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RESUMO
​O estudo avaliou a interação in vitro entre o isolado de biocontrole de  Rhizoctonia solani por Levedura e Trichoderma sp., demonstrando alta eficiência antagonista baseada em uma ação de múltiplos mecanismos complementares observando a presença de mecanismos de biocontrole através de microscopia. ​O isolamento de Trichoderma  apresentou um crescimento significativamente mais rápido que o fitopatógeno. Esta vantagem fisiológica permitiu que o antagonista se expandisse sobre a colônia de Rhizoctonia solani demonstrando uma capacidade de colonização direta. Este padrão de crescimento acelerado e colonização é consistente com o mecanismo de competição por recursos e espaço. Contudo, a análise microscópica das hifas de Rhizoctonia  na zona de interação revelou alterações morfológicas severas, indicando o mecanismo de antibiose. Diante disso o estudo demonstrou que Trichoderma sp. apresenta elevada eficiência no controle de Rhizoctonia sp., atuando por múltiplos mecanismos complementares, como competição, produção de metabólitos antifúngicos e micoparasitismo, culminando na degradação estrutural do patógeno.
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1. 
2. INTRODUÇÃO
Rhizoctonia solani é um fungo habitante do solo, pertencente ao filo Basidiomycota, amplamente distribuído em regiões tropicais e temperadas. O patógeno é reconhecido por causar doenças de grande impacto econômico em diversas culturas, como tombamento de plântulas e podridão radicular. Os métodos de controle convencional, baseados predominantemente no uso de fungicidas químicos e práticas culturais intensivas, têm apresentado eficácia limitada e, frequentemente, mostram-se ambientalmente insustentáveis (Amorim et al., 2011). Os riscos associados ao uso contínuo de defensivos agrícolas, como contaminação ambiental, resíduos e desenvolvimento de resistência, reforçam a urgência em buscar estratégias alternativas e seguras. Nesse contexto, o biocontrole surge como uma abordagem promissora, de baixo impacto ambiental e capaz de contribuir de forma integrada para a saúde do solo e das plantas (Nassary, 2025).
O controle biológico consiste na redução do inóculo de patógenos por meio da ação de organismos antagonistas. O antagonismo, definido como a interferência direta entre organismos, é um mecanismo central dessa estratégia (Blum, 2007). Entre os agentes de biocontrole, destaca-se o gênero Trichoderma, reconhecido pela alta eficácia contra diversos patógenos, incluindo R. solani, atuando por competição, produção de metabólitos antifúngicos, enzimas hidrolíticas, hiperparasitismo e indução de resistência sistêmica (Abbas et al., 2022). As espécies de Trichoderma são fungos saprofíticos amplamente distribuídos no solo e conhecidos pela secreção de enzimas e antibióticos (Harman et al., 2004; Melo & Costa, 2005).
As leveduras também têm sido intensamente estudadas por sua capacidade antagonista. Sua ação primária ocorre por competição por espaço e nutrientes, mas pode envolver igualmente a produção de enzimas, antibióticos, toxinas killer e a promoção do crescimento vegetal (Valdebenito Sanhueza, 2000). O uso de leveduras como agentes de biocontrole já é consolidado em doenças pós-colheita, com formulações comerciais disponíveis (Haissam, 2011), e tem demonstrado eficácia promissora contra doenças de partes aéreas e radiculares (Cruz, 2010). 
Ensaios in vitro utilizam pareamento de culturas e avaliação de metabólitos voláteis e não voláteis (Ethur, 2005). Leveduras rizosféricas dos gêneros Candida, Rhodotorula e Trichosporon, por exemplo, já demonstraram eficiência contra R. solani, reduzindo o damping-off e promovendo o crescimento vegetal por mecanismos como competição, produção de metabólitos antifúngicos, enzimas e substâncias promotoras de crescimento, como AIA (ácido indolacético) e sideróforos (Tarabily, 2004; Moreira; Vale, 2025).
Nesse sentido, a associação entre Trichoderma spp. e leveduras para o controle de R. solani representa uma estratégia inovadora. Essa combinação permite a formação de microbiomas consorciados capazes de promover dupla ação: supressão do patógeno e estímulo ao crescimento vegetal. Contudo, a literatura científica ainda apresenta lacunas em estudos integrados que avaliem a combinação desses agentes, especialmente em sistemas agroecológicos tropicais. Tais lacunas reforçam a necessidade de pesquisas aprofundadas sobre compatibilidade entre isolados, formulações adequadas, formas de aplicação e respostas em diferentes contextos ambientais (Barranque, 2025).
Dessa forma, o estudo do antagonismo de Trichoderma spp. e leveduras frente a R. solani insere-se em um campo de alta relevância teórica e aplicada, com potencial para contribuir significativamente para sistemas agrícolas e agroflorestais sustentáveis. A implementação eficaz dessas estratégias influenciará avaliações de longo prazo, garantindo eficiência agronômica, conservação da biodiversidade do solo e redução do uso de insumos químicos.
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma sp. e leveduras contra R. solani na inibição in vitro do crescimento micelial, por meio de cultivo pareado, bem como observar a presença de mecanismos de biocontrole por microscopia óptica.

