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RESUMO

O manejo de patégenos de solo representa um desafio crescente na agricultura moderna,
especialmente diante da persisténcia de espécies como Macrophomina phaseolina, agente
causal da podridao de carvado, capaz de sobreviver por longos periodos no solo por meio da
formag¢do de microesclerddios. Nesse contexto, o uso de agentes bioldgicos tem se destacado
como alternativa sustentdvel para reduzir a dependéncia de fungicidas quimicos. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antagonista de Bacillus subtilis e Trichoderma
harzianum, isolados ou em associacdo, além da interacdo desses microrganismos com a
microalga Parachlorella sp., no controle in vitro de M. phaseolina. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com dois ensaios: (i) confrontagdo
direta, para avaliar o efeito por contato fisico, e (ii) ensaio de compostos volateis, para analisar
a acdo de metabolitos a distancia. Foram determinadas a taxa de crescimento micelial do
patdgeno, o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) e a rea abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM). Na confrontagdo direta, 7. harzianum reduziu o crescimento
micelial de M. phaseolina em 61,3 %, enquanto B. subtilis promoveu reducao de 44,7 %. A
associacdo entre ambos apresentou a maior inibi¢do, com 71,5 % de reducdo em relagdo a
testemunha. Nos ensaios com compostos volateis, isoladamente B. subtilis apresentou maior
eficiéncia, reduzindo a AACCM em 58,9 %, T. harzianum (46,2 %) e a associagdao dos dois
agentes (65,4 %). A presenca de Parachlorella sp. ndao apresentou efeito antagonico direto e
reduziu parcialmente a eficiéncia dos microrganismos no confronto fisico (=10 % de perda de
inibi¢do), embora ndo tenha interferido nos ensaios com volateis. Os resultados demonstram
que B. subtilis e T. harzianum sdo eficazes no biocontrole de M. phaseolina, apresentando
mecanismos complementares: micoparasitismo e competi¢do para 7. harzianum, e producdo de
compostos volateis para B. subtilis. A associacdo entre ambos potencializou os efeitos de
controle, indicando sinergismo. A microalga apresentou comportamento neutro ou levemente
competitivo, sugerindo necessidade de avaliagdes adicionais em condi¢des de campo. Conclui-
se que o uso de microrganismos antagonistas representa uma alternativa viavel e sustentavel
para o controle de M. phaseolina in vivo.

Palavras-chave: antagonismo, bioinsumos, compostos difusiveis, confrontacdo direta,
podridado de carvao.



ABSTRACT

Managing soil-borne pathogens represents a growing challenge in modern agriculture,
especially given the persistence of species such as Macrophomina phaseolina, the causal agent
of charcoal rot, which can survive for long periods in the soil through the formation of
microsclerotia. In this context, the use of biological agents has been highlighted as a sustainable
alternative to reduce dependence on chemical fungicides. This study aimed to evaluate the
antagonistic potential of Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum, alone or in combination,
as well as the interaction of these microorganisms with the microalgae Parachlorella sp., in the
in vitro control of M. phaseolina. The experiment was conducted in a randomized design, with
two assays: (i) direct confrontation, to evaluate the effect of physical contact, and (ii) a volatile
compound assay, to analyze the action of metabolites at a distance. The pathogen's mycelial
growth rates, mycelial growth rate index (MGII), and area under the mycelial growth curve
(AUCCM) were determined. In direct confrontation, 7. harzianum reduced the mycelial growth
of M. phaseolina by 61.3%, while B. subtilis promoted a 44.7% reduction. The combination
between the two showed greater interference, with a 71.5% reduction compared to the control.
In tests with volatile compounds, B. subtilis showed greater efficiency, improving AUCCM by
58.9%, followed by 7. harzianum (46.2%) and the combination of both agents (65.4%). The
presence of Parachlorella sp. did not present a direct antagonistic effect and partially impaired
the efficiency of the microorganisms in physical confrontation (<10% loss of deficiency),
although it did not impair the tests with volatiles. The results demonstrate that B. subtilis and
T. harzianum are effective in biocontrolling M. phaseolina, exhibiting complementary
mechanisms: mycoparasitism and competition for 7. harzianum, and production of volatile
compounds for B. subtilis. The combination of both enhanced the control effects, reducing
synergism. The microalgae displayed neutral or slightly competitive behavior, requiring further
evaluation under field conditions. It is concluded that the use of antagonistic microorganisms
represents a viable and sustainable alternative for control of M. phaseolina in vivo.

Keywords: antagonism, bioinputs, diffusible compounds, direct confrontation, charcoal rot.
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1 INTRODUCAO

Diante do cenario de mudancas climaticas, o Brasil ¢ listado como um dos paises
vulneraveis de variagdes acentuadas, incluindo aumentos de temperatura em regides propensas
a secas (SHARMA et al., 2018; KOTZ et al., 2021; SANTOS et al., 2023). Em associagao, tais
condi¢cdes climaticas sdo fatores ambientais que predispdem as plantas a infec¢ao pelo fungo
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid (SUCUR et al., 2023), o qual tem prejudicado
drasticamente as lavouras em diversas regides no Mundo (SALES—JUNIOR et al, 2020;
COHEN et al., 2022; DELL’OLMO et al., 2022).

M. phaseolina é um fungo fitopatogé€nico necrotrofico, capaz de infectar mais de 500
espécies vegetais, dentre elas encontram-se feijdo, milho, amendoim, girassol, soja, sorgo e
crotalaria, as espécies mais comumente conhecidas no Brasil (MARQUEZ et al., 2021;
BASANDRAI et al., 2021; ALIZADEH et al., 2025). A capacidade de persistir por varios anos
no solo e em restos culturais ¢ um dos problemas de controle desse patdgeno (PENNERMAN
et al., 2024). Portanto, o controle da M. phaseolina é imprescindivel para a manuten¢do da
produtividade dos sistemas agricolas.

Nessa perspectiva, o biocontrole tem sido considerado uma tecnologia importante no
controle fitossanitario das doencas de plantas. Ainda, como medida de manejo, o uso de
microrganismos antagonicos efetiva sustentabilidade ambiental, econdmica e da performance
agrondmica em alternativa ao controle quimico. No biocontrole, a biomassa de microalga como
a Parachlorella sp. e microrganismos multifuncionais como o Bacillus subtilis e Trichoderma
harzianum, entre outros agentes que atuam beneficamente no controle fitossanitario tem
ganhado destaque no mercado e aplicacdes agricolas.

Esses incluem a competicdo por nutrientes e espago, a producdo de compostos
antimicrobianos e volateis, a indu¢dao de resisténcia sistémica em plantas e a melhoria do
crescimento vegetal (RUBAYET e BHUIY AN, 2023; DANISH et al., 2024; DHANABALAN
et al., 2024). O uso combinado ou integrado desses bioinsumos t€ém despertado interesse no
mercado agricola e na pesquisa cientifica, especialmente em sistemas produtivos que buscam
reduzir a dependéncia de insumos sintéticos. Entretanto, pouco se conhece a respeito do efeito
desses bioinsumos por contato direto ou por compostos volateis produzidos com o patdogeno,
aqui em nosso estudo com a M. phaseolina.

