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2. TITULODO TRABALHO

Leveduras presentes na microbiota de batata doce e seu pontecial de aplicacao
nobiocontrole do agente casual do mal-do-p¢ da batata doce.

3. RESUMODORELATORIO

A batata doce (I]%moea batatas L.) ¢ uma hortalica que pertence a
familiaConvolvulaceae,éumasdasprincipaisraizesconsumidasnomundo.Porserumacultur
aconsideradarudimentarécultivacompoucosrecursostecnologicos,cultivadoprincipalment
eporpequenosprodutores,parasubsisténciacautoconsumo.Considerando dados mundiais
do  cultivo da  batata-doce, o pais com = maior produgdo ¢
aChinaonderepresentamnosultimosquatroanosumamédiade82,30%daproducao



mundial, em segundo lugar vem a Nigéria com 1,92%, a producdo brasileira
representa0,30%dototalproduzido(FAOSTAT,2016).Adoengadomal-do-pédabatata-
docegeraum prejuizo de quase 80% nas areas mais afetadas(ALMEIDA, 2018). Na
regidoNordeste, onde esse estudo tem sido realizado, a produtividade média ¢ de 11
ton.ha™ ,enquanto a produtividade média da cultura no pais ¢ de cerca de 14 ton.ha™ da
produgdobrasileira
(IBGE,2019).0sisoladosfitopatogénicosdeDiaporthesppforamobtidosemdiferentes
estados, no Nordeste brasileiro, sendo eles Pernambuco, Alagoas e Sergipe.Para os
ensaios de prospeccdo de controle bioldgico, os isolados fitopatogénicos estdosendo
submetidos ao cultivo conjunto, in vitro, com leveduras isoladas da batata-doce.Dados
sobre o controle desta doenga usando organismos biocontroladores sao
escassos,nesseambito,oestudodepossiveislevedurasbiocontroladoras,obtidasnacolecaofun
gosde solo — CFS, sera de grande importancia cientifica no controle do Diaporthe spp.
deforma sustentavel eeficaz.

4. INTRODUCAOGERAL

Abatata doce (lpomoeabatatasl..)¢ umahortalicaquese destacacomofonte
denutrientes para a base alimentar da populagdo, sendo amplamente cultivada em
paisessubdesenvolvidos,pordevidoasuafacilidadedecultivoemareascompoucoinvestiment
o ¢ baixo nivel tecnolégico. A producdo mundial em 2018, segundo a FAO,foi de,
aproximadamente, 92 milhdes de toneladas, cultivadas em uma area de 8,06milhdes de
hectares, apresentando uma produtividade média de 11,40 t/ha'. A China ¢é
amaiorprodutoramundialcomquase76%daprodu¢domundialeprodutividademédiade2 1,3t
on.ha™.

No ano de 2019, segundo dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro de
Geografiae Estatistica (IBGE), a produgdo brasileira foi de 805.412 toneladas,
cultivadas em umaarea de 57,486 mil hectares, apresentando uma produtividade média
de 14,05 ton.ha™. Aregido Nordeste representa 48% da 4rea total de plantio de batata-
doce e 48,10% daproducdo nacional, com producdo aproximada de 317.265 toneladas.
Devido a falta detecnologia e a incidéncia de doencas, a produtividade média na
regidioNordesteé dell,50t/ha”’. O estado de Pernambuco figura entre os principais
produtores da cultura naregido e no Brasil, com produtividade média de 40.499
toneladas, correspondendo al2,76%daprodutividadedaregido.

A baixa produtividade brasileira tem como principais fatores a incidéncia
dedoencasqueinviabilizamocultivodaculturaemdeterminadasareas,bemcomopromovem a
perda da qualidade do produto, tornando-o inviavel para
comercializacdo(ALMEIDA,2018).Aprincipaldoencaqueafetaacultura ¢conhecida

comomal-do-pé



da batata-doce. A principio, acreditava-se que o agente causal da doenga era o
fungoPlenodomus destruens, porém, estudos publicados por Almeida (2018) mostraram
que oagente causal pertence ao género Diaporthe, passando a ser denominado
Diaporthedestruens.

Os sintomas em campo sdo observados, inicialmente, como uma necrose
umidana base da planta, que anela o caule e interrompe a absor¢do de agua e nutrientes.
Amedida que a cultura se desenvolve, observa-se o amarelecimento e morte das
folhasbasais,osurgimentodematerialvegetalsecoeramascomfolhasmurchasouamareladas,
bemcomoapodridaodasraizes.Nastuberas,duranteoarmazenamentooucomercializacao,
pode-se observar uma  podridao de coloragdo ~ marrom, formato
circularque,comaevolugaodadoenca,atingetodaatiibera,podendo,oundo,afeta-
lainternamente(GALI et al., 2016).

A variabilidade de agente causais da doenga tem se tornado um dos
motivospelosquaisosmétodosdemanejo,principalmenteautilizagdodeprodutosquimicos,té
mse tornado ineficazes, necessitando de pesquisas mais amplas para a adogdo de
medidasfitossanitarias que visem o controle de uma ampla gama de patogenos. A
existéncia deoutrosagentescausaisdomal-do-pédabatata-
docetemsidoevidenciadaporpesquisadores,taiscomoAlmeidaetal.(2020)eMelloetal.(2019
),identificandoDiaporthekongiieNeoscytalidiumdimidiatumcomoagentescausaisdadoeng
a,respectivamente.

Deacordocominformagdesobtidasnosite Agrofit,doMinistériodaAgricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA), ndo ha registro de produtos quimicosutilizados no
manejo da doenga, no Brasil (AGROFIT, 2021). Diante da dificuldade nautiliza¢do do
manejo quimico, os produtores tém adotado medidas tais como o controlepreventivo,
com a aquisicdo de mudas sadias e provenientes de areas sem historico dadoenca,
principalmente mudas produzidas em viveiros; rotacdo de cultura, quando lhe
épermitida a troca do seu produto comercial por outro; bem como o uso de
cultivaresresistentesao patogeno (ALMEIDA, 2018).

ProdutoscomooTenaz250SCsaoregulamentadospeloMAPA ,parautilizacdoem
batata-doce, girassol e Kiwi, visando o controle de manchas foliares, causadas
porDiaporthe sp. Esse produto apresenta agdo sistémica, com classificacao III de
riscoambiental,sendoconsideradoumprodutoperigoso.Comoaumentodosimpactosambien

taisgeradospelaagricultura,atravésdautilizacdoindiscriminadadeprodutos



quimicos,busca-se, cada vezmais, adotar métodos alternativosparao manejo
dasdoengasdeplantas (AGROFIT, 2021).

Dentre os tipos mais promissores de controles alternativos, pode-se destacar
ocontrole biologico,que ¢ basecado nos mecanismos de agdo (antibiose,
competicdo,inducdo de resisténcia, prote¢do cruzada, a imunizagdo, entre outros)
utilizados
pelosbiocontroladores,resultandonainibigdoounoretardamentodocrescimentoe/oudesenv
olvimentodopatéogeno(ZAMBOLIMetal.,2014).Ocontrolebiologico
temsidoamplamenteestudadoeaplicadoemalgumasculturas,taiscomoautilizagdode7richod
ermasp.nocontroledavassoura-de-
bruxadocacaueiro(Moniliophthoraperniciosa),naprevengaodotombamentodeplantulasdot
omateiro(Rhizoctoniasolanii)e em outrospatossistemas(AGROFIT, 2021).

