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1. Nas presentes notas procuramos apresentar alguns dos
aspectos béasicos que foram estudados num programa de melho-
ramento genético da videira relativo & obtencio de plantas
resistentes ao oidio, problema que se reveste da maior impor-
tancia econdémica no campo da nossa produgdo vitivinicola.

Os métodos expeditos da mensuracio do grau de resisténcia
das plantas as doencas assumem um interesse evidente em
trabalhos de melhoramento quanto aquele aspecto, particular-
mente, no caso aqui considerado, do melhoramento da videira
em relacdo a resisténcia ao oidio. Sendo certo que a informacéo
de maior fidelidade sobre o comportamento duma planta. sé
nos pode ser dada pelos estudos nas condigbes de campo, com-
preender-se-&  contudo a dificuldade pratica de assim apreciar
as quantidades  macicas de plantas que, geralmente, se nos
oferecem numa fase priméria de qualquer processo de. melho-
ramento. Torna-se necessirio dispér de métodos expeditos
capazes de fornecerem informacoes imediatas: sobre aspectos
do comportamento das plantas em relacdo ao parasita.
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Evi@entemente, tais métodos dar-nos-io informacées de
men(_)r rigor e generalidade, mags aceitar-se<4 gl limitacdo na
me.zdlda €m que possamos conhecer og factores que lhe dio
origem e o nivel de fidelidade ainda assim obtenivel. Qs pro-

variedades ‘g estudar, depois, eventualmente - g eleicido de
pequgnos pedacos representativos dessas folha’s e, por fim, a
<<m§dlg§o>> de infeccoes pProvocadas sobre taig uni(iades 0] yri-
meiro problema ¢ decerto o mais complexo e nio -pode?ria

cuidando ainda da sug origem.

’Partindo, portanto, dos discos de folha, de videira temos
por(?m, de contar com outros factores susceptiveis de afectarem’
0 rigor dos métodos.

‘ Supondo que o mecanismo de resisténcia ao oidio & essen-
cialmente de naturezs, fisiologica, hi toda a razio para crer
que o comportamento dos discos pode alterar-se, em sentido

fungo, sobre eles. Em experiéncias com folhas de trigo sobre-
nadando em 4gua e inoculadas com Puccinig strictiformis
D0.0LING (1964) verificou que a adicdo de benzimidazols, ao’
meio era susceptivel de modificar em larga escala a reacgdo ao
parasita. Isto sugere-nos que a prépria igua liquida: em con-
tacto com os tecidos pode exercer efeitos dessa, natureza por

zagaf). Assim, e ainda, bara o caso do trigo, WoLFE et al. (1964)
confirma que a kinetina e a benzimidazola podem manter
normal por um longo periodo a fisiologia de folhas destacadas
Por um mecanismo de atraso de destruicio da proteina; nor:
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malmente associada com a senescéncia da folha. No presente
estudo trabalhimos com discos de folha postos sobre papel
de filtro embebido em &gua, dentro de caixas de plastico, em
atmosfera préxima do ponto de saturacdo. Tendo em conta
as consideragbes anteriores, procuramos assim evitar, tanto
quanto possivel, o contacto dos discos com a 4gua liquida, cuja
influéncia sobre a fisiologia dos 6rgdos nio estava esclarecida.
Deste .modo conseguimos sempre manter os discos em «bom
estado» durante o tempo necessario as observacdes (até cerca
de 10 dias). ,
A uniformidade de distribuicdo do inéculo sobre os discos
a estudar tem um interesse evidente, se pensarmos que bus-
camos resultados comparativos e que estes s6 tém significado
se forem obtidos debaixo de igualdade de condicdes. Por outro
lado, 0s esporos do oidio sdo muito frageis, facilmente dani-
ficaveis pelo contacto com quaisquer objectos empregados. na
sua manipulagido, o que pde problemas especiais ao processo
de inoculacio laboratorial. Nesta conformidade puzemos a
maior atengdo no acerto dum procedimento que, poupando os
esporos a qualquer dano, fosse assim mesmo eficaz em destaca-
-los das folhas e distribui-los uniformemente nas superficies
a infectar.r‘, .
Ponderadas varias hipéteses  insatisfatérias, adoptamos
finalmente a utilizacdo duma campéinula de vidro de formato
cilindrico, de cerca de 30 cm ‘de diAmetro e 45cm de " altura,
com uma pequena abertura no extremo superior, Posta a
campénula sobre uma caixa contendo as superficies a inocular,
eram as folhas infectadas «sopradas», ao nivel daquela aber-
tura, por meio dum simples compressor manual de borracha,
capaz de gerar uma corrente de ar de pequeno caudal mas
elevada velocidade. Os esporos desprendidos por accdo do
enérgico sopro eram arrastados em turbilhdo para o interior
da campénula e depositavam-se gradualmente no fundo, sobre
os. discos ai dispostos. : :
Para a determinacio das condicfes fisicas mais favoraveis
& germinacdo e ao crescimento e desenvolvimento do fungo,
levimos a cabo um pequeno estudo paralelo sobre estes aspectos.
Da comparagio de alguns meios germinativos disponiveis, e
- quando - colocados em placas de Petri sobre papel de filtro
humedecido e rodeado por algodio embebido em &4gua, veri-
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ficou-se que o papel: cristal, 'a fitg gomada, as peliculas de
colédio e o plastico conduziam s mais altas bercentagens de
gefminagéo — da ordem de 60-70 %, com. luz artificial e a 23 C.
Usando depois o colédio, por razdes de comodidade operacional,
procuramos esclarecimentos sobre as influéneias da temperatura
e da luz. B ; ‘

