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RESUMO GERAL

O mal-do-pé da batata-doce [Ipomoea batatas (L.)] (MP), principal doenca que afeta a cultura
na regido Nordeste do Brasil, é causado por fungos do género Diaporthe, Nigrospora,
Neoscytalidium e Lasiodiplodia e pode ocasionar a destruigdo do sistema radicular, impedindo a
formagdo de raizes tuberosas. Atualmente ndo ha registro de fungicidas no Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA), dificultando o manejo do MP, sendo
necessaria a busca por métodos alternativos, como o controle biolégico. Diante do exposto, este
estudo teve como objetivo identificar as espécies relacionadas ao mal-do-pé, avaliar aspectos
epidemioldgicos da doenca em regibes produtoras de batata-doce dos estados de Pernambuco,
Paraiba, Sergipe e Alagoas, bem como testar a eficicia de leveduras no controle bioldgico dos
patdgenos. Foram coletadas plantas sintomaticas para isolamento indireto e preservacdo do
patégeno na Colecdo de Fungos de Solo (CFS), do Laboratério de Fungos de Solo (LAFSOL),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco. As espécies foram identificadas pela
amplificacdo e sequenciamento das regides de Fator de Elongacdo 1-a (tefl-a), Internal
Transcribed Space (ITS) e B-tubulina (Tub). Utilizou-se a Anélise de Maxima Verossimilhanca
e Inferéncia Bayesiana para identificacdo dos isolados, com obtencdo da arvore filogenética
obtida pela comparacdo entre espécies descritas previamente. Apds identificacdo dos agentes
causais do MP, o controle biol6gico dos agentes causais com leveduras antagonistas, cedidas
pela CFS, foi avaliado por testes in vitro de cultivo conjunto e producéo de compostos volateis,
e in vivo, com avaliacdo do tempo de imersdo das mudas em suspensdo de leveduras e
identificacdo molecular. As anélises confirmaram a incidéncia de Diaporthe destruens, D.
batatas, D. kongii, Macrophomina sp. e Neoscytalidium dimidiatum, além de promoverem o
primeiro relato de D. citri e D. ueckeri como agentes causais do mal-do-pé da batata-doce, no
mundo. Os testes de controle bioldgico indicaram que as leveduras Moeszyomices aphidis e
Candida orthopsilosis séo eficazes no controle da doenca, in vitro, através de mecanismos de
controle, como antibiose, parasitismo e producdo de metabdlitos volateis, e in vivo, com
protecdo das mudas apos diferentes tempos de imersdo na suspensdo do antagonista. A
importancia da identificacdo correta dos patdégenos, bem como a descoberta de métodos eficazes
para 0 manejo da doenga, é de fundamental importancia para a reducdo dos danos econdmicos
gerados nas areas de producdo, devido a incidéncia da doenca.

Palavras-Chave: Biocontrole, leveduras, Ipomoea batatas, podriddo



GENERAL ABSTRACT

Foot rot of sweet potato [Ipomoea batatas (L.)] (MP), the main disease that affects the crop in
Northeastern Brazil, is caused by fungi of the genus Diaporthe, Nigrospora, Neoscytalidium and
Lasiodiplodia and can cause the destruction of the root system, preventing the formation of
tuberous storages. Currently there is no registration of fungicides in the Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA), making it difficult to manage MP,
requiring the search for alternative methods, such as biological control. This study aimed to
identify the species related to MP, evaluate the epidemiological aspects of the disease in sweet
potato producing regions in the states of Pernambuco, Paraiba, Sergipe and Alagoas, as well as
test the effectiveness of yeasts in the biological control of pathogens. Symptomatic plants were
collected for indirect isolation and preservation of the pathogen in the Colecdo de Fungos de
Solo (CFS), at Laboratério de Fungos de Solo (LAFSOL), at the Universidade Federal Rural de
Pernambuco. The species were identified by amplification and sequencing of the Elongation
Factor 1-a (tefl-a), Internal Transcribed Space (ITS) and B-tubulin (Tub) regions. Maximum
Likelihood Analysis and Bayesian Inference were used to identify the isolates throught the
phylogenetic tree obtained by comparing previously described species. After identification of
the causal agents of the PM, the biological control of the causal agents with antagonist yeasts,
provided by CFS, was evaluated by in vitro tests of joint cultivation and production of volatile
compounds, and in vivo, with evaluation of the time of immersion of the seedlings in yeast
suspension and molecular identification. The analyzes confirmed the incidence of Diaporthe
destruens, D. batates, D. kongii, Macrophomina sp. and Neoscytalidium dimidiatum, in addition
to promoting the first report of D. citri and D. ueckeri as causal agents of sweet potato foot
disease in the world. The biological control tests indicated that the yeasts Moeszyomices aphidis
and Candida orthopsilosis are effective in controlling the disease, in vitro, through control
mechanisms, such as antibiosis, parasitism and production of volatile metabolites, and in vivo,
with protection of seedlings after different immersion times in the antagonist suspension. The
importance of correct identification of pathogens, as well as the discovery of effective methods
for managing the disease, is of fundamental importance for the reduction of economic damage

generated in the production areas, due to the incidence of the disease.

Keywords: Biocontrol, Ipomoea batatas, rot, yeasts,
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TITULO DO TRABALHO: MAL-DO-PE DA BATATA-DOCE NO NORDESTE
DO BRASIL: DIVERSIDADE DE PATOGENOS E CONTROLE BIOLOGICO

INTRODUCAO GERAL
1. ACULTURA DA BATATA-DOCE

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) € a principal cultura de importancia
econdmica pertencente a familia Convolvulaceae e género Ipomoea. Possui caule
herbaceo, habito prostrado, raiz tuberosa e dimensdes variaveis de tamanho, cor e
pilosidade. Tem consumo impulsionado pelo elevado valor nutricional, industrial,
alimenticio e energético, bem como pela sua rusticidade, que permite o cultivo em
diferentes regides de clima tropical e subtropical, tornando-se uma cultura amplamente
cultivada (BEHERA et al., 2022; TADDA et al., 2022).

A planta tem origem nas Américas Central e do Sul. As diversas cultivares,
apresentam cores variadas, tais como branca, roxa, laranja, salméo, tamanhos diversos e
presenca ou auséncia de pilosidades. Possui caule herbaceo, habito prostrado e
ramificacdes, com folhas largas, de formato, cores e recortes variados, peciolo longo,
flores hermafroditas e frutos do tipo capsula (HUAMAN, 1992).

A cultura possui dois tipos de raiz: de reserva/tuberosa e absorvente. de maior
importancia comercial sdo as tuberosas, originadas nos nos, desde o inicio do
desenvolvimento da planta, tém poucas raizes secundarias e sdo mais espessas, 0 que
facilita sua identificacdo. As raizes absorventes se formam do meristema cambial, quer
seja nos nés ou nos entrends, sdo altamente ramificadas, tornando sua identificagdo
mais facil (NUNES, 2016).

O crescimento das raizes é favorecido por solos com textura areno-argilosa ou
arenosa, com boa drenagem, evitando a ma-formacdo das batatas e facilitando a
colheita, reduzindo os danos mecéanicos causados no arranquio (CAMARGO, 2013). A
cultura necessita de ldmina d’4gua em torno de 500 a 750 mm, durante o ciclo de
producdo, que varia entre 90 e 150 dias, a depender da cultivar e das condi¢cbes
ambientais da area de cultivo (VENDRAME; CASTRO E MELO et al., 2021). As
principais areas de producdo localizam-se em regibes de clima quente e alta
luminosidade, como encontrado em Pernambuco, onde a temperatura média é acima de
24°C (PINTO, 2021).



Sdo varias as formas de propagacdo da cultura, tais como estaquia, semente,
cultura de tecido e/ou mudas. No entanto, devido aos custos menores, a utilizacdo de
ramas para a producdo de mudas é a principal forma de propagacdo utilizada pelos
produtores. Esta técnica além de ser mais econbmica, preserva as caracteristicas
genéticas e de produtividade do material vegetal que serd propagado, bem como permite
a producdo de mudas em maior quantidade, num menor intervalo de tempo
(MOREIRA, 2016).

O espagcamento adequado para a cultura varia de 80 a 100 cm entre linhas e de
25 a 40 cm entre plantas. Os camalhdes para plantio das mudas variam entre 20 e 30
cm, essa altura facilita a drenagem e aeracdo do solo, os tratos culturais e a colheita.
Apesar de ser considerada uma cultura rastica, a batata-doce necessita de adubacéo
mineral, principalmente de magnésio, célcio, fdsforo, nitrogénio e potassio, salientando
que a extracdo de nutrientes varia de acordo com as caracteristicas quimico-fisicas do
solo, da cultivar, do clima e do ciclo da cultura (MARQUES, 2015).

A batata-doce tem uma grande variabilidade genética que pode ser observada em
diversos formatos, coloragfes, tamanhos de raiz e diferentes composicdes. Essas
caracteristicas possibilitam a utilizacdo da cultura para diversas finalidades, sejam elas
na alimentacdo humana, animal ou na producdo de biocombustiveis (PEDROSO et al.,
2021). Variedades regionais utilizadas por produtores e por comunidades indigenas
permitem a manutencdo da variabilidade de gendtipos de batata-doce, possibilitando a
adaptabilidade da cultura a diversas condi¢des climaticas (MANTOVANI et al., 2013).

O banco de germoplasma de batata-doce com maior nimero de acessos esta
localizado na india, com cerca de 3073, sendo composto de 70% de variedades locais,
mantidas em condicGes de campo. Na Indonésia, estd o segundo maior banco de
germoplasma (1155 acessos), seguido da China (700 acessos). No Brasil, 0 maior banco
ativo de germoplasma pertence 8 EMBRAPA, com mais de 650 acessos, porém ha as
variedades locais e os demais bancos de germoplasmas, localizados em Universidades e
em outros locais (VETTORAZZI, 2016).

Os principais métodos de manejo da cultura séo as capinas e a amontoa, visando
reduzir o nivel de plantas daninhas na &rea, principalmente nos primeiros 45 dias ap6s o
plantio. O cultivo de batata-doce, em sua maioria, € praticado sob baixo nivel
tecnologico, fator esse que predispde a reducdo da produtividade da cultura (PEDROSO
etal., 2021).



Apesar de ser considerada uma cultura rustica e ser cultivada em diferentes
regibes, a produtividade da batata-doce no Brasil é considerada baixa. Durante o
levantamento da producdo de batata-doce, entre 2006-2017, foram propostas hip6teses
para justificar a oscilagdo na producéo, dentre elas citam-se a falta de tecnologia, falta
de conhecimento, adocdo de praticas incorretas de manejo e programa fitossanitario em
aplicacdes de defensivos agricolas por parte dos produtores (PEDROSO et al., 2021).

A variabilidade de subprodutos oriundos da batata-doce fez com que esta
hortalica ganhasse importancia na comercializacdo de hortalicas no estado de
Pernambuco. Os produtos e subprodutos da batata-doce podem ser utilizados tanto para
alimentacdo animal, alimentacdo humana ou como matéria prima para industria de
alimentos, tecidos, papel, cosméticos, biocombustiveis, macarréo, farinhas, entre outros
produtos que agregam importancia a cultura. Para o consumidor final, as formas de
consumo sdo in natura, cozida, desidratada, na fabricacdo de pédes e farinha e frita
(CASTRO, 2010; MOTA et al., 2011; MAINO et al., 2019; GALERIANI et al., 2020).

1.1.IMPORTANCIA DA BATATA-DOCE NA ECONOMIA MUNDIAL E
BRASILEIRA

Com producdo média de 89.487.835 toneladas, a batata-doce tornou-se a 162
cultura alimenticia mais cultivada no mundo, no ano de 2020. A Asia é o continente que
concentra maior parte da producdo mundial (81,4%), seguido da Africa, Américas,
Oceania e Europa (Fig. 1). Dentre os paises que mais produzem batata-doce, a China

destaca-se com 10.116.704 toneladas anuais, sendo o Brasil 16° no ranking (Fig. 2),

Figura 1. Principais produtores mundiais de batata-doce
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com 847,9 toneladas. (FAO, 2023).

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 2. Producéo de batata-doce por pais (toneladas)
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Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com informagdes disponibilizadas pelo Censo Agropecuério, em
2020 a regido Nordeste foi a que deteve maior parte da producgéo, seguida pela regido
sudeste, com 346 e 270 mil toneladas, respectivamente (Fig. 3A) (IBGE, 2022). Os
numeros de producdo de batata-doce no Nordeste sdo influenciados pela produgdo dos
estados do Ceara, Sergipe, Rio Grande do Norte, Alagoas e Pernambuco, que estdo
entre os 10 principais Estados produtores do Brasil (Fig. 3B).

O cultivo de batata-doce, em sua maioria, € praticado sob baixo nivel
tecnologico, fator esse que predispde a reducdo da produtividade da cultura. Outro fator
que limita a producdo e tem ocasionado perdas econémicas expressivas € a incidéncia
de fitopatogenos, dentre os principais podem ser citados: nematoides (Meloidogyne spp.
Goeldi (1887), Rotylenchulus reniformis Linford e Oliveira (1940), Pratylenchus spp.
Minz (1957)), bactérias (Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) Yabuuchi et al.
(1995)), virus (Cucumber mosaic virus (CMV) Doolittle e Jagger (1916)) e fungos
(Diaporthe spp. (FUCKEL, 1867) NITSCHKE (1870), Lasiodiplodia spp. Ellis; Everh
(1896), Macrophomina spp. Petr (1923), Fusarium spp. Link (1809)) (CRUZ et al.,
2022; PEREIRA et al., 2014).



Figura 3. Producgéo de batata-doce no Brasil em toneladas, nos anos de 2018, 2019 e
2020. Produgédo por regido geografica (A); Producdo por estado (B)
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Fonte: Elaborado pela autora

Atualmente, o mal-do-pé da batata-doce (MP) é a doenca com maior relato nas
areas de producéo da regido Nordeste. A dificuldade no manejo da doenca se deve, em
partes, a forma como a cultura é propagada e a diversidade de géneros de fungos que
causam sintomas. Os prejuizos ocasionados pela acdo do patégeno podem ser
observados em todas as fases de desenvolvimento da cultura, inclusive na pds-colheita,
afetando diretamente sua comercializagdo (ALMEIDA et al., 2023).



2. MAL-DO-PE DA BATATA-DOCE
2.1.ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

Inicialmente, acreditava-se que o agente causal do mal-do-pé da batata-doce
(MP) era o fungo Diaporthe destruens Harter (1913), porém novos estudos
comprovaram a existéncia de outras espécies do género Diaporthe associadas ao
surgimento de sintomas caracteristicos da doenca, tais como podriddo do colo da planta,
amarelecimento das folhas e podriddo de tubérculos, sugerindo que a doenca na verdade
pode ser causada por outros géneros de fungos, além de Diaporthe. No Brasil, o
primeiro relato foi realizado em 1990 pela revista Fitopatologia Brasileira (MENDES;
URBEN, 2019).

O patdgeno pode infectar a cultura em todas as etapas do seu ciclo de cultivo,
incluindo as tuberas durante o armazenamento, sobrevivendo em plantas voluntarias e
restos de culturas no campo, favorecendo sua disseminagdo. Temperaturas superiores a
20 °C favorecem o desenvolvimento dos patdgenos, bem como a elevada umidade do
solo (PEREIRA et al., 2014). A doenca afeta, principalmente, a regido do colo da
planta, sendo os agentes causais fungos habitantes do solo, que podem causar sintomas
severos em cultivares suscetiveis, chegando a 80% de perda na produtividade,
principalmente em areas de cultivo sucessivo intenso, sem rotacdo de cultura
(ALMEIDA, 2018; PEDROSO et al., 2021).

