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RESUMO

Problemas fitossanitarios que acometem a batata-doce sdo responsaveis por
perdas econdmicas significativas na cultura, sendo a principal doenca o mal-do-pe,
causada por fungos do género Diaporthe. Diante da alta incidéncia dessa doenca e de
indicios de variabilidade patogénica, objetivamos avaliar a eficicia de leveduras na
protecdo de mudas de batata-doce, observando a interacéo fisiologica do biocontrolador
em relacdo ao patossistema estudado, assim como o efeito de metabolitos produzidos por
leveduras no controle de Diaporthe. Os isolados patogénicos CFS 937, CFS 294, CFS
1139, CFS 1061, CFS 946 e a levedura LCB22 foram provenientes da Colecdo do
Laboratdrio de Fungos do Solo, da UFRPE — CFS/UFRPE. Na avaliagcdo de protecdo de
mudas, utilizamos trés intervalos de imersdo das ramas sadias de batata-doce, na
suspensdo de LCB22 a 1x10° células ml-1 (SL) e em agua destilada esterilizada (ADE):
24 hem SL + 48 hem ADE; 36 hem SL + 36 hem ADE; e 48 h em SL +24 h em ADE.
No controle, as plantas foram imersas por 72 h em ADE. O patdgeno foi inoculado por
deposicdo de discos (0,5 cm) sobre o tecido injuriado (micro furos de 0,2 cm) na regido
do colo da planta e as plantas foram submetidas a camara Umida por 48 h. O experimento
foi conduzido em blocos ao acaso - BIC, em oito repeti¢cdes/tratamento. A ocorréncia de
sintomas foi avaliada 24 horas apds retirada da camara Umida, a cada 48 horas, por oito
dias e o diametro da lesdo utilizado para inferir a Area Abaixo da Curva de Progresso da
Doenca (AACPD). A avaliacdo in vitro do efeito de compostos volateis da levedura sobre
o0 patégeno foi realizada com a sobreposicdo de dois fundos de placa de Petri, um com
patégeno cultivado em meio BDA (batata, dextrose e agar) e o outro com levedura em
meio YEPD (extrato de levedura, peptona, dextrose e agar). No controle, o patégeno foi
cultivado sobre BDA, na auséncia de leveduras. As avaliacGes foram realizadas a cada 24
horas, por 3 dias. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado - DIC, com trés repeticdes/tratamento. Na protecdo de mudas, o tratamento
por imersdo promoveu 100 % de inibicdo de mal-do-pé para os isolados CFS 1139, CFS
946 e CFS 937 em mudas imersas por 24, 36 e 48 horas, respectivamente. Esses resultados
indicam uma a ocorréncia de interacdo significativa entre os patdgenos e o intervalo de
imersdo, ou seja, a eficacia de protecdo por imerséo varia de acordo com o patdgeno. A
levedura LCB22 produziu compostos volateis inibitorios do crescimento micelial dos
isolados patogénicos, com potencial médio de biocontrole entre 30,13% e 65,46%. Os
resultados corroboram como incentivo a pesquisas futuras sobre 0s mecanismos

desempenhados por leveduras sobre fitopatogenos e atestam a possibilidade de utilizacdo



de leveduras como uma alternativa viavel no manejo integrado do mal-do-pé da batata-

doce.

Area de Conhecimento: Agronomia

Palavras-chave: Controle Biologico, Diaporthe spp., Ipomoea batatas.
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1. INTRODUCAO

A batata-doce Ipomea batatas L. (Lam.)) € classificada como sendo pertencente
da familia botanica Convolvulaceae, é uma planta dicotileddnea, caracterizada
morfologicamente pela presenca de caule herbaceo e ramificado (PEREIRA, 2011). Além
disso, a Ipomea batatas também é conhecida por apresentar dois tipos de raizes, a
tuberosa ou reserva, e a raiz absorvente. A tubera formada no inicio do desenvolvimento
da planta é espessa, ndo forma raizes secundarias e armazena o produto da fotossintese,
esse tipo de raiz esta relacionado com a parte comercial da planta. As raizes absorventes
retém agua, nutrientes e fixa a planta no solo (MONTES, 2017; EMBRAPA, 2021).
Acredita-se que a batata-doce é originaria da América central e no norte da América do
Sul (EMBRAPA, 2021).

No Brasil, essa hortalica é cultivada em todas as regiées. Nos ultimos anos, o
Nordeste é destaque em quantidade produzida, apontando-se para a crescente demanda
de batata-doce, devido ao seu conteddo nutricional (EMBRAPA, 2021). Em 2020, o
Brasil alcancou 847.896 toneladas de quantidade produzida, a area plantada equivale a
59.790 ha e a area colhida de 59.481 ha, nesse mesmo ano, o rendimento meédio foi de
14.255 Kg/ha (IBGE, 2021). Esses valores expressivos, apontam o crescimento elevado
na producdo de batata-doce no pais.

Dentre as regides do Brasil, 0 Nordeste apresenta o valor mais expressivo em
quantidade produzida, que representa 847.896 toneladas, atingindo 40,77% da producéo
de batata-doce do pais(IBGE, 2021). Pernambuco esta na 10° posi¢do no ranking de
quantidade produzida, alcangando 40.865 toneladas (IBGE, 2021). No entanto, mesmo
diante de valores positivos da producdo, muitos agricultores enfrentam prejuizos
econdmicos, devido a perda produtiva. Isso acontece devido a varios fatores
fitossanitarios, no entanto, sabe-se que a principal doenca que afeta essa cultura é o
mal-do-pé da batata-doce, que pode promover perdas até 80% da produtividade
(ALMEIDA et al., 2020).

