear.



Quadro 2.1 - Lista de algumas plantas cultivadas pertencentes a familia das cruciferas,

hospedeiras de A. candida.

Nome cientifico! Nome vulgar!
Armoracia rusticana Gaertn., Mey. &Scherb. Rabanete selvagem
Brassica carinata A. Braun Mostarda da Etiopia
Brassica juncea (L.) Czern. & Coss. Mostarda, mostarda vermelha, mostarda da india
Brassica napus L. var. napobrassica (L.) Reichb. Rutabaga, nabo da Suécia, nabo amarelo
Brassica napus L. var. napus Colza, couve-nabo, couve nabica
Brassica nigra Koch. Mostarda negra
Brassica oleracea L. var. acephala DC. Couve galega, couve de folhas, couve cavaleira
Brassica oleracea L. var. botrytis L. Couve flor
Brassica oleracea L. var. capitata L. Couve repolho, couve roxa
Brassica oleracea L. var. costata DC.2 Couve portuguesa, couve tronchuda, couve penca
Brassica oleracea L. var. gemmifera Zenk. Couve-de-Bruxelas
Brassica oleracea L. var. italica Plenck Brocolos
Brassica oleracea L. var. sabauda L. Couve lombarda
Brassica rapa L.3 var. rapa (DC.) Metzg. Nabo, nabiga, nabo greleiro
Brassica rapa L.3 var. pekinensis (Lour.) Olsson Couve Chinesa
Brassica rapa L.3 var. chinensis Packchoi
Raphanus sativus L. Rabanete, rabano
Sinapis alba L. 4 Mostarda branca

I De acordo com Kays & Dias (1995, 1996); 2 Sinénimo de B. oleracea var. tronchuda Bailey;3 Sinénimo de B.

campestris. L.; 4 Sinénimo de B. hirta.



2.3 — Estruturas somaticas e reprodutivas

O micélio ¢ cenocitico, sendo o talo composto por hifas ndo septadas que se
ramificam livremente, delimitadas por uma parede constituida por celulose. Apenas nas
hifas que servem de suporte aos orgdos reprodutivos ha formagdo de septos
(Alexopoulos & Mims, 1979). Os haustoérios surgem como protuberdncias da
extremidade das hifas somaticas intercelulares. Sdo pequenas estruturas esféricas e

anucleadas, constituindo 6rgaos especializados de absorg¢ao.

Segundo Alexopoulos & Mims (1979), o A. candida ¢éum fungo eucarpico, ou seja,
os orgaos reprodutivos formam-se apenas em determinadas por¢des de talo, enquanto as

restantes prosseguem a sua actividade somatica normal.

A reproducdo nos fungos pode ser sexual (quando envolve a unido de dois nucleos)

ou assexual, envolvendo estruturas reprodutivas diferentes.

No A. candida, os esporos de natureza assexual (esporangidsporos) formam-se no
interior de estruturas em forma de saco, designadas por esporangios, formadas na
extremidade de hifas férteis, designadas esporangidforos. Os esporangios abrem a
maturagado, libertando os esporos. Os esporangidsporos sao hialinos, t€ém uma forma que
vai desde esférica a oval - oblonga, e s3o unicelulares. S30 esporos que apresentam

mobilidade devido a presenca de dois flagelos, designando-se neste caso por zoOsporos.

De acordo com Williams (1985), os esporangios de A. candida sao hialinos, tém
uma forma globosa a oval, com dimensdes que se situam entre os 12 e 18 pum de
diametro, e encerram 4 a 8 zoosporos no seu interior. Formam cadeias basipetas a partir
de esporangidforos com dimensdes de 30 a 45 pm por 15 a 18 um, e em forma de clava.
Segundo Vanterpool (1959), o nimero de zoOsporos presentes por esporangio de A.
candida varia entre 4 e 12, sendo expelidos deste em avangado estado de diferenciagao,

e a partir de uma vesicula séssil.

As estruturas reprodutivas de natureza sexual sdo os gametingios. Nos
Peronosporales, os gametangios feminino e masculino sao morfologicamente muito
diferentes, sendo o primeiro designado por oogdnio e o ultimo por anterideo. A meiose ¢
gametangial (Sansome & Sansome, 1974; Caten & Day, 1977), levando a formagado de
nucleos haploides na oosfera e no anterozoide - gametas feminino e masculino,

respectivamente.

A reproducao sexual pode ocorrer entre oogonios e anterideos bem diferenciados da

mesma ou de diferentes hifas, desde que haja compatibilidade entre os gametas.

Segundo Alexopoulos & Mims (1979), em A4. candida os gametangios sdao formados
perto um do outro e surgem na parte terminal das hifas somaticas. Ambos sao
inicialmente multinucleados, mas apenas um dos nucleos se revela funcional em cada
um deles. O oogodnio, geralmente globoso, contém uma oosfera envolvida por uma

camada de periplasma.



Apos a fertilizacdo, a oosfera desenvolve uma espessa parede e modifica-se,
originando o odsporo - esporo sexual dos oomicetas. O periplasma ¢ utilizado como
substrato para o desenvolvimento do odsporo. E também a partir do periplasma que se
produzem os espessamentos ¢ ornamentagdes da parede do odsporo. Esta ¢ constituida
por trés camadas, podendo a externa ser lisa ou mais ou menos esculpida e ornamentada;
pode ser espinhosa, verrugosa, cerosa, estriada ou marcada de outra forma. O aspecto
exterior desta parede permite fazer as distingao entre varias espécies do género Albugo e
distinguir o género Albugo de outros pertencentes a classe dos oomicetas, sendo um

importante factor de classificagao taxonomica (Alexopoulos & Mims, 1979).

2.4 — Reproducio e sistemas de compatibilidade sexual

O A. candida apresenta um ciclo de vida haplobionte-diploide (Fig. 2.2), com
reproducdo sexual através de odsporos, e zooOsporos biflagelados como esporos de

natureza assexual (Liu, 1992).

Segundo Alexopoulos & Mims (1979), a reprodugdo assexual adquire maior
importancia na propagacdo das espécies por originar grande nimero de individuos e,
sobretudo, por o ciclo assexual se poder repetir sucessivamente durante a estagdo de
crescimento, enquanto que o ciclo sexual de muitos fungos apenas ocorre uma vez por

ano.

No entanto, no caso do 4. candida, a reproducdo sexual acaba por ser de primordial
importancia para a sobrevivéncia da espécie durante a estagdo desfavoravel e para a
iniciacdo da doenca ano apds ano (Liu, 1992), como se referird mais adiante ao ser

descrito o ciclo da doenga.
As etapas envolvidas em cada um dos processos sdo as seguintes:
1) Reproducdo assexual

O micélio cresce no interior do hospedeiro, alastrando entre as células deste e

penetrando-as por intermédio de haustorios (Figura 2.2 A).

Em A. candida, apds ter havido crescimento e ramificacdo do micélio e se ter
atingido um determinado estadio de maturagdo, da-se a produgdo de esporangioforos em
forma de clava, a partir das extremidades de um grande nimero de hifas, situadas em

determinada localizagao.

Os esporangidforos surgem na proximidade uns dos outros, formando solidas
camadas, imediatamente abaixo da epiderme do hospedeiro. Quando atingem um
determinado estadio de crescimento, surgem esporangios nas suas extremidades (Figura
2.2 B). Cada esporangioforo origina varios esporangios, que siao produzidos
sucessivamente, formando-se cada um abaixo do formado anteriormente, de tal forma
que a cadeia de esporangios ¢ formada basipetamente, situando-se o esporangio mais

velho no topo da cadeia e o mais novo na base (Khan, 1977).
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ApOs a sua libertagdo dos esporangios, os zodsporos apresentam grande mobilidade.
Posteriormente enquistam e germinam rapidamente através de um tubo germinativo que,

por desenvolvimento nos tecidos do hospedeiro, origina o micélio (Figura 2.2 F e G).
i1) Reproducao sexual

A reprodugdo sexual envolve a unido de dois nucleos compativeis. Abrange

tipicamente trés fases distintas:

a) plasmogamia, em que a unido de dois protoplastos leva a proximidade de dois

nucleos na mesma célula.
b) cariogamia, em que ocorre a fusdo desses dois nucleos.

¢) meiose, em que o numero de cromossomas ¢ reduzido a forma haploide, com

formagao de quatro nucleos.

Segundo Alexopoulos & Mims (1979), os gametangios de A. candida sao formados
perto um do outro, no interior dos tecidos do hospedeiro (Figura 2.2 H), surgindo na
parte terminal de hifas somaticas. Quando ocorre o contacto lateral entre os
gametangios, da-se a formacdo do tubo fertilizante no anterideo. Este tubo ¢ empurrado
através da parede do oogdnio e atravessa o periplasma até atingir a oosfera (Figura 2.2
I). O ntcleo masculino do anterideo funde-se com o nucleo funcional da oosfera (Figura
2.2 J). O nucleo do zigoto resultante divide-se mitoticamente sucessivas vezes, enquanto
0 oosporo desenvolve uma parede espessa e ornamentada (Figura 2.2 K). Os odsporos
germinam libertando zodsporos, que eventualmente enquistam e germinam por tubos

germinativos (Vanterpool, 1959), completando o ciclo de vida.

Apesar do referido anteriormente, a reproducdo sexual so € possivel quando envolve
a unido de dois gametas compativeis, ou seja, um fungo pode ser mondico ou
hermafrodita, isto ¢, apresentar os dois sexos no mesmo talo, e ndo ter capacidade de ser
auto-fértil. Segundo Alexopoulos & Mims (1979), os fungos podem ser classificados

quanto a compatibilidade sexual, em :

1) Homotalicos (ou auto-férteis): sdo os fungos cujo talo ¢ sexualmente auto-fértil,

podendo reproduzir-se sexualmente sem a presenca de outro talo.

i1) Heterotalicos (ou auto-estéreis): sdo aqueles cujo talo ¢ sexualmente auto-estéril
exigindo, para a conjugagdo, a presenca de outro talo compativel. Os fungos

heterotalicos podem ainda ser subdivididos em dois grupos:

— Heterotélicos bipolares ou unifactoriais: sdo os fungos cuja compatibilidade ¢
regulada por um par de alelos Aa. Cada nucleo gamético apresenta um dos dois alelos
(A ou a), sendo compativeis apenas os talos cujos nucleos apresentam os alelos opostos

que compdem este par Mendeliano, formando-se deste modo apenas zigotos do tipo Aa.

— Heterotélicos tetrapolares ou bifactoriais: sdo fungos cuja compatibilidade ¢
regulada por dois pares de alelos, Aa e Bb. Deste modo, nos fungos heterotalicos

tetrapolares podem existir talos com quatro tipos de constitui¢des alélicas diferentes -



AB, Ab, aB ¢ ab, originando quatro grupos de conjuga¢ao ("mating types"). Somente os

talos cuja combinagdo origine um zigoto AaBb serdo compativeis e inter-férteis.

ii1) Homotalicos secundarios: nalguns fungos heterotalicos bipolares ha por vezes
incorporagdo de dois nucleos de emparelhamento diferentes (A e a) durante a formacao
de esporos. O talo originado por germinacdo destes esporos comporta-se como
homotélico e ¢ por conseguinte auto-fértil, originando um processo de homotalismo

secundario.

Mais consideragoes sobre os sistemas sexuais de 4. candida serado feitas no §.3.1.

2.5 — Racas fisiologicas

Como parasita obrigatorio que ¢é, o A. candida necessita de protoplasma vivo do
hospedeiro para a sua sobrevivéncia. Segundo Alexopoulos & Mims (1979), de entre os
parasitas obrigatorios, hd alguns que tém um elevado grau de especializagdo para o
hospedeiro, atacando s6 determinados géneros de plantas da mesma familia,
determinadas espécies de um género ou mesmo determinadas variedades de uma

espécie. Parece ser esse o caso de A. candida.

A especializacdo fisiologica de 4. candida ¢ de h4d muito conhecida e foram
identificadas até hoje pelo menos 10 ragas fisiologicas: raga 1 em Raphanus sativus L.,
raca 2 em Brassica juncea (L.) Czern. & Coss., raga 3 em Armoracia rusticana (Gaertn.;
Mey. & Scherb.), raca 4 em Capsella bursa-pastoris (L.) Medik., raca 5 em Sisymbrium
officinale (L.) Scop., raca 6 em Rorippa islandica (Oeder) Borba's, raca 7 em Brassica
rapa L. (sinébnimo de B. campestris L.), raca 8§ em Brassica nigra (L.) Koch, raga 9 em
Brassica oleracea L. e raca 10 em Sinapis arvensis L.(Pound & Williams, 1963; Verma
et al., 1975; Delwiche & Williams, 1977; Pidskalny & Rimmer, 1985; Hill ef al.,1988).

Mas, embora os isolamentos de A4. candida provoquem duma maneira geral,
sintomas mais severos nas espécies das quais foram provenientes, revelando uma
elevada especializagdo fisioldgica, podem também ser capazes de causar infeccdo em
alguns genotipos de outras espécies da familia das cruciferas (Pound & Williams, 1963;
Petrie, 1988; Liu & Rimmer, 1991). Um exemplo pode ser observado no Quadro 2.2. Os
hospedeiros homologos, dos quais os isolamentos foram provenientes, mostram ser os
melhores diferenciais para cada uma das racas (Pound & Williams, 1963), apesar de se
detectarem fendmenos de infecg¢des cruzadas nalgumas espécies relativamente a alguns
dos isolamentos testados. Em R. islandica, embora a maior infeccdo percentual seja
devida a raca homologa de A. candida (raga 6), verifica-se a existéncia de infecgdes,
ainda que em menor grau, causadas pelas racas 3 e 4, especialmente pela primeira.
Algumas das cruciferas testadas mostraram ser susceptiveis a mais do que uma raga,
revelando pouco interesse como diferenciais (B. hirta). Plantulas de S. officinale
revelaram uma susceptibilidade ndo especifica, que acaba por desaparecer com o

avancar do ciclo. Segundo Pound & Williams (1963), este fendmeno foi analogamente



verificado em outras cruciferas, levando a crer que os factores responsaveis pela resposta
diferencial das espécies hospedeiras as ragas fisiologicas de A. candida apenas

desempenhem totalmente o seu papel com a maturagdo da planta.

Segundo Pound & Williams (1963), nas espécies em que se detectou haver infecgoes
cruzadas, as plantas susceptiveis evidenciaram menor intensidade de esporulagao,
esporulagdo mais dispersa e/ou mais confinada a pagina superior dos cotilédones,
quando comparada com a existente nas plantas susceptiveis pertencentes a hospedeiros
homologos. Nestes, a esporulagdo abrangia uma extensdo consideravel e localizava-se
sobretudo na pagina inferior dos cotilédones (Pound & Williams, 1963). Este facto
podera indicar haver reacgdes de compatibilidade apenas parciais entre ragas fisiologicas

de A. candida e hospedeiros ndo homoélogos (Pound & Williams, 1963).

2.6 - Factores que influenciam o desenvolvimento do fungo

A sobrevivéncia e desempenho da maior parte dos fungos fitopatogénicos depende
em grande parte das condic¢Oes prevalecentes de temperatura e humidade relativa, e da

presenca de 4gua no meio (Agrios, 1988).

Segundo Agrios (1988), a sobrevivéncia do micélio esta condicionada a existéncia
de uma determinada gama de temperaturas, e ao contacto com superficies de agua livre
existentes a superficie ou no interior do hospedeiro. Exceptuam-se alguns esporos de
resisténcia que conseguem suportar gamas de temperatura e de higrometria mais amplas,
permitindo a perpetuagdo dos fungos fitopatogénicos durante os periodos de frio
invernal ou de secura estival. Apesar disso, estas estruturas também sé germinardo

quando expostas a condi¢des de temperatura e humidade favoraveis.

No caso especifico dos fungos produtores de zodsporos, nos quais o 4. candida se
inclui, € necessaria a presenca de 4gua no estado liquido para que ocorra o movimento
dos zoodsporos e para que estes causem infeccdo. No entanto, os zoOsporos apenas
conseguem percorrer por si proprios pequenas distidncias, que ndo excederdo alguns
centimetros (Agrios, 1988). A disseminacdo de esporos entre plantas ou partes da
mesma planta depende de agentes tais como o vento, 4gua, insectos, outros animais ou o
proprio homem (Agrios, 1988). O vento € provavelmente o agente disseminador de
esporos mais importante podendo-os transportar a grandes distancias. No caso dos
fungos portadores de zoosporos, a agua pode assumir um papel mais relevante do que o

proprio vento (Agrios, 1988).
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Quadro 2.2 - Reacgdes diferenciais de varias cruciferas a isolamentos de A. candida representativos das primeiras seis racas fisiologicas
conhecidas deste fungo (Adaptado de Pound & Wiliams, 1963).

Hospedeiro e reac¢des diferenciais !

Raga 1 Raga 2 Racga 3 Raga 4 Raga 5 Raca 6
Plantas Raphanus Brassica Armoracia Capsella Sisymbrium Rorippa
diferenciadoras sativus Jjuncea rusticana bursa-pastoris  officinale islandica
+ - + - + - + - + - + -

R. sativus "Early Scarlet Globe" 76 0 0 110 0 118 0 117 0 88 0 84
B. juncea "Southern Giant Curled" 0 184 92 0 0 160 0 186 0 151 0 155
A. rusticana 0 33 0 41 46 0 0 57 0 65 0 36
C. bursa - pastoris 0 144 0 172 0 156 315 0 0 190 0 310
S. officinale 0 360 0 260 0 284 0 390 218 2 0 325
S. officinale 2 70 124 145 3 145 6 52 210 183 3 10 232
R. islandica 0 284 0 170 20 68 3 203 0 120 316 6
B. hirta "Canadian Yellow" 45 0 94 0 59 0 64 0 46 13 8 35
Eruca sativa 0 78 0 73 0 63 0 53 0 51 0 56
Nasturtium officinale 0 181 0 151 8 128 0 106 0 126 0 163
I+ = presenca de esporulagio; — = auséncia de esporulagio. Os niimeros em cada coluna por baixo destes sinais representam o nimero de plantas testadas que apresentaram

um dos dois tipos de resposta. A inoculagdo foi feita na fase de cotilédones completamente expandidos.

2 Nas plantas testadas, os cotilédones ainda nio estavam completamente expandidos.



Lakra & Saharan (1988) verificaram que a maxima germinagao de esporangios de 4.
candida, in vitro, ocorria a temperaturas de 12 a 14° C, o que estd de acordo com os

valores obtidos por Raabe & Pound (1952) para A. occidentalis Wilson.

Liu & Rimmer (1990), usando B. napus verificaram haver em média um
encurtamento de 2-3 dias no periodo de incubacdo de A. candida, quando o
desenvolvimento do fungo ocorria em condi¢cdes de termoperiodo de 22/17°C,
relativamente as de 15/10°C. Os maiores niveis de infeccdo também ocorriam para
valores do primeiro intervalo de temperaturas, independentemente da concentragdo de
indculo usada, revelando-se estas condigdes mais favoraveis ao crescimento do fungo.
Segundo estes autores, os niveis de infec¢do aumentam com a concentragdo de indculo
existente, independentemente do gendtipo, da idade e estado de desenvolvimento da

plantula.

Dickinson & Crute (1974) obtiveram resultados analogos em alface, relativamente a
infeccdo por Bremia lactucae Regel, um outro oomiceta. De acordo com estes autores,
quanto maior a concentragdo de indculo existente, menor sera o periodo de incubagdo e
maior a intensidade de esporulagdo observados. Ainda de acordo com Dickinson &
Crute (1974), o grau de severidade da doenga provocada por B. lactucae decrescia com a
idade e estado de desenvolvimento das plantulas testadas. Plantas mais jovens e/ou
menos desenvolvidas apresentariam maior susceptibilidade a infec¢do e facilitariam a
progressao do parasita. Segundo Dickson & Petzoldt (1993), a resisténcia de algumas
linhas de brocolos (B. oleracea var. italica) ao mildio das cruciferas (Peronospora
parasitica Pers. ex. Fr.) depende do desenvolvimento da planta, sendo a resisténcia na
fase de plantula independente da resisténcia na fase adulta®- Linhas de brocolo cujas
plantas se revelaram altamente susceptiveis na fase de plantula (aos 10 dias) tornaram-se
progressivamente menos susceptiveis a medida que a avaliagdo ia sendo feita em plantas
com maior grau de desenvolvimento (20, 30, 40 e 50 dias). Nalgumas linhas a diferenca

entre os indices de doenga observados aos 10° e 50° dias era altamente significativa®).

Também Liu & Rimmer (1990), trabalhando com A. candida em B. napus,
verificaram niveis médios de infec¢do superiores quando a inoculagdo das plantas era
feita a segunda folha verdadeira, quando comparados com os obtidos quando a
inoculagdo era feita a quinta folha. Neste caso, também a percentagem de area foliar
infectada decrescia com a idade das plantas. Este aumento da resisténcia com a idade das
plantas foi detectado em outros membros da classe dos oomicetas, nomeadamente em
Peronospora spp. (Leach, 1931; Clayton; 1945; Mence & Pegg, 1971) e em Bremia sp.
(Erwin, 1920; Schultz & Rdéder, 1938), admitindo Dickinson & Crute (1974 ) ser este
fendbmeno universal a nivel de cultivares susceptiveis, € em orgdos ainda nao
senescentes. No entanto, esta tendéncia geral ndo ¢ uma regra absoluta. Williams &

Pound (1963) referem haver linhas de R. sativus "China Rose Winter" que apresentam

(U Considerando adulta uma planta com oito ou mais folhas verdadeiras

(2) Numa das linhas, onde se verificaram as diferencas mais significativas, o indice de doenca passava de
9,0 £ 0 ao 10° dia, para 1,7+ 0,51 ao 50° dia, usando uma escala de aumento de susceptibilidade de 1
a9, em que 1= sem sintomas e 9 = esporulagdo intensa e uniforme na pagina inferior das folhas.
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resisténcia a raca 1 de 4. candida na fase cotiledonar e susceptibilidade a medida que a

planta evolui no seu desenvolvimento.

Em plantas com o mesmo estado de desenvolvimento pode haver uma acentuada
influéncia das condicdo do meio, nomeadamente luz, nutrientes e temperatura sobre a
progressao da doenca (Dickinson & Crute,1974). Deficiéncias nutritivas afectam
indubitavelmente a capacidade do hospedeiro para produzir substancias alimentares, o
que contitui uma boa razao para o fraco desenvolvimento do parasita, nomeadamente a

nivel dos tecidos senescentes (Dickinson & Crute, 1974).

Independentemente das condigdes ambientais, ha variabilidade nos hospedeiros,
revelando-se alguns gendtipos mais susceptiveis a infeccdo do que outros. Segundo Liu
& Rimmer ( 1990 ), nas variedades de B. napus em que hd uma camada epicuticular de
ceras, ha tendéncia para haver repulsdo de 4agua, tornando-as desta forma menos

vulneraveis a ac¢ao de A. candida .

Fan et al. (1983) referem que nas linhas de B. napus susceptiveis a raca 7 de 4.
candida, "2282-9" e "CGL", as goticulas resultantes da pulverizagdo das folhas com uma
suspensao de zdosporos de 4. candida nao aderiam a superficie da folha, concentrando-
se na base, junto a nervura central, zona onde posteriormente se localizavam as pustulas
de ferrugem branca. Os mesmos autores, ao inocularem folhas de B. campestris "Torch",
nas quais as goticulas aderiam a totalidade da superficie das folhas, observaram a
formagdo de pustulas que cobriam a area generalizada das folhas, obtendo assim em
cultivares susceptiveis diferentes graus de area foliar infectada, apenas devido a

diferencas existentes na camada cerosa das folhas.