A identificacdo dos patdgenos responsaveis pela doenca era realizada utilizando
analises morfologicas das col6nias, porém, estudos mostraram que as diferencas
morfoldgicas ndo eram suficientes para classificar os fungos em nivel de espécies,
podendo apresentar variacdo sob diferentes condi¢cbes ambientais (ARIYAWANSA et
al., 2021). Diante da necessidade da correta identificacdo de agentes causais, atualmente
utiliza-se a andlise filogenética, através do sequenciamento de regides do DNA,
possibilitando a descoberta de novos taxons, reclassificando algumas espécies. Como
exemplo, pode-se citar o género Diaporthe, com espécies morfologicamente
semelhantes, porém com variacdes genéticas significativas (ARIYAWANSA et al.,
2021).

Até o presente momento, diferentes espécies fungicas sdo relatadas como
agentes causais do MP, dentre as quais pode-se citar: Diaporthe destruens (Harter)
Hirooka, Minosh, Rossman, (2020), D. kongii Shivas, Thomps, Young (2011),

Neoscytalidium dimidiatum (Penz) Crous, Slippers (2006), Macrophomina phaseolina



(Tassi) Goid 1947), M. pseudophaseolina Crous, Sarr e Ndiaye (2014), Lasiodiplodia
theobromae (Pat) Griffon, Maubl (1909), L. hormozganensis Abdollahz, Zare, Phillips
(2010), Fusarium solani (Mart.) Sacc (1881) e Rhizopus sp. Ehrenb (1821) (ALMEIDA
et al., 2020; BOEREMA et al., 1996; MELLO et al., 2021; PIO-RIBEIRO et al., 2016).

De acordo com um levantamento feito por Ariyawansa et al., (2021), foram
encontrados no Index Fungorum mais de 1000 registros de Diaporthe e 900 de
Phomopsis. Doencas como podriddo seca, mal-do-pé, queima das folhas, queima do
caule, murcha, podriddo de armazenamento e morte tém fungos deste género como
principais agentes causais, causando prejuizos econdmicos significativos para 0s
produtores de batata-doce, em todas as regides de cultivo (ALMEIDA et al., 2020;
MELO et al., 2021).

A familia Botryosphaeriacea possui 23 géneros e 195 espécies e, devido a sua
baixa especificidade, é uma familia que possui importantes fitopatdgenos, como por
exemplo Lasiodiplodia spp., Macrophomina spp., Neoscytalidium spp., entre outras
espécies (DISSANAYAKE et al.,, 2016). Sintomas como cancro, podriddes e
tombamento podem ser indicativos da acdo destes fitopatdgenos, podendo levar a planta
a morte (MELLO et al., 2021).

O género Nigrospora, pertencente a familia Apiosporaceae e a ordem
Xylariales, é composto por fungos com ampla gama de hospedeiros, podendo, além de
fitopatogenos, sobreviver de forma endofitica ou saprofita. Em alguns estudos as
espécies patogénicas mais frequentes N. oryzae e N. sphaerica, porém, N.
versicularifera e N. zimmermanii foram recentemente relatadas como agentes causais de
doencas em culturas importantes, como a cana-de-agucar (HAO et al., 2020).

A principal forma de propagacdo da cultura da batata-doce é através de ramas,
devido ao baixo custo e a alta eficiéncia na germinacdo, bem como na manutencdo dos
caracteres genéticos e fenotipicos da planta original. Essa propagacdo € a principal
responsavel pela disseminacdo do patdgeno, que ocorre por meio de ramas e raizes
tuberosas infectadas ou infestadas, podendo também ser disseminado atraves de ventos
acompanhados de chuva, insetos e/ou através de materiais contaminados (PEREIRA et
al., 2011).

2.2.SINTOMAS



Os sintomas caracteristicos do mal-do-pé da batata-doce iniciam-se com lesGes
na haste da planta, na regido do colo préximo ao solo, com colora¢cdo marrom, podendo
atingir 20 cm acima da linha do solo, seguida de murcha, amarelecimento das folhas e
morte. Nas tuberas, os sintomas iniciam-se com lesdes marrons, evoluindo para
podriddo, afetando o interior da tdbera, inviabilizando-a para consumo. (ALMEIDA et
al., 2020). Infeccdes severas podem levar a destruicdo do sistema radicular, impedindo a
formacdo de raizes tuberosas. Com o desenvolvimento da doenca, podem ser
observados picnidios, estruturas de reproducdo do patégeno (ALMEIDA, 2018;
PEREIRA et al., 2014).

2.3.MANEJO

O principal método de controle do MP adotado atualmente é o uso de cultivares
resistentes. Além desse método de manejo, torna-se essencial aquisicdo de mudas
sadias, oriundas de areas onde conhecidamente ndo ha relatos do patégeno, a capina da
area, rotacdo de culturas, quando possivel, e a escolha de solos bem drenados
(MARQUES, 2015; PEREIRA et al., 2014).

Em 1989, a EMBRAPA lancou a cultivar Princesa como fonte de resisténcia a
Diaporthe destruens, havendo perda da resisténcia posteriormente, sendo observadas
diferentes expressdes dos sintomas de acordo com o método de inoculacdo do patogeno
(CAVALCANTI et al., 2002; LOPES E SILVA, 1993; MENDES et al., 2012; TRUTA
et al., 2000). Os programas de melhoramento de batata-doce visam, principalmente, a
producdo de amido e a resisténcia as pragas, negligenciando a ocorréncia de doencas
economicamente importantes para a cultura (VENDRAME et al., 2022).

Tendo em vista as perdas econdmicas ocasionadas pela acdo do patdgeno e a
extensdo de areas inviabilizadas para cultivo, torna-se necessaria a dogdo de medidas
eficientes para o manejo da doenca. Atualmente ndo existem fungicidas registrados no
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para o controle do mal-
do-pé da batata-doce, no Brasil, no entanto, como método alternativo, o controle
bioldgico tem se mostrado eficiente na reducdo das lesbes em plantas de batata-doce
(ALMEIDA, 2018).

3. CONTROLE BIOLOGICO



O controle bioldgico é definido como a utilizagdo de microrganismos
especificos, os quais interferem junto a organismos patogénicos e pragas causadoras de
doencas em plantas. A utilizacdo deste tipo de manejo visa reduzir o in6culo do
patdgeno ou de atividades causadoras de doencas, pela introducdo em massa de um ou
mais antagonistas. E uma técnica ambientalmente correta e economicamente viavel,
levando em consideracdo os precos dos produtos quimicos e bioldgicos (FENTA;
MEKONNEN; GASHAW, 2019).

O crescimento da demanda por alimentos, devido ao crescimento populacional,
tem propiciado o desenvolvimento de novas tecnologias que visam 0 aumento da
produtividade agricola, respeitando as regras de seguranca alimentar. Para garantir o
incremento na produtividade das culturas, € necessaria a utilizacdo de métodos de
manejo eficazes e ambientalmente corretos, reduzindo os danos e as perdas econdémicas
ocasionadas pela acdo de pragas e doengas agricolas (RODRIGUES; FORTINI;
NEVES, 2023).

O uso de defensivos agricolas tem sido uma das principais medidas adotadas
para 0 manejo das doencas no campo. Porém, com o uso incorreto destes produtos, por
vezes aplicados em excesso e desrespeitando as recomendagdes dos fabricantes, tem
aumentado o indice de danos ao meio ambiente (contaminacao de solo, agua e animais),
envenenamento de agricultores e desenvolvimento de resisténcias em populacGes de
fitopatdgenos a determinados ingredientes ativos, reduzindo a eficacia destes produtos
(BETTIOL et al., 2017; HAWKINS et al., 2019).

Diante do exposto, o controle bioldgico torna-se cada vez mais fundamental para
0 manejo sustentavel e eficaz de doencas de plantas, preservando os recursos naturais e
a qualidade do meio ambiente, bem como a salde do ser humano. Atualmente, o
Governo Brasileiro tem incentivado os grupos de pesquisas a descobrirem novos
agentes de controle bioldgico, bem como seus mecanismos de controle, formas de
aplicacdo e tipos de formulacdo (RODRIGUES; FORTINI; NEVES, 2023).

A utilizacao de técnicas moleculares associadas aos bioensaios, tem contribuido
para a identificacdo de biocontroladores, oferecendo novas possibilidades para seu uso.
As técnicas tém auxiliado também a descoberta de genes responsaveis pela ativacéo dos
mecanismos de controle, durante a producdo massal, formulacdo, armazenamento e
aplicacdo do produto (FENTA; MEKONNEN; GASHAW, 2019; RODRIGUES;
FORTINI; NEVES, 2023).



A continua retirada do mercado dos principais fungicidas, devido a exclusédo
pelas agéncias reguladoras, resisténcia de patdgenos ou ao alto custo de novo registro,
levard ao aumento no uso de produtos de controle bioldégico nos proximos anos,
tornando-se mais amplamente aceito como um componente de uma abordagem
integrada para o manejo de doencas de plantas. Dentre 0s principais agentes de controle
bioldgicos estudados atualmente, destacam-se as leveduras (ALMEIDA, 2018; FENTA,;
MEKONNEN; GASHAW, 2019; RODRIGUES; FORTINI; NEVES, 2023).

Em ensaios em casa de vegetacgdo, as espécies Moesziomyces aphidis (Henninger
e Windisch) Wang, Begerow, Bai e Boekhout (2015) e Candida orthopsilosis Tavanti,
Davidson, Gow, Maiden e Odds (2005) mostraram-se eficientes na reducdo da
expressdao de sintomas de plantas inoculadas com D. destruens, inibindo 100% o
desenvolvimento do patdgeno (ALMEIDA, 2018).

3.1.LEVEDURAS COMO AGENTES BIOCONTROLADORES

As leveduras diferem-se dos fungos filamentosos por possuirem um talo
predominantemente unicelular, sem corpos de frutificacdo e reproducdo assexuada por
divisdo binaria (KURTZMAN; FELL, 1988). As leveduras podem habitar o filoplano
epifitica ou endofiticamente, sendo amplamente encontradas em cascas de frutos,
superficie das folhas, flores, tecidos necréticos, solo e na rizosfera. S8o capazes de
competir por nutrientes, colonizar ferimentos, induzir resisténcia em plantas, produzir
antibidticos, aléem de promoverem agdo micoparasitica, sendo considerada um eficiente
agente biocontrolador (MILLAN et al., 2021).

Um dos principais mecanismos relacionados a eficacia das leveduras como
biocontroladoras € a competicdo, que pode ocorrer por espaco ou por nutrientes. A
reproducdo por brotamento permite a rapida colonizagdo do hospedeiro pela levedura,
possibilitando assim o seu estabelecimento antes do patogeno. As leveduras também
possuem a capacidade de produzirem sider6foros em meios com baixo teor de ferro e
oxigénio. A supressao de ferro causa reducdo na germinagéo, crescimento e viruléncia,
além da diminuicdo da atividade da catalase dos fitopatogenos, deixando-o0s mais
suscetiveis a acdo das Rotas Oxidativas de Oxigénio (ROs) das plantas (SPADARO;
DROBY, 2016).

Em 2019, Gore-Lloyd e colaboradores identificaram a producdo do é&cido

pulcherriminico como sideroforo, por Metschnikowia pulcherrima Pitt e Mill (1968), e



sua atividade biocontroladora sobre Botrytis caroliniana Li e Schnabel (2012) e
Fusarium spp. Outra forma relatada de competicédo por espaco € a formacao de biofilme
pelas col6nias de leveduras, como por exemplo Candida oleophila Montrocher (1967),
que se inicia pela adesdo de células individuais a superficie, podendo ocasionar
modificacbes na parede celular do hospedeiro, secrecdo de matriz extracelular e
formacéo de pseudohifas (CAVALHEIRO E TEIXEIRA 2018; COSTA-ORLANDI et
al. 2017).

Estudos recentes tém mostrado a acdo dos compostos antimicrobianos secretados
pelas leveduras, sendo quitinases e glucanases as principais enzimas secretadas por estes
microrganismos, além de toxinas killer e lipases. As quitinases e glucanases atuam
diretamente na degradacdo da parede celular de fungos. A secrecdo de glucanase pode
promover a liberacdo de quito-oligossacarideos, ativando o sistema de defesa das
plantas (FREIMOSER et al., 2019).

As exo-glucanases promovem modificacdo da parede celular do patogeno,
adesdo celular das leveduras a superficie do hospedeiro e resisténcia a toxina Killer.
Aureobasidium pullulans (de Bary & Lowenthal) Arnaud (1918), C. oleophila, M.
pulcherrima sdo exemplos de leveduras produtoras de quitinases e, Rhodotorula glutinis
(Fresen) Harrison (1928) e Sacharomyces cerevisae (Desm) Meyen (1838) sdo
exemplos de produtoras de glucanases (FREIMOSER et al., 2019).

As toxinas killer sdo toxinas proteicas ou glicoproteinas de baixa massa
molecular, letais para outras leveduras suscetiveis, bem como para fungos filamentosos
e bactérias. Sua acdo tem sido comprovada em relatos na literatura, dentre os quais
pode-se citar o controle de Penicillium spp. Link (1809) por leveduras produtoras de
toxina killer, in vitro e na p6s-colheita de citrus (PEREZ et al., 2016).

Além da secrecdo de toxinas, as leveduras podem liberar compostos volateis de
baixa solubilidade em agua e alta pressao de vapor, tais como hidrocarbonetos, alcoois,
tioalcoois, aldeidos, cetonas, tioésteres, ciclohexanos, compostos heterociclicos, fendis
e derivados de benzeno. A liberacéo de 1,3,5,7-ciclooctatetraeno, 3 -metil-1-butanol, 2-
nonanona e alcool feniletilico tem sido associada aos principais componentes do
volatiloma de C. intermedia (Cif.e Ashford) Langeron e Guerra (1938) durante a
interacdo com B. cinerea (FREIMOSER et al., 2019).

Outro mecanismo apresentado pelas leveduras € a inducdo de resisténcia. As
plantas apresentam um sistema imunoldgico inato que reconhece e responde a presenga

de microrganismos. Essa resposta imune da planta pode induzir resisténcia



sistemicamente e é a base para a aplicacdo de microrganismos como fertilizantes e
fortificantes de plantas, como por exemplo C. oleophila, que induz a superproducdo de
ROs na planta, ativando os mecanismos de defesa contra o patégeno, bem como
Moesziomyces aphidiis, através da ativacdo das rotas do etileno e &cido jasménico em
tomateiro (FREIMOSER et al., 2019).

Produtos a base de leveduras ja s@o produzidos mundialmente, como Nexy®
(Candida oleophila), registrado na Bélgica e utilizado na pos-colheita de macao, citros e
banana; Boni-Protect® (Aureobasidium pullulans), eficiente contra Monilia fructigena,
P. expansun e B. cinerea, na pos-colheita de mac¢d. Em 2018, a produgdo de produtos
bioldgicos no Brasil teve um acréscimo de 70%, movimentando em torno de 464
milhdes de reais, tornando o Brasil o quarto pais com desempenho na producdo de
bioldgicos mais expressivo, correspondendo a 7% da producdo mundial (KUPPER,
MOURA; DE PAULA, 2023).

A busca por métodos alternativos de manejo deve-se a limitacdo no uso de
produtos quimicos, por conta da baixa eficacia dos fungicidas registrados para o
controle do crescimento e desenvolvimento dos patdgenos. Em virtude dessa escassez, a
utilizacéo de leveduras torna-se uma aliada, tendo em vista que estudos ja comprovaram
seu potencial biocontrolador sobre D. destruens, precisando assim aprofundar o
conhecimento a respeito do potencial bicontrolador, bem como de mecanismos
utilizados na interagdo levedura-patégeno, no manejo do mal-do-pé (ALMEIDA, 2018).

Os estudos sobre uso de leveduras como agentes de controle biol6gico no
manejo do mal-do-pé ainda sdo escassos, diante disso, o presente trabalho traz
informacdes de carater inovador e pioneiro acerca da utilizacdo destes antagonistas no
controle de Nigrospora vesicularifera, Macrophomina sp., Diaporthe destruens, D.
kongii e D. batatas, principais géneros patogénicos identificados relacionados ao mal-
do-pé da batata-doce. Os resultados apresentados servem como embasamento para
futuras pesquisas relacionadas aos mecanismos de acdo das leveduras como
biocontroladoras, a producdo de compostos com interesse biotecnologico e a
formulacdo de produtos com estes microrganismos como ingredientes ativos, além de
sua viabilidade na aplicacdo em larga escala.