Para: Drrp (1954), o éptimo de germinacdo situa-se nos
25°C. e outros autores: ainda indicam valoreg pouco. discor-
dantes. Tomando aquele niimero como orientacdo prévia mon-
tdmos um ensaio com 6 modalidades em duas versdes — 3 luz
€ .1na . obscuridade, , , ,

Os  resultados obtidos vio condensados no Gréafico 1.
Observou-se portanto que a. germinacio foi méxima, tanto no
escuro como 3 luz, temperatura de 26° C. Qg nimeros encon-
trados permitem-nos ainda  suspeitar o gue. se passard em
zonas de temperatura mais afastada do valor Optimo. Parece
nao haver dvida que a germinagio serd muito desfavorecida
nessas zonas, se observarmos. a grande inclinacdo com que 0s
ramos do Grafico I atingem os pontos correspondentes. as ten-
peraturas de 22° e 300, De resto, essa hipétese foi consubs-
tanciada por varios resultados parcelares por nés obtidos.
Particularmente budemos observar que varias sementeirag con-
duzidas acima de 35 ndo deram percentagens de germinacac
sendo inferiores a 922 %. : :

A temperaturas altas a’ germinagio além  de ser- baixa
apresenta aspectos de anormalidade: hifag curtas ou .acentua-
damente encurvadas e contraidas ¢, em geral, formando rara-
mente appressoriz nas extremidades. Todos estes  aspectos,
aparentemente reveladores de condi¢bes desfavoraveis 3 ger-.
minaco, podem manifestar-se j4 mesmo quando a temperatura
ainda permite uma relativamente alta percentagem de germi-
nagao, o que parece indicar que a inibicdo de germinacdo pela
temperatura é uym brocesso gradual, isto é, entre o esporo
perfeitamente germinado € 0 ndo germinado ocorrem varios
graus de germinacio imperfeita devidos a inibigBes parciaig
do processo. '

A influéneia da luz sobre g germinacio foi especialmente
procurada através dum ensgio com duas modalidades e 3 repe-
tigbes, desdobrado em 3 versdes: em peliculas de colédio sobre
papel de filtro ou sobrenadando’ em agua e em lamelas de

.Msm

vidro sobre papel de filtro. Os resultados const?m d_o Quadrg I
e da sua observacdo se conclui que a germinacio foi, em todas

i 2 curidade.
as versOes, mais elevada a luz que na obscurid

QUADRO I

Percentagens de germinacdo dos esporos na lug
e na obscuridade

% de germinagio

MEIoS Na luz No escuro
Peliculas sobre agua 64,8 45,5
Peliculas sobre papel de filtro . 71,1 50,2
Lamelas sobre papel de filtro . 58,3 44,8

