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RESUMO

Estudaram-se as reagdes do inhame Dioscorea alata cv. Sdo Tomé e D. cayennensis cv. Da Costa em relacdo a

severidade da podridao-verde, causada pelo fungo Penicillium sclerotigenum. Ao mesmo tempo, foi pesquisada a ocorréncia
de especializacdo fisiologica do agente causal, em relagdo a patogenicidade, nas mencionadas espécies de inhame. Para
complementar esse estudo, analisou-se, in vitro, o crescimento micelial de P. sclerotigenum em trés meios de cultura
semi-sintéticos, sendo dois a base de extrato de tuberas das espécies de inhame supracitadas e o terceiro de batata
inglesa (Solanum tuberosum), todos complementados com dextrose e agar. Observou-se que a severidade da podridao-
verde foi menor em D. alata do que em D. cayennensis, ndo sendo constada especializagdo fisioldgica nos isolados de P,
sclerotigenum. Corroborando com esses resultados, o crescimento e desenvolvimento dos isolados de P. sclerotigenum no
meio D. alata — Dextrose — Agar foi significativamente menor do que nos meios Batata — Dextrose - Agar e D. cayennensis
— Dextrose — Agar, esses mais favoraveis para crescimento do fungo.

Palavras-chave adicionais: inoculagdo cruzada, especializagdo parasitaria, crescimento in vitro, Dioscorea alata,
D. cayennensis.

ABSTRACT
Severity of green rot in yellow and water yams and the physiological specialization of Penicillium sclerotigenum

The degree of green rot severity was evaluated in two yam species, D. alata and D. cayennensis. The causal agent
of this disease is the fungus Penicillium sclerotigenum, a highly virulent pathogen on D. cayennensis in the producing
areas all over the world. In addition, by cross inoculation, an investigation was conducted on the occurrence of physiological
adaptations of the fungus relative to its pathogenicity on these species of yams. To complement this study the mycelial
growth of P. sclerotigenum was evaluated on three culture media, two based on extracts of the yam species examined and
the other one on potato (Solanum tuberosum). Dextrose and agar were added to all cultures. The results showed that
green rot was less severe on D. alata than on D. cayennensis. No physiological adaptation in relation to the pathogenicity
of P. sclerotigenum to both yam species was found. Potato-dextrose-agar and D. cayennensis-dextrose-agar were the best
substrates for P. sclerotigenum development and growth.

Additional keywords: cross inoculation, pathogenic especialization, in vitro growth, Dioscorea alata, D.
cayennensis.

A cultura do inhame da costa (Dioscorea cayennensis
Lam.) ¢ de alta significincia econdomica para o Nordeste,
pois sua tubera comercial, exportada para os Estados Unidos
e paises da Europa, possui preco estavel no mercado interno,
mesmo com alta demanda, e é consumida por todas as classes
sociais (Santos, 1996; Mesquita, 2002). Dois tipos de inhame
tém destaque no mercado brasileiro: o inhame da costa, unico
utilizado nas exportagdes, e o Sdo Tomé (D. alata L.), este

* Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor apresentada ao Curso de
Pos-Graduagao em Ciéncias Biologicas, UFPE, PE (2005)
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menos cultivado na regido. No Nordeste, problemas fitossa-
nitarios, especialmente nematoides e fungos, dificultam
grandemente o cultivo do inhame da costa (Moura, 2005,
Ritzinger et al., 2003). Uma doenga epidémica, de alta
severidade e de etiologia ainda desconhecida, denominada
requeima, torna o cultivo do inhame S3o Tomé, unico
suscetivel ao mal, um investimento de alto risco econdmico
na Regido. Nao foram encontradas referéncias bibliograficas
que explicassem a restricdo da requeima ao cultivo do
inhame Sao Tomé.