Diante do exposto, tornam-se necessarios estudos que possibilitem o
conhecimento a nivel de espécie dos agentes causais do mal-do-pé da batata-doce,
visando a otimizacdo das técnicas de manejo, adequando-as para as caracteristicas das

espécies fungicas encontradas. A falta de informagfes concretas sobre as perdas



ocasionadas pelo patdgeno, nas principais cultivares encontradas no Nordeste, bem
como sobre a resisténcia de cultivares as especies relatadas, evidencia a necessidade de
estudos mais aprofundados na érea.

O presente trabalho objetivou caracterizar a capacidade patogénica e aspectos
epidemioldgicos de severidade de patdgenos relacionados ao mal-do-pé da batata-doce,
provenientes das principais zonas produtoras do Nordeste brasileiro, investigar os
potenciais biocontroladores de leveduras sobre estes patdgenos, in vitro e in vivo e
sobre os sintomas do mal-do-pé na batata-doce; comparar, in vitro, a acdo de leveduras
com produtos quimicos registrados para o patdgeno e identificar melhor tempo de

aplicacdo das leveduras, para a protecao de mudas.
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RESUMO

Considerada uma das principais doencas que afetam a cultura da batata-doce [Ipomoea
batatas (L.)], a alta incidéncia do mal-do-pé (MP) pode levar a destruicdo do sistema
radicular, impedindo o desenvolvimento das plantas e a formacéo de raizes tuberosas.
Inicialmente, acreditava-se que o agente causal da doenga era o fungo Diaporthe
destruens, sendo relatadas recentemente novas espécies de Diaporthe e géneros como
Nigrospora, Neoscytalidium e Lasiodiplodia relacionadas & doenca. O manejo da
doenca é realizado, com melhor resultado, através do uso de mudas micropropagadas e
cultivares resistentes, sem registro de produtos quimicos eficientes para 0 manejo do
MP. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo identificar as espécies
relacionadas ao mal-do-pé, bem como avaliar aspectos epidemioldgicos da doenca em
regibes produtoras de batata-doce dos estados de Pernambuco, Paraiba, Sergipe e
Alagoas. Os isolados patogénicos foram obtidos através do método de isolamento
indireto de tecidos de plantas sintomaticas, com preservacdo em Castellani. Os aspectos
epidemioldgicos avaliados foram patogenicidade, Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenca (AACPD), taxa de progresso da doenca (r) e Periodo de Incubacédo (PI). A
analise morfoldgica observou a coloragdo das coldnias, formato de crescimento,
producdo, cor e tamanho de picnidios e presenca ou auséncia de gutacdo. Os isolados
selecionados foram identificados molecularmente através da extracdo de DNA, reacdes
em cadeia de polimerase (PCR), amplificacdo das regifes de Fator de Elongacdo 1-a
(tefl-a), Internal Transcribed Space (ITS) e P-tubulina (Tub), seguida por
sequenciamento destas. Foi utilizada a Analise de Maxima Verossimilhanca para
identificacdo dos isolados utilizados neste estudo, comparando-os com espécies
descritas previamente, com obtencdo da arvore filogenética. A AACPD variou de
acordo com o isolado, ndo sendo relacionada a variacdo entre espécies. De acordo com
os resultados obtidos nas analises morfolégicas e filogenéticas, comprovou-se a
incidéncia de Diaporthe destruens, D. batatas, D. kongii, Neoscytalidium dimidiatum,
Macrophomina sp. e Nigrospora vesicularifera como agentes causais do MP, bem como
foram apresentados os primeiros relatos mundiais da patogenicidade de D. citri e D.
ueckeri na batata-doce, com maior incidéncia de D. batatas. A correta identificacdo dos
agentes causais do mal-do-pé é de extrema importancia para a ado¢do das medidas de
manejo, visando atuar diretamente com o patdgeno presente na area e reduzir 0os danos
socioecondmicos gerados pela acdo dos patdgenos.
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1. INTRODUCAO

Em 2020, a batata-doce [Ipomoea batatas (L.)] tornou-se a 162 cultura
alimenticia mais cultivada no mundo, com producdo média de 89.487.835 toneladas. A
China lidera o ranking de paises produtores de batata-doce, com 10.116.704 toneladas
anuais. O Brasil € 0 16° do ranking, com 847,9 toneladas e, de acordo com informacdes
disponibilizadas pelo Censo Agropecuario, em 2020 a regido Nordeste foi a que deteve
maior parte da producdo, aproximadamente, 346 toneladas (FAO, 2022; IBGE, 2022).

Embora os valores anuais da producdo mundial da batata-doce continuem
expressivos, houve uma variacdo negativa nos Gltimos 45 anos, com reducdo de,
aproximadamente 59%, quando comparado ao pico de producdo em 1959, com 159
milhGes de toneladas (FAO, 2022). Dentre os fatores responsaveis pela reducdo na
producdo da batata-doce, destacam-se as doengas causadas por fungos, sendo o mal-do-
pé a principal doenca a afetar a cultura (VENDRAME, et al., 2021).

A principal forma de propagacdo do patdgeno sdo ramas contaminadas,
utilizadas como material propagativo, devido ao baixo custo e a alta eficiéncia na
germinacdo, bem como na manutencdo dos caracteres genéticos e fenotipicos da planta
original (PEREIRA et al., 2011). Os prejuizos ocasionados pela acdo do patdgeno
podem ser observados em todas as fases de desenvolvimento da cultura, inclusive na
pos-colheita, afetando diretamente sua comercializagcdo (MELLO et al., 2021).

Os sintomas caracteristicos da doenca iniciam-se com lesGes na haste da planta,
na regido do colo préximo ao solo, com coloragdo marrom. Com o avan¢o da doenca,
ocorre amarelecimento e murcha das folhas. O ataque severo causa podriddo no sistema
radicular, impedindo a formacdo das raizes tuberosas ou a colonizacdo das tuberas ja
formadas, sendo observada podriddo seca e escura. No armazenamento, este sintoma
evolui rapidamente, inviabilizando sua comercializagdo (ALMEIDA et al., 2020).

Inicialmente, a identificacdo dos patdgenos responsaveis pela doenca era
realizada através da analise morfoldgica das colonias, porém, estudos mostraram que as
diferencas morfoldgicas ndo eram suficientes para classificar os fungos a nivel de
espécies, podendo apresentar variacdo sob diferentes condi¢gdes ambientais. A utilizagdo
da anélise filogenética, através do sequenciamento de regides do DNA, possibilita a

descoberta de novos taxons, reclassificando algumas espécies fitopatogénicas



morfologicamente semelhantes, porém com variacdes genéticas significativas, como
Diaporthe spp. (ARIYAWANSA et al., 2021).

Até o presente momento, diferentes espécies fungicas sdo relatadas como
agentes causais do mal-do-pé da batata-doce, dentre as quais pode-se citar: Diaporthe
destruens, D. batatas, D. kongii, Neoscytalidium dimidiatum, Ceratocystis fimbriata,
Macrophomina phaseolina, M. pseudophaseolina, M. euphorbiicola, Lasiodiplodia
theobromae, L. hormozganensis, Fusarium solani, Rhizopus sp. e Nigrospora
vesicularifera (ALMEIDA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2023; BOEREMA et al.,
1996; MELLO et al., 2021; PIO-RIBEIRO et al., 2016).

Para um manejo correto da doenca, a diagnose correta torna-se uma aliada na
reducdo dos custos com medidas de controle, tendo em vista que o conhecimento do
patégeno permite a utilizacdo de acgdes direcionadas aquela espécie, potencializando a
eficiéncia dos métodos de manejo. Diante do exposto, o presente estudo teve como
objetivo identificar as espécies associadas ao mal-do-pé em diferentes areas de cultivo

de batata-doce no Nordeste do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.0BTENCAO DE ISOLADOS

Para o isolamento dos fungos, plantas e tiberas sintomaticas foram coletadas em
regides produtoras dos estados da Paraiba [Lucena (-6.89927, -34.8691) e Guarabira (-
6.85552, -35.4901)], Sergipe [Moita Bonita (-10.5717, -37.3414) e Santa Rosa de Lima
(-10.6561, -37.2004)] e do banco de Germoplasma de batata-doce, da Universidade
Federal de Alagoas, Campus Rio Largo (-9.466396, -35.829433), entre 0Ss meses de
fevereiro de 2019 a marco de 2020. Foram utilizados 14 isolados patogénicos do estado
de Pernambuco, cedidos pela Cole¢do de Fungos de Solo (CFS), do Laboratorio de
Fungos de Solo (LAFSOL), da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Fragmentos de tecido vegetais (7 mm) foram retirados da area de intersecédo
entre tecido necrosado e tecido assintomatico e submetidos a bateria de desinfestacdo
(&lcool 70% por 30 segundos; hipoclorito de sédio (NaCIO — 1%) por um minuto; duas
lavagens consecutivas com Agua Destilada e Esterilizada (ADE) e secos em papel filtro
qualitativo estéril (@ 9 cm, 80 g de gramatura). Posteriormente, os fragmentos foram
plaqueados em placas de Petri, contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA),
acrescido de Cloranfenicol (5 mg.L1), e incubados por cinco dias, na temperatura de 27

+ 2 °C, sob fotoperiodo de 12 horas (luz/escuro).



Todas as culturas puras foram transferidas para tubos criogénicos graduados de
rosca externa (Kasvi ®, Sdo José dos Pinhais, Brasil), de acordo com a metodologia

descrita por Castellani (1963), e depositadas, em seguida, na CFS.

2.2.TESTE DE PATOGENICIDADE

Para as avaliacbes da patogenicidade dos isolados e da epidemiologia
comparativa foram utilizadas tdberas assintomaticas, da cv. Rainha da Praia, com
tamanho aproximado de 15 cm, adquiridas na Central de Abastecimento de Pernambuco
— CEASA-PE. O material foi desinfestado com solugdo de hipoclorito de sédio (1%),
por 10 minutos, para remocdo de agentes externos e restos de solo.

Na inoculagéo, os isolados foram repicados para meio BDA + Cloranfenicol e
incubados por 15 dias, em temperatura de 25+2 °C, com 12h de fotoperiodo. Apds o
periodo de incubacdo, realizou-se a inoculacdo das tdberas utilizando o método de
discos da seguinte forma: a) pequenos furos (@ = 2 mm) foram realizados nas tuberas
com auxilio de agulha hipodérmica; b) sobre os furos foram depositados os discos de
meio BDA (@ = 5 mm) com crescimento micelial do isolado em contato com a
superficie do hospedeiro; c) fragmentos de fita Crepe 3M® (50 mm x 50 mm) foram
utilizados para fixacdo dos discos na superficie de cada tubera inoculada.

As tiberas foram submetidas as mesmas condigdes, porém com discos contendo
apenas meio de cultura BDA+ Cloranfenicol, no tratamento controle. Os tratamentos
foram submetidos a cAmara Umida, utilizando-se sacos plasticos transparentes (30x40
cm) e dispostos em delineamento em blocos casualizados, com 2 blocos e 6 repeticdes
por bloco, com remocdo da fita crepe ap6s 48 horas. Para recuperacdo dos respectivos
isolados, deu-se prosseguimento aos postulados de Koch.

As avaliactes foram realizadas a cada 48 horas, para observagdo do surgimento
dos sintomas, por 15 dias. Para patogenicidade, foi verificada a presenca ou auséncia de
sintomas do mal-do-pé nas tuberas, com a medi¢édo do didmetro das lesdes, utilizando o
paquimetro Digital Caliper (150mm — 6”) MK-040.

2.3.ANALISE FILOGENETICA

Para preparo da amostra, os patégenos foram cultivados em meio BDA, sob
pelicula de celofane de 35g, da Celomax ®, por 15 dias. Para obtencdo do micélio,
realizou-se a raspagem do papel celofane, prosseguindo-se com a extracdo de DNA,

utilizando o protocolo adaptado de Murray; Thompson (1980).



Devido a variacdo morfoldgica das culturas e ao nimero elevado de patdgenos,
foi estimada a diversidade de haplétipos entre os isolados, através do sequenciamento
da regido de Fator de Elongacdo 1-o (tefl-o) (Tabela 1), utilizando o software DnaSP
6.0 (ROZAS et al., 2017). Representantes de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente, contemplando todas as areas geograficas de origem dos isolados. Foram
sequenciadas as regides Internal Transcribed Space (ITS) e PB-tubulina (Tub),
marcadores indicados para analises multilocus dos géneros Lasiodiplodia,
Neoscytalidium, Diaporthe e Macrophomina, utilizando os primers listados na tabela 1.
As concentragdes de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoPhotometer
UV/Vis (IMPLEN, Korea) e diluidas para 25 ng / uL para reagcdes de PCR.

As amplifica¢Ges via PCR foram preparadas em reac6es com volume final de 14
pLcontendo: 2 pL de DNA; 0,625 pL dimethyl sulfoxide - DMSO (Synth, Séo Paulo,
BR); 0,625 pL Oligonucleotideo 1; 0,625 uL Oligonucleotideo 2; 6,25 pL GreenTaq
MasterMix (Promega); e 3,875 yL de agua ultrapura.

As ciclagens térmicas das PCR foram realizadas em SimpliAmp ™ Thermal
Cycler (Thermo Scientific, Waltham, USA), conforme Udayanga et al (2014) e Crous et
al (2004) para os primers. Os produtos de PCR foram corados com SYBR® green
(Thermo Scientific, Waltham, USA), e visualizados em gel de agarose (1%).

Purificaram-se as amostras da PCR com kit de purificacdo PureLink™ PCR
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as especificacbes do
fabricante. As sequéncias génicas foram obtidas por eletroforese capilar em
sequenciador automatico ABI3500, utilizando polimero POP7 e BigDye Terminator 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s mesmos conjuntos de iniciadores
utilizados para amplifica¢éo por PCR.

As sequéncias génicas foram montadas em contigs, editadas usando o programa
MEGA1l (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021), com sequéncias consenso
comparadas com sequéncias referéncias pertencentes aos géneros encontrados. Para
comparagOes das sequéncias através da andlise de BLAST (Basic Local Alignment

Tool) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), com espécies previamente identificadas

e depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sequéncias adicionais foram

obtidas. As sequéncias obtidas serdo depositadas no GenBank e ficardo a disposicédo
para consultas futuras.

A determinacdo dos haplotipos foi realizada usando o software DNA sequence
polymorphism — DnaSP verséo 6.12.03 (http://www.ub.edu/dnasp/). Os alinhamentos de
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multiplas sequéncias (MSAS) foram realizados no software Multiple Alignment
Program For Amino Acid Or Nucleotide Sequences — MAFFT versdo 7 (KATOH;
ROZEWICKI; YAMADA, 2019), usando ferramentas de ajuste para direcionamento
das sequéncias, submetendo posteriormente a um novo alinhamento no portal
GUIDANCE?2 (http://quidance.tau.ac.il/ver2) (SELA et al., 2015).

Os grupamentos genéticos individuais e concatenados (tefl-a, ITS e tub) foram

submetidos a Analise de Méaxima Verossimilhanga, em inglés ‘Maximum Likelihood’
(ML), estimadas com a ferramenta RAXML-HPC2- on SEDE, modelo GTR GAMMA,
na plataforma CIPRES Science Gateway versao 3.3

(https://www.phylo.org/index.php/), com 1000 reamostragens para calcular valores de

Boostratp. A arvore filogenética foi visualizada no software FigTree (RAMBAUT,
2018).

Baseando-se na comparacdo entre os resultados comparativos das filogenias dos
genes individuais e multilocus, obtidas por ML, os agrupamentos filogenéticos foram
determinados de acordo com o conceito de Reconhecimento de Espécies Filogenéticas
Genealdgicas e os critérios adotados para concordancia e discordancia entre genealogias
(TAYLOR et al., 2000).