Tewari & Skoropad (1976), ao analisarem a diferenca no grau susceptibilidade de B.
campestris "Torch" e B. napus "Midas" a Alternaria brassicae, consideraram ser causa
de maior susceptibilidade da primeira o facto de ter células epidérmicas com uma
quantidade bastante limitada de ceras. Também Wilson & Jarvis (1963) relacionaram a
susceptibilidade de uma cultivar de brécolo a A. candida com a auséncia de extrusdes
cerosas a nivel foliar. As diferengas existentes entre espécies a nivel das caracteristicas
da superficie foliar podem, em certa medida, justificar diferengcas de areas foliar
infectada (Fan et al. 1983).

2.7 - Histopatologia das relacées de compatibilidade e de incompatibilidade entre o
A. candida e o hospedeiro.

O processo de infeccdo devido ao 4. candida inicia-se quando 0s zodsporos emitem
um tubo germinativo, que penetra nos tecidos do hospedeiro através dos estomas

(Williams, 1985). O crescimento do micélio ¢ intercelular (Alexopoulos & Mims, 1979).

Os haustorios que o fungo faz penetrar nas células hospedeiras através de um
minusculo poro feito na parede celular, sdo protuberancias das hifas somaticas
intercelulares e estabelecem o contacto directo entre a parede celular do fungo e o
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protoplasma do hospedeiro (Fig. 2.3). Quando um haustoério penetra a célula hospedeira
ndo provoca perfuragdo da membrana plasmatica, mas simplesmente a sua invaginacao
(Coffey, 1975). Os haustorios de 4. candida s3ao pequenas estruturas esféricas e
anucleadas, constituindo o6rgdos especializados de absor¢do, cujas caracteristicas
ultraestruturais sao descritas por Berlin & Bowen (1964) e por Coffey (1975). Em
relacdes compativeis 4. candida - hospedeiro, existem em elevado nimero de haustorios
por célula parasitada (Williams, 1985) A sua principal fun¢do parece ser a de aumentar a
superficie de absor¢do do fungo, e o seu aparecimento ¢ provavelmente uma resposta ao
estimulo dos nutrientes existentes na célula do hospedeiro (Alexopoulos & Mims,
1979).

Numa relagdo de parasitismo obrigatério, o bom estabelecimento do parasita
depende do desempenho do hospedeiro relativamente ao fornecimento de nutrientes que
sdo essenciais ao crescimento do fungo, e que ele ndo ¢ capaz de produzir por si proprio
(Berlin & Bowen, 1964). No entanto, segundo Alexopoulos & Mims (1979), as
moléculas de nutrientes t€ém de ter dimensdes suficientemente pequenas para poderem
atravessar a parede celular e a membrana do fungo. O fungo tem de ter capacidade de as
transformar em moléculas mais pequenas, para poder utilizd-las e fa-lo através da
secre¢do de enzimas extracelulares, que fazem a digestdo dos nutrientes exteriormente
ao talo.

Pouco se sabe acerca dos mecanismos responsaveis pelo estabelecimento e
manuten¢do das relacdes de parasitismo A. candida - hospedeiro, ou da forma como uma
reaccdo de incompatibilidade ¢ determinada quando o fungo encontra cultivares
hospedeiras portadoras de genes de resisténcia (Liu & Rimmer, 1988). Segundo estes
autores, estudos histoldgicos efectuados na sequéncia de inoculagdes laboratoriais em
cultivares compativeis e incompativeis podem revelar fases criticas no inicio do
processo de infeccdo e fornecer indicagdes sobre os mecanismos de resisténcia
envolvidos.

De acordo com Liu & Rimmer (1988) e Liu, Rimmer & Scarth (1989), o processo
de infecg¢do provocado pela raca 7 de 4. candida ¢ idéntico em cultivares susceptiveis e
resistentes de B. napus, e também idéntico ao verificado em cultivares susceptiveis de B.
campestris®, quer em termos de sequéncia das etapas envolvidas quer do tempo ao fim
da qual estas sdo atingidas, até a fase de formacgdo do primeiro haustério no interior das
células do hospedeiro. Verma et al. (1975), trabalhando com hospedeiros com diferentes
graus de susceptibilidade a raga 7 de A. candida (B. campestris "Span", susceptivel; B.
hirta Moench, moderadamente susceptivel e B. napus "Zephyr", resistente), € com B.
juncea "Southern Giant Curled", susceptivel a raga 2, chegaram também a conclusdo de
que até a formagdo do primeiro haustoério o processo de infeccdo decorria de forma
1déntica. Isto estd de acordo com os resultados obtidos por Williams & Pound (1963) ao
analisarem o processo de infeccao causado pela raca 1 de A. candida em R. sativus
"China Rose Winter", resistente a rag¢a 1 de A. candida.

(1) Foram testadas plantas de B. napus "Regent" (resistente), das linhas de B. napus "2282-9" ¢ "CGL"
(susceptiveis) e plantas de B. campestris "Torch" (susceptivel).
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ida (Coftey, 1975).
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De acordo com Verma et al. (1975), nos hospedeiros susceptiveis o
desenvolvimento do micélio ¢ extraordinariamente rapido apos ter ocorrido a formagao
do primeiro haustorio. As hifas desenvolvem-se no interior das células em palicada do
mesofilo, segundo espirais descendentes, penetrando as células com um numero variavel
de haustorios, tendo sido contabilizados até 14 por célula parasitada, num periodo de 96
horas apds a inoculagdo. O niimero de ramificagdes das hifas foi também superior em
tecidos de hospedeiros susceptiveis, chegando a ocupar a quase totalidade dos espagos
intercelulares disponiveis sem que tivesse havido rotura das células do hospedeiro, o que
pressupde um parasitismo altamente especializado de A. candida (Verma et al., 1975).
Na cultivar resistente de B. napus "Zephyr", a taxa de penetragdo do fungo foi muito
mais lenta e o nlimero de haustdrios formados por célula parasitada menor, normalmente
apenas um. A volta destes haustorios comegou a iniciar-se de imediato a formagdo de
encapsulacdes, raramente observadas em redor dos haustorios formados em células de
hospedeiros susceptiveis. Dois a trés dias apds a inoculagdo cessou o desenvolvimento

do micélio naquela cultivar resistente de B. napus.

O estabelecimento ¢ manutengdo de uma reaccdo de compatibilidade entre A.
candida e o hospedeiro parece basear-se na formacdo bem sucedida do primeiro
haustério (Verma et al., 1975). A similaridade de sequéncia do processo em hospedeiros
susceptiveis e resistentes até esta fase, sugere que a "resisténcia" surte efeitos apenas a
partir do momento em que se estabelece o contacto entre a extremidade da hifa primaria
do fungo e a célula do mesofilo do hospedeiro. Segundo Liu & Rimmer (1988), as
primeiras 24 horas apo6s inoculacdo sdo provavelmente o periodo critico para o
estabelecimento do parasita. De acordo com estes autores, 2 a 3 horas apos se ter
efectuado a inoculagdo da raga 7 de A. candida em linhas resistentes e em linhas
susceptiveis de B. napus, os zoodsporos enquistados produziram tubos germinativos, que
iniciaram a penetracao dos estomas. O comprimento dos tubos germinativos nao diferiu
significativamente nas linhas susceptiveis e resistentes testadas, quatro horas apos a
inoculagdo, levando a crer que nao houvessem barreiras morfologicas ou fisioldgicas
que pudessem contrariar a germinacdo dos zodsporos enquistados e a subsquente
penetragdo dos estomas (Liu & Rimmer, 1988). A formacao dos primeiros haustorios foi
detectada 8 horas apds a inocula¢do em todas as linhas testadas, quer fossem resistentes

quer susceptiveis.

Segundo Liu & Rimmer (1988), as diferencas encontradas entre reaccdes de
compatibilidade e de incompatibilidade ocorreram cerca de 12 horas apds inoculagao,
posteriormente a formagdo dos haustorios. Enquanto que nas linhas susceptiveis o
alongamento das hifas primarias ocorreu rapidamente num periodo de 12 a 36 horas
apods a inoculacdo, originando hifas secundarias a nivel dos locais onde tinha ocorrido a
formagdo dos primeiros haustorios, tornando-se a partir deste momento o crescimento
extraordinariamente rapido. As células infectadas do hospedeiro resistente tornaram-se
rapidamente necroéticas apos se ter dado a formacao do primeiro haustoério (Liu et al.,
1989). Tal como foi referido por Verma et al. (1975), o crescimento do fungo em
cultivares resistentes ndo aumentou significativamente, cessando num periodo de 12 a
48 horas ap0s inoculagao.
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Durante esse periodo de 12 a 48 horas apds inoculacdo, o numero de células
infectadas que apresentavam necroses aumentou de 26 para 95%. As células adjacentes
ou subjacentes as necroticas, permaneceram sas. Segundo Liu et al. (1989), numa
cultivar resistente de B. napus cada hifa produziu em média um haustorio, enquanto que
nas linhas susceptiveis testadas o numero de haustorios por local de infec¢do foi
aumentando rapidamente até atingir o valor maximo de 44, detectado ao fim de 84
horas. Liu & et al. (1989) ndo puderam prosseguir esta contabilizagao devido a grande
ramificacdo do micélio no interior do hospedeiro. A colonizagdo quase total do espago
intercelular do hospedeiro pelo micélio do fungo foi detectado 96 horas ap6s inoculagao,
e também aqui ndo se verificaram quaisquer roturas nas c¢lulas colonizadas. Nesta fase
os esporangioforos comegaram a atingir a pagina inferior dos cotilédones, tornando-se as

pustulas macroscopicamente visiveis cinco a seis dias apos a inoculagao.

2.8 - Sintomatologia

Os sintomas provocados pelo ataque de A. candida sdo apenas visiveis a nivel da
parte aérea das plantas (Smith e al.,1988). Este patogénio pode causar dois tipos de
infec¢do: 1) localizada, através da invasdo directa de folhas, caules e flores; ¢ ii) a
generalizada ou sistémica, com formagdo de pustulas em toda a planta, originando o
atrofiamento generalizado da mesma (Horst, 1990). As plantas infectadas recobrem-se
de pustulas brancas, pulvurulentas (dai, a designa¢do de ferrugem branca -" white rust "),
semelhantes a borbulhas (" white blister "), e frequentemente apresentam hipertrofias,
distor¢do e pigmentagdo anormal dos tecidos infectados (Smith et al., 1988).

Nas folhas, as camadas de esporangios formadas sob a epiderme das paginas
superior e inferior aparecem com um aspecto semelhante a uma massa de pustulas
brancas, que podem variar na forma e na extensdo, podendo confluir e formar extensas
manchas. Na Figura 2.4 apresenta-se um dos aspectos da sintomatologia desta doenga,
em que na pagina superior das folhas aparecem frequentemente zonas amareladas,
correspondentes a existéncia de pustulas na pagina inferior. As folhas infectadas
senescem prematuramente, a excepcao de areas de lesdes foliares isoladas, que podem

formar " ilhas verdes " (" green islands ") (Williams, 1985).

Nos caules aparecem intumescimentos localizados ou generalizados. Por vezes os
caules assumem um porte pendente e da-se a proliferagdo de gomos laterais, originando

um crescimento do tipo arbustivo (Horst, 1990).

Nas inflorescéncias, a invasdo sistémica provoca deformacdes (as designadas
"stagheads" em lingua inglesa), que consistem basicamente no aparecimento de
distor¢des a nivel dos pedicelos florais e hipertrofia de inflorescéncias, provocando a sua
esterilidade. O aparecimento de pustulas também pode ocorrer a nivel dos caules e das
inflorescéncias (Williams, 1985). Nas inflorescéncias infectadas ¢ frequente a producao
de oosporos. Os residuos das culturas arrastam-nos para o solo, onde permanecem
durante as estagdes desfavoraveis ao desenvolvimento da doenca, funcionando como

esporos de resisténcia e constituindo em cada ano a primeira fonte de indculo (cf- § 2.9).
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Fig. 2.4 - Sintomas do ataque de A candida em folhas definitivas de B. oleracea.



2.9 - Ciclo da doenca

O esquema do ciclo da doenga causada por A, candida encontra-se representado na Figura
2.3

A sobrevivéncia de A. candida em condigBes ambientais desfavordveis & assegurada
principalmente pela existéncia de odsporos nos residuos das culturas ou no solo, pelos motivos
invocados no § 2.6. Os o6sporos podem também estar presentes na superficie das sementes

utilizadas para iniciar as culturas (Petrie, 1986).

12 Indcule

Odsperes presentes

no solo e nas Scmentes\\
Germinagio em
dgua. libertagio

Senescéncia dos zodsporos
prematura dos
tecidos e morte

Zoosporingios
sobre plantas
hospeadeiras
Invasdo dos estomas

por tubos germinativos

Libertagiio de zoosporingios

Producio de 08sporos para 0 melo aéreo
FoCUgds Ce 00sporos Colonizagie intercelular do

nos tecidos meristemilicos. parénquima das folhas e caules

hipertrofias e tumores . L.
através de haustérios

Produgdo de soro zeosporangial,
formagio de piistulas brancas

sob a epiderme

Fig. 2.5 - Ciclo da doenca da ferrugem branca das cruciferas (Williams, 1985).

Nos paises com invernos rigoroses, a subida das temperaturas na Primavera, provoca o
aparecimento da doenca, que é favorecida por tempo ameno e himido. Os o6sporos germinam,
libertando zodsporos biflagelados a partir de vesiculas sésseis ou terminais (Vanterpool, 1959,
Verma & Petrie, 1975).

Os zo6sporos movem-se em peliculas de dgua, enquistam, acabando por germinar através
de tubos germinativos. A infecgio estabelece-se quando os tubos germinativos penetram os

cotilédones ¢ as folhas do hospedeiro através dos estomas (Liu, 1992).



salientes. Do micélio originam-se esporiangioforos em forma de clava, onde surgem
zoosporangios, numa sucessdao basipeta, encerrando no seu interior os esporos de

natureza assexual - zoOsporos.

Tanto o crescimento do micélio como a producdo de esporangios exercem pressao
na epiderme do hospedeiro, levando-a a ficar saliente e eventualmente a romper-se,
libertando a massa de esporangios, sob a forma de um po6 branco, que pode ser
disseminado pelo vento ou pela dgua até a superficie de outras plantas hospedeiras. Sob
condigdes favoraveis de temperaturas amenas e presenca de uma pelicula de agua, da-se
a germinagdo dos zoosporangios ¢ a libertagdo dos zodsporos, que iniciam a infec¢ao
secundaria. O ciclo assexual pode ser repetido inumeras vezes durante a estacdo de
crescimento, desempenhando desta forma os zoosporadngios um importante papel na

disseminagao da doenga (Liu, 1992).

Os oo6sporos hibernantes no solo ou presentes na superficie das sementes,
constituem a primeira fonte de inéculo no campo (Petrie & Verma, 1974; Petrie, 1975;
Verma et al., 1975; Verma & Petrie, 1980), sendo assim de primordial importancia,
tanto para a iniciacdo da doenca, como para a sobrevivéncia do patogénio na auséncia do
hospedeiro (Liu, 1992). Sdo produzidos quer a nivel das folhas em senescéncia, quer a

nivel dos meristemas e das inflorescéncias hipertrofiadas.

Em Portugal, as principais regides produtoras de brassicas situam-se na proximidade
do litoral, ndo se podendo falar na existéncia de invernos rigorosos. E natural que, neste
caso, 0s odsporos ndo assumam um papel tao relevante na perpetuacdo da doenga como

acontece noutros paises.
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3 - SISTEMAS SEXUAIS EM ISOLAMENTOS PORTUGUESES DE
A. candida

3.1 - Introducao

H4é ainda muito desconhecimento acerca dos sistemas sexuais de A. candida, apesar
da importancia dos oo6sporos como fonte primaria de indculo e de variacao genética no

patogénio (Liu, 1992).

Um dos primeiros estudos sobre sistemas sexuais de A. candida em Capsella bursa-
pastoris  foi realizado por Sansome & Sansome (1974). Segundo aqueles autores,
isolamentos de A. candida provenientes de Capsella bursa-pastoris  seriam
heterotalicos, sendo a reproducdo sexual estimulada por infecgdes secundarias de
Peronospora parasitica, um patogénio frequentemente associado na natureza a A.
candida, em plantas da familia Brassicaceae. De acordo com Liu (1992), apds o estudo
anteriormente referido, dos sistemas sexuais de A. candida em C. bursa-pastoris, nao se
efectuaram quaisquer outros para identificagcdo de "mating types" em A. candida, embora
noutros membros da ordem Peronosporales tenham sido realizados estudos detalhados,
que revelaram a existéncia quer de homotalismo quer de heterotalismo em Phytophthora
spp. (Shaw, 1983; Savage et al., 1968) e em varios mildios, nomeadamente em P.
parasitica (Sherriff & Lucas, 1989a,b) e Bremia lactucae (Michelmore & Ingram, 1980;
Michelmore & Ingram, 1982). Em espécies heterotalicas de Phytophthora, Shen et al.
(1983) e Skidmore et al. (1984), encontraram-se fortes indicios de que a existéncia de
infeccOes mistas, em que participassem espécies com "mating types" compativeis,
levassem a producdo de odsporos, 0 que vem apoiar os resultados anteriormente obtidos
por Sansome & Sansome (1974). A autofertilidade devida a homotalismo secundario foi
referida em Phytophthora spp. (Mortimer et al., 1977), em P. parasitica (Sherriff &
Lucas, 1989b) e em B. lactucae (Michelmore & Ingram, 1982). Estudos citologicos
sugerem que nos isolamentos em que se verifica homotalismo secunddrio, a
autofertilidade serd devida a existéncia de trissomia num dos cromossomas envolvidos
na translocag@o reciproca, nos quais se presume existirem os determinantes dos grupos
de compatibilidade (Sansome, 1980; Michelmore & Sansome, 1982; Sherrif & Lucas,
1989a). Segundo Sansome (1980), nunca foi detectada a existéncia de translocagdes

reciprocas entre cromosomas, em isolamentos verdadeiramente homotélicos.

Liu (1992) referiu a existéncia de dois isolamentos homotalicos em A. candida, Ac 2
e Ac 7, patogénicos para B. juncea e B. rapa, respectivamente. A obtencdo de
isolamentos de pustula unica (IPU), ndo os reduziu a um "mating type", o que indica que
nestes isolamentos a autofertilidade ndo ¢ devida a mistura de isolamentos com "mating
types" compativeis, mas sim uma caracteristica estavel. Liu (1992), ao analisar os
sistemas sexuais de quatro outros isolamentos de A. candida, patogénicos para B.
oleracea (Ac 9) e para B. carinata (Accar 1, Accar 6 e Accar 7), constatou que os

mesmos eram heterotalicos, uma vez que os isolamentos de pustula unica (IPU) deles
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derivados nao produziam ooOsporos em cotilédones de cultivares susceptiveis, ao
contrario do que acontecia relativamente aos isolamentos Ac 2 e Ac 7. A inoculacao
conjunta de IPU heterotalicos do isolamento Ac 9 e dos isolamentos Accar 1, 6 ¢ 7, em
cotilédones de cultivares susceptiveis de B. napus "Stellar" e "Westar" ndo conduziu a

producao de 6sporos (Liu, 1992).

Segundo Liu (1992), a producao de oosporos por cotilédone ¢ variavel, mas ha
normalmente uma correlacdo positiva entre a intensidade da esporulagdo assexual
verificada e o nimero de odsporos presentes, o que esta de acordo com Alexopoulos &
Mims (1979), que referem que, em A4. candida, a reprodugao sexual e a assexual podem

coexistir, nao havendo competi¢ao entre elas.

O facto de existirem isolamentos homotalicos em A. candida tem consequéncias
epidemioldgicas e genéticas (Liu, 1992). Em espécies heterotdlicas, a frequéncia relativa
de "mating types" complementares nas populagdes tanto pode ser quase equitativa como
fortemente assimétrica, com um dos "mating types" ocorrendo com uma frequéncia
muito baixa (Shaw, 1988), o que parece ser de ocorréncia frequente em fungos
fitopatogénicos com intensa esporulacdo assexual, nomeadamente em Phytophthora
spp. (Shaw, 1988). Pelo contrario, em isolamentos homotalicos, em que a reprodugdo
sexual ndo exige a associacdo de isolamentos com "mating types" compativeis, a
producao de odsporos pode ocorrer a uma taxa muito elevada. Nos isolamentos
homotalicos, a consanguinidade pode levar a reducdo de variabilidade na populacao, o
que parece explicar a dificuldade dos isolamentos Ac 2 e Ac 7 ultrapassarem a
resisténcia de algumas cultivares de B. juncea e de B. rapa (Liu, 1992). Contudo, aquele
autor verificou que aqueles dois isolamentos eram sexualmente intercompativeis,
podendo ocorrer na natureza a infec¢do simultdnea de hospedeiros comuns, o que seria
um meio de gerar patotipos virulentos quer para cultivares de B. juncea, quer de B. rapa,

através de recombinacdo sexual.

Foi objectivo do presente estudo fazer a determinagdo dos sistemas sexuais de treze
isolamentos portugueses de A. candida, provenientes de diferentes hospedeiros (B.
oleracea, B. rapa e R. sativus), e com origens geograficas diferentes, descritas no
Quadro 3.1.

3.2 - Material e Métodos

3.2.1 - Obtenciao e manutencio dos isolamentos iniciais

Os estudos de determinagdo do sistema sexual de isolamentos portugueses de A.
candida tiveram como ponto de partida a prévia colheita de isolamentos em hospedeiros

infectados naturalmente no campo (Dias ef al., ndo publicado).
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No Quadro 3.1, indica-se a proveniéncia dos isolamentos iniciais, hospedeiros e
respectivo codigo de referéncia atribuido. Ao todo foram utilizados 13 isolamentos

iniciais, cinco de B. oleracea , sete de B. rapa e um de R. sativus.

Na manutencao laboratorial dos isolamentos em estudo foram usados hospedeiros
susceptiveis: a couve tronchuda "Murciana", o nabo "Globo de Colo Roxo" e o rdbano
"Roxo Comprido", respectivamente para os isolamentos de A4.candida colhidas em B.
oleracea, B. rapa e R. sativus. Todas estas cultivares foram provenientes da casa de

sementes Soares & Rebelo.

Em todos os casos, as sementes dos hospedeiros susceptiveis foram semeadas em
vasos de polietileno de 9 cm cheios com composto Levington Fo® e cobertas com uma
fina camada de vermiculite de 0,3 cm. As plantulas hospedeiras foram inoculadas na
fase cotiledonar, seis dias apos a sementeira. Em cada uma das metades de cada
cotilédone foi depositada uma gota de 10 pl de indculo , com recurso a uma pipeta de

repeti¢ao de Eppéndorf®.

Para a preparagdo do inoculo provocou-se a rotura de pustulas maduras @), com
recurso a uma agulha e fez-se a colheita de esporangios directamente para um copo
graduado com 5 ml de dgua bidestilada. O contetido foi agitado para melhor dispersdo

dos esporangios no liquido, € o copo tapado com uma pelicula de parafilme.

