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RESUMO

LIMA, R.S. Manejo integrado da seca da mangueira: efeitos de Trichoderma
harzianum, fosfito de potassio e difenoconazol sobre Ceratocystis fimbriata e nas
respostas morfofisiologicas de Mangifera indica. Vitdria da Conquista — BA, UESB,
2025. 66 p. (Dissertacdo: Mestrado em Agronomia; Area de Concentracdo: Fitotecnia).

A seca da mangueira, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata, representa uma das
principais ameacgas a producdo de manga no Brasil, sendo responsavel por perdas
significativas em areas comerciais. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de
Trichoderma harzianum, fosfito de potassio e difenoconazol no manejo da seca da
mangueira causada por Ceratocystis fimbriata, com base em analises in vitro da inibi¢do
micelial do patdgeno e em respostas morfofisiologicas de mudas de mangueira
artificialmente inoculadas. Foram realizadas analises de severidade da doenca,
caracteristicas morfoldgicas, indice SPAD. Os testes in vitro mostraram que o
Trichoderma harzianum apresentou forte antagonismo com alta inibicdo por compostos
volateis e interacdo direta. O fungicida inibiu cerca de 80% do crescimento do patogeno,
enquanto o fosfito ndo apresentou inibicdo micelial significativa em doses mais baixas,
mas, na maior dose, a inibicdo ultrapassou os 50%. Por outro lado, nos testes in vivo, 0s
tratamentos com fosfito e T. harzianum promoveram ganhos significativos em variaveis
morfoldgicas e fisioldgicas, com destaque para 0 aumento no comprimento radicular e na
estabilidade do indice SPAD, especialmente quando aplicados de forma preventiva. A
combinacéo entre fosfito e T. harzianum apresentou resultados dependentes do tempo de
aplicacdo. Conclui-se que o uso de agentes bioldgicos e bioestimulantes constitui uma
alternativa promissora e sustentavel para 0 manejo da seca da mangueira, com potencial
para reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos e contribuir para sistemas de producéo
mais resilientes.

Palavras-chave: Controle bioldgico; resisténcia induzida; doenca vascular; bioestimulante; fitopatgeno.

* Orientador: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.
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ABSTRACT

LIMA, R.S. Integrated management of mango wilt: effects of Trichoderma
harzianum, potassium phosphite, and difenoconazole on ceratocystis fimbriata. And
on the morphophysiological responses of mangifera indica. Vitdria da Conquista— BA,
UESB, 2025. 66 p. (Dissertation: Master Science in Agronomy; Area of Concentration:
Crop Science.)*

Mango wilt, caused by the fungus Ceratocystis fimbriata, is one of the main threats to
mango production in Brazil, leading to significant losses in commercial areas. This study
aimed to evaluate the effects of Trichoderma harzianum, potassium phosphite, and
difenoconazole in the management of mango wilt caused by Ceratocystis fimbriata, based
on in vitro analyses of mycelial growth inhibition and morphophysiological responses of
artificially inoculated mango seedlings. Disease severity, morphological characteristics,
SPAD index, and enzymatic activity were analyzed. The in vitro tests showed that the
fungicide inhibited approximately 80% of pathogen growth, while phosphite did not show
significant mycelial inhibition at lower doses, but inhibition exceeded 50% at the highest
dose. On the other hand, T. harzianum demonstrated strong antagonism, with high
inhibition through volatile compounds and direct interaction. In in vivo tests, treatments
with phosphite and T. harzianum led to significant improvements in morphological and
physiological variables, especially root length and SPAD index stability, notably when
applied preventively. The combination of phosphite and T. harzianum showed time-
dependent effects. It is concluded that the use of biological agents and biostimulants
represents a promising and sustainable alternative for managing mango wilt, with the
potential to reduce reliance on chemical fungicides and contribute to more resilient
production systems.

Keywords: Biological control, induced resistance, vascular disease, biostimulant, phytopathogen.

* Adviser: Prof. Dr. Quelmo Silva de Novaes, UESB.

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Planta com sintomas da seca da mangueira (A), tronco com sintomas da doenca
(B), “sanduiches” de cenoura em camaras imida (C) e coldnia isolada em placa contendo

Figura 2- Cultura pareada montada em placa de petri contendo meio BDA (A),
Trichoderma harzianum cultivada em placa de petri contendo meio BDA com os discos

formados com auxilio de um furador de rolhas de 8mm (B)........cccccovvvvervivcineieiieninn, 27
Figura 3 - Transferéncia dos disco de micélio do fungo Ceratocistys fimbriata em placas
de Petri para testes in vitro (A), adi¢do do fosfito de potassio em meio BDA................ 29
Figura 4- Aplicacdo dos tratamentos em mudas de Mangifera indica (A e B).............. 31

Figura 5- Inoculacdo do fungo Ceratocystis fimbriata, com auxilio de uma seringa
manual (A), e planta inoculada (B). ......cccvovveiieiiiie i 31

Figura 6- Escala de notas da severidade da doenca causada pelo fungo Ceratocystis
fimbriata, em que: 1-Planta assintomatica; 2- Leve escurecimento da area da inoculacéo;
3- Escurecimento expandiu além da area da inoculacdo, leve murcha; 4- Escurecimento
acentuado acentuado e necrose parcial do tecido préximo a inocula¢do, com murcha
progressiva; 5- Morte da parte aérea ou colapso total da muda. ...........ccccoeeveveiveiennennnn, 32

Figura 7- Teste de patogenicidade sendo realizado em muda de mangueira (A), formacéo
de peritécios de Ceratocystis fimbriata sobre isca de cenoura (B), sintomas sendo
apresentados ap0os inoculacao do Patdgeno (C). .....cvvvveieerieiieiece e 35

Figura 8 - Caracteristicas morfolédgicas de Ceratocystis fimbriata. Peritécio (A), hifa
septada (B), ascésporos em forma de chapéu (C), conidio primario (D), conidio
secundério (E) e clamidiosporo globoSo (F).......ccoeeiriieiiniieiecse e, 36

Figura 9- Arvore filogenética baseada na regido ITS de isolados de Ceratocystis fimbriata

Figura 10- Ensaios in vitro envolvendo Trichoderma harzianum e Ceratocystis fimbriata
em diferentes configuragdes de antagonismo e avaliacdo de compostos volateis.
Crescimento de T. harzianum em meio BDA (isolado puro) (A). Confronto direto entre
T. harzianum (esquerda) e Ceratocystis fimbriata (direita), evidenciando inibicdo do
patégeno (B).Vista lateral de placas seladas para avaliacdo da producdo de compostos
volateis (C). Ensaio de VOCs: a esquerda, crescimento de Trichoderma harzianum; a
direita, inibicdo do crescimento de Ceratocystis fimbriata na presenca de compostos
volateis produzidos por T. Harzianum (D). ......cccoveierenininenieieie e 38

Figura 11- Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM%) de Ceratocystis
fimbriata promovida por Trichoderma harzianum por meio das técnicas de cultura dupla
e producdo de compostos volateis (VOCs). As letras indicam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).....cccccviriiiiiiniinnnne. 39

Figura 12- Inibicdo micelial de Ceratocystis fimbriata em funcdo das doses de fosfito de
potassio, com valores médios e erro-padréo. A linha indica a regressao linear ajustada (y=
3,87 + 0,063x; Rz = 0,955; p < 0,001), demonstrando aumento proporcional da inibi¢do
COM O INCIEMENTO AS UOSES. ...veveeeeerieiieerieeiesee e e e s e sree e s e steeseessaesreeneeeneesseeeeeneesrens 41

Figura 13- Progressdo da severidade da doenca da murcha da mangueira causada por
Ceratocystis fimbriata aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a inoculagdo (DAI), conforme os
diferentes tratamentos aplicados no mesmo dia da inoculagdo. As barras representam a

viii



meédia das notas de severidade e 0os segmentos verticais indicam o erro padrdo da média.
Tratamentos: Tratamentos: Bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes),
Difenoconazol (Fungicida), Trichoderma harzianum (T. harzianum), Trichoderma
harzianum+Bioestimulante (T.harzianum+Bi0)..........ccccovvieii i 44

Figura 14 - Notas médias de severidade da doenca em plantas de mangueira submetidas
a diferentes tratamentos fitossanitarios, aplicados sete dias antes da inoculagdo com
Ceratocystis fimbriata, avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias apés a inoculagdo (DAI). Barras
representam erro padrdo da média (n = 8). Tratamentos: Bioestimulante (Bio), Controle
negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida), Trichoderma harzianum (T.harzianum),
Trichoderma harzianum+Bioestimulante (T.harzianum+Bio0)..........cc.ccccecvvveieiiiienen, 45

Figura 15- indice SPAD de folhas de mudas de mangueira (Mangifera indica L.) tratadas
com bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida),
Controle positivo (Sadias), Trichoderma harzianum (T. Harzianum), combinagéo de T.
harzianum e bioestimulante (T. harzianum+Bio). Os tratamentos foram aplicados 7 dias
antes da inoculacdo com Ceratocystis fimbriata e avaliados aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a
inoculacdo (DAI). Barras indicam o erro padrdo da média (EP). Letras iguais sobre as
barras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). coooveveiiiiiiiiiiie 51

Figura 16- indice SPAD de folhas de mudas de mangueira (Mangifera indica L.) tratadas
com bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida),
Controle positivo (Sadias), Trichoderma harzianum (T. harzianum), combinacdo de T.
harzianum e bioestimulante (T. harizianum+Bio). Os tratamentos foram aplicados no
mesmo dia da inoculacdo com Ceratocystis fimbriata, e avaliados aos 7, 14, 21 e 28 dias
apos a inoculacdo (DALI). Barras indicam o erro padrdo da média. Letras iguais sobre as
barras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). .ooovveiiiiiiiiiieeeeee, 52



LISTADE TABELAS

Tabela 1- Média da inibicdo do crescimento micelial (PICM, %) de Ceratocystis
fimbriata em funcdo de diferentes tratamentos com bioestimulante (fosfito de potéssio) e
difenoconazol, €M eNSAI0 IN VITIO........cccueiiiieiieiecie e 42

Tabela 2 — Efeitos de tratamentos aplicados no mesmo dia da inoculagéo sobre altura de
plantas, comprimento de raiz, massa seca de parte aérea e raiz em mudas de mangueira
inoculadas com Ceratocystis fIMDIiata .........ccooveiieriieiiece s 48

Tabela 3 — Efeitos de tratamentos aplicados sete dias antes da inoculagdo sobre altura de
plantas, comprimento de raiz, massa seca de parte aérea e raiz em mudas de mangueira
inoculadas com Ceratocystis fimbriata .............cccooveviiiiiieie e 49



SUMARIO

LINTRODUGAOD ...ttt 12
2 REFERENCIAL TEORICO ....cooviiiieiciceeee et 14
2.1 A CUItUra 0@ MANQUEITA.....c.veiiiieiiieieieie e 14
2.2 Principais doenca fungicas da mangueira...........cccecverueieereeiiesieesesee e sie e 15
2.3 Ceratocystis fimbriata: a Seca da ManQUEITa ..........ccoeeririeieiieie e 16
2.4 Estratégias de manejo contra Ceratocystis fimbriata..............cccocevviieicii e, 17
2.5 Controle bioldgico com Trichoderma harzianum............ccoceoieniieiniieneieseseee, 18
2.6 Inducdo de resisténcia com fosfito de POtASSIO ........ccveveveevieiieiieere e, 20
2.7 CONEIOIE QUIMICO. ..c.eiuiiiiteieicste ettt 22
3 MATERIAL E METODOS ........coiiiiiieieiietese ettt 23
3.1 Local dO EXPEIIMENTO .......cciiiiiiie ittt 23
3.3 ObtenGa0 A0 iSOIAUO. .........eieeiieieciee e 23
3.4 Obtencgao de mudas de MANGUEITA ..........coeririeierieiesie s 25
3.5 Caracterizagao MOrfOlOQICA ........ccveveeieieceece e 25
3.6 Caracterizagdo molecular do isolado de Ceratocystis fimbriata.............cc.ceevevennne. 25
3.7 Teste de patogeniCIdAdE. .........ccviieieeie et 26
3.8 Avaliacdo in vitro da eficacia dos tratamentos sobre Ceratocystis fimbriata............. 27

3.8.1 Avaliagéo in vitro do antagonismo de Trichoderma harzianum por cultura dupla 27
3.8.2 Avaliacdo da inibicdo de Ceratocystis fimbriata por compostos volateis de

Trichoderma NarZiaNUIM ...........ooieiiiie e r e e e sneenrees 28
3.8.3 Avaliacdo in vitro da atividade do fosfito de potédssio e do fungicida

difenoconazol sobre Ceratocystis fimbriata ............ccooviiiiiiiiiiicc 28
SLQ ETRITO IN VIV .ottt 30
3.9.1 Tratamentos fitOSSANITAIIOS ..........cevviiiiiieiee e 30
3.9.2 AVALIAGOES .....cvvecvieieeie ettt re e re et e e aenre s 32
3.9.2.1 Severidade de SINtomMas da OBNGA. ..........coururreriiriririeeeee e 32
3.9.2.2 Caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento ............c.cccecvennee. 33
3.9.2.3 Determinacao do iNdiCe SPAD ..........ccoviiiiieieieieeeese e 33
3.9.2.4 Anélise estatistica d0S dAU0S..........ccurviieieieiee e 33
A RESULTADOS EDISCUSSAO .....oeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e 34
5 CONCLUSAOQ .....coiiiiiiiiie sttt 54
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........cooiviieiiieieiieieeise s 55

Xi



1. INTRODUCAO

A mangueira (Mangifera indica L.) é uma das frutiferas tropicais mais cultivadas
no Brasil, destacando-se por sua expressiva importancia econémica e social,
especialmente nas Regifes Nordeste e Sudeste do pais. A cultura exerce um papel
fundamental na agricultura familiar, com destaque para o semiarido, onde a Bahia se
consolida como o maior produtor nacional (IBGE, 2023). Além de sua relevancia
produtiva, a mangicultura contribui significativamente para o desenvolvimento regional,
promovendo inclusdo socioeconémica e movimentando diversos segmentos ligados ao
agronegocio (Sousa e Cunha, 2010).