2.4.EPIDEMIOLOGIA COMPARATIVA

Os parametros epidemiolégicos foram mensurados seguindo a metodologia
descrita no teste de patogenicidade, com o objetivo de observar possiveis diferencas na
expressao dos sintomas e avanco da doenca, relacionadas as diferentes espécies de
agentes causais identificadas. As avaliacbes foram realizadas a cada 48 horas, para
observacao do surgimento dos sintomas, por 15 dias e a medicao do didmetro das lesdes
foi realizada utilizando o paquimetro Digital Caliper (150mm - 6) MK-040, com
valores obtidos da média dos eixos das medicgdes.

Determinou-se também o Periodo de Incubacédo (PI), de acordo com o intervalo
de tempo entre a inoculacdo do patdégeno e o surgimento dos sintomas, a taxa de
progresso da doenga (r), calculada utilizando a equacdo Yt = Yot+Yo.r.t, onde Y =
diametro da lesdo, r = taxa de progresso da doenca e t = tempo de avaliaco) e a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD), obtida pela soma das médias da
severidade em cada intervalo de afericdo. As médias foram submetidas a andlise de
variancia e comparadas pelo teste de Scott-knott a 5%, para AACPD e PI, e Kruskal-

Wallis a 5%, para r, utilizando o Statistix 9.0.
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2.5.ANALISE MORFOLOGICA

Isolados representativos foram cultivados em placa de Petri (@ = 9 cm), com
meio BDA, por 10 dias, a 25+2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. O diametro das
coldnias foi medido diariamente, com auxilio de paquimetro digital, para calcular a taxa
de crescimento do patégeno (mm.dia?). Cada tratamento foi composto por cinco
repeticbes. Avaliou-se, apos 10 dias, a forma da col6nia, a densidade e a producéo de
pigmentos no meio BDA foram observadas apos sete dias. Forma, cor e tamanho dos
ascos foram observados usando microscopia de luz (Carl Zeiss, Berlim, Germany), por
objetivas de 10x e 40x.

3. RESULTADOS
3.1.0BTENCAO DE ISOLADOS

A partir do material vegetal sintomatico, foram obtidos e armazenados na CFS
239 isolados fungicos de Sergipe, Alagoas e Paraiba, somados aos 14 isolados de
Pernambuco (Tabela 2). Os isolados foram recuperados de cultivares distintas de batata-
doce: cv. CO-Roxa, cv. CO-Branca, cv. Rainha da Praia, cv. Beterraba, cv. Abobora, cv.
Rosada e cv. Vermelha, observando-se maior incidéncia nas areas de coleta cultivadas
com a cv. CO-Roxa (35%), cv.CO-Branca (30%) e cv. Rainha da Praia (20%).
3.2.TESTE DE PATOGENICIDADE

Dos isolados coletados na Paraiba, Sergipe e Alagoas, foram patogénicos 3, 22 e
17, respectivamente, com confirmagdo da patogenicidade dos isolados de PE. A
expressdo dos sintomas iniciou-se 48 horas apos a inoculacdo do patdgeno (Tabela 3),
com les0es circulares observadas seis dias apos a inoculagdo do patégeno, de coloragdo
variando entre castanho claro e escuro, com visualizacdo de picnidios de cor preta, em
alguns isolados (Fig. 2). Internamente, alguns isolados apresentavam lesdes
ascendentes, atingindo a polpa da batata-doce, encharcadas, incialmente castanhas,

tornando-se necrosadas com o desenvolvimento dos sintomas (Fig. 3).

3.3.ANALISE FILOGENETICA
A partir dos amplicons sequenciados obteve-se 39 sequéncias para tefl-o ¢ 18
para ITS e TUB2. Foram obtidos 16 haplétipos (Tabela 4), por meio do sequenciamento
das regides tefl-a, sendo selecionados 18 isolados representativos para amplificagdo e

sequenciamento de ITS ¢ B-TUB, com analise filogenética concatenada (tefl-a, ITS e B-



TUB), comparada com regides de espécies representativas ja descritas previamente
(Tabela 5).

A anélise de ML revelou a incidéncia de Diaporthe batatas, D. destruens, D.
kongii, D. citri e D. ueckeri (Fig. 4), Macrophomina sp. (Fig. 5) e Neoscytalidium

dimidiatum (Fig. 6) nas areas, todos suportados por valores de Bootstrap < 85.

3.4.EPIDEMIOLOGIA COMPARATIVA

Em relacdo as espécies identificadas neste trabalho, Diaporthe batatas foi a de
maior frequéncia, sendo encontrada nas areas de coleta de Pernambuco, Alagoas e
Sergipe, em ramas e tuberas. Os isolados de D. destruens foram recuperados dos
estados de Pernambuco e Paraiba, D. ueckeri, D. citri e Neoscytalidium dimidiatum no
estado de Pernambuco, D. kongii em Pernambuco e Sergipe e Macrophomina sp. na
Paraiba (Fig. 7).

O periodo de incubacdo dos patdgenos variou entre dois e treze dias e 0s
resultados de AACPD diferiram significativamente entre si (p<0,05) entre os isolados.
O agrupamento epidemiolégico foi realizado através da distribuicdo dos isolados, com
intervalos de AACPD de 6,5 a 139 mm2 sem distincdo especifica (Fig. 8).
Aproximadamente 84% dos isolados apresentaram médias entre 6,5 e 59 mm2, ndo
sendo a variacdo uniforme entre as espécies. Os valores de r ndo diferiram
significativamente entre si (p<0,05), portanto ndo foram ranqueados (Tabela 3).

3.5.ANALISE MORFOLOGICA

Foram observadas col6nias de coloragdo amarela, branca, cinza, preta e verde
olivacea, algumas apresentando manchas zonadas, gutacdo e producdo de picnidios
(Tabela 6). Isolados de D. batatas tiveram, dentre as principais carateristicas
morfoldgicas, coloracdo branca na parte superior da colénia (tampa), branca e verde
olivacea na parte inferior (fundo), manchas zonadas, producéo de picnidios de tamanhos
distintos e coloracao preta, crescimento cotonoso e gutacdo em alguns isolados (Fig.
9A). As colbnias de D. destruens (Fig. 9B) apresentaram crescimento rasteiro,
coloragdo marrom e ndo houve formacéao de picnidios.

Para D. kongii (Fig. 9C), o crescimento colonial observado foi de micélio
amarelo na parte superior e marrom na parte inferior. A col6nia de D. ueckeri (Fig. 9D)
apresentou cor cinza no fundo e branca na parte superior, crescimento cotonoso e pode
ser observada a gutacdo, semelhante a col6nia de D. citri (Fig. 9E), que, além destas

caracteristicas, produziu picnidios grandes e pretos. No isolado de Macrophomina sp.



(Fig. 9F), observou-se micélio preto, de crescimento cotonoso, assim como o isolado de

Neoscytalidium dimidiatum (Fig. 9G).
4. DISCUSSAO

O elevado numero de isolados obtidos nas areas de coleta reflete a problematica
da doenca, sendo observadas areas 100% inviabilizadas para o cultivo, principalmente
nos estados de Alagoas, Pernambuco e Sergipe, onde um elevado nimero de fungos foi
isolado. Dados da FAO (2022) mostram que houve reducdo de 2,7% na producdo
nacional de batata-doce, entre as safras de 2020 e 2021, sendo esta queda na producdo
atribuida a diversos fatores, dentre eles a incidéncia do mal-do-pé (VENDRAME et
al.,2022).

Os principais métodos adotados no manejo da doenca é utilizacdo de cultivares
resistentes e a producdo de mudas micropropagadas certificadas e livres do patdgeno. A
produtividade meédia abaixo das cultivares convencionais, bem como diferentes
caracteristicas de coloracdo e polpa, dificulta a aceitacdo de cultivares resistentes no
mercado, incentivando o uso das cultivares suscetiveis (AMARO et al., 2019;
VENDRAME et al., 2022).

Observou-se maior incidéncia da doenca nas areas de plantio onde sdo
produzidas as cultivares CO-Roxa, CO-Branca e Rainha da praia. Embora a literatura
afirme que ndo h& cultivares resistentes ao mal-do-pé da batata-doce, nas areas
cultivadas com a cv. Nova Italiana, cultivar regional do estado de Sergipe, ndo foram
observados sintomas da doenca (VENDRAME et al., 2022).

Os isolados patogénicos promoveram sintomas caracteristicos de podridao de
tiberas em batata-doce, semelhantes aos descritos na literatura, havendo variacdo na
coloragéo dos sintomas, de acordo com os isolados estudados. A presenca de podriddo
de cor castanha nos tratamentos com isolados de Diaporthe spp. e preta, para 0s
isolados de N. dimidiatum e Macrophomina sp. foi evidenciada neste estudo, com
sintomas semelhantes aos identificados por GAI et al. (2016), HAO et al. (2020) e
MELLO et al. (2021).

A variabilidade morfoldgica dos isolados patogénicos fomentou os estudos sobre
diversidade de agentes causais da doenca, tendo em vista que as caracteristicas
observadas em alguns isolados diferiram das caracteristicas gerais relatadas para o

género Diaporthe, tais como coloracdo das coldnias, producdo de picnidios e formato



das hifas (GAO et al., 2017; UDAYANGA et al., 2014). A diversidade de géneros se da
mediante a proximidade das areas de producdo de batata-doce e areas de producdo de
hortalicas, cana-de-acUcar e outras raizes, pois uma espécie com ampla gama de
hospedeiros, tende a se estabelecer com maior facilidade em novas areas de cultivo, ndo
necessitando de hospedeiro-especifico para o seu desenvolvimento (MELLO et al.,
2021).

Atualmente, considera-se D. destruens como principal agente causal do mal-do-
pé da batata-doce, contudo, o alto nimero de isolados de D. batatas mostra que ha
predominancia desta espécie nas areas de coleta, em todas as regifes geograficas
estudadas. Baseando-se nos resultados obtidos, ndo se descarta a possibilidade de
espécies distintas coexistirem na area, sobrevivendo como saprofitas ou endofitas e
comportando-se como oportunistas, infectando o hospedeiro em situacdes de estresse ou
por ferimentos gerados pela acdo de pragas ou danos durante o manejo da cultura
(MELLO et al., 2021).

A patogenicidade de Neoscytalidium dimidiatum e Macrophomina sp. em batata-
doce, teve seu relato publicado recentemente, com isolados coletados em regides
produtoras também no nordeste do Brasil (MELLO et al., 2019; MELLO et al., 2021).
Almeida et al. (2023) identificaram a espécie N. vesicularifera como agente causal do
mal-do-pé, em plantacGes localizadas no estado de Pernambuco, confirmando a
diversidade de agentes causais da doenca.

Os primeiros relatos de D. ueckeri causando podriddo em batata-doce, em
regides produtoras representativas no nordeste brasileiro, sdo apresentados neste
trabalho. Por meio de tais relatos, ampliamos o leque de diversidade de géneros
responsaveis pelo mal-do-pé da batata-doce, fomentando material para mais estudos
sobre etiologia, epidemiologia e manejo da doenca (ALMEIDA et al., 2020; ALMEIDA
et al., 2023).

Os resultados deste estudo comprovam a disseminacdo de patdgenos
responsaveis pelo mal-do-pé da batata-doce, na regido Nordeste do Brasil, indicando
que a sua facilidade em se adaptar a novas culturas pode representar uma ameaca para a
agricultura atual. A correta identificacdo dos agentes causais do mal-do-pé é de extrema
importancia para a adocdo das medidas de manejo, visando atuar diretamente com o
patdgeno presente na area e reduzir os danos socioecondmicos gerados pela acdo dos

patdgenos.
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ANEXOS | - FIGURAS

Figura 4. Sintomas do mal-do-pé da batata-doce. Ramas sintomaticas (A, B e C). Corte
transversal de tUberas sintomaticas: cv. Beterrada Beterraba (D) e cv. Rainha da Praia

E)._

Figura 5. Sintomas do mal-do-pé em tuberas, cv. Rainha da Praia, causados por D.
ueckeri (CFS1076) D. Batatas (CFS870), D. destruens (CFS294), D. citri (CFS1048),
D. kongii (CFS627), N. Dimidiatum (CFS295) e Macrophomina sp. (CFS1139).
Sintomas no ponto de inoculacdo (A); Corte transversal e sintomas em profundidade

CFS870

CFS1076 |

CFS295

(B) CFS1139




Figura 6. Visualizacdo de sintomas a partir do corte transversal de tuberas de batata-

doce



Figura 7. Arvore de Maxima Verossimilhanca — MV de espécies de Diaporthe, baseada
nas regides génicas ITS, tefl-o e tub2, enraizada com Diaporthella corylina (CBS
121124). Os valores de Bootstraps acima de 70, estdo dispostos nos ramos, proximos
aos nos. Sequéncias em negrito foram obtidas nesse estudo e encontram-se destacadas

em cinco agrupamentos coloridos (1, I1, I11, IV, V).
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Figura 8. Arvore de Méaxima Verossimilhanca — MV de Macrophomina sp., baseada
nas regioes génicas ITS, tefl-a, enraizada com Botryosphaeria dothidea (DAR77825).

Os valores de Bootstraps acima de 70, estdo dispostos nos ramos, proximos aos nos.
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Figura 9. Arvore de Méaxima Verossimilhanca — MV de Neoscytalidium dimidiatum,
baseada nas regides génicas ITS e tefl-a, enraizada com Macrophomina phaseolina
(PD112). Os valores de Bootstraps acima de 70, estdo dispostos nos ramos, proximos
aos nos. Sequéncias em negrito foram obtidas nesse estudo.

Neoscytalidium novaeholfandiae CBS122071

Neoscytalidium novachollandiae CBS122610

84 L Neoscytafidium novaehollandiae CBS122072
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Macrophomine phaseofina PD112

Figura 10. Frequéncia de espécies patogénicas associadas ao mal-do-pé da batata-doce,
de acordo com a regido geogréfica.
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Figura 11. Agrupamento epidemiolégico (conforme a severidade estimada pelos valores
médios da area abaixo da curva do progresso da doenca — AACPD) de isolados
patogénicos a batata-doce.
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Figura 12. Agentes causais do mal-do-pé da batata-doce: Diaporthe batatas (A); D.
destruens (B); D. kongii (C); D. ueckeri (D); D. citri (E); Macrophomina sp. (F);
Neoscytalidium dimidiatum (G)
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ANEXO Il - TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de primers e regides génicas utilizados neste estudo.

Regido  Primer Sequéncia Referéncia
ITS ITS1 5’-TCCGTWGGTGAACCWGC-3’ White et al., 1990
Udayanga et al.,
ITS ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
2012
EF 258F 5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’ Carbone; Kohn 1999
Udayanga et al.,
EF 986R 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’
2012
EF 688F 5’-CGGTCACTTGATCTACAAGTGC-3’
Alves et al., 2008
EF 1251R 5 -CCTCGAACTCACCAGTACCG-3
Tub2 Btla 5’-GGTAACCAAATCGGTGCTTTC-3’
Crous et al., 2004
Tub2 Btlb 5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’
Tub2 Bt2a 5’-GGTAACCAAATCGGTGCTTTC-3’

Crous et al., 2004
Tub2 Bt2b 5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’

Tabela 2. Descricdo e procedéncia de isolados fungicos obtidos de Ipomoea batatas.

Cadigo* Local Local
CFS 740 — 759, 791, 792 Tabera Santa Rosa de Lima/Povoado de Areia / SE
CFS 789 Tubera Moita Bonita / SE
CFS 894 — 897, 952, 953 Tubera Rio Largo/UFAL
CFS 11311138, 1143 -1148  Tubera Itambé/PB
CFS 1159 - 1161 Tubera Lucena/PB
CFS760 — 788, 790, 793 — 798 Caule Santa Rosa de Lima/Povoado de Areia / SE
CFS798 — 851, 853 — 874 Caule Moita Bonita / SE
CFS875 — 89_39338 — 921,954 Caule Rio Largo / UFAL
CF82941’062237’_11001356_ 1021, Caule Sdo Joaquim do Monte / PE
CFS1037 - (1:5%053’ 1055 - Caule Belém de Maria/PE
CFS1064, 1065 Caule Palmares / PE
CFS1066 — 1075 Caule Cupira/ PE
CFS1022, 1054, 1076 — 1130 Caule Lagoa dos Gatos / PE
CFS 1139 — 1142 Caule Lucena/PB

CFS 1149 — 11458 Caule Guarabira/PB




Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso da doenca, taxa de progresso da doenca e
periodo de incubacdo de agentes causais do mal-do-pé da batata-doce.