Acreditava-se que o fungo Plenodomus destruens Harter, era o responsavel pelo
mal-do-pé da batata-doce (EMBRAPA, 2011), no entanto, atualmente, essa doenga é
atribuida ao patdégeno Diaporthe destruens (ALMEIDA, 2020). Em 2020, foi descoberto
que a espécie Kongii, também é responsavel por essa doenca (ALMEIDA et al., 2020). E

que outras diferentes espécies, do género Diaporthe, também s@o responsaveis por
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produzir sintomas caracteristicos do mal-do-pé da batata-doce, que no qual assemelham-
se com a sintomatologia causada pela espécie destruens (ALMEIDA et al., 2020).

O fungo Diaporthe destruens pertence a classe Sordariomycetes, ordem
Diaporthales e familia Diaporthaceae (INDEX FUNGORUM, 2022). Esse fungo tem a
capacidade de formar picnidios, essa estrutura possui um formato de uma péra, sdo
produzidos de maneira isolada ou agrupada, e tem coloracdo escura (PEREIRA et al.,
2011; GAl etal., 2016). Contidos em seu interior podem estar os conidioforos, que detém
a funcdo de produzir conidios, esses conidios sdo esporos assexuais (MICHEREFF,
2001). A presenca desses esporos numa area produtora de batata-doce, pode ocasionar
maior disseminacdo da doenca. Portanto, é de suma importancia pesquisas relacionadas
com epidemiologia da doenca, a fim de realizar um manejo adequado.

O fungo Diaporthe spp é habitante do solo, e na presenca da planta de batata-doce,
que € um hospedeiro suscetivel, afeta primeiramente as raizes, formando cancro de
coloragdo marrom escuro, na regido do colo da planta, bem como abaixo da linha do solo
e nas raizes (EMBRAPA, 2021). Em infec¢des severas, progride para o anelamento da
haste e interrompe a absorcao de agua e nutrientes
através dos vasos condutores. Dessa forma, ocorre amarelecimento das folhas, murcha e
morte da planta. E importante ressaltar que, se a planta desenvolver raizes suficientes
através dos nos localizados acima da infeccéo, ndo ocorre a morte da planta (EMBRAPA,
2021).

O mal-do-pé da batata doce pode ocorrer em areas de producdo, formando
reboleiras (ALMEIDA, 2018), bem como pode ser ocasionada durante a p6s-colheita
afetando as tUberas (EMBRAPA, 2021), gerando perdas produtivas significativas ao
produtor. O triangulo fundamental da doenca € composto pelo hospedeiro suscetivel, o
patdgeno e 0 ambiente, esses trés fatores estdo interligados, e podem promover ou impedir
o desenvolvimento da doenca na area. Quando o patdgeno é estabelecido na érea é
necessario utilizar metodos de manejo objetivando minimizar essa problematica, o
controle bioldgico é um dos métodos mais eficientes, pois, 0 antagonista atua impedindo
ou reduzindo a acdo do patégeno (AMORIM et al., 2018).

A interacdo dos microrganismos leveduriformes com plantas, é conhecida como
simbiose. No que tange as leveduras endofiticas ocorre o mutualismo, ocasionando
beneficios para ambos os lados. A planta funciona como um habitat para as leveduras e
as leveduras podem propiciar uma defesa contra-ataques de patdgenos, através do

biocontrole. A presenca dos fungos leveduriformes nas plantas, além de ser um potencial
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para diminuir ou reduzir a acdo do fitopatdgeno, tem a possibilidade de promover
mudancas fisiologicas na planta hospedeira (ZAMBOLIM et al., 2014; LUNA, 2018).

E importante compreender a interagdo do hospedeiro-patdgeno-antagonista, a fim de
estabelecer um manejo eficiente da doenca.

O mal-do-pé da batata-doce é uma patologia que ainda necessita de pesquisas
aprofundadas que visam diminuir os impactos negativos gerados na produgéo de batata-
doce. Isso porque devido as caracteristicas do fungo, como a capacidade de formar
picnidios, promovendo assim o aumento do inéculo na area. Além disso, devido a
diversidade de espécies do género Diapothe nos quais apresentam o0s sintomas
caracteristicos do mal-do-pé, dificultam medidas de controle, como a rotagdo de culturas
e resisténcia genética. Existem algumas cultivares resistentes, devido & alta diversidade
genética da cultura, as variedades UFRPE 1-88, CR71, CO Branca e RC sdo classificadas
como resistentes a P. destruens, as cultivares Princesa e variedade Rainha Branca como
moderadamente resistentes (EMBRAPA, 2021). No entanto, diante
da diversidade de Diaporthe spp esse método torna-se pouco eficiente.

Ainda ndo existe um fungicida registrado do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento -MAPA (AGROFIT, 2022) para o controle dessa doenca. Portanto, a
utilizag&o de leveduras com potencial biocontrolador torna-se importante para atingir um
controle eficiente. A analise de mudancas fisiol6gicas da planta de batata-doce na
presenca de leveduras, pode contribuir, também, para a formacdo de um controle eficaz

dessa fitopatologia.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizar as interacdes fisiologicas existentes entre leveduras biocontroladoras,
utilizadas no controle de Diaporthe spp, e plantas de batata-doce.