A suspensao foi colocada numa camara escura, a 12° C, condi¢des favoraveis a
germinacdo dos esporangios e consequente libertacdo do seu contetdo - 0s zodsporos.
Em média, o tempo necessario de permanéncia em camara escura para se dar a
germinac¢do rondou entre as 2 h 30 m e as 3 h 00 m. Seguidamente avaliou-se a
concentracdo de zooOsporos em suspensdo, recorrendo a uma camara de contagem
Neubauer melhorada® . A concentragio da suspensdo foi ajustada para um valor de

1x105 zodsporos/ml, apds o que se realizou a inoculago.

Apds a inoculacdo, as plantas foram colocadas a infectar em camara htimida no
interior de um propagador, e colocadas numa camara escura, a 20° C, durante um
periodo de 18 a 24 horas - condi¢des de infecgdo (Williams, 1985). Terminado essse
periodo, as plantas foram retiradas da camara humida, e colocadas numa camara de
crescimento, a temperatura de 20° C, numa situagdo de dia permanente (24 horas de
ilumina¢do), com uma intensidade de luz de 350 pumol/m2s, e em condi¢des de

humidade relativa de cerca de 70% - condigdes de incubagao (Williams, 1985).

Este procedimento foi repetido por norma de 10 em 10 dias, assegurando-se deste

modo a manutencao dos isolamentos iniciais existentes.

(1) Com 8 - 12 dias ap6s a inoculagio de ordem anterior.
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Quadro 3.1 - Lista dos isolamentos portugueses de A. candida utilizados no estudo de

caracterizacao dos sistemas sexuais.

Codigo do

isolamento! Local de colheita Hospedeiro?

Ac 501 Belinho, Esposende Couve - flor (Bo)

Ac 502 Lourinha, Lourinha Couve - flor (Bo)

Ac 503 Costa de Caparica, Almada Couve Portuguesa (Bo)
Ac 504 Santa Cruz, Torres Vedras Couve Portuguesa (Bo)
Ac 505 Albogas, Loures Couve Grelo (Bo)

Ac 506 Montes de Alvor, Portimao Nabo (Br)

Ac 507 Santa Cruz, Torres Vedras Couve Chinesa (Br)
Ac 508 Lourinha, Lourinha Nabo (Br)

Ac 509 Costa de Caparica, Almada Nabo (Br)

Ac 510 A-Ver-o-Mar, Pévoa do Varzim Couve Chinesa (Br)
Ac 511 A-Ver-o-Mar, Povoa do Varzim Nabo (Br)

Ac 512 Agugadoura, Povoa do Varzim Nabo (Br)

Ac 513 Montes de Alvor, Portimao Rébano (Rs)

I Némero de codigo do banco de isolamentos de A. candida existente na Seccdo de Horticultura do
Instituto Superior de Agronomia.

2Bo=8B. oleracea; Br = B. rapa; Rs = R. sativus.

3.2.2 - Obtencao de isolamentos de pustula tnica

Para a obtencdo de isolamentos de pustula inica foi colhido in6culo de cada um dos

isolamentos iniciais.

A colheita de esporangios para a obtencdo de pustulas Unicas foi feita aos 10 dias
ap6s a referida inoculacdo de manutencdo, a partir de pustulas maduras, mas ainda
intactas. Os esporangios foram colocados em copos graduados contendo 3 ml de agua
bidestilada, agitados para que se dispersassem bem no interior do liquido, € os copos
foram cobertos com uma pelicula de parafilme. A germinagao dos esporangios foi feita
em camara escura, a uma temperatura de 12° C durante aproximadamente 2h 30m a 3h
00m.

A concentragdo da suspensao obtida foi, em cada caso, avaliada com recurso a uma
camara de contagem, e o respectivo valor ajustado a 1x105 zodsporos/ml. A partir dessa
suspensao final retiraram-se sucessivamente amostras de 10, 20, 30 e 40 ul para copos
graduados contendo respectivamente 40 ml de agua bidestilada, por forma a obter as
concentragdes finais de 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 x 102 zodsporos/ml, respectivamente. As

amostras foram retiradas com pipetas de Gilson® aferidas para as respectivas
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quantidades, e a suspensao agitada previamente a colheita das amostras, com o objectivo

de tornar a distribuicao dos zodsporos no liquido o mais homogénea possivel.

Desde a saida da camara escura até a inoculacdo em plantas susceptiveis, os
recipientes que continham as suspensdes de inoculo foram mantidas em agua com gelo

para evitar a perda de viabilidade dos zodsporos.

Para a obtencao de isolamentos de pustula tinica foi feita a inoculagao de cotilédones
com cada uma das concentragdes anteriormente referidas, com recurso a uma pipeta de
repeticao de Eppéndorf ® colocando-se duas gotas de 10 ml por cotilédone. Sempre que
um bico de pipeta tinha que ser enchido, as suspensdes foram sujeitas previamente a
agitacdo para uniformizar a distribuicdo dos zodsporos. Para cada concentracdo foram
inoculadas 30 plantas, dispostas em tabuleiros de alvéolos de 3x3x5cm. A inoculagao foi
feita na pagina superior de cotilédones completamente expandidos (cinco dias apos

sementeira em B. oleracea e em B. rapa; quatro dias apos sementeira em R. sativus).

Apos a inoculagao, os tabuleiros de alvéolos foram preparados para a infecg¢ao . Para
isso foram colocados em tabuleiros de pléastico que lhes serviam de suporte, regados por
forma a ficar uma pelicula de 4gua no fundo e envolvidos por um saco de plastico que
foi selado com fita adesiva, de modo a manter as plantas inoculadas num ambiente
sempre huimido (cdmara htmida). A infeccdo ocorreu durante as 18-24 horas de
permanéncia das plantas em camara escura, a uma temperatura constante de 20° C.
Findo este tempo, os sacos de plastico que envolviam os tabuleiros foram retirados e as
plantas foram postas numa camara de crescimento a temperatura constante de 20° C,
com 24 horas de luz continua, uma intensidade luminosa de 350 umol/m2. s, e uma
humidade relativa de 70%.

Como as concentragdes de indculo usadas na obtenc¢do de pustulas unicas foram
muito baixas, nos casos em que ocorria esporulacdo, esta progredia a uma velocidade
muito lenta. Por norma, s6 ao fim de oito dias se tornava visivel, e apenas aos treze dias
as mini-pustulas obtidas estavam em condi¢des de poderem libertar os esporangios. Em
todos os in6culos testados, quer de B. oleracea, B. rapa ou R. sativus, uma concentragao
de 0,25 x 102 zodsporos/ml foi suficiente para provocar esporulagio (por vezes apenas
em meio cotilédone) em algumas das plantas inoculadas. Concluiu-se que bastava um
zodsporo viavel para que pudesse haver infeccdo numa planta susceptivel, pelo menos
ao nivel dos cotilédones. Numa fase preliminar do trabalho, tinham-se testado
concentragdes de 1;2 e 4 x 102 zodsporos/ml, que se revelaram excessivas uma vez que
praticamente ndo havia nos tabuleiros inoculados plantas ndo infectadas, e as plantas
infectadas apresentavam pustulas de grandes dimensdes, que ndo indiciavam

probabilidade de poderem ter sido obtidas a partir de zodsporo tnico.

Todas as plantas do tabuleiro inoculado foram observadas, e registados os resultados
da inoculagdo para cada concentragdo utilizada: nimero de cotilédones sem esporulacao,
com esporulacdo s6 em meio cotilédone ou com esporulagio em ambos os locais de
inoculacdo do cotilédone. A partir dai foram seleccionadas as plantas que apresentaram

pustulas unicas, ou seja, as que apresentavam pustulas de pequenas dimensdes em

24



apenas meio cotilédone e normalmente plantas inseridas num lote em que havia muitas

plantas sem esporulagao.

3.2.3 - Multiplicacio de indculo a partir de uma pustula inica

Uma pustula Gnica ¢ uma minipustula, logo, o seu conteido nao pode ser diluido
em grandes quantidades de dgua, uma vez que o que se pretende € conseguir um inodculo
0 mais concentrado possivel, para causar infec¢ao e permitir fazer o aumento do indculo

disponivel.

Assim sendo, o conteudo de cada pustula unica foi cuidadosamente retirado com
uma agulha para um tubo de Eppéndorf ® com 0,2 - 0,3 ml de agua bidestilada, tubo
esse que era fechado e agitado para homogeneizacao do seu contetido. Para cada um dos
in6culos iniciais dos isolamentos Ac 501 a Ac 513, tentou-se a multiplicagdo de inoculo

a partir de pelo menos quatro pustulas unicas.

Para a multiplicagdo do inoculo das pustulas unicas foram testados dois métodos de

germinacgdo dos zoosporangios e de inoculagao:

1) Germinacao dos zoosporangios num tubo de Eppéndorf ® colocado num suporte,
e mantido durante 3 h - 3 h 30 m em cdmara escura a 12° C. Findo este tempo e como a
concentracdo do in6culo e o volume da suspensdo eram baixos, inoculavam-se
directamente as plantas sem proceder a contagem. Normalmente, trés plantas esgotavam
a suspensdo existente, colocando vérias gotas em cada um dos cotilédones da planta e
ndo apenas duas. O objectivo foi obter infec¢des maiores, mesmo que em menor nlimero

de plantas, para posteriormente se conseguir retirar mais facilmente o inoculo.

Antes da inoculacdo procedia-se a introducdo do bico da pipeta de Eppéndorf ® no
tubo, enchendo-o e esvaziando-o varias vezes, para homogeneizar a suspensdo e evitar

que houvesse aderéncia do indculo as paredes do tubo.

As plantas foram inoculadas e a infec¢do ocorreu em camara hiimida e escura a

temperatura de 20° C, durante 18 a 24 horas.

i1) Enquanto que no caso anterior se fez a germinagdo dos zoosporangios in vitro,
neste segundo processo a inoculagdo foi feita do tubo recém-preparado directamente
para as plantas a inocular (mantendo os mesmos cuidados de homogeneizagdo do
contetdo do tubo referidos anteriormente). Também neste caso ndo foi possivel
contabilizar a concentragdo do in6culo na suspensdo. As plantas inoculadas foram postas
em camara escura ¢ himida a 12° C durante 3h - 3h 30 m, dando-se a germinagao dos
zoosporangios in vivo - quando os zoosporos eram libertados dos esporangios, podiam
logo penetrar no hospedeiro. Findo este periodo, as plantas inoculadas foram mudadas

para uma camara escura, a temperatura de 20° C, durante 18 - 24 horas.

Dos dois métodos testados, o que originou melhores resultados foi o de germinagdo

dos zoosporangios in vivo. O método de germinagdo dos zoosporangios in vitro originou
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muito mais insucessos na infec¢do e duma maneira geral pode-se dizer que, com este
método, de cada quatro pustulas unicas inoculadas, apenas duas conseguiam infectar as
plantas. Usando o método de germinacao dos zoosporangios in vivo, o sucesso foi

proximo dos 100%.

Em ambos os métodos, apos infeccao as plantas foram colocadas numa camara de
crescimento com uma temperatura de 20° C, 70% de humidade relativa, 24 horas de luz

continua e a uma intensidade luminosa de 350 umol/mZ.s.

Aproximadamente dez dias apds inoculagdo, as pustulas obtidas atingiram o grau de
maturacao necessario para serem colhidas e diluidas. As suas dimensdes ja nao
requeriam tratamento especial ¢ a quantidade de inoculo obtido ja permitia obter uma

suspensao com um volume (> 3 ml) que permitia a inoculagdo de varias plantas.

3.2.4 - Manutencao dos isolamentos de pustula tnica

A metodologia utilizada para a manutencdo dos isolamentos de pustula Unica foi

semelhante a utilizada para a manutencao dos isolamentos iniciais (cf- § 3.2.1).

Contudo, para evitar contaminagdes, as plantas inoculadas com cada um dos
isolamentos de pustula tinica foram colocadas em propagadores individuais. Com o uso
de propagadores, o microclima em redor das plantas alterou-se, criaram-se condigdes de
maior humidade e menor arejamento, 0 que obrigou a regar muito menos as plantas.
Verificou-se que as pustulas de plantas metidas em propagadores permaneciam em boas
condi¢des durante menos tempo, sendo a sua senescéncia acelerada, pelo que se teve que
proceder a colheita de indculos em intervalos mais curtos do que os utilizados para a

manutengao dos isolamentos iniciais.

3.2.5 - Cruzamentos efectuados para estudo dos sistemas sexuais

Foram realizados todos os cruzamentos possiveis entre os isolamentos portugueses

de pustula Unica pertencentes a hospedeiros homologos.

Os hospedeiros susceptiveis escolhidos para serem inoculados com as combinagdes
de isolamentos foram: i) a couve tronchuda "Murciana", para todos os cruzamentos entre
isolamentos de pustula Unica portugueses provenientes de B. oleracea; ii) nabo "Globo
de 60 dias", para todas as combinacdes entre isolamentos de pustula Uinica provenientes

de B. rapa.

O isolamento de pustula unica de Ac 513, proveniente de R. sativus, como Unico

isolamento disponivel desta espécie, nao foi sujeito a cruzamento.

Para cada cruzamento entre isolamentos de hospedeiros homologos, as plantas

susceptiveis foram semeadas em tabuleiros de alveolos de 3x3x5 cm, e inoculadas aos
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cinco dias com uma suspensdo de 1x105 zéosporos/ml. Esta suspensdo final foi obtida
por a adi¢do de iguais volumes das suspensdes iniciais, de igual concentracdo, cada uma
proveniente de um dos isolamentos em estudo. Em cada cruzamento inocularam-se cerca
de 30 plantas, ou seja, aproximadamente 60 cotilédones, com duas gotas de 10 pl por

cotilédone.

3.2.6. Preparacio do material vegetal para observacio ao microscopio

Foram colhidos e preparados para observagdo ao microscopio cotilédones de todos
os isolamentos iniciais de 4. candida, dos isolamentos de pustula tinica deles derivados,

e dos cruzamentos efectuados e anteriormente referidos! no § 3.2.5.

A colheita de cotilédones foi feita, em média, 17 a 18 dias apods inoculagdo, ja numa

fase de senescéncia dos cotilédones.

A preparagdo de cotilédones, para posterior observacdo ao microscopio e detecgdo
de odsporos, consistiu em recorrer a métodos que provocassem a sua descoloragdo e
pusessem em evidéncia a presenga de odsporos. Apds serem retirados das plantas, os
cotilédones foram imersos em alcool a 70°, para solubilizacdo da clorofila . De dois em
dois dias, os cotilédones foram transferidos para uma nova solucdo, até chegar a altura
em que deixavam de apresentar vestigios de coloracdo. Numa segunda fase, e para por
em evidéncia as estruturas do fungo, os cotilédones foram fervidos durante cinco
minutos numa mistura (v/v) de 2 lactofenol: 1 glicerina: 1 alcool a 96°, e ai
permaneceram em repouso durante 24 horas. Seguidamente, foram retirados e passados
por agua destilada até¢ desaparecerem os vestigios da mistura anterior. Este método de
preparacdo foi o que levou aos resultados mais satisfatorios e foi adaptado das técnicas
referidas por Lepik (1928), Shipton & Brown (1962), Heath (1971), Bruzzese & Hasan
(1983) e Sherriff & Lucas (1989b).

Apesar do tratamento anterior, verificou-se que nos cotilédones de B. oleracea, mais
espessos, havia ainda necessidade de maior clarificagdo das estruturas para facilitar a sua
visualizagdo, tendo-se recorrido a imersao durante sete dias numa solucao de hidrato de
cloral a 250% (5 g de hidrato de cloral em 2 ml de agua destilada ), procedendo-se
depois a lavagem dos cotilédones em agua destilada para remog¢ao dos residuos da
solucdo. Esta técnica foi adaptada da referida por Bruzzese & Hasan (1983). Quer neste
caso quer no anterior, os cotilédones foram guardados em frascos com glicerol a 70°, o
que permitiu a sua posterior conservacao. A montagem para observagao ao microscopio

optico foi igualmente feita em glicerol a 70°.

1 Para se poderem comparar os resultados obtidos, na inoculagdo de cotilédones com suspensdes
derivadas dos isolamentos iniciais também se usaram duas gotas de 10 ml por cotilédone, usando uma

concentragdo de 1x105 zoosporos/ml.
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Foram observadas ao microscopio oOptico 20 cotilédones de cada um dos
isolamentos iniciais, dos IPU deles derivados, e¢ de cada um dos cruzamentos
efectuados (c¢f § 3.2.5).

3.3 - Resultados e discussao

No Quadro 3.2 apresentam-se os resultados da producao de odsporos nos treze
isolamentos portugueses de 4. candida colhidos no campo, e nos isolamentos de pustula

unica deles derivados.

Dos treze isolamentos inicialmente colhidos, apenas quatro provocaram producao de
odsporos em cotilédones de hospedeiros homodlogos susceptiveis: os isolamentos de B.
oleracea Ac 501 (Esposende), Ac 502 (Lourinhd) e Ac 505 (Loures), € o isolamento Ac

513 (Portimao), de R. sativus, colocando-se a hipotese de poderem ser homotalicos.

Os isolamentos de pustula tnica (IPUs) derivados dos isolamentos Ac 505 (Loures)
de B. oleracea , ¢ Ac 513 (Portimao) de R. sativus, nao provocaram producao
cotiledonar de odsporos (c¢f. Quadro 3.2), pelo que se rejeitou a hipdtese de serem
homotalicos. Sendo assim, € uma vez que os isolamentos inicialmente colhidos
apresentavam capacidade de producao de odsporos, estes dever-se-iam encontrar na
natureza como uma mistura de talos de diferentes "mating types", sendo desta forma

heterotalicos.

Os IPU derivados de B. oleracea Ac 501 e Ac 502 mostraram ter capacidade de
produzir o6sporos, mas em reduzido numero. Enquanto que os isolamentos iniciais
originavam a producdo de um nUmero de oosporos/cotilédone que ndo podia ser
contabilizado por simples observacdo ao microscopio Optico (Fig.3.1), os IPU deles
derivados originavam a presenca de um reduzido nlimero de odsporos/cotilédone (de 1 a

5), pondo-se a hipodtese de representarem casos de homotalismo secundario.

Como seria de esperar, tal como os isolamentos iniciais, também os IPU derivados
dos isolamentos de B. oleracea Ac 503 (Costa de Caparica) e Ac 504 (Torres Vedras), e
os IPU derivados dos isolamentos de B. rapa Ac 506 (Portimdo), Ac 507 (Torres
Vedras), Ac 508 (Lourinhd), Ac 509 (Costa de Caparica), Ac 510 (P6évoa do Varzim 1),
Ac 511 (Pévoa do Varzim 2) e Ac 512 (Pévoa do Varzim 3), ndo originaram producao

de o6sporos em cotilédones de hospedeiros susceptiveis, revelando-se heterotélicos.

Nos Quadros 3.3 e 3.4 apresentam-se os resultados da presenca de odsporos em
hospedeiros susceptiveis de B. oleracea e de B. rapa, ap6s inoculagdo com isolamentos

de pustula Unica de A. candida homdlogos, em combinagdes pareadas.
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Quadro 3.2 - Presenca de o6sporos! nos treze isolamentos portugueses de A. candida
(Ac) colhidos no campo (C), e nos isolamentos de pustula tnica deles

derivados (IPU).
Codigo do Presenca de odsporos
isolamento? Origem Hospedeiro3 C IPU
Ac 501 Esposende Couve-flor (Bo) + +
Ac 502 Lourinha Couve-flor (Bo) + +
Ac 503 Almada Couve portuguesa (Bo) — —
Ac 504 Santa Cruz Couve portuguesa (Bo) — —
Ac 505 Loures Couve portuguesa (Bo) + —
Ac 506 Portimao Nabo (Br) — —
Ac 507 Santa Cruz Couve chinesa (Br) - -
Ac 508 Lourinha Nabo (Br) — —
Ac 509 Almada Nabo (Br) — —
Ac 510 Povoa do Varzim 1 ~ Couve chinesa (Br) — —
Ac 511 Povoa do Varzim2  Nabo (Br) — —
Ac 512 Povoa do Varzim3  Nabo (Br) — —
Ac 513 Portimao Rabano (Rs) + —

1= presenca de odsporos, £+ = presenca ocasional de odsporos (de 1 a 5 por cotilédone inoculado);

— = auséncia de 06sporos.

20s codigos referem-se aos isolamentos de Ac listados no Quadro 3.1.

3Bo=8B. oleracea; Br = B. rapa,; Rs = R. sativus.

Ao fazerem-se combinagdes pareadas entre IPU provenientes de hospedeiros

homologos verificou-se que:

1) nunca foi detectada a presenca de oosporos em quaisquer das combinagdes

provenientes de B. rapa, pelo que estes isolamentos parecem ser heterotalicos e

pertencerem todos ao mesmo grupo de conjugacao ("mating type").

i1) nos isolamentos provenientes de B. oleracea poder-se-ao estabelecer dois grupos

de conjugagdo: um, englobando os isolamentos Ac 501 de Esposende, Ac 502 da
Lourinhd e Ac 504 de Torres Vedras, e outro, englobando os isolamentos Ac 503 de
Almada e Ac 505 de Loures.

ii1) os isolamentos Ac 501 de Esposende e Ac 502 da Lourinhd, embora tenham
capacidade de se revelarem auto-férteis (c¢f. Quadro 3.2), comportam-se como
heterotalicos na presenca de isolamentos com "mating types" compativeis (cf. Quadro
3.3), produzindo o6sporos em grande quantidade, sendo assim altamente provavel que

constituam casos de homotalismo secundario.
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Quadro 3.3 - Presenca de oosporos! em hospedeiros susceptiveis de B. oleracea apos
inoculacdo com isolamentos de pustula tUnica de A. candida
(Ac),provenientes de B. oleracea, em combinagdes pareadas.

Isolamentos de? Ac 501 Ac 502 Ac 503 Ac 504 Ac 505
pustula tnica

Ac 501 p.u. +

Ac 502 p.u. — +

Ac 503 p.u. + + —

Ac 504 p.u. — — + —

Ac 505 p.u. + + — + —

1= presenca de odsporos, = = presenca ocasional de odsporos (de 1 a 5 por cotilédone inoculado);
— = auséncia de o6sporos.

2 0s codigos referem-se aos isolamentos de A. candida listados no Quadro 3.1, a partir dos quais os [PU
foram obtidos.

Quadro 3.4 - Presenca de oodsporos! em hospedeiros susceptiveis de B. rapa apos
inoculagdo com isolamentos de pustula Unica de A. candida (Ac),
provenientes de B. rapa, em combinagdes pareadas.

Isolamentos2 de Ac506 Ac507 AcS508 AcS509 Ac510 Ac511 Ac512
pustula tnica

Ac 506 p.u. —

Ac 507 p.u. — —

Ac 508 p.u. — — —

Ac 509 p.u. — — — —

Ac 510 p.u. — — — — —

Ac 511 p.u. - - - - - -

Ac 512 p.u. — — — — — — —

1 _ = auséncia de 00sporos

2 0s codigos referem-se aos isolamentos de A. candida listados no Quadro 3.1., a partir dos quais os IPU
foram obtidos.

Verificou-se também que, nos cotilédones que apresentavam maior intensidade de
esporulacdo assexual, ocorria também uma produgdo mais significativa de odsporos, o

que estd de acordo com o referido por Alexopoulos & Mims (1979) e Liu (1992).
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e Ac 502 em cotdédones de B. oleracea (x 250).