Cdigo AACPD” v PIz
CFS 831 14,178 % 5,99¢ 0,0426 £ 0,02 7
CFS 802 11,587 + 1,92¢ 0,0279 + 0,01 7
CFS 775 11,433 + 8,56¢ 0,0000 +0 13
CFS 817 12,798 + 1,81¢ 0,0415+0 7
CFS 740 12,582 + 1,47¢ 0,0448 £ 0 7
CFS 750 11,956 + 1,35¢ 0,0205+ 0 9
CFS 752 25403 + 4,92° 0,0674 + 0,01 9
CFS 861 11,420 * 3,53¢ 0,0199 +0 9
CFS 742 14,350 + 3,71 0,0234 + 0,01 9
CFS 823 6,502 + 0,30¢ 0,0000 + 0,00 13
CFS 754 26,344 + 8,93 0,0744 + 0,02 7
CFS 778 21,396 + 7,16 0,0617 + 0,02 7
CFS 837 9,608 + 3,25¢ 0,0000 £ 0 13
CFS 791 65,052 + 3,112 0,11795 %0 7
CFS 822 27,668 + 2,64° 0,060335 + 0,06 11
CFS 773 40,424 + 2,970 0,067328 + 0,02 8
CFS 829 45,999 + 24,85 0,092272 + 0,02 8
CFS 747 90,072 + 3,782 0,109441 + 0 7
CFS 828 44,401 +7,13b 0,065118 + 0,02 9
CFS 935 38,748 + 0,53 0.0861+0 7
CFS 942 26,845 + 6,80° 0.0854 + 0,02 7
CFS 879 27,911 + 2,40° 0.0987 £ 0 7
CFS 913 54,618 + 13,04° 0.0875 + 0,01 9
CFS 897 25,981 + 1,50° 0.0679+0 9
CFS 903 25,443 +7,10° 0.0464 + 0,02 9
CFS 870 18,654 + 3,02¢ 0.0345 + 0,01 9
CFS 896 26,877 +5,08° 0.0732 0,01 7
CFS 932 18,283 + 2,93 0.0493 + 0,02 8
CFS 907 15,607 % 1,64¢ 0.0290 £ 0 7
CFS 865 16,482 + 3,05¢ 0.0478 + 0,01 9
CFS 946 22,117 + 4,97° 0.0417 £ 0 9
CFS 931 14,948 + 1,67¢ 0.0434 + 0,01 9
CFS 934 27,862 + 9,65° 0.0541 + 0,02 7
CFS 965 15,623 + 1,13¢ 0.0334 0 7
CFS 937 16,889  4,00¢ 0.0222 + 0,01 9
CFS 854 30,113 + 3,91° 0.0797 0,01 7
CFS 953 13,641 + 0,27¢ 0.0313%0 7
CFS 970 28,158 + 8,16° 0.0683+0 7
CFS 960 26,056 + 0,99¢ 0.0412 + 0,01 7
CFS 1156 49,727 + 3,07 0.0259 + 0 7
CFS 1139 26,650 + 12,6° 0.0302+0 5
CFS 1136 15,147 + 8,80¢ 0.2391 + 0,05 9
CFS 1015 55,1725 + 2,61 0,0689 + 0,01 4
CFS 1017 42,741 + 19,98 0,1166 + 8
CFS 1023 91,384 + 19,19 0,0605 + 0,01 8
CFS 1029 36,102 + 12,9 0,0794 + 0,02 4




Tabela 3. Continuagéo

CFS 1043 62,755 + 13,52 0,0601 + 0 4
CFS 1044 37,726 +2,17° 0,0593 + 0 7
CFS 1047 133,574 + 17,5° 0,0722 +0 2
CFS 1048 39,639 + 4,73 0,0700 0 5
CFS 1056 78,571 + 38,37 0,1076 + 0,07 6
CFS 1059 60,505 =+ 3,88 0,0614 + 0 4
CFS 1061 56,667 + 8,13" 0,0444 + 0,01 3
CFS 1076 30,181 + 10,79° 0,2631 + 0,10 8
CFS294 42,741 + 19,9 0,11668 + 0,03 5
CFS295 112,087 + 7,9 0,049453 + 0 3
CFS 627 75,82 + 1,142 0,054389 + 0,01 2
M.G 35,77
C.V(%) 11,52

XAACPD — Area abaixo da curva de progresso da doenca (mm2): valores médios + valores de desvio
médio. Para analise estatisticas, os valores foram submetidos a transformacdo de Logaritmo: Log
(AACPD). Médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-knott a 5%
de probabilidade.

Yr — Taxa de progresso da doenga (mm.dia?): valores médios estimados pelo modelo linear
(Yt=Y0+YO0.r.t). Para analise estatisticas, os valores foram submetidos a transformacéo de Logaritmo:
Log(r). Médias seguidas por letras diferentes, diferem entre si (p<0,05) pelo teste de Scott-knott a 5% de
probabilidade

“PI - Periodo de incubagdo (dias): determinado pelo intervalo de tempo entre a inoculagdo e o surgimento
dos primeiros sintomas.

Tabela 4. Diversidade de haplétipos entre os isolados, através do sequenciamento da
regido de Fator de Elongacgéo 1-a (tefl-a)
Haplotipo Frequéncia® Sequéncias (CFS)

953, 965, 970, 1023, 1029,

1032, 1044, 1051, 1056,

1 23 1133, 865, 896, 897, 903,
907, 932, 935, 937, 942,
1043, 1059, 1047, 1015

2 1 931
3 1 1038
4 1 960
5 1 1017
6 2 1035, 1136
7 1 870
8 1 879
9 1 942
10 1 854
11 1 1048
12 1 1076
13 1 627
14 1 294
15 1 295
16 1 1139

aNumero de isolados patogénicos
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Tabela 6. Caracteristicas morfolégicas de agentes causais do mal-do-pé da batata-doce

Codigo Corda Cordo Coloracao Formato de  Guta- Producdode Corde  Tamanho do
CFS  Tampa Fundo Zonada Crescimento cdo Picnidio Picnidio Picnidio
1015 B B/V N&o Rasteiro  Sim Sim P Médio
1017 MY/B M N&o Cotonoso N30 N&o X X
294 M/B M N&o Rasteiro Nao Néo X X
1023 B/V \Y/ N&o Cotonoso  Na&o Sim P Grande
1029 B/V \Y/ N&o Cotonoso  N&o Sim P Pequeno
1032 B/V \Y/ Nao Cotonoso  Néao Sim P Médio
1035 M/B M Nao Rasteiro Nao Nao X X
1038 M/B M/B Sim Rasteiro Sim Nao X X
1043 B/ Vf \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
1044 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
1047 B B/V Nao Cotonoso  Sim Sim P Médio
1048 B/C°® BI/C Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
295 P¢/C P Nao Cotonoso  Nao Nao X X
1051 B/V Vv Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
627 A? M Nao Rasteiro Nao Nao X X
1056 B/V \/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
1059 B/V \/ Nao Cotonoso  Néo Sim P Grande
1061 B/C C Nao Cotonoso  Sim Nao X X
1076 B/C C Nao Cotonoso  Néo Nao X X
1139 P/C P N&o Cotonoso  Néo Nao X X
1136 M/B M Nao Rasteiro Nao Nao X X
1133 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
752 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
854 A M Nao Rasteiro Nao Nao X X
865 B/V \/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
870 B/C BI/C Sim Contonoso  Sim Sim P Grande
879 B/V \/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
896 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
897 B B Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
903 B B Né&o Cotonoso  Néo Sim B Pequeno
907 B/V BI/V Sim Contonoso  Sim Sim P Médio
913 B B Nao Rasteiro Nao Nao X X
931 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
932 B B/V Sim Contonoso  Sim Sim P Médio
934 B/V \/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
935 B B/V Sim Contonoso  Sim Sim P Médio
937 A/B A Sim Contonoso  Sim Néo P Pequeno
942 B/V BI/V Sim Contonoso  Sim Sim P Pequeno
946 B/V \Y/ Sim Cotonoso  Sim Sim P Grande
953 B/V B/V Sim Contonoso  Sim Sim P Pequeno




Tabela 6. Continuagao

960 B/V B/V Sim Contonoso  Sim
965 B B/V Sim Contonoso  Sim
970 B B/V Sim Contonoso  Sim

Sim
Sim
Sim

P

Pequeno
Grande
Médio

aAmarelo; "Branco; cCinza; “Marrom; ¢Preto; "Verde Olivéceo.
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RESUMO

A disseminacdo em larga escala do mal-do-pé da batata-doce, demonstra a importancia
da descoberta de manejos eficazes contra a doenca. Como alternativa ao controle
quimico, o controle bioldgico tem sido amplamente estudado e aplicado nas lavouras,
sendo considerado economicamente vidvel e ambientalmente correto. Como um dos
principais grupos de agentes biocontroladores (BCAs), pode-se citar as leveduras, que
ganham destaque por apresentarem facilidade de producdo e cultivo in vitro, facil
adaptacdo nutricional, alta capacidade de proliferacdo e coloniza¢do, bem como os
compostos secretados por elas, sejam eles volateis ou ndo. Diante do exposto, 0 presente
trabalho objetivou avaliar o potencial biocontrolador de Candida orthopsilosis e
Moesziomyces aphides em Macrophomina sp. (CFS1139), Diaporthe destruens
(CFS294), D. batatas (CFS946 e CFS937) e Nigrospora vesicularifera (CFS1061), bem
como avaliar a producdo de compostos livres de células de leveduras, compostos
termoestaveis e/ou compostos volateis, in vitro. Além de testes in vitro, o estudo
permitiu propor formas e tempos de aplicacdo das leveduras, com o intuito de obter
protecdo de mudas, para que as mesmas possam ser plantadas em areas com historico da
doenga. As leveduras foram identificadas molecularmente, por meio da extracdo de
DNA, reacdes em cadeia de polimerase (PCR), amplificacdo das regies de Subunidade
maior do RNA ribossomal (LSU) e Internal Transcribed Space (ITS). Foi utilizada a
Anélise de Maxima Verossimilhanca para identificagdo dos isolados utilizados neste
estudo, comparando-os com espécies descritas previamente, com obtencdo da arvore
filogenética, identificando as leveduras como Candida orthopsilosis (CFS809, CFS811
e CFS808) e Moesziomyces aphidis (CFS810). Nos testes in vitro, 0S mecanismos como
producdo de compostos volateis, compostos termoestaveis e compostos livres das
células das leveduras foram responsaveis pela inibicdo do crescimento micelial de todos
0s patdgenos. Os resultados dos testes em mudas mostraram que todos os isolados de
BCAs reduziram significativamente a expressao dos sintomas da doenca nas plantas,
com periodo ideal para imersdo das mudas na suspensdo de leveduras variando de
acordo com a levedura e o patogeno testado. A descoberta de métodos eficazes para o
manejo da doenca é de fundamental importancia para a redugdo dos danos econémicos
gerados nas areas de producdo, devido a alta devastacdo das lavouras. O estudo permitiu
propor formas e tempos de aplicacdo das leveduras, com o intuito de obter protecéo de
mudas, para que as mesmas possam ser plantadas em areas com historico da doenca.
Palavras-chave: Antagonista; biocontrole; Ipomoea batatas; leveduras;
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve uma varia¢do negativa na producao brasileira de batata-
doce, com reducdo de, aproximadamente, 59% do valor maximo de producéo, obtido
em 1959. Embora seja considerada a maior produtora nacional, a regido nordeste teve
reducdo na producdo em torno de 50% entre os anos de 2006 e 2017, voltando a retomar
0 crescimento da produgédo em 2018 e nos anos posteriores (FAO, 2023; IBGE, 2022).
Além do uso de pouca tecnologia na producdo, a incidéncia de doencas € um dos
principais fatores que contribuem diretamente para a reducdo na producdo da cultura,
como o mal-do-pé (ALMEIDA, 2018; PEDROSO et al., 2021).

Atualmente, devido a diversidade de géneros patogénicos a batata-doce,
responsaveis por sintomas de podriddo, técnicas de controle tém sido empregadas sem
muito sucesso, com excecdo da utilizacdo de mudas micro propagadas, isentas dos
patdgenos. Porém, com a disseminacdo da doenca, a maior parte das areas produtoras ja
tem relatos do patdgeno, sendo o cultivo micro propagado de mudas associado ao uso
de cultivares resistentes.

Até 0 momento atual, foram relatados como agentes causais de podriddes da
batata-doce Diaporthe destruens, D. kongii, Neoscytalidium dimidiatum, Ceratocystis
fimbriata, Macrophomina faseolina, M. pseudophaseolina, M. euphorbiicola,
Lasiodiplodia theobromae, L. hormozganensis, Fusarium solani e Rhizopus sp.
(ALMEIDA et al., 2020; BOEREMA et al., 1996; MELLO et al., 2021; PIO-RIBEIRO
et al., 2016). Sdo fungos com alta capacidade de sobrevivéncia em restos de culturas,
plantas invasoras e voluntarias. Devido a capacidade de sobrevivéncia do patégeno em
restos culturais, a propagacdo de ramas tem se tornado a principal forma de
disseminacdo da doenca, tendo em vista que os agricultores da regido, em sua maioria,
adquirem ramas oriundas de areas com infestacdo dos patdogenos (PEREIRA et al.,
2011).

N&do h& registros de defensivos agricolas eficazes no controle das doencas,
inclusive, no Brasil, ndo ha produtos registrados para o controle do mal-do-pé na batata-
doce (AGROFIT, 2022). Ademais, o uso descontrolado de produtos quimicos, sem
respeitar as recomendaces dos fabricantes elevou o indice de danos ao meio ambiente e
aos seres humanos, além do surgimento de populacbes fitopatogénicas resistentes a
determinados ingredientes ativos (BETTIOL et al., 2017; HAWKINS et al., 2019).



O surgimento de problemas pelo uso inadequado de produtos quimicos, faz o
controle bioldgico tornar-se cada vez mais fundamental para 0 manejo sustentavel e
eficaz de doencas de plantas, preservando os recursos naturais e a qualidade do meio
ambiente, bem como a saude do ser humano. Dentre os principais agentes de controle
bioldgicos estudados atualmente, destacam-se as leveduras. As leveduras sdo fungos
eucaridticos, unicelulares, presentes na microbiota das plantas, utilizadas como agentes
biocontroladores, pois sdo capazes de inibir ou interferir no crescimento,
desenvolvimento, reproducdo ou atividade de fitopatdgenos importantes para a
agricultura (ZHANG et al., 2020).

Além dos requisitos ja mencionados, uma levedura é considerada um agente
biocontrolador com potencial aplicacdo comercial quando é capaz de crescer em meios
de cultura simples e baratos, ser facil de armazenar, ter compatibilidade com outros
métodos de manejo, como quimico e fisico e ndo ser patogénica as plantas, ao homem e
a animais. Estudos mostram que, além destas caracteristicas, as leveduras ndo produzem
metabdlitos toxicos ao ser humano, podendo ser utilizadas em tratamentos de doencas
pos-colheita, e ndo contaminam o meio ambiente (HERNANDEZ-MONTIEL et al.,
2021; MILLAN et al., 2021).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar o potencial
biocontrolador de Candida orthopsilosis e Moesziomyces aphidis em Macrophomina
sp., Diaporthe destruens, D. kongii, D. batatas e Nigrospora vesicularifera, bem como
avaliar a producdo de compostos livres de células de leveduras, compostos
termoestaveis e/ou compostos volateis, in vitro. Além de testes in vitro, o estudo
permitiu propor formas e tempos de aplicacdo das leveduras, com o intuito de obter
protecdo de mudas, para que as mesmas possam ser cultivadas em areas com histérico

da doenca.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1.  OBTENCAO E PRESERVACAO DOS ISOLADOS

Para realizacdo dos testes, isolados de leveduras (CFS808, CFS809, CFS810 e
CFS811), Diaporthe batatas (CFS946 e CFS937), D. destruens (CFS294), Nigrospora
vesicularifera (CFS1061) e Macrophomina sp. (CFS1139) foram cedidos pela Colecéo
Micoldgica do Laboratério de Fungos do Solo (LAFSOL). Os isolados patogénicos
cedidos foram repicados para placas de Petri, com meio Batata-Dextrose-Agar (BDA),

enquanto as leveduras foram repicadas em meio Yeast Extract-Peptone-Dextrose



(YEPD + agar). Ambos foram purificados, quando necessarios, e preservados em
duplicatas, pelo método Castellani (1963).

