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2. TÍTULODO TRABALHO 

 

Leveduras presentes na microbiota de batata doce e seu pontecial de aplicação 
nobiocontrole do agente casual do mal-do-pé da batata doce. 

 

3. RESUMODORELATÓRIO 

A batata doce (Ipomoea batatas L.) é uma hortaliça que pertence à 
famíliaConvolvulaceae,éumasdasprincipaisraízesconsumidasnomundo.Porserumacultur
aconsideradarudimentarécultivacompoucosrecursostecnológicos,cultivadoprincipalment
eporpequenosprodutores,parasubsistênciaeautoconsumo.Considerando dados mundiais 
do cultivo da batata-doce, o país com maior produção é 
aChinaonderepresentamnosúltimosquatroanosumamédiade82,30%daprodução 



mundial, em segundo lugar vem a Nigéria com 1,92%, a produção brasileira 
representa0,30%dototalproduzido(FAOSTAT,2016).Adoençadomal-do-pédabatata-
docegeraum prejuízo de quase 80% nas áreas mais afetadas(ALMEIDA, 2018). Na 
regiãoNordeste, onde esse estudo tem sido realizado, a produtividade média é de 11 
ton.ha-1,enquanto a produtividade média da cultura no país é de cerca de 14 ton.ha-1 da 
produçãobrasileira 
(IBGE,2019).OsisoladosfitopatogênicosdeDiaporthesppforamobtidosemdiferentes 
estados, no Nordeste brasileiro, sendo eles Pernambuco, Alagoas e Sergipe.Para os 
ensaios de prospecção de controle biológico, os isolados fitopatogênicos estãosendo 
submetidos ao cultivo conjunto, in vitro, com leveduras isoladas da batata-doce.Dados 
sobre o controle desta doença usando organismos biocontroladores são 
escassos,nesseâmbito,oestudodepossíveislevedurasbiocontroladoras,obtidasnacoleçãofun
gosde solo – CFS, será de grande importância cientifica no controle do Diaporthe spp. 
deforma sustentável eeficaz. 

 

 
4. INTRODUÇÃOGERAL 

Abatata doce (IpomoeabatatasL.)é umahortaliçaquese destacacomofonte 

denutrientes para a base alimentar da população, sendo amplamente cultivada em 

paísessubdesenvolvidos,pordevidoasuafacilidadedecultivoemáreascompoucoinvestiment

o e baixo nível tecnológico. A produção mundial em 2018, segundo a FAO,foi de, 

aproximadamente, 92 milhões de toneladas, cultivadas em uma área de 8,06milhões de 

hectares, apresentando uma produtividade média de 11,40 t/ha-1. A China é 

amaiorprodutoramundialcomquase76%daproduçãomundialeprodutividademédiade21,3t

on.ha-1. 

No ano de 2019, segundo dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro de 

Geografiae Estatística (IBGE), a produção brasileira foi de 805.412 toneladas, 

cultivadas em umaárea de 57,486 mil hectares, apresentando uma produtividade média 

de 14,05 ton.ha-1. Aregião Nordeste representa 48% da área total de plantio de batata-

doce e 48,10% daprodução nacional, com produção aproximada de 317.265 toneladas. 

Devido à falta detecnologia e à incidência de doenças, a produtividade média na 

regiãoNordesteé de11,50t/ha-1. O estado de Pernambuco figura entre os principais 

produtores da cultura naregião e no Brasil, com produtividade média de 40.499 

toneladas, correspondendo a12,76%daprodutividadedaregião. 

A baixa produtividade brasileira tem como principais fatores a incidência 

dedoençasqueinviabilizamocultivodaculturaemdeterminadasáreas,bemcomopromovem a 

perda da qualidade do produto, tornando-o inviável para 

comercialização(ALMEIDA,2018).Aprincipaldoençaqueafetaacultura éconhecida 

comomal-do-pé 



da batata-doce. A princípio, acreditava-se que o agente causal da doença era o 

fungoPlenodomus destruens, porém, estudos publicados por Almeida (2018) mostraram 

que oagente causal pertence ao gênero Diaporthe, passando a ser denominado 

Diaporthedestruens. 

Os sintomas em campo são observados, inicialmente, como uma necrose 

úmidana base da planta, que anela o caule e interrompe a absorção de água e nutrientes. 

Àmedida que a cultura se desenvolve, observa-se o amarelecimento e morte das 

folhasbasais,osurgimentodematerialvegetalsecoeramascomfolhasmurchasouamareladas,

bemcomoapodridãodasraízes.Nastúberas,duranteoarmazenamentooucomercialização, 

pode-se observar uma podridão de coloração marrom, formato 

circularque,comaevoluçãodadoença,atingetodaatúbera,podendo,ounão,afetá-

lainternamente(GAI et al., 2016). 

A variabilidade de agente causais da doença tem se tornado um dos 

motivospelosquaisosmétodosdemanejo,principalmenteautilizaçãodeprodutosquímicos,tê

mse tornado ineficazes, necessitando de pesquisas mais amplas para a adoção de 

medidasfitossanitárias que visem o controle de uma ampla gama de patógenos. A 

existência deoutrosagentescausaisdomal-do-pédabatata-

docetemsidoevidenciadaporpesquisadores,taiscomoAlmeidaetal.(2020)eMelloetal.(2019

),identificandoDiaporthekongiieNeoscytalidiumdimidiatumcomoagentescausaisdadoenç

a,respectivamente. 

DeacordocominformaçõesobtidasnositeAgrofit,doMinistériodaAgricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA), não há registro de produtos químicosutilizados no 

manejo da doença, no Brasil (AGROFIT, 2021). Diante da dificuldade nautilização do 

manejo químico, os produtores têm adotado medidas tais como o controlepreventivo, 

com a aquisição de mudas sadias e provenientes de áreas sem histórico dadoença, 

principalmente mudas produzidas em viveiros; rotação de cultura, quando lhe 

épermitida a troca do seu produto comercial por outro; bem como o uso de 

cultivaresresistentesao patógeno (ALMEIDA, 2018). 

ProdutoscomooTenaz250SCsãoregulamentadospeloMAPA,parautilizaçãoem 

batata-doce, girassol e Kiwi, visando o controle de manchas foliares, causadas 

porDiaporthe sp. Esse produto apresenta ação sistêmica, com classificação III de 

riscoambiental,sendoconsideradoumprodutoperigoso.Comoaumentodosimpactosambien

taisgeradospelaagricultura,atravésdautilizaçãoindiscriminadadeprodutos 



químicos,busca-se, cada vezmais, adotar métodos alternativosparao manejo 

dasdoençasdeplantas (AGROFIT, 2021). 

Dentre os tipos mais promissores de controles alternativos, pode-se destacar 

ocontrole biológico,que é baseado nos mecanismos de ação (antibiose, 

competição,indução de resistência, proteção cruzada, a imunização, entre outros) 

utilizados 

pelosbiocontroladores,resultandonainibiçãoounoretardamentodocrescimentoe/oudesenv

olvimentodopatógeno(ZAMBOLIMetal.,2014).Ocontrolebiológico 

temsidoamplamenteestudadoeaplicadoemalgumasculturas,taiscomoautilizaçãodeTrichod

ermasp.nocontroledavassoura-de-

bruxadocacaueiro(Moniliophthoraperniciosa),naprevençãodotombamentodeplântulasdot

omateiro(Rhizoctoniasolanii)e em outrospatossistemas(AGROFIT, 2021). 