A mangueira é suceptivel a diversas doencas fangicas que comprometem sua
produtividade e longevidade (Mustafa et al., 2024). Dentre essas destaca-se a seca-da-
mangueira, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata. E uma enfermidade de dificil
controle, caracterizada por sintomas como escurecimento vascular, murcha e morte
progressiva da planta. O patdgeno pode ser disseminado por ferimentos mecanicos e
insetos, e sua instalagdo no sistema vascular dificulta o sucesso dos métodos tradicionais
de manejo (Roux e Wingfield, 2009). Os danos agrondmicos e econdmicos associados a
doenca, somados a dificuldade de erradicacdo do patdgeno em campo, exigem estratégias
alternativas que vao além do uso exclusivo de fungicidas quimicos.

Diante disso, cresce 0 interesse por praticas sustentaveis e inovadoras que
promovam a sanidade vegetal sem causar impactos negativos ao ambiente ou a salde
humana, dentre as quais destaca-se 0 uso de bioestimulantes, como o fosfito de potassio,
que atua na inducdo de resisténcia em plantas; e de agentes de controle biolégico, como
Trichoderma harzianum, conhecido por sua capacidade de inibir patdgenos e estimular o
crescimento vegetal.

Embora o uso de bioestimulantes, como o fosfito de potassio, e de agentes
biolégicos, como Trichoderma harzianum, ja tenha sido investigado em diferentes
culturas sob condicbes controladas, o0 uso de Trichoderma sp. e do fosfito de potassio
como biocontrole para a seca da mangueira € recente, e 0s resultados sdo promissores,
mas ainda iniciais, necessitando de estudos mais aprofundados sobre o tema (Brito et al.,
2020; Aradtjo et al., 2015).

Essa fragilidade evidencia a necessidade de diversificacdo nas estratégias de

manejo, incentivando pesquisas que explorem métodos complementares, como o
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controle bioldgico e a inducdo de resisténcia, capazes de atuar de forma integrada e
sustentavel na prevencao da doenca.

Neste contexto, parte-se da hipotese de que o fosfito de potassio e o Trichoderma
harzianum (cepa ESALQ 1306), aplicados isoladamente ou em combinacéo, sdo eficazes
no controle da seca da mangueira causada por Ceratocystis fimbriata, além de
promoverem beneficios fisiologicos e de crescimento as plantas, independentemente do
momento de aplicacdo em relagdo a inoculagdo do patdgeno.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia de Trichoderma
harzianum (ESALQ 1306), fosfito de potassio e difenoconazol, aplicados isoladamente
ou em combinacdo, no manejo da seca da mangueira causada por Ceratocystis fimbriata,
bem como seus efeitos fisiologicos e de crescimento em mudas artificialmente inoculadas,

considerando diferentes momentos de aplicacdo em relagdo a inoculagéo do patdgeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da mangueira

A mangueira (Mangifera indica L.) ocupa posicdo de destaque na fruticultura
brasileira, sendo cultivada em praticamente todas as regifes do pais, com énfase nas
Regides Norte e Nordeste. Existem cerca de 1600 cultivares de mangueira conhecidas
mundialmente, com sua comercializacdo ocorrendo em mais de 80 paises (Mandal et al.,
2020). As principais cultivares de manga cultivadas comercialmente no Brasil incluem
Tommy Atkins, Palmer, Keitt e Kent, cada uma com caracteristicas distintas em
conformacédo da copa, precocidade, produtividade, qualidade dos frutos e necessidades
nutricionais (Rezende et al., 2022).

O fruto é comercializado quase exclusivamente in natura, mas também esta
disponivel em compotas, suco integral e polpa congelada. A polpa é utilizada na producéo
de doces, geleias, sucos e néctares, além de poder ser incorporada em sorvetes, misturas
de sucos, licores e outros produtos.

A maior parte da cultura da manga esté localizada no continente asiatico, com uma
producdo que representa 75% de toda a manga produzida no mundo, logo depois vem as
Américas com 14%, Africa com 10% e o 1% restante esta distribuido entre alguns paises
na Europa e Australia (Guerra, 2020). No Brasil, a cultura da manga ultrapassou 1.7
milhdes de toneladas em 2023, como estado da Bahia representando 40% da producéo total
do pais, destacando-se como o principal estado produtor, com uma area colhida de 33.346
hectares (IBGE, 2023). A producéo esta localizada principalmente no vale do Submédio
Sdo Francisco, com aproximadamente 70% da produgdo gerada em Petrolina - PE e
Juazeiro-BA (IBGE, 2023).

Ao todo, o Brasil apresenta uma area de 80.465 mil hectares para producdo de
manga, com um rendimento médio de 21.849 kg por hectares (IBGE, 2024). Em 2023, a
exportacdo de mangas brasileiras alcangou um marco historico, com um faturamento de
US$ 315 milhdes e um volume exportado de 266 mil toneladas, representando um
aumento de 15% em relagéo ao ano anterior (AGROSTAT/MAPA, 2024). A regido do
Vale do Séo Francisco foi responsavel por mais de 90% da producdo, com destaque para
0s estados da Bahia (47,36%) e Pernambuco (45,42%).

Na Bahia, municipios como Juazeiro, Casa Nova e Livramento de Nossa Senhora
sdo reconhecidos ndo apenas pela quantidade produzida, mas também pela qualidade dos

frutos, que possuem elevada aceitacdo no mercado interno e externo. No municipio de
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Livramento de Nossa Senhora, a cultura da manga se consolida como eixo central da
agricultura familiar e do agronegocio local, gerando empregos diretos e indiretos,
movimentando o comércio e influenciando diretamente o Produto Interno Bruto (PIB)
agropecuario regional

Entre os fatores que impulsionaram esse crescimento estdo a quebra de safra no
Peru e 0 aumento do preco internacional da fruta (Embrapa, 2024). O desempenho
promissor continuou em 2024, com um crescimento significativo nos primeiros meses,
quando foram exportadas 24,5 mil toneladas, comparadas as 16,8 mil toneladas no mesmo
periodo de 2023, refor¢cando o protagonismo do Brasil no mercado global de mangas
(Embrapa, 2024).

2.2 Principais doenca fungicas da mangueira

A mangueira (Mangifera indica), produzida em regides tropicais e subtropicais de
todo o mundo, esta sujeita a uma combinacdo de doencas flingicas e bacterianas,
problemas causados por nematoides, além de doencas fisioldgicas. No entanto, 0s
principais problemas fitossanitarios que impactam sua producdo no Brasil incluem a
antracnose, a podriddo-radicular, podridao-de-pedunculo, a seca-da-mangueira e a
malformacao da mangueira.

A antracnose, causada por espécies do complexo Colletotrichum gloeosporioides
(teleomorfo Glomerella cingulata), é considerada a doenca mais destrutiva da cultura,
afetando flores, folhas e frutos, podendo provocar perdas de até 100 % em pomares ndo
manejados (Dofuor et al., 2023). Os sintomas incluem lesdes escuras e deprimidas em
frutos, manchas foliares, queda de flores e frutos verdes, com infec¢des latentes que se
manifestam posteriormente no pds-colheita (Batista et al., 2016).

Podriddes radiculares sdo causadas por fungos do género Lasiodiplodia,
especialmente L. theobromae (El- Ganainy et al., 2022). Essas doencas provocam murcha,
clorose, necrose de ramos, leses colapsando os tecidos vasculares, exsudacdo de goma e
morte de partes aéreas da planta (Batista et al., 2016). Em condi¢des de campo, 0s sintomas
chegam a afetar até 40 % dos individuos em pomares ndo tratados (El-Ganainy et al.,
2022).

A podridao-de-pedunculo, causada principalmente por Botryosphaeria dothidea,
provoca escurecimento e apodrecimento na regido do pedunculo dos frutos, sendo um

problema grave da pds-colheita (Santos et al., 2018).
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Diversos patdgenos, considerados secundarios, também afetam a cultura da
mangueira, embora com menor impacto econdmico em comparacdo as principais
doencas. Alternaria alternata provoca manchas foliares escuras, geralmente observadas
na face inferior das folhas, e pode causar lesdes ao redor das lenticelas dos frutos, que se
aprofundam sob alta umidade (Lima, 2007; Batista et al., 2016). A mancha-cinza-da-
folha, causada por Pestalotiopsis mangiferae, inicia-se com manchas irregulares
amareladas que evoluem para areas branco-acinzentadas com acérvulos pretos, podendo
também afetar frutos maduros (Milan, 2020).

O controle eficiente dessas doencas envolve manejo integrado, como remocao de
residuos e paniculas doentes, adocdo de boas praticas agricolas e uso criterioso
de fungicidas (Batista et al., 2023; Dofuor et al., 2023).

2.3 Ceratocystis fimbriata: a seca da mangueira

O género Ceratocystis é classificado na classe Pyrenomycetes, pertencente a
ordem Ophiostomatales, dentro da subdivissfo Ascomycotina e da familia
Ceratocystidaceae (Beer etal., 2014). Esse grupo de fungos é caracterizado pela formacao
de peritécios que podem ser superficiais ou parcialmente imersos no substrato,
apresentando formato globoso, pescocos alongados e bordas fimbriadas, com coloracao
variando de castanho a preto (Brito et al., 2021). Os ascosporos possuem forma elipsoidal,
sdo hialinos e envoltos por uma estrutura gelatinosa que Ihes confere uma aparéncia
semelhante a um chapéu (Brito et al., 2021). Esses esporos sdo produzidos em ascos
evanescentes, cujas paredes se dissolvem facilmente, permitindo sua liberacdo através do
ostiolo em uma matriz gelatinosa (Engelbrecht e Harrington et al., 2005).

Na fase assexuada, formam-se dois tipos de esporos, os endoconidios hialinos, de
formato cilindrico e dispostos em cadeias, podendo em alguns casos apresentar-se como
endoconidios de forma barril. Além disso, sdo produzidos clamiddsporos terminais, que
também se organizam em cadeias, com formas que variam entre obovadas e ovais,
possuindo paredes espessas e coloragdo marrom (Johnson et al., 2005).

A “seca da mangueira” ou “mal do Recife” foi relatada pela primeira vez na
década de 1930, em Pernambuco. A doenca foi responsavel por causar o declinio de
plantas em pomares de mangueira, como ocorreu em Jardindpolis, SP, onde, nas décadas
de 1950 e 1960, devastou pomares das variedades Haden e Bourbon (Embrapa, 2023). Ao
longo dos anos, a doenga causou perdas econdmicas substanciais (até 60%) na industria

de manga no Brasil, Oma e Paquistdo (Galdino et al., 2016; Hassan e Nazami, 2017). A
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doenca foi registrada pela primeira vez fora do Brasil nas décadas de 1990, em Oma e no
Paquistdo (Al Adawi et al., 2006; Galdino et al., 2016).

Ceratocystis fimbriata ¢ um fungo ascomiceto amplamente distribuido, que causa
doencas vasculares em varias culturas de importancia econdmica. Ele foi inicialmente
descrito como patégeno em batata-doce, mas atualmente é reconhecido por sua
capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros, incluindo eucaliptos,
seringueiras, cacau e mangueiras (Harrington et al., 2014).

A infeccdo ocorre por meio de feridas nos tecidos das plantas, onde os esporos do
fungo encontram um ambiente propicio para germinacdo e coloniza¢do. Uma vez
estabelecido, o fungo invade os vasos do xilema, obstruindo o transporte de agua e
nutrientes, o que leva ao murchamento, necrose e eventual morte da planta (Ferreira et
al., 2011).

A coleobroca, Hypocryphalus mangiferae, popularmente chamada de “broca-da-
mangueira”, atua como o principal vetor do Ceratocystis fimbriata em plantagdes de
manga (Paz et al., 2007; Ferreira, 2013). Nos troncos e ramos atacados, é possivel
identificar pequenos orificios com cerca de 1,0 mm de didmetro, resultantes da acdo das
coleobrocas, frequentemente acompanhados pela liberagdo de serragem e pela exsudacao
de resina de consisténcia gomosa, que € sinal do ataque do inseto.