1

OSpOros ¢

Figura 3.1 - O
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4 - PATOGENICIDADE DE ISOLAMENTOS PORTUGUESES DE A.
candida

4.1 - Introducao

Avaliar a patogenicidade de um isolamento de um patogénio s6 € possivel testando a
sua interac¢do com diferentes hospedeiros. A interac¢do depende da concentragdao de
in6culo utilizada e, para concentracdes padronizadas, pode ir desde o maior grau de

susceptibilidade até ao mais elevado grau de resisténcia (imunidade).

O objectivo dos melhoradores de plantas ¢ a obtencao de material vegetal resistente
aos patogénios, o dos patologistas ¢ a caracterizagdo mais profunda possivel do
patogénio, nomeadamente do seu grau de patogenicidade e de viruléncia. Uns e outros

tém que recorrer ao sistema de interac¢ao "planta-patogénio-ambiente".

As coleccdes de germoplasma vegetal sdo importantes fontes de genes de resisténcia
a pragas e doencas (Williams, 1989). A genealogia de muitas cultivares resistentes pode
ser tragada a partir de colecgdes de germoplasma (Peterson, 1975), permanecendo
muitas delas largamente inexploradas, apesar do seu grande potencial como fontes de

resisténcia (Harlan, 1977).

A identificacdo e seleccdo de individuos que apresentem os fendtipos desejados,
dentro de uma populacdo heterogénea, s ¢ possivel recorrendo a avaliagdo de inimeros
individuos, em condigdes ambientais previamente estabelecidas, fidedignas, e que

possam ser facilmente reproduzidas (Williams, 1989).

No caso da avaliacdo para resisténcia a doengas, a designacdo de fenotipo de
interaccdo (FI) ["interaction phenotype"(IP), em lingua inglesa], abrange todos os
fenotipos possiveis, resultantes da interac¢do entre a planta, o patogénio e as condigdes
ambientais, que sdo inumeros, havendo necessidade de os enquadrar em classes de
resisténcia ou de susceptibilidade, quando o objectivo ¢ o melhoramento (Williams,
1989). Estas classes devem permitir detectar variagdes genéticas inerentes a populagdo
do hospedeiro, relacionadas com os gendtipos do patogénio, permitindo comparagdes
entre selec¢des do hospedeiro e do patogénio (Williams, 1989).

Williams (1985) estabeleceu uma escala de avaliagdo para os fenotipos de interacgdo
A. candida - B. rapa, com dez classes de FI, de 0 a 9 (¢f. § 4.2). Segundo aquele autor, a
melhor forma de avaliar o potencial genético de uma colec¢@o € o registo do nimero de
individuos por classes de FI, desde que na elaboragdo das classes se tenha tido em conta
a diversidade de sintomas existentes no hospedeiro e de sinais de presenca do patogénio.
Este sistema permite a normalizacdo da avaliacdo da resisténcia a doengas, embora

apresente a lacuna de considerar como discretas variaveis que sdo continuas.

A resisténcia ¢ uma manifestacdo que resulta de um grande nimero de mecanismos

fisiologicos e morfoldgicos da planta, muitos dos quais sob um complexo controlo
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genético. Esta manifestagdo € por vezes altamente especifica de um tecido, e restrita a
certos 0rgaos ou a certos estadios de desenvolvimento, ou fisiologicos, de uma planta
(Williams, 1989).

Num programa de melhoramento, tdo importante como o conhecimento das reac¢oes
do hospedeiro, ¢ o conhecimento do patogénio, nomeadamente da sua ecologia,
epidemiologia, reproducdo e mecanismo genético. Segundo Williams (1989), o
melhorador deve ter consciéncia da existéncia de variabilidade no patogénio. As
coleccdes de germoplasma devem ter em conta a existéncia de patotipos e a sua
distribuicao. As regides onde se costuma verificar a maxima diversidade de patdtipos
coincidem normalmente com as de existéncia de uma populacdo diversificada de
hospedeiros que os suportam (Williams, 1989). Ainda segundo aquele autor, ¢ nestas
zonas que se detectam as racas ou estirpes mais virulentas, endémicas e/ou sazonalmente

epidémicas.

O presente estudo teve como objectivo a caracterizagdo da patogenicidade de oito
isolamentos portugueses de 4. candida. Para tal, recorreu-se a avaliagdo de 40 amostras
de B. oleracea, de origem e potencial genético diversificados. Os isolamentos de A.
candida foram colhidos em Portugal, em zonas geograficas onde tradicionalmente se
faz o cultivo de bréssicas. Os oito isolamentos foram colhidos em diversos hospedeiros
(B. oleracea, B. rapa e R. sativus), permitindo testar a possibilidade de existéncia de
variagdo entre os isolamentos e de eventuais interac¢des especificas "isolamento x

amostra".

4.2 - Fenotipos de interac¢do A. candida - hospedeiro e sua avaliacao

As brassicas sdo plantas alogdmicas, havendo uma enorme variabilidade dos
individuos no interior da espécie e mesmo entre individuos pertencentes a uma
determinada cultivar. A susceptibilidade das diferentes bréassicas ao A. candida varia de

gendtipo para genotipo.

Uma planta muito susceptivel ndo reage a penetragdo do micélio do fungo,
possibilitando qua a invasdo alastre em sentido descendente através do parénquima das
folhas, quando sdo estas os 6rgaos infectados. Deste modo, uma planta muito susceptivel
evidencia ap6s o periodo de incubagdo do fungo, a presenca de pustulas na pagina
inferior das folhas. Se a esporulagdo for mais intensa, as pustulas podem aparecer

simultdneamente na pagina superior das folhas.

Numa planta com um certo grau de resisténcia (planta moderadamente resistente)
pode ocorrer reacgdo a penetracdo do fungo. Um dos tipos de resposta possivel € a morte
das células, impedindo que a esporulagdo progrida no sentido descendente. Neste caso,
aparecem necroses na pagina inferior das folhas, mas ainda assim ¢ frequente o
aparecimento de pustulas na pagina superior. Por seu turno, uma reac¢do de resisténcia

consiste na ndo ocorréncia de esporulagdo e no aparecimento de cloroses ou de necroses
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no ponto de inoculagdo, que correspondem a uma senescéncia prematura dos tecidos da
planta, impedindo um bom desenvolvimento do fungo. A imunidade consiste na nao
alteracdo a nivel dos tecidos inoculados, devido ao nao reconhecimento do fungo por

parte da planta.

Com base nas caracteristicas de interac¢ao "planta - hospedeiro", para condig¢des
ambientais padronizadas, Williams (1985) criou uma escala de avaliagcdo das interacgdes
fenotipicas A. candida - B. rapa a nivel cotiledonar, que se apresenta na Figura 4.1. A
escala preconizada por Williams tem 10 classes de aumento de susceptibilidade ao

patogénio, com FIde 0 a 9.

Posteriormente, Leckie et al. (1996) desenvolveram uma escala de avaliagdo,
também a nivel cotiledonar, especifica para os fendtipos de interac¢do A. candida - B.
oleracea com seis classes (Figura 4.2). Também esta escala de avaliagdo considera
como discretas varidveis que sdo continuas, embora apresente a vantagem de ndo
considerar um tdo grande numero de classes como a de Williams, o que acaba por a

tornar menos confusa para o utilizador.

Na escala de Williams (Williams, 1985), considera-se que interac¢des muito
compativeis (grande susceptibilidade do hospedeiro ao isolamento) apresentam como
fenotipo pouca esporulacdo na pagina superior dos cotilédones (adaxial), e pustulas
coalescentes de grandes dimensdes na pagina inferior (abaxial), o que ¢ aceitavel quando
o hospedeiro ¢ B. rapa, mas ndo quando se trata de B. oleracea ou de R. sativus. Aqui,
os fenotipos representativos de maxima susceptibilidade, apresentam pustulas
coalescentes de grandes dimensdes, quer na pagina inferior quer na superior de
cotilédones infectados, pelo que a escala de Leckie et al. (1996) acaba por ser mais
adequada aos fendtipos de interac¢do obtidos naquela espécie. Por outro lado, utilizando
esta escala, a avaliacdo dos fenotipos de interaccdo obtidos ¢ feita ao 10° dia, momento
em que se pode considerar ter sido atingida a maxima evolugdo na interac¢ao "planta -
patogénio" para determinado ambiente normalizado, uma vez que avaliagdes feitas mais

precocemente ndo evidenciam o completo desenvolvimento dos sintomas.

O indice médio de doenca (ID) que a classificacdio de Williams considera ndo
salienta diferengas importantes a nivel da resisténcia das cultivares testadas. Um indice
médio de doenga de valor 3 tanto pode ser obtido numa populagdo testada em que todos
os individuos apresentam um fendtipo de interac¢do 3, como noutra em que 50% das
plantas apresentam um fendtipo de interaccdo 1 e as 50% restantes apresentam o 5, o
que em termos de seleccdo de amostras que incluam plantas resistentes ndo ¢ indiferente,
acabando por ser mais representativa da realidade a inclusdo das plantas testadas em
classes representativas da sua maior ou menor susceptibilidade, medidas através da

frequéncia em cada classe.

34



0 i 3 5
Adaxial

PO

Abaxial

Fig. 4.1 - Esquema da escala de avaliacdo! dos fendtipos de interaccdo A. candida - B. rapa em
cotilédones. sete dias apds a inoculagio (Williams, 1985).

1 As classes de interacc3o fenotipica sio as seguintes: 0 = sem sintomas em qualquer uma das faces
de cotilédone: 1 = manchas necrdticas sob o ponto de inoculagio. desde minisculas a extensas,
eventualmente estendendo-se  pdgina inferior. Sem esporulagdo. 3 = esporulagdo dispersa, desde uma
a poucas pustulas de minudsculas dimensdes na face superior; sem esporulagdo, ou com poucas
pustulas, na face inferior. 5 = pustulas espalhadas na face superior, desde poucas a muitas: sem
esporulacio na pdgina inferior, ou com pouca esporulagio. 7 = de poucas a muitas pustulas na
pdgina supericr: muitas pdstuias espalhadas na pdgina inferior, de pequenas a grandes dimensdes. 9 =
poucas pustulas na pdgina superior ou mesme auséncia de esporulacio; rauitas pistulas de grandes

dimensdes e coalescentes na pdgina inferior.
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Fig. 4.2 - Escala de avaliacdo! dos fendtipos de interaccdo 4. candida - B. oleracea em

cotilédones, dez dias apds a inoculagdo. (Leckie ef al., 1996).

1 As classes de interac¢@o fenotipica preconizadas sdo as seguintes: NN = auséncia de

sintomas no hospedeiro [N]; auséncia de esporulagdo [N]. (F)N = necroses ligeiras de
pequenas dimensdes [(F)] e/ou aparecimento de cloroses [ch] no hospedeiro; auséncia de
esporulacdo [N]. FN = necroses intensas [F] na pagina superior do cotilédone,

eventualmente extensiveis a pagina inferior; auséncia de esporulagdo [N]. S| = pustulas

de dimensdes minusculas [mP] ou pequenas [FP] na pagina superior dos cotilédones;

auséncia de esporulagdo na pagina inferior. Sp = pustulas de pequenas dimensdes

espalhadas na pagina superior dos cotilédones, desde poucas [mP, FP] a muitas [MP];

pustulas de pequenas dimensdes na pagina inferior dos cotilédones [mP, FP]. S3 =

pustulas de pequenas [FP, MP] a grandes dimensdes [LP, CP] na pagina superior dos
cotilédones; pustulas de grandes dimensdes [LP] ou coalescentes [CP] na pagina inferior

dos cotilédones, ou colapso de tecidos [tc] na planta.
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4.3 - Material e Métodos

4.3.1 - Material Vegetal

No Quadro 4.1 apresenta-se a lista das variedades e cultivares de B. oleracea
utilizadas no presente estudo. Na avaliagdo da patogenicidade foram testadas 40
cultivares de B. oleracea pertencentes a diferentes variedades botanicas e com
proveniéncias geograficas diversas, representativas da diversidade genética de uma
coleccao de 410 amostras previamente avaliadas em relagdo ao isolamento Ac 502 da
Lourinha (Santos et al., 1996). A B. oleracea de Ciclo Curto (CrGC 3.4) foi utilizada
como testemunha, devido a ter sido previamente seleccionada, por apresentar fendtipos
de interac¢do de elevada susceptibilidade com os isolamentos portugueses de A. candida

colhidos em B. oleracea.

4.3.2 - Isolamentos

Na avaliagao foram utilizados oito isolamentos de 4. candida, de hospedeiros
diversos, colhidos em diferentes regides geograficas do Pais (Quadro 4.2), o que
permitiu avaliar a variagdo entre os isolamentos e as interacgdes especificas isolamento

X amostra.

4.3.3 - Delineamento experimental e conduc¢io do ensaio

A avaliagdo das resisténcias foi feita em tabuleiros alveolados com casualizagao
aleatoria completa das 40 cultivares de B. oleracea utilizadas, e trés repeticdes por
cultivar. A sementeira foi feita a profundidade de 0,5 cm, em tabuleiros de 160 alvéolos
de 3x3x5, cm dispostos em 16 linhas de 10, previamente cheios de composto Levington
Fo®. Em cada repeticdo, as sementes de uma dada cultivar ocupavam uma linha do
tabuleiro. Apds a distribuigdo das sementes, estas foram cobertas com uma camada de
0,3 cm de vermiculite, e os tabuleiros com as plantas colocados noutros de plastico que

lhes serviam de suporte.

A rega pretendeu dar a todas as plantas a maior uniformidade possivel de condicdes.
Numa primeira fase procedeu-se a rega por infiltragdo ascendente, em que com um
regador se colocava agua no tabuleiro de suporte, por forma a humedecer a parte
inferior do substrato contido nos alvéolos. Seguidamente efectuou-se uma rega por
nebulizagdo. Considerou-se um tabuleiro bem regado quando, simultaneamente, a 4gua
da base do tabuleiro tinha sido absorvida, e a vermiculite que cobria as sementes se

encontrava bem humedecida.
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Quadro 4.1 - Lista de amostras de B. oleracea

portugueses de 4. candida.

utilizadas no estudo de patogenicidade dos isolamentos

Caédigo de
Variedade / Cultivar Referéncial Pais de origem
B. oleracea var. acephala:
1 - Borecole "Sel. Dammer" CGN 11140 Holanda
2 - Kale "Chembere Dzagumhana" HRI 4293 Zimbabué
3 - Cavolo "Verza San Giovanni" HRI 4773 Italia
4 - Kale "Giant Jersey" HRI 6226 Inglaterra
5 - Kale "K 269" HRI 7538 Japdo
6 - Kale "Jersey" HRI 7824 Inglaterra
7 - Kale HRI 8207 Siria
8 - Couve galega "Tocha Frisada" HRI 9527 Portugal
9 - Couve galega "Branca" HRI 9549 Portugal
10 - Kale ornamental "Red on Green" HRI 9846 Japao
B. oleracea var. botrytis:
11 - Couve-flor "Romanesco Precoce" HRI 4857 Italia
12 - Couve-flor "Romanesco Natalino" HRI 4861 Italia
13 - Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" HRI 4866 Italia
14 - Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type" HRI 4988 Italia
15 - Couve-flor "Winter Marzolo" HRI 5424 Italia
16 - Couve-flor "Autumn Tasman" HRI 6254 Australia
17 - Couve-flor "Romanesco" HRI 7520 Inglaterra
18 - Couve-flor "Modelet" HRI 8266 Israel
B. oleracea var. capitata:
19 - Couve roxa "L. B. Graag Group 1" CGN 11043 Holanda
20 - Couve repolho "L. B. Sel. Smit" CGN 11121 Holanda
21 - Couve ornamental "Fiore Miscuglio" HRI 4886 Italia
22 - Couve repolho "Large Blood Red" HRI 7833 India
23 - Couve repolho "Bacalad" HRI 11490 Portugal
24 - Couve repolho "Bacalad" HRI 11555 Portugal
25 - Couve roxa "Ruby Ball" STOP Bélgica
26 - Couve roxa "Kissendrup" Bricobi Dinamarca
B. oleracea var. costata:
27 - Penca de Mirandela ISA 2 Portugal
28 - Penca de Chaves ISA 19 Portugal
29 - Couve de Valhascos ISA 20 Portugal
30 - Couve de Valhascos ISA 35 Portugal
31 - Couve Gloria de Portugal ISA 134 Portugal
32 - Coivao ISA 178 Portugal
33 - Couve Algarvia ISA 207 Portugal
34 - Couve de Corte ISA 272 Portugal
B. oleracea var. gemmifera:
35 - Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" CGN 14076 Holanda
36 - Couve de Bruxelas "Electra Group 1" CGN 14089 Holanda
37 - Couve de Bruxelas "de la Halle" STOP Bélgica
B. oleracea var. medullosa:
38 - Marrowstem Kale "New Zealand" Medium HRI 7548 Nova Zelandia
B. oleracea var. sabauda:
39 - Couve lombarda "Brusselse Winter" CGN 7102 Dinamarca
B. oleracea de Ciclo Curto:
40 - B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha) CrGC 3.4 E.U.A.

1 crGC = Crucifer Genetic Cooperative, Madison, Wisconsin, EUA; CGN = Center for Genetic Resources,
Wageningen, Holanda; HRI = Horticulture Research International, Wellesbourne, Reino Unido; ISA = Instituto
Superior de Agronomia, Lisboa, Portugal.



Quadro 4.2 - Lista dos isolamentos portugueses de A. candida utilizados no estudo de

patogenicidade
Cédigo! Local de origem Hospedeiro?
Ac 501 Esposende Couve-flor (Bo)
Ac 502 Lourinha Couve-flor (Bo)
Ac 503 Almada Couve Portuguesa
(Bo)
Ac 506 Portimao Nabo (Br)
Ac 508 Lourinha Nabo (Br)
Ac 509 Almada Nabo (Br)
Ac 510 Povoa do Varzim Couve Chinesa (Br)
Ac 513 Portimao Rabano (Rs)

I Ntmero de codigo do banco de isolamentos de A. candida existente na Sec¢do de Horticultura do
Instituto Superior de Agronomia.

2Bo=B. oleracea; Br = B. rapa; Rs = R. sativus.

Os tabuleiros foram entdo colocados numa camara de crescimento, a temperatura de
20°C, com 24 horas de luz continua e uma intensidade luminosa de 350 mmol/mZ.s,
durante seis a sete dias, altura em que se considerou haver total expansdo dos
cotilédones, estando as plantas aptas a ser inoculadas. Durante este tempo, dispensaram-
se as plantas cuidados de rega diarios e, quando necessario, realizaram-se tratamentos

fitossanitarios para combater os afideos.

No dia anterior a inoculagdo, procedeu-se a marca¢ao de um dos cotilédones de cada
planta, uma vez que, cada cotilédone foi testado com um isolamento diferente. A
marcagdo possibilitou uma facil identificacdo do cotilédone a inocular com determinado
isolamento. Para além da casualizacdo das variedades no tabuleiro, procedeu-se a
casualiza¢do da inoculacao dos cotilédones, para cada um dos isolamentos testados, num
delineamento em "split - plot". Tentou-se deste modo distribuir o erro resultante das

sucessivas inoculagdes.

A 1noculagdo foi feita no interior da cdmara de crescimento, com o tabuleiro sobre
uma bancada, a temperatura ambiente constante de 20° C. Em cada cotilédone foram
depositadas duas gotas de 10 pl de um dos indculos usados, com uma concentragao final
de 1 x 105 zodsporos/ml, recorrendo a uma pipeta de Eppéndorf. As técnicas usadas para
manter a viabilidade da suspensdao de zooOsporos (imersdao do recipiente contendo a
suspensao em agua com gelo e agitacao do recipiente), a elaboragdo da cdmara himida,
as condi¢des de infecgdo e de incubacao foram semelhantes as anteriormente referidas
no § 3.2.1.

A avaliagdo das interacgdes fenotipicas resultantes de cada combinagdo planta-
isolamento utilizado foi feita aos 6, 8 ¢ 10 dias apds inoculagdo usando a escala de
avaliacdo de Leckie et al. (1996).
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4.3.4 - Analise de dados

Os fendtipos de interacg@o avaliados ao 10° dia segundo a escala de avaliacio de Leckie er
al. (1996) (cf. § 4.2) foram reagrupados, por forma a porem em evidéncia a sua semelhanca,
em quatro grupos - NN, [(F)N+FN], S; e [Sp+S3l, que correspondem a fenétipos de
interacgdo representativos de imunidade, resisténcia, moderada susceptibilidade (tolerdncia) e

elevada susceptibilidade, respectivamente.

Foi feita uma andlise multivariada em que os dados foram analisados segundo o método de
ordenagio por Andlise em Componentes Principais, seguido de andlise de grupos, utilizando o
método de agregacdo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic averages),
através do programa NTSYS (Numerical Taxonomy System of Multivariate Statistical
Programs), elaborado por Rohlf & Kirk (1993). Fez-se ainda uma Classificagio Automdtica,
utilizando o programa S.P.A.D. (Systdme Portable pour L'Analyse des Données), elaborado
por Lebart et al. (1985). Estes dois tltimos sistemas de classificagio de agregados fornecem
informagdes que sdo complementares, tendo sido utilizado o primeiro para ordenacdo das
cultivares por indices de semelhanga, e 0 segundo para agrupar as interac¢des B. oleracea - A.
candida por critérios de semelhanca.

A Anidlise em Componentes Principais permite dar-nos uma ideia da distribuicio das
amostras (também designadas em taxonomia numérica por OTUs - Unidades Taxondémicas
Operacionais) num espago tridimensional, com um minimo de perda de informagdo. Para
proceder a esta andlise foi elaborada a matriz de dados, Y. do tipo nxp [n linhas, em que n
representa o namero de cultivares amostradas; p colunas, sendo p o nimero de varidveis em
estudo (neste caso temos quatro varidveis dependentes representativas dos fenétipos de
interacgdo por isolamento testado, correspondendo os isolamentos a varidveis nominais). Os
valores yjjde Y foram padronizados por forma a que cada varidvel apresentasse média de zero e
variincia unitdria, transformando cada elemento yijde Y em xj5 = (yij - ¥.j)/s;j, sendo v ; a média
da varidvel de ordem j e sj2 a sua variincia. A matriz dos dados padronizados X(nxp), fornece
as coordenadas dos n pontos em p dimensdes, em gue p representa 0 nimero de varidveis. Para
um dado k<p, o método de Andlise em Componentes Principais, procura um subespaco de k
dimensdes para o qual a soma dos quadrados das distdncias dos n pontos a esse subespago seja
minimo (Digby & Kempton, 1987). Cada ponto é entdo representado pela projecgdo da sua

posigdo inicial nesse subespaco.

Para definir o subespaco de k dimensdes, calcula-se a matriz(pxp) 2=X'X, prosseguindo
a andlise pela determinagdo dos valores e vectores proprios da matriz 2. A matriz de projeccio
(P =V'X, sendo V' a matriz transposta da matriz de vectores proprios), representa a matriz das
Coordenadas dos pontos representativos das amostras no novo sistema de eixos (o primeiro eixo
ou componente principal possui uma determinada direccdo, para a qual se verifica a maxima

dispersdo entre os pontos; o segundo eixo é perpendicular ao primeiro, verificando-se a
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condi¢dio anterior, e assim sucessivamente). Os valores préprios, A\ 10 :‘\2, ........ DA
podem-nos indicar a adequagio do modelo ao subespago de k dimensdes, sendo a variacio
numa dada dimensio 1 dada por }‘1 (A =s2).
k
Lom =3 )\] , @ variacdo dos valores xjj € t , e a variiincia explicada pelo subespago de k

1=1

dimensdes éty /1t p X 100 (Digby & Kempton, 1987). Para valores de k relativamente baixos,
podem-se representar graficamente as dimensoes, combinadas duas a duas, e averiguar o padrio

de distribuiciio das amostras segundo 0s eixos.