O agente de biocontrole de maior utilização no mundo é o fungo do 

gêneroTrichoderma, sendo utilizado em vários países e patossistemas com eficiência. 

Além 

doTrichodermasp.,aslevedurasvêmganhandoespaçonomercadointernacionaldeprodutosp

araocontrolebiológicodefitopatógenos,asquaistêmasprincipaiscaracterísticasexigidaspara

aescolhadebiocontroladores,taiscomocomofácilprodução e cultivo in vitro, fácil 

adaptação nutricional, alta capacidade de proliferação ecolonização, bem como os 

compostos secretados por elas, sejam eles voláteis ou não(BETTIOL et al., 2012). 

No Brasil, não há registro de produtos a base de leveduras para a utilização 

nocampo,ficandoseuusorestritoàsáreasexperimentais(AGROFIT,2021).Experimentosrea

lizados em casa de vegetação e em laboratório, utilizando as espécies 

Moesziomycesaphidis e Candida orthopsilosis para o controle de plantas infectadas pelo 

fungo D.destruens, mostraramresultados satisfatórios, inibindo 100% o 

desenvolvimento dopatógeno(ALMEIDA, 2018). 

Há evidências que a aplicação de Moesziomyces aphidis induz a 

resistênciasistêmicadeplantasdetomateaClavibactermichiganensis,atravésdaproduçãodoá

cidosalicílico (BARDA et al., 2015). Além disso, outros estudos evidenciam que M. 

aphidis,conhecidaporsecretarmetabólitosantimicrobianoseinduzirresistênciasistêmicaatra

vésda rota do ácido jasmônico e ácido salicílico, também pode ativar a resistência local 

esistêmicada rotadoetilenoindependente(BUXDORF,RAHAT &LEVY,2013). 

Diante dos estudos apresentados, a utilização de leveduras como agentes 

decontrole biológico tende a ser mais frequente nos estudos e nas áreas de plantio 

dediferentespatossistemas.Tendoemvistaavariabilidadedeagentescausaisdomal-do-pé 



dabatata-doce, a prospecçãodelevedurasbiocontroladorastorna-seuma aliadaaomanejo da 

doença no campo, ampliando o espectro de ação dos métodos adotados 

parainibiçãoe/ouretardamentodo crescimento/desenvolvimentodopatógeno. 

Emvirtudedoquefoimencionado,tornam-

senecessáriosestudoscomleveduraspotencialmentebiocontroladoras,objetivandoaseleção

deisoladoscomamploespectrodeação,controlandoomaiornúmerodeespéciesdeagentescaus

aisereduzindoa utilização de produtos químicos, acarretando a redução dos impactos 

ambientais e namelhora daqualidadedo produto para o consumidor. 

 
5. OBJETIVOS 

5.1. GERAL 

Selecionarleveduras,nativasdamicrobiotadebatatadoce, 

compotencialbiocontroladordomal-do-

péembatatadoceeavaliarmétodosdeaplicaçõesdaslevedurasselecionadas. 

 
5.2. ESPECÍFICOS 

 Obtençãoemanutençãodecepasde leveduras; 

 DepósitoisoladosdelevedurasnasMicotecasURM-

UFPEeColeçãoFungosdo Solo- CFS/UFRPE; 

 Identificaçãomoleculardelevedurasbiocontroladoras; 

 Seleçãodeisoladosdecepasdelevedurascompotencialbiocontroladoraomal-

do-pédabatatadoce; 

 Determinarperíodosdeaplicaçãoeconcentraçãodeinóculonobiocontrole 

preventivo do mal-do-péemmudasdebatatadoce. 

 
6. METODOLOGIA 

6.1. Obtenção,manutençãoepreservaçãodeisoladosfúngicos 
 
 

Osisoladospatogênicosobtidosencontram-sedisponíveisnaColeçãoMicológica 

do Laboratório de Fungosdo Solo da Universidade Federal Rural dePernambuco – 

CFS LAFSOL.Foram Preservados em microtubos criogênicos (2 

mL),contendodiscosemmeioBatata-Dextrose-

Ágar(BDA),contendocrescimentomicelial,eáguadestiladaesterilizada,utilizandoométod

odeCastellani(2tubos/isolado), 



permanecendo disponíveis para os testes subsequentes (FIGURA 1A) 

(CASTELLANI,1963). 

Através da preservação de isolados foi possível repicá-los e purificá-los 

quandonecessário. Com auxílio de uma alça de semeio, foi retirado 1 disco 

(aproximadamente5mm)de micélioe foi colocadoemplacasde petricontento 

meioBDA.Foramutilizadas 2 placas para cada isolado, avaliando-as após 7 dias. Na 

presença de algumtipodecontaminação,fez-

seapurificação,repicandoparaoutraplacadepetricontendomeiodeculturaBDA. 

 
6.2. Obtenção,manutençãoepreservaçãodeleveduras 

Osisoladosdelevedurasutilizadosnaprospecçãodeagentesdebiocontroledomal-do-

pédabatata-

doce,foramdisponibilizadospelaColeçãoMicológicadoLaboratóriodeFungosdoSoloda 

Universidade FederalRuralde Pernambuco–CFSLAFSOL. 

Todos os isolados foram cultivados in vitro, purificados e mantidos pelo método 

decultura periódicas. Em microtubos criogênicos (5 mL), contendo meio BDA, os 

isoladosforampreservadosemóleomineral(2tubos/isolado)epelométododeCastellani(CAS

TELLANI, 1963) (2 frascos/isolado), permanecendo disponíveis para os 

testessubsequentes (FIGURA 1B).Os isolados obtidos serão depositados na Micoteca 

URM,daUniversidadeFederaldePernambucoeaColeçãoFungosdeSolo-

CFSdaUniversidadeFederalRuraldePernambuco,apósaidentificaçãomolecular,permanec

endopreservadose disponíveispara outraspesquisas,quandosolicitados. 

 
6.3. AvaliaçãopatogênicadeDiaporthespp. 

Os isolados obtidos foram submetidos ao teste de patogenicidade em túberas 

detamanho padronizado (aproximadamente 15 cm), as quais foram desinfestadas 

comsoluçãodehipocloritodesódio(1%),por10minutos(Fig.2A).Opatógenofoiinoculadonas

túberas,apósadesinfestação(Fig.2B),atravésdométododediscos,ondeforamfeitospequenos 

furos, em torno de 2 mm, com auxílio de agulha hipodérmica e depositadosdiscos de, 

aproximadamente, 0,5cm de diâmetro, contendo estruturas fúngicas (Fig 

2C),eenvoltoscomfitacrepe(Fig.2D). 

Os tratamentos foram acondicionados em câmara úmida, por 48 horas (Fig. 

2E).Notratamento controle, astúberasforamsubmetidasàs mesmas 

condições,porémrealizou-

seainoculaçãodediscoscontendoapenasmeiodeculturaBDA.Oexperimentoconstoude6 

repetiçõespor tratamento. 