O agente de biocontrole de maior utilizagdo no mundo ¢ o fungo do
géneroTrichoderma, sendo utilizado em varios paises e patossistemas com eficiéncia.
Além
doTrichodermasp.,aslevedurasvémganhandoespagonomercadointernacionaldeprodutosp
araocontrolebioldgicodefitopatdgenos,asquaistémasprincipaiscaracteristicasexigidaspara
aescolhadebiocontroladores,taiscomocomofacilprodu¢dao e cultivo in vitro, facil
adaptacdao nutricional, alta capacidade de proliferacdo ecolonizacdo, bem como os
compostos secretados por elas, sejam eles volateis ou nao(BETTIOL et al., 2012).

No Brasil, ndo ha registro de produtos a base de leveduras para a utilizacao
nocampo,ficandoseuusorestritoasareasexperimentais(AGROFIT,2021).Experimentosrea
lizados em «casa de vegetagdo e em laboratorio, utilizando as espécies
Moesziomycesaphidis e Candida orthopsilosis para o controle de plantas infectadas pelo
fungo  D.destruens, mostraramresultados  satisfatérios, inibindo 100% o
desenvolvimento dopatégeno(ALMEIDA, 2018).

Hé4 evidéncias que a aplicagdo de Moesziomyces aphidis induz a
resisténciasistémicadeplantasdetomateaClavibactermichiganensis,atravésdaproducaodoa
cidosalicilico (BARDA et al., 2015). Além disso, outros estudos evidenciam que M.
aphidis ,conhecidaporsecretarmetabolitosantimicrobianoseinduzirresisténciasistémicaatra
vésda rota do acido jasmonico e acido salicilico, também pode ativar a resisténcia local
esistémicada rotadoetilenoindependente(BUXDORF,RAHAT &LEVY,2013).

Diante dos estudos apresentados, a utilizagdo de leveduras como agentes
decontrole biologico tende a ser mais frequente nos estudos e nas areas de plantio

dediferentespatossistemas. Tendoemvistaavariabilidadedeagentescausaisdomal-do-pé



dabatata-doce, a prospeccaodelevedurasbiocontroladorastorna-seuma aliadaaomanejo da
doenca no campo, ampliando o espectro de agdo dos métodos adotados
parainibicaoe/ouretardamentodo crescimento/desenvolvimentodopatogeno.
Emvirtudedoquefoimencionado,tornam-
senecessariosestudoscomleveduraspotencialmentebiocontroladoras,objetivandoaselecao
deisoladoscomamploespectrodeagdo,controlandoomaiornimerodeespéciesdeagentescaus
aisereduzindoa utilizagdo de produtos quimicos, acarretando a redug¢do dos impactos

ambientais e namelhora daqualidadedo produto para o consumidor.

5. OBJETIVOS
5.1. GERAL
Selecionarleveduras,nativasdamicrobiotadebatatadoce,
compotencialbiocontroladordomal-do-

péembatatadoceeavaliarmétodosdeaplicacdesdaslevedurasselecionadas.

5.2. ESPECIFICOS

o Obtencaoemanutengaodecepasde leveduras;

J DepositoisoladosdelevedurasnasMicotecasURM-
UFPEeCole¢aoFungosdo Solo- CFS/UFRPE;

o Identificagdomoleculardelevedurasbiocontroladoras;

o Selecaodeisoladosdecepasdelevedurascompotencialbiocontroladoraomal-
do-pédabatatadoce;

J Determinarperiodosdeaplicacdoeconcentragaodeindculonobiocontrole

preventivo do mal-do-péemmudasdebatatadoce.

6. METODOLOGIA

6.1.0btencao,manutencaoepreservaciodeisoladosfiingicos

Osisoladospatogénicosobtidosencontram-sedisponiveisnaCole¢aoMicologica
do Laboratério de Fungosdo Solo da Universidade Federal Rural dePernambuco —
CFS  LAFSOL.Foram  Preservados @ em  microtubos  criogénicos (2
mL),contendodiscosemmeioBatata-Dextrose-
Agar(BDA),contendocrescimentomicelial,edguadestiladaesterilizada,utilizandoométod

odeCastellani(2tubos/isolado),



permanecendo disponiveis para os testes subsequentes (FIGURA 1A)
(CASTELLANI1963).

Através da preservacdo de isolados foi possivel repica-los e purifica-los
quandonecessario. Com auxilio de uma alca de semeio, foi retirado 1 disco
(aproximadamenteSmm)de  micélioe  foi  colocadoemplacasde  petricontento
meioBDA.Foramutilizadas 2 placas para cada isolado, avaliando-as apds 7 dias. Na
presenca de algumtipodecontaminagao,fez-

seapurifica¢do,repicandoparaoutraplacadepetricontendomeiodeculturaBDA.

6.2. Obtencao,manutencaoepreservaciodeleveduras

Osisoladosdelevedurasutilizadosnaprospeccdodeagentesdebiocontroledomal-do-
pédabatata-
doce,foramdisponibilizadospelaColecaoMicologicadoLaboratériodeFungosdoSoloda
Universidade FederalRuralde Pernambuco—-CFSLAFSOL.

Todos os isolados foram cultivados in vitro, purificados ¢ mantidos pelo método
decultura periddicas. Em microtubos criogénicos (5 mL), contendo meio BDA, os
isoladosforampreservadosemoleomineral(2tubos/isolado)epelométododeCastellani(CAS
TELLANI, 1963) (2 frascos/isolado), permanecendo disponiveis para o0s
testessubsequentes (FIGURA 1B).Os isolados obtidos serdo depositados na Micoteca
URM,daUniversidadeFederaldePernambucoeaColecaoFungosdeSolo-
CFSdaUniversidadeFederalRuraldePernambuco,aposaidentificaciomolecular,permanec

endopreservadose disponiveispara outraspesquisas,quandosolicitados.

6.3.AvaliacaopatogénicadeDiaporthespp.

Os isolados obtidos foram submetidos ao teste de patogenicidade em tuberas
detamanho padronizado (aproximadamente 15 cm), as quais foram desinfestadas
comsolucdodehipocloritodesodio(1%),porl Ominutos(Fig.2A).Opatdgenofoiinoculadonas
tuberas,aposadesinfestacao(Fig.2B),atravésdométododediscos,ondeforamfeitospequenos
furos, em torno de 2 mm, com auxilio de agulha hipodérmica e depositadosdiscos de,
aproximadamente, 0,5cm de didmetro, contendo estruturas fingicas (Fig
2C),eenvoltoscomfitacrepe(Fig.2D).

Os tratamentos foram acondicionados em cdmara umida, por 48 horas (Fig.
2E).Notratamento controle, astuberasforamsubmetidasas mesmas
condi¢des,porémrealizou-
seainoculagaodediscoscontendoapenasmeiodeculturaBDA .Oexperimentoconstoude6

repeticdespor tratamento.