2.2. Especificos

- Preservacéo e depdsito de isolados de Diaporthe spp, e leveduras, nas Micotecas URM
- UFPE e “Prof* Maria Menezes” - UFRPE;

- Avaliacdo de caracteres fisioldgicos das plantas de batata-doce, apds o uso apenas das
leveduras;

- Analise de caracteres fisiologicos das plantas de batata-doce, ap6s 0 uso das leveduras
e inoculacdo do patégeno;

- Avaliacdo de caracteres fisioldgicos das plantas de batata-doce, apds inoculagdo do
patdgeno;

- Determinacdo do tempo de imersdo das plantas em suspensdo com leveduras, para
melhor enraizamento e protecdo das mudas;

- Deteccdo de producdo de compostos antifingicos termoestaveis;

- Determinacdo de producdo de compostos antifingicos livres de células da levedura;

- Deteccdo da competicdo por nutrientes entre a levedura e o fitopatdgeno;

- Avaliacéo da producdo de compostos volateis pela levedura.
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3. METODOLOGIA

3.1. Preservacdo e deposito de isolados de Diaporthe spp, e leveduras

Os isolados de leveduras e Diaporthe spp., que foram utilizados nos ensaios,
foram disponibilizados pela Colecdo Micoldgica do Laboratério de Fungos do Solo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco — CFS LAFSOL.

Os isolados de leveduras foram cultivados in vitro e preservados pelo método de
Castellani (2 tubos/isolados), com auxilio de uma alca de semeio, foi colocado a coldnia
de leveduras em microtubos criogénicos (2ml), contendo agua destilada esterilizada
(CASTELLANI, 1963). Foi também preservado em 6leo mineral, em microtubos de
(5ml) contendo meio Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YEPD+agar), as leveduras foram
semeadas sobre 0 YEDP, ap0s isso o 6leo mineral foi colocado. A partir das preservacoes,
foi possivel repicar e purificar as leveduras em placas de petri, contendo meio YEPD.
Foram utilizadas 2 placas para cada isolado, avaliando-as durante 7 dias. Na presenca de
contaminantes realizou-se a purificacao.

Os isolados de Diaporthe spp foram cultivados in vitro, purificados e mantidos
pelo método de culturas periddicas. Foram preservados em microtubos criogénicos (2ml),
contendo disco de crescimento micelial em meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) e gua
destilada esterilizada, através do método de Castellani (2 tubos/isolados), mantendo-se a
disposicao para testes subsequentes (CASTELLANI, 1963). Foram também, preservados
em Gleo mineral (2 tubos/isolados). Através da preservacao foi possivel repicar e purificar
os isolados patogénicos. Foi depositado 1 disco (aproximadamente 5mm) de micélio, com
auxilio de alca de semeio, em placas de petri contendo meio BDA. Foram utilizadas 2
placas para cada isolado, avaliando-as durante 7 dias. Na presenca de contaminantes
realizou-se a purificacao.

Todos os isolados obtidos foram depositados na Micoteca URM, da Universidade
Federal de Pernambuco e na Colecdo de Culturas de Fungos de Solo - CFS da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, permanecendo preservados e disponiveis

para outras pesquisas, quando solicitados.

3.2. Determinacéo do tempo de imerséo das plantas em suspensdo com leveduras, para

melhor enraizamento e protecdo das mudas
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Para determinacdo do tempo de imersao das plantas em suspensao com leveduras,
foram utilizadas mudas provenientes de material propagativo de plantas sadias de batata-
doce. Esse material foi imerso em suspensdo de leveduras, na concentragdo de 1x10°
células mI. Os tratamentos utilizados foram compostos por plantas imersas na suspensio
de leveduras, durante 72 horas; 48 horas imersas em ADE e 24 horas na suspensdo de
leveduras; 24 horas imersas em ADE e 48 horas em suspensao de leveduras; e 72 horas
imersas em ADE, sendo este o controle positivo (com patdgeno).

O experimento foi conduzido em blocos inteiramente casualizados, com uma levedura,

cinco isolados patogénicos e 5 repeticdes para cada tratamento.

Figura 1. Ramas plantadas em copos descartaveis de plasticos de 500ml, contendo substrato (Basaplant®)
previamente autoclavado. A. Presenca de copos plasticos, apenas com o substrato, devido a perda de rampas

por apodrecimento. B. Ramas apresentando sintomas de amarelecimento e murcha das folhas.

No entanto, o experimento ndo pode ser concluido devido ao apodrecimento das

mudas, que foi influenciado pelo tempo de imersdo das ramas na imerséo em suspensao
de levedura (FIG. 1.) Assim, o experimento foi refeito, mantendo-se a metodologia,
porém, diferenciando o tempo de imersao nos tratamentos. Dessa forma, as plantas foram
imersas na suspensdo de leveduras, na concentragdo de 1x10° células.ml™. Seguindo os
seguintes tratamentos: As ramas sadias de batata-doce foram imersas na suspensdo de
levedura durante 24 horas, e 48 horas em &gua destilada esterilizada (ADE); ramas
imersas em suspensdo de leveduras durante 36 horas, e 36 horas em ADE; e ramas imersas
durante 48 horas em suspensdo de levedura, e 24 horas em ADE. O experimento foi
conduzido em blocos inteiramente casualizados, com uma levedura, cinco isolados
patogénicos e oito repeticbes para cada tratamento.