As avaliações foram realizadas a cada 48 horas, para observação do 

surgimentodos sintomas, durante 13 dias. A 

doença (AACPD)foi determinada pela soma das médias de severidade em cada 

intervalo de avaliação.Diferenças de AACPDentre os isolados de

determinadas 

porANOVAeasmédiascomparadaspelo

Figura 2. Preparo de material e montagem do teste de patogenicidade. A e B: Desinfestação e secagem 
detúberas;C:Inoculaçãodediscoscontentoestruturasfúngicas;D:Túberainoculadaeenvoltaporfitacrepe;E:Am
ostras acondicionadas emcâmara

 

 
Figura3.Esquemademediçãodelesões.A:Mediçãododiâmetrodalesãosuperficial;B:Cortetransversalda 

túberaemediçãodaprofundidadedalesão
 

6.4. Identificaçãodeisolados

O Protocolo de extração de DNA foi adaptado de Murray & Thompson 

(1980),consistindo em vinte e duas etapas. A primeira etapa do procedimento foi 

adicionar1000μl de tampão em microtubos de 2ml (CTAB 2%), logo após efetuou

raspagemdo micélio da cultura e transferidos para graus congelados e adicionados 2 ml 

de tampão(Fig. 4A), o micélio f

devolvidos aotubo(Fig. 3C).

Os tubos foram incubados a 60° em banho maria, durante 1 hora, agitando 

emvórtex(Fig.4D),acada15min,poisessatemperaturainativaasenzimas.Osmicrotubos

mcolocadosnacentrífugarefr

-se osobrenadantepara novosmicrotubosadicionando 600μldeCIA(Fig.5A

As avaliações foram realizadas a cada 48 horas, para observação do 

surgimentodos sintomas, durante 13 dias. A área abaixo da curva de progresso da 

doença (AACPD)foi determinada pela soma das médias de severidade em cada 

intervalo de avaliação.Diferenças de AACPDentre os isolados deDiaporthe

ANOVAeasmédiascomparadaspelotesteScottknotta5%utilizandosoftwareStatistix9.

Preparo de material e montagem do teste de patogenicidade. A e B: Desinfestação e secagem 
detúberas;C:Inoculaçãodediscoscontentoestruturasfúngicas;D:Túberainoculadaeenvoltaporfitacrepe;E:Am
ostras acondicionadas emcâmaraúmida. 

lesões.A:Mediçãododiâmetrodalesãosuperficial;B:Cortetransversalda 

túberaemediçãodaprofundidadedalesão. 

Identificaçãodeisolados 

O Protocolo de extração de DNA foi adaptado de Murray & Thompson 

vinte e duas etapas. A primeira etapa do procedimento foi 

ão em microtubos de 2ml (CTAB 2%), logo após efetuou

raspagemdo micélio da cultura e transferidos para graus congelados e adicionados 2 ml 

de tampão(Fig. 4A), o micélio foi macerado com auxílio de um pistilo (Fig. 4B) e 

devolvidos aotubo(Fig. 3C). 

Os tubos foram incubados a 60° em banho maria, durante 1 hora, agitando 

emvórtex(Fig.4D),acada15min,poisessatemperaturainativaasenzimas.Osmicrotubos

nacentrífugarefrigeradaa14000rpm,durante10min,afimdedecantar.Transferiu

se osobrenadantepara novosmicrotubosadicionando 600μldeCIA(Fig.5A

As avaliações foram realizadas a cada 48 horas, para observação do 

área abaixo da curva de progresso da 

doença (AACPD)foi determinada pela soma das médias de severidade em cada 

Diaporthesp. foram 

lizandosoftwareStatistix9. 
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detúberas;C:Inoculaçãodediscoscontentoestruturasfúngicas;D:Túberainoculadaeenvoltaporfitacrepe;E:Am

lesões.A:Mediçãododiâmetrodalesãosuperficial;B:Cortetransversalda 

O Protocolo de extração de DNA foi adaptado de Murray & Thompson 

vinte e duas etapas. A primeira etapa do procedimento foi 

ão em microtubos de 2ml (CTAB 2%), logo após efetuou-se a 

raspagemdo micélio da cultura e transferidos para graus congelados e adicionados 2 ml 

oi macerado com auxílio de um pistilo (Fig. 4B) e 

Os tubos foram incubados a 60° em banho maria, durante 1 hora, agitando 

emvórtex(Fig.4D),acada15min,poisessatemperaturainativaasenzimas.Osmicrotubosfora

igeradaa14000rpm,durante10min,afimdedecantar.Transferiu

se osobrenadantepara novosmicrotubosadicionando 600μldeCIA(Fig.5A 



e 5B), promovendo a remoção de proteínas e ácidos graxos, sendo agitados, em 

seguida,em vótex (Fig. 5C). 

Osmicrotubosforamnovamentecolocadosnacentrífugarefrigeradaa14000rpm,por 

10 min (Fig. 5D), retirou-se a fase superior cuidadosamente, e com auxílio de 

umapipeta, transferindo-a para novos microtubos de 1,5 ml. Logo após, foram 

adicionados600μldeCIA(Fig.5E),novamenteretirandoosobrenadanteetransferindo-

oparanovosmicrotubos de 1,5 ml. Foram adicionados 1000μl de isopropanol gelado, 

com o objetivode precipitar o DNA, e então foram homogeneizados através de inversão. 

Após 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 1000μl de etanol 70% gelado, 

com oobjetivo de remover o excesso de sal proveniente do isopropanol, sendo 

centrifugados,novamente,durante10min,a12000rpm.Posteriormente,oálcoolfoidescartad

oatravésde inversão e o excesso foi removido com auxílio de uma pipeta. O pellet 

decantado 

foisecoatemperaturaambiente,por5minnomáximo.Apósasecagemdopellet,adicionou-se 

100μl de TRIS-EDTA, incubando os microtubos por 60 min, a 60°C, completando 

adissolução do pellet. Por fim, com os materiais obtidos seguiu-se o procedimento 

deeletroforese,como objetivodeanalisaraexistência ou nãode DNA. 

Omaterialgenéticoobtidoseráamplificado,pormeiodetécnicasdePCR.Paraosequen

ciamentodopatógenoediferenciaçãointraespecífica,serãosequenciadasasregiões Internal 

Transcribed Space (ITS), Calmodulina (CAL), Histona (HIS) e o Fatorde Elongação 

(EF1-α), utilizando os primers listados na tabela 1. Espécies de 

levedurasserãodefinidaspor comparação daregiãoITS. 

OsprodutosdePCRobtidosserãopurificadoscomkitdepurificaçãoPureLinkTM 
PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) e as sequências 
obtidasserãodepositasnoNationalCenterforBiotechnologyInformation(NCBI)ecomparad
asfilogeneticamenteporanálisesdemáximaverossimilhança-MVeinferênciaBayesiana 
- IB. 

 
Figura 4. Extração de DNA fúngico. A: Adição do tampão de extração. B: Maceração do Micélio. 
C:Suspensão do macerado transferidopara ostubos.D: Agitação emvórtex,durante o banhomaria. 



 

Figura 5. Extração de DNA fúngico. A: CTAB 2% e CIA (solvente para remoção de proteínas e 
ácidosgraxos).B:Formaçãodetrêsfases,apósaadiçãodeCIAeCTAB.C:Apósserhomogeneizadoemvórtex.D:
materialdecantadoapósacentrifugação.E:Formação

 

 
Tabela1.Primersutilizadosparaoestudo genéticode

 

6.5. Avaliaçãodemecanismosantagônicosdelevedurasa

As leveduras foram cultivadas inicialmente em meio Yeast Extract

Ágar (YEPD), por 48 horas. Em seguida, plaqueou

dasuspensãocomADE+leveduras(1x10

com o auxílio da alça de Drigalski estéril. Disco de meio de cultura de 5 

mmdediâmetro(retiradodecultivodesetediasdeidadeemmeioBDA),contendoestruturas 

dopatógeno foi depositado no centro da placa de Petri semeada com a levedura, após 

secagemtotaldomeio.Natestemunha,repicou

seopatógenoemmeioBDApreviamentetratadocomADE(Fig. 6).