O método de andlise de agregados (UPGMA), origina a formagio de grupos onde hd uma
determinada hierarquia. A agregaciio é normalmente feita a partir dos valores da matriz de
distdncias euclidianas médias, ou a partir da matriz dos coeficientes de correlacdol, e é
representada graficamente por fenogramas, isto €, sob a forma de estruturas ramificadas, nas
quais os niveis em que ocorrem as ligagdes dos ramos estdo relacionados com os valores de
semelhanca em que se bassou 0 método (Arnaldo, 1985). Segundo Cabral er af. (1977), este
método consiste em admitir a hipdtese inicial de existirem tantos grupos quanto o nimero de
OTUs em andlise, cujas distdncias (ou correlagdes) entre si sdo dadas pelos valores da matriz
das distincias (ou pelos da matriz das correlagdes). Em seguida faz a selec¢do de pares
semelhantes entre si, € considera cada um desses pares como um grupo. Os novos valores das
distAncias (ou das correlagdes) entre os grupos recém-formados sio calculados, é feita
novamente uma selec¢iio de pares considerados mais proximos, e assim sucessivamente até a

pemiltima fase, quando jd sé existem dois grupos (Cabral er af., 1977).

A Classificagdo Automdtica € um outro método de andlise de agregados que permite
estabelecer uma classifica¢io nde hierdrquica, agrupando as interac¢des em estudo por critérios
de semelhanga, estabelecendo grupos devidamente caracterizados. O sistema é formado pelo
conjunto das amostras, e tem um centro de gravidade. Cada um dos grupos formados por
parti¢iio do sistema inicial gera um subsistema. e tem um centro de gravidade. A definicdo dos
grupos € tanto mais correcta quanto menores forem os valeres da inércia intra-grupos e maior o

valor da inércia inter-grupos.

1 Para quantificar a semelhanga (ou a dissemelhanga) entre as amostras, calcularam-se dois coelicientes de
semelhanga: a distincia euclidiana média e o coeficiente de correlagio.
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4.4 - Resultados e Discussao

4.4.1 - Patogenicidade dos isolamentos de A. candida em B. oleracea.

Nos Anexos IV.1 e IV.2 apresentam-se as frequéncias dos fenotipos de interac¢do obtidos

nas combinagdes B. oleracea - A. candida.

No Quadro 4.3 apresentam-se as infecgdes percentuais obtidas no conjunto das
interaccdes B. oleracea - A. candida. Verifica-se que para os isolamentos homodlogos
(provenientes de B. oleracea), estas se situam entre os 30,0 e os 100,0%, ndo havendo uma
unica cultivar que apresente, no conjunto das plantas testadas, total resisténcia a qualquer um
dos trés isolamentos testados, rondando em média os valores de infec¢do os 89,4%. Para os
isolamentos nao homologos, as percentagens de infeccdo obtidas situam-se entre os 0,0 e os
56,6%, mas apresentando em média valores da ordem dos 4,0%, bastante inferiores aos

verificados no primeiro caso.

Na Figura 4.3 encontram-se as contribuicdes médias de cada um dos isolamentos para
cada classe fenotipica, e os respectivos erro e desvio padrao. Ha evidéncia de uma grande
diferenga de comportamento entre dois grupos de isolamentos, relativamente as interac¢des
incluidas nas classes representativas de resisténcia, [(F)N+FN], e de elevada susceptibilidade,
[S2+S3].

Assim, enquanto que os isolamentos Ac 501 (Esposende), Ac 502 (Lourinhd) e Ac 503
(Costa de Caparica), provenientes de B. oleracea, apresentam baixas frequéncias de inclusao
na classe [(F)N+FN], e elevadas na classe [S2+S3], passa-se precisamente o contrario com o0s
1solamentos Ac 506 (Portimao), Ac 508 (Lourinhd), Ac 509 (Costa de Caparica) e Ac 510
(Pévoa do Varziml), provenientes de B. rapa, € com o isolamento Ac 513 (Portimao),
proveniente de R. sativus, indicando a partida existirem diferencas entre isolamentos
homologos € nao homologos, revelando o primeiro grupo uma maior patogenicidade nas

cultivares de B. oleracea testadas.

Apesar de se poder afirmar que os isolamentos colhidos em hospedeiros homdlogos
causam, por norma, maiores niveis de infeccao do que os de origem ndo homologa, verifica-se
uma grande variabilidade de resposta por parte das cultivares em estudo, havendo cultivares
que se mostraram susceptiveis a isolamentos de origem nao homologa, sobretudo a
isolamentos de B. rapa, e outras que apresentaram um grau variavel de susceptibilidade aos
isolamentos de B. oleracea, podendo-se dizer que ha uma grande variabilidade entre

cultivares, entre isolamentos, e entre interac¢des cultivar x isolamento (cf. Quadro 4.3).
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dr0 4.3 - InfecgBes percentuais verificadas nas interacgGes B. oleracea - A. candida

Variedade/ Isolamento testado
/Cultivar Ac 501 Ac502 Ac503 AcS506 Ac508 AcS509 AcS510 Ac513
5. oleracea var. acephala:

.porecole "Sel. Dammer" 100,0 100,0  100,0 - 13,8 3:3 - =
.. Kale "Chembere Dzaguimhana" 96,7 96,7 96,6 34 13,3 3.3 33 -
}',Cavolo "Verza San Giovanni"” 93,3 100,0 100,0 - 3.3 6,7 3,3 20,7
|.Kale "Giant Jersey" 533 66,7 83,3 - - - - 33
- Kale "K 269" 100,0  100,0 100,0 - 3.6 - 3,6 -
|.Kale "Jersey” 62,1 79,3 82,7 - - - - -
.Kale 106,0  100,0 100,0 - 3.3 13,8 25,0 7.1

.Couve galega "Tocha Frisada" 86,7 86,7 86.7 - - - 33 -

.Couve galega "Branca” 80,0 96,6 933 - 33 - 33 3,3

.Kale ornamental "Red on Green" 86,6 100,060 100,0 - - - - -

B. oleracea var. botrytis:

.Couve-flor "Romanesco Precoce” 59,3 63,3 70,0 - - - - -

.Couve-flor "Romanesco Natalino” 80,0 90,0 1000 3,6 - - - =

Ceuve-flor "Romanesco Medio Precoce” 57,1 60,7 72,4 - - - = -

-Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type” 100,06 100.0 100,0 - 20,0 - - 6,7

-Couve-flor "Winter Marzolo" 53,3 79.3 96,7 - 3,4 - - -

-Couve-flor "Autumn Tasman™ 100,0 100,06 100,0 33 - - - 33

.Couve-flor "Romanesco” 73,3 73,3 70.0 - - - - -

.Conve-flor "Modelet" 100,0  100,0 96,7 - 8,0 - 33 -

B. oleracea var. capitata:

-Couve roxa "L. B. Graag Group 100,0  100,0 1000 - 10.0 - 6,7 -

-Couve repolhe "L. B. Sel. Smit" 100,06 100,0 1000 133 6,7 26,7 6.7 a3

-Couve omamental "Fiore Miscuglio” 100,0 100,0 1000 - 23 - -~ -
|-Couve repolho "Large Blood Red” 100,0 100,0 100.0 20,0 40,0 20,0 30,0 6,7
|-Couve repolho "Bacald" 66,6 62,1 62,1 - - - - -
i-Couve repelho "Bacald” 30,0 51,7 41,4 - 3.4 - - -
|-Couve roxa "Ruby Ball" 100,0 1000 1000 - - 33 - -
|-Couve roxa "Kissendiup” 96,7 100,0 1000 - 13 - 3.3 -

B. oleracea var. costata;

-Penca de Mirandela 96,0  100,0 96,7 - - 3.3 3,6 3.3

‘Penca de Chaves 63,3 96,7 100.0 - 6,7 3,3 - -

-Couve de Valhascos 100,0  100,0 100,0 - - = 3,6 6,7

-Couve de Valhascos 100,0  100,0 1000 3.3 13.3 7.4 12,5 -

"Couve Gléria de Portugal 67.9 64.3 S - - = = -

-Coivip 88,5 81,5 70,0 - 3,7 - - ~

‘Couve Algarvia 522 586 66,7 - - 5.0 - -

‘Couve de Corte 96.0 100,0 96,7 - - 5.0 - 3.6

B. oleracea var. gemmifera:

‘Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem” 100,0  100,0 100,0 = 13,3 - - -

Couve de Bruxelas "Electra Group 1" 100.0  100,0 1000 = 33 - 3.3 =

‘Couve de Bruxelas "de la Halle" 100,6 1000 96,3 - 10,0 - 6.8 -

8. oleracea var, medullosa:
Marrowstem Kale "New Zealand” Medium 100,0 100,06 100 3.3 6,7 - - -

8. 0leracea var. sabauda
Louve lombarda "Brusselse Winter" 100,06 100,0  100,0 46,7 50,0 50,0 56,6 8.3

B tleracea de Ciclo Curto:
Oleraces CrGC 3.4 (testemunha) 100,0  100.0 1000 33 13.3 11.1 20,0 -
Hédia 870 902 909 2.5 65 41 50 1.8
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Muitas das cultivares testadas apresentam uma completa susceptibilidade aos isolamentos
de origem homologa, ndo se tendo detectado uma unica planta resistente, independentemente
do isolamento testado. Estdo neste caso as cultivares Kale (7), Couve-flor "Autumn Italian
Pyramid Type" (14), Couve repolho "L. B. Sel. Smit" (20), Couve de Valhascos (29), Couve
de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" (35), Marrowstem Kale "New Zealand" Medium (38),
Couve lombarda "Brusselse Winter" (39), e a B. oleracea de ciclo curto CrGC 3.4 (40), entre
outras (cf- Quadro 4.3), abrangendo cultivares pertencentes a todas as variedades botanicas de

B. oleracea testadas.

Nalgumas cultivares, a susceptibilidade a A. candida de origem homologa ndo ¢ total,
tendo-se detectado um numero varidvel de plantas resistentes por cultivar. Neste caso a
resisténcia a 4. candida €, a maior parte das vezes, funcdo do isolamento testado. Entre
outras, comportam-se desta forma as cultivares Kale "Giant Jersey" (4), em que a
percentagem de plantas resistentes varia entre 17,7%, para o isolamento Ac 503, e 47,7%, para
0 Ac 501; a Couve-flor "Romanesco Precoce" (11), em que aqueles valores variam entre 30,0
%, para o isolamento Ac 503, e 40,7%, para o Ac 501; a Couve repolho "Bacala" (24), em que
os valores variam entre 48,3%, para o isolamento Ac 502, e 70,0% para o Ac 501; e a Couve
Gloria de Portugal (31), onde se detectaram percentagens de resisténcia entre os 32,1%, para o
isolamento Ac 501, e os 42,3%, para o Ac 503, o que denota uma grande variabilidade de

resposta das cultivares face aos isolamentos.

De entre as cultivares que se mostraram susceptiveis a infec¢des cruzadas, destacam-se
pela sua maior susceptibilidade, a Couve lombarda "Brusselse Winter" (39), susceptivel a
todos os isolamentos de origem ndo homologa testados, com percentagens de infec¢do que se
situam entre os 3,3%, para o isolamento Ac 513 de R. sativus, e os 56,6%, para o isolamento
Ac 510 de B. rapa; a Couve repolho "Large Blood Red" (22), cujos valores de infecgdo
variam entre os 6,7%, para o isolamento Ac 513, e os 40,0%, para o Ac 508; a Couve repolho
"L. B. Sel. Smit" (20), em que estes valores variam entre os 3,3%, para o isolamento Ac 513, e
0s 26,7%, para o Ac 509; a Cavolo "Verza San Giovanni" (3), cujos valores de infeccdo se
situam entre os 3,3%, para os isolamentos Ac 508 e Ac 510, e os 20,7%, para o isolamento Ac
513; a Kale (7), com valores entre os 3,3%, para o isolamento Ac 508, e os 25,0%, para o Ac
510; e a Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type" (14), que mostrou ser apenas susceptivel
aos isolamentos Ac 513 (6,7% de plantas infectadas) e Ac 508 (com 20,0% de infeccdes).

As cultivares Kale "Chembere Dzagumhana" (2), Couve de Valhascos (30) e a
testemunha B. oleracea de ciclo curto CrGC 3.4 (40), apenas mostraram ter susceptibilidade
aos isolamentos de origem ndo homologa provenientes de B. rapa. Nestas, a susceptibilidade
também mostrou ser funcdo do isolamento testado. Assim, na Kale "Chembere Dzagumhana"
(2), os niveis de infec¢do situaram-se entre os 3,3-3,4%, para os isolamentos Ac 506, Ac 509 e

Ac 510, e os 13,3%, para o isolamento Ac 508; na Couve de Valhascos (30), estes situam-se
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entre os 3,3%, para o Ac 506, e os 13,3%, para o Ac 508; e na B. oleracea de ciclo curto
CrGC 3.4 (40), entre os 3,3%, para o Ac 506, e os 20,0%, para o Ac 510.

Das cultivares que apresentaram susceptibilidade a infec¢des cruzadas, a Kale "Giant
Jersey" (4), foi a inica a ser exclusivamente infectada pelo isolamento Ac 513, proveniente de
R. sativus, o que a coloca numa posi¢do peculiar, uma vez que este isolamento mostrou ser,
por norma, menos patogénico em B. oleracea do que os restantes isolamentos nao homodlogos,

provenientes de B. rapa.

Para avaliar toda esta variabilidade recorreu-se, como referido, ao método de ordenacao
por Analise em Componentes Principais, ¢ ao de agregacdo UPGMA, para caracterizagao de
cultivares e isolamentos; ¢ ao método de Classificagdo Automatica para caracterizagdo das

interac¢oes B. oleracea - A. candida.

Os objectos em analise - cultivares de B. oleracea ou OTUs - seriam representados no
modelo real por pontos num espago multidimensional, definido por 32 dimensdes diferentes
(correspondentes as combinagdes classe fenotipica - isolamento testado), os caracteres. Ao
fazer a sua representacdo num modelo tridimensional, segundo os dois planos definidos pelas
trés primeiras componentes principais, estamos a efectuar uma distor¢cao da realidade. Neste
caso, 65,7% da variancia ¢ explicada nos trés primeiros eixos (Quadro 4.4), pelo que se pode

considerar ser o modelo tridimensional suficientemente representativo da realidade.

Quadro 4.4 - Variancia explicada nos trés primeiros eixos (componentes principais).

Eixo Valor proprio! Variancia (%) Variancia acumulada (%)
1 11,335600 36,5665 36,5665
2 5419733 17,4830 54,0495
3 3,607121 11,6359 65,6853

1 Trago da matriz = 31.

Nas Fig. 4.4 e 4.5 encontram-se as projecc¢oes dos caracteres e das OTUs segundo os

planos definidos pelas trés primeiras componentes principais.
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Na projec¢do das 32 combinagdes classe fenotipica-isolamento segundo o plano definido

pelas componentes 1-2 (Fig. 4.4), verifica-se que:

1) para cada classe fenotipica da escala de Leckie et al. (1996) (c¢f. § 4.2) - aqui
representadas duma forma simplificada por NN, FNL S; ¢ S»2 (¢f. § 4.3.4) - ha uma nitida
separagdo entre caracteres que caracterizam isolamentos homoélogos (Ac 501=a, Ac 502=b e
Ac 503=c) e ndo homologos (Ac 506=d, Ac 508=e, Ac 509=f, Ac 510=g ¢ Ac 513=h), isto &,
os caracteres NNa e NNb3 estdo espacialmente separados dos NNd, NNe, NNf, NNg e NNh;
os FNa, FNb e FNc estdo separados dos FNd, FNe, FNf, FNg ¢ FNh; o mesmo acontece
relativamente aos caracteres representativos das classes S1 e S2, havendo separacdo entre os

provenientes de isolamentos homologos e ndo homdlogos.

i1) os caracteres S1h e S2h distanciam-se dos restantes S1 e S2 derivados de isolamentos
nao homologos (S1d, Sle, S1fe Slg; S2d, S2e, S2f e S2g).

ii1) as OTUs distribuem-se espacialmente pela influéncia que os valores dos caracteres
apresentam relativamente as duas primeiras componentes principais. A cultivar Couve
lombarda "Brusselse Winter" (39) aparece completamente destacada das restantes. As
cultivares Kale (7), Kale ornamental "Red on Green" (10), Couve repolho "L. B. Sel. Smit."
(20), Couve repolho "Large Blood Red" (22), Couve de Valhascos (30) e a testemunha B.
oleracea de ciclo curto CrGC 3.4 (40), aparecem também relativamente isoladas. As restantes
distribuem-se por trés grupos, sendo um dos grupos formado pelas cultivares 4, 6, 11, 13, 15,
17, 18, 23, 24, 31 e 33; outro pelas cultivares 8, 9, 12, 29 e 32; e o ultimo pelas cultivares 1, 2,
3,5,14, 16, 19, 21, 25, 26, 27, 28, 34, 35, 36, 37 e 38. No entanto, algumas destas cultivares
acabam por se agrupar de forma diferente no plano definido pelas componentes 1-3 (cf. Fig.
4.5b).

Na projec¢do das 32 combinagdes classe fenotipica-isolamento segundo o plano definido

pelas componentes 1-3 (cf. Fig. 4.5), verifica-se que:

1) os caracteres NNa e NNb e os Sla, SIb e Slc distanciam-se dos restantes NN e S1
derivados de isolamentos ndo homologos (NNd, NNe, NNf, NNg e NNh; S1d, Sle, S1f, Sige

S1h), tal como acontecia no plano definido pelas componentes 1-2.

11) os caracteres S1h e S2h aparecem ainda isolados dos restantes caracteres S1 e S2, o
que parece indicar estarmos na presenca de um isolamento distinto dos restantes isolamentos

nao homologos.

i) a cultivar Couve lombarda "Brusselse Winter" (39), continua a aparecer

completamente destacada das restantes. As cultivares Kale (7), Kale ornamental "Red on

1 EN=[(F)N+FN].
2 82=[S2+83].
3 0 isolamento ¢ = Ac 503 nio originou valores na classe NN.
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Green" (10), Couve repolho "L. B. Sel. Smit. (20), Couve repolho "Large Blood Red" (22),
Couve de Valhascos (30) e a testemunha B. oleracea de ciclo curto CrGC 3.4 (40) continuam
a aparecer isoladas. As restantes cultivares reagrupam-se de forma distinta da anterior,
mantendo-se um dos anteriores grupos quase inalterado. A distingdo entre grupos ¢ menos
marcada. Um dos grupos ¢ formado pelas cultivares 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 23, 24, 31, 32 ¢ 33;
outro pelas cultivares 1, 5, 34, 35 e 36; o ultimo pelas cultivares 2, 3, 7, 9, 12, 14, 16, 18, 19,
21, 25,26, 27, 28,29, 37 e 38.

Nas Fig. 4.6 a 4.9 apresentam-se os fenogramas das distancias e das correlacdes entre
caracteres e entre OTUs, obtidos pelo método de agregacio UPGMA. Pela sua analise, a
semelhanga entre caracteres ¢ entre OTUs ¢ mais facilmente visualizada. Analisando o
fenograma das distancias entre caracteres (Fig. 4.6), verifica-se uma nitida separagdo entre
caracteres S1 e S2 de isolamentos homologos e ndo homologos (o que estd de acordo com a
distribuicdo espacial destes caracteres segundo o plano definido pelas duas primeiras
componentes principais, cf. Fig. 4.4). Verifica-se ainda que os caracteres mais semelhantes
entre si sdo os S2a ¢ S2b; os FNb ¢ FNc, e os S1d ¢ S1f. Pode-se considerar a formacgao de

dois grandes grupos, e dentro destes varios subgrupos.

No primeiro grupo, onde estdo englobados todos os caracteres FN, os caracteres NNa e

NNb, e os Sla, S1b e Slc, destacam-se os subgrupos formados pelos caracteres:
1) NNa, NNb, FNa, FNb e FNc.
i1) Sla, Slbe Slec.
ii1) FNd, FNe, FNf e FNg.
iv) FNh.

Deste grupo ressalta a semelhanca entre caracteres FN, e entre caracteres S1 de
isolamentos colhidos em B. oleracea, e também a existente entre caracteres FN de
isolamentos provenientes de B. rapa. O caracter FN, caracteristico do isolamento colhido em
R. sativus (FNh), revelou ser o mais dissemelhante do grupo. Estas observacdes sao

confirmadas por andlise do fenograma das correlagdes entre caracteres (Fig. 4.7).

No segundo grupo, encontram-se todos os caracteres NN e S1 de isolamentos ndo
homologos, e a totalidade dos caracteres S2. Os subgrupos formados sdo os seguintes:

1) S2a, S2b e S2c.

i1) S1d, Sle, S1f, S1g, S2d, S2e, S2fe S2g.
ii1) S1h e S2h.

iv) NNd, NNe, NNf, NNg ¢ NNh.

Por analise deste grupo verificamos que os caracteres S2 de isolamentos de origem

homologa revelam proximidade entre si, e distancia relativamente aos caracteres S2 de origem
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nao homologa. Os caracteres S1h e S2h sdo proximos entre si € estdo bastante afastados de
qualquer outro caracter S1 ou S2, independentemente da sua origem. Os caracteres Slg, Sle e
S2e sdo os que se mostram mais distantes dos restantes caracteres S1 e S2 dos isolamentos de
B. rapa, e os que mais proximo se situam dos caracteres S2 dos isolamentos de B. oleracea.
Estes dados sdao confirmados por analise do fenograma das correlagdes entre caracteres (cf.
Fig. 4.7), que mostra também existir uma correlagdo negativa entre os dois grandes grupos

formados.

Por andlise conjunta dos dois fenogramas (o da distancia e o da correlacdo entre
caracteres), verifica-se que, de entre os isolamentos homologos (Ac 501=a, Ac 502=b e Ac

503=c), os mais semelhantes entre si sao o Ac 501 (Esposende) e Ac 502 (Lourinha).

O fenograma das distancias entre OTUs (cultivares) revela a existéncia de nove grupos

(A,B,C,D,E, F,G,Hel,cf Fig. 4.8. O grupo A abrange as cultivares 1 a 34. O grupo B,
engloba as cultivares 2 a 14. Neste grupo distinguem-se dois subgrupos distintos: By,

formado pelas cultivares 2 a 38, e By, formado pelas cultivares 21 a 27. Ao conjunto formado

por estes dois subgrupos agregam-se, numa fase posterior, as cultivares 12, 9 e 14. Os dois
primeiros grupos (A e B), formam no seu conjunto um grande grupo, ao qual se vai ligar o
grupo C, constituido pelas cultivares 4 a 24. O grupo D ¢ constituido pelas cultivares 15 a 29,
o E pelas cultivares 3 e 7, o F pela 23, o G pelas 10, 30 e 40. O grupo H engloba as cultivares

20 e 22, e o I a cultivar 39, que aparece destacada das restantes.