As avaliagdes foram realizadas a cada 48 horas, para observagdo do
surgimentodos sintomas, durante 13 dias. A area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD)foi determinada pela soma das médias de severidade em cada
intervalo de avaliagcdo.Diferengas de AACPDentre os isolados deDiaporthesp. foram
determinadas

porANOV AeasmédiascomparadaspelotesteScottknotta5%utilizandosoftwareStatistix9.

Figura 2. Preparo de material e montagem do teste de patogenicidade. A e B: Desinfestagdo e secagem
dettiberas;C:Inoculagdodediscoscontentoestruturasfingicas;D: Tuberainoculadaeenvoltaporfitacrepe;E: Am
ostras acondicionadas emcamaratmida.

Figura3.Esquemademedi¢idodelesdes. A:Medi¢aododidmetrodalesdosuperficial;B:Cortetransversalda
tuberaemedicdodaprofundidadedalesio.

6.4.1dentificacaodeisolados

O Protocolo de extragdo de DNA foi adaptado de Murray & Thompson
(1980),consistindo em vinte e duas etapas. A primeira etapa do procedimento foi
adicionar1000ul de tampao em microtubos de 2ml (CTAB 2%), logo apos efetuou-se a
raspagemdo micélio da cultura e transferidos para graus congelados e adicionados 2 ml
de tampao(Fig. 4A), o micélio foi macerado com auxilio de um pistilo (Fig. 4B) e
devolvidos aotubo(Fig. 3C).

Os tubos foram incubados a 60° em banho maria, durante 1 hora, agitando
emvortex(Fig.4D),acadal Smin,poisessatemperaturainativaasenzimas.Osmicrotubosfora
mcolocadosnacentrifugarefrigeradaal 4000rpm,durante 1 Omin,afimdedecantar. Transferiu

-se osobrenadantepara novosmicrotubosadicionando 600uldeCIA(Fig.5A



e 5B), promovendo a remog¢do de proteinas e acidos graxos, sendo agitados, em
seguida,em votex (Fig. 5C).

Osmicrotubosforamnovamentecolocadosnacentrifugarefrigeradaal4000rpm,por
10 min (Fig. 5D), retirou-se a fase superior cuidadosamente, ¢ com auxilio de
umapipeta, transferindo-a para novos microtubos de 1,5 ml. Logo apds, foram
adicionados600uldeCIA(Fig.SE),novamenteretirandoosobrenadanteetransferindo-
oparanovosmicrotubos de 1,5 ml. Foram adicionados 1000ul de isopropanol gelado,
com o objetivode precipitar o DNA, e entdo foram homogeneizados através de inversao.
Apos essesprocessos,osmicrotubosforam armazenadosem freezer over night.

No dia seguinte, os microtubos foram centrifugados a 12000 rpm, a 4°C,
durante5 min, retirou-se o sobrenadante e foi adicionado 1000ul de etanol 70% gelado,
com oobjetivo de remover o excesso de sal proveniente do isopropanol, sendo
centrifugados,novamente,durante 1 0min,a12000rpm.Posteriormente,odlcoolfoidescartad
oatravésde inversdao e o excesso foi removido com auxilio de uma pipeta. O pellet
decantado
foisecoatemperaturaambiente,porSminnomaximo.Aposasecagemdopellet,adicionou-se
100ul de TRIS-EDTA, incubando os microtubos por 60 min, a 60°C, completando
adissolugdo do pellet. Por fim, com os materiais obtidos seguiu-se o procedimento
deeletroforese,como objetivodeanalisaraexisténcia ou naode DNA.

Omaterialgenéticoobtidoseraamplificado,pormeiodetécnicasdePCR.Paraosequen
ciamentodopatogenoediferenciacidointraespecifica,serdosequenciadasasregides Internal
Transcribed Space (ITS), Calmodulina (CAL), Histona (HIS) e o Fatorde Elongacao
(EF1-a), utilizando os primers listados na tabela 1. [Espécies de
levedurasseraodefinidaspor comparacao daregiaolTS.

OsprodutosdePCRobtidosserdaopurificadoscomkitdepurificacdoPureLink TM
PCR  (Thermo  Fisher Scientific, Waltham, EUA) e as sequéncias
obtidasserdodepositasnoNationalCenterforBiotechnologyInformation(NCBI)ecomparad
asfilogeneticamenteporanalisesdemaximaverossimilhanga-MVeinferénciaBayesiana
- IB.

Figura 4. Extracdo de DNA fungico. A: Adicdo do tampdo de extracdo. B: Maceragdo do Micélio.
C:Suspensao do macerado transferidopara ostubos.D: Agitagdo emvortex,durante o banhomaria.



Figura 5. Extracdo de DNA flngico. A: CTAB 2% e CIA (solvente para remocdo de proteinas e
acidosgraxos).B:Formacgaodetrésfases,apdsaadi¢iodeCIAeCTAB.C:Apdsserhomogeneizadoemvortex.D:
materialdecantadoaposacentrifugacdo.E:Formagaodeduasfases,apdsadigdo deCIAeCTAB2%.

Tabelal.Primersutilizadosparaoestudo genéticodeDiaporthesp.,eleveduras.

Regido Primer Sequéncia Referéncia
s Ms1 5 TCCGTWGOGTGAACCWGC.3 .

TS ITS4 5 TCCTCCGCTTATTGATATGES White et al, 1990°
EFic  EF1-728F 5-CATCGAGAAGTTCGAGAAGGA'  Carbone & Kohn 190%°
EFia  TEFIR 5 TCCTCCGCTTATTGATATGE.3' Udayanga et al. 2012ab

HIS  CYLH3F  5-AGG TCC ACT GGT GGC AAG-3'
HIS  CYLHSR  5-AGCTGGATGTCCTIG GACTGS  Crousetal 2004
CAL  CAL228F 5 -GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC-3  Carbone & Kohn 199%F

CAL  CAL737R  5-CATCTTCTGGCCATCATGG-3' O'Donnell et al. 20008
RPBII  mpb2lasF  5-GGTAGCGACGTCACTCCT-3 Bsnasestaba S8
RPBI  rpb2-lasR  5-GCGCAAATACCCAGAATCAT-3 b et

6.5. AvaliaciodemecanismosantagonicosdelevedurasaDiaporthesp.

As leveduras foram cultivadas inicialmente em meio Yeast Extract-Potato-Dextrose-
Agar (YEPD), por 48 horas. Em seguida, plaqueou-se, com auxilio de uma pipeta, 20pL
dasuspensiocomADE+leveduras(1x10°),emplacasdePetricontendomeioBDA espalhando-se
com o auxilio da alca de Drigalski estéril. Disco de meio de cultura de 5
mmdediametro(retiradodecultivodesetediasdeidadeemmeioBDA),contendoestruturas
dopatdgeno foi depositado no centro da placa de Petri semeada com a levedura, apds
secagemtotaldomeio.Natestemunha,repicou-

seopatégenoemmeioBDApreviamentetratadocomADE(Fig. 6).



ParacontroledeDiaporthebatatas,agentecausaldemanchafoliarembatata-doce,a
utilizagdo do produto Tenaz 250 SC ¢ autorizada pelo MAPA. Diante da falta
defungicidasespecificosparaD.destruensedavariabilidadedeagentescausaisjaencontradan
essepatossistema,principalmentedogéneroDiaporthe,utilizar-se-aoproduto quimico com
intuito de avaliar sua efic4cia, ou ndo, no tratamento da doenca,bemcomocompara-laa
eficaciadautilizacaodasleveduras.