Extração de DNA fúngico. A: CTAB 2% e CIA (solvente para remoção de proteínas e 
ácidosgraxos).B:Formaçãodetrêsfases,apósaadiçãodeCIAeCTAB.C:Apósserhomogeneizadoemvórtex.D:
materialdecantadoapósacentrifugação.E:Formaçãodeduasfases,apósadição deCIAeCTAB2%.

Primersutilizadosparaoestudo genéticodeDiaporthesp.,eleveduras. 

AvaliaçãodemecanismosantagônicosdelevedurasaDiaporthesp.

As leveduras foram cultivadas inicialmente em meio Yeast Extract-

(YEPD), por 48 horas. Em seguida, plaqueou-se, com auxílio de uma pipeta, 20µL 

dasuspensãocomADE+leveduras(1x105),emplacasdePetricontendomeioBDA,espalhando

com o auxílio da alça de Drigalski estéril. Disco de meio de cultura de 5 

ecultivodesetediasdeidadeemmeioBDA),contendoestruturas 

dopatógeno foi depositado no centro da placa de Petri semeada com a levedura, após 

secagemtotaldomeio.Natestemunha,repicou-

seopatógenoemmeioBDApreviamentetratadocomADE(Fig. 6). 

 

Extração de DNA fúngico. A: CTAB 2% e CIA (solvente para remoção de proteínas e 
ácidosgraxos).B:Formaçãodetrêsfases,apósaadiçãodeCIAeCTAB.C:Apósserhomogeneizadoemvórtex.D:

deduasfases,apósadição deCIAeCTAB2%. 

sp. 

-Potato-Dextrose-

se, com auxílio de uma pipeta, 20µL 

),emplacasdePetricontendomeioBDA,espalhando-se 

com o auxílio da alça de Drigalski estéril. Disco de meio de cultura de 5 

ecultivodesetediasdeidadeemmeioBDA),contendoestruturas 

dopatógeno foi depositado no centro da placa de Petri semeada com a levedura, após 



ParacontroledeDiaporthebatatas

utilização do produto Tenaz 250 SC é autorizada pelo MAPA. Diante da falta 

defungicidasespecíficospara

essepatossistema,principalmentedogê

intuito de avaliar sua eficácia, ou não, no tratamento da doença,bemcomocompará

eficáciadautilizaçãodasleveduras.

Os tratamentos foram compostos por dez isolados de leveduras, cinco 

isoladospatogênicos e o produto químico utilizado no controle de 

conformemetodologias já descritas anteriormente. O delineamento experimental é 

inteiramentecasualizado,assumindo

secomotratamentocepasindividuaisdecadaagenteantagônico,cada tratam

5 repetições e o tratamento controle consistirá no cultivo dopatógenonaausênciado 

antagonistaedoproduto. 

Asavaliaçõesserãorealizadasacada24horas,atéocompletodesenvolvimentodopatóge

nonotratamentocontrole.Aavaliaçãoocorrerámedianteamediçãodo

nosdoissentidosperpendicularesentresitomando

decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresserãousadosparaestimaro 

Índice de velocidade de crescimento micelial 

deInibiçãode Crescimento Micelial

 

𝐈𝐕𝐂𝐌= 

 

Onde:Ci=crescimentoinicial,
ocontroleet =intervalodeavaliação.

 
OsresultadosdeIVCMePICserãosubmetidosaotestedemédiaspeloTesteTukeya5%

deprobabilidade,paradeterminar ostratamentosmaiseficientes.

 
 

Figura 6. Teste de Cultivo Conjunto. A: Preparo da suspensão de levedura (1x10
delevedura(1x105).C:Plaqueamentodasuspensão.D:DistribuiçãodasuspensãonaplacadePetri,comalçadeDri
galski.E:Discocomcrescimento micelialdopatógenosemeadonocentrodaplaca,apósasecagemda 
suspensãodelevedura. 

Diaporthebatatas,agentecausaldemanchafoliarembatata

utilização do produto Tenaz 250 SC é autorizada pelo MAPA. Diante da falta 

defungicidasespecíficosparaD.destruensedavariabilidadedeagentescausaisjáencontradan

essepatossistema,principalmentedogêneroDiaporthe,utilizar-se-áoproduto químico com 

intuito de avaliar sua eficácia, ou não, no tratamento da doença,bemcomocompará

eficáciadautilizaçãodasleveduras. 

Os tratamentos foram compostos por dez isolados de leveduras, cinco 

patogênicos e o produto químico utilizado no controle de D. batatas

conformemetodologias já descritas anteriormente. O delineamento experimental é 

inteiramentecasualizado,assumindo-

secomotratamentocepasindividuaisdecadaagenteantagônico,cada tratam

5 repetições e o tratamento controle consistirá no cultivo dopatógenonaausênciado 

Asavaliaçõesserãorealizadasacada24horas,atéocompletodesenvolvimentodopatóge

nonotratamentocontrole.Aavaliaçãoocorrerámedianteamediçãodosdiâmetrosdascolônias

nosdoissentidosperpendicularesentresitomando-secomovalor 

decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresserãousadosparaestimaro 

Índice de velocidade de crescimento micelial - IVCM, (mm dia-1) e a Porcentagem 

Crescimento Micelial– PIC(%),por meiodasequações: 

 Σ𝑐𝑓−𝑐𝑖 
𝑡 

𝐏𝐈𝐂=𝐶𝑐−𝐶𝑓*100 
𝐶𝐶 

=crescimentoinicial,Cf=crescimentofinal,Cc=Crescimentofinaltratament
=intervalodeavaliação. 

OsresultadosdeIVCMePICserãosubmetidosaotestedemédiaspeloTesteTukeya5%

deprobabilidade,paradeterminar ostratamentosmaiseficientes. 

Teste de Cultivo Conjunto. A: Preparo da suspensão de levedura (1x10
Plaqueamentodasuspensão.D:DistribuiçãodasuspensãonaplacadePetri,comalçadeDri

galski.E:Discocomcrescimento micelialdopatógenosemeadonocentrodaplaca,apósasecagemda 

,agentecausaldemanchafoliarembatata-doce,a 

utilização do produto Tenaz 250 SC é autorizada pelo MAPA. Diante da falta 

edavariabilidadedeagentescausaisjáencontradan

áoproduto químico com 

intuito de avaliar sua eficácia, ou não, no tratamento da doença,bemcomocompará-laà 

Os tratamentos foram compostos por dez isolados de leveduras, cinco 

D. batatas, obtidos 

conformemetodologias já descritas anteriormente. O delineamento experimental é 

ento constará de 

5 repetições e o tratamento controle consistirá no cultivo dopatógenonaausênciado 

Asavaliaçõesserãorealizadasacada24horas,atéocompletodesenvolvimentodopatóge

sdiâmetrosdascolônias

decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresserãousadosparaestimaro 

) e a Porcentagem 

=Crescimentofinaltratament

OsresultadosdeIVCMePICserãosubmetidosaotestedemédiaspeloTesteTukeya5%

Teste de Cultivo Conjunto. A: Preparo da suspensão de levedura (1x105) B: Suspensão 
Plaqueamentodasuspensão.D:DistribuiçãodasuspensãonaplacadePetri,comalçadeDri

galski.E:Discocomcrescimento micelialdopatógenosemeadonocentrodaplaca,apósasecagemda 



6.6.Determinação da concentração de inóculo de leveduras para o biocontrole 

domal-do-pé em batata doceinvitro 

Serão avaliadas diferentes concentrações de inóculo de leveduras, para o 

controledoD. destruens,utilizando-seisoladosdelevedurasselecionados,invitro. 

