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RESUMO

Foi realizado um levantamento de ocorréncia da podriddo-verde do inhame em diferentes Estados brasileiros, com
andlise dos tipos de coldnia do patégeno, em 50 isolados de Penicillium obtidos para identificagdo. Os isolados foram
originados de tuberas infectadas das duas espécies de inhame Dioscorea cayennensis e D. alata. Os resultados foram
obtidos mediante técnicas especificas de identificagdo de espécies do género Penicillium e préaticas laboratoriais rotineiras
de Fitopatologia. Constatou-se que a doenca ocorria em todos os Estados estudados, sendo a doenca sempre causada por
Penicillium sclerotigenum, (nico organismo em constante associagdo com a doenca. Os isolados do fungo apresentaram
diversidade na morfologia das col6nias, independentemente da espécie de Dioscorea e local de coleta da amostra.

Palavras-chave adicionais: podriddo-verde do inhame, Dioscorea cayennensis, Dioscorea alata, doengas do
inhame.

ABSTRACT

Geographic distribution and morphologic diversity of cultures of Penicillium sclerotigenum of yams in Brazil
Asurvey was carried out to determine the occurrence of soft-rot of yam in different states of Brazil. Fungus isolates

were taken from diseased tubers of two edible yam species, Dioscorea cayennensis and D. alata. Observations were carried

out to identify the 50 isolates of Penicillium obtained using specific techniques for the genus Penicillium taxonomy and

routine laboratory techniques of plant pathology. It was concluded that the disease occurred in all surveyed states and

Penicillium sclerotigenum was the only Penicillium species in constant association with the disease. The pathogen isolates

presented high colony variation, independently of the yam species and collecting place.
Additional keywords: Green-rot of yams, Dioscorea cayennensis, Dioscorea alata, yams diseases.

INTRODUCAO

A cultura do inhame (Dioscorea spp.) tem sido
explorada comercialmente nas regifes sudeste e nordeste
do Brasil, hd muitas décadas, e anualmente novos grandes
projetos tém sido iniciados com financiamento por agéncias
de fomento. Os estados com maiores taxas de producédo
no Nordeste sdo Paraiba, principal produtor, Pernambuco,
Bahia, Alagoas e Maranhdo. A grande maioria dos plantios
ainda constitui uma atividade agricola tipicamente familiar,
mas que gera renda e trabalho, empregando, em média, 1,25
homem/hectare/ano (Santos, 2002). Além dos empregos
diretos, a cadeia produtiva do inhame envolve outros
setores como armazenamento, transporte e comercializagéo.
Dessa forma, pode-se afirmar que a cultura do inhame
apresenta grande importancia econémica e social para o
desenvolvimento daquela regiéo.

Parte da Tese de Doutorado da primeira autora. Universidade Federal
de Pernambuco. Recife PE. 2006.
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Entre os problemas fitossanitarios mais importantes
que podem restringir sobretudo o comércio exportador do
inhame da Costa, encontra-se a podriddo-verde, doenca do
tipo pds-colheita, de alta severidade, que incide sobre tdberas
comerciais e sementes dos inhames da Costa e S8o0 Tomé
(Moura, 2005). O agente etioldgico € o fungo Penicillium
sclerotigenum, descrito inicialmente no Japéo por Yamamoto
et al., 1955, parasitando inhame chinés (Dioscorea batatas
Dec). No Brasil, essa doenga foi assinalada por Moura et
al. (1976) em Pernambuco, ocasido em que foi criada a
denominacdo podriddo-verde, apresentada a sintomatologia e
etiologia da doenca, relatadas as condic6es de predisposicdo
e feita breve descricdo do patégeno, fundamentando-se os
autores em isolado Unico.