Para a avaliacdo da influéncia do tempo de imersdo do material de propagacédo na
protecdo da planta, as ramas foram transplantadas para copos plasticos de 300ml,
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contendo substrato (Basaplant®) previamente autoclavado, a 120 rpm por 1 hora, sendo
esse processo realizado 2 vezes. Os isolados de Diaporthe spp. foram cultivados por 10
dias, em placa de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), a temperatura de 25+2°C
e inoculados em dois pontos, na regido basal da planta e no caule, entre o terceiro e quarto
entrend, atraves do método de discos. Os discos de meio BDA, com crescimento micelial
do patégeno e didmetro aproximado de 5 mm, foram depositados sobre micro furos (& 2
mm) realizados com auxilio de agulha hipodérmica. Apo6s o acondicionamento do disco
sobre a regido perfurada, foi fixado com fita crepe. As plantas permaneceram em camera
umida durante 48 horas. As avaliacdes iniciaram-se apds decorridas 24 horas da retirada
da camera umida. As avalia¢Oes foram feitas a cada 48 horas durante oito dias.

Os dados obtidos através da aferi¢do do didmetro da leséo, foram utilizados para
calcular a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), submetidos & anélise
de variancia, sendo as médias dos tratamentos comparadas entre si pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software STATISTIX v. 9.0.

3.3. Detecc¢do de producdo de compostos antifingicos termoestaveis

Para a producdo dos compostos antifungicos termoestaveis, a levedura foi
cultivada em 50 ml de meio YEPD liquido, em frasco do tipo Erlenmeyer (250ml) (FIG.
2A.), sob agitacdo constante em maquina agitadora (FIG. 2B.), por um periodo de 72
horas, no escuro. Apds o periodo de incubacgdo, uma aliquota de 10 ml da suspensdo na
concentragéo de 1x10° células.ml? de leveduras foi transferida para outro frasco do tipo
Erlenmeyer, contendo 90 ml de meio BDA (FIG. 2C.). Em seguida, realizou-se a
esterilizacdo através da autoclave, a 121°C, por 20 minutos (FIG. 2D.). Apos a
autoclavagem, o meio foi vertido em placas de Petri. Apds a solidificacdo do meio,
depositou-se um disco de aproximadamente 5mm de didmetro, contendo crescimento
micelial do patdgeno (FIG. 3A). O tratamento controle corresponde ao patdgeno crescido
sobre o meio BDA. As culturas foram incubadas a 27+2°C, durante sete dias (FIG. 3B),
e a avaliacdo serd efetuada através da medicdo do didmetro, sendo calculada,

posteriormente, a Porcentagem de Inibicdo de Crescimento Micelial do patogeno.
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Figura 2. Esquema metodoldgico para a deteccéo de producdo de compostos antifingicos de compostos
termoestaveis. A. Levedura LCB22 cultivada em 50 | de meio YEPD liquido, em Erlenmeyer de 250ml. B.
Maquina agitadora, em que a levedura permaneceu por 72 horas no escuro. C. Aliquota de 10 ml da

suspenséo de leveduras foi transferida para outro frasco do tipo Erlenmeyer, contendo 90 ml de meio BDA.

D. Autoclave utilizada para esterilizagao.

Figura 3. A. Esquema de fragmentos de discos, do Fungo Diaporthe spp, crescido em placa de petri. B.
C. Os discos com crescimento micelial dos patégenos foram depositados sobre o0 meio BDA, tratado com

suspensdo de leveduras.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com

cinco repetigdes por tratamento. As avaliagdes foram realizadas a cada 24 horas, durante
3 dias. A medicdo dos diametros das colbnias foi realizada nos dois sentidos,
perpendiculares entre si, tomando-se como valor de crescimento a média dos dois eixos
(FIG 4B.). Dessa forma, foi calculado o indice de velocidade de crescimento micelial-
IVCM, (mm dial) e a porcentagem de crescimento micelial — PIC (%), através das
equacOes: IVCM=ZXcf—ci/t PIC=Cc—Cf/Ccx100 Onde: Ci = crescimento inicial, Cf =
crescimento final, Cc = Crescimento final tratamento controle e t = intervalo de avaliacéo.
Os resultados obtidos de IVCM e PIC foram submetidos a anélise de variancia e as médias
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dos tratamentos comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
sendo utilizado o software STATISTIX v. 9.0.

Figura 4. Avaliacdo do experimento de deteccdo de producdo de compostos antiflingicos termoestaveis.

A. Visdo frontal da placa de Petri. B. Medicdo dos eixos horizontal e vertical.
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3.4. Determinacdo de producdo de compostos antifangicos livres de células da levedura

Para realizacdo da determinacdo da producdo de compostos antifingicos, foram
transferidos para frascos do tipo Erlenmeyer 50 mL de suspensao de leveduras com meio
YEPD, sendo incubados sob agitacdo constante (150 rpm), em mesa agitadora, por 72
horas no escuro. Apos o periodo de incubacéo, realizou-se a filtragem da suspensdo em
papel filtro (Whatman no 4) e em membrana Millipore ®, com o intuito de eliminar as
células de leveduras do meio liquido (adaptacdo de Frighetto e Melo, 1995). Apds a
filtragem, aliquotas de 10 mL do meio foram transferidas para frascos contendo 90 mL
de meio BDA, em ponto de fundir. Apds homogeneizado, o meio foi vertido em placas
de Petri e, ap6s solubilizacdo total, foi repicado um disco de 5 mm de didmetro, contendo
crescimento micelial do patégeno, para o centro da placa. O controle corresponde ao
fitopatdgeno cultivado em meio BDA, sem a adi¢do dos filtrados das células. As culturas
foram incubadas a 27+2°C, durante sete dias em fotoperiodo de 12h e, a avaliacdo foi
efetuada atraves da medicdo do didmetro medio da colonia do patdgeno, calculando, em
seguida, a Porcentagem de Inibicdo de Crescimento Micelial.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
utilizado cinco isolados patogénicos,1 isolado de levedura, e cinco repeti¢cGes/tratamento,

o0 tratamento controle foi realizado apenas com o patogeno, sob o meio BDA. Os dados
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obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, sendo utilizado o software
STATISTIX v.