2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 ANTAGONISMO DE TRICHODERMA SP. SOBRE RHIZOCTONIA EM CULTURA PAREADA
O experimento foi conduzido no Laboratório Multiusuário de Biomateriais (LMB), do Campus XX – Castanhal, Pará. Os isolados utilizados foram Trichoderma sp. T80, Rhizoctonia sp. E levedura, foram obtidos e mantidos em meio Castellani, na coleção de culturas do laboratório.
​Para o teste foi utilizada a técnica de cultivo pareamento entre a colônia do patógeno em placas de Petri. A partir da cultura pura de Trichoderma sp. cultivada em meio de cultura BDA (batata-dextrose-ágar) por sete dias, sob temperatura de + 27º C, e retirado um disco de 4 mm de diâmetro, em seguida colocado numa extremidade da placa de Petri, contendo meio BDA. Logo após, um disco de 4 mm de diâmetro foi retirado de uma cultura pura do patógeno com sete dias de idade, foi depositado na outra extremidade da placa, ambos com distância de 1,0 cm da borda das placas.
O controle constitui apenas da deposição de discos do patógeno nas duas extremidades do meio BDA, sem a presença do antagonista. As placas foram vedadas com parafilme e incubadas em condições de laboratório e no  até até o crescimento da colônia antigisse o centro da planca .placa. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5 repetições. O crescimento micelial das colônias foi mensurado diariamente, até que um dos tratamentos atingisse o centro da placa. A avaliação da porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) do patógeno foi realizada três dias após a inoculação das placas, o cálculo da  inibiçãoda inibição do crescimento do fungo em relação ao controle foi a fórmula: 
PIC = (diâmetro da testemunha – diâmetro do tratamento) x 100
diâmetro do controle
Após a avaliação macroscópicas, estruturas fúngicas foram retiradas do local de transição das hifas do patógeno e do antagonista. As lâminas foram observadas em microscopio óptico com o objetivo da visualizar o hiperparasitismo de Trichoderma sobre o Rhizoctonia.

2.2 AÇÃO DE LEVEDURAS NA INIBIÇÃO IN VITRO DE RHIZOCTONIA SP.
Para esse teste, foi utilizado o isolado de levedura (L10), mantido na coleção do laboratório. Com o auxílio de uma alça, realizou-se uma risca de 0,4 mm com células de leveduras com 72h de idade, no centro de cada placa de Petri, que continha meio BDA (batata-dextrose-ágar). Em seguida, as placas foram inoculadas, nas duas extremidades, com um disco de 4 mm de diâmetro, contendo as estruturas do patógeno R.solani . O controle consistiu na inoculação do patógeno em duas extremidades da placa, sem a presença da levedura. As placas foram incubadas à temperatura de 27 ºC. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5 repetições. Após 24h da inoculação das placas foi realizada medições diárias do diâmetro das colônias do patógeno, até que um dos tratamentos atingisse o centro da placa. 
A avaliação foi realizada durante 5 dias, calculando-se a porcentagem de inibição do crescimento do patógeno (PIC) dos tratamentos em relação ao controle.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
No experimento de cultivo pareado entre Trichoderma sp. e Rhizoctonia sp., observou-se diferença marcante na taxa de crescimento dos dois organismos (Tabela 1). 
Tabela 1. Taxa de crescimento de Trichoderma sp. e Rhizoctonia sp.
	Horas
	Trichoderma sp. (cm)
	Rhizoctonia sp. (cm)