As cultivares que se revelaram mais semelhantes entre si, em termos de proximidade
espacial, sdo a Kale "K 269" (5) e a Couve de Bruxelas "Electra Group 1" (36); a Couve roxa
"Kissendrup" (26) e a Marrowstem Kale "New Zealand" Medium (38); a Couve ornamental
"Fiore Miscuglio" (21) e a Penca de Chaves (28); a Kale "Giant Jersey" (4) e a Kale "Jersey"
(6); a Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" (13) e a Couve-flor "Romanesco" (17); a
Couve Gloria de Portugal (31) e a Couve Algarvia (33); e finalmente a Couve galega "Tocha
Frisada"(8) e a Coivao (32) A cultivar mais dissemelhante ¢ a Couve lombarda "Brusselse
Winter" (39). A distribuicdo espacial peculiar desta OTU ¢ influenciada pelos elevados
valores dos caracteres S1d, Sle, S1f, S1g, S2d, S2e, S2f e S2g no plano definido pelos eixos
1-2 e 1-3, e pelos valores relativamente baixos dos restantes caracteres, ou seja, mostra ser a

mais susceptivel a isolamentos de A. candida de origem nao homologa.

No fenograma das correlagdes entre cultivares, as cultivares em andlise sdo agrupadas de
uma forma bastante distinta da anterior (cf. Fig. 4.9). Ele revela a existéncia de trés grandes
grupos (A", B' e C'). O grupo A' ¢ constituido por trés grupos de menores dimensdes (A'1, A'p
e A'3). O A"y € formado pelas cultivares 1 a 40, e € quase coincidente com o anterior grupo A,
estabelecido a partir do fenograma das distancias (cf. Fig. 4.8); o A'p engloba as cultivares 10

e 30 (que formavam o nucleo central do anterior grupo G), e o A'3 as cultivares 20, 22 e 39

(que constituiam os anteriores grupos H e I). As cultivares 2 a 7 constituem o grupo B' (sdo as
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que constituiam os anteriores grupos B e E, a excepc¢do da cultivar 23, que ndo aparece em
B'), e as 4 a 29 constituem o grupo C'. Em C' podemos considerar cinco pequenos grupos (C',

constituido pelas cultivares 4, 6 e 11; C'p, pelas 13 a 31; os grupos C'3, C'g e C's, sdo

constituidos pelas cultivares 8 e 15, 23 e 32, e 18 e 29, respectivamente, e encontram-se mais

fracamente correlacionados com os restantes).

As cultivares do primeiro grande grupo (A') mais correlacionadas entre si sdo: a Kale "K
269" (5) e a Couve de Bruxelas "Electra Group 1" (36)! ; a Couve de Corte (34) ¢ a B.
oleracea de ciclo curto CrGC 3.4 (40); a Kale ornamental "Red on Green" (10) e a Couve de
Valhascos (30); e finalmente a Couve repolho "Large Blood Red" (22) e a Couve lombarda
"Brusselse Winter" (39)!. As duas ultimas estdo correlacionadas com a Couve repolho "L. B.
Sel. Smit" (20), constituindo um grupo, (A'3), constituido pelas cultivares que se revelaram
mais susceptiveis aos isolamentos de origem ndo homologa, independentemente da origem do
isolamento testado. A Couve lombarda "Brusselse Winter" (39) ¢, das trés, a que apresenta
maior susceptibilidade, o que explica o seu distanciamento das outras no fenograma das
distancias entre OTUs (cf. Fig.4.8), ¢ a sua peculiar distribui¢do espacial segundo os dois

planos definidos pelas trés primeiras componentes principais (cf. Fig. 4.4 ¢ 4.5).

No segundo grande grupo (B'), as cultivares mais correlacionadas entre si, sdo: a Couve
roxa "Ruby Ball" (25) ¢ a Couve roxa "Kissendrup" (26)!, e a Couve ornamental "Fiore
Miscuglio" (21) e a Penca de Chaves (28)!. A Cavolo "Verza San Giovanni" (3) e a Kale (7)
constituem um dos grupos existentes em B', fracamente correlacionado com os restantes, e
tém como caracteristicas comuns o facto de se mostrarem susceptiveis a todos os isolamentos
de origem nao homologa, a excepcdo do Ac 506 de B. rapa, e de serem as cultivares mais

susceptiveis ao isolamento Ac 513, de R. sativus.

No terceiro grupo (C'), as cultivares mais correlacionadas entre si, sdo: a Kale "Jersey" (6)
e a Couve-flor "Romanesco Precoce" (11); a Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" (13) e a
Couve-flor "Romanesco" (17)1; a Couve repolho "Bacald" (24) e a Couve Algarvia (33)!. Este
grupo, engloba as cultivares que revelaram ter menor grau de susceptibilidade a A. candida de
origem homologa, e esta negativamente correlacionado com os outros dois (r = - 0,273). E
neste grupo que se encontram as cultivares que potencialmente apresentam resisténcia a A.

candida.

No Quadro 4.5 encontra-se a distribuicdo das 320 interac¢des testadas cultivar x
isolamento nos quatro grupos definidos por Classificagdo Automatica, de acordo com a

semelhanca evidenciada entre elas. Cada grupo formado ¢ caracterizado:

I Para um indice de correlagdo superior a 0,800.
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Quadro 4.5 - Distribuicdo das interac¢des B. oleracea - A. candida nos quatro grupos definidos por Classificacdo Automatica.

Variedade/cultivar
de B. oleracea

Isolamento de A. candida

Ac 501

Ac 502

Ac 503

Ac 506

Ac 508

Ac 509

Ac 510

Ac 513

B. oleracea var. acephala:
1 - Borecole "Sel. Dammer"
2 - Kale "Chembere Dzagumhana"
3 - Cavolo "Verza San Giovanni"
4 - Kale "Giant Jersey"
5 - Kale "K 269"
6 - Kale "Jersey"
7 - Kale
8 - Couve galega "Tocha Frisada"
9 - Couve galega "Branca"
10 - Kale ornamental "Red on Green"

B. oleracea var. botrytis:
11 - Couve-flor "Romanesco Precoce"
12 - Couve-flor "Romanesco Natalino"
13 - Couve-flor "Romanesco Medio Precoce"
14 - Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type"
15 - Couve-flor "Winter Marzolo"
16 - Couve-flor "Autumn Tasman"
17 - Couve-flor "Romanesco"
18 - Couve-flor "Modelet"

B. oleracea var. capitata:
19 - Couve roxa "L. B. Graag Group 1"
20 - Couve repolho "L. B. Sel. Smit"
21 - Couve ornamental "Fiore Miscuglio"
22 - Couve repolho "Large Blood Red"
23 - Couve repolho "Bacala"
24 - Couve repolho "Bacala"
25 - Couve roxa "Ruby Ball"
26 - Couve roxa "Kissendrup"
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Quadro 4.5 (Continuagao) - Distribuicdo das interac¢des B. oleracea - A. candida nos quatro grupos definidos por Classificacdo Automatica.

Variedade/cultivar
de B. oleracea

Isolamento de A. candida

Ac 501

Ac 502

Ac 503

Ac 506

Ac 508

Ac 509

Ac 510

Ac 513

B. oleracea var. costata:
27 - Penca de Mirandela
28 - Penca de Chaves
29 - Couve de Valhascos
30 - Couve de Valhascos
31 - Couve Gloria de Portugal
32 - Coivao
33 - Couve Algarvia
34 - Couve de Corte

B. oleracea var. gemmifera:
35 - Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem"
36 - Couve de Bruxelas "Electra Group 1"
37 - Couve de Bruxelas "de la Halle"

B. oleracea var. medullosa:
38 - Marrowstem Kale "New Zealand" Medium

B. oleracea var. sabauda:
39 - Couve lombarda "Brusselse Winter"

B. oleracea de Ciclo Curto:
40 - B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha)
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1) pelo predominio de um ou mais fenotipos de interac¢dao (quando o valor do critério!
para esses fenotipos ¢ igual ou superior ao valor 2, e a probabilidade de terem sido incluidos

ao acaso proxima do valor zero).

i1) pela baixa frequéncia de outro ou outros fendtipos de interaccao (quando o valor da
entidade critério para esses fenodtipos ¢ igual ou inferior ao valor -2, com probabilidade

proxima de zero). No Anexo IV.3 encontra-se a caracterizagao dos grupos formados.

Por andlise do Quadro 4.5 verifica-se que, 197 das 200 interacgdes nao homologas
(98,5%) B. oleracea - A. candida testadas, foram incluidas nos grupos 1 e 3, caracterizados
por elevadas frequéncias do fenotipo de interaccao [(F)N+FN] (critério = 15,395; 164
interacgoes - grupo 1) e NN (critério =15,391; 33 interac¢des - grupo 3), respectivamente
(Anexo IV.3). As restantes trés, correspondendo as interac¢des da Couve Lombarda
"Brusselse Winter" (39) com os isolamentos Ac 506, Ac 509 e Ac 510 de B. rapa, foram
incluidas no grupo 4, caracterizado por uma elevada frequéncia do fenotipo de interacgdo Sy
(critério = 14,307) e baixo valor de [(F)N+FN] (critério = - 4,992), revelador de

susceptibilidade, o que esta de acordo com os resultados anteriormente obtidos.

As 120 interacgdes homologas foram incluidas na sua quase totalidade (117 das 120

interacgoes, ou seja, 97,5% ) nos grupos 2 e 4 (cf. Anexo IV.3).

O grupo 2, caracterizado por elevada frequéncia do fenotipo de interac¢do [S»+S3]
(critério = 16,551), e por muito baixas frequéncias dos fenotipos de interaccdo [(F)N+FN]
(critério = - 14,887) e NN (critério = - 5,045) inclui 91 das 120 interaccdes (75,8%), revelando
grande susceptibilidade das cultivares aos respectivos isolamentos homdlogos. O grupo 4, ja
anteriormente definido, agrupa as interacgdes representativas de susceptibilidade moderada,
abrangendo 26 das 120 interac¢des homologas (21,7%). As restantes trés interacgdes
homologas, correspondem as interac¢des da couve-flor "Romanesco Precoce” (11) com o
isolamento Ac 502, e as da Couve Repolho "Bacala" (24) com os isolamentos Ac 501 e Ac
503, e distribuem-se pelos grupos 3, 3 e 1, respectivamente, pondo estas cultivares em
situagdo de destaque, uma vez que revelam menor susceptibilidade aqueles isolamentos de

origem homologa.

A Classificacdo Automatica permite ainda a conotacao dos grupos formados com alguns
dos isolamentos de A. candida. Enquanto o grupo 1 se identifica com as interacgdes de B.
oleracea com os isolamentos Ac 508 (critério = 7,56), Ac 509 (critério = 7,56), Ac 506

(critério = 6,89) e, em menor grau, com o isolamento Ac 513 (critério = 3,42), o grupo 3

1 Um determinado fenotipo de interaccdo (FI) caracteriza tanto melhor um grupo quanto mais o valor do critério for superior
a 2; a baixa frequéncia de um FI num grupo ¢ tanto mais relevante quanto mais o valor do critério for inferior a -2. Um
critério forte, num sentido ou noutro, deve, em valor absoluto, afastar-se o mais possivel do valor dois (St. Aubyn,
comunicagdo pessoal).
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identifica-se sobretudo com o isolamento Ac 510 (critério = 6,76), € em menor grau, com 0
Ac 513 (critério = 2,88). Por seu turno, o grupo 2, que abrange interac¢des altamente
susceptiveis identifica-se fortemente com os isolamentos Ac 503 (critério = 7,84), Ac 502
(critério = 6,81) e Ac 501 (critério = 5,17), e o grupo 4, com interacgdes reveladoras de
moderada susceptibilidade, identifica-se sobretudo com o isolamento Ac 501 (critério = 4,49),

e em menor grau, com o Ac 502 (critério =2,51).

Pelo anteriormente referido parece ndo haver dividas acerca da maior patogenicidade dos
isolamentos de 4. candida de natureza homologa, quando comparados com os restantes, pelo
que nos pareceu da maior conveniéncia fazer a andlise em separado das interacgdes
homologas e ndo homologas B. oleracea - A. candida, por forma a melhor poder averiguar das

diferengas entre cultivares de B. oleracea e/ou entre isolamentos de A. candida.

4.4.1.1 - Interaccoes homologas B. oleracea - A. candida.

Ao analisar os valores percentuais médios de infeccdo causados por isolamentos de A.
candida de origem homologa em B. oleracea (cf. Quadro 4.3), verifica-se a existéncia de uma
gradagdo destes ao longo da sequéncia Ac 501 (Esposende) —> Ac 502 (Lourinhd) —> Ac
503 (Costa de Caparica), apesar daqueles valores nao diferirem muito entre si (87,0%, para o
Ac 501; 90,2%, para o Ac 502; e 90,9% para o Ac 503). Quando se compara, para cada um
destes isolamentos, os valores percentuais médios de inclusdo das cultivares por eles
infectadas na classe de susceptibilidade maxima ([S+S3]) (¢f. Anexo IV.1), verifica-se uma
gradacao no mesmo sentido (75,1%, para o Ac 501; 79,1%, para o Ac 502; e 85,6%, para o Ac
503), o que nos leva a supor haver uma maior patogenicidade do isolamento Ac 503. O
1solamento Ac 501 parece ser o menos patogenico, € o Ac 502 parece situar-se numa posicao
intermédia entre os dois anteriores. Este facto poderia explicar as diferenca de valores
verificados para a entidade critério no anterior grupo 2, de susceptibilidade maxima, mais
conotado com o isolamento Ac 503 do que com os outros dois, € menos com o Ac 501 do que
com o Ac 502 (c¢f. § 4.4.1); e também o facto de o anterior grupo 4, revelador de
susceptibilidade moderada, se identificar mais com os isolamentos Ac 501 e Ac 502 (mas

mais com o primeiro do que com o segundo).

Esta diferenga de comportamento face aos isolamentos ndo existe nalgumas cultivares
muito susceptiveis (como a Couve de Bruxelas "de la Halle" (37), entre outras, cujas plantas
responderam com igual susceptibilidade, independentemente do isolamento de origem
homologa testado, sendo todos os fenotipos de interac¢do incluidos na classe [So+S3]), mas
sim naquelas em que ocorreram, em maior ou menor grau, fenotipos de interaccdo
representativos de susceptibilidade moderada e/ou de resisténcia [Kale "Giant Jersey" (4),

Kale "Jersey" (6), Couve galega "Branca" (9), Couve-flor "Romanesco Precoce"(11), Couve-
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flor "Romanesco Natalino" (12), Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" (13), Couve-flor

n

"Winter Marzolo" (15), e a Couve repolho "Bacala" (24), entre as menos susceptiveis; ou em
cultivares com total susceptibilidade, como as Couves de Valhascos (29) e (30), mas nas quais
existem plantas enquadradas na classe S1] (cf. Anexo IV.1). E a custa destas cultivares que se
detecta esta tendéncia geral de maior patogenicidade ao longo da sequéncia Ac 501 —> Ac

502 —> Ac 503.

No Quadro 4.6 encontra-se a distribuicao das 120 interac¢gdes homologas B. oleracea - A.
candida nos quatro grupos formados por Classificagio Automdtica. A caracterizagdo dos
grupos encontra-se no Anexo IV.4. No Quadro 4.7 encontra-se a distribuicdo percentual dos
fenotipos de interac¢do em cada um dos grupos formados por Classificagio Automatica, para
as combinac¢des homologas B. oleracea - A. candida, ¢ a sua distribuicdo percentual no

conjunto dessas 120 interacgdes.

O grupo 1, no qual se incluem 82 das 120 interacg¢des (68,3%), € caracterizado por uma
elevada frequéncia do fenotipo de interac¢do [Sp+S3] (critério = 9,936) e muito baixas
frequéncias dos restantes (Quadro 4.7 ¢ Anexo IV.4). Inclui interacgdes B. oleracea - A.
candida  altamente compativeis, ou seja, cultivares muito susceptiveis ao respectivo

isolamento testado.

Assim, verifica-se que nas cultivares Borecole "Sel. Dammer" (1), Kale "Chembere
Dzagumhana" (2), Cavolo "Verza San Giovanni" (3), Kale "K 269" (5), Kale (7), Kale
ornamental "Red on Green" (10), Couve-flor "Romanesco Natalino" (12), Couve-flor
"Autumn talian Pyramid Type" (14), Couve-flor "Autumn Tasman" (16), Couve roxa "L. B.
Graag Group 1" (19), Couve repolho L. B. Sel. Smit." (20), Couve ornamental "Fiore
Musciglio" (21), Couve repolho "Large Blood Red" (22), Couve Roxa "Ruby Ball" (25),
Couve Roxa "Kissendrup" (26), Penca de Mirandela (27), Penca de Chaves (28), Couve de
Valhascos (30), Couve de Corte (34), Couve de Bruxelas "Gr. Sel. V. Prooiem" (35), Couve
de Bruxelas "Electra Group 1" (36), Couve de Bruxelas "de la Halle" (37), Marrowstem kale
"New Zealand" Medium (38), Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39) e CrGC 3.4 (40) de
B. oleracea, apenas se verificam combinagdes altamente compativeis, independentemente do

1solamento homoélogo de A. candida testado (cf. Quadro 4.6).

O grupo 2 engloba 23 interaccdes e ¢ caracterizado por uma elevada frequéncia do
fenotipo de interacgdo [(F)N+FN], baixo [S»+S3] e algum Sy (critérios de 8,871, - 6,770 e
2,804, respectivamente, cf. Quadro 4.7 e Anexo IV.4). Este grupo tem a particularidade de ser
0 que apresenta a mais elevada frequéncia de interac¢des reveladoras de resisténcia (32,5%).
As cultivares "Couve-flor" Romanesco Médio Precoce" (13), Couve-flor "Romanesco" (17),
Couves repolho "Bacala" (23) e Couve Gloéria de Portugal (31), aparecem incluidas neste
grupo (grupo 2), independentemente do isolamento de A. candida de origem homologa

testado.
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Quadro 4.6 - Distribuicdo das interacgdes homologas isolamento-hospedeiro nos quatro grupos definidos por
Classificacdo Automatica.

Isolamento de A. candida

Variedade/cultivar de B. oleracea Ac 501 Ac 502 Ac 503

B. oleracea var. acephala:

1 - Borecole "Sel. Dammer" 1 1 1
2 - Kale "Chembere Dzagumhana" 1 | 1
3 - Cavolo "Verza San Giovanni" 1 1 1
4 - Kale "Giant Jersey" 2 3 2
5 - Kale "K 269" 1 1 1
6 - Kale "Jersey" 3 3 2
7 - Kale 1 1 1
8 - Couve galega "Tocha Frisada" 3 1 2
9 - Couve galega "Branca" 3 1 1
10 - Kale ornamental "Red on Green" 1 1 1
B. oleracea var. botrytis:
11 - Couve-flor "Romanesco Precoce" 2 3 2
12 - Couve-flor "Romanesco Natalino" 1 1 1
13 - Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" 2 2 2
14 - Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type" 1 | 1
15 - Couve-flor "Winter Marzolo" 2 4 4
16 - Couve-flor "Autumn Tasman" 1 1 1
17 - Couve-flor "Romanesco" 2 2 2
18 - Couve-flor "Modelet" 4 4 1
B. oleracea var. capitata:
19 - Couve roxa "L. B. Graag Group 1" 1 1 1
20 - Couve repolho "L. B. Sel. Smit" 1 1 1
21 - Couve ornamental "Fiore Miscuglio" 1 1 1
22 - Couve repolho "Large Blood Red" 1 | 1
23 - Couve repolho "Bacala" 2 2 2
24 - Couve repolho "Bacala" 3 2 2
25 - Couve roxa "Ruby Ball" 1 1 1
26 - Couve roxa "Kissendrup" 1 1 1
B. oleracea var. costata:
27 - Penca de Mirandela 1 1 1
28 - Penca de Chaves 1 1 1
29 - Couve de Valhascos 4 4 1
30 - Couve de Valhascos 1 1 1
31 - Couve Gléria de Portugal 2 2 2
32 - Coivdo 1 1 2
33 - Couve Algarvia 3 3 2
34 - Couve de Corte 1 1 1
B. oleracea var. gemmifera:
35 - Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" 1 1 1
36 - Couve de Bruxelas "Electra Group 1" 1 1 1
37 - Couve de Bruxelas "de la Halle" 1 1 1
B. oleracea var. medullosa:
38 - Marrowstem Kale "New Zealand" Medium 1 1 1
B. oleracea var. sabauda:
39 - Couve lombarda "Brusselse Winter" 1 1 1

B. oleracea de Ciclo Curto:
40 - B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha) 1 1 1
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Quadro 4.7 - Distribuicao dos fendtipos de interaccdo de combinag¢des homologas 4. candida - B.
oleracea nos quatro grupos definidos por Classificacdo Automatica e na totalidade

das interacgdes.

Percentagem de inclusio

Fenotipo de Grupo 1 Grupo2 Grupo3 Grupo 4 Geral
Interaccao

NN 0,25 1,98 15,28 0,57 1,72
[(F)N + FN] 1,45 32,54 20,40 343 8,93
Sq 291 16,68 16,00 56,35 9,20
[S> + S3] 95,40 48,80 48,32 39,64 80,15

As cultivares Kale "Giant Jersey" (4) e Couve-flor "Romanesco Precoce" (11) aparecem
incluidas neste grupo quando os isolamentos testados sdo o Ac 501 e Ac 503. As interacgdes da
Couve Repolho "Bacald" (24) com os isolamentos Ac 502 e Ac 503 aparecem também incluidas
neste grupo, assim como a interaccdo da Couve-flor "Winter Marzolo" (15) com o isolamento
Ac 501. As interacgdes das cultivares Kale "Jersey" (6), Couve galega Tocha Frisada (8), Coivao
(32) e Couve Algarvia (33) sao também incluidas neste grupo quando o isolamento testado ¢ o
Ac 503, que aparece relacionado com este grupo, embora fracamente (critério = 1,86), (cf.
Anexo IV .4).

O grupo 3 engloba nove interacgdes. E caracterizado por uma elevada frequéncia do
fenotipo de interaccdo NN (critério = 9,261), por baixo [S2+S3] (critério = - 4,020) e algum
[(F)N+FN] (critério = 2,521). E o grupo que apresenta a mais elevada frequéncia de interacgdes
reveladoras de imunidade (15,28%), apresentado um total de 35,7% de interacgdes
representativas de imunidade e/ou resisténcia. Pertencem a este grupo as interac¢des das
cultivares Kale "Giant Jersey" (4) e Couve-flor "Romanesco Precoce" (11), com o isolamento
Ac 502; as das cultivares Kale "Jersey" (6); e Couve Algarvia (33) com os isolamentos Ac 501 e
Ac 502, e os das cultivares Couve Galega "Tocha Frisada" (8) e Couve Galega "Branca"(9) com
o isolamento Ac 501, que também aparece relacionado com este grupo, embora fracamente
(critério = 1,77).

Por ultimo, o grupo 4, apresenta a caracteristica de ser o que engloba maior nimero de
interacg¢des representativas de susceptibilidade moderada, com um elevado valor do fenotipo de
interac¢ao S1 (critério = 8,337) e baixo valor de [S2+S3] (critério = - 4,122; ¢f. Quadros 4.7 e
Anexo IV.4). E composto por seis interacgdes, correspondendo as interacgdes da Couve-flor
"Winter Marzolo" (15) com os isolamentos Ac 502 e Ac 503, e as da Couve-flor "Modelet" (18)
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e Couve de Valhascos (29) com os isolamentos Ac 501 ¢ Ac 502. Esta classe é conotada com o

isolamento Ac 502, embora fracamente (critério = 1,31).