3.5. Determinacdo da avaliacdo da producdo de compostos volateis pela levedura

Para determinacgéo da avaliacdo in vitro do efeito de compostos volateis da
levedura sobre o patdgeno, foi realizada com a sobreposicédo de dois fundos de placa de
Petri, um com patdgeno cultivado em meio BDA (batata, dextrose e agar) e o outro com

levedura em meio YEPD (extrato de levedura, peptona, dextrose e &gar).

No tratamento controle, o patdgeno foi cultivado sobre BDA, na auséncia de
leveduras. As avaliaces foram realizadas a cada 24 horas, durante 3 dias. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado - DIC, com trés

repeticdes/tratamento.

Figura 5. A. Isolado de Diaporthe spp. em placa de petri, fragmentado em discos ( 0,5mm). B. Deposicao

do disco com crescimento micelial do patdgeno. C. Placas de Petri contendo YEPD, com levedurae BDA

com o patdgeno. D. Sobreposicao das placas de Petri.

6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. Preservacgdo e depdsito de isolados de Diaporthe spp, e leveduras

Para os ensaios experimentais, foi escolhido apenas uma levedura (LCB22),
proveniente da colecdo Micoldgica do Laboratdrio de Fungos do Solo da Universidade
Federal Rural de Pernambuco — CFS LAFSOL. A leveduraLCB22, foi isolada a partir de
planta sadia de batata-doce, através dos fragmentos do caule. A levedura LCB22, foi
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anteriormente analisada, com auxilio de um estereomicroscépio, fazendo-se possivel

observar suas caracteristicas morfologicas.

Tabela 1. Aspectos morfolégicos de leveduras isoladas da batata-doce.

Isolado Cor Textura  Forma Borda Superficie  Tamanho*

LCB22 Branca Brilhosa Circular Redonda Convexa Médio

*Pequeno (<2mm); Médio (2 — 5 mm); Grande (>5 mm)

Existem expressivos resultados referente a levedura LCB22, em experimento de
cultivo em conjunto in vitro, relacionado com a Porcentagem de Inibicdo de Crescimento
Micelial- PIC, esse ensaio foi conduzido com cinco leveduras, sobre cinco isolados
patogénicos, constando (25 tratamentos + controle) e 5 repeti¢des, utilizando o
delineamento inteiramente casualizado (BARROS, 2021).

As leveduras foram semeadas em meio batata-dextrose-agar -BDA, e sobre a area
de semeio foi depositado um disco, de aproximadamente 5mm contendo estrutura
micelial, as anélises estatisticas mostraram que dentre as leveduras utilizadas, o isolado
LCB22 atingiu o maior valor de PIC em 74,3%. Além disso, a levedura LCB22 com
relacdo aos cinco isolados patogénicos testados, em quatro deles inibiu 100% do
crescimento micelial, e apenas um alcancou 54,03% de PIC (BARROS, 2021). Com base
nesses resultados, a levedura LCB22 foi escolhida para proceder com testes in vivo, e
outros testes in vitro.

A levedura LCB22 foi retirada da preservacdo em microtubos criogénicos (2mL),
contendo agua destilada esterilizada -ADE, com auxilio de uma alca de semeio, semeou-
se a suspensao da levedura em placa de petri, contendo meio de cultura Yeast Extract-
Peptone-Dextrose (YEPD+agar). Apdés o desenvolvimento da colénia, a levedura foi
utilizada nos experimentos in vivo de imersé@o das plantas em suspenséo com leveduras,

0 no teste in vitro de deteccdo de compostos antifungicos termoestaveis.

Os isolados patogenos obtidos pela Colecdo de Culturas de Fungos de Solo - CFS
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, foram provenientes de plantas com
sintomas do mal-do-pé da batata-doce. O isolamento foi feito a partir do caule, raiz e
tubera da planta, através do método indireto de obtencéo de isolados fungicos. A coleta
foi realizada em areas de producdo de batata-doce, que apresentaram sintomas da doenca,

realizando-se nos estados de Alagoas, Paraiba e Pernambuco. O codigo dos isolados
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patogénicos e a descri¢do do local de origem dos isolados pode ser observado na tabela a

sequir.

Tabela 2. Descricdo e procedéncia de isolados utilizados nos experimentos in vivo de imersdo das plantas
em suspensdo com leveduras, o no teste in vitro de deteccdo de compostos antifungicos termoestaveis.