Uma caracteristica marcante de Ceratocystis fimbriata é sua adaptabilidade e alta
capacidade de sobrevivéncia no ambiente. O fungo forma estruturas resistentes, como
conidios e clamiddsporos, que permanecem viadveis no solo e em restos culturais por
longos periodos. Essa habilidade aumenta o desafio de manejo, pois cria um reservatorio
continuo de indculo (Lutfiana et al., 2025).

Estudos genéticos recentes mostram que Ceratocystis fimbriata apresenta alta
variabilidade genética, o0 que contribui para sua adaptabilidade a diferentes condicdes
ambientais e resisténcia a métodos de controle tradicionais (Valderato et al., 2015). Essa
diversidade genética tambem esta associada a emergéncia de linhagens com maior
viruléncia, aumentando os danos em culturas economicamente importantes (Baker et al.,
2003; Oliveira et al., 2015).

2.4 Estratégias de manejo contra Ceratocystis fimbriata

Atualmente 0 manejo da seca-da-mangueira causada por Ceratocystis fimbriata

baseia-se principalmente em praticas preventivas, como a utilizacdo de mudas sadias,
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eliminacdo de plantas doentes, desinfeccdo de ferramentas e controle da coleobroca, que
favorecem a disseminacdo do patégeno por meio de ferimentos nos tecidos vegetais
(Batista et al., 2008; Cassol et al., 2024). Em cultivos comerciais, também é comum a
adocdo de medidas, como a rotacdo de areas e barreiras sanitarias. Ha também a utilizacao
de porta-enxertos resistentes a doenga, que sdo utilizadas atualmente como o principal
método de controle. Entre os porta-enxertos mais utilizados, destacam-se as variedades
‘Espada’ e ‘Coquinho’, sendo a ‘Espada’ tradicionalmente reconhecida por sua tolerancia
a seca-da- mangueira (Ribeiro et al., 1986; Oliveira et al., 2010). No entanto, estudos tém
indicado que a variedade ‘Uba’ (também conhecida como Jasmin), apresenta niveis
significativos de resisténcia ao patégeno, reforcando seu potencial como porta-enxerto
em programas de manejo da doenca (Ribeiro et al., 1986; Galli et al., 2011; Nunes, 2015).

Diante desse cenario, estratégias alternativas ao manejo convencional vém sendo
exploradas, especialmente aquelas voltadas a inducdo de resisténcia e ao controle
biolégico. A natureza vascular e sisttmica da doenca, associada a sua progressao
silenciosa e letal, exige abordagens que atuem de forma preventiva e integrada, com
mecanismos multiplos de acéo.

Como alternativa mais sustentavel, o controle bioldgico utilizando Trichoderma
spp. tem se destacado por sua acdo multifatorial. Esses microrganismos atuam por meio
do micoparasitismo direto, competicdo por espaco e nutrientes, producdo de enzimas
hidroliticas e compostos volateis, além de estimular a defesa da planta hospedeira
(Konappa et al., 2022). Cepas selecionadas vém sendo utilizadas em diversos sistemas
agricolas e apresentam resultados promissores na reducdo da severidade de doencas e
promocdo de crescimento (Silva et al., 2021; Pereira et al., 2019).

Complementando essas estratégias, a inducéo de resisténcia tem ganhado espaco
como ferramenta promissora no manejo de doencas em fruteiras tropicais. Estudos
envolvendo o uso de fosfito de potassio como indutor de resisténcia tém sido conduzidos
em diversas culturas, visando o controle de Ceratocystis fimbriata e outros fitopatogenos

de importancia econémica (Aradjo et al., 2015; Tunes et al., 2019).

2.5 Controle biolégico com Trichoderma harzianum

O controle biolégico com Trichoderma sp., especialmente T. harzianum,
representa uma das estratégias mais promissoras e sustentaveis no manejo de doencas em
culturas agricolas. Esse género fungico é reconhecido por sua capacidade de antagonismo

frente a uma ampla gama de fitopatégenos, atuando por diferentes mecanismos, como
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micoparasitismo, antibiose, competicdo por nutrientes e inducao de resisténcia na planta
hospedeira (Konappa et al., 2022; Zeilinger e Atanasova, 2020).

O micoparasitismo € um dos mecanismos mais bem documentados, caracterizado
por um processo em que o Trichoderma reconhece quimicamente a presenca do patogeno,
adere a sua parede celular, enovela suas hifas e, em seguida, secreta enzimas como
quitinases, glucanases e proteases, que degradam o patégeno e permitem sua colonizacao
(Zeilinger e Atanasova, 2020; Shenouda e Cox, 2021). Esse processo também favorece a
absorcdo de nutrientes pelas espécies de Trichoderma, impedindo o crescimento de
organismos competidores.

A antibiose é outro mecanismo relevante, no qual Trichoderma secreta compostos
bioativos, como viridina, gliovirina, 6-pentil-a-pirona e &cido harzianico, com
comprovada atividade antifingica (Konappa et al., 2022; Nandini et al., 2021). Muitos
desses metabolitos secundarios séo responsaveis por inibir a germinagdo e o crescimento
de patdgenos, sendo também associados ao efeito bioestimulante do fungo sobre as
plantas (Nakkeeran et al., 2021).

Além do controle direto, T. harzianum é conhecido por ativar respostas de defesa
em plantas por meio de mecanismos de resisténcia sistémica induzida (RSI) e adquirida
(RSA), dependendo da via de sinalizacdo envolvida. A RSI é mediada principalmente por
acido jasmonico e etileno, enquanto a RSA ocorre via acido salicilico. Ambas as vias
podem ser desencadeadas pela presenca de Trichoderma, conforme demonstrado por
Alkooranee et al. (2017) e Galletti et al. (2020), que observaram a ativacdo de genes
associados a defesa ap6s inoculagdo com diferentes cepas.

Esses efeitos ndo se limitam a prote¢do contra patégenos. Diversos estudos relatam
que Trichoderma promove o crescimento vegetal por meio da producdo de horménios,
como acido indolacético e acido giberélico, além de compostos que estimulam a absorcao
de nutrientes (Al-Askar et al., 2016; Sharma et al., 2022). Essa capacidade de atuar como
bioestimulante se manifesta no aumento da biomassa radicular, na altura de plantas e na
concentracéo de clorofila, sendo relatada em culturas como soja, tomate e milho (Conte
et al., 2022; Ji et al., 2020; Khan et al., 2017).

Além disso, a aplicacdo de Trichoderma tem demonstrado efeitos positivos sob
condicBes de estresse abidtico, como salinidade e déficit hidrico, promovendo maior
acumulo de solutos compativeis, antioxidantes e regulacao estomatica (Macias-Rodriguez
et al., 2020; Fu et al., 2017). Essa multifuncionalidade torna o género uma ferramenta

valiosa ndo apenas para 0 manejo de doencas, mas também para a resiliéncia das plantas,
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frente a condicdes adversas.

Contudo, vale ressaltar que os efeitos benéficos de Trichoderma estéo
intimamente ligados a cepa utilizada, suas caracteristicas genéticas e a interacdo com o
ambiente e a planta hospedeira (Dou et al., 2022; Vicente et al., 2022). Por isso, a selegédo
criteriosa da cepa e a compreensdo dos mecanismos envolvidos sdo fundamentais para o

sucesso de sua aplicagdo em programas de manejo integrado.

2.6 Inducéo de resisténcia com fosfito de potassio

O cultivo de plantas em larga escala frequentemente favorece a ocorréncia de
doencas, uma vez que proporciona condi¢cbes ambientais propicias para o0
desenvolvimento e disseminacdo de fitopatdgenos. No entanto, as plantas possuem
mecanismos de defesa sofisticados para se proteger contra patdégenos e insetos, que podem
ser classificados em defesas constitutivas, ou seja, sempre presentes e induzidas que
geralmente sdo ativadas ap0s o ataque. Entre as barreiras fisicas estdo a cuticula, paredes
celulares reforcadas, tricomas e espinhos, que dificultam a entrada de agentes nocivos
(Mostafa et al., 2022; Biswas et al., 2025).

No &mbito bioquimico, as plantas produzem compostos secundarios txicos, como
alcaloides, fendis e terpenoides, além de proteinas relacionadas a patogénese, como
quitinases, glucanases e fitoalexinas, que inibem o crescimento de patdgenos (Kaur et al.,
2022; Mostafa et al., 2022; Biswas et al., 2025). Quando percebem o ataque, ativam vias
de sinalizacdo envolvendo hormdnios, como acido salicilico, jasmonato e etileno, que
coordenam respostas locais e sistémicas (Igbal et al., 2021; Mostafa et al., 2022).

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o fortalecimento da parede
celular também sao respostas rapidas para limitar a propagacédo do invasor (Kaur et al.,
2022; Igbal et al., 2021). Além disso, plantas podem liberar compostos volateis que
atraem inimigos naturais de herbivoros, caracterizando a defesa indireta (Aljbory e Chen,
2017; War et al., 2012). O “priming” ou condicionamento de defesa permite que a planta
responda mais rapidamente a ataques subsequentes (Martinez-Medina et al., 2016). Essas
estratégias, combinadas, tornam as plantas capazes de resistir e se adaptar a uma ampla
variedade de ameagas bidticas.

Deste modo, 0 processo de resisténcia das plantas pode ocorrer de duas formas
principais: Primeiro uma resposta rapida, ativada imediatamente apds o reconhecimento
do patdgeno; e uma resisténcia posterior, induzida por elicitores. A planta pode entrar em

um estado de resisténcia induzida, mediado por elicitores, que podem ser moléculas do
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proprio patégeno ou de origem externa, que ativam vias de sinalizacdo e levam a
expressdo de genes de defesa, tornando a resposta mais eficiente em
infeccdessubsequentes (Nishad et al., 2020; Xiao Yu et al., 2024).

A exposicdo prévia das plantas a um elicitor permite que, em caso de tentativa de
colonizagdo por um patdgeno, os tecidos vegetais ativem suas respostas de defesa de
forma mais rapida e eficaz. Um produto é considerado um elicitor quando, ao ser aplicado
em pequenas concentracGes em plantas ou culturas de células vegetais, seja capaz de
estimular respostas de defesa, como a producao de metabolitos secundarios ou a ativacao
de genes relacionados a resisténcia a estresses bidticos e abioticos (Meena et al., 2022;
Ramirez-Estrada et al., 2016).

Diversos produtos utilizados na agricultura, incluindo alguns fertilizantes, podem
atuar como indutores de resisténcia nas plantas, contribuindo para a reducéo da incidéncia
e severidade de doencas fungicas. Um bom exemplo é o fosfito de potassio, um composto
utilizado principalmente na agricultura como fertilizante e agente de controle de doengas
de plantas. Ele atua de duas formas: diretamente, inibindo o crescimento de patdgenos
como fungos e oomicetos; e indiretamente, estimulando as defesas naturais das plantas
(Machinandiarena et al., 2012; Wang et al., 2024; Saldarriaga-Gomez et al., 2025).

Estudos mostram que o fosfito de potéssio reduz significativamente a severidade
de algumas doencas, sendo tdo eficaz quanto fungicidas tradicionais em alguns casos
(Liljeroth et al., 2016; Gilardi et al., 2020; Reis et al., 2024).

O fésforo (P), devido a sua alta reatividade, ndo é encontrado na natureza em sua
forma elementar, estando geralmente associado a outros elementos, como oxigénio (O) e
hidrogénio (H). O fosfito corresponde a uma forma molecular especifica, na qual o fosforo
estd ligado a trés atomos de oxigénio e um de hidrogénio. Essa configuracdo quimica
confere ao composto propriedades distintas de solubilidade e disponibilidade para
absorcdo pelas plantas, influenciando diretamente tanto o metabolismo quanto os
processos fisiologicos vegetais. Ainda ndo existem evidéncias de que a planta utiliza a
molécula de fosfito como fonte de P, por isso o fosfito é utilizado como um ativador de
defesa da planta (McDonald et al., 2006; Liu et al., 2021).

Os fosfitos sdo compostos caracterizados por sua elevada solubilidade e
mobilidade sistémica, sendo rapidamente absorvidos pelos tecidos vegetais e
eficientemente translocados das folhas para as raizes. Sua aplicagdo esta relacionada a
inducdo de mecanismos de defesa nas plantas, promovendo a sintese de fitoalexinas e

outros metabolitos naturais, associados a resisténcia induzida. Esses efeitos fisiologicos

21



podem estar atrelados a alteracfes nos perfis quimico-hormonais das plantas (Lovatt e
Mikkelsen, 2006).

A eficécia do fosfito no controle de patdgenos ja foi amplamente demonstrada,
incluindo a reducdo do crescimento micelial radial, diminuicdo da biomassa fungica e
inibicdo da formacgdo de estruturas de resisténcia, como odsporos em Pythium
aphanidermatum e esclerodios em Athelia rolfsii (Yafiez Juarez et al., 2018).
Adicionalmente, evidéncias apontam seu efeito positivo no manejo da podriddo da coroa

em abobrinhas, provocada por Phytophthora capsici (Gilardi et al., 2020).