A avaliação de concentração de inóculo será realizada em placas de Petri (Ø = 

9mm), utilizando 5 repetições/tratamento. A suspensão de leveduras será preparada 

emágua destilada esterilizada - ADE, nas concentrações de 0; 1x105; 1x106 e 1x107 

célulasmL-1. Após a secagem da suspensão, discos (Ø = 5 mm) com crescimento 

micelial dopatógenoserãoadicionadosaocentro daplaca,sob asuspensão. 

Adosagemde0,contendoapenasADE,funcionarácomocontrolenegativo,enquanto no 

controle positivo será adicionado o patógeno, seguindo o método de discos.O controle 

químico constará do plaqueamento do produto Tenaz 250 SC, com a doserecomendada 

pelo fabricante. 

As avaliações serão realizadas a cada 24 horas, até o completo desenvolvimento 

dopatógenonotratamentocontrole.Aavaliaçãoocorrerámedianteamediçãodosdiâmetrosdas

colôniasnosdoissentidosperpendicularesentresitomando-secomovalor 

decrescimentoamédiadosdoiseixos,eemseguida,essesvaloresserãousadosparaestimaro 

Índice de velocidade de crescimento micelial - IVCM, (mm dia-1) e a Porcentagem 

deInibiçãode Crescimento Micelial– PIC(%),por meiodasequações: 

 

𝐈𝐕𝐂𝐌= Σ𝑐𝑓−𝑐𝑖 
𝑡 

𝐏𝐈𝐂=𝐶𝑐−𝐶𝑓*100 
𝐶𝐶 

 

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

 
OsresultadosdeIVCMePICserãosubmetidosaotestedemédiaspeloTesteTukeya 

5%de probabilidade,para determinarostratamentosmaiseficientes. 

6.7.Período de imersão de ramas de batata-doce em suspensão de leveduras 

parautilizaçãodo controlepreventivo 

A determinação do período de inoculação será indicada pelo tempo de 

imersãodasramasnasuspensãode 

leveduras,antesdotransplantio:ramasimersas72horasemADE; ramas imersas 48 em 

ADE e 24 horas na suspensão de leveduras; ramas imersas24 horas em ADE e 48 na 

suspensão de leveduras; e ramas imersas 72 horas nasuspensão de leveduras (5 

repetições/tratamentos). O experimento será conduzido 

emcoposplásticos(180mL).Opreparodasuspensãoseráconduzidocomodescritono 



item anterior e a concentração de levedura utilizada será de acordo com a 

concentraçãoselecionadanoexperimentode determinaçãoda 

concentraçãodessesinóculos. 

As avaliações ocorrerão diariamente, as 0, 24, 48 e 72 horas, após o início 

dostratamentos, e serão avaliados fatores indiretamente relacionados ao vigor das 

ramas,tais como cumprimento de raízes (cm), peso de matéria seca e verde das raízes 

(g),massa seca e verde das ramas (g), número de folhas e folíolos e altura das ramas. 

Oscontrolespositivo,negativoequímicotambémserãoconduzidoscomodescritoanteriorm

ente. 

6.8.Período de aplicação de leveduras para o biocontrole do mal-do-pé em 

batatadoce 

Adeterminaçãodoperíododeinoculaçãoseráindicadapeladiferençadeintervalosentr

eaaplicaçãodosbiocontroladoreseofitopatógeno:fitopatógenoinoculado 24 horas antes 

dos biocontroladores; simultaneamente aos biocontroladores;24 horas após a aplicação 

dos biocontroladores; e patógeno inoculado 48 horas após aaplicação dos 

biocontroladores (5 repetições/tratamentos). O método de aplicação 

dosbiocontroladores será conduzido como descrito no item anterior e a concentração 

deinóculoutilizadaserádeacordocomaconcentraçãodeinóculo,selecionadapreviamente. 

Assimcomodescritoacima,asavaliaçõesocorrerãoaos10,20,30e40dias,apóso início 

dos tratamentos, de acordo com a escala diagramática de Cavalcanti et al.(2002). Os 

controles positivo, negativo e químico também serão conduzidos 

comodescritoanteriormente. 

 
7. RESULTADOSEDISCUSÕES 

7.1. Obtenção,manutençãoepreservaçãodeisoladosfúngicos 

Os isolados fornecidos pela Coleção de Fungos de Solos (CFS) foram 

preservadospelo método de Castellani. Essa metodologia contribui na manutenção dos 

caracteresfisiológicos,morfológicos,fisiológicosemetabólicosdosisoladospreservados,gar

antindo a sua reprodutibilidade sempre que necessário o uso, permitindo que 

maisestudos sobre o microrganismo sejam realizados anos após sua preservação. Além 

domais, a preservação em água permite a utilização futura dos isolados para 

estudosfilogenéticos,contribuindoparaidentificaçãomolecularcorretadefitopatógenosebio

controladores, auxiliando diretamente na otimização das técnicas escolhidas para 

omanejodadoença(VELEZet al., 2010). 



Osfungosforamisoladosdetecidosvegetaissintomáticosdaplantadebatatadocecomo 

caule, raiz e túbera, obtidos através do método indireto de obtenção de isoladosfúngicos. 

Foram obtidos 15 isolados, dos estados de Alagoas, Paraíba, Pernambuco 

eSergipe,sendo3coletadosemAlagoas,2emParaíba,9emPernambucoe2emSergipe.Adescri

ção dolocal de origem dosisoladospode ser observada natabela 2. 

 
 

Tabela2.Descriçãoeprocedênciados fungosisoladosem plantassintomáticasdebatata-doce 
 

Código 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 

 
 

Tabela1.Continuação 

Código Hospedeiro Parte Local 

CFS627 Batata-doce Caule São Joaquim 
doMonte-PE 

CFS1075 Batata-doce Caule São Joaquim 
doMonte-PE 

CFS1036 Batata-doce Caule Belém de Maria -
PE 

TH8 Batata-doce Caule Belém de Maria -
PE 

TH28 Batata-doce Caule Palmares-PE 

TH71** Batata-doce Caule Palmares-PE 

TH88 Batata-doce Caule Cupira-PE 

TH310 Batata-doce Caule Lucena– PB 

TH325 Batata-doce Túbera Lucena– PB 

*CFS–ColeçãoFungosde Solo 
** TH –Siglapara isoladosnãopatogênicos 
***Bancodegermoplasmadebatata-doce daUFAL(UniversidadeFederal de Alagoas) 



7.2. Obtenção,manutençãoepreservaçãodelevedurasutilizadascomoagentesde 

controlebiológico 

 
 

Foramobtidosdezisoladosdeleveduras,sendocincooriundosdasfolhas(LFB)ecincodo 

caule(LCB) debatata-doce(Tabela3). 