Cadigo Hospedeiro Parte Local
CFS 937 Batata-doce Caule UFAL — AL
CFS 946 Batata-doce Raiz UFAL — AL
CFS 1139 Batata-doce Tubera Lucena — PB
CFS 294 Batata-doce Caule S&o Joaquim do Monte - PE
CFS 1061 Batata-doce Caule S&o Joaquim do Monte - PE

*CFS - Colecédo Fungos de Solo
** Banco de germoplasma de batata-doce da UFAL (Universidade Federal de Alagoas)

6.2. Determinacao do tempo de imersao das plantas em suspensdo com levedura, para

melhor enraizamento e protecdo das mudas

Para determinacdo do tempo de imersdo das plantas em suspensdo com levedura,
para melhor enraizamento e protecdo das mudas, foram utilizados cinco isolados
patogénicos, sendo eles, CFS 294, CFS 937, CFS 946, CFS 1061, CFS 1139, sobre a acdo
da levedura LCB22, em suspensdo na concentragdo de 1x10° células ml™.

As avaliagdes foram feitas utilizando-se as médias do didmetro da les&o, a fim de
calcular a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), apds as analises de
variancia, as médias dos tratamentos foram comparas entre si, pelo teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade, utilizando o software STATISTIX v. 9.0. A anélise de
variancia referente a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), esta

expressa na tabela 3, a seguir.
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Tabela 3. Analise de variancia da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga -AACPD. Pelo teste de
Tukey, interacdo fatorial isolado patogénico x tratamento.

Tempo de Imersao*

Isolado
Controle 24 horas 36 horas 48 horas

CFS 937 41543 ¢ 27,148 bB 12,866 abAB 0.0000 aA
CFS 294 20.953 a 15,702 aB 36,453 bB 28,636 abB
CFS 1139 25.234 ¢ 0aA 12,208 abAB 20,178 bcB
CFS 1061 40.133 b 19.737 aB 23.092 aB 19.194 aB
CFS 946 15.874 b 7.5175 abAB 0aA 19.873 bB
C.V (%) 25,17

*Média de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maidscula na
coluna nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

A analise estatistica indicou que houve interacdo fatorial entre os isolados
patogénicos com os tempos de imersdo das ramas na suspenséao de leveduras. Nao houve
surgimento de sintomas nas mudas inoculadas com os isolados CFS 1139, em 24 horas
de imerséo; e no isolado CFS 946, em 36 horas de imerséo; e no isolado CFS 937 em 48

horas de imersao.

Portanto, para o isolado CFS 1139 (FIG. 5.), o tratamento realizado com 24 horas
de imersdo na suspensao de levedura e 48 horas em agua destilada esterelizada -ADE, foi
eficiente em promover o biocontrole da doenca da muda (FIG. 6.). Entretanto, no tempo
36 horas de imersdo, houve desenvolvimento de sintomas (FIG. 7.), bem como, no

tratamento 48 horas de imerséo. (FIG. 8.).

Figura 6. Planta inoculada com o patégeno CFS 1139, no tratamento controle.
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Figura 7. Planta inoculada com o patégeno CFS 1139, no tratamento 24 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 48 horas em ADE.

Figura 8. Planta inoculada com o patégeno CFS 1139, no tratamento 36 horas em suspenséo da levedura
LCB22 e 36 horas em ADE.

Figura 9. Planta inoculada com o patégeno CFS 1139, no tratamento 48 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 24 horas em ADE.

Para o isolado CFS 946 (FIG. 9.), o tratamento feito com imersdo na suspensdo de
leveduras durante 36 horas, e 36 horas em ADE, foi eficiente em impedir o
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desenvolvimento da doenca na muda (FIG. 11.). No entanto, o tempo de 24 horas de
imersdo ndo foi suficiente para impedir o desenvolvimento da lesdo (FIG.10.), como
também no tempo 48 horas de imersdo (FIG. 12.). Assim, para o isolado CFS 946, o
tempo adequado de imersdo das plantas na suspensdo de leveduras, para protecao das

mudas, equivale a 36 horas, e 36 horas em ADE.

Figura 10. Planta inoculada com o patégeno CFS 946, no tratamento controle.

Figura 11. Planta inoculada com o patdgeno CFS 946, no tratamento 24 horas em suspensédo da levedura
LCB22 e 48 horas em ADE.
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Figura 12. Planta inoculada com o patégeno CFS 946, no tratamento 36 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 36 horas em ADE.

Figura 13. Planta inoculada com o patdgeno CFS 946, no tratamento 48 horas em suspensdo da levedura
LCB22 e 24 horas em ADE.

("“*-—Jf’ v

Para o isolado CFS 937 (FIG. 13.), o melhor tempo de imersdo na suspensao de
levedura foi apos as 48 horas, e 24 horas em ADE, nesse tratamento, a AACPD foi de
0mm?, dessa forma, ndo houve desenvolvimento do sintoma da doenca na planta (FIG.
16.). Nas mudas inoculadas com esse patogeno, foi possivel observar que, a AACPD do
tratamento controle atingiu 41,54mm?, sendo ele o maior valor da AACPD (FIG. 13). Nas
24 horas de imers&o o valor médio de AACPD foi de 27,17mm? (FIG. 14.); e ap6s as 36
horas a AACPD foi em média de 12,86mm? (FIG. 15.). Com base nisso, 0 maior tempo
em gue as mudas permaneceram imersas na suspensao de levedura, promoveu o melhor

desempenho da levedura LCB22, sobre o patogeno CFS 937.
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Figura 14. Planta inoculada com o patégeno CFS 937, no tratamento controle.

Figura 15. Planta inoculada com o patégeno CFS 937, no tratamento 24 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 48 horas em ADE.

Figura 16. Planta inoculada com o patégeno CFS 937, no tratamento 36 horas em suspensédo da levedura
LCB22 e 36 horas em ADE.
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Figura 17. Planta inoculada com o patégeno CFS 937, no tratamento 48 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 24 horas em ADE.