2.7 Controle quimico

O controle quimico ainda é uma das ferramentas mais utilizadas no manejo de
doencas fungicas em culturas agricolas, principalmente pela rapidez de acéao e eficiéncia
contra patdgenos agressivos. Dentre os fungicidas disponiveis, destaca-se o difenoconazol,
um triazol sistémico pertencente ao grupo dos inibidores da desmetilagcdo (DMI), que atua
na biossintese de ergosterol, comprometendo a integridade da membrana celular dos
fungos (FRAC, 2023).

Devido ao seu amplo espectro de agdo e mobilidade translaminar, o difenoconazol
tem sido utilizado com sucesso no controle de doengas flngicas, incluindo alface e acelga,
morango, trigo, entre outras (Gao et al., 2022; Abdo et al., 2023; Bajoriya et al., 2023).

Ensaios in vitro demonstram atividade fungistatica significativa do produto, frente
a isolados de Ceratocystis fimbriata, indicando seu potencial como controle preventivo
ou de suporte no manejo integrado (Dong-Jin, 2013; Scruggs et al., 2017). Além disso,
aplicacdes pos-colheita de difenoconazol em raizes infectadas também mostraram bons
resultados no controle da doenca, sendo comparavel ou superior a outros fungicidas
testados (Scruggs et al., 2017).

Dessa forma, o difenoconazol pode ser uma ferramenta auxiliar no manejo da seca
da mangueira, principalmente quando associado a outras estratégias. Contudo, seu uso em
campo deve considerar aspectos como resisténcia flngica, impacto ambiental e

seletividade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento

O estudo foi realizado no Laboratério de Fitopatologia e em telado de sombrite com
cobertura plastica, pertencente ao Departamento de Fitotecnia e Zootecnia da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Campus de Vitoria da Conquista,
Bahia.

3.2 Isolamento e preparo do isolado de Trichoderma harzianum

O isolado de Trichoderma harzianum, utilizado neste estudo, corresponde a
linhagem ESALQ 1306, proveniente de produto comercial formulado (Trichodermil
SC®, Koppert Biological Systems). Este isolado é amplamente reconhecido por sua
eficacia no controle bioldgico de fitopatdgenos.

Para a multiplicacdo do agente, aliquotas do produto foram semeadas em placas de
Petri contendo meio BDA (batata-dextrose-agar), sob condi¢des assépticas em cdmara de
fluxo laminar. As placas foram incubadas a 28 °C, por até sete dias, sob fotoperiodo de 12
horas, para o crescimento e esporulacdo do microrganismo.

Ap0s o periodo de incubacao, foi preparado um inéculo liquido a partir da raspagem
das estruturas fangicas, com espatula esterilizada, as quais foram suspensas em agua
destilada estéril. A suspensao foi filtrada em camada dupla de gaze para remocdo de
fragmentos miceliais e padronizada com auxilio de camara de Neubauer para
concentra¢do de aproximadamente 1 % 107 conidios-mL™".

Essa suspensdo foi utilizada para aplicagdo nos tratamentos designados com
Trichoderma harzianum, sendo aplicada diretamente no substrato, proximo a regido do

colo da planta, conforme delineamento experimental.

3.3 Obtencao do isolado

A coleta de amostras de tecidos vegetais infectados por Ceratocystis fimbriata foi
realizada no dia 15 de janeiro de 2025, em plantas hospedeiras que apresentavam sintomas
tipicos da doenca, localizadas em um pomar no municipio de Livramento de Nossa
Senhora — BA. Foram coletadas quatro amostras de fragmentos de tronco e raizes,
provenientes de plantas sintométicas. Todo o material foi acondicionado em sacos
plasticos esterilizados e transportado ao Laboratério de Fitopatologia da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus de Vitéria da Conquista — BA.

23



Como método complementar de isolamento, foi empregada a técnica de isca de
cenoura, conforme descrita por Moller e Devay (1968) e adaptada por Piveta (2013).
Cenouras frescas foram lavadas em agua corrente para remocdo de impurezas. Em
seguida, foram cortadas em fatias com aproximadamente 1 cm de espessura.

As fatias foram posicionadas sobre os fragmentos vegetais, previamente
higienizados, formando um “sanduiche”, e acondicionadas em cAmaras Umidas, montadas
em béqueres, contendo algoddo embebido em agua destilada esterilizada, para manutencéo
da umidade. As camaras foram incubadas a 25 °C, entre 48 a 72 horas, com o objetivo de
estimular a migracao do patdgeno para os tecidos da cenoura.

Ap0s o periodo de incubacdo, com o auxilio de uma lupa para identificar se os
peritécios foram translocados para as iscas de cenoura, a massa de ascOsporos extrudada
pela ponta do ostiolo dos peritécios, formados na superficie das cenouras, foi
cuidadosamente coletado com auxilio do cabo de Kolle, adaptado com ponta de agulha de
injecdo descartavel, e transferida assepticamente, sob cdmara de fluxo laminar, para
placas de Petri contendo meio BDA (batata-dextrose-agar). As placas foram incubadas a
25 °C, por até 7 dias, para o crescimento, isolamento e purificacdo dos isolados de
Ceratocystis fimbriata. Na Figura 1, € possivel observar plantas sintométicas em campo,
além da camera Umida contendo as iscas de cenoura e da placa de petri ja& com o isolado

do fungo.

Figura 1- Planta com sintomas da seca da mangueira (A), tronco com sintomas da doenca
(B), “sanduiches” de cenoura em camaras Umida (C) e coldnia isolada em placa contendo
BDA.
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3.4 Obtencao de mudas de mangueira

Mudas comerciais de mangueira (Mangifera indica L.) da cultivar Coquinho,
reconhecida por sua suscetibilidade a murcha causada por Ceratocystis fimbriata, foram
adquiridas com aproximadamente 120 dias de desenvolvimento e altura média de 1,5
metro. As mudas apresentavam coloragdo verde uniforme, boa sanidade e auséncia de
sintomas fitopatoldgicos visiveis no momento da aquisicao.

As plantas foram transplantadas para vasos com capacidade aproximada de 5
litros, previamente preenchidos com substrato composto por solo, esterco curtido de
curral e adubagdo com superfosfato simples, cujas quantidades foram corrigidas
proporcionalmente ao volume de cada recipiente. Os vasos apresentavam adequada
drenagem e foram dispostos em telado de sombreamento, sob condi¢bes protegidas.

Apbs o transplantio, as mudas foram irrigadas manualmente, duas vezes ao dia
(manhd e fim de tarde), utilizando-se &gua potavel, de forma a manter o substrato com
umidade constante, sem provocar encharcamento. Os tratos culturais e a manutencédo das
mudas seguiram as recomendacfes agronémicas para a espécie até o momento da

aplicacdo dos tratamentos experimentais.

3.5 Caracterizacao morfoldgica

Para a caracterizacdo morfoldgica de Ceratocystis fimbriata, fragmentos
miceliais foram obtidos de culturas em BDA, entre 7 e 10 dias, a 25 °C. As amostras foram
transferidas com agulha estéril para laminas contendo solucdo de azul de algoddo em
lactofenol e analisadas no microscopio Optico Axiostar Plus (Carl Zeiss®, Alemanha),
com objetivas 40x e 100x. Foram observadas estruturas tipicas do género, como peritécios
globosos com pescoco alongado e borda fimbriada, hifas septadas, conidios barrel-shaped
(doliiformes) e ascdsporos hialinos. A identificacdo foi baseada nas descri¢des classicas

taxondmicas (Baker e Harrington, 2005).

3.6 Caracterizacdo molecular do isolado de Ceratocystis fimbriata

Para a extracdo de DNA, a biomassa fangica foi cultivada em placas de Petri
contendo meio de cultura PDA, por sete dias, a 28 °C. O protocolo utilizado seguiu a
metodologia descrita por Oliveira et al. (2016). Para amplificar a regido ITS (ITS1- 5.8s-
ITS2), foram utilizados os primers ITS1 e ITS4 (White et al., 1990). Posteriormente, as

amostras foram sequenciadas, utilizando-se 0s mesmos conjuntos de primers PCR na
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Plataforma Multiusuéria de Sequenciamento de DNA do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

As reconstrucdes filogenéticas foram obtidas por meio da analise de dados de
sequéncia de ITS. A sequéncia obtida foi alinhada com outras sequéncias fangicas
relacionadas do GenBank, utilizando-se 0 MEGA, versdo 5.05 (Tamura et al., 2007).
Antes da analise filogenética, o0 modelo 6timo de substituicdo de nucleotideos foi
estimado, utilizando-se o Topali 2.5 (Milne et al., 2004). A analise de maxima
verossimilhanca (1.000 replicacdes de bootstrap) foi realizada utilizando-se o PhyML

(Guindon e Gascuel, 2003), acessado através do Topali v. 2.5.

3.7 Teste de patogenicidade

O teste de patogenicidade foi realizado com o objetivo de confirmar que o isolado
obtido de plantas de mangueira, com sintomas tipicos de seca em campo, correspondia ao
agente causal Ceratocystis fimbriata. Embora os sintomas observados no campo
indicassem a presenca do patogeno, a confirmacdo foi necessaria para validar o
diagnostico e assegurar que o isolado utilizado nos ensaios posteriores era patogénico e
representativo. Para isso, plantas sadias foram inoculadas com o isolado, avaliando-se o
desenvolvimento dos sintomas caracteristicos da doencga e cumprindo-se os postulados de
Koch. Para isso, foram utilizadas quatro mudas sadias de mangueira da cultivar Coquinho,
reconhecida por sua suscetibilidade a doenca. Duas plantas adicionais foram utilizadas
como controle negativo, sendo inoculadas com &gua estéril.

A inoculacgéo foi realizada por meio da perfuragdo do caule, a aproximadamente
10 cm acima da superficie do substrato, utilizando-se agulha de injecdo esterilizada. Em
seguida, foi aplicada uma suspensdo de esporos do patdgeno, preparada a partir de
colonias cultivadas em meio BDA e ajustada a 1,6 x 10 esporos/mL.

Apbs a inoculacdo, o orificio foi protegido com plastico filme PVC para evitar
ressecamento e entrada de contaminantes. As plantas inoculadas foram mantidas em
telado de sombreamento, sob irrigacdo regular e monitoramento diario.

O aparecimento de sintomas caracteristicos da murcha-de-ceratocystis foi
avaliado visualmente ao longo de 30 dias apos a inoculagdo (30DAI), incluindo
escurecimento vascular, murcha e morte da parte aérea. A confirmacéo da patogenicidade
foi realizada mediante reisolamento do patdgeno, a partir dos tecidos sintomaticos,
seguindo os mesmos procedimentos descritos anteriormente para isolamento em BDA,

com incubacéo a 25 °C, por até 7 dias, com fotoperiodo de 12 horas.
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3.8 Avaliacdo in vitro da eficécia dos tratamentos sobre Ceratocystis fimbriata

3.8.1 Avaliagéo in vitro do antagonismo de Trichoderma harzianum por cultura
dupla

O antagonismo direto de Trichoderma harzianum (isolado ESALQ 1306), frente
ao isolado de Ceratocystis fimbriata, foi avaliado por meio do método de cultura dupla (dual
culture), conforme Dennis e Webster (1971), com adaptacdes. Discos miceliais (8 mm de
didmetro) de coldnias ativas de T. harzianum e Ceratocystis fimbriata foram posicionados
em lados opostos de placas de Petri contendo meio BDA, com distancia de
aproximadamente 5 cm entre os in6culos, como demonstrado na Figura 2. No grupo
controle, foram semeadas apenas com o patégeno. As culturas foram incubadas em BOD
a 25 °C, sob fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de sete dias. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 15 repeti¢cbes por
tratamento. A avaliacdo consistiu na mensuragdo do crescimento radial de Ceratocystis
fimbriata na presenca e auséncia do antagonista. Os dados foram utilizados para o célculo

do percentual de inibicdo do crescimento micelial (PICM):
PICM= C-T/C x 100

Em que:
C = didmetro medio da coldnia do patégeno no controle (sem antagonista),
T = didmetro médio da colénia do patdgeno na presenca de T. harzianum.

Figura 2- Cultura pareada montada em placa de petri contendo meio BDA (A),
Trichoderma harzianum cultivada em placa de petri contendo meio BDA com os discos
formados com auxilio de um furador de rolhas de 8mm (B).
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3.8.2 Avaliacdo da inibicdo de Ceratocystis fimbriata por compostos volateis de
Trichoderma harzianum

A inibicdo de Ceratocystis fimbriata por compostos volateis, produzidos por
Trichoderma harzianum, foi avaliada por meio da técnica de placas pareadas base to base,
onde as bases das placas de petri sdo postas uma sobre as outras.

Discos miceliais de 8 mm, obtidos da margem ativa das coldnias, foram incubados
separadamente em placas de Petri contendo meio BDA. Os discos de Trichoderma
harzianum foram colocados em um dos lados da placa com 12 horas de antecedéncia em
relacdo ao patdgeno, a fim de evitar que 0s esporos do antagonista se depositassem sobre
0 indculo do patdgeno, uma vez que o Trichoderma foi posicionado acima deste. Apos
12 horas, uma placa contendo T. harzianum e outra contendo Ceratocystis fimbriata
foram acopladas com as bases voltadas uma para a outra (tampas retiradas), de modo a
permitir a difusdo dos compostos volateis sem contato fisico direto entre os fungos. As
bordas foram seladas com papel filme PVC para evitar a dispersdo dos volateis para o
ambiente. Placas contendo apenas Ceratocystis fimbriata foram utilizadas como controle.