Tabela 3.Levedurasisoladasde folhase cauledebatata-docesadios. 
 

Isolados 

 (Caule) 

Isolados 

(Folha) 

LCB11 LFB23 

LCB18 LFB33 
LCB19 LFB26 

LCB21A LFBVR1 

LCB32A LFB40 

 

De acordo com o crescimento das leveduras em placa de petri, foram 

observadasvariações em suas características morfológicas, tais como a coloração, que 

variou entrebranca, marrom, beje e laranja; textura variando entre brilhosa e seca; 

formato entrecircular e irregular; bordas redonda ou rizoide e a superfície convexa, 

umbilicada epapilada, além do tamanho, que variou entre pequeno, médio e grande. A 

classificaçãomorfológica é um dos fatores que contribuem para a caracterização de 

espécies deleveduras, onde, muitas vezes, características morfológicas diferentes podem 

indicardiferentesespécies. 

 
7.3. Avaliaçãopatogênicade Diaporthespp. 

No teste de patogenicidade, foram observados sintomas típicos da doença 

emcinco tratamentos, sendo esses isolados patogênicos reservados para estudos 

posteriores(Tabela 4). A distribuição geográfica dos isolados patogênicos restringiu-se 

aos estadosde Pernambuco (CFS 1036, CFS 627) e Alagoas (CFS 920, CFS 937, 

CFS946). Umaamostragem maior seria necessária para indicar a ausência ou diminuição 

da doença, 

nasdemaisregiõescoletadas,tendoemvistaquehárelatossignificativosdeperdaseconômicas

naculturanessasregiões(ALMEIDA, 2018). 

Ossintomasiniciaram-

seemformatocircular,comoumanecrose,comcoloraçãomarrom, escurecendo com o 

avanço da doença. Notou-se também um odor alcoólico 

emalgunstratamentos.Houvevariaçõesnaprofundidadedaslesõesentreostratamentos, 



tornandonecessáriaarealizaçãodemaisestudosquepossamrelacionarotipoeprofundidade de 

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

Nas túberas queapresentarammaior árealesionada, notou-

seapresençadepicnídeosdecoloraçãopreta.Destamaneira,osisoladospatogênicoscomportar

am-sedemaneira diferente nas túberas. Além da diferença observadana profundidade das 

lesõesecoloraçãodospicnídios,osisoladosselecionadosapresentamdiferençasemsuamorfol

ogia, indicando a existência de mais de uma espécie do gênero Diaporthe comoagente 

causal do mal-do-pé da batata-doce, tal qual foi relatado por ALMEIDA et 

al.(2020),incluindo oD. kongiino grupo deagentescausaisdadoença. 

Para avaliar as diferenças no progresso da doença, são necessários estudos 

quemostrem a taxa de progresso da doença (r), o período de incubação (PI) e o tempo 

deavaliação (t), sendo esses parâmetros essenciais para a escolha do manejo correto 

dadoença,sendoessaescolhadiretamenterelacionadaaoperíododeincubaçãodopatógeno,àve

locidadedodesenvolvimentoeaoprogressodaslesões.Adependerdessasinformações, os 

pesquisadores/profissionais podem indicar os métodos de manejo, taiscomo preventivos, 

erradicantes, de exclusão, químicos, físicos, biológicos, 

imunizantes,entreoutros(ALMEIDA,2018).Asinformaçõespertinentesaosaspectosepidem

iológicosestão listadasnatabela5. 

 

Tabela4.Avaliaçãodepatogenicidadedeisolados,emtúberasdebatata-
doce,utilizandoaÁreaAbaixodaCurvadeProgressoda Doença(AACPD). 

 

Isolado AACPD Isolado AACPD 

CFS819 0 TH8 0 

CFS751 0 TH28 0 

CFS920 25,3525 TH88 0 

CFS937 28,405 TH310 0 

CFS946 19,44 TH325 0 

CFS627 75,8200 CFS1075 0 

CFS1036 26,625 TH71 0 



Tabela 5.Aspectosepidemiológicosdeisoladospatogênicosàbatata-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 

CFS946 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. Identificaçãodosisolados 

AextraçãodeDNAdospatógenos,baseadanoprotocoloadaptadodeMurray&Tho

mpson(1980),mostrou-

seeficienteparatodososisoladospatogênicosobtidos,sendopossívelconstatardevidoatéc

nicadeeletroforese,apresençadeDNAemgeldeagarose,atravésdautilizaçãodaluzultravi

oleta.Ofluxomigratórioutilizadonestatécnica de visualização de material genético, 

está relacionado com o peso moleculare a carga elétrica do material, fazendo com 

que as moléculas de menor migrem maisrápido que as de maior peso molecular, do 

polo negativo para o positivo. Assim,torna-se possívela visualizaçãodasbandasque 

sãoposteriormente formadas. 

Omaterialgenéticoobtidosdosisoladosseráencaminhadoparasequenciamento

moleculare,posteriormente,submetidoàanálisefilogenética,comojá 

mencionadoanteriormente. 

7.5. AvaliaçãodemecanismosantagônicosdelevedurasaDiaporthesp. 

O experimento foi conduzido em cultivo conjunto de cinco leveduras 

(LCB13,LFB23, LCB22, LCB15b, LCB11) e cinco isoladas patogênicos da coleção 

fungos desolo–CFS(CFS920,CFS937,CFS1036,CFS946e 

CFS627),comcincorepetiçõesparacadatratamento.Comoresultadodostestes,todososisola

dosdeleveduraspromoveram uma relevante inibição no crescimento micelial dos 

patógenos, diferindoapenas numericamente no valor da Porcentagem de Inibição de 

Crescimento Micelial.Notou-se ainda que a ação das leveduras variou de acordo com 

os isolados patogênicostestados. 



Dentreosisoladosbiocontroladorestestados,podemosdestacarostratamentosA,C e 

D, correspondentes às leveduras LCB13, LCB22 e LFB15, respectivamente. Paradar 

prosseguimento aos estudos relacionados ao controle biológico do mal-do-pé dabatata-

doce, a levedura LCB13, correspondente ao tratamento A, foi selecionada, 

porcontrolar100%ocrescimento micelialdosisoladospatogênicos(Gráfico 1). 

Deacordocomaanáliseestatísticarealizada,osdadosnãoapresentaramnormalidade, 

ou seja, P <0,05, sendo aplicada a análise não paramétrica dos dados. 

AslevedurasLCB13(71,5%),LFB23(41,2%),LCB22(61,2%),LCB15b(55,7%), 

LCB11(23%)diferemquantoaosníveisdeinibiçãodecrescimentomicelialdospatógenos, 

pois as diferenças foram significativas (P = 0,0000, ou seja, P< 0,05) peloteste de 

Kruskal-Wallis. Diante disso, realizou-se a comparação entre os 

tratamentos,gerandoumranking (tabela6). 