As mudas inoculadas com o isolado CFS 294, ndo obtiveram sucesso no
biocontrole, em todos os tempos de imersdo testados. O tratamento controle atingiu a
AACPD de 20,95mm? (FIG. 17). Em 24 horas de imersdo atingiu um valor médio da
AACPD de 15,7mm? (FIG. 18.), em 36 horas de imersdo a AACPD foi de 36,4mm? (FIG.
19.), e em 48 horas das ramas na imersdo, houve crescimento de 28,6mm? (FIG. 20.)

Figura 18. Planta inoculada com o patogeno CFS 294, no tratamento controle.
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Figura 19. Planta inoculada com o patégeno CFS 294, no tratamento 24 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 48 horas em ADE.

Figura 20. Planta inoculada com o patégeno CFS 294, no tratamento 36 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 36 horas em ADE.

Figura 21. Planta inoculada com o patégeno CFS 294, no tratamento 48 horas em suspensao da levedura
LCB22 e 24 horas em ADE.

Nas mudas inoculadas com o isolado CFS 1061, houve reducdo do
desenvolvimento do sintoma da doenga. No tratamento controle, a AACPD alcangou um
valor médio de 40,13mm? (FIG. 21.); no tempo 24 horas de imerséo, o valor médio da
AACPD reduziu para 19,73mm? (FIG. 22.); no tempo de 36 horas de imersdo o valor
médio da AACPD foi de 23,09mm? (FIG. 23.); e no tempo 48 horas de imersdo, a AACPD
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foi de 19,19mm? (FIG. 24.). Baseado nesses resultados, pode-se concluir que a levedura
LCB22 reduziu o crescimento da leséo em todos os tempos avaliados. No entanto, ndo
foi totalmente eficiente.

Esse resultado pode ser justificado pela interagdo microbiana no filoplano, a a¢éo
da levedura, foi correspondente ao tempo que as plantas permaneceram imersas na
suspensdo. A colonizacdo e estabelecimento da levedura na planta, pode ter sido
influenciado pelo tempo que as raizes se mantiveram em contato com a suspensédo de

levedura.

Figura 22. Planta inoculada com o patogeno CFS 1061, no tratamento controle.

Figura 23. Planta inoculada com o patégeno CFS 1061, no tratamento 24 horas em suspenséo da
levedura LCB22 e 48 horas em ADE.




Figura 24. Planta inoculada com o patégeno CFS 1061, no tratamento 36 horas em suspensao da
levedura LCB22 e 36 horas em ADE.

Figura 25. Planta inoculada com o patégeno CFS 1061, no tratamento 48 horas em suspenséo da
levedura LCB22 e 24 horas em ADE.
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6.3. Detecc¢do de producdo de compostos antifingicos termoestaveis

29

Para a deteccdo de producdo de compostos antifingicos termoestaveis, foi
utilizado uma levedura (LCB22) em cinco isolados patogénicos, (CFS 937, CFS 946, CFS
294, CFS 1061, e CFS 1139,). Houve diferencas significativas entre os isolados

patogénicos testados (TABELA. 3).

A levedura LCB22, obteve um resultado mais eficiente no patoégeno CFS 294, que

no qual diferiu significativamente, dos outros patdgenos, atingindo 100% na porcentagem

de crescimento micelial -PIC (FIG. 25.). A levedura LCB22 inibiu o crescimento do

patdgeno CFS 294, durante as 72 horas avaliadas, propiciando um retardo de trés dias

para o desenvolvimento do fungo.
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A acdo da levedura LCB22 sobre o patdégeno CFS 1061, foi eficaz em promover
inibicdo do crescimento micelial em 39,95%, referente ao valor mediano entre as
repeticdes (GRAFICO. 1). Além disso, o Indice de Velocidade de Crescimento Micelial
-IVCM, também foi avaliado, e 0 patégeno iniciou seu crescimento, ap6s as primeiras
24horas. Com isso, pode-se afirmar que os compostos termoestaveis produzidos pela

levedura LCB22 promoveu retardo para o inicio do crescimento fangico.

Os isolados CFS 937, CFS 946, e CFS 1139, ndo obtiveram diferencas
significativas entre si, 0s valores medios de PIC%, variaram entre 0 e 4,20% (TABELA.
3) . Esses trés isolados patogénicos cresceram desde as primeiras 24 horas apés a
montagem do experimento. Esse resultado esta associado com o fato que a levedura
LCB22 possui acOes distintas, em diferentes patdgenos. Portanto, para os isolados CFS
937, CFS 946, e CFS 1139, a levedura LCB22, produziu compostos ndo eficientes e/ou

insuficiente para inibir o desenvolvimento do patégeno.

Conclui-se que, dos cinco isolados patogénicos, dois (CFS 294, e CFS 1061),
responderam positivamente a acdo dos compostos antifungicos termoestaveis, produzido
pela levedura LCB22. A presenca desses compostos foi analisada apos a esterilizacéo,
através de uma autoclave, a 121°C, durante 20 minutos. Essa etapa do experimento,
objetivou eliminar as células de leveduras, a fim de manter, somente, 0s compostos

produzidos pela levedura, que se manteve estavel sob alta temperatura.