O primeiro sintoma perceptivo da podriddo-verde é
uma pequena mancha imida, sempre associada a ferimento
na tdbera, originando uma lesdo profunda, de coloragdo
marrom, sobre a qual observa-se uma camada de micélio, de
cor verde acinzentado, formada por conidiéforos e conidios
do fungo, quando as condigdes climaticas sao favoraveis, tais
como: temperatura e umidade altas. Em seguida, ao iniciar
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a saprogénese, P. sclerotigenum produz grande quantidade de
esclerocios dentro dos tecidos colonizados, uma das principais
caracteristicas da espécie. A podridao progride rapidamente e no
maximo em 20 dias toda a tiibera fica comprometida (Santos,
1996). Ferimentos em tuberas sdo freqiientes, provocados,
principalmente, no ato da colheita, limpeza, armazenamento
e transporte. A doenga torna a tUbera comercial impropria
para consumo e nas sementes a brotacdo é comprometida,
ocasionando falhas no plantio (Moura et al., 1976).

Sao poucas as informagBes disponiveis na literatura
mundial sobre a podriddo-verde do inhame e P. sclerotigenum.
Ogundana et al. (1970) mencionaram P. sclerotigenum entre
outros fungos, como causadores de podriddo do inhame na
Nigériasendo, naocasido, reveladaaespécie P, italicum \Wehmer
associada a doenga. Adeniji (1970) reportou alta freqiiéncia da
ocorréncia de P. oxalicum Currie & Thom, causando podriddo
de tuberas do inhame também na Nigéria. Essas espécies ainda
ndo foram registradas ocorrendo em inhame no Brasil, onde
ndo existem também dados sobre distribuigdo geografica da
doenca nem informagdes sobre diversidade em tipos de col6nia
de isolados de P, sclerotigenum. Por outro lado, s8o inexistentes
registros na literatura mundial de estudos envolvendo mais de
oito isolados de P, sclerotigenum, ndo tendo sido relatada pelos
autores de assinalamentos, nem pelos demais, até 0 momento,
diversidade morfolégica do patdgeno, nem em tipos de col6nias
(YYamamoto et al., 1955; Moura et al., 1976; Samson & Frisvad,
2004).

A luz de tais informagdes, os objetivos da presente
pesquisa foram estudar ocorréncia da podriddo-verde do inhame
em diferentes estados brasileiros, investigando-se distribui¢do
geografica da doenca, prevaléncia de P. sclerotigenum cOMO
patogeno, bem como a sua diversidade morfoldgica.

MATERIAL E METODOS

Coleta de taberas comerciais de inhame

Apesquisa teve inicio com a coleta de tiberas comerciais
de inhame da Costa e Sdo Tomé, portadoras de sintomas da
podriddo-verde, em Centrais de Abastecimento, feiras livres
e supermercados nos estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco,
Rio Grande do Norte, Sdo Paulo, Rondbnia e no Distrito
Federal. Uma vez coletadas, as amostras eram acondicionadas
em sacos plasticos individualizados, rotulados e transportados
para laboratério para isolamento no mesmo dia.

Isolamento de Penicillium

Pequenos fragmentos retirados de margens de tecidos
infectados naturalmente de tlberas de inhame da Costa e
Sdo Tomé foram devidamente lavados com agua e sabdo
e em seguida, procedido isolamento indireto para fungos
fitopatogénicos, conforme descrito em Menezes & Assis (2004).
Para tanto, os fragmentos foram desinfestados superficialmente
por meio de uma passagem em etanol a 50%, seguindo-se
outra em hipoclorito de sédio diluido 1:3 com agua destilada,
lavando-se, em seguida, em agua destilada esterilizada. Apos a
desinfestac8o, os fragmentos foram semeados nos meios BDA
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(Batata - Dextrose - Agar) e MEA (Blakeslee Malt Extract
Autolysate - extrato de malte 3,0%, peptona 0,1%, glicose
2,0%, CuSO,.5H,0 0,0005%, ZnSO,.7H,O0 0,001%, Agar
2,0%). Obtidas culturas puras, os isolados foram catalogados,
utilizando-se codigos referentes as siglas dos Estados de origem,
em numeracdo sequencial. Cada isolado era posteriormente
submetido a testes de inoculacio em trés secdes circulares de
inhame da Costa ou Sdo Tomé, de 1,5 cm de espessura, para
confirmagdo da patogenicidade. Nesses testes, usaram-se
camaras Umidas, mantidas em laboratorio por sete dias, e em
seguida, procederam-se os reisolamentos.