A visualizacdo das caracteristicas morfoldgicas das coldnias (Tab. 1) foi
realizada utilizando a lupa esteroscopica da Opton®, modelo TIM-2BR (Almeida,
2018). A identificacdo dos isolados, bem como descricdo do local de origem, pode ser
observada na tabela 2.

Tabela 8. Aspectos morfoldgicos de leveduras isoladas da batata-doce

Isolado Cor  Textura Forma Borda Superficie Tamanho*

CFS811 Branca Brilhosa Circular Redonda Convexa Médio

CFS809 Branca Brilhosa Circular Redonda  Convexa Médio

CFS808 Branca Brilhosa Circular Redonda Convexa Médio

LCB11 Branca Brilhosa Circular Redonda Convexa Médio

CFS810 Bege Brilhosa Filamentosa Irregular  Rugosa grande

Fonte: Almeida (2018)

Tabela 9. Descricédo e procedéncia de isolados patogénicos utilizados nos experimentos

Caodigo Espécie Local
CFS 937 Diaporthe batatas UFAL — AL
CFS 946 Diaporthe batatas UFAL — AL
CFS 1139 Macrophomina phaseolina Lucena — PB
CFS 294 Diaporthe destruens Sao Joaquim do Monte — PE
CFS 1061 Nigrospora vesicularifera Belém de Maria — PE

2.2. IDENTIFICACAO MOLECULAR E ANALISE FILOGENETICA

O preparo das amostras foi realizado através do cultivo das leveduras em meio
YEPD, por 72 horas. As col6nias foram congeladas, com tampdo de extracéo,
prosseguindo com a extracdo de DNA, de acordo com o protocolo adaptado de Murray;
Thompson (1980). As concentragbes de DNA foram quantificadas em
espectrofotdbmetro NanoPhotometer UV/Vis (IMPLEN, Korea) e ajustadas para 25 ng /
uL para reagdes de PCR.



Os isolados CFS810, CFS811 foram previamente descritos por Almeida (2018)
como M. aphidis e C. orthopsilosis, respectivamente, através do sequenciamento da
regido Internal Transcribed Space (ITS), sendo realizado neste estudo o sequenciamento
da regido Large-Subunit rDNA (LSU - D1/D2) para complementar as analises
filogenéticas e oferecer maior seguranca na identificacdo das espécies. Para os demais
isolados, CFS809 e CFS808 foi realizado o sequenciamento de ambas as regides,
utilizando os primers listados na tabela 1.

As amplifica¢Ges via PCR foram preparadas em rea¢6es com volume final de 25
uL contendo: 2 pul de DNA tamplate, 1 U Platinum® Tag DNA Polymerase; 2,5 pl 10X
PCR Buffer; 2 pl magnesium chloride 50 mM; 2,5 ul nucleotideo mix (Thermo
Scientific, Waltham, USA); 2 ul de cada primer forward e reverse, a 10 uM
(sintetizados por InvitrogenTM, Carlsbad, USA), 1 pl de dimethyl sulfoxide - DMSO
(Synth, Sdo Paulo, BR) e 10,85 pl de agua ultrapura.

As ciclagens térmicas das PCR foram realizadas em SimpliAmp TM Thermal
Cycler (Thermo Scientific, Waltham, USA), seguindo a ciclagem optimizada por
Udayanga et al (2014) e Crous et al (2004) para os primers. Os produtos de PCR foram
corados com SYBR® green (Thermo Scientific, Waltham, USA), e visualizados em gel
de agarose (1%).

Os produtos de PCR obtidos foram purificados com kit de purificacdo
PureLinkTM PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA), de acordo com as
especificacbes do fabricante. As sequéncias génicas foram obtidas por eletroforese
capilar em sequenciador automatico ABI3500, utilizando polimero POP7 e BigDye
Terminator 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s mesmos conjuntos de
iniciadores utilizados para amplificagdo por PCR.

As sequéncias génicas foram editadas em contigs, através do programa
MEGA1l (TAMURA, STECHER e KUMAR, 2021), com sequéncias consenso
comparadas com sequéncias referéncias pertencentes aos géneros encontrados. Para
comparagOes das sequéncias através da analise de BLAST (basic local alignment tool)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), com espécies previamente identificadas e

depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), sequéncias adicionais foram

obtidas. As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank e ficardo a disposicdo
para consultas futuras.

Os grupamentos geneticos individuais e concatenados (ITS e LSU D1/D2) foram
submetidos a Andlise de Maxima Verossimilhanga (em inglés, Maximum likelihood —
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ML) e Inferéncia Bayesiana (IB), para identificacdo dos isolados utilizados neste
estudo, comparando-os com espécies descritas previamente. As analises de ML foram
estimadas com a ferramenta RAXML-HPC2- on SEDE, modelo GTR GAMMA, na
plataforma CIPRES Science Gateway versdo 3.3 (https://www.phylo.org/index.php/),

com 1000 reamostragens para calcular valores de Boostratp.

Para IB, 0 modelo de evolucdo K80+G foi determinado no MrMODELTEST 2.3
(POSADA E BUCKLEY, 2004), de acordo com o Critério de Informacdo Akaike
(AIC), e as estimativas filogenéticas foram inferidas empregando-se o método da
Cadeia de Marcov e Monte Carlo (MCMC), pela ferramenta MrBayes on XSEDE, no
portal web CIPRES. Quatro cadeias MCMC foram executadas simultaneamente, a partir
de arvores aleatorias para 50 milhGes de geragdes, amostradas a cada 1.000 geracdes,
totalizando 50.000 arvores. As probabilidades posteriores (PP) foram calculadas apds o
descarte dos primeiros 25% das geragdes como burn-in e selecdo de uma arvore de
consenso, gerada a partir das arvores restantes.

As arvores foram visualizadas utilizando a ferramenta FigTree v1.4.3
(RAMBAUT, 2018), exportadas e editadas no software Adobe Illustrator Lite®
Portable (Adobe®). Os agrupamentos filogenéticos foram determinados de acordo com
0 conceito de Reconhecimento de Espécies Filogenéticas Genealdgicas e os critérios
adotados para concordancia e discordancia entre genealogias (TAYLOR et al., 2000).
2.3.  CULTIVO CONJUNTO

O teste do cultivo conjunto foi realizado com o objetivo avaliar o potencial
biocontrolador das leveduras. Foram escolhidas e utilizadas quatro leveduras (CFS811,
CFS809, CFS810 e CFS808) e cinco patdgenos (CFS627, CFS294, CFS1061, CFS1139
e CFS937). A suspenséo da levedura (1,0 x 10° células.mL™) foi semeada na placa de
Petri, contendo meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e, com auxilio de uma alca de
Drigalski, distribuida uniformemente por toda a superficie do meio. Sob a area de
semeio, foi depositado um disco contendo estrutura fungica do patégeno (@ = 0,5 mm).
No tratamento controle, o patdégeno foi cultivado diretamente sobre 0 meio BDA, na
auséncia de leveduras.

2.4. AVALIACAO DA PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS PELA
LEVEDURA

Realizou-se a determinacdo da producdo dos compostos volateis através do

cultivo entre placas pareadas, contendo o tratamento com a levedura na placa superior e
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0 patdgeno na placa inferior. As placas foram posicionadas mantendo as leveduras na
parte de cima, para evitar dispersdo dos esporos dos patogenos.

Para montagem do experimento, o patégeno foi cultivado por 10 dias, em meio
BDA, e as leveduras por 72 horas, em meio YEPD+AGAR. Ap6s o cultivo dos
microrganismos, as leveduras foram semeadas em um lado da placa por meio do
método de riscos, com auxilio de uma al¢a de semeio. O patdgeno foi repicado atraves
de discos de meio BDA, com 5mm de diametro, contendo crescimento micelial,
depositados ao centro da placa.

2.5.  AVALIACAO DA PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS PELA
LEVEDURA

Realizou-se a determinacdo da producdo dos compostos volateis através do
cultivo entre placas pareadas, contendo o tratamento com a levedura na placa superior e
0 patégeno na placa inferior. As placas foram posicionadas mantendo as leveduras na
parte de cima, para evitar dispersdo dos esporos dos patogenos.

Para montagem do experimento, o patégeno foi cultivado por 10 dias, em meio
BDA, e as leveduras por 72 horas, em meio YEPD+AGAR. Ap6s o cultivo dos
microrganismos, as leveduras foram semeadas em um lado da placa por meio do
método de riscos, com auxilio de uma al¢a de semeio. O patdgeno foi repicado atraveés
de discos de meio BDA, com 5mm de diametro, contendo crescimento micelial,
depositados ao centro da placa.

2.6. AVALIAGAO DA PROTEGCAO DE MUDAS POR DIFERENTES TEMPOS
DE IMERSAO NA SUSPENSAOQ DE LEVEDURAS

Para determinacdo do tempo de imersdo das plantas em suspensdo com
leveduras, foram utilizadas mudas provenientes de material propagativo de plantas
sadias de batata-doce, cv. CO-Roxa, coletadas em areas produtoras do municipio de
Bonito-PE. As ramas foram seccionadas nos entrends, deixando gemas para germinacgao
das raizes, e imersas na suspensdo de leveduras, na concentracdo de 1,0 x 108
células/mL™.

Os tratamentos utilizados foram compostos por plantas imersas na suspenséo de
leveduras, na concentragdo de 1,0x10° células/mLt. Seguindo os seguintes tratamentos:
As ramas sadias de batata-doce foram imersas na suspensdo de levedura durante 24
horas, e 48 horas em agua destilada esterilizada (ADE); ramas imersas em suspensao 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 quatro leveduras, cinco isolados patogénicos e 10
repeticOes para cada tratamento.

Para a avaliacdo da influéncia do tempo de imersdo do material de propagacéo
na protecdo da planta, apds o tempo de imersdo, as ramas foram transplantadas para
copos plasticos de 300ml, contendo substrato Basaplant previamente autoclavado, a 120
rpm por 1 hora, sendo esse processo realizado 2 vezes. Os isolados patogénicos foram
cultivados por 15 dias, em placa de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar (BDA), a
temperatura de 27+2°C e inoculados em dois pontos, na regido basal da planta e no
terceiro entrend, através do método de discos. Os discos de meio BDA, com
crescimento micelial do patogeno (@=5 mm) foram depositados sobre micro furos (@=2
mm), realizados com auxilio de agulha hipodérmica.

Ap0s o acondicionamento, o disco foi fixado, com fita crepe 3M, sobre a regido
perfurada, sendo as plantas submetidas a cdmera imida, durante 48 horas. As avaliacdes
iniciaram-se apds decorridas 24 horas da retirada da cdmera Umida, sendo realizadas a
cada 48 horas, durante oito dias. O experimento foi repetido e os resultados
mantiveram-se similares.

Os dados de aferico do diametro da lesdo, foram utilizados para calcular a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), submetidos a analise de variancia,
sendo as medias dos tratamentos comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de

5% de probabilidade, sendo utilizado o software Assistat v.7.7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PRESERVAC;AO E DEPOSITO DE ISOLADOS

As caracteristicas morfoldgicas, observadas ap6s o plagueamento das leveduras,
foram semelhantes as relatadas por Almeida (2018), com coldnias de M. aphidis
(CFS810) de coloracéo bege, textura brilhosa, forma filamentosa, bordas irregulares,
superficie convexa e tamanho maior que 5 mm. As coldnias de C. orthopsilosis
(CFS811, CFS810 e CFS809), também apresentaram morfologia similar a descrita para
a espécie, tais como, coloracdo branca, textura brilhosa, forma circular, bordas redonda,
superficie convexa e tamanho aproximado entre 2 mm e 5 mm (Fig. 1). Os aspectos

morfoldgicos dos isolados patogénicos foram analogos as espécies correspondentes
(Fig. 2).



Figura 13. Caracteristicas morfologicas de isolados representativos de Moesziomyces
aphidis (A) e Candida orthopsilosis (B), visualizadas em microscopio estereoscopico.

Figura 14. Isolados de Diaporthe batatas (CFS937, CFS946), Diaporthe destruens
(CFS294), Nigrospora vesicularifera (CFS1061) e Macrophomina sp. (CFS1139),
visualizados em microscépio estereoscépico.
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Recentemente, novas espécies fungicas tém sido associadas ao mal-do-pé da
batata-doce (MP). A descoberta de novos agentes causais demonstra a importancia da
descoberta de métodos de manejo eficazes, visando o controle da doenca e da ampla
gama de patogenos (ALMEIDA et al., 2020; ALMEIDA et al., 2023; MELLO et al.,
2021).

O primeiro passo para a pesquisa e o desenvolvimento de um produto bioldgico
é o isolamento e a triagem dos agentes biocontroladores (BCAs), sendo as leveduras
isoladas, em sua maioria, habitantes naturais da superficie de frutas, raizes e caules de
plantas (ALMEIDA, 2018; HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2021). Os isolados de
Candida orthopsilosis e Moesziomyces aphidis utilizados neste estudo, foram

selecionados apds comprovacdo da sua a¢do na inibi¢cdo do crescimento in vitro e in



vivo de D. destruens, principal agente causal relatado responsavel pelo mal-do-pé, e por
serem habitantes naturais do filoplano da batata-doce (ALMEIDA, 2018).
3.2. IDENTIFICAQAO MOLECULAR E ANALISE FILOGENETICA

Através do sequenciamento das regides ITS e LSU, com andlise filogenética
concatenada das regides, a Analise de Maxima Verossimilhanca revelou a presenca de
Moesziomyces aphidis (CFS808) e Candida orthopsilosis (CFS809, CFS811 e CFS810),
suportados por valores de Bootstrap < 87 (Fig. 3), possibilitando a diferencia¢do entre
os isolados utilizados neste estudo e espécies patogénicas aos seres humanos
pertencentes ao complexo C. parapsilosis.

Incialmente, realizava-se a identificacdo de leveduras a partir de aspectos
morfoldgicos, assimilacdo e fermentacdo de diferentes tipos de fontes de carbono,
producdo de esporos, bem como producdo de compostos enzimaticos. Contudo, a
classificacdo de espécies, baseada apenas nessas caracteristicas ocasionou a
classificacdo errada de algumas leveduras, a nivel de género e espécie (MICCOLI et al.,
2020). A adocdo de técnicas moleculares na taxonomia estd propiciando a
reclassificacdo de géneros e espécies de microrganismos, incluindo as leveduras
biocontroladoras.

A diferenciacdo de leveduras do complexo C. parapsilosis através de caracteres
fenotipicos ndo é suficiente, sendo necessaria a comparacdo das regides ITS e D1/D2
(CORDEIRO et al., 2018). Candida orthopsilosis tem sido relatada recentemente como
um promissor agente de controle biolégico de Moniliophtora perniciosa, agente causal
da vassoura-de-bruxa do cacau (Theobroma cacao L.), e de Aspergillus sp., em frutos
de laranja (Citrus sinensis) (PIMENTA NETO et al., 2021; SUKMAWATI et al.,
2021).

Por sua vez, M. aphidis (sin. Pseudozyma aphidis) € uma das espécies de maior
eficiéncia no controle bioldgico de doencas de plantas. Devido a eficiéncia no uso de M.
aphidis, ha registro de patente de cepas de interesse biotecnoldgico, com atividade
biocontroladora comprovada contra importantes fitopatégenos, tais como D.
phaseolorum, Macrophomina phaseolina, Nigrospora oryzae, Rhizoctonia solani,
Fusarium spp., Ustilago tritici, Sclerotinia sclerotiorum, entre outros (LEVY; GAFNI,
2015).