Os tratamentos foram compostos por dez isolados de leveduras, cinco
isoladospatogénicos e o produto quimico utilizado no controle de D. batatas, obtidos
conformemetodologias ja descritas anteriormente. O delineamento experimental ¢
inteiramentecasualizado,assumindo-
secomotratamentocepasindividuaisdecadaagenteantagonico,cada tratamento constara de
5 repetigdes e o tratamento controle consistirda no cultivo dopatégenonaausénciado
antagonistaedoproduto.

Asavaliacoesserdorealizadasacada24horas,atéocompletodesenvolvimentodopatoge
nonotratamentocontrole. Aavaliagdoocorreramedianteamedigaodosdiametrosdascolonias
nosdoissentidosperpendicularesentresitomando-secomovalor
decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresseraousadosparaestimaro
indice de velocidade de crescimento micelial - IVCM, (mm dia”) e a Porcentagem
delnibi¢dode Crescimento Micelial- PIC(%),por meiodasequacdes:

IVCM= Yef=ci_ PIC=C€c=C¢*100
cc

t

Onde:Ci=crescimentoinicial, Cf=crescimentofinal, Cc=Crescimentofinaltratament
ocontroleet =intervalodeavaliagao.

OsresultadosdeIVCMePICserdaosubmetidosaotestedemédiaspeloTeste Tukeya5%

deprobabilidade,paradeterminar ostratamentosmaiseficientes.

Figura 6. Teste de Cultivo Conjunto. A: Preparo da suspensio de levedura (1x10°) B: Suspensio
delevedura(1x10°).C:Plaqueamentodasuspensio.D:Distribui¢iodasuspensdonaplacadePetri,comalgadeDri
galski.E:Discocomcrescimento micelialdopatogenosemeadonocentrodaplaca,apdsasecagemda
suspensdodelevedura.



6.6.Determinacido da concentracio de indculo de leveduras para o biocontrole
domal-do-pé em batata doceinvitro

Serdao avaliadas diferentes concentracdes de inoculo de leveduras, para o
controledoD. destruens,utilizando-seisoladosdelevedurasselecionados,invitro.

A avaliagdo de concentra¢do de inoculo serd realizada em placas de Petri (@ =
9mm), utilizando 5 repeti¢des/tratamento. A suspensdo de leveduras sera preparada
emagua destilada esterilizada - ADE, nas concentragdes de 0; 1x10° ; 1x10° e 1x10’
célulasmL™'. Apds a secagem da suspensdo, discos (@ = 5 mm) com crescimento
micelial dopatogenoserdoadicionadosaocentro daplaca,sob asuspensao.

Adosagemde0,contendoapenasADE, funcionaracomocontrolenegativo,enquanto no
controle positivo sera adicionado o patéogeno, seguindo o método de discos.O controle
quimico constara do plaqueamento do produto Tenaz 250 SC, com a doserecomendada
pelo fabricante.

As avaliagdes serdo realizadas a cada 24 horas, até o completo desenvolvimento
dopatogenonotratamentocontrole. Aavaliagdoocorreramedianteamedi¢aodosdiametrosdas
coloniasnosdoissentidosperpendicularesentresitomando-secomovalor
decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresserdousadosparaestimaro
[ndice de velocidade de crescimento micelial - IVCM, (mm dia) e a Porcentagem
delnibi¢daode Crescimento Micelial- PIC(%),por meiodasequacdes:

IVCM= Yeof=ci PIC=£c=C{*100
cc

t

Onde:Ci=crescimentoinicial, Cf=crescimentofinal, Cc=Crescimentofinaltratament
ocontroleet =intervalodeavaliacao.

Osresultadosde]IVCMePICserdosubmetidosaotestedemédiaspeloTeste Tukeya
5%de probabilidade,para determinarostratamentosmaiseficientes.
6.7.Periodo de imersio de ramas de batata-doce em suspensio de leveduras
parautilizacdodo controlepreventivo
A determinagdo do periodo de inoculacdo sera indicada pelo tempo de
imersaodasramasnasuspensaode
leveduras,antesdotransplantio:ramasimersas72horasemADE; ramas imersas 48 em
ADE e 24 horas na suspensao de leveduras; ramas imersas24 horas em ADE e 48 na
suspensdo de leveduras; e ramas imersas 72 horas nasuspensdo de leveduras (5
repeticdes/tratamentos). O experimento sera conduzido

emcoposplasticos(180mL).Opreparodasuspensaoseraconduzidocomodescritono



item anterior ¢ a concentracdo de levedura utilizada serd de acordo com a
concentragdoselecionadanoexperimentode determinagdoda
concentracaodessesinoculos.

As avaliagdes ocorrerdo diariamente, as 0, 24, 48 e 72 horas, apOs o inicio
dostratamentos, e serdo avaliados fatores indiretamente relacionados ao vigor das
ramas,tais como cumprimento de raizes (cm), peso de matéria seca e verde das raizes
(g),massa seca e verde das ramas (g), nimero de folhas e foliolos e altura das ramas.
Oscontrolespositivo,negativoequimicotambémseraoconduzidoscomodescritoanteriorm
ente.
6.8.Periodo de aplicacio de leveduras para o biocontrole do mal-do-pé em

batatadoce

Adeterminacaodoperiododeinoculagdoseraindicadapeladiferengadeintervalosentr
eaaplicacdodosbiocontroladoreseofitopatdgeno:fitopatogenoinoculado 24 horas antes
dos biocontroladores; simultaneamente aos biocontroladores;24 horas apds a aplicacao
dos biocontroladores; e patdégeno inoculado 48 horas apds aaplicacdo dos
biocontroladores (5  repeti¢cdes/tratamentos). O  método de  aplicagdo
dosbiocontroladores sera conduzido como descrito no item anterior € a concentragao
deindculoutilizadaseradeacordocomaconcentracaodeinoculo,selecionadapreviamente.

Assimcomodescritoacima,asavaliagdesocorreraoaos10,20,30e40dias,ap6so inicio
dos tratamentos, de acordo com a escala diagramatica de Cavalcanti et al.(2002). Os
controles  positivo, negativo e quimico também serdo  conduzidos

comodescritoanteriormente.

7. RESULTADOSEDISCUSOES
7.1. Obten¢ao,manutencioepreservacaodeisoladosfiingicos

Os isolados fornecidos pela Cole¢do de Fungos de Solos (CFS) foram
preservadospelo método de Castellani. Essa metodologia contribui na manutencao dos
caracteresfisiologicos,morfologicos,fisiologicosemetabolicosdosisoladospreservados,gar
antindo a sua reprodutibilidade sempre que necessario o uso, permitindo que
maisestudos sobre o microrganismo sejam realizados anos apds sua preservacao. Além
domais, a preservacdo em agua permite a utilizacdo futura dos isolados para
estudosfilogenéticos,contribuindoparaidentificagdomolecularcorretadefitopatogenosebio
controladores, auxiliando diretamente na otimiza¢do das técnicas escolhidas para

omanejodadoenga(VELEZet al., 2010).