As unidades experimentais foram mantidas em BOD a 25 °C, sob fotoperiodo de
12 horas, durante sete dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
(DIC), com quinze repetices, e repetido duas vezes em periodos diferentes. A eficacia dos
compostos volateis foi determinada pela mensuracdo do crescimento micelial de
Ceratocystis fimbriata, com célculo do percentual de inibicdo baseado no didmetro médio

das colbnias ja citado acima.

3.8.3 Avaliacdo in vitro da atividade do fosfito de potéssio e do fungicida
difenoconazol sobre Ceratocystis fimbriata

A atividade do fosfito de potassio sobre o crescimento micelial de Ceratocystis
fimbriata foi avaliada in vitro pelo método de incorporacao do produto ao meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar). Foram testadas cinco concentracdes do produto: O
(controle), 50, 100, 200, 400 e 800 uL-mL™. As solugdes foram preparadas com agua
destilada esterilizada e incorporadas ao meio BDA ainda liquido (a aproximadamente 45
°C), sob agitagdo constante, para garantir homogeneidade. O meio foi entdo vertido em
placas de Petri (90 mm de didmetro) em camara de fluxo laminar, com posterior
solidificacéo.

Discos miceliais de Ceratocystis fimbriata com 8 mm de diametro, retirados da

margem ativa de colbnias com sete dias de crescimento, foram colocados centralmente
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sobre 0 meio solidificado. As placas foram incubadas em cadmara tipo BOD, a 25 °C, sob
fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado (DIC), com
12 repeticdes por tratamento, totalizando 72 unidades experimentais. O experimento foi
repetido em dois periodos distintos, sob as mesmas condi¢des ambientais, visando maior
consisténcia dos resultados. A avaliacdo foi realizada a cada 48 horas, totalizando 7
avaliacGes em 14 dias ap0s a incubacdo, por meio da medicdo do diametro médio das
col6nias em dois eixos perpendiculares.

Além dos tratamentos com fosfito de potéssio, foi conduzido um ensaio in vitro
com o fungicida Difenoconazol, com o objetivo de avalia-lo como controle quimico. Para
isso, o produto foi adicionado diretamente ao meio BDA ainda liquido e autoclavado,
resfriado até aproximadamente 45 °C, antes do seu vertimento nas placas de Petri. A dose
utilizada foi de 0,4 pL por placa, padronizada com base no volume total de meio
preparado, de forma a garantir uma concentracdo homogénea do fungicida no agar.

Apbs a solidificacdo do meio tratado, um disco de micélio ativo de Ceratocystis
fimbriata (8 mm de diametro) foi inoculado no centro das placas. As placas foram
mantidas em incubagdo a 25 £ 2 °C, sob luz difusa, durante o mesmo periodo do
experimento com o fosfito de potassio apresentado na Figura 3. Os resultados foram
expressos em percentual de inibicdo do crescimento micelial (PICM), calculado pela
formula:

PICM= C-T/C x 100

Em que:
C representa o didmetro medio da colénia no controle (0 pL-mL™),

T representa o diametro médio da col6nia em cada tratamento.

S :
N ® 00
A hh

Figura 3 - Transferéncia dos disco de micélio do fungo Ceratocistys fimbriata em placas
de Petri para testes in vitro (A), adi¢do do fosfito de potassio em meio BDA.
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3.9 Efeito In Vivo

3.9. 1 Tratamentos fitossanitarios

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
em esquema fatorial 6 x 2, com 4 repeticdes por combinacdo e duas repeticdes do
experimento, totalizando 96 unidades experimentais.

Os tratamentos avaliados foram: (1) controle negativo, sem aplicagéo de produtos
e sem inoculacdo do patégeno; (2) controle positivo, sem aplicacdo de produtos, mas com
inoculacdo de Ceratocystis fimbriata; (3) aplicacdo de Trichoderma harzianum ESALQ
1306, via solo; (4) aplicacdo de fosfito de potéssio, via foliar; (5) aplicacdo combinada de
T. harzianum ESALQ 1306 e fosfito de potéssio, aplicados respectivamente via solo e
foliar; e (6) aplicacdo do fungicida difenoconazol, via foliar.

Todos os tratamentos foram aplicados em dois momentos distintos: a primeira
aplicacdo foi realizada sete dias antes da inoculacdo com o patégeno, e a segunda
aplicagdo ocorreu no mesmo dia da inoculagéo. O T. harzianum foi aplicado diretamente
no solo, ao centro do vaso, na concentracdo de aproximadamente 1 x 107 conidios-mL"™".
O fosfito de potassio foi aplicado por via foliar, na dose de 3 mL/L, utilizando borrifador
manual até o ponto de escorrimento. O fungicida também foi aplicado via foliar, na dose
de 0,5 mL/L, com o mesmo critério de aplicacdo (Figura 4).

As doses foram misturadas com agua destilada autoclavada, sendo utilizados 800
mL por tratamento, distribuidos de acordo com o nimero de vasos tratados em cada
repeticdo. As aplicacdes foram realizadas separadamente, conforme a especificidade de
cada produto e 0 momento previsto no protocolo experimental.

Com o objetivo de acompanhar o progresso da doenca e os efeitos dos tratamentos,
foram realizadas avaliagGes semanais aos 7, 14, 21 e 28 dias, ap6s a inoculacédo (DAI),
utilizando-se uma escala de severidade previamente estabelecida para quantificagdo da

intensidade dos sintomas nas mudas.
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Figura 4- Aplicacdo dos trmntos em mudas de Mani era indica (A e B).

A inoculacdo do patdgeno Ceratocystis fimbriata foi realizada
utilizando-se uma suspensdo de esporos previamente ajustada, para a
concentracdo de 1,6 x 10° esporos/mL, com o auxilio de uma camara de
Neubauer. Para a inoculacao, foram realizados cortes de aproximadamente 0,5
mm de profundidade na regido menos lenhosa da planta, local de tecido mais
jovem e susceptivel, utilizando bisturi devidamente higienizado. Em seguida,
com o auxilio de uma seringa de 3 mL acoplada a uma agulha, foram injetados
cerca de 0,3 mL da suspensdo, diretamente dentro do corte, assegurando o
contato do inéculo com o tecido vascular. Imediatamente apés a aplicacdo, a
area inoculada foi envolta com filme de PVC estéril, a fim de manter a umidade

local e favorecer o estabelecimento do patégeno (Figura 5).

Figura 5- Inoculacdo do fungo Ceratocystis fimbriata, com auxilio de uma seringa
manual (A), e planta inoculada (B).
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3.9.2 Avaliagdes

3.9.2.1 Severidade de sintomas da doenca

A severidade dos sintomas provocados por Ceratocystis fimbriata foi avaliada
visualmente com base em uma escala adaptada de notas, variando de 1 a 5, desenvolvida
especificamente para mudas de Mangifera indica, considerando a regido de inoculacdo
herbacea proxima as folhas. As avaliagGes foram realizadas semanalmente aos 7, 14, 21
e 28 dias apds a inoculacdo (DAI), registrando-se os sintomas visuais na area de
inoculagdo e na parte aérea da planta. A escala foi definida da seguinte forma:

1. Plantaassintomatica, sem alteracdes visiveis na area de inoculacdo ou parte aérea;

2. Leve escurecimento na area da inoculacdo, sem murcha ou outros sintomas
sistémicos;

3. Escurecimento expandiu além da area da inoculagdo, leve murcha;

4. Escurecimento acentuado e necrose parcial do tecido préximo a inoculagdo, com
murcha progressiva;

5. Morte da parte aérea ou colapso total da muda, indicando infeccdo sistémica

avancada.

As mudas foram avaliadas a partir do sétimo dia ap6s a inoculacdo do

patdgeno, contabilizando quatro avaliagGes de severidade.

8 4 2 QT S
Figura 6- Escala de notas da severidade da doenca causada pelo fungo Ceratocystis
fimbriata, em que: 1-Planta assintomatica; 2- Leve escurecimento da area da inoculagéo;
3- Escurecimento expandiu além da area da inoculagdo, leve murcha; 4- Escurecimento
acentuado acentuado e necrose parcial do tecido préximo a inoculagdo, com murcha
progressiva; 5- Morte da parte aérea ou colapso total da muda.
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3.9.2.2 Caracteristicas morfofisioldgicas relacionadas ao crescimento

A altura de planta foi determinada utilizando-se um trena, posicionada
paralelamente ao caule, medindo-se desde o substrato até a gema apical do fuste.

As raizes foram retiradas cuidadosamente e 0 excesso de terra retirado em agua
corrente; posteriormente, com o auxilio de uma trena, o comprimento foi mensurado.

A massa seca de folhas, caule e raizes foi obtida a partir da secagem de cada uma
dessas partes em estufa, com circulacdo forcada de ar, a 70 °C + 5, até atingir massa

constante, seguida de pesagem em balanca de precisao.

3.9.2.3 Determinagéo do indice SPAD

A avaliacdo da clorofila foliar relativa foi realizada com o auxilio de um medidor
portatil SPAD-502 (Minolta Co., Japdo), que fornece o indice SPAD (Soil Plant Analysis
Development), utilizado como estimativa indireta da concentragdo de clorofila. Para
padronizacdo, as leituras foram feitas na terceira folha completamente expandida, a contar
do apice do ramo mais vigoroso de cada planta. Em cada folha, foram obtidas trés
medicBes em regides distintas da lamina, evitando a nervura central, sendo o valor médio
dessas trés leituras considerado representativo para cada individuo.

As coletas foram conduzidas entre 8h e 10h da manha, visando reduzir os efeitos
de varia¢des microclimaticas no momento da medicdo. Os valores obtidos serviram como
indicadores do estado fisioldgico e nutricional das plantas, permitindo inferir sobre o
impacto dos diferentes tratamentos na atividade fotossintética e na qualidade funcional

do dossel foliar.

3.9.2.4 Andlise estatistica dos dados

Os dados coletados foram submetidos & analise de variancia, utilizando-se o teste
F ao nivel de 5% de probabilidade. As médias foram comparadas entre si pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5 %. As analises foram realizadas utilizando-se o software RStudio (v
45.1).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O isolamento do patogeno, a partir de tecidos infectados de mangueira, foi bem-
sucedido, utilizando-se 0 método de isca de cenoura, que possibilitou a recuperagéo de
colbnias com caracteristicas morfoldgicas compativeis com o género Ceratocystis. As
colbnias apresentaram crescimento mediano, com cerca de 14 dias para colonizar a placa
de petri em meio BDA, com micélio branco inicialmente, tornando-se cinza a partir do
quarto dia, além da formacéo de frutificacGes tipicas (peritécios) com longos pescogos,
caracteristicas condizentes com as descricdes de Fourie et al. (2014). Este resultado
confirma a eficiéncia do método de isca de cenoura como ferramenta para o isolamento e
purificacdo do patdgeno em amostras provenientes de campo, conforme também relatado
por Piveta (2013).

A inoculacdo artificial do isolado em mudas sadias resultou na manifestacdo dos
sintomas tipicos da murcha causada por Ceratocystis fimbriata, incluindo murcha
progressiva, escurecimento vascular e necrose dos tecidos proximos ao ponto de
inoculacdo, observados a partir do sétimo dia apds a inoculacdo (DAI). Esses sintomas
sdo compativeis com os relatados por Shukla et al. (2018) em mangueiras infectadas
naturalmente, corroborando a patogenicidade do isolado e atendendo aos postulados de
Koch. A confirmacéo da patogenicidade foi fundamental para validar o isolado utilizado
nos experimentos subsequentes de manejo, garantindo que os tratamentos fossem
avaliados frente a um agente causal ativo e devidamente identificado. A figura 7
representa o teste de patogenicidade realizado com os sitomas presentes nas mudas de
mangueira, assim como peritécios presentes fisgados na isca de cenoura. A obtencao e
confirmagdo do isolado de Ceratocystis fimbriata asseguraram a padronizacdo dos
ensaios posteriores, permitindo a avaliacdo dos tratamentos bioldgicos em condi¢des

controladas e com um patdgeno de comprovada viruléncia.
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Figura 7- Teste de patogenicidade sendo realizado em muda de mangueira (A), formagéo
de peritécios de Ceratocystis fimbriata sobre isca de cenoura (B), sintomas sendo
apresentados ap6s inoculacéo do patdgeno (C).

A identificacdo morfoldgica do isolado de Ceratocystis fimbriata foi realizada por
meio da observacdo direta das estruturas fungicas, sob microscopia dptica, a partir de
coldnias cultivadas em meio BDA e de peritécios formados em iscas de cenoura. As
analises revelaram a presenca de estruturas caracteristicas do género, corroborando as
descrigdes presentes na literatura e ilustradas na Figura 8, conforme Aradujo et al. (2014).