O resultado dessa pesquisa, pode contribuir para realizacdo de uma estratégia
adequada para o manejo do mal-do-pé da batata-doce. Isso porque, as producdes sao feitas
em locais com temperaturas elevadas. Nesse sentido, a levedura LCB22 torna-se um
potencial biocontrolador, pois, produz compostos antiflngicos, capazes de suportar alta

temperatura e retardar o crescimento micelial do fungo patogénico.

E sabido que, houve trés dias avaliativos no experimento, por esse motivo, pode-
se afirmar que a levedura LCB22 retardou o crescimento do patégeno CFS 294, durante
as 72 horas avaliadas. No patégeno CFS 1061, a levedura retardou o crescimento, nas

primeiras 24 horas, e promoveu reducdo em seu desenvolvimento.
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Tabela 4. Resultado da andlise estatistica através do software STATISTIX v. 9.0. Teste de Levene nos
isolados patogénico testado.

Isolado Média*
CFS 294 100 a
CFS 1061 39,95b
CFS 937 4,20c
CFS 946 0,89c¢c

CFS 1139 Oc

CV(%) = 15,27
*Meédia de cinco repeti¢fes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Figura 26. Gréafico da Porcentagem de Inibi¢do de Crescimento Micelial -PIC, dos isolados CFS 937,
CFS 294, CFS 298, CFS 1061, e CFS 946, sobre a levedura LCB22.
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6.4. Determinacdo de producdo de compostos antifungicos livres de células da levedura

Para a determinacdo de producdo de compostos antifungicos livres de células da
levedura que atuaram na inibicdo do crescimento micelial dos isolados patogénicos, 0s
resultados de analise de variancia mostraram que ndo houve diferenca significativa teste
(F: > 0,05) na porcentagem de inibigdo de crescimento micelial dos patogenos, indicando
que a producdo de compostos livres de célula de levedura ndo controlou de maneira

distinta os diferentes patdgenos do ma-do-pe da batata-doce.
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Os isolados CFS 937 e CFS 294 apresentaram -1,41 % e -17,30
respectivamente de PIC. O isolado CFS 1139 apresentou 0% de porcentagem de inibi¢do
de crescimento micelial, ou seja, o patdgeno cresceu 100% na placa de petri. Os isolados
CFS 1061 e CFS 946 apresentaram 5,36% e 8,72% respectivamente de PIC.

O teste realizado mostrou que o controle dos patogenos ndo foi através da acdo de
compostos livres de células da levedura, indicando que hé ac¢do de outro mecanismo que
media a a¢do do biocontrolador no patégeno. A acdo dos compostos pode ocorrer de
forma sinérgica a presenca do antagonista, sendo assim uma interacdo entre 0s

mecanismos.

6.5. Determinacédo da avaliacdo da producdo de compostos volateis pela levedura

A levedura LCB22 produziu compostos volateis que atuaram na inibicdo do
crescimento micelial dos isolados patogénicos CFS 937, CFS 294, CFS1139, CFS1061,
CFS 946. Os isolados CFS 1139, CFS 1061 e CFS 937 apresentaram valores superiores
a 60% de inibicdo de crescimento micelial, j& os isolados CFS 294 e CFS 946 foram
30,13% e 46,59% respectivamente.

O potencial médio de biocontrole variou entre 30,13% e 65,46%, atestando a
possibilidade da acdo de compostos volateis no controle dos agentes causais do mal-do-
pé da batata-doce, podendo estes compostos serem mais estudados e utilizados como uma
alternativa viavel no manejo integrado do mal- do-pé da batata-doce.

Figura 27. Isolado CFS 1139. A. Isolado controle. B. Cultivo sobreposto do isolado 1139 e a levedura
LCB22.
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Figura 28. Isolado CFS 1061. A. Isolado controle. B. Cultivo sobreposto do isolado 1061 e a levedura
LCB22.
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Figura 31. Isolado CFS 946. A. Isolado controle. B. Cultivo sobreposto do isolado 946 e a levedura LCB22.

7. CONCLUSOES

A levedura LCB22 é um microrganismo que atua potencialmente na reducdo do
crescimento micelial in vitro, do agente causal do mal-do-pé da batata-doce. Um dos
fatores responsaveis pelo bom desenvolvimento desta levedura é a capacidade de produzir
compostos termoestaveis.

A levedura LCB22, sob a diversidade de isolados patogénicos, comporta-se de
maneira distinta, isso esta diretamente relacionado com os seus mecanismos de defesa e
biocontrole.

O tempo adequado de imerséo das plantas em suspensdo, para garantir protecdo das
mudas e impedir o desenvolvimento do patdgeno, é varidvel, uma vez que ha interacdo
entre o isolado patogénico e o biocontrolador.

A levedura LCB22, atuou com eficiéncia no biocontrole dos isolados patogénicos
testados, nos experimentos in vitro, e in vivo. No entanto, houve diferenga de inibicéo
e/ou reducdo micelial entre os patdgenos.

Portanto, a levedura utilizou mecanismos de acéo distintos, nas diferentes situagoes,
no teste in vitro produziu compostos termoestaveis. No teste in vivo, a levedura promoveu
resultados positivos de acordo com o tempo que as mudas permaneceram na Suspensao
de levedura.

O teste de deteccdo de compostos antifungicos livres de células da levedura
mostrou que o controle dos patégenos ndo foi através desse mecanismo, que a levedura
biocontrolou o isolado patogénico.
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A levedura LCB22, produziu compostos volateis para inibicdo do crescimento
micelial dos patdgenos, destacando-se os isolados CFS 1139, CFS 1061 e CFS 937 que
apresentaram valores superiores a 60% de PIC.
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