Nessa perspectiva, o biocontrole tem se consolidado como uma estratégia promissora

no manejo fitossanitario de doencas de plantas, representando uma alternativa sustentavel aos



métodos convencionais baseados no uso intensivo de defensivos quimicos. A aplicacdo de
microrganismos antagdnicos contribui ndo apenas para a supressao de patdogenos, mas também
para a promogao da sustentabilidade ambiental, a redugdo de custos de produgao e a melhoria
da performance agronomica das culturas (ALI et al., 2024; YUSUF et al., 2025).

A bactéria Bacillus subtilis, embora frequentemente referida como Gram-positiva e
formadora de endosporos, destaca-se como um importante agente de biocontrole em sistemas
agricolas. Sua eficiéncia esta relacionada a atuacdo por multiplos mecanismos, incluindo
antibiose, parasitismo e competigdo por espago e nutrientes (JAN et al., 2023; KARACIC et al.,
2024). Esse microrganismo ¢ amplamente reconhecido pela capacidade de produzir uma
variedade de metabolitos secundarios com a¢do antimicrobiana, como antibidticos (por
exemplo, surfactina, iturina e fengicina), que inibem diretamente o crescimento de fungos
fitopatogénicos.

Trichoderma harzianum destaca-se como um dos principais agentes de biocontrole
utilizados na agricultura devido a sua ampla gama de mecanismos antagonicos contra fungos
fitopatogénicos. Dentre esses mecanismos, a producdo de metabolitos volateis e ndo volateis
desempenha papel central com efeito fungistatico ou fungicida. Entre esses metabdlitos volateis
estdo acidos harzianico, alamectinas, trichonila, peptaibdis, 6-pentil-a-pirona, massoilactona,
viridina, gliovirina e &4cido heptelidico, compostos que podem interferir em processos
fisiologicos essenciais dos patogenos, alterando a permeabilidade da membrana celular e
induzir estresse oxidativo, resultando na inibi¢do do crescimento micelial e da esporulagdao
(GUO et al., 2023).

Além disso, o fungo produz metabolitos ndo volateis, incluindo enzimas hidroliticas
como quitinases, glucanases e proteases, que degradam componentes estruturais da parede
celular dos patdgenos, atuando de forma direta no controle. Essa combina¢do de mecanismos
que envolve ainda, micoparasitismo e competicdo por espago e nutrientes, confere ao 7.
harzianum elevada eficiéncia no controle biologico, tanto em interagdes diretas quanto indiretas
(KHAN et al., 2020).

Na literatura microalgas do género Parachlorella sp., Chlorella sp. e Actodesmus
dimorphus, excretam metabolitos como 4cidos graxos polinsaturados, fenois, peptideos ciclicos
e polifenodis, no qual alguns compostos vao se ligar a membrana celular do patégeno,
danificando suas estruturas e levando a lise celular (BECKER, 2007; THIRUMURUGAN e
RAJESH, 2018; ALALLAF et al., 2022).

Apesar dos avangos, ainda hd lacunas no conhecimento sobre os efeitos especificos

desses agentes quando em interagao direta e/ou sinérgica com multiplos agentes de biocontrole



sobre a atividade de fitopatégenos, sobretudo em condi¢des de crescimento in vitro de M.
faseolina. Assim, hipotetizamos que (i) o B. subtilis, T. harzianum e a microalga Parachlorella
sp. pode atuar no biocontrole de M. phaseolina, mas (ii) a eficiéncia do biocontrole ¢ variavel
a interagdo entre os diferentes bioinsumos. Objetivou-se avaliar o potencial antagonista de
Bacillus subtilis ¢ Trichoderma harzianum, isolados ou em associagao, além da interacao desses

microrganismos com a microalga Parachlorella sp., no controle in vitro de M. phaseolina



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Macrophomina phaseolina: caracteristicas, distribuicio e impacto na soja

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., ¢ um fungo necrotrofico de elevada relevancia
econdmica, associado a ocorréncia de doencas transmitidas pelo solo e pelas sementes da soja
(Glycine max (L.) Merrill), destacando-se a podriddo do carvao e a podriddo da raiz seca
(YASMIN, 2020). O patdgeno apresenta ampla distribuicao geografica e um vasto nimero de
hospedeiros, abrangendo mais de 500 espécies vegetais cultivadas e ndo cultivadas, incluindo
plantas daninhas, o que contribui para sua manutencdo e disseminagdo em sistemas agricolas
(FREITAS et al., 2021; AOKI et al., 2023).

Sua principal estrutura de sobrevivéncia sdo os microesclerodios, que conferem elevada
resisténcia as condi¢des adversas e permitem ao fungo permanecer viavel no solo por longos
periodos, mesmo na auséncia de plantas hospedeiras (MUELLER et al., 2016). A infecgao
ocorre, predominantemente, por meio do sistema radicular, especialmente em situagdes de
estresse hidrico e temperaturas elevadas, condigdes que favorecem tanto a germinacdo dos
microesclerddios quanto a colonizacdo dos tecidos da planta hospedeira (BASHIR et al., 2019;
FREITAS et al., 2021).

A doenca tem ganhado importancia crescente em regides produtoras de soja,
particularmente em areas de expansdo agricola com solos arenosos e climas quentes, onde o
manejo inadequado de residuos culturais e a auséncia de rotagdo de culturas tém contribuido
para o aumento do indéculo no solo (AOKI et al., 2023). Estima-se que M. phaseolina seja
responsavel por perdas anuais de aproximadamente 2.505.000 toneladas de soja nos principais
paises produtores — Argentina, Bolivia, Brasil, Canadd, China, India, Paraguai e Estados
Unidos — configurando-se como um dos patdgenos mais impactantes para a cultura em escala
global (YASMIN, 2020).

Os sintomas da podriddo do carvao em soja se manifestam principalmente no final do
ciclo, com murcha, clorose e senescéncia precoce das folhas. Nas raizes e na base do caule,
observa-se escurecimento dos tecidos vasculares, fissuras e formacdo de microesclerddios,
podendo levar ao abortamento de vagens e morte prematura das plantas (MUELLER et al.,
2016; FREITAS et al., 2021).

Devido a rapida progressao da doenga e a ineficacia do controle curativo, ¢ essencial
adotar estratégias preventivas, como o uso de cultivares tolerantes, rotacdo de culturas, manejo

da irrigacdo e aplicagdo de bioinsumos, visando reduzir o indculo no solo e limitar perdas na



produtividade. No entanto, ainda s3o insuficientes informagdes técnicas a respeito de diversos

manejos para o controle da doenga.

2. 2. Bioinsumos e estratégias de biocontrole em sistemas agricolas

Nos ultimos anos, a utilizagdo de bioinsumos tem se intensificado em sistemas agricolas
modernos, sobretudo como estratégias sustentaveis de manejo. Entre os bioinsumos mais
utilizados estao fungos e bactérias benéficas, como Trichoderma spp. € Bacillus spp., além de
extratos vegetais e inoculantes microbianos, que promovem a saude do solo, aumentam a
resisténcia das plantas a patdgenos e contribuem para a redug¢ao do uso de defensivos quimicos.
Assim, os bioinsumos apresentam potencial significativo para integrar praticas agricolas
sustentaveis, aumentando a produtividade € ao mesmo tempo minimizando impactos
ambientais (SINGH et al., 2020; PEREIRA et al., 2022).