Osfungosforamisoladosdetecidosvegetaissintomaticosdaplantadebatatadocecomo
caule, raiz e tubera, obtidos através do método indireto de obtengao de isoladosfungicos.
Foram obtidos 15 isolados, dos estados de Alagoas, Paraiba, Pernambuco
eSergipe,sendo3coletadosemAlagoas,2emParaiba,9emPernambucoe2emSergipe.Adescri

¢do dolocal de origem dosisoladospode ser observada natabela 2.

Tabela2.Descrigaoeprocedénciados fungosisoladosem plantassintomaticasdebatata-doce

Codigo Hospedeiro Parte Local
CFS819 Batata-doce Caule MoitaBonita—SE
CFS751* Batata-doce Caule MoitaBonita—SE
CFS920 Batata-doce Caule UFAL-AL
CFS937 Batata-doce Caule UFAL-AL***
CFS946 Batata-doce Raiz UFAL-AL
Tabelal.Continuacao
Codigo Hospedeiro Parte Local
CFS627 Batata-doce Caule Sao Joaquim
doMonte-PE
CFS1075 Batata-doce Caule Sao Joaquim
doMonte-PE
CFS1036 Batata-doce Caule Belém de Maria -
PE
THS Batata-doce Caule Belém de Maria -
PE
TH28 Batata-doce Caule Palmares-PE
TH71** Batata-doce Caule Palmares-PE
THS88 Batata-doce Caule Cupira-PE
TH310 Batata-doce Caule Lucena— PB
TH325 Batata-doce Tabera Lucena— PB

*CFS—ColegaoFungosde Solo

** TH —Siglapara isoladosnidopatogénicos

***Bancodegermoplasmadebatata-doce daUF AL(UniversidadeFederal de Alagoas)



7.2. Obtencao,manutencioepreservaciodelevedurasutilizadascomoagentesde

controlebioldgico

Foramobtidosdezisoladosdeleveduras,sendocincooriundosdasfolhas(LFB)ecincodo

caule(LCB) debatata-doce(Tabela3).

Tabela 3.Levedurasisoladasde folhase cauledebatata-docesadios.

Isolados Isolados
(Caule) (Folha)
LCB11 LFB23
LCB18 LFB33
LCB19 LFB26

LCB21A LFBVRI1

LCB32A LFB40

De acordo com o crescimento das leveduras em placa de petri, foram
observadasvariacoes em suas caracteristicas morfologicas, tais como a coloragdo, que
variou entrebranca, marrom, beje e laranja; textura variando entre brilhosa e seca;
formato entrecircular e irregular; bordas redonda ou rizoide e a superficie convexa,
umbilicada epapilada, além do tamanho, que variou entre pequeno, médio e grande. A
classificagdomorfolégica ¢ um dos fatores que contribuem para a caracterizacao de
espécies deleveduras, onde, muitas vezes, caracteristicas morfoldgicas diferentes podem

indicardiferentesespécies.

7.3. Avaliacaopatogénicade Diaporthespp.

No teste de patogenicidade, foram observados sintomas tipicos da doenca
emcinco tratamentos, sendo esses isolados patogénicos reservados para estudos
posteriores(Tabela 4). A distribuicdo geografica dos isolados patogénicos restringiu-se
aos estadosde Pernambuco (CFS 1036, CFS 627) e Alagoas (CFS 920, CFS 937,
CFS946). Umaamostragem maior seria necessaria para indicar a auséncia ou diminui¢ao
da doenga,
nasdemaisregidescoletadas,tendoemvistaqueharelatossignificativosdeperdaseconomicas
naculturanessasregides(ALMEIDA, 2018).

Ossintomasiniciaram-
seemformatocircular,comoumanecrose,comcoloracdomarrom, escurecendo com o0
avango da doenca. Notou-se também um odor alcoolico

emalgunstratamentos.Houvevariagdesnaprofundidadedaslesdesentreostratamentos,



tornandonecessariaarealizagdodemaisestudosquepossamrelacionarotipoeprofundidade de
sintomas, com os diferentes agentes causais do mal-do-pé da batata-doce.

Nas tuberas queapresentarammaior arealesionada, notou-
seapresencadepicnideosdecoloragaopreta. Destamaneira,osisoladospatogénicoscomportar
am-sedemaneira diferente nas tuberas. Além da diferenca observadana profundidade das
lesdesecoloracaodospicnidios,osisoladosselecionadosapresentamdiferengasemsuamorfol
ogia, indicando a existéncia de mais de uma espécie do género Diaporthe comoagente
causal do mal-do-pé da batata-doce, tal qual foi relatado por ALMEIDA et
al.(2020),incluindo oD. kongiino grupo deagentescausaisdadoenca.

Para avaliar as diferengas no progresso da doenga, sdo necessdrios estudos
quemostrem a taxa de progresso da doenga (r), o periodo de incubac¢do (PI) e o tempo
deavaliacdao (t), sendo esses parametros essenciais para a escolha do manejo correto
dadoenca,sendoessaescolhadiretamenterelacionadaaoperiododeincubagaodopatdogeno,ave
locidadedodesenvolvimentoeaoprogressodaslesdes. Adependerdessasinformacoes, 0s
pesquisadores/profissionais podem indicar os métodos de manejo, taiscomo preventivos,
erradicantes, de exclusdo, quimicos, fisicos, bioldgicos,
imunizantes,entreoutros(ALMEIDA,2018).Asinformacdespertinentesaosaspectosepidem

1o0logicosestao listadasnatabela$.

Tabela4.Avaliacdodepatogenicidadedeisolados,emtuberasdebatata-
doce,utilizandoaAreaAbaixodaCurvadeProgressoda Doenga(AACPD).

Isolado AACPD Isolado AACPD
CFS819 0 THS 0
CFS751 0 TH28 0
CFS920 25,3525 THSS 0
CFS937 28,405 TH310 0
CFS946 19.44 TH325 0
CFS627 75,8200 CFS1075 0

CFS1036 26,625 TH71 0




Tabela 5.Aspectosepidemiologicosdeisoladospatogénicosabatata-doce.

Isolado r¥ t** PI*** Isolado r¥ t** PI***
CFS817 0,042033 6 7 CFS1039  0,052496 4 9
CFS823 0 0 13 CFS1064  0,050765 2 11
CFS920 0,07158 7 6 CFS1066  0,164232 4 9
CFS937 0,06786 7 6 CFS1073 0,091298 3 10
CFS9%46 0,06905 7 6 CFS1078 0,164483 4 9
CFS1024 0,074929 4 9 CFS1081 0,108099 3 10
CFS1025 0,082384 6 7 CFS1136 0,118654 4 9
CFS1036 0,076869 6 7 CFS1139 0,096854 3 10

7.4. Identificacaodosisolados
AextracdodeDNAdospatdgenos,baseadanoprotocoloadaptadodeMurray& Tho
mpson(1980),mostrou-
seeficienteparatodososisoladospatogénicosobtidos,sendopossivelconstatardevidoatéc
nicadeeletroforese,apresencadeDNAemgeldeagarose,atravésdautilizacaodaluzultravi
oleta.Ofluxomigratorioutilizadonestatécnica de visualizacdo de material genético,
estd relacionado com o peso moleculare a carga elétrica do material, fazendo com
que as moléculas de menor migrem maisrapido que as de maior peso molecular, do
polo negativo para o positivo. Assim,torna-se possivela visualizagdodasbandasque
saoposteriormente formadas.
Omaterialgenéticoobtidosdosisoladosseraencaminhadoparasequenciamento
moleculare,posteriormente,submetidoaanalisefilogenética,comoja

mencionadoanteriormente.

