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ABSTRACT

Cutrim, F.A.; Oliveira, SM.A., Dantas SA.F,, Silva, R.L.X. Influence of culture media and the carbon-nitrogen interaction on growth and
sporulation of Penicillium sclerotigenum. Summa Phytopathologica, v. 32, n. 1, p. 85-88, 2006.

The yam green rot is a disease with high economic impact in
Pernambuco state. It was carried out physiological studies involving
six culture media (PDA, Oat-agar, V-8 juice, Czapeck, Carrot and
Yam) on mycelial growth, sporulation and dry weight of two
Penicillium sclerotigenum isolates (IB1 and IPR2). PDA and Yam
mediainduced higher mycelial growth and higher conidium production
was obtained in the Czapeck and Oat-agar for both isolates utilized.
The Oat-agar media provided higher dry weight for IB1 and IPR2. It
was also studied the effect of different carbon source (maltose,

dextrose, sucrose, starch) and nitrogen (asparagin, pepton, sodium
nitrate, potassium nitrate) on development of P. Sclerotigenum.
Among the nitrogen sources evaluated, sodium nitrate was the less
favorable for the mycelial growth and sporulation. The sucrose x
pepton combination provided the best mycelial growth for both
isolates. The highest conidium production was achieved using the
combination of sucrose x potassium nitrate and sucrose x peptone
for the isolates IB1 and IPR2, respectively.
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RESUMO

Cutrim, FA.; Oliveira, SM.A., Dantas SA.F,, Silva, R.L.X. Influéncia de meios de cultura e da interagdo carbono-nitrogénio no crescimento e
esporulacdo de Penicillium sclerotigenum. Summa Phytopathologica, v. 32, n. 1, p. 85-88, 2006.

A podriddo verde do inhame é uma doenca de grande expressdo
econdémica no estado de Pernambuco. Foram realizados estudos
fisiol6gicosvisando avaliar ainfluénciade seismeiosdecultura(BDA,
Aveia, V-8, Czapeck, Cenourae Inhame) sobre o crescimento micelial,
esporulagdo e peso seco de doisisolados de Penicillium sclerotigenum
(IB1 e IPR2). Os meios BDA e Inhame induziram maior crescimento
micelial e, a maior produgdo de conidios foi obtida no Czapeck e
Aveia, para ambos isolados utilizados. O meio de Aveia propiciou
maior peso seco parao IB1 e IPR2. Foi estudado o efeito de diferentes

combinacBes defontesde carbono (maltose, dextrose, sacarose, amido)
e nitrogénio (asparagina, peptona, nitrato de sadio, nitrato de potassio)
sobre o desenvolvimento de P. sclerotigenum. O nitrato de sodio foi
menos favorével ao crescimento micelial e esporulagdo. A combinagdo
sacarose X peptona proporcionou o melhor crescimento micelia para
ambos isolados. Para o IB1, amaior producéo de conidios foi obtida
com a sacarose X nitrato de potéssio e para o |PR2 com a sacarose x
peptona.

Palavras-chave adicionais: Podrid&o verde, Dioscorea cayennensis, pds-colheita, nutricao.

A podrid&o verde doinhame (Dioscorea cayennensisLam.),
causada por Penicillium sclerotigenum Yam. € consideradauma
das doencas mais frequentes nas condi¢des de armazenamento
etransporte detlberas. Emboratenhasido descrita, desde 1955,
no Japdo por Yamamoto et a. (10), estudos fisioldgicos de P.
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sclerotigenum praticamente inexistem naliteratura especiaiza
da

O estudo fisiolégico e nutricional dos fungos fornece sub-
sidios para vérios trabal hos relacionados a biologia, genética e
bioguimica, possibilitando um melhor entendimento darelacéo
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patégeno-hospedeiro-ambiente (1).