E importante destacar que as espécies de fungos do género Ceratocystis s&0
amplamente reconhecidas por infectar diversas culturas em diferentes regides do mundo,
causando doengas severas, como murcha vascular, cancro e apodrecimento (Harrigton et
al., 2011; Nasution et al., 2019). Até hoje, foram identificadas aproximadamente 15
espécies desse género (Fourie et al., 2014), cujas diferencas morfologicas, associadas a
hospedeiros distintos, sdo geralmente sutis e ndo determinantes para a especializacéo
(Fourie et al., 2018; Fernandes et al., 2024). Entre essas espécies, Ceratocystis fimbriata
continua sendo reconhecida como a principal responsavel pela infecgdo em mangueiras

em varias regides do mundo (Shukla et al., 2018; Brito et al., 2019).
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Figura 8 - Caracteristicas morfoldgicas de Ceratocystis fimbriata. Peritécio (A), hifa
septada (B), ascdésporos em forma de chapéu (C), conidio primario (D), conidio
secundério (E) e clamidiosporo globoso (F).

A anélise molecular, baseada na regido ITS (ITS1-5.8S-1TS2), posicionou o
isolado obtido neste estudo dentro do clado formado por Ceratocystis fimbriata,
agrupando-se com elevada similaridade a outros isolados depositados no GenBank.
Observa-se que o isolado se encontra no mesmo ramo que diferentes acessos de C.
fimbriata (MHC3, WRC, MHC5, MHC6, MHC4 e MHC2) (Figura 9), sustentado por
valores de bootstrap elevados (> 82%), o que confere robustez a filogenia e confirma a
identidade do patégeno.

Na arvore obtida, o grupo de C. fimbriata forma um clado bem definido e separado
de espécies morfologicamente semelhantes, como C. fimbriatomima, C. papilata e C.
tsitsikammensis. Esse padrdo de agrupamento indica que, embora espécies do complexo
C. fimbriata compartilnem caracteristicas fenotipicas semelhantes, a analise molecular
permite uma distin¢do segura entre elas.

Portanto, os dados moleculares confirmam a identificagdo morfoldgica inicial do
isolado como Ceratocystis fimbriata, validando sua utilizagcdo nos ensaios posteriores de

inoculagdo e de avaliagdo de tratamentos de controle.
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Figura 9- Arvore filogenética baseada na regifo ITS de isolados de Ceratocystis fimbriata
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Nos ensaios in vitro de cultura dupla, Trichoderma harzianum apresentou
crescimento acelerado em relagdo a Ceratocystis fimbriata, cobrindo cerca de 80% da
placa aos 5 dias de incubacdo. Enquanto que no ensaio in vitro de inibicdo por producao
de compostos volateis, a inibicdo do crescimetno micelial se aproximou dos 90%,
apresentando diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle (p < 0,05)
(Figura 10). Visualmente, observou-se a formacao de halos de inibicdo e sobreposicéo

micelial, indicando interacdo competitiva e possivel micoparasitismo (Figura 9).

Figura 10- Ensaios in vitro envolvendo Trichoderma harzianum e Ceratocystis fimbriata
em diferentes configuragdes de antagonismo e avaliacdo de compostos volateis.
Crescimento de T. harzianum em meio BDA (isolado puro) (A). Confronto direto entre
T. harzianum (esquerda) e Ceratocystis fimbriata (direita), evidenciando inibicdo do
patogeno (B).Vista lateral de placas seladas para avaliagdo da produgdo de compostos
volateis (C). Ensaio de VOCs: a esquerda, crescimento de Trichoderma harzianum; a
direita, inibicdo do crescimento de Ceratocystis fimbriata na presenca de compostos
volateis produzidos por T. Harzianum (D).
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Figura 11- Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (PICM%) de Ceratocystis
fimbriata promovida por Trichoderma harzianum por meio das técnicas de cultura dupla
e producdo de compostos volateis (VOCs). As letras indicam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A eficacia desses mecanismos esta associada a um conjunto de estratégias
bioquimicas e fisioldgicas. No micoparasitismo, Trichoderma cresce em direcdo ao
patdgeno, reconhece e enovela suas hifas, penetrando-as com auxilio de enzimas
hidroliticas, como quitinases, PB-1,3-glucanases e proteases (Rajani et al., 2021;
Muhibuddin et al., 2021). Além disso, atua por competicdo por espaco e nutrientes, além
da producdo de compostos antifungicos nao volateis, incluindo peptideos, poliquetideos,
terpenos e alcaloides (De la Osa et al., 2024).

No mecanismo por VOCs, Trichoderma sp. libera uma diversidade de compostos,
como alcoois, cetonas, ésteres, terpenos e metabolitos especificos, a exemplo de 6-pentil-
2H-piran-2-ona (6-PP), 1-octen-3-ol, 2-pentilfurano e a-farneseno. Esses volateis séo
capazes de inibir a germinacdo de esporos e o crescimento micelial, desorganizar
membranas celulares, alterar a expressdo de genes relacionados a patogenicidade e
metabolismo dos patégenos, além de ativar genes de defesa e enzimas como quitinases e
glucanases nas plantas, contribuindo para a indugéo de resisténcia (Phoka et al., 2020;
You et al., 2022; Zhang et al., 2020).

Esses resultados evidenciam o potencial de Trichoderma harzianum na supressao
de fitopatdgenos por diferentes mecanismos de acdo. A inibicéo direta, frequentemente
avaliada por meio da técnica de cultura dupla, tem sido amplamente reportada na literatura

com taxas superiores a 70%. Por exemplo, Trichoderma asperellum foi capaz
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de inibir 98% do crescimento de Botrytis cinerea e 91% de Sclerotinia sclerotiorum
(Kamaruzzaman et al., 2022). Da mesma forma, T. atroviride e T. asperellum atingiram
indices de inibicdo de 76% e 81%, respectivamente, em contato direto contra diversos
patogenos (Stracquadanio et al., 2020).

No que se refere a acdo por VOCs, estudos também tém demonstrado elevada
eficacia. Elsherbiny et al. (2020) relataram que T. atroviride inibiu o crescimento de
Phytophthora infestans em 80% e 81,4% em meio de cultura; e superou 93% de inibicéo
em tubérculos de batata pela liberacdo de compostos volateis. Ja T. harzianum foi capaz
de inibir 65% do crescimento de Verticillium dahliae por meio de VOCs, segundo
Reghmit et al. (2021).

Dessa forma, os resultados in vitro confirmam o potencial de T. harzianum
ESALQ 1306 como agente biocontrolador de Ceratocystis fimbriata, justificando sua
utilizagdo nos experimentos subsequentes em mudas de mangueira, onde foram avaliadas
a eficacia do controle e os efeitos sobre o desenvolvimento das plantas em condicdes
controladas.

Apds avaliar a capacidade do Trichoderma harzianum em inibir o crescimento
do pat6geno por diferentes mecanismos, foram conduzidos testes in vitro com fosfito para
investigar se esse composto quimico apresentaria efeito semelhante ou complementar. A
atividade inibitdria in vitro do fosfito de potassio foi testada nas concentragdes de 50, 100,
200,400e 800 uL mL'. A aplicacéo de fosfito de potassio promoveu inibigéo significativa
do crescimento micelial de Ceratocystis fimbriataem condic¢des invitro (Figura11). Houve
uma relagdo linear positiva entre o aumento das doses aplicadas (50 a 800 uL L™) e o
percentual de inibicdo do crescimento micelial (PICM), expressa pela equacédo
y=3,87+0,06x e com alto coeficiente de determinacdo (R2 = 0,955). Esse resultado indica
uma resposta dose-dependente, com efeito cumulativo do fosfito sobre o desenvolvimento
do patogeno.

Doses inferiores a 200 pLL L' resultaram em inibi¢ao micelial modesta (<25%),
sugerindo baixa eficacia direta nessas concentragdes. Por outro lado, a dose maxima testada
(800 uL L) foi responsavel por inibir mais de 57% do crescimento do micélio,
demonstrando efeito fungistatico mais expressivo. A presenca de barras de erro,

relativamente estreitas, reforca a consisténcia dos dados obtidos.
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Figura 12- Inibicdo micelial de Ceratocystis fimbriata em funcéo das doses de fosfito de
potéssio, com valores médios e erro-padrdo. A linha indica a regresséo linear ajustada (y=
3,87 + 0,063x; Rz = 0,955; p < 0,001), demonstrando aumento proporcional da inibicao
com o incremento das doses.

Esses achados indicam que, embora o fosfito de potassio ndo atue como fungicida
total em meio de cultura, ele exerce efeito inibitdrio direto relevante sobre o crescimento
de Ceratocystis fimbriata, principalmente em doses mais elevadas. Estudos anteriores ja
haviam demonstrado efeito antifungico do fosfito sobre outros fitopatégenos (Costa el al.,
2017; Rodrigues et al., 2019), mas ha variacBes importantes na sensibilidade entre
diferentes espécies, o que reforca a necessidade de ensaios especificos para cada
patossistema.

Os resultados corroboram a literatura que aponta os fosfitos como compostos com
acao dupla, atuando tanto como fonte de fésforo assimilavel quanto como elicitor de
respostas de defesa nas plantas e com efeito direto sobre patogenos. Liu et al. (2023)
destacam que o fosfito altera a comunidade fungica do solo e exerce acdo antifingica
indireta, reduzindo o crescimento de fitopatdgenos. Nesse cenario, o incremento linear no
ICM (%) observado indica que, mesmo em condi¢0es sem interacdo com a planta
hospedeira, o fosfito tem potencial de limitar o desenvolvimento do Ceratocystis fimbriata,
possivelmente por efeitos fisiologicos diretos no metabolismo do patdégeno ou pela inducéo
de estresses osmaticos e nutricionais.

Por fim, é importante destacar que o padrdo linear obtido sugere que, dentro do

intervalo testado (0 a 800 pL/L), ndo foi atingido o ponto de saturagdo da resposta do
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patégeno ao fosfito, ou seja, doses ainda maiores poderiam gerar niveis superiores de
inibicdo, até certo limite biol6gico. Contudo, 0 uso agrondmico de fosfitos deve considerar
o equilibrio entre eficacia fitossanitaria e viabilidade econdmica, além do risco de
fitotoxicidade em concentracGes elevadas, quando aplicadas em plantas. Assim, 0s
resultados desta avaliagéo reforcam a relevancia do fosfito como ferramenta de controle
direto, evidenciando que seu uso preventivo, e em doses adequadas, pode contribuir para
reduzir a pressao do patdgeno e potencializar outras estratégias de controle biologico ou
quimico.

Paralelamente, a aplicacdo do fungicida difenoconazol apresentou efeito
significativo na inibicdo do crescimento micelial de Ceratocystis fimbriata, conforme
demonstrado na Tabela 1. O difenoconazol apresentou a maior inibicdo micelial (77,92%),
diferindo-se estatisticamente de todos os demais tratamentos, confirmando, assim, seu

potencial de inibicdo direta sobre o patdgeno.

Tabela 1- Média da inibicdo do crescimento micelial (PICM, %) de Ceratocystis
fimbriata em funcdo de diferentes tratamentos com bioestimulante (fosfito de potassio) e
difenoconazol, em ensaio in vitro

Tratamento Média (PICM %)
0 uL/L 0+287d

50 uL/L 11.94 +2.87d
100 uL/L 14.51 + 2.87 cd
200 uL/L 13.83+2,87cd
400 uL/L 25.15+287¢c
800 uL/L 57.36 £2.87b
Difenoconazol (1 uL) 77.92+287a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo estatistico pelo teste de

Tukey (p < 0,05). Valores apresentados como média + erro padrdo (n = 6).

O difenoconazol pertence ao grupo dos triazois e atua principalmente como um
inibidor da biossintese de ergosterol, componente essencial da membrana plasmatica dos
fungos. Seu mecanismo de agdo estd baseado na inibicdo da enzima lanosterol 14a-
demetilase (CYP51), que interfere na conversao do lanosterol em ergosterol, resultando em

desorganizacdo da membrana, alteracdo da permeabilidade celular e, consequentemente,
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inibicdo do crescimento micelial e morte do patdgeno. Essa auséncia de ergosterol, assim
como o0 aumento de compostos intermediarios promovem uma desorganizacgdo celular e
formacé@o de membranas alternativas, levando as células fungicas ao colapso (Rodrigues,
2006).

Alguns estudos ja haviam relatado a eficiéncia in vitro deste fungicida em outras
culturas, como em macieiras e palmeiras, porém combatendo outros patégenos ao qual
apresentaram inibicao significativa em diferentes concentracdes testadas (Obeng et al.,
2025; Kadhira et al., 2025).

Um estudo com testes in vitro, utilizando isolados do fungo Ceratocystis fimbriata,
confirmou maior eficiéncia na inibi¢do do crescimento micelial na presenca de produtos
a base de difenocozanol, com um valor de concentracédo efetiva (EC 50 < 2,52 pg/mL),
indicando alta eficacia. Outros fungicidas, como Topsin-M, apresentaram EC50 mais altos
(menos eficazes), enquanto tolclofosmethyl e flutolanil tiveram efeito muito inferior (Dong
Jin, 2013).