7.5.AvaliacaodemecanismosantagonicosdelevedurasaDiaporthesp.

O experimento foi conduzido em cultivo conjunto de cinco leveduras
(LCB13,LFB23, LCB22, LCB15b, LCBI11) e cinco isoladas patogénicos da colecio
fungos desolo—CFS(CFS920,CFS937,CFS1036,CFS946¢
CFS627),comcincorepeti¢cdesparacadatratamento.Comoresultadodostestes,todososisola
dosdeleveduraspromoveram uma relevante inibicdo no crescimento micelial dos
patdgenos, diferindoapenas numericamente no valor da Porcentagem de Inibicdo de
Crescimento Micelial.Notou-se ainda que a acao das leveduras variou de acordo com

os isolados patogénicostestados.



Dentreosisoladosbiocontroladorestestados,podemosdestacarostratamentosA,C e
D, correspondentes as leveduras LCB13, LCB22 e LFB15, respectivamente. Paradar
prosseguimento aos estudos relacionados ao controle biologico do mal-do-pé dabatata-
doce, a levedura LCBI13, correspondente ao tratamento A, foi selecionada,
porcontrolar1 00%ocrescimento micelialdosisoladospatogénicos(Grafico 1).

Deacordocomaanaliseestatisticarealizada,osdadosndoapresentaramnormalidade,
ou seja, P <0,05, sendo aplicada a andlise ndo paramétrica dos dados.
AslevedurasLCB13(71,5%),LFB23(41,2%),LCB22(61,2%),LCB15b(55,7%),
LCB11(23%)diferemquantoaosniveisdeinibi¢dodecrescimentomicelialdospatogenos,
pois as diferengas foram significativas (P = 0,0000, ou seja, P< 0,05) peloteste de
Kruskal-Wallis.  Diante  disso, realizou-se a  comparagdo entre  0s
tratamentos,gerandoumranking (tabela6).

E de notéria importincia que, mesmo havendo diferencas entre os
tratamentos,quatro isolados de leveduras, com excecdo do isolado LCBI11, foram
eficientes nostestesin  vivodeinibicdo decrescimento micelialdos  patogenos,
evidenciando
opotencialdaslevedurascomobiocontroladoras,embasandohipotesesparatestesfuturosem
mudasdebatata-doce,comoobjetivodeavaliarseomesmodesempenhoobservadoinvitro,

repete-senostestes invivo.
Grifico 1:Inibicao decrescimento micelial de agentescausaisdomal-do-pédabatata-doce porleveduras
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Tabela6.Porcentagem delnibigdodeCrescimento MicelialdeLevedurassobreisoladosdeDiaporthe

sp.
Tratamento Médias Ranking*
LCBI3 71.500 A
LFB23 61.150 AB
LCB22 55.700 AB
LFB15 41.150 BC
LCBI11 23.000 C

*Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis(P<0,05).

As leveduras sdo fungos unicelulares, com reproducdo assexuada, por meio
dedivisao binaria. Podem ser encontradas na superficie das folhas e frutos, flores,
tecidosnecroéticos,soloenarizosfera.Possuemhabilidadesemcompetirpornutrientes,coloniz
arferimentos, e induzir resisténcia em plantas. Estudos mostram que sdo

promissoresagentesbiocontroladoresde doencasdeplantas(ALMEIDA, 2018).

A forma de reprodugdo permite que as coldnias cresgam em uma taxa
temporalmenor que a dos patdégenos, possibilitando assim a colonizagdo do meio em
que asleveduras estao inseridas. Sendo assim, a rdpida colonizagdo permite que as
levedurastenhamvantagensnacompeticaoporespaco,bemcomopornutrientes,devidoaadapt
acdo mais rapidaao hospedeiro. Emtermospraticos, as leveduras podem
serestudadascomocontrolepreventivodedoengasdeplantas,conferindoumefeitoprotetivoa
batata-doce, além da pulverizacao da suspensao no plantio, mesmo quando o patégenoja
seencontrana area(ROBIGLIOetal.,2011; ALMEIDA, 2018).

Para avaliar a interferéncia dos isolados de leveduras na taxa de crescimento
dosisolados patogénicos, foi avaliado o Indice de Velocidade de Crescimento
Micelial(IVCM)dostratamentos,acada24horas,comparandoosresultadosaocontroleconten
doapenasopatogeno.NaavaliagdodoIVCM,observou-
sequehouvediferengasexpressivasentreocontroleeostratamentos.

Na analise de IVCM do isolado CFS920, todos os tratamentos
apresentaramvaloresdeIVCMmenoresqueosvaloresapresentadosnocontrole,indicandoque
houveumaredugaonataxadecrescimentodiariadopatégeno.Deacordocomografico2,pode-
seobservar queas leveduras LCB22 e LFB13 controlarameml100% o IVCM
dopatdgeno,inibindoseucrescimento.ParaosisoladosLFB23eLCB11,nota-sequehouveum
crescimento micelial maior nas primeiras 24 horas de avaliagdo, mas, apds as

48horas,houve uma reducaonocrescimento,indicandoqueestesisoladosde levedurasaté



permitem o crescimento inicial do patdogeno, mas inibem o seu desenvolvimento.
OisoladoLFB15bapresentouumcomportamentodistintodosdemais,inibindoinicialmente o
crescimento do patdogeno, mas permitindo o crescimento do mesmo entre48 e 72 horas

de avaliacdo, voltando a inibir o desenvolvimento do isolado ap6s as 72horas.

Grafico2.IVCMisoladoCFS920,submetido aostratamentoscom asleveduras.
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Para o isolado CFS 627, o tratamento com a levedura LCB11 mostrou que,
nasprimeira 24 horas, o patdgeno cresceu numa taxa superior a taxa do controle,
podendoessa levedura apresentar algum efeito sinérgico no crescimento inicial do
patogeno e,mesmo sendo observada uma reducdo durante o periodo avaliado, o
tratamento LCBl1lapresentou um resultado de IVCM maior que os demais. O
tratamento com a leveduraLFB23 obteve um comportamento semelhante ao controle,
porém com valores maisbaixos. Os demais isolados de levedura foram responsaveis pela

inibi¢do do crescimentodopatdégeno em 100%, como podemosobservar nografico3.



Grafico 3.IVCMisoladoCFS627, submetido aostratamentoscom asleveduras.
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Ao avaliar o isolado CFS1036, todos os tratamentos apresentaram valores
deIVCM menores que o controle, ao longo de todo o periodo, destacando-se os

isoladosLCB13,LCB22 eLFB23, com inibicaode100% doIVCM(Grafico 4).

Grafico 4.IVCMisolado CFS1036,submetidoaostratamentoscom asleveduras.
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Pode-seobservarresultadossemelhantesparaoisoladoCFS946,ondeasleveduras
foram eficazes na reduc¢do do IVCM do patdogeno, com valores menores
queosvaloresdocontrole,ressaltandoosisoladosLCB13,LFB23eLCB15b,cominibi¢cdode

100% nocrescimento dopatégeno, comopodeser vizualizadono grafico 5.