De acordo com o Ministério da Agricultura e Pecuaria (2020), os bioinsumos sio
produtos, processos e tecnologias projetados para preservar a saide das plantas, concentrando-
se no controle de pragas e doengas. Estes recursos abrangem uma variedade de elementos, como
feromonios, aleloquimicos, bioacaricidas, biofungicidas e formulagdes a base de substancias
como cobre, boro, enxofre, 6leo mineral, além de compostos e derivados provenientes de fontes
vegetais, animais e minerais. Tais recursos sdo utilizados na producdo, armazenamento e
processamento de produtos agricolas, em pastagens ou florestas plantadas. Seu proposito
principal ¢ modificar a composi¢do da flora ou fauna, visando preserva-las contra os efeitos
prejudiciais de organismos considerados nocivos.

De acordo com o Decreto N° 10.375, de 26 de maio de 2020, que institui o Programa
Nacional de Bioinsumos e o Conselho Estratégico do Programa Nacional de Bioinsumos,
considera-se bioinsumo o produto, o processo ou a tecnologia de origem vegetal, animal ou
microbiana, destinado ao uso na produgdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos
agropecuarios, que interfiram positivamente no crescimento, no desenvolvimento e no
mecanismo de resposta de animais, de plantas, de microrganismos e de substancias derivadas e
que interajam com os produtos e os processos fisico-quimicos e biologicos.

No estado de Mato Grosso do Sul, de acordo com a Lei N° 5.966, de 27 de outubro de
2022, fica instituido o Programa Estadual de bioinsumo, que caracteriza o bioinsumo como
produto, processo ou a tecnologia de origem vegetal animal ou microbiana destinado ao uso na
producdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos agropecudrios, nos sistemas de

producdo aquaticos ou nas florestas plantadas, que interfiram positivamente no crescimento, no


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/DEC%2010.375-2020?OpenDocument

desenvolvimento e no mecanismo de resposta de animais, de plantas, de microrganismos e de
substancias derivadas e que interajam com os produtos e os processos fisico-quimicos e
biologicos.

O uso de bioinsumos no controle fitossanitario tem se destacado como alternativa
sustentavel aos defensivos quimicos. Microrganismos benéficos, como Bacillus spp. e
Trichoderma spp., além de extratos vegetais, atuam na competi¢do por nutrientes, producao de
metabolitos antifiungicos e indugdo de respostas de defesa nas plantas, reduzindo a incidéncia e
severidade de doencas (SINGH et al., 2020; PEREIRA et al., 2023). Essas praticas contribuem
para a sanidade das culturas, diminuindo impactos ambientais e riscos a saude humana, e se

inserem de forma eficiente em sistemas de manejo agricola sustentavel.

2. 3. Microalgas: diversidade, fun¢des e aplicacoes na agricultura

As microalgas sdo organismos fotossintetizantes de grande diversidade, presentes em
ambientes aquaticos e terrestres, ¢ desempenham papel central na produgdo primaria e nos
ciclos biogeoquimicos. Seu tamanho varia amplamente, do picoplancton (0,2-2 pm) ao
mesoplancton (0,2-2 mm), sendo essa amplitude observada tanto entre quanto dentro de grupos
taxondmicos (PIERRE et al., 2019).

Além da diversidade morfoldgica, as microalgas possuem ampla variedade funcional,
produzindo compostos bioativos, pigmentos, lipidios e proteinas com aplicagdes
biotecnoldgicas. Esse potencial tem sido explorado na agricultura, onde microalgas podem
atuar como bioinsumos, promovendo o crescimento vegetal, aumentando a resisténcia a
patogenos e melhorando a qualidade do solo, evidenciando sua importancia para praticas
agricolas sustentaveis (PARMAR et al., 2023; RINCON-VALENCIA et al., 2023).

As principais microalgas cultivadas comercialmente sdo espécies dos géneros
Arthrospira, Chlorella, Parachlorella, Aphanizomenon e Nostoc (NAIK et al., 2024). Varias
espécies sao cultivadas comercialmente em alguns paises e a biomassa produzida tem sido
utilizada como fonte de produtos para aplicag@o na industria de alimentos (SATHASIVAM et
al., 2017). Na agricultura, as microalgas tem sido consideradas como biofertilizantes ou até
bioestimulantes, por contribuir no crescimento, fisiologia e nutri¢ao das plantas (SANTOS et
al., 2023; ESIM et al., 2024) e na inoculagcdo de sementes visando favorecer a germinacao ou
mitigar efeitos estressantes (SILVA et al., 2024).

Contudo, ndo ha evidéncias cientificas que comprovem o uso direto de Parachlorella

sp. como agente biocontrolador de fitopatdogenos. Embora essa microalga tenha demonstrado



potencial em diversas areas, como produ¢do de biomassa, mitigador de estresse abiotico, sua
aplicagdo especifica no biocontrole de doencas de plantas ainda nao foi investigada. Estudos
futuros sao necessarios para explorar essa possibilidade e avaliar a eficacia de P. kessleri como

biofungicida ou biofertilizante em sistemas agricolas.

2. 4. Bacillus subtilis: potencial como agente de biocontrole e promotor do crescimento

vegetal

As espécies pertencentes ao género Bacillus estdo entre os BCAs (Agentes de Controle
Biolodgico, do inglés Biological Control Agents) mais comumente utilizados, aplicados como
biofertilizantes ou biopesticidas em diferentes culturas e contra uma variedade de patdégenos. O
extenso desenvolvimento e registro de bioprodutos a base de Bacillus estd relacionado a
algumas caracteristicas Unicas deste género que incluem alta taxa de replicacdo, resisténcia a
condi¢des ambientais adversas, maior eficiéncia na promog¢ao do crescimento vegetal e
atividade de amplo espectro (MAGNO-PEREZ-BRYAN et. al., 2015).

Um dos principais mecanismos de a¢do do B. subtilis ¢ a produgdo de compostos
antimicrobianos, como lipopeptideos e proteinas antimicrobianas. Esses compostos inibem o
crescimento de uma ampla gama de fitopatogenos, incluindo fungos e bactérias, por meio da
ruptura das membranas celulares dos patdogenos e da interferéncia em processos metabolicos
essenciais. Por exemplo, a produ¢do de mycosubtilin, um lipopeptideo da familia iturina, tem
demonstrado atividade antifingica significativa contra patdgenos como Fusarium oxysporum
(LECLERE et al., 2020.) Recentemente, Liu et al. (2023) relataram que metabdlitos produzidos
por B. amyloliquefaciens nao somente inibiram o crescimento micelial de Fusarium
incarnatum, bem como ocasionaram alteracdes morfoldgicas nas hifas do patdégeno sendo
resultado associado aos compostos de origem antimicrobiana secretados pela bactéria.

Além disso, B. subtilis exerce um efeito antagonista fisico e competitivo no ambiente
rizosférico. Ele compete por nutrientes e espagos de adesdo com patdgenos, limitando sua
capacidade de colonizar as raizes das plantas. Esse comportamento ¢ facilitado pela formagao
de biofilmes estaveis, que proporcionam uma barreira protetora contra a invasdo de patdégenos
(AKINSEMOLU et al., 2024).

Esses mecanismos multifacetados posicionam B. subtilis como uma ferramenta valiosa
no manejo integrado de doencas, oferecendo uma alternativa sustentavel ao uso de pesticidas

quimicos na agricultura.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bacilli
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321000586#bib0190

2.5. Trichoderma harzianum: mecanismos de acio e uso em manejo sustentavel de doengas

Trichoderma harzianum destaca-se como um dos fungos saprofiticos mais estudados
no contexto do biocontrole devido a sua eficécia, versatilidade ecoldgica e compatibilidade com
praticas agricolas sustentaveis. A literatura tem demonstrado que o sucesso de 7. harzianum no
controle de fitopatdogenos deriva de um conjunto multifacetado de mecanismos de a¢do que
atuam de forma sinérgica no ambiente rizosférico e sobre os tecidos vegetais, promovendo tanto
supressao direta de patogenos quanto estimulos a defesa da planta (YAO et al., 2023;
GUZMAN-GUZMAN et al., 2023).