A relagéo entre carbono e nitrogénio é muito importante para
o0 crescimento e esporulagdo dos fungos; alta concentracdo de
nitrogénio reprime a esporulagéo e et diretamente ligada a
concentragdo de carbono (2). A concentragdo minima de nutri-
entes que permite o crescimento micelia é, muitasvezes, insufi-
ciente para produzir esporos, ou sgja, geralmente a condicéo
nutricional 6tima para o crescimento micelial n&o é necessaria-
mente a melhor para a producdo de esporos e freglientemente
inibe areproducdo (9).

Com base nesses argumentos, e pela necessidade de se co-
nhecer as exigéncias nutricionais de P. sclerotigenum, causador
de importante doenca pds-colheita em tUberas de inhame, ava
liou-se diferentes meios de cultura e combinagdes de carbono e
nitrogéni o que proporcionassem o melhor desenvol vimento deste
fitopatdgeno.

Os isolados foram obtidos a partir de tlberas de inhame
(Dioscorea cayennensis Lam.) cv. da Costa, apresentando sin-
toma caracteristico de podridao verde provenientes da Paraiba
(IPB), Parana (IPR1; IPR2) e Pernambuco (IAL; I1BI; I1B2; IBG;
IG). Os fragmentos foram desinfestados, plaqueados em meio
batata-dextrose-agar (BDA) eincubadosatemperaturade 25 + 2
°C. Ap6s o crescimento do fungo transferiu-se discos contendo
estruturas do P. sclerotigenum para tubos de ensaio com meio
BDA.

Os isolados de P. sclerotigenum obtidos foram testados
quanto a patogenicidade, por meio deinoculacdo com discosde
meio contendo as estruturas vegetativas e reprodutivas do fun-
go nas tlberas de inhame sadias e previamente desinfestadas
em hipoclorito desodio (1,5 %), feridas, e que apds ainocul agcdo
foram mantidas em caBmaraUmidapor 48 h. A avaiacdofoi reali-
zada 10 dias ap6s ainocul acdo pelamedicdo do didmetro e pro-
fundidade dalesdo, com auxilio daréguamilimetrada. O delinea
mento experimental empregado foi inteiramente casualizado com
cinco repeticdes e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a5 % de probabilidade, utilizando o Programa SANEST.

O estudo sobre a influéncia de diferentes meios de cultivo,
liquido e sdlido, sobre o crescimento micelia e esporulagéo foi
realizado com dois isolados de P. sclerotigenum mais agressi-
vos. Para determinaggo do crescimento micelial e esporulacéo
foram utilizados osmelos agarizados BDA, Cenoura, V-8, Aveia,
Czapeck, segundo Menezes & Silva-Hanlin (5), einhame (2009
de inhame; 10 g de dextrose; 20 g de égar). Para avaliagcédo do
peso seco foram utilizados os meios acima mencionados sem
adicdo de &gar. A avaliagdo do crescimento micelia consistiu na
medicéo didriado didmetro das col 6nias com umaréguamilime-
tradaeaesporulacdo por meio deleituraem cdmarade Neubauer
(5). O peso seco foi obtido através da filtragdo da cultura, e
seguido dasecagem do filtrado em estufaa 80 °C por 24 horas. O
delineamento experimental empregado foi inteiramente casuali-
zado, em arranjo fatorial com cinco repeticdes por tratamento, e
asmédiasforam comparadas pel o teste de Tukey a5% de proba-
bilidade utilizando-se 0 Programa SANEST.

Também, paraidentificacdo das melhores fontes de carbono
e nitrogénio foram utilizadas combinagdes de quatro fontes de
carbono (C): maltose, dextrose, sacarose e amido com quatro de
nitrogénio (N), sendo duas orgéanicas. asparagina e peptona e
duas inorganicas: nitrato de potassio e nitrato de sodio, na pro-
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porcao 10:1, conforme o peso molecul ar, tendo como meio basal
odelLilly & Barnett (4). A avaliacdo do crescimento micelial e
esporulagdo foi feitade acordo com ametodol ogia anteriormen-
tedescrita. O delineamento experimental utilizadofoi inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial, com cinco repeticdes, eas médi-
as foram comparadas pelo teste de Tukey (5% de probabilida-
de). Para efeito de andlise estatistica dos dados foi utilizado o
programaSANEST.