A obscuridade foi realizada embrulhapdo as placas dZ
Petri em papel preto. Deste m(?do, e considerando iquetrzi ;
parte aprecidvel do calor recebld(? pelzfts placas :efn aeratura
portado ‘por radiacdo, podera ter sido 'dlferer?te a:ﬁ ed ISJ “atare
desenvolvida ao nivel dos meios escurecidos e 1111’1;1.1 a Io t.ende .
crepéncié com o0s resultad(:is expr;zzt: 1(;(; gr;) ;;:EO Jends: 2
sugerir uma desigualdade de .cgn i rabat ,bem s

asos, que se enquadrari na dlflculdadle ger’lerlca e’ '

;S tel’ngeraturas, com o eqlgipan;entorgi)sé)rc;livzli.ndP;)r:né,o Ial,gl?leslgj

Itados, no Grafico I, cor

?:erjllglshsisgerminégéo na luz que ‘no_ escur?, e.mbora ’seircr:L ng:
darem informacldo segura sobre a importdncia numér
dlferzniziocidade de crescimento do mic{alio é também V?I‘IE;:;G;I
com a temperatura. Supondo que o «Optimo» para crescm:imi-
nio se afastaria sensivelmente do encont}radoA pgrad.aée ri s
nacéo dos esporos, procuramos observar a 1nflgen01?. ges nen
de temperaturas ao redor de 26°.C. Fazendo inocu a% . sobre
discos de folha de videira e estlmango 0 crescimento v
de periodos de 4 a 7 dias, em modalidades Nsu;]eltas a : ,t 2
e 27°C, verificAimos que a méxima expansio ocorlt"leu oo
peratura de 26°, embora de forma naf) tac.) :«.Lcent_u:«;l1 a c;;ueueles
permitisse pensar numa influénecia muito diferenciada, dag
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tratamentos. No Quadro II vao expressos alguns ntmeros
ilustrativos.

O tempo decorrente entre g inoculacio e o aparecimento
dos primeiros esporos também varia com a temperatura. Em
observagdes efectuadas paralelamente e sobre o mesmo material,
relativo & questio anterior, verificAmos que o periodo minimo
correspondeu também 3 temperatura de 26° C.

QUADRO IT

Orescimento do micélio em funcao
da temperatura

Nimero médio de hifas por mm de nervura

Temperatura e
Ao fim de 4 dias Ao fim de 7 dias
25 5,0 I 10,6
26 6,2 13,2
27 6,0 11,9

Aquela temperatura tivemos ocasido de verificar que a
producdo de esporos pode ocorrer ja no fim de 4 dias, sobre
discos de folha muito Jovem de variedade sensivel ao oidio.
Conseguimos esse resultado com a segunda folha da variedade
Mourisco-Braga, cultivads, €m vasos na estufa. Porém, no caso
geral, relativo s presentes condicdes de trabalho, ja esse
periodo era habitualmente mais longo. Dentre um conjunto
de 624 «campos» observados sobre 48 discos de folhas mais
desenvolvidas, de 16 variedades da coleccéo, encontramos, no
fim de 7 dias de incubagdo, somente 40 «campos» com oidic
em esporulagdo, pertencentes a 7 das 16 variedades consideradas.
Portanto nos restantes 584 «Campos» a produgdo de esporos
s6é viria g ocorrer, eventualmente, decorrido um periodo
maior de 7 dias.

A velocidade de crescimento micelial também depende,
“evidentemente, da variedade e esti ainda relacionada com g
duracdo do periodo bara esporulagdo. Em ensaios conducentes
v outras informacdes tivemos oportunidade de sempre observar
que os casos de menores periodos estéreis correspondiam as
mais rapidas velocidades de crescimento micelial. Explicitando
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GRAFICO I-— Percentagens de germinacfo dos eSporos
’ em fungido da temperatura e da luz.
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GRAFICO II - Densidade micelial sobre variedqdes dife'rentes
no termo, e em fungio, do respectivo periodo estéril.
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as condico i a
e dlgo?sdde Incubacdo eram menos favordveis, de tal modo
pberiodo- estéril se torn i
asse maior que 7 di a
esporulacio i j4 i
p ¢a0 tendia a dar-se Ja quando atingidas densidades

longe d i
o fece € poder generalizar que o ramo descendente da curva
Sempre sobre a «abcissa 7. Aconteceu durante os