Um dos mecanismos classicos atribuidos a 7. harzianum € o micoparasitismo,
processo no qual hifas de Trichoderma reconhecem, aderem e penetram hifas de fungos
fitopatogénicos, liberando enzimas hidroliticas — como quitinases, glucanases e proteases —
que degradam a parede celular do antagonista (MUKHERJEE et al, 2022).
Complementarmente, 7. harzianum produz uma gama de metabolitos secundarios com
atividade antibidtica e fungicida (por exemplo, peptideos, polipeptideos e compostos volateis),
que inibem o crescimento de patdgenos a distdncia e modulam as interacdes microbianas na
rizosfera (JEMO et al., 2023; ASGHAR et al., 2024).

No plano de aplicagdes praticas, 7. harzianum tem sido empregado em formulagdes
comerciais para tratamento de sementes, inoculagdo de substratos, aplicagcdes no solo e como
componente de misturas com outros bioinsumos (por exemplo, Bacillus spp. ou extratos
vegetais). Resultados de campo e ensaios em condi¢des controladas indicam beneficios
consistentes na reducdo de doencas de solo, melhoria no estabelecimento de plantulas e
aumento do vigor vegetal; entretanto, a eficiéncia depende fortemente da cepa utilizada, da
formulacao, das condigdes edafoclimaticas e do manejo integrado adotado (FIRDU et al., 2020;
KHAN et al., 2022). Protocolos que conciliam rotacao de culturas, manejo de restos culturais e
uso de cultivares tolerantes costumam potencializar os efeitos de 7richoderma.

Apesar do amplo potencial, ha limitacdes e desafios a serem superados para a adogao
mais ampla e previsivel de 7. harzianum. A variabilidade entre cepas quanto a capacidade de
antagonismo, colonizagdo e sinergismo entre individuos antagénicos exige uma selegdo
criteriosa e testes regionais. Além disso, adversidades abioticas (temperatura, umidade, pH)

podem reduzir a sobrevivéncia e eficécia.



3 MATERIAL E METODOS

3. 1. Local de conducio experimental

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Agricola
e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Grande

Dourados, Brasil.

3. 2. Obten¢ao, multiplicacdo e manutencio do isolado fingico

O isolado de M. phaseolina foi obtido da micoteca do Laboratdrio de Microbiologia
Agricola e Fitopatologia. Para multiplicacdo do patdgeno, discos de micélios das colonias
armazenadas em camaras refrigeradas foram transferidos para placas de Petri, descartaveis e
esterilizadas, contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As placas foram vedadas,
identificadas e incubadas em camara B.O.D., submetidas a fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C, sendo repicados até a obtencdo de culturas puras do fungo. Todos os

procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar.

3. 3. Fatores em estudo para o biocontrole de M. phaseolina

Foram desenvolvidos dois ensaios in vitro independentes visando avaliar o potencial
biocontrole de M. phaseolina: 1) confrontagao direta e ii) compostos volateis, ambos realizados
no Laboratério de Microbiologia Agricola e Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias,
na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados — Mato Grosso do Sul, Brasil.
Em ambos ensaios foram testados os seguintes bioinsumos: 1) Bacillus subtilis, 11) Trichoderma
harzianum e iii) B. subtilis + T. harzianum, além da testemunha (sem microrganismos) (iv),
todos associados ou ndo a adi¢do da microalga Parachlorella sp. no preparo da calda.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 2 (microrganismos X microalga, respectivamente), com cinco repeticdes e cada

unidade experimental foi constituida de uma placa de Petri.

3. 4. Ensaio 1: Confrontacao direta de bioinsumos com M. phaseolina

Para avaliar o potencial antagonista direto dos tratamentos na inibi¢do do crescimento
micelial do isolado patogénico de M. phaseolina, foi utilizada a técnica de confrontacdo direta

(Rosa et al., 2010). Nesse procedimento, dois discos de micélio de M. phaseolina com 3 mm


https://www.google.com/search?sca_esv=586607062&q=Bacillus+amyloliquefaciens&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjitIe-3uuCAxWZr5UCHSi9ABcQkeECKAB6BAgJEAI
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de diametro foram dispostos a 2 cm de ambas as bordas da Placas de Petri (98 mm, ©) e ao

centro da placa foram dispostos os agentes antagonicos (Figura 1).

PLACA DE PETRI

POGO CENTRAL
+ BIOINSUMO

DISCOS DE MICELID
(M. phaseolina)

FIGURA 1. Diagrama do experimento de inibi¢cdo do crescimento micelial de Macrophomina
phaseolina exposto ao confronto com os diferentes agentes antagdnicos. Fonte:
Concolato (2025).

Apbs, foi realizada a transferéncia de 50 pL de uma solugdo dos produtos comerciais a
base dos microrganismos, sendo contidos em micropogos (5 mm, ) ao centro das placas de
Petri contendo BDA. Em seguida, as placas foram incubadas em BOD sob temperatura de 25 +
2°C e fotoperiodo de 12 h. A medigdo do crescimento micelial foi realizada com o auxilio de
um paquimetro digital em intervalos periddicos de 24 horas incubagdo até a estabilizagdo do
crescimento no tratamento controle.

Com relagdo as avaliacdes, foi realizada a mensuragdo do diametro da colonia fingica
em eixos ortogonais usando duas medidas diametralmente opostas com auxilio de um
paquimetro digital (mm). De posse dos dados obtidos e periodos de incubacao foi calculado o
indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) usando férmulas propostas por Oliveira
(1991), por meio da seguinte equagao:

2.(D-Da)

IVCM=
N

Em que:
D= diametro médio atual da coldnia; Da= didmetro médio da colonia do dia anterior;

N= ntimero de dias apds a inoculagao.

Ao final do periodo de incubacao, as placas de Petri foram abertas cuidadosamente em
ambiente controlado, a fim de evitar contaminagdes e interferéncias externas. Foram entdo
realizados registros fotograficos padronizados para documentar o aspecto visual das coldnias.

As imagens foram obtidas sob iluminagdo uniforme, posicionando-se a camera
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perpendicularmente a superficie das placas, de modo a evidenciar caracteristicas morfoldgicas
como coloragdo, distribui¢do, textura e formacdo de estruturas tipicas do crescimento

microbiano em cada tratamento.

3. 5. Ensaio 2: Compostos difusiveis no biocontrole de M. phaseolina

O efeito inibidor de metabdlitos volateis em func¢do dos bioinsumos foi testado pela
metodologia de Dennis e Webster (1971). Nesta técnica, placas de Petri contendo meio cultura
BDA solidificado receberam os diferentes agentes antagonicos contidos em minipogos (5 mm,
) ao centro das placas, os quais foram preenchidos com 50 pL da calda comercial.