Apos aredlizag8o de cortes feitos no local de infecgdo foi
possivel visualizar uma &rea necrética, de coloragdo marrom-
clara, tomando grande parte da pol pa, sintomas estes semel han-
tes aos observados por Moura (7), verificando-se que todos os
isolados de P. sclerotigenum testados foram patogéni cos quan-
do inoculados em tuberas de inhame sadias, sendo que o IB1 e
IPR2 foram maisagressivos.

Em relagco aos meios de cultura testados, pode-se observar
na Figura 1 que, de um modo geral, os isolados apresentaram
comportamento ao que concernem as variaveis testadas. Os
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Figura 1. Crescimento micelial, esporulagdo e peso seco de dois
isolados de Penicillium sclerotigenum (1B1 e |PR2), agente causal da
podriddo verde do inhame, em diferentes meios de cultura, aos sete
dias de incubag&o.

Médias seguidas da mesma letra, mailscula entre as categorias e
minascula dentro das categorias, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a0 nivel de 5 % de probabilidade. Médias de cinco repeticdes.
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substratos BDA elnhameinduziram maior crescimento micelial
para ambos isolados testados, enquanto os meios Czapeck e
Aveia mostraram-se mais adequados para esporulacgo. Muitos
fungos utilizam melhores os meios naturais ou semi-sintéticos
para o seu desenvolvimento, os quais fornecem determinadas
substancias que funcionam como estimuladores de crescimento
ereproducdo, o que torna esses meios mais eficientes do que os

Tabela 1. Influénciadefontesde carbono e nitrogénio sobre o crescimen-
to micelial (mm) e esporulagdo de dois isolados de Penicillium
sclerotigenum, agente causal da podridéo verde do inhame, apés sete
diasdeincubagdo

Isolado  Fonte de Fonte de Nitrogénio
Cabono  \Ng NK Asp Pep
Crescimento micelial (mm)
1B1 Dextrose 34l1aD* 447bB 437bC 6,70bA
Maltose 092bD 466aB 442aC 538dA
Amido 000cD 452cB 43cC 558cA
Sacarose 0,00cD 460bB 425dC 6,72aA
IPR2 Dextrose 212aD 395cC 398dB 6,16bA
Maltose 065bD 380dC 4,07cB 533dA
Amido 000cD 416bC 421bB 549cA
Sacarose 0,00cD 447aC 466aB 730aA
Esporulaco (x 10° conidios/mL)

IB1 Dextrose 0,76 aD* 726cB 561cC 1288bA
Maltose 0,14 bD 743bA 612bB 313cC
Amido 000cD 6,09cB 462aA 188dC
Sacarose 000cD 1567aA 525dC 1561 aB

IPR2 Dextrose 014aD 735cC 1020bA 820bB
Maltose 000bD 439dC 745dB 803cA

Amido 000bD 914bB 960cA 510dC

Sacarose 0200bD 16,16aC 17,11 aB 46,72aA

* Médias seguidas damesmaletra, mindsculas navertical e mailisculas
na horizontal, no diferem entre si pelo teste de Tukey (P = 0,05)
dentro de cada isolado. Médias de cinco repeti¢des/combinacéo.
Dados transformados em \/x+3 para esporulagéo.

NNa = Nitrato de sodio; NK = Nitrato de potéssio; Asp = Asparagi-
na; Pep = Peptona.

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 32, n. 1, p. 85-88, 2006

sintéticos (3; 4). O maior peso seco foi obtido no meio deAveia
(Figura 1) para ambos isolados de P. sclerotigenum. No estudo
de nutricdo de fungos, amelhor variavel de avaliagdo do cresci-
mento micelia é através da determinagdo do peso seco, isso
porque a gunsfungos crescem muito bem em determinados subs-
tratos, porém ndo utilizam eficientemente os nutrientes presen-
tes, resultando na producdo de micélio maisleve (8).