O parasitismo dos fitonematdides Meloidogyne
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incognita (Kofoid & White) Chitwood, M. javanica (Treub)
Chitwood, Pratylenchus coffeae Filipjev & Stekhoven e
Scutellonema bradys (Steiner & Le Hew) Andrassy ¢ comum
em plantios de inhame da costa em todas as areas de
producao do Nordeste e em paises africanos e caribenhos,
sempre promovendo perdas significativas (Acosta & Ayala,
1975; Jatala & Bridge, 1990; Moura, 2005). Esses organis-
mos, que possuem habitos parasitarios e hospedeiros
distintos, evidenciam diferengas fisioldgicas entre as duas
espécies do género Dioscorea em questdo. O inhame da costa
¢ altamente suscetivel a esses fitonematoides, enquanto a
cultivar Sdo Tomé mostra-se aparentemente imune, pois
nunca houve registro de ocorréncia de nematose nesse
genotipo no Brasil (Moura, 2005). A literatura internacional
reporta suscetibilidade de D. alata em relacdo a esses
nematoides sem mencionar, entretanto, o nome da cultivar
(Jatala & Bridge, 1990). Por outro lado, observacdes realiza-
das em tuberas de inhame da costa em armazenamento no
Nordeste tém revelado ser essa cultivar altamente suscetivel
a podriddo-verde, doenga de alta incidéncia e severidade,
que se inicia sempre por ferimentos, na maioria resultante
do parasitismo dos fitonematdides, e das praticas inerentes
a colheita, limpeza e transporte (Moura ef al., 1976). No
local do ferimento, apds a penetragdo do patdégeno e inicio
da infeccdo, forma-se uma area de consisténcia aquosa,
externa, que evolui internamente para uma lesdo circular,
profunda, de coloragao marrom e consisténcia umida (Figura
1G). Na parte externa correspondente, apos alguns dias do
inicio da infecc¢do, forma-se um denso e vigoroso micélio
verde que mais tarde pode produzir abundante quantidade
de esclerocios. No inhame Sdo Tomé a patogénese ocorre
de modo semelhante, mas a evolucdo da lesdo é lenta,
possibilitando a hospedeira limita-la pela formagao de
tecidos corticosos (Figura 11). A podridao-verde, que ocorre
apenas durante o armazenamento, tem como agente
etiologico o fungo Penicillium sclerotigenum Yamamoto,
relatado no Brasil por Moura et al. (1976) em tuberas
comerciais e sementes de Dioscorea spp. Acredita-se que a
natureza da reacdo diferenciada dos dois inhames em relagio
aos citados patdgenos possa ser de origem morfologica, como
espessura da epiderme da tibera, por exemplo, ou fisiologica,
pela presenca de substancias quimicas presentes, ou
produzidas em resposta a infeccao.

Com base nessas informagdes, os objetivos deste
estudo foram verificar, por meio de inoculagdes artificiais,
o grau de severidade da podriddo-verde no inhame Sao Tomé,
comparativamente ao inhame da costa, e, a0 mesmo tempo,
verificar a possivel existéncia de especializagao fisiologica
em P. sclerotigenum, por meio de testes de patogenicidade
cruzada, de acordo com os conceitos de Agrios (1997). Além
disso, foi estudado o crescimento micelial de P.
sclerotigenum em meios de cultura semi-sintético, dois dos
quais contendo, como fonte de carbono, extratos de tuberas
de inhame D. alata e D. cayennensis, para confirmar o
restritivo desenvolvimento de P. sclerotigenum em D. alata,
em condigdes naturais.
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Neste estudo, foram utilizados quatro isolados de P.
sclerotigenum: dois originarios de D. alata (RO 1 e RO 9) e
dois de D. cayennensis (BA 30 e DF 2), selecionados
aleatoriamente a partir de uma cole¢@o com 50 isolados,
obtidos em sete Estados brasileiros. Em laboratorio, os
isolados foram mantidos em meio CYA (Czapek Yeast
Autolysate Agar), segundo Pitt (1988), identificados ao nivel
de espécie, de acordo com Samson & Frisvad (2004) e
depositados na Colegdo de Culturas Fungicas (Micoteca —
URM) do Departamento de Micologia, Universidade Federal
de Pernambuco, com os seguintes registros: RO1 (5041
URM), RO9 (5040 URM), BA30 (5043 URM) e DF2 (5042
URM). Todos eram comprovadamente patogénicos,
conforme testes de inoculagdo nas espécies de inhame de
origem e provenientes de trés estados: Rondonia (RO 1 e
RO 9), Bahia (BA 30) e Distrito Federal (DF 2). Antes da
pesquisa, observou-se que os isolados apresentavam-se
morfologicamente similares ¢ possuiam aspectos culturais
em comum, a saber, bom crescimento nos meios de
identifica¢do de espécies do género Penicillium, que sdo o
CYA, MEA (Malt Extract Autolysate Agar) e YES (Yeast
Extract Sucrose Agar), segundo Samson & Frisvad (2004),
e abundante quantidade de esclerdcios, caracteristica tipica
da espécie.