Da mesma forma, no centro de outra placa de Petri, foi colocado um disco de micélio
colonizado pelo patégeno. As placas contendo antagonista e patdgeno foram sobrepostas
formando uma atmosfera compartilhada. Por fim, o conjunto foi selado com filme de pléstico
filme, de forma que as placas contendo o patdgeno ficassem na posi¢ao superior e o antagonista
na posi¢do inferior (Figura 2). O tratamento controle foi representado por placas contendo o

patdgeno, mas na auséncia do antagonista na parte inferior. As placas foram incubadas em

camara do tipo BOD a 25° C com fotoperiodo de 12 horas.

Discos de Micélio

(M. phaseolina)

Placa de
Petri

FIGURA 2. Diagrama do experimento de inibi¢cdo do crescimento micelial de Macrophomina
phaseolina exposto aos compostos organicos volateis dos diferentes agentes
antagonicos. Fonte: Adaptado de Dennis e Webster (1971).

As avaliacdes foram realizadas em intervalos fixos de 24 até a estabilizacdo do
crescimento no tratamento controle, procedendo a mensuragdo do didmetro da coldnia fungica

em eixos ortogonais usando duas medidas diametralmente opostas com auxilio de um
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paquimetro digital, determinando o crescimento micelial da fase ativa vegetativa (micélio
branco/jovem) e da fase de estrutura de resisténcia (micélio escuro/formagao de esclerddio),
resultados expressos em mm. Além disso, utilizando os dados de crescimento de cada fase e
periodos apos a incubacao foi calculado o indice de velocidade de crescimento micelial de cada
fase utilizando a proposta de Oliveira (1991).

Ao final do periodo de incubagdo, as placas de Petri foram abertas cuidadosamente
em ambiente controlado, a fim de evitar contaminagdes ¢ interferéncias externas. Foram entdo
realizados registros fotograficos padronizados para documentar o aspecto visual das colonias.
As imagens foram obtidas sob iluminacdo uniforme, posicionando-se a camera
perpendicularmente a superficie das placas, de modo a evidenciar caracteristicas morfologicas
como coloragdo, distribuicdo, textura e formacdo de estruturas tipicas do crescimento
microbiano em cada tratamento.

Para a andlise morfologica das estruturas fungicas, foram confeccionadas laminas
semipermanentes a partir de fragmentos de micélio do fitopatégeno coletados na regido proxima
a zona de confronto com o antagonista. Os fragmentos foram cuidadosamente transferidos para
laminas de vidro utilizando uma agulha histoldgica estéril e, em seguida, cobertos com uma
gota de azul de lactofenol. Posteriormente, foi posicionada uma laminula sobre a amostra,
evitando a formagao de bolhas de ar. As laminas foram observadas em microscopio Optico
(aumento de 40x; NA 0.65), registrando-se as caracteristicas morfologicas relevantes, como
forma e disposi¢do das hifas e alteracdes morfologicas decorrentes da interacdo entre os
microrganismos.

Em ambos os ensaios, foi calculada a area abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM) conforme proposta adaptada de Shaner e Finney (1977) utilizando a seguinte

equacao:

AACCM = Sn [Y i+1 + Yi2]*[(T i+1 - T i)] i-1

Em que:
Yi: valores de crescimento de colonia na época de avaliagdo i (i=1, n) Yi + 1:
valores de crescimento de colonia i + 1 Ti: época da avaliagdo i, que considerou o intervalo

entre as avaliagdes. Ti+1: época da avaliagdo 1 +1 n: nimero de observagdes.
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3. 6. Analise de dados

Para cada ensaio (confrontagdo direta e compostos volateis) e periodo de avaliagdo
(horas ap0s a incubagdo — HAI) isoladamente, os dados de crescimento micelial, AACCM e
IVCM foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Quando significativos pelo teste F
(p <0,05), as médias em funcao dos efeitos isolados e da interacdo foram comparadas pelo teste
de Tukey para os microrganismos (B. subtilis e T. harzianum) e o teste F para o uso da microalga
Parachlorella sp., todos a p < 0,05 + erro padrao, utilizando o software SISVAR 5.3. O aspecto
visual de biocontrole nas placas de Petri e a imagem de microscopia em fun¢@o dos fatores em

estudo foram apresentados de maneira descritiva.
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4 RESULTADOS

4. 1. Confrontacao direta de bioinsumos em M. phaseolina

Na confrontagdo direta, observamos que o crescimento micelial da M. phaseolina foi
influenciado pela interagdo microrganismos x microalga Parachlorella sp. em 24, 48 e 72 HALI
Decorrido 24 HAI, sem microalga a associacdo de B. subtilis + T. harzianum contribuiu no
menor crescimento do micélio (28,15 mm) (Figura 3a), mantendo a mesma tendéncia as 48
HAI, mas com resposta descrente (Figura 3b). Decorridos 72 HAI, observamos eficiéncia do 7.
harzianum e B. subtilis + T. harzianum no controle do crescimento micelial da M. phaseolina,
diferindo dos demais, independente do uso da microalga (Figura 3c).

OCK OBs @Th EMBs+Th
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FIGURA 3. Crescimento micelial da Macrophomina phaseolina por meio da técnica de
confrontacdo direta com Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum microalga
Parachlorella sp. isolados ou associados, em diferentes periodos (horas apos a
inoculacdo — HAI). Letras maitsculas comparam o efeito dos microrganismos
(teste de Tukey, p < 0,05 £ erro padrdo). Letras minusculas comparam o efeito da
microalga Parachlorella sp. (teste F, p < 0,05 £ erro padrao). CK = testemunha,
Bs = B. subtilis, Th = T. harzianum.

Os menores valores da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACCM) e indice de velocidade de crescimento médio (IVCM) do micélio de M. phaseolina
foram observados com B. subtilis, independente da microalga Parachlorella sp., bem como na

associacdo B. subtilis + T. harzianum sem microalga (Figura 4a e 4b).
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FIGURA 4. Area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) (a) e indice de velocidade
de crescimento médio (IVCM) (b) do micélio de Macrophomina phaseolina por
meio da técnica de confronta¢do direta com Bacillus subtilis, Trichoderma
harzianum microalga Parachlorella sp. isolados ou associados, em diferentes
periodos (horas apos a inoculagdo — HAI). Letras maitusculas comparam o efeito
dos microrganismos (teste de Tukey, p < 0,05 £ erro padrdo). Letras minusculas
comparam o efeito da microalga Parachlorella sp. (teste F, p <0,05 £ erro padrio).
CK = testemunha, Bs = B. subtilis, Th = T. harzianum.

Apbés 96 horas de incubacdo, foi possivel observar diferengas marcantes no
crescimento de Macrophomina phaseolina em fungdo dos diferentes bioinsumos utilizados
(Figura 5). Na testemunha (A), o patdogeno apresentou crescimento uniforme e abundante, com
coloragdo escura caracteristica, recobrindo praticamente toda a superficie do meio de cultura.
No tratamento com Bacillus subtilis (B), notou-se a presenca de uma colonia bacteriana central,
porém sem a formacao de halos de inibi¢do evidentes, resultando em um padrdo de crescimento
semelhante ao controle.

Em contraste, a presenca de Trichoderma harzianum (C) promoveu clara interferéncia
no desenvolvimento do patéogeno, evidenciada pela formacao de uma zona de interagdo bem
definida, na qual o micélio esverdeado do antagonista avangou sobre a colonia de M.
phaseolina. Situagao semelhante foi observada na associacdo B. subtilis + T. harzianum (D),
em que ambos os agentes se desenvolveram simultaneamente, com colonizacdo esverdeada
tipica de 7. harzianum e presenca da colonia bacteriana no centro da placa, resultando em
sobreposi¢do parcial sobre o micélio do patogeno.