2. Po i § Evi
00 b stas .estas consideragles prévias sobre algumas bases
el o, Vei'jamos como demos realizacio pratica ao primeiro
0 de avaliacdo das infeces
’ ) €cgoes, que passare i
por «metodo principals. ’ ’ oS # designar
Dent. i asti
e 16 mrod dudrﬁa caixa de plastico foram dispostos 48 discos
€ diametro, trés de cad
8 uma das dezasseis i
varie-
dade; "ctomadas, agrupados em trés repeticbes X
eita -a i a i .
. com admochIagao, segundo o procedimento atras referido
a densidade da ordem da dezena de €8poros por mms?
B4
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fez-se decorrer um periodo de incubacio de 4 dias a 26°. No fim
desse tempo encetou-se a «medicdo» do estado de crescimento
do micélio, sobre eada um dos discos. BouBaLs (1961) assegura
que o melhor critério para avaliar a susceptibilidade das folhas
a0 oidio’ reside na quantidade de micélio formado em deter-
minado tempo e as nossas observagdes sobre o paralelismo entre
crescimento e desenvolvimento também concordam com esse
pensamento. Mais afirma aquele autor que a melhor zona para
observar o desenvolvimento do micélio é sobre as nervuras,
onde se distinguem facilmente as hifas, sobre um fundo claro
uniforme. -Deste modo realizdmos a medicdo do crescimento
do micélio sobre cada disco por contagem do ntmero de hifas
atravessando 13 porgdes de nervuras encontradas em 13 campos
distribuidos casualmente sobre o disco. A unidade de compri-
mento de nervura tomada, definida por meio dum micrémetro
ocular, foi de 0,68 mm, e a ampliacdo cerca de 120 X. E opor-
tuno notar que tanto aquele comprimento de nervura, como o
niimero de leituras da amostragem, como ainda o namero. de
repetigdes consideradas, foram fixadas em funcio do objectivo
de definir um método expedito de operacdo. De facto verificou-
-se que a observacio de cada disco tomava cerca de 6 minutos,
resultando um total teérico de cerca de 5 horas de trabalho
exaustivo para a comparacido de 16 variedades, tempo ja bas-
tante longo para- justificar a preocupacdo de o limitar.

Em principio, entende-se que o periodo de incubagdo devia
ser substancialmente alongado, além de 4 dias, porém, a dete-
rioracdo do estado dos discos ndo permite que se ultrapasse
sensivelmente os 7-10 dias. Deste modo fizemos ainda uma
segunda observagio, nos mesmos termos da primeira, ao fim
do sétimo dia de incubacido, e os resultados de ambas vao
expressos no Quadro IIL

Verifica-se que as posicOes relativas das variedades ndo
sofreram alteracGes por tal modo notérias que nos permitam
optar definitivamente por determinado periodo de incubacio.
Assim, parece-nos que esse aspecto ndo revelou uma impor-
tdncia fundamental e que o periodo de incubacdo poderd ser
escolhido de acordo com circunstincias particulares de cada
aplicacgdo do método.

Observando o Quadro III verifica-se ainda que alguns dos
ntimeros-média encontrados sfo bastante dissemelhantes entre



SI € sugerem uma muito provavel dife

e renca de comports

interdist;ej;c;es gsé’responde.ntes enquanto que outllﬂ)os, :;1::1122

s varie,d;)deso nos dizem sobre o tomportamento rela-

breciiamon 1 e que representam. Isto equivale a dizer que
nhecer o «poder separadors do método para

QUADRO 1II
Infeccoes no- fim - dos 4o ¢ 7.0 dias de incubacdo

Variedades ' Observacae: o di “ 8di J |
‘! | ¢des ao ‘[1 dia ‘ | Medlas; Observagées ao 7.9 dia /Médias