Apbs a avaliacdo do efeito in vitro de Trichoderma harzianum e das doses de
fosfito de potassio sobre o crescimento de Ceratocystis spp, foi conduzida a analise da
eficacia dos tratamentos em mudas de mangueira, com base na escala de severidade da
doenga. Essa variavel foi monitorada em diferentes intervalos apds a inoculacéo (7, 14, 21
e 28 dias), com tratamentos sendo aplicados no mesmo dia da inoculacédo do patégeno e
tratamentos, e sete dias antes da inoculacdo, permitindo comparar o desempenho dos
tratamentos na reducdo dos sintomas tipicos da murcha. A seguir, sdo apresentados 0s
resultados referentes as notas de severidade, destacando-se os efeitos dos tratamentos e dos
diferentes momentos de aplicacao sobre a progressao da doenca.

Nos tratamentos em que a aplicacdo foi realizada no mesmo dia da inoculacédo
com Ceratocystis spp, ndo foram observadas diferencas estatisticas significativas (p <
0,005), demonstrada na Figura 12, entre os metodos de controle testados. Ao longo dos 28
dias apos a inoculacdo (DAI), as notas atribuidas na escala de severidade apresentaram
tendéncia de aumento continuo para todos os tratamentos, indicando auséncia de efeito
supressivo sobre a evolugdo dos sintomas da murcha. Esses resultados sugerem que,
quando aplicados de forma simultanea a infeccdo, os produtos biologicos e o fosfito de

potassio ndo foram capazes de induzir resisténcia ou limitar a progressao do patogeno.
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Figura 13 - Progressdo da severidade da doenca da murcha da mangueira causada por
Ceratocystis fimbriata aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a inoculacdo (DAI), conforme os
diferentes tratamentos aplicados no mesmo dia da inoculagdo. As barras representam a
média das notas de severidade e 0s segmentos verticais indicam o erro padrdo da média.
Tratamentos: Tratamentos: Bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes),
Difenoconazol (Fungicida), Trichoderma harzianum (T. harzianum), Trichoderma
harzianum+Bioestimulante (T.harzianum+Bio).

Quanto aos tratamentos que foram aplicados de maneira preventiva, esses
apresentaram diferencas estatisticas significativas (p< 0,005), aos 7DAI, ja desmontraram
diferencas entre os tratamentos, representados na Figura 13.

Aos 14 DAL, os tratamentos ndo apresentaram diferencas entre eles, porém, com
a progressdo da infeccdo, as diferencas se acentuaram aos 21 DAI, quando as plantas
tratadas com Trichoderma harzianum isolado e a combinacdo com o bioestimulante
comegou a se destacar, mantendo niveis mais baixos de severidade em comparacdo aos
demais tratamentos. O bioestimulante apresentou desempenho intermedidrio e a
combinacdo dos dois produtos aparentava que iria conseguir segurar a progressao da
doenca.

Desse modo, o Trichoderma harzianum isolado foi o tratamento que mais reduziu
os sintomas da doenga, apresentando a menor média de severidade entre todos 0s grupos
aos 28 DAI. A combinagdo com o bioestimulante, que em outros contextos poderia
intensificar o efeito protetor, ndo apresentou vantagem adicional novamente neste caso. O
fungicida ndo foi capaz de conter a doenca com a mesma eficiéncia que o agente
bioldgico.

Ja o controle negativo teve aumento expressivo da severidade ao longo do tempo,
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chegando a médias superiores a 4,0 aos 28 DAI. Esse comportamento reforca a
agressividade do patdgeno e a importancia de estratégias de controle para mitigar seus
efeitos.

De modo geral, os dados sugerem que a aplicacdo prévia de Trichoderma
harzianum foi a abordagem mais eficaz para reduzir a severidade da seca da mangueira
neste experimento, seguida do bioestimulante e da combinagdo de ambos, evidenciando
0 potencial desses agentes como ferramenta de biocontrole, quando utilizados

preventivamente.
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Figura 14 - Notas médias de severidade da doenca em plantas de mangueira submetidas
a diferentes tratamentos fitossanitarios, aplicados sete dias antes da inoculagdo com
Ceratocystis fimbriata, avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a inoculacdo (DAI). Barras
representam erro padrdo da média (n = 8). Tratamentos: Bioestimulante (Bio), Controle
negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida), Trichoderma harzianum (T.harzianum),
Trichoderma harzianum+Bioestimulante (T.harzianum+Bio).

Os resultados demonstraram que o tratamento com Trichoderma harzianum obteve
os melhores resultados para reduzir a severidade dos sintomas causados pelo patdgeno,
qguando comparados aos outros tratamentos, principalmente quando foi aplicado de
maneira preventiva. A utilizacdo de Trichoderma sp. Reduz comprovadamente a
severidade de sintomas de doencas em plantas, inclusive contra patdgenos vasculares. La
Spada et al. (2020) e Sallam et al. (2019) relataram a reducéo de sintomas causados por
Phytophthora e Fusarium na cultura do tomate, utilizando diferentes espécies de

Trichoderma.
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Esses resultados positivos podem estar diretamente ligados a acdo preventiva que
esses agentes de biocontrole apresentam. Uma vez estabelecidos na planta, varios sao 0s
beneficios que eles promovem, como colonizacdo das raizes e tecidos, ocupando nichos
e competindo por espaco e nutrientes, o que dificulta a entrada e desenvolvimento do
patdégeno (Sood et al., 2020; Macias-Rodrigues et al., 2020). Embora ndo tenha sido
avaliada diretamente neste estudo, a reducdo da severidade, observada nos tratamentos com
Trichoderma harzianum, pode estar associada a mecanismos relatados na literatura, como
a ativacdo de respostas de defesa e vias hormonais relacionadas ao acido salicilico,
jasmonato e etileno, que preparam a planta para uma resposta mais rapida e intensa frente
a patogenos (Yao et al., 2023; Dutta et al., 2023).

Diante disso, estudos prévios indicam que cepas de Trichoderma podem secretar
metabolitos e enzimas no ambiente radicular e nos tecidos, formando barreiras quimicas
que limitam a atividade de patégenos. Além disso, a colonizacdo de vasos e tecidos
préximos pode atuar como barreira fisica, retardando a progressdo do patégeno. Esses
efeitos tém sido associados ao estimulo da producdo de enzimas de defesa e ao reforco da
parede celular, o que limita 0 movimento de patogenos pelo xilema (La Spada et al., 2020;
Sallametal., 2019). Emboratais mecanismos ndo tenham sido diretamente avaliados neste
estudo, eles podem ajudar a explicar a mitigagao dos sintomas.

O bioestimulante apresentou reducdo da severidade, quando utilizado
preventivamente. Esse padrdo de resposta condiz com o perfil de acdo relatado para o
fosfito como indutor de resisténcia, cuja eficacia depende de tempo para ativacdo de
mecanismos de defesa na planta. Embora este estudo ndo tenha quantificado diretamente
compostos de defesa, os resultados sugerem que a aplicacdo antecipada pode ter favorecido
respostas fisiologicas que limitaram o avanco dos sintomas. Araujo et al. (2015) relataram
resultados semelhantes em mudas de mangueira tratadas com fosfito, com reducdo da
necrose interna e maior acumulo de compostos fendlicos e alcaloides em tecidos infectados
por Ceratocystis fimbriata. Assim, o resultados obtidos corroboram a literatura, apontando
que o fosfito, especialmente em aplicagdo preventiva, pode contribuir para 0 manejo
fitossanitario da seca-da-mangueira em mudas de mangueira.

O fosfito é capaz de induzir resisténcia nas plantas, ativando vias de defesa
(fenilpropanOides, acido salicilico), aumento de compostos fenolicos e enzimas
antioxidantes. Além disso, € capaz de favorecer o desempenho fisiologico da planta,
aumentando a resisténcia ao estresse e a infecgdo (Cacique et al., 2017).

O tratamento realizado em conjunto entre Trichoderma e bioestimulante nédo
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demontrou eficiéncia na reducao da escala de severidade da doenga, como quando aplicadas
isoladamente nos tratamentos aplicados no mesmo dia da inoculagéo. Esse comportamento
pode estar relacionado a possivel acdo antimicrobiana do fosfito sobre o proprio
Trichoderma, uma vez que compostos fosfitados, apesar de ndo serem fungicidas
convencionais, podem interferir no crescimento e na atividade metabolica de
microrganismos benéficos, especialmente em concentraces mais elevadas. Tal efeito j&
foi reportado por Bellini et al. (2012), os quais observaram que doses de fosfito
comprometeram a colonizacdo de fungos benéficos no solo.

Além disso, a auséncia de efeito aditivo pode decorrer de uma interferéncia entre
0s mecanismos de resisténcia ativados por cada agente. Enquanto o fosfito de potéssio atua
predominantemente por meio da resisténcia sistémica adquirida (RSA), ativando vias de
sinalizacdo associadas ao acido salicilico, o Trichoderma harzianum esta relacionado a
resisténcia sistémica induzida (RSI), mediada pelas vias de jasmonato e etileno. A ativacéo
simultanea dessas rotas pode ocasionar interacGes antagonistas entre os sinais de defesa,
resultando em uma resposta menos eficiente da planta (Shoresh et al., 2005; You et al.,
2022).

Outro fator que pode ter contribuido para a auséncia de sinergismo é o tempo e
modo de aplicacdo. A eficacia do Trichoderma esta diretamente ligada a sua capacidade
de colonizar a rizosfera ou os tecidos vegetais antes da infeccdo pelo patégeno. A
aplicacdo conjunta imediata com o fosfito pode ter comprometido essa colonizacao
inicial, prejudicando o estabelecimento do microrganismo e, consequentemente, a
expressao dos seus mecanismos de biocontrole.

Portanto, os dados indicam que, sob as condic¢Bes do presente estudo, a combina¢do
entre T. harzianum e fosfito de potassio ndo resultou em efeito sinérgico, e que a aplicacdo
isolada dos agentes pode ser mais eficaz, quando o objetivo é maximizar a expressdo dos
mecanismos de defesa vegetal e a supressdo do patogeno.

As variaveis morfologicas avaliadas, incluindo altura de planta, didmetro do caule,
massa seca aérea e radicular, foram analisadas para verificar o efeito dos diferentes
tratamentos sobre o crescimento e desenvolvimento das mudas de mangueira infectadas
por Ceratocystis fimbriata. Os resultados médios para os tratamentos aplicados no mesmo
dia da inoculagdo encontram-se apresentados na Tabela 2 e refletem o impacto da doenca
e a resposta das plantas aos tratamentos aplicados. Apesar dos tratamentos ativos
apresentarem efeitos positivos sobre o desenvolvimento morfolégico das mudas de

mangueira, inoculadas com Ceratocystis fimbriata, o controle positivo (plantas nédo
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inoculadas) obteve, de forma geral, as maiores médias nas variaveis morfoldgicas,
incluindo altura, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz. Esse desempenho
superior é esperado, uma vez que essas plantas ndo foram submetidas ao estresse causado
pela infeccdo, mantendo seu pleno potencial fisiologico e crescimento irrestrito. O
controle negativo apresentou 0s menores valores para todas as variaveis, evidenciando o
efeito deletério da infecgdo sobre o crescimento.

Entretanto, um resultado de destaque foi observado no comprimento radicular cujo
tratamento com Trichoderma harzianum isolado superou numericamente o controle
positivo. Esse resultado reforca o potencial de T. harzianum como um agente promotor
de crescimento radicular, mesmo em condigdes adversas, destacando-se como uma
estratégia promissora, ndo apenas para o controle biologico, mas também para a melhoria
do sistema radicular, o que pode refletir em maior resisténcia e resiliéncia da planta ao

patégeno.

Tabela 2 — Efeitos de tratamentos aplicados no mesmo dia da inoculacao sobre altura de
plantas, comprimento de raiz, massa seca de parte aérea e raiz em mudas de mangueira
inoculadas com Ceratocystis fimbriata

Tratamentos Altura de Comprimentode  Massa seca da Massa seca da
plantas (cm) raiz (cm) parte aérea () Raiz ()

Controle Negativo 58,88+ 16,03b 20,25+282c 1583+7721c 12,12+ 6,73 ¢
Controle Positivo 815+743a 27,88+398ab 24,95+386a 2238+424a

Fosfito de 7362+558a 27,88+398ab 21,2+4,03abc 15,88 + 3,27 abc
Potassio

Trichoderma 68,75+ 191ab 29,12+189a 24,62+6,38ab 19,88+4,22ab
harzianum

Trichoderma + 7288+841a 28,75+578ab 17,39%3,4hc 16,12 + 4,61 abc
Fosfito

Difenoconazol 7488+6,69a 2325+287bc 21,77+43labc 14,12+ 3,72bc

(Difenoconazol)

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

Para as plantas que receberam os tratamentos sete dias antes da inoculagédo com
Ceratocystis fimbriata, de maneira geral, o controle positivo (sem inocula¢do) manteve-
se entre os destaques, principalmente em relagdo a altura das plantas, apresentando a
maior média entre todos os grupos, como demonstrado na Tabela 3.