Para avaliar o grau da severidade da podridao-verde
em D. alata e D. cayennensis foram realizadas inoculagdes
com os quatro isolados em ambas espécies. Para tal, tiberas
comerciais foram selecionadas visualmente quanto ao
tamanho, idade e sanidade. Em laboratério, foram lavadas
com agua e sabdo, desinfetadas com alcool a 70%, e secas a
temperatura ambiente. As inoculagdes foram executadas ap6s
arealiza¢do de uma delicada incisdo circular sobre a cuticula,
com um vazador metalico, de aproximadamente lcm de
diametro, nas regides basal, intermedidria e de crescimento.
No centro desses pequenos circulos formados pela incisdo,
foram depositados 50 ul de uma suspensao de conidios,
contendo 107 unidades/ml, em agua destilada esterilizada,
sendo adicionado 0,01% de Tween 80. Seguiu-se a incubacdo
em camara umida individual, em saco plastico negro para
redugdo da luminosidade. O mesmo tipo de tratamento,
porém, omitindo-se o fungo, foi utilizado como testemunha.
O delineamento estatistico foi do tipo inteiramente
casualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢des. O
experimento permaneceu em condigdes ambientais de
laboratério, com temperatura de 28 + 2 °C, por 21 dias,
quando se avaliou a severidade da podriddo-verde e a
viruléncia dos isolados. Para tal, removeu-se a casca entre
os pontos de inoculagdo, do modo mais uniforme possivel,
para observacdo da area necrosada interna, que ¢
naturalmente circular (Figura 1A - E). Em seguida, em cada
tubera, nos trés locais de inoculagio, tomaram-se as medidas
de dois diametros perpendiculares, com uma régua
milimétrica, estabelecendo-se, ao final, a média dos
diametros das lesoes da tubera. A profundidade foi medida
apos corte transversal passando no centro da lesdo. A
severidade foi estabelecida mediante o calculo do volume
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de um cilindro, formado por tecidos necrosados, tomando-
se a area da lesdo como base e a profundidade como a altura
do cilindro, avaliando-se, ao final, as medidas da
profundidade, areas, e volume das lesdes, por meio das
respectivas formulas geométricas. Os dados referentes as
citadas variaveis foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
Para o estudo comparativo de crescimento radial do
micélio nos diferentes meios de cultura, os isolados RO 1 e
DF 2 foram plaqueados nos trés meios de cultura semi-
sintéticos, contendo diferentes fontes naturais de carbono,
duas das quais extrato de ttiberas de D. alata e D. cayennensis
e a terceira de batata inglesa (Solanum tuberosum L). Os meios
testados foram: D. alata-dextrose-agar (DADA), D.