28000 | 008 | 005 | | ! |
Rooom o om e e e om0
66 0,85 0,15 / 08 | 062 | (g2 oz | o8 i
53 | 077 L00 | 046 074 | 154 ors | oy | 082
341077 1 077 | 085 | g0 | 123 OIE | oS oss
82 | 077 | o046 f 131 | 085 177 ol
;g 085 1115 100 | 100 | jay | oo / 206 / -
L L0013 / 115 | 115 | 277 6| ne | 2
T 146 | 19 | 146 | 161 | 139 ver | as| 206
67 208 | 208 | 225 | 214 | 315 / cos | aar | Loz
Lo 28188 | ogg | gl | | 3280 361 | 36
46 | 2,40 D271 | 173 | 29 577 cor | Lo | 2
89 1 231 | 192 | 285 | g5 | 2 o ] oz | i
200428 | 215 | 310 | 346 | o o , pae | bos
33 | 377 | 4323 477 426 o oss | ey | T2
e R ) 26 | 7,54 ( 9,38 | 10,08 | 900
38 | 785 | 6356 | 1731 | 16,77 / 20,23 18,’10
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3. Aconteceu com frequéncia depararem-se-nos dificul-
dades de contagem das hifas, sobretudo. quando o indumento
folear era muito intenso. Fomos assim levados a uma variante
deste  método que consistiu no uso duma ampliacdo maior
(cerca de 450 X) e contagem das hifas atravessando deter-
minado comprimento medido sobre 38 direc¢des lancadas casual-
mente ~sobre os discos. Deste modo, e atendendo & menor
«profundidade de foco» das objectivas usadas, pode observar-
-se uma melhor distincdo entre as hifas e os pélos da folha
e localizar aquelas mesmo sobre o tecido clorifilino. Assim se
péde generalizar a observacdo a toda a superficie do disco
(e nfo s6 is nervuras) e melhorar a casualizacdo das obser-
vacOes, pela desnecessidade de realizar o alinhamento do mi-
crometro com as nervuras. Por outro lado este método permite
contagens mais rigorosas quando as hifas s2o muito numerosas
e entrelacadas. Reforcando estas caracteristicas de rigor,
fizemos as observacoes sobre 38 campos em cada disco, o que
tornou o método menos expedito mas especialmente indicado

para esclarecimento de algumas davidas eventualmente deixadas
pelo «método principals. :

Esta variante, aplicada a seis variedades de entre as atras
consideradas, no fim de oito dias de incubacdo; e tomando
unidades de contagem de 0,51 mm, conduziu aos resultados do
Quadro IV. Notar-se-4 um certo paralelismo entre os valores
correspondentes do Quadro III, o que tende a confirmar a
consisténeia das informacgdes fornecidas por um e outro.

QUADRO IV

Resultados da variante do «método principaly
aplicada a 6 variedades

Variedades Hifas por 0,51 mm Médias
74 0,00 0,08 0,12 0,07
28 0,61 0,29 0,45 0,45
17 1,26 2,29 1,21 1,59
33 6,18 7,13 6,53 6,61
46 9,37 | 9,71 7,68 8,92
17 1532 | 13,98 15,40 14,80
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4. Buscando procedimentos maig expeditos que os ja
apresentados, procurimos ainda acertar um outro método ba-
seado na observacido dog tempos decorrenteg entre a inoculacio
€ a producéo de esporos sobre os diferentes discos. Entendendo-
“S€ que a susceptibilidade dog materiais ensaiados & tanto maior
quanto menor for, sobre eles, o periodo estéril, bastars «medirs
este para se ter umg boa informacido sobre o comportamento
relativo dos discos em relagdo ao parasita,

Tomando o mesmo material usado bara o estabelecimento
do primeiro método, fizemos a observacio inicial da esporu-
lagdo no fim de 7 dias, atribuindo umag pontuacio a cada um
dos graus de producéo de €Sporos observados sobre 13 campos
de um disco, assim definidos:

L Esporulacio incipiente — rarog €sporos,  todos ainda,

em fase de crescimento . *+ + -« . . um ponto.
II. - Poucos esporos — raros €Sporos, os primeiros morfo-
logicamente madurog * + + - . . . dois pontos,

II1. Esporulacio média — equilibrio entre cadeias com

IV.  Esporulacio intensa — abundancia, e largo dominio de

todo o campo . . | * -+ .« . quatro pontos.