Identificacdo de isolados de Penicillium sp.

A identificagéo dos isolados de Penicillium a nivel de
espécie foi realizada de acordo com a chave de classificacao
elaborada por Samson & Frisvad (2004). Inicialmente, em
condicOes assépticas, propagulos de cada isolado foram
semeados em trés pontos equidistantes, em placa de Petri,
contendo cada um dos meios de cultura utilizados. Os meios
usados e indicados para identificagdo de espécies do subgénero
Penicillium, foram MEA; Czapek Yeast Autolysate —NaNO, 0,3
%, extrato de levedura - Difco 0,5 %, sacarose 3,0 %, K,HPO,.
3H,0 0,13 %, MgSO,. 7H,0 0,05 %, KCL 0,05 %, FeSO,.
7H,00,001 %, CuSQO,. 5H,0 0,0005 %, ZnSO, . 7H,0 0,001 %,
Agar 1,5 %); Yeast Extract Sucrose — extrato de levedura 2,0%,
sacarose 15,0 %, MgSO,.7H,0 0,05 %, CuSO,.5H,0 0,0005 %,
ZnS0,.7H,0 0,001 %, Agar 2,0 %); Creatine Sucrose - creatina
0,3 %, sacarose 3,0 %, K,PO,.7H,0 0,16 %, MgSO,. 7H,0 0,05
%, KCI 0,05 %, FeSO,. 7H,0 0,001 %, CuSO,.5H,0 0,0005
%, ZnS0O,.7H,0 0,001 %, parpura de bromocresol 0,005 %,
Agar 1,5 %) e meio Czapek Yeast Autolysate com 5 % de NaCl.
A temperatura de incubagdo dos isolados em todos os meios
foi 25 °C, porém as placas de CYA foram também incubadas
a 30 °C em sala de incubacéo com refrigeracdo mantida por ar
condicionado para as temperaturas determinadas. Os isolados
cresceram em condigBes de luz ambiente, nas bancadas da sala
de incubacéo por sete dias, com a exce¢do para os cultivados
no meio CREA que foram avaliados aos sete e quatorze dias,
quanto a producéo ou ndo de &cido ciclopiazdnico ou outros
alcaloides relacionados, de acordo com Samson & Frisvad
(2004). Para completar a identificagdo da espécie, foram
realizadas micrometrias em I&minas preparadas com azul de
Amann, oriundas de col6nias com sete dias de desenvolvimento
em meio MEA. As estruturas taxondmicas do subgénero
Penicillium avaliadas foram: comprimento e largura de conidio,
fialide, metula, ramo e esclerdcio. Esta tiltima por ser estrutura
caracteristica da espécie P. sclerotigenum. Vinte unidades de
cada estrutura e de cada isolado foram medidas, a fim de obter
um valor médio para cada isolado e ao final das medi¢des obter
um valor médio para cada estrutura taxondmica com base nos
cinqlienta isolados, representando P. sclerotigenum no Brasil.
Como complemento, observou-se a producdo de esclerdcios
nos meios MEA e CYA, principal estrutura taxonémica
diferenciadora da espécie P. sclerotigenum (Samson & Frisvad,
2004). Todos os isolados foram preservados em subcultivos
periodicos, em tubos de ensaio contendo meio CYA, em 6leo
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mineral esterilizado, a temperatura ambiente e, também, em
agua destilada esterilizada, a 4 °C (Figueiredo, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das amostras de taberas de inhame da Costa
e Sdo Tomé com sintomas de podriddo-verde, coletadas em
diferentes estados brasileiros, foi obtido um total de 50 isolados
de Penicillium que, ap6s identificacdo especifica, foram
depositados na Colecdo de Culturas Fungicas (Micoteca)
do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, cadastrada no CMI (Comnonwealth Mycological

Institute, Inglaterra) com a sigla URM (University Recife
Mycology).