É de notória importância que, mesmo havendo diferenças entre os 

tratamentos,quatro isolados de leveduras, com exceção do isolado LCB11, foram 

eficientes nostestesin vivodeinibição decrescimento micelialdos patógenos, 

evidenciando 

opotencialdaslevedurascomobiocontroladoras,embasandohipótesesparatestesfuturosem

mudasdebatata-doce,comoobjetivodeavaliarseomesmodesempenhoobservadoinvitro, 

repete-senostestes invivo. 
Gráfico 1:Inibição decrescimento micelial de agentescausaisdomal-do-pédabatata-doce porleveduras 
 

PorcentagemdeInibiçãodecrescimentomicelial(P
IC) 

120 
100 

80 
60 
40 
20 

0 
A B C 

Leveduras 
D E 

CFS627 CFS920 CFS937 CFS1036 CFS946 

M
éd

ia
PI

C(
%

) 



Tabela6.Porcentagem deInibiçãodeCrescimento MicelialdeLevedurassobreisoladosdeDiaporthe 
sp. 

 

Tratamento Médias Ranking* 
LCB13 71.500 A 
LFB23 61.150 AB 
LCB22 55.700 AB 
LFB15 41.150 BC 
LCB11 23.000 C 

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

 

As leveduras são fungos unicelulares, com reprodução assexuada, por meio 

dedivisão binária. Podem ser encontradas na superfície das folhas e frutos, flores, 

tecidosnecróticos,soloenarizosfera.Possuemhabilidadesemcompetirpornutrientes,coloniz

arferimentos, e induzir resistência em plantas. Estudos mostram que são 

promissoresagentesbiocontroladoresde doençasdeplantas(ALMEIDA, 2018). 

A forma de reprodução permite que as colônias cresçam em uma taxa 

temporalmenor que a dos patógenos, possibilitando assim a colonização do meio em 

que asleveduras estão inseridas. Sendo assim, a rápida colonização permite que as 

levedurastenhamvantagensnacompetiçãoporespaço,bemcomopornutrientes,devidoaadapt

ação mais rápidaao hospedeiro. Emtermospráticos, as leveduras podem 

serestudadascomocontrolepreventivodedoençasdeplantas,conferindoumefeitoprotetivoà 

batata-doce, além da pulverização da suspensão no plantio, mesmo quando o patógenojá 

seencontrana área(ROBIGLIOetal.,2011; ALMEIDA, 2018). 

Para avaliar a interferência dos isolados de leveduras na taxa de crescimento 

dosisolados patogênicos, foi avaliado o Índice de Velocidade de Crescimento 

Micelial(IVCM)dostratamentos,acada24horas,comparandoosresultadosaocontroleconten

doapenasopatógeno.NaavaliaçãodoIVCM,observou-

sequehouvediferençasexpressivasentreocontroleeostratamentos. 

Na análise de IVCM do isolado CFS920, todos os tratamentos 

apresentaramvaloresdeIVCMmenoresqueosvaloresapresentadosnocontrole,indicandoque

houveumareduçãonataxadecrescimentodiáriadopatógeno.Deacordocomográfico2,pode-

seobservar queas leveduras LCB22 e LFB13 controlaramem100% o IVCM 

dopatógeno,inibindoseucrescimento.ParaosisoladosLFB23eLCB11,nota-sequehouveum 

crescimento micelial maior nas primeiras 24 horas de avaliação, mas, após as 

48horas,houve uma reduçãonocrescimento,indicandoqueestesisoladosde levedurasaté 



permitem o crescimento inicial do patógeno, mas inibem o seu desenvolvimento. 

OisoladoLFB15bapresentouumcomportamentodistintodosdemais,inibindoinicialmente o 

crescimento do patógeno, mas permitindo o crescimento do mesmo entre48 e 72 horas 

de avaliação, voltando a inibir o desenvolvimento do isolado após as 72horas. 

 
Gráfico2.IVCMisoladoCFS920,submetido aostratamentoscom asleveduras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Para o isolado CFS 627, o tratamento com a levedura LCB11 mostrou que, 

nasprimeira 24 horas, o patógeno cresceu numa taxa superior à taxa do controle, 

podendoessa levedura apresentar algum efeito sinérgico no crescimento inicial do 

patógeno e,mesmo sendo observada uma redução durante o período avaliado, o 

tratamento LCB11apresentou 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 responsáveis pela 

inibição do crescimentodopatógeno em 100%, como podemosobservar nográfico3. 

IVCMCFS920 
0,9 

0,7 

0,5 

0,3 

0,1 

-0,1 24horas 48horas 72horas 96horas 
Tempo(horas) 

LCB13 LFB23 LCB22 LFB15b LCB11 Controle 

IV
CM

(m
m

.d
ia

-1
) 



Gráfico 3.IVCMisoladoCFS627,submetido aostratamentoscom asleveduras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ao avaliar o isolado CFS1036, todos os tratamentos apresentaram valores 

deIVCM menores que o controle, ao longo de todo o período, destacando-se os 

isoladosLCB13,LCB22 eLFB23, com inibiçãode100% doIVCM(Gráfico 4). 

 
Gráfico 4.IVCMisolado CFS1036,submetidoaostratamentoscom asleveduras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pode-seobservarresultadossemelhantesparaoisoladoCFS946,ondeasleveduras 

foram eficazes na redução do IVCM do patógeno, com valores menores 

queosvaloresdocontrole,ressaltandoosisoladosLCB13,LFB23eLCB15b,cominibiçãode 

100% nocrescimento dopatógeno, comopodeser vizualizadono gráfico 5. 
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Gráfico 5.IVCMisoladoCFS946,submetido aostratamentoscom asleveduras. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ográfico6,doisoladoCFS937,mostraumcomportamentoinicial,nasprimeiras24hor

as,diferentedosdemais,comovalordeIVCMdocontroleabaixodosvaloresdealgunstratame

ntos(LCB11eLFB23).Porém,observa-seumaumentosiginificativonoIVCM do controle, 

entre 48 e 72 horas, o que não se repetiu com os tratamentos,indicando que as 

leveduras atuaram na redução do desenvolvimento do patógeno. Osisolados LCB13, 

LCB22 e LFB15b, mostraram-se eficazes na inibição do crescimentomicelialtambém 

destepatógeno,com 100% deeficácia. 

 
Gráfico 6.IVCMisoladoCFS937,submetido aostratamentoscom asleveduras. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
O estudo do IVCM dos isolados patogênicos auxilia na tomada de decisão 

dosmétodosdemanejo aseremutilizados.Isoladosdeleveduraqueinibemocrescimento 
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inicialdopatógeno,oferecemmaistempoparaoprodutorentrarcommétodosassociadospara

ocontrolededoençadasplantas.Alémdisso,comocontroleinicialnodesenvolvimento dos 

isolados, possibilita que a cultura desenvolva-se saudável na fasemais suscetível à 

ação do patógeno, a fase de muda, permitindo que a planta 

produzaseusmecanismosdedefesaantesdaaçãodo patógeno. 

Diante disso, estes isolados não podem ser destacado num plano de manejo 

domaç-do-pé da batata-doce. Porém, devido à severidade da doença e aos altos 

impactoscausados pela ação do patógeno, os melhores isolados de leveduras são 

aqueles queinibem totalmente o crescimento do patógeno, deixando a área livre e 

possibilitanto odesenvolvimento saudável da cultura. Como já mencionado 

anteriormente, o isoladoLCB13 foi selecionado para os testes posteriores, pois 

apresentou melhores resultadosnostestesdePIC(%) eIVCM(mm.dia-1). 