Os tratamentos envolvendo Parachlorella sp. isoladamente (E) ou em combinagdo
com B. subtilis (F) ndo apresentaram efeito visual expressivo na restri¢ao do crescimento de M.
phaseolina, mantendo um padrao semelhante ao observado na testemunha. Por outro lado, na
associacdo 7. harzianum + Parachlorella sp. (G), verificou-se comportamento andlogo ao
observado para 7. harzianum isolado, indicando a¢do antagonista predominante do fungo. A

associacdo tripla (B. subtilis + T. harzianum + Parachlorella sp.) (H) promoveu intensa
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colonizagdo esverdeada e reducdo visivel da area ocupada pelo patdégeno, sugerindo um efeito

combinado entre os agentes.

. (A ./(B)

FIGURA 5. Aspecto visual das placas de Petri com Macrophomina phaseolina por meio da
técnica de confrontacdo direta” com diferentes bioinsumos isolados ou associados.
(A) testemunha, (B) Bacillus subtilis, (C) Trichoderma harzianum, (D) B. subtilis
+ T harzianum, (E) Parachlorella sp., (F) B. subtilis + Parachlorella sp., (G) T.
harzianum + Parachlorella sp. e (H) B. subtilis + T. harzianum + Parachlorella
sp. em 96 horas apds o periodo de incubagao.

4. 2. Compostos difusiveis de bioinsumos no controle de M. phaseolina

O crescimento do micélio em fase vegetativa foi influenciado pela interagdo dos
microrganismos e microalga as 48 HAI, enquanto que as 72, 96 e 120 HAI houve efeito dos
microrganismos, independente da adi¢do da microalga Parachlorella sp. (Figura 6). Em 48
HAI, os menores valores ocorreram ao utilizar B. subtilis + T. harzianum e B. subtilis sem e
com microalga, respectivamente (Figura 6a).

Verificamos menores valores de crescimento micelial com B. subtilis e B. subtilis + T.
harzianum, diferindo do CK as 72 HAI (Figura 6b). Decorridos 96 HAI, o uso dos
microrganismos isolados ou associados resultaram em menor crescimento do micélio jovem
(Figura 6¢), enquanto que as 120 HAI apenas B. subtilis + T. harzianum inibiram o crescimento

do patdgeno, diferindo estatisticamente das CK (Figura 6d).
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FIGURA 6. Crescimento do micélio na fase ativa vegetativa (jovem/branco) de Macrophomina
phaseolina por meio da técnica de compostos difusiveis com Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum microalga Parachlorella sp. isolados ou associados, em
diferentes periodos (horas apds a inoculagao — HAI). Letras maitsculas comparam
o efeito dos microrganismos (teste de Tukey, p < 0,05 + erro padrao). Letras
minusculas comparam o efeito da microalga Parachlorella sp. (teste t de
Bonferroni, p < 0,05 £ erro padrdao). CK= testemunha, Bs= B. subtilis, Th=T.
harzianum.

A AACCM jovem foi influenciada pela interagdo entre os fatores em estudo, no qual

sem microalga o uso de B. subtilis + T. harzianum refletiu em menor valor, diferindo de CK e

T harzianum. Com microalga ndo se verificou diferenca estatistica entre os microrganismos,

mas diferiu daquelas sem microalga com B. subtilis + T. harzianum (Figura 7a). O IVCM do

micélio na fase ativa vegetativa foi menor B. subtilis + T. harzianum, diferindo de CK (Figura

7b).
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FIGURA 7. Area abaixo da curva do crescimento micelial (AACCM) (a) e Indice de velocidade
de crescimento médio (IVCM) (b) do micélio jovem na fase ativa vegetativa com
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum microalga Parachlorella sp. isolados ou
associados. Letras maiusculas comparam o efeito dos microrganismos (teste de
Tukey, p < 0,05). Letras minusculas comparam o efeito da microalga
Parachlorella sp. (teste F, p < 0,05). CK= Testemunha, Bs= B. subtilis, Th=T.
harzianum.
O crescimento do micélio na fase de formagdo de esclerddio foi influenciado pelos

microrganismos, independente da microalga em todos os periodos de incubagao (Figura 8). De

modo geral, em 48, 72 e 96 HAI os menores valores ocorreram com B. subtilis e B. subtilis +

T’ harzianum, enquanto que aos 120 HAI foi menor com B. subtilis.
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8. Crescimento do micélio na fase de estrutura de resisténcia (esclerodio) de
Macrophomina phaseolina por meio da técnica de compostos difusiveis com
Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum e microalga Parachlorella sp. isolados
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ou associados, em diferentes periodos (horas apds a inoculagdo — HAI). Letras
maitsculas comparam o efeito dos microrganismos (teste de Tukey, p < 0,05 +
erro padrdo). Letras mintisculas comparam o efeito da microalga Parachlorella
sp. (teste t de Bonferroni, p < 0,05 + erro padrdo). CK= Testemunha, Bs= B.
subtilis, Th= T. harzianum.

Na fase de formacdo de estrutura de resisténcia (esclerédios) a AACCM foi
influenciada pelos microrganismos, independente da microalga e o IVCM foi influenciado pela
interacdo entre os fatores em estudo (Figura 9). Os menores valores de AACCM ocorreu com
B. subtilis e B. subtilis + T. harzianum, diferindo de CK (Figura 9a). Para IVCM, sem microalga
ao utilizar o B. subtilis e T. harzianum isolados ou associados refletiram em menores valores,

enquanto que com microalga apenas B. subtilis resultou em menor [IVCM (Figura 9b).
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FIGURA 9. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACCM) (a) e Indice
de velocidade de crescimento médio (IVCM) (b) do micélio na fase de estrutura
de resisténcia (esclerédio) com Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum
microalga Parachlorella sp. isolados ou associados. Letras maitisculas comparam
o efeito dos microrganismos (teste de Tukey, p < 0,05). Letras minusculas
comparam o efeito da microalga Parachlorella sp. (teste F, p < 0,05). CK=
Testemunha, Bs= B. subtilis, Th=T. harzianum.

Apds 120 horas de incubagdo, foi possivel observar o desenvolvimento de micélio
jovem de Macrophomina phaseolina a partir do disco de 3 mm depositado no centro das placas
de Petri, com diferencas sutis entre os tratamentos avaliados (Figura 10). Na testemunha (A), o
fungo apresentou crescimento micelial uniforme e denso, com formac¢do de zonas concéntricas
bem definidas e coloragdo acinzentada escura no centro, caracteristica da espécie. O tratamento
com Bacillus subtilis (B) resultou em pequenas altera¢des visuais no desenvolvimento do
patogeno, reduzindo a densidade micelial visual ao centro da placa.

Nos tratamentos com Trichoderma harzianum (C) € com a associacao B. subtilis + T.
harzianum (D), ndo foram observadas zonas de inibi¢do visiveis na colonia de M. faseolina.

Contudo, foi possivel observar um menor desenvolvimento da regido de maturagao (coloragao
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escura) indicando que, nesse periodo de avaliagdo, houve redu¢do do crescimento micelial
maturo em relacdo ao controle.