Grafico 5.IVCMisoladoCFS946,submetido aostratamentoscom asleveduras.
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Ografico6,doisoladoCFS937,mostraumcomportamentoinicial,nasprimeiras24hor
as,diferentedosdemais,comovalordelVCMdocontroleabaixodosvaloresdealgunstratame
ntos(LCB11eLFB23).Porém,observa-seumaumentosiginificativonolVCM do controle,
entre 48 ¢ 72 horas, o que ndo se repetiu com os tratamentos,indicando que as
leveduras atuaram na redu¢ao do desenvolvimento do patégeno. Osisolados LCB13,
LCB22 e¢ LFB15b, mostraram-se eficazes na inibi¢ao do crescimentomicelialtambém

destepatdogeno,com 100% deeficacia.

Grafico 6.IVCMisoladoCFS937,submetido aostratamentoscom asleveduras.
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O estudo do IVCM dos isolados patogénicos auxilia na tomada de decisdo

dosmétodosdemanejo aseremutilizados.Isoladosdeleveduraqueinibemocrescimento



inicialdopatdgeno,oferecemmaistempoparaoprodutorentrarcommétodosassociadospara
ocontrolededoengadasplantas. Alémdisso,comocontroleinicialnodesenvolvimento  dos
isolados, possibilita que a cultura desenvolva-se saudavel na fasemais suscetivel a
acdo do patdégeno, a fase de muda, permitindo que a planta
produzaseusmecanismosdedefesaantesdaacdodo patogeno.

Diante disso, estes isolados ndo podem ser destacado num plano de manejo
domag-do-pé da batata-doce. Porém, devido a severidade da doenga e aos altos
impactoscausados pela acdo do patdgeno, os melhores isolados de leveduras sdo
aqueles queinibem totalmente o crescimento do patogeno, deixando a area livre e
possibilitanto odesenvolvimento saudavel da cultura. Como j& mencionado
anteriormente, o isoladoLCB13 foi selecionado para os testes posteriores, pois
apresentou melhores resultadosnostestesdePIC(%) eITVCM(mm.dia™).

Poucos sdo os estudos da atividade biocontroladora de leveduras sobre
agentescausais do mal-do-pé da batata-doce, por isso, a préxima etapa deste estudo foi

avaliara concentragdoideal,in vitro,para aplicacdo da suspensdode leveduras.

7.6.Determinacido da concentracio de inoculo de leveduras para o biocontrole
domal-do-pé em batata doceinvitro
Osresultadosdotestede concentragdo(grafico 7)mostram
quendohouvediferencasignificativaentreasconcentracdesde 10’ el0° células.ml’
! Ambasasconcentragdesconseguiram controlar o crescimento dopatoégeno em maisde
85%,enquantoaconcentragio de10*células.ml™ controlouapenascercade44,5%.
Asdiferentesconcentragdesdasuspensaodelevedura,foramanalisadasestatisticamen
te pelo teste de comparagdo de médias, através do programa Statistix 9,
oresultadoapontouquehouvediferencasignificativanaconcentragiode10°e10°células.ml™
com relagio a concentragio de 10 células.ml’ (Tabela 7). Essa
diferengaocorreudevidoamenorquantidadedecélulasdeleveduraspresentesnasuspensao.C
omisso,paraqueaslevedurasatinjamumbompotencialbiocontroladordopatogeno,torna-se
indispensavel que a concentragdo de células de leveduras seja igual ou superior

aconcentragdo10’ou 10°células.ml™.

Grafico 7. Diferentes concentracdes da suspensdo de leveduras na Inibigdo do

Crescimentomicelialdos Patégenos
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Tabela7.Porcentagemdelnibi¢dodeCrescimento Micelial deLevedurassobreisoladosde Diaporthe
sp., de acordocom asconcentragdesdasuspensio

Tratamento Médias Ranking*
108 96.58 A
10° 85.05 A
104 44.58 B

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis(P<0,05).
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De acordo com o teste de concentragdes da suspensdo de leveduras, foi
possivelavaliartambémavariagaonolVCMdospatdgenos,permitindoconcluirqueaconcentr
acdo de 10° células.mL™' foi a que apresentou conteve melhor o crescimentodiario dos
patogenos, em todos os isolados (Fig. 7). Nas imagens a seguir, ¢
possivelobservaradiferen¢anocrescimentomicelialdosisoladosCFS920(Fig.8),CFS937(Fi
2.9), CFS946 (Fig.10) e CFS1036 (Fig.11), em funcdo da concentracdo dasuspensao.

Devido a dificuldades no repique do isolado CFS627, o mesmo nao foiutilizadoparao

testedeconcnetracoes.
A Influéncia de diferentes concentracGes de B Influéncia de diferentes concentragdes de
suspenso, no indice de Velocidade de suspensdo, no [ndice de Velocidade de
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Figura 7. Influéncia de diferentes concentragdes da suspensdo de leveduras no IVCM de
isoladospatogénicos da batata-doce. A. IVCM do isolado CFS920; B. IVCM do isolado CFS937; C.
IVCM doisolado CFS946;D.IVCM doisoladoCFS1036;
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Figura8.Influénciadediferentesconcentragdesdasuspensdodelevedurasnol VCMdoisoladoCFS920.
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Figurall.Influénciadediferentesconcentragdesdasuspensdodelevedurasnol VCMdoisoladoCFS1036.

8. CRONOGRAMADEEXECUCAO

2020 2021

Atividades

Pesquisasbibl
iograficas

Obter e
cultivarisoladosfu
ngicos;

Purificar e manter
epreservar XX X | X
osisolados;

Identificarmolecul
armente X X X
osisoladosobtidos;

Avaliar
acaobiocontrolador
a deleveduras sobre X | X | X
D.destruens
eselecionarisolados

9

Determinagao
daconcentragao
debiocontroladores X | X | X
embatata doce
contra omal-do-p¢;

Determinar
periodode aplicagao
debiocontroladores X | X | X
embatata doce
contra omal-do-pé¢;

Tabular dados
eanalisarresultados

9




Elaborar
relatoriosparcialefi
nal

Elaborar resumos
eparticipar de X | X | X X | X
eventoscientificos

9. CONSIDERACOESFINAIS

Concluimos que, diante dos resultados obtidos no teste de patogenicidade,
todosos isolados causam danos a tibera de batata-doce nos quatro estados coletados, ¢
emalgumas d4reas causam maiores prejuizos aos produtores. Entre osisolados
existemdiferencasnoscomponentesepidemioldgicos.

A extragdo de DNA foi feita de maneira eficiente, adquirindo materiais
genéticospara futuro sequenciamento.

No teste em cultivo em conjunto o isolado LCB13 apresentou maior inibigdo
docrescimentodosisoladospatogénicos.

Asconcentragdesde10°¢10°células.mL ' dasuspensdodeleveduras,apresentaram
melhor eficiéncia na inibi¢cdo de crecimento micelial, nos fitopatogenostestados.

Os estudos mostraram que as leveduras tém potencial biocontrolado para uso

nomanejodomal-do-pédabatata-doce.

10. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

AGROFIT. Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios. Consulta
dePraga/Doenca.Disponivel em:
<http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap praga detalhe cons?p id cultura pr
aga=5835>Acesso em: 21/03/2021

ALMEIDA,T.R.P;COELHO,L.L;VASCONCELOS,L.S.B;PONTES,M.A;VIEIRA,
W.A.S; CAMARA, M.P.S; DOYLE, V.P; LARANJEIRA, D. First report of
DiaporthekongiicausingfootrotonSweetPotatoinBrazil. PlantDisease, AmericanPhytopat
hologicalSociety(APSPress) St.PaulUSA, v.104,n.1, p.284,2020.

ALMEIDA, THAISREGINAPINTINODE . AtividadebiocontroladoradeTrichoderma
spp- e de leveduras sobre Diaporthe destruens. 2018. 74 f.
Dissertagao(MestradoemFitopatologia)-
UniversidadeFederalRuraldePernambuco,Recife.



BARDA,O.;SHALEV,0.;ALSTER,S.;BUXDORF,K.;GAFNLA.;LEVY,M.
Pseudozyma aphidis Induces Salicylic-Acid-Independent Resistance to
ClavibactermichiganensisinTomatoPlants.PlantDisease.v.99.n°5,p. 621-626.2015.

BETTIOL,W.;MORANDI,M.A.B_;PINTO,Z.V.;PAULAJUNIOR,T.J.V ;
CORREA,E.B;;MOURA,A B.;.LUCON,C.M.M.;COSTA,J.C.B.;BEZERRA,
J.L.Produtoscomerciaisabasedeagentesdebiocontrolededoencasdeplantas—
Jaguariuna,SP:Embrapa Meio Ambiente,2012. 155 p.

BUXDORF, K; RAHAT, [, GAFNI, A; LEVY, M. The epiphytic fungus
Pseudozymaaphidisinducesjasmonicacid-andsalicylicacid/nonexpressorofPR 1-
independentlocalandsystemicresistance.PlantPhysiology,2013Apr;161(4):2014-
22doi:10.1104/pp.112.212969.

CASTELLANILA.Viabilityofsomepathogenicfungiindistilledwater. TheAmerican
Journal ofTropical MedicineandHygiene.v. 24,p. 270-276,1939.

FAO - Food and Agriculture Organization of the United Nations. FAOSTAT.
2016.Disponivel em: http://www.fao.org/faostat/en/#search/Sweet%20potatoes.
Acesso em11/01/2021.

GALY..;MA,H.;CHEN,X.;ZHENG.,J.;CHEN,H.;LI,H.Stemblight,footrotand
storage tuber rot of sweet potato caused by Plenodomus destruens in China. Journal
ofGeneralPlant Pathology. v. 82, p. 181-185. 2016.

IBGE.SistemalBGEdeRecuperacaoAutomatica-
SIDRA.Disponivel:site.https://sidra.ibge.gov.br/tabela/5457#resultado.Consultadoem25
JAN.2021.

MELLO,J.F;BRITO,A.C;MOTTA,C.M.S;VIEIRA,J.C.B;MICHEREFF, S.Jand
MACHADO, A.R. First Report of Neoscytalidium dimidiatum Causing Root Rot
inSweet Potato in Brazil. Plant Disease, 102 (2), p.373,
2019.https://doi.org/10.1094/PDIS-07-18-1242-PDN

ROBIGLIO,A.;SOSA M.C.;LUTZ M.C.;LOPES,C.A.;SANGORRIN,M.
P.Yeastbiocontroloffungalspoilageofpearsstoredatlowtemperature.
InternationalJornalofFoodMicrobiology.v.147.n°1p.211-216,2011.

ZAMBOLIM,L.;JESUSJUNIOR,W.C.;RODRIGUES,F.A.OEssencialda
Fitopatologia: Controle de Doencas de Plantas. 1 ed. Sao Paulo: Suprema
Graficae Editora, 2014.

11. ATIVIDADESRELEVANTESDESENVOLVIDASPELOBOLSISTA

e Simposiose Eventosonline:
IlcoloquiosemFitopatologiaTropical2020-Resisténciadeplantasadoengas,
realizado pelo Programa de Pods-graduagdo em  Fitopatologia

daUFRPE.Realizado nosdias17al9denovembro de2020;



e Minicursos:
Controle quimico de plantas, no III Coloquios em Fitopatologia
Tropical,promovidopeloProgramadePos-
GraduagaoemFitopatologiadaUniversidadeFederalRuraldePernambuco—
UFRPE,emRecife-PE,ministrado pela Dra. Leilane Silveira D'avila, no dia
de 19 de novembro de2020;
Quantificacdo de doencas de plantas, no III Coloquios em

FitopatologiaTropical, promovido pelo Programa de Pés- Graduagdo em

Fitopatologia daUniversidadeFederalRuraldePernambuco—
UFRPE,emRecife-PE,ministradopela Dr.HumbersonRochanodia de 18de
novembrode 2020;

e Desenvolvimento de atividades relacionadas aos experimentos dos alunos
dePés-GraduacaoemFitopatologia,noLaboratérioFungosdeSolo-LAFSOL;

e Auxilionasatividadesderotina:preparodosmateriais,esterilizacdodevidrarias e
preparos no meio de cultivos, para utilizagdo em experimentos

eaulaspraticasdagraduacao epos-graduacao;

12. DIFICULDADESENCONTRADAS

Aprimordio,paraostestesdepatogenicidade,utilizou-seavariedadeCo-
Roxa.Porém, devido a coloragdo escura da batata-doce, nao foi possivel observar o
progressodos sintomas dos isolados, necessitando substituir a variedade Co-Roxa pela
variedadebranca RainhadaPraia.

Além disso, sabendo que o mal do pé ¢ a doenca que mais afeta a batata-
doce,houve dificuldade na compra da variedade Rainha da Praia nos mercados
atacadistaslocais e na Central Estadual de Abastecimento, CEASA-PE, devido a
incidéncia dadoenga,dificultando naprodutividadeda cultura.

DevidoaPandemiadoCovid-
19econsequentementeoisolamentosocial tivemosalgunsimpasseseosexperimentosprecisar
amseradiados.Oprojetoeoplanodetrabalhodessa pesquisa estdo em andamento, ficando
pendente apenas a identificacdo moleculardas leveduras biocontroladoras, como também
a determinacdo do periodo de aplicagdo econcentracdo de indculo no biocontrole
preventivo do mal-do-p¢é em mudas de batata-doce,essasandliseseresultadosvaoser
apresentadosnorelatorio final.

Por conta do cronograma reduzido, ndo houve tempo habil para realizagao

dostestesdedeterminagdodoperiododeaplicacdodelevedurasparaobiocontroledomal-



do-
pédabatatadoce.Alémdomais,aidentificagdomoleculardosisoladosestiemandamento,comomaterial

genéticosendoprocessadopara ser sequenciado.
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O bolsista Elder Felipe de Moura Silva, apresentou bom desempenho
académicoecientifico,demonstrandoavangosprogressivosduranteodesenvolvimentodoseu
planode trabalho. Em todas as etapas, ele demonstrou interesse pela pesquisa, realizando
suasatribuicdes com responsabilidade. Vale salientar a dedicagdo, a facilidade de

convivio eentrosamentocomaequipe LAFSOL.