	24
	2,18
	1,67
4,76
6,66
1,54 cm/dia

	48
72
	6,72
	

	
	9,0
	

	Taxa de crescimento
	2,27 cm/dia
	


Fonte: Elaborado eplos autores, 2025.
O isolado de Trichoderma sp. apresentou crescimento significativamente mais rápido que o fitopatógeno, fator que influenciou diretamente a dinâmica da interação. Devido a essa diferença, verificou-se que, para garantir condições competitivas equivalentes e possibilitar a formação de uma zona de transição central na placa de Petri, é necessário inocular Rhizoctonia sp. com aproximadamente 24 horas de antecedência. Esse procedimento favorece a observação dos mecanismos de antagonismo, uma vez que impede que o rápido crescimento de Trichoderma sp. oculte precocemente o patógeno.
Durante o pareamento, Trichoderma sp. expandiu-se sobre a colônia de Rhizoctonia sp., demonstrando capacidade de colonização direta sobre o micélio do fitopatógeno. Resultados semelhantes foram descritos por Mello et al. (2007), que observaram que vários isolados de Trichoderma spp. foram capazes de inibir o crescimento de patógenos quando avaliados pelo método de cultivo pareado, chegando inclusive à colonização total do micélio adversário. Esse padrão de antagonismo é amplamente descrito na literatura e reforça a eficiência do gênero Trichoderma como agente de biocontrole.
Figura 1.  Crescimento micelial de Trichoderma sp. sobre  Rhizoctonia sp.
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Fonte: Autores (2025).
	O isolado de Trichoderma spp. avançou sobre a colônia de Rhizoctonia (Figura 1). Os biocontroladores são mais eficientes em usar os recursos disponíveis, se multiplicam e colonizam rapidamente a rizosfera. Provavelmente esse mecanismo de competição seja a forma mais comum no controle biológico (Jacobs; Gray, 2003). 
A redução no crescimento de Rhizoctonia sp. pode estar relacionada a diferentes mecanismos de antagonismo. Entre eles, destacam-se a competição por espaço e nutrientes, especialmente importante em meios de cultura com recursos limitados, e a produção de metabólitos secundários tóxicos ou voláteis inibitórios. Estudos clássicos e contemporâneos demonstram que espécies de Trichoderma produzem compostos antifúngicos, como gliotoxinas e outros metabólitos que afetam diretamente o patógeno (Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008). Além disso, Trichoderma spp. apresentam capacidade de micoparasitismo, envolvendo enrolamento hifal, secreção de enzimas hidrolíticas, (quitinases, glucanases) e degradação da parede celular do patógeno, mecanismos já bem caracterizados por Howell (2003).
Assim, os resultados obtidos reforçam o potencial de Trichoderma sp. como agente antagonista de Rhizoctonia sp., confirmando observações de outros autores e evidenciando sua aplicabilidade no manejo biológico de doenças fúngicas.
A análise microscópica das lâminas provenientes da zona de interação entre Trichoderma sp. e Rhizoctonia sp. revelou alterações morfológicas marcantes no fitopatógeno, evidenciadas pelo extravasamento do conteúdo celular e pela presença de hifas colapsadas, esvaziadas e com morfologia em fita (Figura 2). Esse tipo de degradação estrutural é consistente com processos de lise celular induzidos por metabólitos antifúngicos, sugerindo fortemente a ocorrência do mecanismo de antibiose por parte do antagonista.
Figura 2. Hifa de Rhizoctonia sp. com extravasamento protoplasmático resultado do mecanismo de antibiose do fungo biocontrolador Trichoderma sp. 
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Fonte: Autores (2025)
A observação de hifas vazias de Rhizoctonia sp. indica que houve comprometimento da integridade da membrana plasmática, provavelmente associado à ação de compostos produzidos por Trichoderma sp., como peptaibóis, gliovirinas, viridinas e outros metabólitos secundários amplamente descritos como agentes de permeabilização de membranas e indução de apoptose fúngica. Esses resultados se alinham ao que reportam Amorim et al. (2011), ao afirmarem que a antibiose consiste na produção de metabólitos voláteis ou não voláteis que são capazes de inibir, paralisar ou destruir organismos competidores, representando um mecanismo fundamental na dinâmica microbiana do solo.
A importância ecológica desses compostos é amplamente reconhecida. Em ambientes naturais, especialmente no solo, onde nutrientes são limitados e a pressão competitiva é elevada, a capacidade de sintetizar substâncias antibióticas confere vantagem adaptativa significativa ao antagonista. A atuação de Trichoderma sp. sobre Rhizoctonia sp. observada neste estudo reforça essa interpretação: ao degradar ou inviabilizar o patógeno, o antagonista não apenas elimina um competidor direto, mas também aumenta a disponibilidade de recursos, como fontes de carbono e microcompartimentos no substrato, favorecendo seu próprio crescimento e estabelecimento.
Além disso, a literatura demonstra que a antibiose raramente atua de forma isolada. Estudos recentes mostram que Trichoderma combina produção de metabólitos antifúngicos com micoparasitismo ativo, incluindo enrolamento hifal, penetração direta e secreção de enzimas hidrolíticas (quitinases, β-1,3-glucanases e proteases). A presença de hifas colapsadas observada neste experimento pode, portanto, refletir uma ação sinérgica entre antibiose e degradação enzimática, culminando em lise celular acelerada.
Desse modo, os resultados obtidos corroboram a literatura especializada que descreve Trichoderma sp. como um agente de biocontrole multifuncional, cujo repertório metabólico e enzimático permite não apenas inibir, mas estruturalmente comprometer o crescimento de patógenos como Rhizoctonia sp. As evidências morfológicas verificadas em microscopia óptica reforçam a ação efetiva do mecanismo de antibiose e destacam seu papel central nas interações antagonistas observadas.
A avaliação da ação antagonista de leveduras frente ao fitopatógeno Rhizoctonia sp., realizada 24 horas após o semeio, revelou que o isolado L10 não apresentou capacidade de inibir o crescimento micelial do patógeno nas condições in vitro empregadas. As medições diárias do diâmetro das colônias demonstraram crescimento contínuo e acelerado de Rhizoctonia sp., que ocupou totalmente a placa em um período de três dias (Figura 3). A ausência de zona de inibição, bem como a ausência de qualquer alteração morfológica aparente no micélio do patógeno, indica que o isolado L10 não exerceu efeitos antagonistas detectáveis.