Poucos são os estudos da atividade biocontroladora de leveduras sobre 

agentescausais do mal-do-pé da batata-doce, por isso, a próxima etapa deste estudo foi 

avaliara concentraçãoideal,in vitro,para aplicação da suspensãode leveduras. 

 
 

7.6.Determinação da concentração de inóculo de leveduras para o biocontrole 

domal-do-pé em batata doceinvitro 

Osresultadosdotestede concentração(gráfico 7)mostram 

quenãohouvediferençasignificativaentreasconcentraçõesde105 e106 células.ml-

1.Ambasasconcentraçõesconseguiram controlar o crescimento dopatógeno em maisde 

85%,enquantoaconcentração de104células.ml-1 controlouapenascercade44,5%. 

Asdiferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedura,foramanalisadasestatisticamen

te pelo teste de comparação de médias, através do programa Statistix 9, 

oresultadoapontouquehouvediferençasignificativanaconcentraçãode105e106células.ml-1 

com relação à concentração de 104 células.ml-1 (Tabela 7). Essa 

diferençaocorreudevidoàmenorquantidadedecélulasdeleveduraspresentesnasuspensão.C

omisso,paraqueaslevedurasatinjamumbompotencialbiocontroladordopatógeno,torna-se 

indispensável que a concentração de células de leveduras seja igual ou superior 

aconcentração105ou 106células.ml-1. 

Gráfico 7. Diferentes concentrações da suspensão de leveduras na Inibição do 

Crescimentomicelialdos Patógenos 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabela7.PorcentagemdeInibiçãodeCrescimento Micelial deLevedurassobreisoladosde Diaporthe 
sp., de acordocom asconcentraçõesdasuspensão 

 

Tratamento Médias Ranking* 
106 96.58 A 
105 85.05 A 
104 44.58 B 

*Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-
Wallis(P<0,05). 
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De acordo com o teste de concentrações da suspensão de leveduras, foi 

possívelavaliartambémavariaçãonoIVCMdospatógenos,permitindoconcluirqueaconcentr

ação de 106 células.mL-1 fo

patógenos, em todos os isolados (Fig. 7). Nas imagens a seguir, é 

possívelobservaradiferençanocrescimentomicelialdosisoladosCFS920(Fig.8),CFS937(Fi

g.9), CFS946 (Fig.10) e CFS1036 (Fig.11), em função

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

testedeconcnetrações. 

 

 
Figura 7. Influência de diferentes concentrações da suspensão de leveduras no IVCM de 

isoladospatogênicos da batata-

IVCM doisolado CFS946;D.IVCM doisoladoCFS1036;
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De acordo com o teste de concentrações da suspensão de leveduras, foi 

possívelavaliartambémavariaçãonoIVCMdospatógenos,permitindoconcluirqueaconcentr

foi a que apresentou conteve melhor o crescimentodiário dos 

patógenos, em todos os isolados (Fig. 7). Nas imagens a seguir, é 

possívelobservaradiferençanocrescimentomicelialdosisoladosCFS920(Fig.8),CFS937(Fi

g.9), CFS946 (Fig.10) e CFS1036 (Fig.11), em função da concentração dasuspensão. 

Devido a dificuldades no repique do isolado CFS627, o mesmo não foiutilizadoparao 
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Figura8.InfluênciadediferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedurasnoIVCMdoisoladoCFS920.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura9.InfluênciadediferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedurasnoIVCMdoisoladoCFS937.
 
 

Figura10.InfluênciadediferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedurasnoIVCMdoisoladoCFS946.

 

dediferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedurasnoIVCMdoisoladoCFS920.
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Figura11.InfluênciadediferentesconcentraçõesdasuspensãodelevedurasnoIVCMdoisoladoCFS1036. 
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9. CONSIDERAÇÕESFINAIS 

 
Concluímos que, diante dos resultados obtidos no teste de patogenicidade, 

todosos isolados causam danos a túbera de batata-doce nos quatro estados coletados, e 

emalgumas áreas causam maiores prejuízos aos produtores. Entre osisolados 

existemdiferençasnoscomponentesepidemiológicos. 

A extração de DNA foi feita de maneira eficiente, adquirindo materiais 

genéticospara futuro sequenciamento. 

No teste em cultivo em conjunto o isolado LCB13 apresentou maior inibição 

docrescimentodosisoladospatogênicos. 

Asconcentraçõesde106e105células.mL-1dasuspensãodeleveduras,apresentaram 

melhor eficiência na inibição de crecimento micelial, nos fitopatógenostestados. 

Os estudos mostraram que as leveduras têm potencial biocontrolado para uso 

nomanejodomal-do-pédabatata-doce. 
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11. ATIVIDADESRELEVANTESDESENVOLVIDASPELOBOLSISTA 

 
 Simpósiose Eventosonline: 

IIIcolóquiosemFitopatologiaTropical2020-Resistênciadeplantasadoenças, 

realizado pelo Programa de Pós-graduação em Fitopatologia 

daUFRPE.Realizado nosdias17a19denovembro de2020; 



 Minicursos: 

Controle químico de plantas, no III Colóquios em Fitopatologia 

Tropical,promovidopeloProgramadePós-

GraduaçãoemFitopatologiadaUniversidadeFederalRuraldePernambuco–

UFRPE,emRecife-PE,ministrado pela Dra. Leilane Silveira D'ávila, no dia 

de 19 de novembro de2020; 

Quantificação de doenças de plantas, no III Colóquios em 

FitopatologiaTropical, promovido pelo Programa de Pós- Graduação em 

Fitopatologia daUniversidadeFederalRuraldePernambuco–

UFRPE,emRecife-PE,ministradopela Dr.HumbersonRochanodia de 18de 

novembrode 2020; 

 Desenvolvimento de atividades relacionadas aos experimentos dos alunos 

dePós-GraduaçãoemFitopatologia,noLaboratórioFungosdeSolo–LAFSOL; 

 Auxílionasatividadesderotina:preparodosmateriais,esterilizaçãodevidrarias e 

preparos no meio de cultivos, para utilização em experimentos 

eaulaspráticasdagraduação epós-graduação; 

 

12. DIFICULDADESENCONTRADAS 
 

Aprimórdio,paraostestesdepatogenicidade,utilizou-seavariedadeCo-

Roxa.Porém, devido a coloração escura da batata-doce, não foi possível observar o 

progressodos sintomas dos isolados, necessitando substituir a variedade Co-Roxa pela 

variedadebranca RainhadaPraia. 

Além disso, sabendo que o mal do pé é a doença 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 à 

incidência dadoença,dificultando naprodutividadeda cultura. 

DevidoaPandemiadoCovid-

19econsequentementeoisolamentosocial,tivemosalgunsimpasseseosexperimentosprecisar

amseradiados.Oprojetoeoplanodetrabalhodessa pesquisa estão em andamento, ficando 

pendente apenas a identificação moleculardas leveduras biocontroladoras, como também 

a determinação do período de aplicação econcentração de inóculo no biocontrole 

preventivo do mal-do-pé em mudas de batata-doce,essasanáliseseresultadosvãoser 

apresentadosnorelatório final. 

Por conta do cronograma reduzido, não houve tempo hábil para realização 

dostestesdedeterminaçãodoperíododeaplicaçãodelevedurasparaobiocontroledomal- 



do-

pédabatatadoce.Alémdomais,aidentificaçãomoleculardosisoladosestáemandamento,comomaterial 

genéticosendoprocessadopara ser sequenciado. 
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