Dc Dc

=~
&

cayennensis-dextrose-agar (DCDA) e Batata-dextrose-agar
(BDA); sendo 200 g de inhame ou batata, 20 g de dextrose
¢ 20 g de agar, em 1 1 de agua destilada. Cultivou-se o fungo
em placas de Petri, contendo 25 ml de meio, mantidos a
temperatura de 28 = 2 °C, sob luz natural com cinco
repetigdes. As aferi¢gdes dos didmetros das colonias foram
feitas com a mesma régua milimetrada, a cada dois dias,
durante oito dias. O experimento foi conduzido segundo
delineamento do tipo inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 3 x.2 (trés meios X dois isolados). Modelos lineares,
logaritmicos e quadraticos foram testados na tentativa de
descrever o crescimento micelial dos isolados RO1 e DF2
nos trés meios anteriormente citados.

Os resultados demonstraram que as duas espécies de

c
D

FIG. 1 - Severidade da podriddo-verde do inhame (Dioscorea cayennensis) em tuberas comerciais, 21 dias apds as inoculagdes cruzadas,
com isolados de Penicillium sclerotigenum em D. cayennensis (Dc) e D. alata (Da) (A- E). A= Testemunha de Dc e Da; B=RO1; C=
RO 9; D = BA30; E = DF2. F = Colonias de P. sclerotigenum em trés meios de cultura. G = Infecgdo natural de P. sclerotigenum em D.
cayennensis mostrando a expansdo da lesdo. H = Reverso das colonias de BA30 e RO1, enfatizando a produgdo de pigmento marrom nos
meios de cultura BDA e DCDA e auséncia em DADA. I = Infec¢@o natural de P. sclerotigenum em D. alata mostrando a lesdo restrita.
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inhame foram suscetiveis a podriddo-verde, sendo a doenga
mais severa em D. cayennensis do que em D. alata (Tabela
1). Nao foi constatada especializacdo fisiologica entre os
isolados oriundos das duas espécies de inhame, pois os
resultados das inoculagdes cruzadas mostraram-se positivos,
ocorrendo apenas variagdes quanto a severidade da doenga
e viruléncia dos isolados (Tabela 1) que foram agressivos,
infetando as duas espécies de inhame. Entretanto, DF2 foi
0 menos virulento e BA 30, RO 1 € RO 9 os mais virulentos
em D. cayennensis, a considerar os conceitos de van der
Plank (1967) (Tabela 1). Conforme visto, BA 30 ¢ DF 2,
bem como RO 1 ¢ RO 9 eram oriundos de D. cayennensis e
D. alata respectivamente, indicando que independentemente
da origem dos isolados, a severidade da podridao-verde foi
maior em D. cayennensis do que em D. alata. Em D. alata,
também independentemente da origem nao houve diferenca
significativa entre os isolados quanto a viruléncia (Tabela 1).

Com relagdo ao crescimento do fungo nos trés meios
de cultura ndo foi verificada interagdo significativa entre
isolados e meios de cultura. Penicillium sclerotigenum
desenvolveu-se melhor em BDA, seguido por DCDA e
DADA, sendo o modelo linear o que mais se adequou para

descrever o crescimento micelial dos dois isolados estudados
(RO 1 e DF 2) nos trés meios testados (Figura 2). Ademais,
ainda com relagdo ao desenvolvimento micelial em meio de
cultura, pode-se observar que P. sclerotigenum em BDA
(Figura 1F) formou coldnias com aspecto tipico da espécie,
com abundante presenca de esclerocios, produzidos apos
cinco dias de crescimento. Houve alta producao de pigmento
marrom soluvel no meio BDA, pouca em DCDA e auséncia
em DADA (Figura 1H). No meio DADA, o micélio
desenvolveu-se lentamente, mostrando-se escasso, pouco
denso ¢ com produgdo retardada de esclerocios, observada
apenas apos 40 dias de cultivo. Esses resultados podem ter
relagdo com o fato da podridao-verde ser mais rara ¢ de
progresso mais lento em D. alata em condigdes naturais
(Figura 11).