Em relagdo a distribui¢do geografica, a podriddo-verde
foi encontrada em todos os Estados brasileiros onde as amostras
foram coletadas, a saber: S&o Paulo, Bahia, Distrito Federal,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte e Ronddnia. Foram
obtidos 15 isolados (30%) de D. alata provenientes dos Estados
de Pernambuco (2), de Rondénia (12) e do Rio Grande do
Norte (1), e 35 isolados (70 %) de D. cayennensis provenientes
de todos esses Estados, com excecdo de Ronddnia (Tabela
1). A menor frequéncia de isolados em D. alata deveu-se,
provavelmente, a sua maior resisténcia a doenca (Oliveira

TABELA 1 - Ocorréncia da podriddo-verde do inhame (Dioscorea spp.), causada por
Penicillium sclerotigenum, em municipios de sete estados brasileiros

Cédigo do isolado Hospedeiro Municipio Estado

SP2 D. cayennensis Piracicaba Sao Paulo

BA'l D. cayennensis Ilhéus Bahia

BA?2 D. cayennensis Ilhéus Bahia

BA 14 D. cayennensis Jequié Bahia

BA 16 D. cayennensis Itabuna Bahia

BA 28 D. cayennensis Cruz das Almas Bahia

BA 30 D. cayennensis Cruz das Almas Bahia

DF 1 D. cayennensis Brasilia Distrito Federal

DF 2 D. cayennensis Brasilia Distrito Federal
PB1ePB2 D. cayennensis Jodo Pessoa Paraiba

PB5 D. cayennensis Jodo Pessoa Paraiba

PE 1 D. cayennen sis Vitoria de Santo Antao Pernambuco

PE2 D. cayennensis Vitéria de Santo Antdo Pernambuco

PE3 D. cayennensis Vitéria de Santo Antao Pernambuco

PE 4 D. cayennensis Catende Pernambuco

PES D. cayennensis Catende Pernambuco

PE6 D. cayennensis Vicénci a Pernambuco

PE 7 D. cayennensis Vicéncia Pernambuco

PE 8 D. cayennensis Vicéncia Pernambuco

PE 13 D. alata Moreno Pernambuco

PE 20 D. cayennensis Moreno Pernambuco

PE 22 D. cayennensis Moreno Pernambuco

PE 24 D. cayennensis Moreno Pernambuco

PE 35 D. cayennensis Condado Pernambuco

PE 36 D. cayennensis Condado Pernambuco

PE 38 D. cayennensis Condado Pernambuco

PE 39 D. cayennensis Catende Pernambuco

PE 46 D. cayennensis Catende Pernambuco

PE 47 D. cayennensis Catende Pernambuco

PE 48 D. cayenne nsis Condado Pernambuco

PE 50 D. cayennensis Gravata Pernambuco

PE 54 D. alata Gravata Pernambuco

RN 2 D. cayennensis Mossoro Rio Grande do Norte
RN 3 D. cayennensis Mossoro Rio Grande doNorte
RN 4 D. alata Sédo José do Mipibu Rio Grande do Norte
RN 5 D. cayennensis S&o José do Mipibu Rio Grande do Norte
RN 6 D. cayennensis Sao José do Mipibu Rio Grande do Norte
RO1eRO2 D. alata Porto Velho Rondonia

RO 4aRO0O 12 D. alata Porto Velho Rondénia

RO 14 D. alata Porto Velho Rondbnia
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et al., 2006a) e por ser a espécie D. cayennnesis mais
cultivada, havendo, portanto, maior oferta no mercado.
Embora as amostras ndo tenham sido coletadas em todos
os locais onde o inhame é cultivado, os locais estudados na
pesquisa representam tanto areas produtoras quanto &reas
ndo produtoras.