Os resultados dainteracdo C x N sobre 0 crescimento mice-
lial dos dois isolados de P. sclerotigenum est@o representados
na Tabela 1, verificando-se que houve efeito significativo das
diferentes combinag6es de C e N no crescimento micelial dos
isolados IB1 e IPR2. A melhor resposta induzida pela peptona
era esperada, uma vez que a disponibilidade do nitrogénio nas
fontes organicas € bem maior que nas inorganicas (2). Segundo
Assiset d. (1), o estado nutricional do fungo afetao crescimen-
to e germinagdo de esporos. O nitrato de sodio, independente
da fonte de carbono foi considerado a menos favorével ao de-
senvolvimento de P. sclerotigenum, sendo, portanto, inviavel
paraser utilizada. A sacarose, como fonte de carbono, combina-
da com nitrato de potéssio e peptona, respectivamente, para o
IB1 elPR2, ofereceu maior esporulacdo. A fontede C maisade-
quada parasuprir as exigéncias nutricionais de P. sclerotigenum
foi a sacarose. Segundo Morre-Landercker (6), esse fato pode
ter ocorrido devido a fatores genéticos ou a condicdes ambien-
tais, pois sabe-se que a sacarose € uma fonte complexa de agU-
car que exige do fungo um gasto adicional de energianasintese
de enzimas para degradac@o dos mesmos (6).

Demodo gera, osmeiosdeculturaBDA einhamefavorece-
ram o crescimento micelial do fitopatégeno. O maior peso seco
foi verificado quando cultivado em aveia e a esporulacéo nos
meios Czapeck e aveia. Asfontes de peptona e sacarose propor-
cionaram maior desenvolvimento de P. sclerotigenum.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

1. Assis, T.C.; Menezes, M.; Andrade, D.E.GT.; Coelho, R.S.B.; Oli-
veira, SM.A. Estudo comparativo de isolados de Colletotrichum
gloeosporioides quanto ao efeito da nutricdo de carboidratos no
crescimento, esporulagéo e patogenicidade em frutos de trés varie-
dades de mangueira. Summa Phytopathol ogica, Jaboticabal , v.27,
n.2, p.208-212, 2001.

2. Griffin, D.H. Fungal physiology. 2 ed. New York: John Wiley,
1994. 428p.

3. Hawker, L.E. The physiology of reproduction in fungi. London:
Cambridge University Press, 1957. 127p.

4. Lilly, V.G; Barnett, H.L. Physiology of the fungi. New York:
McGraw-Hill, 1951. 464p.

5. Menezes, M.; Silva-Hanlin. D.M.W. Guiapr atico parafungos
fitopatogénicos. Recife: ImprensaUniversitariada UFRPE,
1997.277p.

6. Morre-Landercker, E. Fundamentalsof thefungi. New Jersey:
Prentice Hall, 1972. 482p.

7.Moura, R.M. Doencgasdo inhame. In: Kimati, H.; Amorim, L.;
Bergamin Filho, A.; Camargo, L.E.A.; Rezende, JA.M. Ma-
nual de fitopatologia: doencas das plantas cultivadas. 3 ed.
S&o Paulo: AgrondmicaCeres, 1997.v.2, p.463-471.

87



8. Terao, D.; Oliveira, SM.A.; Tavares, S.C.C.H.; Laranjeira, D.
Efecto de la nutricion sobre desarrollo vegetativo y repro-
ductivo del agentedelamalformaciénfloral y vegetativadel
mango. Boletin Micol bgico, Va paraiso, v.16, p.57-63, 2001.

9.Véras, S.M.; Gasparroto, L.; Menezes, M. Variabilidadefisio-
morfolégica de Colletotrichum guaranicola em diferentes

88

subgtratos. Arquivosde Biologia e Tecnologia, Curitiba, v.40,
n.2, p.297-305, 1997.

10. Yamamoto, W.; Yoshitani, K.; Maeda, M. Studies on the Pe-
nicillium and Fusarium rots of Chinese yam and their con-
trol. The Science Reporter of theHyogo Univer sity of Agri-
culture, Sasayama-cho, v.2, n.1, p.69-79, 1955.

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 32, n. 1, p. 85-88, 2006