Observou-se que as tuberas de D. alata constituem
substrato pouco favoravel ao desenvolvimento de P.
sclerotigenum. A explicagdo para essa diferenga fisioldgica
entre as duas espécies de Dioscorea podera estar no contetido
de sacarose presente nas suas tuberas. Ogundana et al.
(1971), observaram que P. sclerotigenum, Botryodiplodia
theobromae Pat. e Aspergillus niger Tiegh., causadores de

TABELA 1 - Severidade da podriddo-verde do inhame (Dioscorea cayennensis) por meio de inoculagdes cruzadas, utilizando-se
quatro isolados de Penicillium sclerotigenum, sendo dois obtidos de D. cayennensis (BA 30 e DF 2) e dois de D. alata (RO 1 e

RO 9)

Isolado de Didmetro da lesdo Profundidade da lesdo Area da lesdo (cmz) Volume da lesdo (cm3)

Penicillium sclerotigenum DC DA DC DA DC DA DC DA
BA30 3,10 aA 1,39b A 274aA 2,01bB 7,74 aA 1,54b A 21,13aA 3,06b A
DF2 1,88aB 1,48aA 2,01aB 1,72aB 280aB 1,77a A 5,61aB 3,04aA
ROl 327aA 1,90bA 2,16aB 2,18aAB 8,70 a A 294bA 18,74 a A 6,49b A
RO9 281aA 1,L69b A 2,47aAB 2,65aA 6,45aA 230bA 1592aA 6,11bA

Na mesma linha, onde se compara severidade da doenga (area e profundidade isoladamente), médias seguidas da mesma letra minuscula e na mesma
coluna, onde se compara a viruléncia dos isolados em D. cayennensis e D. alata, médias seguidas por letras maiusculas, ndo diferem estatisticamente
ao nivel de P < 0,05 pelo teste de Tukey. DC = Dioscorea cayennensis. DA = Dioscorea alata.

Meio BDA (Batata - Dextrose - Agar)

Meio DCDA (D. cayennensis Dextrose - Agar)

Meio DADA ( D. alata - Dextrose - Agar)
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FIG. 2 - Representacdo pelo modelo linear do crescimento micelial de dois isolados de Penicillium sclerotigenum em trés meios de

cultivo: BDA, DCDA e DADA.
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podriddo de tuberas de inhame na Nigéria, utilizaram
sacarose mais adequadamente para seu crescimento em meio
liquido (peso seco de micélio) do que outros agucares
(maltose, glicose e frutose). Os referidos autores constataram
também que D. cayennensis possui maior teor de sacarose
por peso seco em discos de tiberas (0,0084 mg/g) do que D.
alata (0,0050 mg/g). Estudo semelhante com outras espécies
do género Penicillium foi desenvolvido por Stange et al.
(2002) ao pesquisarem os efeitos de extratos de casca de
citros (Citrus spp.) acrescentados ao meio BDA, em relagdo
ao crescimento de P, italicum Wehmer, P. digitatum Sacc. e
P expansum Link. Os autores concluiram que P. digitatum
e P, italicum sdo fisiologicamente adaptados para crescerem
na presenga dos muitos compostos bioativos produzidos na
casca de citros, sendo esses compostos estimulantes de
crescimento, enquanto que P. expansum nao conseguiu se
desenvolver bem, nessa condi¢ao. Estes autores afirmaram
ainda que a maioria das espécies patogénicas de Penicillium
possui limitada gama de hospedeiros, sugerindo a existéncia
de adaptagdo patogénica para cada espécie do fungo a
determinada espécie de planta. E possivel que esta adaptagio
possa explicar a pouca susceptibilidade de D. alata a P.
sclerotigenum. Informagdes dessa natureza precisam ser
pesquisadas para subsidiar estudos de melhoramento
genético dessas dioscoreaceas na busca de cultivares
resistentes a podridao-verde, principal causa de perdas de
tuberas comerciais e sementes durante o transporte e
armazenamento.
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