V. Esporulacio muito intensa — grande abundancia de
€Sporos maduros em manchg generalizada, . . | |
TSt e oL cineo pontos.

geneidade entre digcos, Nesse sentido, e designando por A, Be C

&di iai i média
respectivamente as médias parciais malgr,
N r . LNl a:
caleunldmos assim a média geral modifica

—13 =

e menor,

A+12B+15C
3

M =

(o] fim a p § adOS
":] d ['eseﬂ'“ia rimelira, (ihsel vacao o0s !eS”l

encontrados foram os seguintes:

Média
PONTOS modificada
Variedade
6 2,0
0

z 1‘1’ 6 14 12,3

17 2,
38 0 8 > 15

da susceptibilidade, seria portanto:

1.2 — variedade n.© 17

2.8 — > » 33 )
9 :

3.2 — » »

42— » » 46

( IS d o d f d .Ob ! ?
a2 s

uela seriacdo. i ' ‘ ' s
- Fazendo segunda observacdo dois dias depois p

. . . o
estabelecer mais os seguintes numer

Média
ificad
Variedade PONTOS modificada
10,7
1 27 )
: ; 6 8,7
10
4 [ .
46 19 17 17 21 :
67 1 2 0 s
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Desta forma a seriacdo ficou como segue:

1.# — variedade n.c 17

2.2 —_— » s> 33
3.2 — » » 46
42 » » 2
Ly — » > 4
6.t — » » 67

A partir desta segunda observacdo os discos deixaram de
oferecer condicbes para o bom desenvolvimento do oidio e a
relacdo crescimento-desenvolvimento do micélio tornou-se mais
complexa. O método permitiu pois ordenar somente 6 varie-
dades das mais sensiveis. Evidentemente este foi um procedi-
mento acentuadamente empirico que, todavia, levou a resul-
tados semelhantes a outros anteriormente obtidos, o que nos
sugere certo valor do método, acrescido ainda pela sua grande
facilidade de aplicagdo. Parece-nos especialmente recomendavel
para ordenar, por resisténcia, material muito sensivel, ou fazer
comparagOes expeditas entre pares de variedades.

Chegados a este ponto inicidmos a aplicacio dos métodos
ao estudo de algumas variedades de videira e os primeiros
resultados obtidos, pela sua coeréncia e concordincia com o
comportamento conhecido de algumas delas, permitem-nos

prever boas possibilidades de utilizacdo para a metodologia
descrita.

RESUME

Dans ce texte sont mis au point quelques aspects basiques
étudiés dans un programme d’amélioration de la vigne quant
a la résistance a l'oidium. Ces aspects sont rapportés 4 l'ajus-
tement de quelques méthodes laboratorieles expéditives pour
tester la résistance variétale de la vigne & cette maladie.

D’abord, quelques résultats pratiques se rapportant i I'ino-
culation au laboratoire de l'oidium sur des milieux inertes et
sur des disques de V. wvinifere sont présentés. L’on présente
aussi quelques aspects sur la germination des spores et sur
la croissance et dévelopement du mycélium.
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Des milieux sur papier-filtre humidifie et entourésa par
cotton mouillié d’eau, dans des boites de Petri, on été "50113011'1‘5
utilisés. Des inoculations ont été mises en pratique en detachsa,r-lt
les spores des feuilles de Vitis au moyen d’}m for"c couran‘t.ojl air
dans une campanule de verre oll ont été placés les milieux
au fond. . .

On a constaté ainsi que loidium germine mieux sur le
papier cristal, le filme adhésif, la pellicule pla:s'thue et colod@n
(environ 60-70 %) et moins bien sur verre, silicone et lanol‘lzﬁe.
On a aussi conclu que la temperature de 28°C ?t. la Iumu;::rg
sont favorables au procés et bien que la pério@e stérile a atteint
son minimum et la croissance son maximum sous cette

re.
tempEe;liﬁte trois méthodes d'éstimation de la résistance sgnt
décrites. La premiére se base a l’eva,lua,tio.n de lexpansion
mycéliale par enumération dGes hyphes qui- traversent tune
dimension de 0,68 mm de la nervure sur les disques et La* deu-
xiéme sur lenumératicn des hyphes qui traversen} (,)951 mm
d'une direction définie sur le parenchyme .de la {e}nﬂe. Ifa
derniére se base sur le mesurage de la période stérile apres

I'inoculation.
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