A tendéncia geral ¢ para haver um predominio de susceptibilidade das cultivares de B.
oleracea aos isolamentos homoélogos de A. candida, independentemente do grupo em que estdo
incluidas (c¢f. Quadro 4.7). O grupo 1 abrange cultivares que apresentam grande susceptibilidade
aos isolamentos homologos de A. candida, verificando-se infec¢des percentuais superiores a
80,0% (cf. Quadros 4.3 e 4.6), atingindo na maior parte dos casos valores que se situam entre os
93,3 e os 100,0%, com o valor médio de 98,3%, sendo o fendtipo de interacgdao [Sp+S3]
largamente predominante (95.4% no grupo). E neste grupo de cultivares que se verifica a maior
patogenicidade de 4. candida independentemente do isolamento de origem homologa testado.
Seguem-se-lhe as cultivares que constituem o grupo 4, onde os niveis de infec¢do por A.
candida rondam os 96,0%, mas com um predominio do fenotipo de interaccdo Sy (56,4% no
grupo), representativo de susceptibilidade moderada, evidenciando uma menor patogenicidade
de 4. candida relativamente a estas cultivares. A patogenicidade de um isolamento varia em
funcdo da maior ou menor susceptibilidade das cultivares, mas, para uma dada cultivar, pode
também variar em funcdo do isolamento. Assim, verifica-se que a Couve-flor "Modelet" (18) e a
Couve de Valhascos (29) apresentam uma resposta diferencial ao isolamento Ac 503 (Costa de
Caparica), cujas interacgdes sao incluidas no grupo de maior susceptibilidade, enquanto que as
interacgdes com os outros dois isolamentos homologos se enquadram na classe 4, representativa

de susceptibilidade moderada.

Nos grupos 2 e 3, com valores de infeccdo médios de 65,5 e 64,3%, respectivamente (cf-
Quadro 4.7) encontram-se as cultivares para as quais se verificou haver menor patogenicidade

de 4. candida, mas que sdo bastante heterogéneas entre si.

A partir do Quadro 4.3 podemos estabelecer entre as interacgdes homologas B. oleracea - A.
candida incluidas nos grupos 2 e 3 (c¢f. Quadro 4.6) alguns subgrupos, consoante as
percentagens de infeccao verificadas. Com o objectivo de avaliar a potencialidade das cultivares
como fonte de plantas resistentes a 4. candida, considerou-se o menor dos valores de resisténcia
obtidos nas interaccdes com os trés isolamentos por cultivar para o estabelecimento dos
subgrupos, uma vez que este valor pode variar consideravelmente com o isolamento testado (¢ o
caso da Couve Repolho "Bacald" (24), em que este valor varia de 48,3% para interac¢des com o
isolamento Ac 502, até¢ 70,0%, quando a interaccdo ocorre com o isolamento Ac 501). Os
subgrupos formados encontram-se no Quadro 4.8. Por analise deste Quadro destacam-se, pela
percentagem de plantas resistentes, trés cultivares: a Couve-flor "Romanesco Precoce" (11) com
um minimo de 30,0% de plantas resistentes, a Couve Algarvia (33) com 33,3%, e por ultimo a
Couve repolho Bacala (24), com um minimo de 48,3%, parecendo esta ultima bastante
promissora como fonte de resisténcia ao patogénio, nas condi¢des em que decorreu o ensaio. Em

futuros estudos seria oportuno testar de novo estas cultivares com estes e outros isolamentos
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homoélogos para confirmagdo dos resultados obtidos, uma vez que os fenotipos de interac¢ao

obtidos podem variar bastante em func¢ao do isolamento testado.

Quadro 4.8 - Percentagem minima de plantas incluidas em classes fenotipicas representativas de imunidade

e/ou resisténcia, por cultivar de B. oleracea totalmente incluida nos grupos 2 ¢ 3.

% minima de plantas resistentes

Variedade / Cultivar 20-29 30-39 40-49

B. oleracea var. botrytis:

11 - Couve-flor "Romanesco Precoce" X
13 - Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" X
17 - Couve-flor "Romanesco" X

B. oleracea var. capitata:
23 - Couve repolho "Bacald" (HRI 11490) X
24 - Couve repolho "Bacald" (HRI 11555) X

B. oleracea var. costata:
31 - Couve Gloria de Portugal X

33 - Couve Algarvia X

4.4.1.2 - Interac¢oes nio homologas B. oleracea - A. candida

De entre os isolamentos de origem ndo homologa, o Ac 513, proveniente de R. sativus,

revelou ser o menos patogénico em B. oleracea (cf. § 4.4.1).

Entre os isolamentos de B. rapa, verificou-se que os isolamentos Ac 508 (Lourinhd) e Ac
510 (P6évoa do Varziml) tiveram maior capacidade de infeccdo em B. oleracea (com 60,0% e
45,0% de cultivares infectadas, respectivamente, contra 22,5% e 35,0%, dos isolamentos Ac 506
e Ac 509; ¢f Quadro 4.3). Nas cultivares infectadas em comum pelos quatro isolamentos [Kale
"Chembere Dzagumhana" (2), Couve repolho L. B. Sel. Smit." (20), Couve Repolho "Large
Blood Red" (22), Couve de Valhascos (30), Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39) e CrGC
3.4 (40)], a percentagem de plantas infectadas é também, por norma, superior nas interac¢des
com aqueles dois isolamentos (constitui excep¢ao a Couve repolho " L. B. Sel. Smit." (20), em
que as infecgdes causadas pelos isolamentos Ac 506 e Ac 509 revelaram ser superiores as
causadas pelos outros dois), e maioritariamente incluidas na classe fenotipica representativa de
maior susceptibilidade, [S2+S3] (c¢ff Anexo IV.2), enquanto que as interacgdes com o0s
isolamentos Ac 506 e Ac 509 se distribuem mais equitativamente pelas classes de

susceptibilidade S1 e [S2+S3], muitas vezes predominantemente na primeira, revelando menor
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agressividade. Isto verifica-se na generalidade das cultivares infectadas. Mesmo numa cultivar
bastante susceptivel a infec¢des cruzadas, como a Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39), se

verifica esta tendéncia.

Nas cultivares exclusivamente infectadas pelos isolamentos de B. rapa Ac 508 e Ac 510
[Kale "K 269" (5), Couve galega "Branca"(9), Couve-flor "Modelet" (18), Couve roxa "L. B.
Graag Group 1" (19), Couve Roxa "Kissendrup" (26), Couve de Bruxelas "Electra Group 1"
(36) e Couve de Bruxelas "de la Halle" (37)], verifica-se haver uma ligeira tendéncia do
isolamento Ac 508 para causar maior susceptibilidade nalgumas destas cultivares (o que podera
estar relacionado com a maior semelhanga verificada entre os caracteres S1 e S2 deste
isolamento e os caracteres S1 e S2 dos isolamentos de origem homéloga (cf- § 4.4.1)).

No Quadro 4.9 encontra-se a distribui¢do das 200 interac¢des ndo homoélogas B. oleracea -
A. candida nos trés grupos formados pelo método de Classificagdo Automatica, € no Anexo IV.5
a caracterizacao dos grupos formados. No Quadro 4.10 encontra-se a distribui¢do percentual dos
fenotipos de interacgdo em cada um dos grupos formados, € no conjunto das 200 interacgdes nao
homologas.

O grupo 1 abrange 153 das 200 interacgdes testadas (76,5%), e é caracterizado por uma
elevadissima frequéncia do fendtipo de interac¢do [(F)N+FN], associado a baixas frequéncias
dos fenotipos de interac¢ao NN, S e [Sp+S3] (critérios de 11,688; -10,722; - 5,284, ¢ - 4,507,
respectivamente). Neste grupo hd 96,0% de interacgdes que apresentam como fendtipo de
interac¢ao [(F)N+FN], indicador de elevada resisténcia a isolamentos de origem nao homologa
(c¢f. Quadro 4.10).

Por analise do Quadro 4.10 verifica-se que o fen6tipo de interac¢ao [(F)N+FN] ¢ largamente
predominante, quer na globalidade das interac¢des (89,8%), quer em cada um dos grupos
formados por Classificagdo Automatica (96,0% no grupo 1; 72,4% no grupo 2, e 60,7% no grupo
3), o que salienta em termos gerais uma elevada resisténcia de B. oleracea a infecgdes de A.

candida de origem nao homologa.

As interacgdes das 40 cultivares com os isolamentos Ac 506, Ac 508 e Ac 509 enquadram-se na
sua quase totalidade no grupo 1 (¢f. Quadro 4.9). A excepcio das cultivares Kale Ornamental
"Red on Green" (10), Couve Repolho" L. B. Sel. Smit" (20), Couve Repolho "Large Blood Red"
(22), Couve de Valhascos (30) e Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39), todas as outras se
enquadram no grupo 1 quando os isolamentos testados sdo o Ac 506, Ac 508 e Ac 509 de B.
rapa, os que estdo mais fortemente relacionados com este grupo (critérios = 2,13, 2,65 e 3,22,
respectivamente; cf. Anexo [V.5). Também se incluem neste grupo todas as interac¢des das oito
cultivares de B. oleracea var. botrytis, para os isolamentos Ac 510 e Ac 513 [a excepgao da
cultivar Couve-flor "Romanesco Precoce" (11) para o isolamento Ac 513] e todas as interaccoes
das oito cultivares de B. oleracea var. capitata para o isolamento Ac 513, de R. sativus (cf-
Quadro 4.9).
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Quadro 4.9 - Distribuigio das interacgdes nio homdlogas isolamento-hospedeiro nos trés grupos definidos por
Classificacio Automdtica.

Isolamento de A, candida

Variedade/cultivar de B. oletracea Ac 506  Ac 508 Ac 509 Ac 510 Ac 513
B. oleracea var. acephala:

1 - Berecole "Sel. Dammer" 1 1 1 2 2
2 - Kale "Chembere Dzagumhana" 1 1 1 1 1
3 - Cavolo "Verza San Giovaani" 1 1 1 1 3
4 - Kale "Giant Jersey" 1 1 1 2 1
3 - Kale "K 269" 1 1 1 2 2
6 - Kale "Jersey” 1 1 1 2 1
7 - Kale 1 1 1 3 1
8 - Couve galega "Tocha Frisada" 1 1 1 2 2
9 - Couve galega "Branca" 1 1 1 1 1
10 - Kazle ornamental "Red on Green"” 2 2 1 2 2
B. oleracea var. botrytis:
11 - Couve-flor "Romanesco Precoce" 1 1 1 1 2
12 - Couve-flor "Romanesco Natalino” i 1 1 1 1
13 - Couve-flor "Romanesco Medio Precoce"” 1 1 1 1 1
14 - Couve-flor "Autumnn Italian Pyramid Type" 1 1 1 1 1
15 - Couve-flor "Winter Marzolo” 1 1 1 1 1
16 - Couve-flor "Autumn Tasman” 1 1 1 1 1
17 - Couve-flor "Romanesco” 1 1 1 1 1
18 - Couve-flor "Modelet" 1 1 1 1 1
B. oleracea var. capitata:
19 - Couve roxa "L. B. Graag Group 1" 1 i 1 1 1
20 - Couve repolho "L. B. Sel. Smit" 1 1 3 2 1
21 - Couve ornamental "Fiore Miscuglio" 1 1 1 2 1
22 - Couve repolho "Large Blood Red" 3 3 3 3 1
23 - Couve repolho "Bacald” l 1 1 2 1
24 - Couve repolho "Bacali" 1 i 1 2 1
25 - Couve roxa "Ruby Ball" 1 1 1 1 1
26 - Couve roxa "Kissendrup” 1 1 1 1 1
B. oleracea var., costata:
27 - Penca de Mirandela 1 1 1 2 1
28 - Penca de Chaves 1 i 1 2 1
29 - Couve de Valhascos 1 1 1 1 1
30 - Couve de Valhascos 2 2 1 2 1
31 - Couve Gldria de Portugal 1 1 1 2 2
32 - Coivio 1 1 1 2 1
33 - Couve Algarvia 1 1 1 2 1
34 - Couve de Corte 1 1 1 2 2
B. oleracea var. genmmifera:
35 - Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" 1 1 1 2 2
36 - Couve de Bruxelas "Electra Group 1" 1 1 1 2 2
37 - Couve de Bruxelas "de la Halle" 1 1 1 2 1
B. oleracea var. medullosa:
38 - Marrowstem Kale "New Zealand"” Medium 1 1 1 1 1
B. oleracea var. sabaudu:
39 - Couve lombarda "Brusselse Winter” 3 3 3 3 1
B. oleracea de Ciclo Curto:
40 - B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha) 2 1 1 2 2
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Quadro 4.10 - Distribuicao dos fenotipos de interacgdo de combinagdes ndo homologas A.
candida - B. oleracea nos trés grupos definidos por Classificagdo Automatica

¢ na totalidade das interacgdes.

Percentagem de inclusio

Fenotipo de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Geral
Interaccao

NN 1,87 25,26 4,25 6,21
[(F)N+FN] 96,02 72,42 60,68 89,83
S1 0,52 0,84 12,22 1,22
[S2+S3] 1,59 1,47 22,85 2,74

O grupo 2 engloba 36 das 200 interac¢des (18.0%). E caracterizado por uma elevada
frequéncia do fendtipo de interaccdo NN (critério = 12,218), e por baixos valores de [(F)N+FN]
(critério = - 8,533). Nele estdo incluidas as interac¢des das cultivares Kale Ornamental "Red on
Green" (10) e Couve Gloria de Portugal (31) com os isolamentos Ac 506 e Ac 508, a da B.
oleracea de ciclo curto (CrGC3.4) com o isolamento Ac 506, e muitas das interaccdes das
cultivares testadas com os isolamentos Ac 510 e Ac 513 (¢f. Quadro 4.9), os mais fortemente

relacionados com este grupo, especialmente o primeiro (critério = 5,64 e 1,50, respectivamente).

O grupo 3 ¢ composto por onze interacgdes, e caracterizado pela existéncia de elevadas
frequéncias dos fendtipos de interac¢do S1 e [S2+S3] (critério = 11,070 e 10,557,
respectivamente) e muito baixa frequéncia do fendtipo de interaccdo [(F)N+FN] (critério = -
7,357) como pode ser observado nos Quadros 4.9 e 4.10. Este grupo engloba interac¢des B.
oleracea - A. candida altamente compativeis, apesar de a infec¢do ocorrer num hospedeiro ndo
homoélogo. Os fendtipos de interaccdo da cultivar Cavolo "Verza San Giovanni" (3) com o
isolamento Ac 513 de R. sativus, e da cultivar Kale (7) com o isolamento Ac 510 enquadram-se
neste grupo, assim como o da Couve repolho "L. B. Sel. Smit" (20) relativamente ao isolamento
Ac 509. Todos os fenotipos de interaccdo da Couve repolho "Large Blood Red" (22) e da Couve
Lombarda "Brusselse Winter" (39) se enquadram no grupo 3, de grande susceptibilidade,
qualquer que seja o isolamento de B. rapa testado. Nao se encontrou correlagdo entre este grupo

e qualquer dos cinco isolamentos ndo homoélogos de A. candida testados (cf. Quadro 4.9).
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Verifica-se que, nas interacg¢des entre as cultivares de B. oleracea testadas e isolamentos nao
homologos, a nota dominante € a resisténcia, tomando o fendtipo de interaccdo [(F)N+FN]
valores médios de 89,8% (cf- Quadro 4.10), o que vem corroborar a existéncia de racas
fisiologicas em A. candida, descrita por diversos autores ((Pound & Williams, 1963; Verma et
al., 1975; Delwiche & Williams, 1977; Pidskalny & Rimmer, 1985; Hill et al., 1988). No
entanto existem cultivares de B. oleracea que apresentam susceptibilidade a isolamentos ndo
homologos de A. candida, como € o caso das cultivares Couve repolho "Large Blood Red" (22) e
Couve lombarda "Brusselse Winter" (39), em que se verificou haver o maior numero de
infeccdes cruzadas (c¢f. Quadro 4.3), independentemente do isolamento de A. candida
proveniente de B. rapa testado, e que atingem nesta Ultima cultivar valores proximos dos 50%.
Relativamente as infec¢des causadas pelo isolamento Ac 513, proveniente de R. sativus, elas sdo

mais evidentes nas cultivares Cavolo "Verza San Giovanni" (3) e Kale (7), assumindo em
ambas, o fenotipo de interacgdo [S1] grande importancia relativa (Anexo IV.2).

E de salientar que as cultivares em que a existéncia de infec¢des cruzadas se revelou mais
significativa [Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39), Couve repolho "Large Blood Red"
(22), Cavolo "Verza San Giovanni" (3) € "Kale" (7)] pertencem todas ao anterior grupo 1 (¢f. §
4.4.1.1.), que abrange cultivares com grande susceptibilidade a isolamentos homdlogos,
provenientes de B. oleracea (cf- Quadro 4.6). Verifica-se também que estas cultivares sao
susceptiveis a infec¢des cruzadas, quer os isolamentos ndo homoélogos sejam provenientes de B.
rapa ou de R. sativus (cf. Quadro 4.3).

Nas cultivares anteriormente incluidas nos grupos de maior resisténcia a isolamentos de
origem homologa (grupos 2 e 3), verifica-se uma tendéncia no mesmo sentido. Das nove
cultivares incluidas nesta classe independentemente do isolamento homologo testado, apenas
ocorreram infec¢des cruzadas nas cultivares Kale "Giant Jersey" (4), quando testada com o

an

isolamento Ac 513, na Couve repolho "Bacala" (24), quando testada com o isolamento Ac 508,
e na Couve Algarvia (33), quando testada com o isolamento Ac 509, com valores de 3.3, 3.4 e

5,0%, respectivamente.

Verifica-se que os isolamentos provenientes de B. rapa conseguem infectar maior namero
de cultivares de B. oleracea, causando por norma maiores niveis de infeccao do que os de R.
sativus (cf. Quadro 4.3), o que nao ¢ de estranhar visto haver uma maior proximidade genética
entre espécies do mesmo género (B. oleracea e B. rapa) do que entre espécies de géneros
diferentes (B. oleracea e R. sativus), pelo que € natural que os isolamentos oriundos de B. rapa

causem maior patogenicidade em B. oleracea.
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4.4.1.3 - Conclusoes

No conjunto das interacgdes testadas, os isolamentos de origem homologa, Ac 501
(Esposende), Ac 502 (Lourinhd) e Ac 503 (Costa de Caparica), revelaram ser os mais
patogénicos em B. oleracea, causando maiores niveis de infeccdo. O grupo formado por
Classificacdo Automatica, em que foram incluidas as interac¢des em que houve predominio do
fenotipo de interaccdo [S2+S3], de grande susceptibilidade, foi conotado com estes trés
isolamentos, embora um pouco mais com o Ac 503. Este isolamento conseguiu, em média,
infectar mais plantas, provocando-lhes sintomas mais graves do que os outros dois isolamentos,
mais correlacionados entre si (c¢f. Fig. 4.7). As diferencas entre eles apenas puderam ser
avaliadas em cultivares com algum nivel genético de resisténcia e/ou tolerancia, uma vez que as

de maior susceptibilidade responderam com iguais sintomas aos trés isolamentos.

Dos restantes isolamentos, o Ac 513 (Portimado), proveniente de R. sativus, revelou ser o
menos patogénico, quer pelo reduzido niimero de cultivares infectadas, quer pelas baixas

frequéncias de infeccgdo verificadas (cf. Quadro 4.3).

Os isolamentos provenientes de B. rapa revelaram uma patogenicidade intermédia, mas
também aqui se notaram diferengas entre os isolamentos, verificando-se um aumento crescente
da patogenicidade ao longo da sequéncia Ac 506 (Portimao) —> Ac 509 (Costa de Caparica) —
> Ac 510 (Povoa do Varziml) —> Ac 508 (Lourinhd). Também aqui as maiores diferencas

entre isolamentos foram detectadas nas cultivares menos susceptiveis a infec¢des cruzadas.
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5 - DISCUSSAO GERAL

Os resultados obtidos neste estudo apontam no sentido de os isolamentos portugueses de A.

candida, provenientes de B. oleracea, de B. rapa e de R. sativus, serem heterotalicos.

Nos isolamentos provenientes de B. oleracea detectaram-se dois grupos com "mating
types" compativeis: um, englobando os isolamentos Ac 501 de Esposende, Ac 502 da Lourinha
e Ac 504 de Torres Vedras, e outro, englobando os isolamentos Ac 503 de Costa de Caparica e
Ac 505 de Loures (cf. Quadro 3.3). Os [PUs de Ac 501 e Ac 502, mostraram ter capacidade de
produzir odsporos, embora em reduzido nlimero, comportando-se no entanto como heterotalicos
quando em presenga de IPUs homoélogos pertencentes ao "mating type" complementar (cf.
Quadros 3.2 e 3.3). Este comportamento distingue-os dos restantes isolamentos homdlogos, e
leva a supor estarmos em presenca de dois casos de homotalismo secundario, ja verificado
nalguns outros fungos da classe Oomiceta, nomeadamente em Phytophthora spp. (Mortimer et
al., 1977), em P. parasitica (Sherriff & Lucas, 1989b), e em B. lactucae (Michelmore &
Ingram, 1982). Na determinacdo dos sistemas sexuais verificou-se que, nos cotilédones onde as
pustulas atingiam maiores dimensdes, se atingiam também as maiores densidades de

esporulagdo sexuada, o que esta de acordo com os resultados obtidos por Liu (1992).

Os sete isolamentos provenientes de B. rapa revelaram pertencer todos ao mesmo "mating
type", uma vez que, independentemente das combinagdes entre IPUs formados (cf. Quadro 3.4),

nunca foi detectada a presenca de oOsporos.

O isolamento Ac 513, proveniente de R. sativus, revelou ser heterotalico, apesar de se ter

detectado a existéncia de dois "mating types" compativeis (cf. Quadro 3.2).

Quanto a patogenicidade dos isolamentos, esta foi testada recorrendo apenas a cultivares de
B. oleracea (cf. Quadro 4.1), em plantulas na fase cotiledonar, e apenas foram testados oito dos
treze isolamentos inicialmente sujeitos a estudo para caracterizagdo sexual (c¢f. Quadro 4.2).
Verificou-se uma maior patogenicidade por parte dos isolamentos homologos, provenientes de
B. oleracea (cf. Quadro 4.3 e § 4.4.1) o que esta de acordo com a hipotese de existir uma
elevada especializagdo fisiologica em A. candida, referida por diversos autores (Pound &
Williams, 1963; Verma et al., 1975; Delwiche & Williams, 1977; Pidskalny & Rimmer, 1985;
Hill et al.,1988). Apesar dessa especializagdo detectou-se a existéncia de infecgdes cruzadas,
causadas mais frequentemente por isolamentos de B. rapa, mas também pelo de R. sativus, o
que vem confirmar o facto de os isolamentos de A. candida poderem também ser capazes de
causar infeccdo em alguns genétipos de outras espécies da familia das cruciferas, tal como foi
referido por Pound & Williams (1963), Petrie (1988), e Liu & Rimmer (1991).