Figura 15. Arvore de Méaxima Verossimilhanca — MV de Candida orthopsilosis e
Moesziomyces aphidis, baseada nas regifes génicas ITS e LSU. Os valores de Bootstrap
acima de 70% (indicando ML) e de inferéncia Bayesiana acima de 0,85, estao dispostos
nos ramos, proximos aos nos.

10011 C. albicans Ph159
E— C. albicans Ph288
o1, C. parapsilosis Ph321
doont C. parapsilosis Ph347

C. albicans CBS 562
C. parapsilosis ATCC 22019

100/1 10011 72i0.98 .
4* 1001 C. metapsilosis ATCC 96144T
C. metapsilosis CNM CL4886

L C. orthopsilosis ATCC 96139

o, CFS808
CFS809

C. orthopsilosis CBS 10743 Ca ndida Orthop 3”0 SiS
CFS810

C. orthopsilosis CBS 10744

91(0’9_{ M. antarcticus CBS 516 83

M. antarcticus 1801245875

1001

; M. rugulosus CBS 170 88
S M. rugulosus JCM 10323
M. aphidis ON22

o] Moesziomyces aphidis

M.aphidis CBS 517 83

0.1

3.3.CULTIVO CONJUNTO

Na Porcentagem de Inibicdo de Crescimento Micelial (PIC) dos isolados
patogénicos, houve interacdo significativa entre os fatores Isolados patogénicos x
leveduras (P<0,05), desconsiderando os fatores isolados, apresentando cada isolado uma
resposta melhor para um patdgeno especifico. Diante dos dados obtidos, observou-se
que as leveduras CFS808 e CFS810 promoveram a reducdo em 100% no crescimento
dos isolados CFS1061, CFS937, CFS946 e CFS294. A levedura CFS811 controlou os
isolados CFS946 e CFS 294 em 100% e inibiu o crescimento do CFS1061 em 71% e do
CFS937 em 68,71%.

Dentre os isolados patogénicos, observou-se que o CFS294 foi controlado em
sua totalidade por todos os isolados de levedura. Em contramdo, o CFS1139, obteve

menores indices de controle, com, aproximadamente, 75% de inibi¢&o de crescimento.



Figura 16. Cultivo conjunto de Moesziomyces aphidis e Candida orthopsilosis com
agentes causais do mal-do-pé da batata-doce . A. CFS 808 (M. aphidis); B. CFS809 (C.
orthopsilosis); C. CFS810 (C. orthopsilosis); D. CFS 811 (C. orthopsilosis); E.
Tratamento controle.
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(D. destruens)



Tabela 10. Interacdo entre leveduras e diferentes espécies de agentes causais do mal-
do-pé da batata-doce, medida pela Porcentagem de Inibicdo de Crescimento Micelial
(PIC)*

Leveduras
Pat6geno M. aphidis C. orthopsilosis C. orthopsilosis C. orthopsilosis

CFS808 CFS809 CFS810 CFS811
N. vesicularifera
(CFS1061) 100 aA 90,09 bB 100 aA 68,71 bC
D. batatas (CFS937) 100 aA 77,89 cB 100 aA 100 aA
D. batatas (CFS946) 100 bA 100 aA 100 aA 100 aA
Macrophomina sp.
(CFS1139) 61,503 bA 56,84 dA 23,40 bB 21,03 cB
D. destruens
(CFS294) 71,792 bB 100 aA 100 aA 90,92 aA
Média 77,38
C.V (%) 6,08

*Meédia de quatro repeticGes. Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

Em concordancia com os resultados obtidos neste estudo, Pimenta Neto e
colaboradores (2021) atestaram a eficiéncia de isolados de C. orthopsilosis na inibicéo
do crescimento micelial, in vitro, de Moniliophthora perniciosa, podendo a competicédo
por espaco ser um dos mecanismos responsaveis pela atividade antagonista das
leveduras. Os indices de inibicdo no crescimento in vitro dos fitopatdgenos, obtidos
para o isolado CFS808, comprovam os apresentados por Almeida (2018), demostrando
a acdo biocontroladora deste isolado in vitro, assim como Levy; Gafni (2015), quando,
através do registro da patente de uma cepa de M. aphidis, relataram sua agéo
biocontroladora de uma ampla gama de patégenos, incluindo géneros dos patégenos

testados neste estudo.

3.4. AVALIACAO DA PRODUCAO DE COMPOSTOS VOLATEIS PELAS
LEVEDURAS

Na avaliacdo da produgdo dos compostos volateis foram observados diferentes
niveis de resposta na inibicdo de crescimento do patégeno, havendo uma interacao
fatorial entre leveduras e patdgenos. Os dados de inibicdo no crescimento micelial do
patdgeno variaram entre 12,04% e 85%. Foram atribuidos intervalos para melhor
agrupamento dos resultados e notou-se que 70% dos tratamentos obtiveram PIC (%)
entre 26% e 75%.



Tabela 11. Acdo de compostos volateis produzidos por leveduras em diferentes agentes
causais do mal-do-pé da batata-doce, medida pela Porcentagem de Inibicdo de
Crescimento Micelial (PIC)*

Leveduras
Patégeno M. aphidis C. orthopsilosis  C. orthopsilosis  C. orthopsilosis

CFS808 CFS809 CFS810 CFS811
N. vesicularifera
(CFS1061) 55,54 aAB 67,33 aA 39,20 bcA 55,54 abAB
D. batatas
(CFS937) 50,47 abB 60,25 abA 17,65 cA 43,07 abAB
D. batatas
(CFS946) 26,28 bB 25,51 cB 22,86 bcB 49,30 aB
Macrophomina sp.
(CFS1139) 49,64 abcAB 65,27 aA 24,31 bA 44,07 bcAB
D. destruens (CFS294) 85 aA 67,96 aA 12,05 bA 55 abA
Média 45,81
C.V (%) 41,98

*Meédia de quatro repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

E importante salientar que leveduras que apresentam excelentes resultados in
vitro podem ter resultados ndo satisfatorios in vivo, pois a expressao destes mecanismos
varia de acordo com o ambiente, hospedeiro e interacdes existentes entre leveduras,
plantas e patdgenos. Por exemplo, a composi¢do quimica dos volateis, conhecida como
volatiloma, sofre influéncia direta do nicho ecoldgico que a levedura habita. Entretanto,
os altos custos envolvidos nos estudos de
bioprospeccao e as dificuldades logisticas tornam essenciais a utilizacdo da selecdo in
vitro de BCAs, tornando viaveis testes com um maior numero de fitopatdgenos
(FREIMOSER, 2019).

3.5. AVALIACAO DE DIFERENTES TEMPOS DE APLICACAO DAS
LEVEDURAS

Os resultados da andlise de variancia da AACPD indicaram que espécies
patogénicas distintas e os tempos de imersdo influenciaram significativamente no
desempenho das leveduras (p<0,05). Entretanto, os fatores apresentaram interacao
significativa entre si, sendo necessaria a analise conjunta dos mesmos (Tab. 5).
Contudo, vale salientar que, comparado ao tratamento controle (Fig. 5), houve reducéo
expressiva no surgimento dos sintomas, indicando que as leveduras utilizadas tém

potencial biocontrolador (Fig. 6).



Figura 17. Sintomas de podriddo nos tratamentos controles com agentes causais do
mal-do-pé da batata-doce?.
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2 Isolados patogénicos: CFS937 (D. batatas); CFS294 (D. destruens); CFS1061 (N. vesicularifera);
CFS1139 (Macrophomina sp.) e CFS946 (D. batatas).



Figura 18. Protecdo de mudas de batata-doce, utilizando diferentes tempos de imersdo?
em suspensdo de leveduras, contra diferentes agentes causais do mal-do-pé®.
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2 Tempo de imersdo de acordo com a levedura e o agente causal: M. aphidis: CFS808 — 24 h em
suspensao + 48 h em gua; C. orthopsilosis: CFS809 - 24 h em suspensdo + 48 h em agua (CFS937;
CFS294; CFS1061) e 48 h em suspenséo + 24 h em &4gua (CFS1139; CFS946); CFS810 - 36 h em
suspensdo + 36 h em dgua; CFS811 - 24 h em suspensdo + 48 h em agua.
® Isolados patogénicos: CFS937 (D. batatas); CFS294 (D. destruens); CFS1061 (N. vesicularifera);
CFS1139 (Macrophomina sp.) e CFS946 (D. batatas).

Tabela 12. Diferentes tempos de imersdo de ramas em suspensao de leveduras, visando
a protecdo de mudas para o controle do mal-do-pé da batata-doce, avaliada pela
medicdo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca.

Tempos de Imersdo*

Levedura Patégeno 36h/36h* 48h/24hY 24h/48h*
CFS937 6,8750 bB 17,4263 dC 0aA

M. aphidis CFS294 0aA 7,0306 bB 0aA

CES808 CFS1061 0aA 11,3988 cB 0aA
CFS1139 9,1019 cB 0aA 0aA
CFS946 0aA 0aA 0aA




Tabela 5. Continuacao

CFS937 5,5344 cB 10,1763 bC 0aA

C. orthopsilosis CFS2%4 5,5413 bB 0aA 0aA

Creg0s CFS1061  0aA 0aA 0aA
CFS1139  7,7919cB 0aA 9,9431 bB
CFS946 1,8881 bB 0aA 9,6119 bC
CFS937 0aA 19,6469 cB 0aA

Honsilogis CFS294 0aA 0aA 0aA

g'FgglgpS' 5 crs1061 0aA 0aA 22,9894 bB
CFS1139  0aA 5,8125 bB 0aA
CFS946 0aA 0aA 0aA
CFS937 8,4844 bB 25,5556 cC 0aA

C. orthopsilosis CFS294 0aA 0aA 0aA

Cresil CFS1061  OaA 0aA 0aA
CFS1139 11,4888 cB 10,9844 bB 0aA
CFS946 0aA 0aA 0aA
CFS937 39,5225 cB 28,4794 bB 29,0856 bB
CFS294 42,3049 cB 16,06 aA 39,3525 bB

Controle CFS1061 28,4794 bA 29,0856 bAB 42,3019 bB
CFS1139 10,06 aA 39,3525 cB 28,4794 bB
CFS946 29,0856 bB 42,3019 cB 16,0600 aA

CV (%) 64,48 31,24 36,02

Média 8,97493

dms 1,1152

“AACPD — Area abaixo da curva de progresso da doenga (mm?): valores médios + valores de desvio
médio. Para andlise estatisticas, os valores foram submetidos a transformacéo de Raiz: Raiz (AACPD).
Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna e mailsculas nas linhas ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05);

*mudas imersas por 36 horas na suspenséao de leveduras e, posteriormente, 36 horas em agua;

¥ mudas imersas por 48 horas na suspensao de leveduras e, posteriormente, 24 horas em agua;

Z mudas imersas por 24 horas na suspensdo de leveduras e, posteriormente, 48 horas em agua.

Os sintomas do MP tém sido relatados com maior frequéncia nas areas
produtoras da regido Nordeste do Brasil, estando a doencga presente em quase todas as
areas de cultivo dos estados de Pernambuco, Paraiba, Alagoas e Sergipe (ALMEIDA,
2018). Nesse sentido, diante da perda de resisténcia de cultivares, a falta de produtos
quimicos registrados para a cultura e o aumento das areas infestadas, a utilizacdo de
mudas protegidas torna-se essencial para a protecdo das plantas.

A producdo de mudas de batata-doce é realizada a partir do corte de ramas
provenientes de plantas matrizes, com o material seccionado, ficando uma gema e uma
folha, com um fragmento de, aproximadamente, 1 cm de caule. A recomendacdo € de
imersdo das ramas por trés dias (72 horas) em &agua, para melhor enraizamento

(VILETE et al., 2020). Os resultados deste estudo comprovaram que a utilizagéo de
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suspensao de leveduras durante a imersdo das ramas promove a protecdo de mudas
contra 0 MP. Embora no teste de imersdo a interacdo entre leveduras, espécies
patogénicas e tempos de imersdo tenha sido significativa, pode-se recomendar a adocao
do tempo de imersdo de cada levedura de acordo com o historico dos patdgenos
presentes na area.

De tal maneira, recomenda-se a imersao das mudas por 24 horas na suspenséo de
leveduras e, em seguida, 48 horas na agua, para produtos com as cepas CFS808,
CFS811 e CFS810, para manejo de areas com histérico de Macrophomina sp.
(CFS1139), enquanto para N. vesicularifera (CFS1061), recomenda-se imersdo das
ramas 36 horas na suspensdo e 36 horas na agua, obtendo esse tratamento 100% de
controle para todas as leveduras. Para areas com relato de D. destruens (CFS294) e D.
batatas (CFS937 e CFS946), o indicado é 24 horas na suspensdo de leveduras e, em
seguida, 48 horas na &gua, sendo este o tratamento com maior eficiéncia na reducao dos
sintomas para esse género.

Os resultados deste estudo representam o primeiro relato de C. orthopsilosis e
M. aphidis como potenciais BCAs na reducdo dos sintomas do mal-do-pé e na inibi¢cdo
ou no retardo do desenvolvimento de Macrophomina sp., N. vesicularifera, D. destrues
e D. batatas, na protecdo de mudas de batata-doce. Esses estudos preliminares abordam
importantes informac6es sobre a atividade biocontroladora de leveduras no manejo do
mal-do-pé, disponibilizando informac6es que fomentam dados para pesquisas futuras
visando a identificacdo de mecanismos de acdo especifica, producdo de compostos de
interesse biotecnoldgico, tolerancia das leveduras aos produtos quimicos utilizados no
campo e sua viabilidade de aplicacdo em grandes &reas, bem como condi¢bes de

preservacao de produtos formulados e tempo de prateleira.
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CAPITULO IV

First report of Diaporthe kongii causing foot rot on Sweet Potato in Brazil
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Abstract

Sweet potatoes (Ipomoea batatas L.) are one of the most important crops in the world,
especially in developing countries. The foot rot of sweet potato is one of the major
diseases responsible for economic losses in the crop, making some areas of production
unviable. Reports show that foot rot of sweet potato causes losses of 80% in the
productivity of the cv. CO-BRANCA in the area. Postharvest rot may occur on storage
roots, making them unviable for commercialization. In May 2017, symptoms similar to
foot rot, such as brown to black lesions on roots and yellowing of leaves were observed
in plants and roots of cv. CO-Branca in Belém de Maria, Pernambuco, Brazil (8 °
32'41.7"'S 35 ° 50'47.0" W). Fragments of symptomatic tissues were removed from the
lesion transition area, surface disinfested (45 s in 70% alcohol, 1 min in 1% NaOCI, and
rinsed twice in sterile water), and plated on Potato Dextrose Agar (PDA). The
representative isolate CFS 627, deposited in the Collection of Soil Fungi — UFRPE,
produced white to grayish tufted aerial mycelium and a brown reverse with an isabelline
ring and black stromatic pycnidia, morphologically similar to those of Diaporthe
endophytica, D. masirevicii and D. kongii (Thompson et al. 2011; Thompson et al.
2015; Gao et al. 2017). The identity of the isolate was determined by maximum
likelihood and Bayesian inference of the sequences of nrITS and EFl-o regions,
Genbank accession number MK840849 and MK®829788. The isolate shared 99%
identity (E value = 0.0) and 98.8% identity (E value = 0.0) with nrITS (NR111616) and
EF1-a (JN645797) sequences, respectively, from the ex-type of Diaporthe kongii BRIP
54031 and was nested within the clade that includes D. kongii isolates with 99%
bootstraps support and 1.0 Bayesian Inference (Supplementary Figure 1). The

pathogenicity of CFS 627 isolate was confirmed by inoculation of PDA medium discs
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containing mycelial growth of the isolate. To pathogen penetrate, were performed 5
punctures, in two points of the storage root, placing the pathogen mycelial growth disc
in contact with the surface of the host. Punctures were performed with a hypodermic
needle of 13 x 4.5 mm (four replicates / two inoculation points each). The storage roots
inoculated with sterile PDA plugs represented negative control. The inoculated sweet
potatoes were kept in a humid chamber, at 12 hours photoperiod, for 48 hours (27 + 2
°C and 75 % RH). The storage roots inoculated with CFS 627 showed symptoms of rot,
producing brown lesions that become blackened, similar to the symptoms observed in
the field, while the controls remained asymptomatic (Supplementary Figure 2). The
pathogens were re-isolated, and the fungal colonies recovered were similar to CFS 627
in morphology, thus fulfilling Koch's postulates. Diaporthe kongii was previously
reported in association with sunflower, peanut, and Portulaca grandiflora in Australia
(Thompson et al., 2011, 2018). To the best of our knowledge, this is the first report of
D. kongii causing disease on sweet potatoes in the world. The identification of new
fungal species pathogenic to sweet potato contributes to the choice of appropriate
measures for the management of the pathogen, reducing its action on the crop.
Therefore, future research is necessary to develop efficient phytosanitary management

strategies for this pathogen.