Quanto a sintomatologia da doenca, ndo houve
variacdo nas diversas amostras coletadas observando-
se sempre o crescimento micelial externo, de cor verde
bem evidente, formando sinais da doenga (Figura 1A). A
necrose marrom interna era sempre profunda, de grande
extensdo lateral (Figura 1D), com aparéncia Umida e
progressdo rapida em D. cayennensis e restrita em D. alata,
confirmando o observado por Oliveira et al. (2006a). Ndo
foram observados escler6cios em tdberas, apenas em meio
de cultura (Figuras 1E-F). Talvez as tuberas inoculadas nao
tenham produzido esclerdcios em fungdo da temperatura na
qual foram mantidas no laboratério.

FIG.1-A. Tubera comercial de inhame da costa portadora de lesdo
natural da podridao-verde; B. Crescimento de P. sclerotigenum
em meio MEA, a partir de fragmentos de inhame da costa, apos
isolamento; C. Colénias tipicas de P. sclerotigenum em meio de
cultura CYA, apds sete dias, a 25 °C; D. Teste de patogenicidade
positivo, mostrando o crescimento micelial do patdgeno na
superficie da se¢do da tubera comercial e a profundidade da leséo,
com presenca de pigmento marrom; E. Reverso da coldnia, em
meio BDA, mostrando intensa produgdo de pigmento marrom e
esclerocios; F. Intensa produgdo de esclerocios a 30 °C, em tubo
contendo CYA; G. Reverso da colonia em meio CREA a 25 °C,
mostrando a producdo de acido, ap6s sete dias (&rea amarela
circundando as coldnias) .
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Em associacdo constante com a doenca, entre oS
50 isolados, foi identificada unicamente P. sclerotigenum
(Figura 1B-C), sendo todos os isolados patogénicos a espécie
de inhame de origem, ap6s inoculagBes em cinco se¢des de
tlberas comerciais para cada isolado (Figura 1D).

O crescimento de todos isolados de P. sclerotigenum
nos meios de cultura CYA, MEA e YES utilizados para
identificagdo da espécie foi considerado muito bom, com
didmetro da colbnia acima de 40 mm, aos sete dias a 25
°C conforme observado por Samson & Frisvad (2004). A
maioria dos isolados produziu pigmento marrom soldvel,
qguando em meio BDA (Figura 1E), ndo sendo observada
producéo de pigmento nos meios de cultura utilizados para
a identificagdo de espécies de Penicillium. Varios isolados
produziram &cido no meio CREA, sendo esta producao
representada pelo halo amarelo ao redor da colénia (Figura
1G). Néo houve producéo de base por nenhum dos isolados,
corroborando com os resultados obtidos por Samson &
Frisvad (2004) ao estudarem o comportamento fisiologico
de oito isolados de P. sclerotigenum, oriundos de diferentes
paises, ndo incluido o Brasil. Observou-se diversidade
morfoldgica nos tipos de colbnias dos isolados testados no
meio CYA (Figura 2), independentemente da espécie de
inhame e do local de origem, sendo este o primeiro relato
na literatura de diversidade na aparéncia das col6nias para P
sclerotigenum. N@o foi observada variagdo na aparéncia
das coldnias entre os isolados em meio CYAS, sendo este
meio 0 Unico em que P. sclerotigenum desenvolveu-se
fracamente, confirmando Samson & Frisvad (2004).