Por outro lado, no comprimento radicular, observou-se um comportamento inverso
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para o fungicida, que apresentou as menores médias, 0 que indica que possivelmente
exerceu efeito fitotdxico ou inibidor sobre o desenvolvimento das raizes, quando
aplicados antecipadamente.

No que se refere a massa seca da parte aérea, o destaque foi o tratamento com
fosfito de potéssio, que superou os demais tratamentos ativos. Esse resultado evidencia o
potencial do fosfito como bioestimulante, promovendo acimulo de biomassa mesmo em
condicdes de estresse.

Em relacdo a massa seca da raiz, o maior valor foi observado no tratamento com
Trichoderma harzianum, reforcando seu papel na promocdo do crescimento radicular,
especialmente quando aplicado de forma preventiva.

Em sintese, os resultados obtidos com a aplicacdo preventiva dos tratamentos
indicam que a resposta morfoldgica das plantas é variavel, de acordo com a natureza do

agente utilizado, o tempo de aplicacdo e os compartimentos da planta avaliados.

Tabela 3 — Efeitos de tratamentos aplicados sete dias antes da inoculagdo sobre altura de
plantas, comprimento de raiz, massa seca de parte aérea e raiz em mudas de mangueira
inoculadas com Ceratocystis fimbriata

Tratamentos Altura de plantas Comprimentode  Massa seca da Massa seca da
(cm) raiz (cm) parte aérea (g) raiz(g)

Controle 58,88+ 16,03b 20,25+2,82c 15,83+7,21b 12,12+6,73 ¢

Negativo

Controle 815+743a 27,88+398ab 2495+386ab 22,38+4,24b

Positivo

Fosfito de 72,25+850ab 29,75+ 3,54a 26,47 £8,83 a 21,5+8,67b

Potéassio

Trichoderma 69,5+ 6,68 ab 2825+271ab 23,04+897ab 325+727a

harzianum

Trichoderma+  69,88+6,10ab 28,5+256a 24,29+432ab 19,88 +5,03 bc

Fosfito

Difenoconazol 23,62 + 3,02 bc

(Difenoconazol)
Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

755+9,49a 24,1855 ab 17 + 4,34 bc

Para as plantas tratadas no mesmo dia da inoculagdo, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os tratamentos para a maioria das variaveis, com exce¢do
do crescimento radicular, no qual o tratamento com Trichoderma harzianum isolado
promoveu aumento significativo do comprimento e da massa de raizes em comparagédo ao
controle negativo. As plantas sadias, como esperado, mantiveram desempenho superior em
todos os parametros, diferindo-se das plantas infectadas e da maioria dos tratamentos. A

auséncia de respostas expressivas dos tratamentos aplicados no mesmo dia pode estar
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relacionada ao tempo insuficiente paraque o T. harzianum se estabeleca na rizosfera e ative
plenamente seus efeitos promotores e de inducdo de defesas, fendmeno que jé foi observado
em culturas como trigo e tomate (Liu et al., 2021), cuja aplicacao tardia reduziu a eficacia
de microrganismos benéficos na modulacdo do crescimento. Por outro lado, nas plantas
tratadas sete dias antes da inoculagéo, os efeitos positivos dos tratamentos foram mais
evidentes. O T. harzianum isolado destacou-se no aumento da massa seca radicular,
enguanto o bioestimulante promoveu maior comprimento de raizes e incremento na massa
seca da parte aérea. A combinacdo Trich+Bio apresentou efeito aditivo, principalmente
sobre o comprimento radicular, sugerindo sinergia entre os mecanismos promovidos por
ambos 0s agentes. Essa resposta pode ser explicada pela oportunidade de o Trichoderma
colonizar a rizosfera antes do desafio patogénico, liberando metabolitos e reguladores de
crescimento, como auxinas e sideroforos, solubilizando nutrientes e modulando a
microbiota do solo, o que resulta em maior desenvolvimento do sistema radicular
(Contreras-Cornejo et al., 2009; Tyskiewicz et al., 2022; Meng et al., 2019). Essas
alteracdes morfofisiologicas, como o aumento da ramificacdo e do espessamento das
raizes, contribuem para maior acimulo de massa seca e melhor exploracédo do solo.

Além disso, mesmo sob estresse bidtico imposto por Ceratocystis fimbriata, T.
harzianum é capaz de modular rotas metabdlicas ligadas ao crescimento radicular,
favorecendo a absorcéo de dgua e nutrientes e atenuando os efeitos deletérios da infeccdo
(Meng et al., 2019). Por sua vez, o bioestimulante (fosfito de potassio) pode ter favorecido
a absorgéo de nutrientes e a eficiéncia de uso destes (Shahrajabian et al., 2021; Hamid et
al., 2021), contribuindo para o maior acimulo de biomassa aérea e comprimento radicular
observado. A aplicacdo antecipada, portanto, potencializou tanto o estabelecimento do
fungo benéfico quanto a ativacao gradual dos efeitos do fosfito, explicando o desempenho
superior desses tratamentos em comparacdo a aplicacdo simultanea a inoculacdo. Esses
resultados reforcam a importancia do tempo de antecedéncia na aplicacdo dos agentes
bioldgicos e do bioestimulante para maximizar seus beneficios fisioldgicos e de
crescimento. Embora este estudo ndo tenha medido diretamente hormonios, enzimas ou
compostos bioativos relacionados a esses mecanismos, a mitigagéo dos efeitos da doenga
e a preservacdo do crescimento sugerem que tais processos estejam envolvidos, em
consonancia com o que é descrito em diversos trabalhos (Contreras-Cornejo et al., 2009;
Meng et al., 2019; Tyskiewicz et al., 2022).

Para o indice SPAD, que reflete a concentragéo relativa de clorofila nas folhas e

serve como indicador do estado fisiologico das plantas, apresentou diferencas
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significativas entre os tratamentos aplicados sete dias antes da inoculagdo com
Ceratocystis fimbriata (Figura 14). Ao longo das avaliacbes (7, 14, 21 e 28 DAI),
observou-se um padrdo consistente no qual o controle negativo (plantas doentes)
apresentou os menores valores de SPAD, diferindo-se dos demais tratamentos (p < 0,05),
evidenciando maior comprometimento fisioldgico pela infeccao.

Na avaliagdo final, aos 28 DAI, o bioestimulante aplicado isoladamente, o T.
harzianum isolado e a combinacdo Trich+Bio mantiveram niveis de clorofila proximos
entre si (grupo “a”), nao se diferindo estatisticamente das plantas sadias. Ja o tratamento
com fungicida apresentou valores intermediarios (grupo “ab”), diferindo-se das plantas
doentes (grupo “b”), mas mantendo SPAD inferior ao observado nos tratamentos

bioldgicos e nas plantas sadias.

O Bio O Fungicida B T.harzianum
O Doentes O sadias W T harzianum + Bio
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Figura 15 - indice SPAD de folhas de mudas de mangueira (Mangifera indica L.) tratadas
com bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida),
Controle positivo (Sadias), Trichoderma harzianum (T. Harzianum), combinagéo de T.
harzianum e bioestimulante (T. harzianum+Bio). Os tratamentos foram aplicados 7 dias
antes da inoculagdo com Ceratocystis fimbriata e avaliados aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a
inoculagdo (DAI). Barras indicam o erro padrdo da média (EP). Letras iguais sobre as
barras ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Para o grupo de plantas que foram tratadas no mesmo dia da inoculagéo, o controle
negativo continuou com os menores valores, diferindo-se dos demais tratamentos (p <
0,05). Nas primeiras avaliacOes (7 e 14 DAI), o bioestimulante isolado manteve os maiores
niveis de clorofila, diferindo-se das plantas doentes, engquanto os tratamentos com

fungicida, T. harzianum isolado e a combinacdo Trich+Bio apresentaram valores

51



intermediarios.

A partir dos 21 DAI, o tratamento com T. harzianum isolado se igualou ao do
bioestimulante isolado, assim como as plantas sadias que comecaram a apresentar um
indice SPAD igual ao dos dois tratamentos citados. A combinagéo entre Trichoderma e
bioestimulante ndo se diferiu do controle quimico, mas apresentou médias superiores ao

do controle negativo representados na Figura 15.
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Figura 16 - indice SPAD de folhas de mudas de mangueira (Mangifera indica L.) tratadas
com bioestimulante (Bio), Controle negativo (Doentes), Difenoconazol (Fungicida),
Controle positivo (Sadias),Trichoderma harzianum (T. harzianum), combinacdo de T.
harzianum e bioestimulante (T. harizianum+Bio). Os tratamentos foram aplicados no
mesmo dia da inoculacdo com Ceratocystis fimbriata, e avaliados aos 7, 14, 21 e 28 dias

apos a inoculacdo (DALI). Barras indicam o erro padrdo da média. Letras iguais sobre as
barras nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O indice SPAD, que mensura o teor de clorofila foliar, ¢ amplamente utilizado
como indicador do estado nutricional e da eficiéncia fotossintética das plantas. Em
condicgdes de estresse por patdgenos, € comum a reducdo desse indice, uma vez que a
infeccdo compromete a sintese de clorofila e a atividade fotossintética, resultando em
folhas amareladas, com menor crescimento e vigor (Clément et al., 2023). O Ceratocystis
fimbriata, ao colonizar uma planta, pode causar danos irreversiveis no Xxilema,
prejudicando a absorcéo de agua e nutrientes, levando a murcha e ao amarelecimento das
folhas, efeitos diretamente relacionados a obstrucéo dos vasos condutores e a consequente

degradacéo da clorofila.
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De modo geral, tanto nas plantas tratadas no mesmo dia da inoculacéo quanto nas
Tratadas preventivamente, observou-se que os tratamentos contendo Trichoderma
harzianum, o bioestimulante a base de fosfito de potassio e a combinacdo de ambos
apresentaram valores de SPAD superiores ao controle negativo e ao fungicida, indicando
maior preservacdo da integridade foliar e melhor desempenho fisioldgico. Estudos
corroboram esses resultados ao demonstrar que bioestimulantes e espécies de Trichoderma
sp. sdo capazes de aumentar significativamente o teor de clorofila, favorecendo o
crescimento e a produtividade vegetal (Colla et al., 2015; Caruso et al., 2020). A aplicacao
conjunta dessas ferramentas potencializa esses efeitos, promovendo incrementos
acentuados nos indices SPAD (Cso0t6 et al., 2024), possivelmente devido a ativacéo de
respostas de defesa e ao fortalecimento do estado fisioldgico das plantas.

O fosfito de potéssio, além de induzir mecanismos de defesa, reduz os efeitos
deletérios de estresses bidticos ao preservar os tecidos fotossintetizantes e retardar a
degradacdo daclorofila (Hanetal., 2021). O potéssio, presente na formulacgéo, desempenha
papel essencial na regulacdo estomatica e no transporte de fotoassimilados, contribuindo
para a manutencdo da atividade fotossintética (Sun et al., 2024; Anil et al., 2022).

Paralelamente, o T. harzianum estimula o crescimento vegetal por meio da
producdo de fitormoénios (auxinas, giberelinas e citocininas) e do aumento da
disponibilidade e absorcdo de nutrientes cruciais para a sintese de clorofila, como magnésio
e nitrogénio (Li et al., 2015; Tan et al., 2022).

Esses resultados reforcam que a adogdo de estratégias preventivas, integrando
agentes biolégicos e bioestimulantes, pode reduzir substancialmente o impacto de
Ceratocystis fimbriata e contribuir para a formacao de plantas mais vigorosas e resilientes.

A utilizacdo de T. harzianum e fosfito de potassio, em conjunto com praticas
culturais e fitossanitarias adequadas, constitui uma alternativa promissora para programas
de manejo integrado da seca da mangueira, diminuindo a dependéncia exclusiva de porta-
enxertos e fungicidas ndo eficazes, favorecendo sistemas de producdo mais sustentaveis

e alinhados as exigéncias do setor fruticola.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam que o uso de Trichoderma harzianum (ESALQ
1306) e do fosfito de potéssio representa uma estratégia eficaz e sustentdvel no manejo
de Ceratocystis fimbriata em mudas de mangueira. Em condicdes in vitro, o isolado de T.
harzianum apresentou elevada capacidade de inibi¢cdo do crescimento micelial do patégeno,
enguanto, em condi¢des de viveiro, a aplicacdo preventiva, realizada sete dias antes da inoculacdo,
foi determinante para a mitigacdo da progressao dos sintomas da doenga. Além da reducéo da
severidade, observou-se melhora expressiva em pardmetros fisioldgicos, como o indice SPAD e
de crescimento radicular nas plantas tratadas nos dois periodos de aplicacdo dos tratamentos.

O bioestimulante também reduziu os sintomas causados pelo patdgeno e
apresentou bons resultados para dados morfoldgicos, como o crescimento radicular e a
massa seca da parte area da planta, além de ter mantido o teor de clorofila no mesmo nivel
das plantas sadias.

Ja o fungicida, apesar de ter tido 6timos resultados in vitro, ndo demonstrou
potencial, quando aplicado in vivo, quase sempre alinhado com as plantas doentes; néo
foi eficaz em mitigar os sintomas causados pelo patdgeno, demonstrando nédo ser uma

opcao validada para o combate em plantas infectadas por Ceratocystis fimbriata.
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