Gao Y. etal. 2017. Syst. Biodivers. 14, 1. https://doi:10.5598/imafungus.2017.08.01.11

Thompson, S.M. et al 2011. Persoonia 217, 80-89.
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Thompson, S.M. et al. 2018. Plant Disease. 102:7, 1459. https://doi.org/10.1094/PDIS-
12-17-1930-PDN
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Supplementary Figure 1. Phylogenetic tree of the genus Diaporthe from a
maximum likelihood analysis based on the combined multi-locus dataset (ITS,
EF1-a). Values above 70 % (denote ML/MP) and Bayesian Inference above 0.9
are marked above the branches. The tree is rooted with Diaporthe helianthi (CBS

344 94 and CBS 592 81).

Supplementary figure S2. Whole and cross sections of sweet potato tubers
inoculated with Diaporthe kongii. Symptoms of rot, were initial brown
coloration becoming blackened (Al-A2), compared to the mock inoculated

control (B1-B2).
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First report of Diaporthe kongii causing foot rot on Sweet Potato in Brazil
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Abstract

Colonies with similar morphological characteristics to the genus Nigrospora were
isolated from stems and tubers of sweet potato plants showing characteristic symptoms
of foot rot disease, collected in the agricultural region of Lagoa dos Gatos, Pernambuco,
Brazil. The pathogenicity test was carried out by inoculating the isolates in sweet potato
tubers (Co-Branca variety). The inoculated tubers showed symptoms similar to those of
the foot rot observed in the field, producing brown lesions that turned black and
yellowing of the leaves. After the colonies were re-isolated, the fungal structures were
observed under a microscope for morphological characterization. Species recognition
was carried out by sequencing the internal transcribed spacer region (ITS) and the
translation elongation factor (TEFl-a) of the isolates, followed by phylogenetic
comparison with sequences of recognized species. The phylogenetic analyses supported
the identification of the isolates as Nigrospora vesicularifera, generating the first
worldwide report of N. vesicularifera in sweet potato and the first record of this

pathogen in a plant host in Brazil.

Keywords: foot rot; molecular biology; plant pathology.

1. Introduction

Sweet potato (Ipomoea batatas L.) is one of the main vegetable crops grown in
developing countries. In 2020, the Brazilian sweet potato production amounted to 847
thousand tons. The incidence of diseases in the culture and the lack of technology
during production were some of the main factors responsible for productivity decrease
of sweet potato culture globally in 2018. In 2020, the use of technological methods and
correct crop management led to an increase in global production. In this context, Brazil
went from being the tenth largest producer in the world to the sixth (FAO, 2020; IBGE,

2020).



88

The main disease that affects the culture is the sweet potato foot disease, initially
attributed to the fungus Diaporthe destruens. The high incidence of this disease in the
subhumid zone of the state of Pernambuco promoted studies that showed that, in
addition to D. destruens, D. kongii and Neoscytalidium dimidiatum are also pathogenic,
indicating the occurrence of the phytopathogen group associated with sweet potato foot
disease (KOPPEN, 1931; GAO et al., 2016; ALMEIDA, 2018; MELLO et al., 2018;
ALMEIDA et al., 2020). In the areas where samples were collected, symptoms of foot
disease were observed, such as brown to black lesions on the roots and yellowing of the

leaves, leading to wilting and death of the plants.

Fungi of the genus Nigrospora are cosmopolitan, having multiple possible hosts,
such as sugarcane, rice, corn, wheat, and beans. Nigrospora oryzae and N. sphaerica are
the most frequently reported species of the genus globally. Initially, the identification of
Nigrospora was based on morphological characteristics of the colonies. However, due
to the overlapping characteristics of different species, such as conidium size, species
recognition requires matching the morphological characterization with phylogenetic
analyses. The sweet potato production areas in Pernambuco are surrounded by crops
that host Nigrospora sp., such as sugarcane fields and vegetable crop areas, including

beans and corn (HAO et al., 2020).

This work is motivated by the proximity of sweet potato planting areas to other
crops that host various diseases, by the appearance of symptoms in plants and tubers,
and by the ecological variability of fungi observed in sweet potato planting areas. Our
observations aim to identify the causal agents of sweet potato foot disease, providing
molecular data that will contribute to the identification of new species or hosts (HAO et

al., 2020). In addition, fungi of the genus Nigrospora are potential threats to
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agriculturally important crops, and molecular studies are increasingly important in the

management of plant diseases.

2. Materials and methods

2.1.Fungal isolation and morphological characterization

In 2019, symptoms of foot rot were observed in plants of the Co-Branca variety in
Lagoa dos Gatos, Pernambuco, Brazil (8°39'15"S 35°54'10"0), with 70% disease
incidence. Symptomatic tissues were removed from the lesion transition area, the
surface was disinfected (45 s in 70% ethanol, 1 min in 1% NaOCI, and rinsed twice in
sterile water), and plated on Potato Dextrose Agar (PDA) with humidity removed with
sterile filter paper. The fragments were then transferred to a Petri dish with Potato

Dextrose Agar (PDA) for a 48-hour incubation.

The isolates obtained were deposited in the soil fungi collection of the Soil Fungi
Laboratory at Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. To evaluate
morphology, isolates were cultured on PDA at 25°C for 10 days. Fungal samples were

placed on glass slides for microscopic examination.

2.2.Pathogenicity test

The pathogenicity test was carried out at the Soil Fungi Laboratory -
LAFSOL/UFRPE using healthy sweet potato tubers and plants, Co-Branca cultivar,
from the agricultural area of the municipality of Sdo Joaquim do Monte, Pernambuco,
Brazil. The samples were washed in running water, disinfected in 0.2% sodium

hypochlorite solution for 10 min and dried on trays covered with paper towel at 26x2°C.

The fungal isolates CFS1061, CFS1062, CFS1063, CFS1064 E CFS1065, with
morphological characteristics compatible with the genus Nigrospora were cultivated in

Petri dishes containing PDA culture medium for 7 days at 26+2°C and inoculated in



90

potatoes by depositing PDA medium disks (5 mm diam) containing mycelial structures
on the previously injured tissue, with the aid of a hypodermic needle (5 holes/1 mm
diam/2 mm deep). To test seedlings, the fungus was inoculated in the plant neck region.
The control treatment consisted of plants inoculated with PDA disks without mycelial
growth. The inoculated potatoes and plants were placed in a humid chamber for 48
hours at 26x2°C and 70% relative humidity, in a randomized block arrangement (3
blocks), using 8 replicates for each treatment. The evaluations started 48 hours after

inoculation and were carried out daily by measuring the diameter of the lesion.

2.3.Molecular characterization

Molecular identification of the CFS1061 isolate was performed by amplification and
sequencing of the Internal Transcribed Spacer (ITS) 1 and 2 regions, including the 5.8S
rRNA gene, and the Elongation Factor 1-a (TEF1-a) gene. The polymerase chain
reactions (PCRs) were carried out with a 25 puL volume, containing 1 ul of total DNA
(50 ng pl-1), 1 U Platinum® Taq DNA Polymerase; 2 ul 10X PCR Buffer; 1.8 ul 50
mM magnesium chloride; 2 pl nucleotide mix (Thermo Scientific, Waltham, USA); 1.8
ul each of forward and reverse primer at 10 pM (synthesized by InvitrogenTM,
Carlsbad, USA), 1 pl of dimethyl sulfoxide — DMSO (Synth, Sao Paulo, BR) and 13.5
ul of ultrapure water. Cycling was performed in a 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems), with initial denaturation at 94°C for 2 min; followed by 35 cycles of 94°C
for 1 min, 57°C for 1 min, 72°C for 1 min and final extension at 72°C for 10 min for the
ITS regions; or with 15 cycles of 94°C for 30s, 65°C for 30s and 72°C for 1 min plus 35
more cycles at 94°C for 30s; 48°C for 30s and 72°C for 1 min, with extension of 72°C
for 10 minutes, following the protocol of Montova et al. (2016), for the TEF1-a region.
Successful PCR products were purified with a PureLinkTM PCR purification Kit

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), according to the manufacturer’s
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specifications, and sequenced (automatic sequencer ABI3730) at the Myleus
Biotcnologia Laboratory, Belo Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil.

Sequences from previous studies were retrieved from GenBank (Table 1) and
aligned in MAFFT (Katoh and Standley, 2013). Alignments were concatenated in
Sequence Matrix v.1.8 (Vaidya et al., 2011). The alignments were checked and adjusted
manually when necessary. The gaps were treated as missing data. The bootstrap
resampling strategy with 1,000 bootstraps test replicates was used. The phylogenetic
tree for the identification of Nigrospora vesicularifera was generated using Maximum
Likelihood method and rooted with Apiospora ovata (CBS 115042). Visualization was
conducted using the software FigTree v1.4.3 (RAMBAUT, 2016) and the results of
single gene and multilocus trees were compared.

3. Results

3.1.Fungal isolation and morphological characterization

The five isolates showed an initially white colony growth, turning gray at the center,
after 7 days of incubation in PDA medium. The hyphae showed color ranging from
hyaline to light brown. The colonies presented vesicles surrounded by the septum
between the conidiogenous cells, and the conidia were black, shiny, smooth, globose or
subglobose, solitary and aseptic. According to the morphological characteristics, the
fungus was identified as Nigrospora sp. Type isolate presents as morphological
characteristics fast growing in PDA medium, rough surface, downy, filiform at margin.
In microscopic visualization, the type isolate has hyphae hyaline to rarely pale brown,
branched, smooth, septate, hyaline vesicles, conidia black, shiny, smooth, globose or

subglobose, solitary, aseptate.

3.2.Pathogenicity test
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In the pathogenicity tests, symptoms began to appear 3 days after pathogen
inoculation. Symptoms of circular brown rot were observed in the tubers, with lesions
showing a swollen center after the disease developed. In plants, the lesions started as a
light brown spot progressing to dark brown at the point of inoculation and yellowing of
the leaves (Figure 1). Control plants did not show any symptoms. The pathogen was
reisolated from tubers and symptomatic plants, but not from control plants, according to
Koch's postulates. Morphologically, the isolates were similar in appearance to the

initially obtained Nigrospora isolate.

3.3.Molecular characterization

From the Nigrospora CFS 1061 representative isolated from sweet potato tubers, we
obtained 704-bp and 445-bp long sequences for ITS and TEF1-a, respectively. The
representative isolate shared 99.78% identity (E value = 0.0) and 100% identity (E value
= 0.0) with nrITS (NR_165927.1) and EF1-o (MN264051.1) sequences, respectively,
from the type isolate Nigrospora vesicularifera CGMCC3.19333, and emerged nested
within the clade that includes N. vesicularifera isolates with 83% bootstraps support

(Figure 2).

4. Discussion

In sweet potato crops, the fungi Diaporthe destruens, D. kongii and Neoscytalidium
dimidiatum were reported as causal agents of foot disease (MELLO et al., 2018;
ALMEIDA et al., 2020). Nigrospora vesicularifera was first reported in sugarcane by
RAZA et al. (2019). The geographical proximity between the sweet potato production
areas in which the samples were collected and sugarcane fields strengthens the
hypothesis of migration of pathogenic Nigrospora from sugarcane crops to other areas.

Pathogens of the genus Nigrospora are cosmopolitan and can cause disease in several
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hosts, becoming a potential threat to agricultural crops due to the economic losses

associated with their incidence, as demonstrated by HAO et al. (2020).

The morphological similarity of species of Nigrospora makes the recognition of this
causal agent of plant diseases difficult. The morphological classification alone is not
enough to distinguish between species of Nigrospora, requiring phylogenetic analyses,
as morphologically similar species frequently emerge in separate clades in the
phylogeny (HAO et al., 2020). The production of vesicles by N. musae, N. sphaerica
and N. vesicularis is an example of a characteristic shared by morphologically similar
species that emerge in separate groups in the phylogeny. To differentiate N.
vesicularifera from N. saccharicola, the presence of vesicles surrounded by the septum
between the conidiogenic cells and the conidia needs to be observed, as it is an

exclusive trait of N. vesicularifera (RAZA et al., 2019).

The molecular identification of fungal species associated with sweet potato disease
is an important and indispensable tool for the choice of control measures and
management. Correct species recognition allows the selection of methods that act on a
broad pathogen spectrum and can reduce the losses and damages in sweet potato
production. To the best of our knowledge, this is the first report of N. vesicularifera in
sweet potato in the world. Additionally, the presence of this pathogen is first reported in
Brazilian agricultural crops. This finding is extremely important for epidemiological
studies of the fungus, as well as for the adoption of effective disease management

methods, reducing economic losses.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure 1. Foot rot symptoms on Ipomoea batatas plants (B—C, F-G) and Nigrospora
vesicularifera (isolate CFS1061) morphological features (A-B, E). B-C: natural
infection on tubers (C) and stem (D); F—G: symptoms from artificial inoculation on
tuber (F) and stem (G); A-B: colonies on PDA from aerial (A) and reverse (B) view; E:

conidia. Scale bar = 10 um.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Fig. 2. Maximum likelihood tree of the Nigrospora inferred from a concatenated
alignment of ITS and EF1-a. Bootstrap support values (ML > 70) are shown above the
branches. “*” indicates isolate from Ipomoea batatas. Ex-type isolates are highlighted
in bold font. The scale bar indicates the estimated number of substitutions per site. The
tree is rooted with Apiospora ovata.
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0.003
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CONCLUSOES GERAIS

e A combinacdo de sequéncias génicas amplificadas das regibes ITS, tub e tefl-a é
eficiente para identificacdo preliminar de espécies de Nigrospora, Neoscytalidium,
Diaporthe e Macrohpomina, associadas ao mal-do-pé da batata-doce.

e O mal-do-pé da batata-doce é causado por um complexo de agentes causais:
Nigrospora vesicularifera, Neoscytalidium dimidiatum, Macrophomina sp.,
Diaporthe batatas, D. destruens, D. kongii e D. ueckeri.

e Diaporthe batatas € a espécie com maior incidéncia nas areas de coleta, seguida
por D. destruens.

e Para agrupamento de Candida orthopsilosis, as sequéncias das regides ITS e LSU
(D1/D2) foram satisfatorias, diferenciando-as das demais espécies pertencentes ao
complexo C. parapsilosis.

e Isolados de C. orthopsilosis e M. aphidis produzem metabdlitos volateis com
potencial inibidor sobre o crescimento micelial de N. vesicularifera, N.
dimidiatum, Macrophomina sp., D. kongii, D. destruens e D. batatas, in vitro.

e O tempo de imersdo de mudas na suspensao de leveduras varia de acordo com o
antagonista e o patdégeno, sendo observada uma maior redugdo dos sintomas no
tratamento de 24 h na suspensdo + 48 h em agua para M. aphidis (CFS808) e C.
orhopsilosis (CFS 809 e CFS 811) e 36 h na suspensdo + 36 h em agua para o
isolado de C. aphidis CFS810.

e As leveduras C. orthopsilosis e M. aphidis apresentam potencial para a protecao
de mudas de batata-doce contra o mal-do-pe, causado por N. vesicularifera, N.

dimidiatum, Macrophomina sp., D. destruens e D. batatas.