Os dados morfométricos obtidos com os 50
isolados confirmaram a identificagdo dos isolados como
pertencentes a espécie P. sclerotigenum. Os valores médios
obtidos de cada estrutura taxondmica estdo apresentados
na Tabela 2. Pela andlise geral, comparando-se com 0s
dados obtidos por Yamamoto et al. (1955), Moura et
al. (1976) e Frsivad & Samson (2004), conclui-se que,
apesar da diversidade na aparéncia das col6nias, os

FIG. 2 - Diversidade morfolégica na aparéncia das colonias de
isolados de Penicillium sclerotigenum, provenientes de sete estados
brasileiros, em meio de cultura CYA, ap0s cultivo a 25 °C, por sete
dias.
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TABELA 2 - Média morfométrica dos cinqtienta isolados de Penicillium sclerotigenum em meio CYA

Variaveis (em pm)

P. sclerotigenum

(50 isolados) Conidio Fialide Metula Ramo Esclerdcio

Comp. largura comp. largura comp. largura comp. largura comp. largura
Média 4,3 3.4 10,6 2,8 13,3 3,0 20,4 3,2 207,4 176,1
Amplitude 3.7- 4.7 3,1-3.8 100-11,7 22-33 11,1-155 26-33 146-220 27-3,6 1432 -3094 12932600
Intervalo de confianga 42-44 3,3-34 10,5-10,7 27-28 130-135 29-30 199-210  3,1-32 1975 - 2174 1674 - 184,7
Desvio-padrao 0,3 0,2 0,3 0,3 0,8 0,2 1,6 0,2 36,2 31,6
Coeficiente de variagdo 5,7 58 2,7 9,1 6,3 53 8,0 53 17,4 18,0
Frisvad & Samson, 2004  4,0- 5,0 2,5-35 8,0- 12,0 2,5-3,0 13,0-22,0 3,0-4,0 17,0 - 25,0 3,0-4,0 150,0 - 300,0 XXXXXX
Moura et al.,1976 4,0- 6,0 29-39 7,0- 12,0 2,7-3,0  9,0-17,0 2,7-3,8  XXXXXX XXXXX 161,0 -376,0 160 - 250,0
Yamamoto et al., 1995 4,0 6,0 3,0 4,0 8,0 11,2 2,5 3,5 9,0 16,0 2,5 4,0 XXXXXX XXXXX 170,0 38 0,0 160 320,0

valores micrométricos médios das estruturas taxondmicas
dos diferentes isolados foram consistentes, com baixos
coeficientes de variagdo e estavam de acordo com os dos
autores supracitados.

A produgdo de esclerécios nos meio CYA ocorreu
a temperatura de 30 °C e ndo a 25 °C, sendo mais intensa
nas culturas em tubo inclinado contendo meio CYA
(Figura 1F) do que em placa de Petri, contrariando
o que afirmaram Samson & Frisvad (2004) quanto a
temperatura de inducdo de producdo de esclerocios. Apos
a identificacdo dos isolados de Penicillium sp., verificou-
se que a Unica espécie presente como agente etiologico da
podriddo-verde foi P. sclerotigenum, independentemente
da espécie de inhame e da origem da amostra. Ndo foram,
portanto, assinaladas outras espécies em associagcdo com
a podriddo-verde, em contraste aos relatos na Nigéria por
Ogundana et al. (1970) e Adeniji (1970).

E importante a determinacéo da distribuico de P
sclerotigenum no Brasil, pois, além das perdas naturais
impostas a cultura do inhame, esse patégeno causa também
podriddo em outras culturas, a exemplo de magd, péra e
banana, conforme demonstraram Oliveira et al. (2006b).
Assim, aumenta a possibilidade de alimentos, além dos
ja mencionados, estarem contaminados com patulina,
micotoxina também produzida por P sclerotigenum,
constatada, até o momento, em meio de cultura (Samson &
Frisvad, 2004). A patulina pode induzir no homem sintomas
agudos (convulsdo, edema, nausea, ulceracdo e inflamagao
intestinal) e supostamente cronicos (neurotoxicidade,
imunosupressdo, teratogenicidade e carcinogenicidade)
(Moake et al., 2005). Pela importancia do assunto, novas
pesquisas estdo programadas pelo grupo para deteccdo de
patulina em inhame.
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