As cultivares em que a existéncia de infeccdes cruzadas se revelou mais significativa,
independentemente da proveniéncia dos isolamentos ndo homologos como a Cavolo "Verza San
Giovanni" (3), a "Kale" (7), a Couve Repolho" L. B. Sel. Smit" (20), a Couve Repolho "Large
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Blood Red" (22) e a Couve Lombarda "Brusselse Winter" (39), revelaram também grande
susceptibilidade aos isolamentos de A. candida de origem homoéloga (embora o reciproco nem
sempre possa ser aplicdvel). Nas mesmas cultivares verificou-se que, para a maioria das
plantulas observadas, a intensidade e o padrdo de esporulagdo presentes dentro de cada classe
fenotipica reveladora de compatibilidade eram anélogos, independentemente de a infec¢do ter
sido causada por um isolamento homologo ou ndo. No entanto, em muitas outras cultivares onde
se detectaram infec¢des cruzadas, nomeadamente na Couve de Valhascos (30) e na Couve de
Corte (34), verificou-se que as interacgdes "planta - patogénio" para isolamentos ndo homologos
se enquadravam em classes fenotipicas reveladoras de menor susceptibilidade, ou nas mesmas
classes fenotipicas, mas apresentando menor intensidade de esporulagcdo assexuada, quando
comparadas com as obtidas para isolamentos homologos, o que esta de acordo com o referido
por Pound & Williams (1963), que admitem a hipotese de este facto ser explicado pela
existéncia de reac¢des de compatibilidade apenas parciais entre racas fisiologicas de 4. candida
¢ hospedeiros ndo homdlogos. Independentemente do padrdo e da intensidade de esporulagdo
obtidos, constata-se que as percentagens de infec¢do obtidas s3o notoriamente superiores nas

combinagdes homologas, qualquer que seja a cultivar de B. oleracea testada (cf- Quadro 4.3 ).

Segundo Pound & Williams (1963), os factores responsaveis pela resposta diferencial das
espécies hospedeiras as ragas fisiologicas de A. candida, apenas desempenham totalmente o seu
papel com a maturagdo da planta (¢f. § 2.5). Embora ndo fizesse parte dos objectivos deste
estudo, constatou-se ainda que plantas de B. oleracea susceptiveis a infec¢des cruzadas na fase
cotiledonar, quando inoculadas com os isolamentos para os quais haviam mostrado
susceptibilidade, na fase de cinco a seis folhas definitivas, mantinham essa susceptibilidade
inicial, pelo que, a verificar-se o anterior, devera ocorrer numa fase mais avancada de maturagao

das plantas.

De entre os isolamentos ndo homologos, o colhido em R. sativus (Ac 513, Portimao)
revelou ser o menos patogénico em B. oleracea. A cultivar Cavolo "Verza San Giovanni" (3)
mostrou ser-lhe a mais susceptivel, com 20,7% de plantas infectadas, igualmente distribuidas
pelas classes fenotipicas S1 e [S2+S3], revelando maior susceptibilidade a este isolamento do
que aos restantes ndo homologos. De entre as cultivares sujeitas a infec¢des cruzadas, a Kale

"Giant Jersey" (4) foi a Gnica a ser exclusivamente infectada por este isolamento.

Foram em maior nimero as cultivares susceptiveis aos isolamentos colhidos em B. rapa (cf.
Quadro 4.3), sobressaindo a Couve repolho "Large Blood Red" (22) e a Couve Lombarda
"Brusselse Winter" (39) pelos niveis médios de infec¢do atingidos (iguais ou superiores a 20,0 e
46,7%, respectivamente), € pelo facto de serem susceptiveis a todos os isolamentos de B. rapa
testados [0 mesmo aconteceu nas cultivares Kale "Chembere Dzagumhana" (2), Couve repolho
L. B. Sel. Smit." (20), Couve de Valhascos (30) e na testemunha B. oleracea de ciclo curto
CrGC 3.4 (40), mas com niveis de infeccdo mais baixos]. As cultivares Cavolo "Verza San

Giovanni" (3) e "Kale" (7), mostraram ser susceptiveis a trés dos quatro isolamentos de B. rapa
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(Ac 508, Lourinhd; Ac 509, Costa de Caparica; e Ac 510, Pévoa do Varzim 1). No entanto,
muitas das cultivares onde ocorreram infec¢des cruzadas s6 se mostraram susceptiveis a um ou
dois dos isolamentos de B. rapa testados, em combinagdes variadas (cf- Quadro 4.3). Estes
factos denotam variabilidade de resposta das cultivares aos isolamentos, e também a
variabilidade dos proprios isolamentos, tendo-se verificando um aumento crescente da
patogenicidade ao longo da sequéncia Ac 506 (Portimdo) —> Ac 509 (Costa de Caparica) —>
Ac 510 (Povoa do Varziml) —> Ac 508 (Lourinhd), (cf- § 4.4.1.2).

Dos isolamentos de origem homdloga, o Ac 503 (Costa de Caparica) causou, em média,
maiores niveis de infeccdo por cultivar e sintomatologia mais severa nas plantas infectadas,
revelando-se como o mais patogénico dos trés. Em termos de patogenicidade, os isolamentos Ac
501 (Esposende) e Ac 502 (Lourinhd) revelaram maior semelhanca entre si, tal como havia
sucedido em termos de caracterizagdo sexual, verificando-se um aumento da patogenicidade dos
isolamentos ao longo da sequéncia Ac 501 (Esposende) —> Ac 502 (Lourinhd) —> Ac 503
(Costa de Caparica). A maior semelhanga verificada entre aqueles dois isolamentos podera estar
relacionada com o facto de ambos terem sido colhidos em couve-flor (B. oleracea var. botrytis),

enquanto que o isolamento Ac 503 foi colhido em couve tronchuda (B. oleracea var. costata).

Foram as cultivares com algum nivel de resisténcia a A. candida e/ou cultivares totalmente
susceptiveis, mas com interac¢des fenotipicas reveladoras de susceptibilidade moderada (S1),
que permitiram por em evidéncia esta diferenca de comportamento entre os isolamentos de
origem homologa, uma vez que nas cultivares em que todas as interacgdes fenotipicas eram de
elevada susceptibilidade ([S2+S3]), ndo foi detectado qualquer tipo de resposta diferencial aos

1solamentos.

Embora a tendéncia geral seja haver uma grande susceptibilidade nas cultivares de B.
oleracea aos isolamentos homodlogos, hé cultivares que se revelaram como potenciais fontes de
genes de resisténcia a 4. candida (cf. § 4.4.1.1) , entre as quais se destacaram a Couve-flor
"Romanesco Precoce" (11), a Couve Algarvia (33) e a Couve repolho Bacala (24), entre outras,
parecendo esta Ultima bastante promissora como fonte de resisténcia ao patogénio, nas

condi¢des em que decorreu o presente estudo.
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Anexo IV.1 - Fenoétipos de interac¢io obtidos nas combinagdes homélogas B. oleracea - A. candida.

ISOLAMENTO TESTADO
Ac 501 Ac 502 Ac 503
NN (FN+ Sy Sp+ | NN (F)N+ S1  Sp+ NN FEN+  S1 Syt
Cultivares/Variedades +FN +53 +EN +53 +FN +53
1-Borecole "Sel. Dammer" 0,0 0,0 7,1 929 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
2-Kale "Chembere Dzagumhana" 0,0 33 133 833 ] 0,0 33 33 933 | 0,0 34 0,0 96,6
3-Cavolo "Verza San Giovanni" 0,0 6,7 0,0 933 1| 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
4-Kale "Giant Jersey" 33 433 133 40,0 | 13,3 20,0 10,0 56,7 | 0,0 16,7 13,3 70,0
5-Kale "K 269" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 10,3 89,7 | 0,0 0,0 0,0 100,0
6-Kale "Jersey" 13,8 24,1 20,7 4141103 10,3 17,2 62,1 | 0,0 17,2 20,7 62,1
7-Kale 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
8-Couve galega "Tocha Frisada" 0,0 13,3 233 633 | 3,3 10,0 133 733 | 0,0 133 233 63,3
9-Couve galega "Branca" 10,0 10,0 23,3 56,7 | 0,0 34 6,9 89,7 | 0,0 6,7 6,7 86,7
10-Kale ornamental "Red on Green" 0,0 34 0,0 96,6 | 0,0 0,0 33 96,7 0,0 0,0 0,0 100,0
11-Couve-flor "Romanesco Precoce" 74 333 33,3 25,9 26,7 10,0 133 50,0 0,0 30,0 233 46,7
12-Couve-flor "Romanesco Natalino" 6,7 133 10,0 70,0 | 3.3 6,7 33 86,7 0,0 0,0 33 96,7
13-Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" 7,1 357 25,0 32,11 0,0 393 17,9 42,9 0,0 27,6 34 69,0
14-Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
15-Couve-flor "Winter Marzolo" 0,0 46,7 333 20,0 | 34 172 724 69 | 0,0 33 46,7 50,0
16-Couve-flor "Autumn Tasman" 0,0 0,0 10,0 90,0 | 0,0 0,0 33 96,7 | 0,0 0,0 0,0 100,0
17-Couve-flor "Romanesco" 6,7 20,0 30,0 433 | 3,3 233 300 433 | 0,0 30,0 16,7 53,3
18-Couve-flor "Modelet" 0,0 0,0 70,0 30,0 0,0 0,0 70,0 30,0 | 0,0 33 10,0 86,7
19-Couve roxa "L. B. Graag Group" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
20-Couve repolho "L. B. Sel. Smit" 0,0 0,0 16,7 833 ] 0,0 00 133 86,7 | 0,0 0,0 0,0 100,0



Anexo IV.1 (cont.) - Fenétipos de interac¢io obtidos nas combinagdes homdlogas B. oleracea - A. candida.

ISOLAMENTO TESTADO
Ac 501 Ac 502 Ac 503
NN (FN+ Sy Sp+ | NN (F)N+ S1  Sp+ NN FEN+  S1 Syt
Cultivares/Variedades +FN +53 +FN +53 +FN +S3
21-Couve ornamental "Fiore Miscuglio" 0,0 0,0 33 96,7 | 0,0 0,0 33 96,7 0,0 0,0 0,0 100,0
22-Couve repolho "Large Blood Red" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
23-Couve repolho "Bacala" 0,0 333 26,7 40,0 | 0,0 37,9 103 51,7 | 0,0 379 6,9 55,2
24-Couve repolho "Bacala" 26,7 433 6,7 2331 69 414 172 345 | 0,0 58,6 34 37,9
25-Couve roxa "Ruby Ball" 0,0 0,0 33 96,7 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
26-Couve roxa "Kissendrup" 0,0 3.3 0,0 96,7 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
27-Penca de Mirandela 0,0 4,0 4,0 92,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 33 0,0 96,7
28-Penca de Chaves 0,0 6,7 33 90,0 | 0,0 33 6,7 90,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
29-Couve de Valhascos 0,0 0,0 357 643 | 0,0 0,0 433 56,7 | 0,0 0,0 16,7 83,3
30-Couve de Valhascos 0,0 0,0 8,0 92,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
31-Couve Gloéria de Portugal 7,1 250 143 536 | 3,6 32,1 7,1 57,1 | 0,0 423 3,8 53,8
32-Coivao 0,0 11,5 19,2 69,2 | 0,0 18,5 3,7 77,8 | 0,0 30,0 33 66,7
33-Couve Algarvia 13,0 348 8,7 43,5110,3 31,0 20,7 379 | 0,0 333 6,7 60,0
34-Couve de Corte 0,0 40 12,0 84,0 0,0 00 107 89,3 | 0,0 373 6,7 90,0
35-Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 33 96,7 0,0 0,0 0,0 100,0
36-Couve de Bruxelas "Electra Group 1" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
37-Couve de Bruxelas "de la Halle" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0
38-Marrowstem Kale "New Zealand" Medium" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
39-Couve lombarda "Brusselse Winter" 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
40-B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha) 0,0 0,0 0,0 100,0 | 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0




Anexo IV.2 - Fenoétipos de interacgao obtidos nas combinacdes ndo homélogas B. oleracea - A. candida.

ISOLAMENTO TESTADO

Ac 506 Ac 508 Ac 509 Ac 510 Ac 513
NN  (F)N+ Si So+ NN  (FN+ S S>+ | NN (F)N+ S; S+ [NN  (F)N+ S;1  Sp+ | NN (F)N+ St So+
Cultivares/Variedades +FN +53 +FN +53 +FN +53 +FN +53 +FN +53
1-Borecole "Sel. Dammer" 3,6 9%,4 00 00| 00 8,2 00 138]| 00 9,6 00 34| 214 786 00 00 | 31,0 690 00 00
2-Kale "Chembere Dzagumhana" 0,0 96,6 34 00| 00 8,2 00 133| 00 967 33 00| 100 8,7 00 33| 34 9,6 00 00
3-Cavolo "Verza San Giovanni" 00 1000 00 00| 00 967 00 33| 00 933 00 67| 100 8,7 00 33| 34 759 103 103
4-Kale "Giant Jersey" 33 96,7 00 00| 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 233 767 00 00| 00 9,7 00 33
5-Kale "K 269" 33 9,7 00 00| 36 929 00 36| 00 1000 00 00| 286 679 00 3,6 | 233 767 00 00
6-Kale "Jersey" 00 1000 00 00| 00 1000 0,0 00| 00 1000 00 00| 207 793 00 00 | 71 929 00 00
7-Kale 00 1000 00 00| 00 967 00 33| 00 8.2 34 103 0,0 750 10,7 143 00 929 71 00
8-Couve galega "Tocha Frisada" 00 1000 00 00| 00 1000 0,0 00| 00 1000 00 00| 200 767 00 33| 167 8,3 00 00
9-Couve galega "Branca" 00 1000 00 00| 00 967 33 00| 00 1000 00 00| 100 8,7 33 00 | 33 933 33 00
10-Kale ornamental "Red on Green" 20,0 800 00 00333 667 00 00| 33 9,7 00 00| 607 393 00 00 | 241 759 00 00
11-Couve-flor "Romanesco Precoce" 00 1000 00 00| 00 1000 0,0 00| 00 1000 00 00| 37 93 00 00 | 200 80, 00 00
12-Couve-flor "Romanesco Natalino" 3,6 929 00 36| 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 133 8,7 00 00| 69 931 00 00
13-Couve-flor "Romanesco Medio Precoce" 00 1000 00 00| 00 1000 0,0 00| 00 1000 00 00| 133 8,7 00 00 | 38 9,2 00 00
14-Couve-flor "Autumn Italian Pyramid Type" | 0,0 100,000 00| 0,0 80,0 00 200 | 00 1000 00 00| 33 967 00 00| 67 8.7 00 67
15-Couve-flor "Winter Marzolo" 00 1000 00 00| 00 967 00 33| 00 1000 00 00| 33 967 00 00 | 100 90,0 00 00
16-Couve-flor "Autumn Tasman" 0,0 96,7 00 33| 00 1000 00 00| 0,0 1000 00 00| 67 933 00 00| 00 9,7 00 33
17-Couve-flor "Romanesco" 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 67 933 00 00| 67 933 00 00
18-Couve-flor "Modelet" 00 1000 00 00| 00 920 80 00| 00 1000 00 00| 71 8,3 00 36| 00 1000 00 00
19-Couve roxa "L. B. Graag Group" 34 9,7 00 00| 00 900 00 100/| 00 1000 00 00| 00 933 33 33| 34 9,6 00 00
20-Couve repolho "L. B. Sel. Smit" 33 83,3 67 67| 00 933 67 00| 67 667 100 16,7 | 267 66,7 33 33| 67 9,0 00 33




Anexo IV.2 (cont.) - Fenotipos de interacgio obtidos nas combinacdes ndo homélogas B. oleracea - A. candida.

ISOLAMENTO TESTADO
Ac 506 Ac 508 Ac 509 Ac 510 Ac 513

NN (FN+ Sy  Sp+ | NN (FN+ Sy Sp+ | NN (FN+ S;  Sor |[NN (FN+ Sy Sp+ | NN (FN+  S;  Sot

Cultivares/Variedades +FN +53 +FN +53 +FN +53 +FN +53 +FN +53
21-Couve ornamental "Fiore Miscuglio" 33 9,7 00 00| 00 967 00 33| 00 1000 00 00| 233 767 00 00 | 00 1000 00 00
22-Couve repolho "Large Blood Red" 0,0 800 133 67| 00 600 67 333| 00 800 100 100 | 100 600 33 267 | 00 933 00 67
23-Couve repolho "Bacala" 00 1000 00 00| 00 1000 00 00 |100 90,0 00 00| 200 8., 00 00| 00 1000 00 00
24-Couve repolho "Bacala" 00 1000 00 00| 00 9,6 00 34| 00 1000 00 00| 267 733 00 00| 67 933 00 00
25-Couve roxa "Ruby Ball" 33 9,7 00 00| 00 1000 00 00 00 97 33 00| 00 1000 00 00 | 00 1000 00 00
26-Couve roxa "Kissendrup" 00 1000 00 00| 00 9.7 00 33| 00 1000 00 00| 67 9, 00 33| 00 1000 00 00
27-Penca de Mirandela 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 00 9,7 33 00 179 786 36 00| 33 933 00 33
28-Penca de Chaves 00 1000 00 00| 00 933 00 67| 00 9,7 00 33| 200 8., 00 00| 00 1000 00 00
29-Couve de Valhascos 36 94 00 00| 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 107 8,7 36 00| 33 90 00 67
30-Couve de Valhascos 13,3 833 33 00133 733 100 33| 00 926 37 37| 333 542 00 125 | 00 1000 00 00
31-Couve Gléria de Portugal 36 94 00 00| 37 93 00 00| 00 1000 00 00| 241 759 00 00 | 148 82 00 00
32-Coivio 00 1000 00 00| 00 93 00 37| 00 1000 00 00| 200 8., 00 00| 34 966 00 00
33-Couve Algarvia 00 1000 00 00| 00 1000 00 00| 00 950 50 00| 160 84,0 00 00 | 138 82 00 00
34-Couve de Corte 77 923 00 00| 34 9.6 00 00| 00 950 50 00| 333 667 00 00| 393 571 00 3.6
35-Couve de Bruxelas "Gr. sel. v. Prooiem" 00 1000 00 00| 00 8,7 00 133 | 00 1000 00 00| 300 70,0 00 00 | 167 8,3 00 00
36-Couve de Bruxelas "Electra Group 1" 34 9,6 00 00| 00 97 00 33| 00 1000 00 00 300 667 00 33| 333 66, 0,0 00
37-Couve de Bruxelas "de la Halle" 00 1000 00 00| 00 900 33 67| 00 1000 00 00| 207 724 34 34| 33 967 00 00
38-Marrowstem Kale "New Zealand" Medium | 0,0 96,7 00 33| 00 933 00 67| 00 1000 00 00| 67 933 00 00| 67 933 00 00
39-Couve lombarda "Brusselse Winter" 16,7 36,7 233 233| 0,0 500 10,0 40,0 | 0,0 50,0 233 26,7 | 100 33,3 133 433 | 67 900 00 33
40-B. oleracea CrGC 3.4 (testemunha) 13,3 833 33 00| 00 8,7 00 133 | 00 889 00 11,0 | 367 433 33 167 | 433 567 00 00




Anexo IV.3 - Caracterizag@o dos grupos formados por Classificagdo Automatica para a globalidade das interac¢des A. candida - B. oleracea.

Interaccdes Critériol Probabi- Média Média Desvio-padrao Desvio-padrao Inércia Distancia2
incluidas lidade no grupo geral no grupo geral intra-grupos
Grupo 1 165 0,037939 0,3465
NN -5,039 0,000 0,021 0,045 0,036 0,089
[(F)N+FN] 15,395 0,000 0,942 0,595 0,085 0,415
S1 -5,907 0,000 0,011 0,042 0,026 0,099
[S2+S3] -13,165 0,000 0,027 0,318 0,063 0,407
Grupo 2 91 0,031431 1,0301
NN -5,045 0,000 0,006 0,045 0,022 0,089
[(F)N+FN] -14,887 0,000 0,046 0,595 0,101 0,415
[S2+S3] 16,551 0,000 0,916 0,318 0,135 0,407
Grupo 3 35 0,035503 1,6729
NN 15,391 0,000 0,264 0,045 0,090 0,089
S1 -2,064 0,020 0,010 0,042 0,026 0,099
[S2+S3] -4,343 0,000 0,035 0,318 0,094 0,407
Grupo 4 29 0,075061 1,8266
[(F)N+FN] -4,992 0,000 0,227 0,595 0,153 0,415
Sq 14,307 0,000 0,292 0,042 0,162 0,099

Inércia inter-grupos - 0,820066

1 Quando ¢ superior a 2, indica elevada probabilidade de a inclusdo ndo ser devida ao acaso.

2 Representa a distancia euclidiana ao centro de gravidade do sistema.



Anexo IV.4 - Caracterizagiio dos grupos formados por Classificaciio Automdtica para inferacgdes homdlogas A, candida - B. oleracea.

Interaccies Critério! Probabi- Meédia Média Desvio-padrao  Desvio-padrio Inércia Distincia?
incluidas lidade no _grupo geral no_grupo geral intra-grupaos
Grupo 1 82 0.051915 0,2418
NN -5,202 0,000 0,002 0,017 0,010 0,045
[(F)N+FN] -8,478 0,000 0,014 0,089 0,033 0,141
S1 -7,123 0,000 0,029 (0,092 0,048 (0,142
[S2+83] 9,936 0,000 0.954 0,801 0,072 0,246
Grupo 2 23 0,082694 1,1738
[(F)N+FN] 8,871 0,000 0,325 0,089 0.104 0,141
S1 2,804 0,003 0.167 0,092 0,099 0.142
[S2+S513] -6,770 0,000 0,438 0,301 0,133 0.246
Grupo 3 9 0,060116 2.8632
NN 9,261 0,000 0,153 0,017 0,062 0.045
[(F)N+EFN] 2,521 0,006 0,204 0,089 0,133 0,141
[S2+51] -4,020 0,000 0,483 0,801 0,123 0,246
Grupo 4 6 0,024993 3.5061
Sq 8,337 0,000 0,564 0,092 0,148 0.142
S2+53] -4,122 (0,000 0,396 0.801 0,194 0,242

Inércia inter-grupos - 0,780282

1 Quando é superior a 2, indicia elevada probabilidade de « inclusio nfio ser devida ac acaso.
2 n i ; :
~ Representa a distincia euclidiana ae centro de gravidade do sistema.



Anexo IV.5 - Caracterizag@o dos grupos formados por Classificacdo Automadtica para interacgdes ndo homoélogas A. candida - B. oleracea

Interaccées Critériol Probabi- Média Média Desvio-padrao Desvio-padrao Inércia Distancia2
incluidas lidade no grupo geral no grupo geral intra-grupos
Grupo 1 153 0,130248 0,1157
NN -10,722 0,000 0,019 0,062 0,032 0,103
[(F)N+FN] 11,688 0,000 0,960 0,898 0,046 0,135
S1 -5,284 0,000 0,005 0,012 0,015 0,034
[S2+S3] -4,507 0,000 0,016 0,027 0,033 0,065
Grupo 2 36 0,097045 1,2836
NN 12,218 0,000 0,253 0,062 0,096 0,103
[(F)N+FN] -8,533 0,000 0,724 0,898 0,109 0,135
Grupo 3 11 0,110600 6,2281
[(F)N+FN] -7,357 0,000 0,607 0,898 0,159 0,135
S1 11,070 0,000 0,122 0,012 0,059 0,034
[S2+S3] 10,557 0,000 0,228 0,027 0,119 0,065

Inércia inter-grupos - 0,662106

1 Quando € superior a 2, indica elevada probabilidade de a inclusdo ndo ser devida ao acaso.

2 Representa a distancia euclidiana ao centro de gravidade do sistema.