O uso de Parachlorella sp. isoladamente (E) ou em combinag¢do com B. subtilis (F)
ndo promoveu modificagdes perceptiveis no didmetro das colonias. No tratamento com 7.
harzianum + Parachlorella sp. (G) e a associagdo tripla (B. subtilis + T. harzianum +
Parachlorella sp.) (H) o fungo manteve um padrao de crescimento radial da zona de resisténcia
inferior ao controle, indicando uma pequena alteragdo na propor¢ao de microesclerodios

formados, em relacao ao controle.

FIGURA 10. Aspecto visual do efeito de diferentes bioinsumos no controle de Macrophomina
phaseolina ao 120 horas ap0s a incubacao (HAI). (A) testemunha, (B) Bacillus
subtilis, (C) Trichoderma harzianum, (D) B. subtilis + T. harzianum, (E)
Parachlorella sp., (F) B. subtilis + Parachlorella sp., (G) T. harzianum +
Parachlorella sp. e (H) B. subtilis + T. harzianum + Parachlorella sp. A imagem
mostra discos de micélio de 3 mm de M. phaseolina, em fase inicial de
crescimento sobre meio de cultura BDA, podendo-se observar o crescimento de
miceélios jovens ao redor destes discos. Fonte: Proprio autor.

Por meio da microscopia Optica foi possivel observar morfologicas no micélio de M.
phaseolina sob exposicdo aos volateis dos bioinsumos, foi possivel observar anormalidades
recorrentes na estrutura fisica do micélio (Figura 11). Foi observado que a exposi¢do a
compostos volateis produzidos por B. subtilis resultou no aumento volumétrico entre os septos
(Fig. 11 - B). Ainda, compostos volateis produzidos por 7. harzianum e a associagao com B.
subtilis apresentaram as mesmas anomalias citadas, com excec¢do do enrolamento das hifas do

patdgeno (Fig. 11 — C, D). Em complemento, nenhuma alteragdo foi observada nos demais
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tratamentos, com excessao da associacao de B. subtilis + Parachlorella sp. onde as hifas de M.

phaseolina apresentaram ligeira em espessura dos entre-septos (Fig. 11 — G).

(A) (B) (@) (D)

FIGURA 11. Microscopia Optica para analise visual micelial do fungo Macrophomina
phaseolina sob influéncia de compostos volateis proveniente de Bacillus subtilis,
Trichoderma harzianum microalga Parachlorella sp. isolados ou associados. (A)
testemunha, (B) Bacillus subtilis, (C) Trichoderma harzianum, (D) B. subtilis +
T. harzianum, (E) Parachlorella sp., (F) B. subtilis + Parachlorella sp., (G) T.
harzianum + Parachlorella sp. e (H) B. subtilis + T. harzianum + Parachlorella

sp. Todas as imagens possuem inser¢des com ampliacdo de 40/0.65. Fonte:
Proprio autor.
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5 DISCUSSAO

Em geral, observamos que o uso de 7. harzianum e B. subtilis, isoladamente ou em
associagdo, foram eficazes em inibir o crescimento micelial de M. phaseolina, seja por
confronto direto ou compostos difusiveis, confirmando nossa hipdtese inicial. Entretanto, as
respostas de eficiéncia no biocontrole de M. phaseolina variaram de acordo com a técnica de
confronto dos diferentes agentes biologicos. Ainda, observamos que a microalga Parachlorella
sp. isolada ou combinada ndo contribuiu no biocontrole. Em acréscimo, a associacdo da
microalga aos demais microrganismos reduziu a eficiéncia dos antagonistas sobre o
fitopatogeno, refutando uma das hipoteses propostas, sugerindo incompatibilidade bioldgica ou
outros mecanismos de interagao.

Devido a sua agdo antagonista multifatorial, 7. harzianum apresentou elevado potencial
como agente de biocontrole contra M. phaseolina, promovendo inibicdo expressiva do
crescimento micelial. No entanto, apesar da redugdo significativa do crescimento vegetativo, o
antagonista ndo foi capaz de impedir a transicdo da fase vegetativa para a fase de resisténcia,
permitindo a formacao de microesclerddios. Essa observacao indica que a acao de 7. harzianum
sobre M. phaseolina caracteriza-se predominantemente como um antagonismo fungistatico nao
persistente, uma vez que, embora haja inibi¢do inicial do desenvolvimento micelial, a formacao
de estruturas de sobrevivéncia ndo ¢ completamente suprimida.

E conhecido que, o género Trichoderma atua principalmente por meio de dois
mecanismos: 0 micoparasitismo e a competicdo (SILVA et al., 2022). Outros autores
complementam ainda que, o micoparasitismo ocorre por estimulos quimicos emitidos pelas
hifas do fungo hospedeiro, os quais sdo detectados pelo Trichoderma, crescendo em dire¢do a
essas estruturas do fitopatégeno para entdo estabelecer a relagdo parasitaria, enquanto a
antibiose decorre da produgdo de metabdlitos secundarios antifungicos (MAURYA et al.,
2024).

Em estudo semelhante, Bleckwedel et al. (2024) demonstraram que espécies nativas de
Trichoderma sao capazes de sintetizar uma variedade de compostos antifingicos, como
enzimas hidroliticas e metabodlitos secundarios, que comprometem a integridade da parede
celular dos fitopatogenos. Em complemento, os autores verificaram que as alteragdes na
integridade da parede celular das hifas do patéogeno possibilitam o estabelecimento do
micoparasitismo, sendo ambos mecanismos antagdnicos complementares.

No que se refere ao Bacillus spp., a eficacia observada pode ser atribuida a produgao de

metabolitos antifingicos, como os lipopeptideos ciclicos, capazes de alterar os processos vitais
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do desenvolvimento fungico, alterando a permeabilidade e a sintese da membrana celular,
levando a deformidades na estrutura morfoldgica da hifa patogénica, o que afeta diretamente a
capacidade do fitopatégeno em estabelecer relagdes parasitarias com plantas hospedeiras
(LIANG et al., 2023; YOUSFI et al., 2024).

Estudando o comportamento in vitro de duas cepas de Bacillus amyloliquefaciens,
Rangel-Montoya et al. (2022) observaram inibicao de até 66,8% no crescimento micelial de
Macrophomina phaseolina, resultado atribuido a a¢do combinada de compostos volateis e
difusiveis produzidos pelas bactérias. Diversos metabolitos secundarios tém sido relatados
como responsaveis pela atividade antagonista de isolados de Bacillus spp. apresentando efeito
inibitdrio sobre o crescimento de Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solanacearum, Botrytis
cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Verticillium longisporum, Monilinia laxa, M. fruticola e V.
longisporum, evidenciando a ampla gama de acdo desses metabolitos. Assim, entre os
metabolitos mais comumente caracterizados destacam-se os lipopeptideos como bacilomicina,
macrolactina, iturina, surfactina e fengicina, os quais apresentam elevada atividade antifingica
e tém sido associados a inibicdo de M. phaseolina em diferentes estudos (BOJORQUEZ-
ARMENTA etal., 2021; WU et al., 2019; DHANABALAN et al., 2024).

Assim, com base nos mecanismos de agdo de espécie do género Bacillus, Rodrigues et
al. (2022), destacam que a produgdo de compostos organicos, competi¢do por nutrientes podem
ocasionar a redugdo no crescimento micelial e, assim, reducdo da AACCM, como observado
em nosso estudo. Por outro lado, 7. harzianum produz uma ampla gama de compostos volateis
com a¢do antimicrobiana, tais como o 4cido harzianico, alamectinas, trichonila, peptaibol, 6-
penthyl-a-pyrone, massoilactone, viridina, gliovirina, acido heptelidico, inibindo ndo somente
o crescimento e desenvolvimento do fitopatdgeno, mas também, atuando como elicitores
capazes de induzir respostas de defesa das plantas (LIM et al., 2023; MENDOZA-MENDOZA
et al., 2024).