Figura 3: Pareamento de Rhizoctonia x levedura (L10) in vitro. 
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  		   Fonte: Autores (2025).
Esse comportamento sugere que o isolado de levedura L10 não dispõe de mecanismos eficientes de competição, antibiose ou interferência fisiológica capazes de limitar o desenvolvimento de Rhizoctonia sp. em condições de cultivo pareado. Sabe-se que a eficácia de leveduras como agentes de biocontrole está frequentemente associada a mecanismos como competição por nutrientes essenciais, produção de compostos antimicrobianos, secreção de enzimas líticas ou ainda a formação de biofilmes que atuam como barreiras físicas. No entanto, tais processos são altamente dependentes de características genéticas específicas do isolado, bem como das condições físico-químicas do ambiente.
A incapacidade do isolado L10 de inibir Rhizoctonia sp. pode estar relacionada a vários fatores intrínsecos e extrínsecos. Primeiramente, muitas leveduras antagonistas demonstram melhor desempenho em ambientes mais próximos a condições naturais, como superfícies vegetais ou substratos orgânicos complexos, onde a disponibilidade de micronutrientes, a presença de compostos fenólicos ou a competição microbiana são determinantes para a ativação de mecanismos de defesa. Em meio de cultura sintético e de rápida colonização, como observado neste estudo, Rhizoctonia sp. tende a apresentar crescimento vigoroso, podendo superar qualquer efeito competitivo que o isolado L10 eventualmente pudesse exercer.
Além disso, a ausência de efeitos antagonistas sugere que L10 não produz metabólitos voláteis ou solúveis com atividade antifúngica significativa, diferentemente de leveduras relatadas na literatura, como Rhodotorula spp., Metschnikowia spp. e Pichia spp., conhecidas por sintetizar compostos como pululanas, toxinas killer, ácidos orgânicos ou enzimas hidrolíticas capazes de interferir no desenvolvimento de fungos filamentosos. A ausência desses mecanismos no isolado L10 pode explicar sua incapacidade de atuar contra um patógeno agressivo e bem adaptado como Rhizoctonia sp.
Os resultados também ressaltam a importância da seleção criteriosa de isolados de leveduras para programas de controle biológico. A diversidade metabólica entre espécies e mesmo entre linhagens de uma mesma espécie é substancial, e apenas uma parcela relativamente pequena demonstra real potencial antagonista contra fungos fitopatogênicos. Dessa forma, o insucesso do isolado L10 não invalida o uso de leveduras como agentes de biocontrole, mas reforça a necessidade de avaliações comparativas mais amplas, envolvendo diferentes condições de cultivo, diferentes fontes de estresse, e ensaios que permitam identificar mecanismos específicos de antagonismo.
Em síntese, a ausência de atividade inibitória por parte do isolado L10 demonstra que, sob as condições experimentais testadas, este isolado não possui eficácia contra Rhizoctonia sp., evidenciando que seu uso como agente de biocontrole não é recomendável sem investigações adicionais. Os resultados também chamam atenção para a complexidade das interações entre leveduras e fungos fitopatogênicos e para a necessidade de abordagens multidimensionais na seleção de microrganismos antagonistas.

4. CONCLUSÃO 
O presente estudo demonstrou que Trichoderma sp. apresenta elevada eficiência no isolamento de Tricoderma sp. no biocontrole de Rhizoctonia sp atuando por múltiplos mecanismos complementares, como competição, produção de metabólitos antifúngicos e micoparasitismo, culminando na degradação estrutural do patógeno. As análises microscópicas confirmaram danos severos às hifas de R. solani., evidenciando a ação sinérgica entre antibiose e degradação enzimática. Em contraste, o isolado de levedura L10 não apresentou atividade antagonista sob as condições experimentais in vitro testadas, indicando a ausência de mecanismos eficazes de inibição contra R.solani nesse sistema. ​A principal contribuição científica deste trabalho reside na evidência morfológica direta, via microscopia óptica, da lise celular acelerada em Rhizoctonia sp., reforçando a descrição do Trichoderma sp. como um agente de biocontrole multifuncional. Tais resultados sustentam o uso do isolado de Trichoderma sp. como ferramenta estratégica no manejo sustentável de doenças radiculares.
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