A reducao dos valores de AACCM observada nos tratamentos com B. subtilis e T.
harzianum, aplicados isoladamente ou em associacdo, refor¢a a capacidade desses
microrganismos em inibir o desenvolvimento de M. phaseolina. A AACCM corresponde a
quantificagdo do crescimento micelial acumulado ao longo do tempo (SIMKO; PIEPHO, 2012),
sendo um indicador sensivel da intensidade de inibicdo promovida por agentes antagonistas.
Valores reduzidos indicam menor expansao do micélio e, consequentemente, maior efeito de
biocontrole. Nesse contexto, verificou-se que 7. harzianum apresentou maior eficiéncia nos

ensaios de confrontacdo direta, provavelmente devido a sua habilidade de competir por espago
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e nutrientes, associada a producao de enzimas hidroliticas e a0 micoparasitismo direto sobre as
hifas do patogeno.

Por outro lado, B. subtilis destacou-se na reducdo da AACCM nos ensaios com
compostos volateis, o que pode estar relacionado a produgao de metabdlitos secundarios de
natureza gasosa, como lipopeptideos e antibioticos, capazes de difundir-se no meio e exercer
acdo antifungica sem necessidade de contato fisico. Esses mecanismos complementares podem
afetar ndo apenas o crescimento vegetativo, mas também a reproducdo e perenidade do
patdgeno, contribuindo para o aumento da eficiéncia de controle biologico.

Nos ensaios com compostos volateis, a presen¢a da microalga Parachlorella sp. pouco
influenciou a AACCM e o IVMC, niao interferindo negativamente na eficiéncia dos agentes de
biocontrole. Isso pode estar relacionado ao fato de que, nesse tipo de ensaio, a agdo antifingica
¢ predominantemente mediada por metabolitos produzidos pelos microrganismos antagonistas
que atuam a distancia. Como a microalga ndo apresenta atividade antifungica direta expressiva,
sua presencga ndo competiu ou interferiu na liberacdo e difusdo desses compostos produzidos
por B. subtilis e T. harzianum, permitindo que os antagonistas mantivessem sua eficécia.

Por outro lado, na confrontagdo direta, a associagdo da microalga com B. subtilis + T.
harzianum resultou em reducdo da eficiéncia de biocontrole. Esse comportamento pode estar
ligado a interagdes competitivas ou espaciais no meio de cultura so6lido. Embora em nossos
ensaios a microalga ndo foi classificada como antagonista, pode competir por nutrientes ou
modificar o microambiente local, alterando o crescimento e a expressdo de mecanismos de
defesa ou de antagonismo dos microrganismos de biocontrole (ASTAFYEVA et al., 2022;
SANTO et al., 2022). Além disso, a presenca fisica da microalga pode interferir na formacao
de halos de inibi¢ao ou no contato micoparasitico direto entre os antagonistas € o patogeno,
reduzindo a eficiéncia das intera¢des de confronto.

De forma geral, esse resultado sugere que Parachlorella sp. ndo interfere negativamente
na atividade dos demais bioinsumos quando a a¢ao € mediada por metabolitos volateis, podendo
inclusive atuar de forma neutra ou complementar, como observado em combinagdes com B.
subtilis. No entanto, em interagdes que dependem de contato direto, sua presenca pode alterar
a dindmica fisica ou nutricional do ambiente, impactando parcialmente o desempenho dos
agentes de controle biologico (ECKSTIEN et al., 2024; LOPEZ-ARELLANES et al., 2025).

Embora nao seja especificamente com Parachlorella sp., estudos como o de Chokshi et
al. (2020) apontam que microalgas do género Chlorella e Parachlorella produzem compostos
bioativos como polissacarideos, proteinas e antioxidantes que podem favorecer a estabilidade

metabolica de microrganismos benéficos em co-inoculagdes ou agentes de biocontrole
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especificamente. Em estudo realizado Alallaf et al. (2022), verificou-se a acdo de compostos
volateis provenientes da Chlorella vulgaris sobre o crescimento micelial de M. phaseolina,
apresentando inibicdo de 57,6%. Em complemento, os autores associaram a resposta a uma
diversidade de compostos volateis com propriedades antimicrobianas como alcanos ciclicos,
fenois, compostos halogenados, amidas, acidos, alcoois, cetonas, lactonas, ésteres graxos,
ésteres metilicos de acidos graxos, derivados do acido ftalico e alcoois.

A atuacdo combinada desses microrganismos, aqui representados pelo B. subtilis e T.
harzianum, resultou em respostas superiores nos dois mecanismos testados: confronto direto e
metabolitos difusiveis. O desempenho positivo, mesmo sem a presenga da microalga, reforga
que tais agentes possuem acgao robusta, o que os torna promissores para formulagdes comerciais
e aplicagdo em sistemas agricolas sustentaveis no biocontrole, como evidenciado nos bioensaios
do presente estudo.

Contudo, a atuagdo sinérgica em alguns cendrios envolvendo Parachlorella sp. sugere
que essa microalga pode atuar como coadjuvante, fornecendo substratos ou promovendo a
viabilidade dos agentes microbiologicos. Estudos futuros devem explorar essa interagdo em
condi¢des de campo, especialmente avaliando a aplicacdo desses agentes diretamente na planta
e avaliar os possiveis mecanismos de biocontrole em um hospedeiro suscetivel.

Com isso, apesar da microalga ndo apresentar atividade antagonica nos ensaios in vitro,
outras respostas possam ser obtidas em condicdes in vivo. Assim, € provavel que em associagao
com a planta hospedeira, a microalga contribua em estimular as respostas fisiologicas,
enzimaticas ou bioquimicas conforme relatos na literatura e possam favorecer a inducdo da

resisténcia, reforcando a necessidade de estudos complementares.
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6. CONCLUSAO

De forma geral, os resultados confirmam a eficiéncia de Trichoderma harzianum e
Bacillus subtilis no biocontrole de Macrophomina phaseolina, tanto por confronto direto quanto
por compostos volateis, destacando seus mecanismos complementares de antagonismo, como
micoparasitismo, competi¢ao e producdo de metabolitos antifungicos.

T harzianum apresentou efeito fungistatico expressivo, embora ndo tenha impedido
totalmente a formac¢do de microesclerddios, o que pode limitar o controle em longo prazo. B.
subtilis, por sua vez, mostrou maior eficiéncia na inibicdo mediada por metabdlitos volateis,
refor¢ando seu potencial em sistemas de controle bioldgico.

A microalga Parachlorella sp., isolada ou em associacdo, ndo contribuiu para o
biocontrole in vitro e, em confrontos diretos, reduziu a eficiéncia dos antagonistas,
possivelmente por competi¢cdo ou interferéncia fisica.

Assim, a combinagdo de B. subtilis e T. harzianum se mostrou promissora para
formulacdes comerciais e estratégias sustentaveis de manejo, enquanto a interagdo com
Parachlorella sp. requer estudos adicionais em condi¢des de campo para elucidar possiveis

efeitos positivos na indugdo de resisténcia ou promogao do crescimento vegetal.
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