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  Resumen

  
    La
      necrosis foliar en caña de azúcar provocada por hongos fitopatógenos es
      un problema grave, como alternativa de biocontrol existen los 
      microorganismos benéficos que podrían ofrecer una solución sostenible. 
      Este estudio evalúa el potencial de microorganismos benéficos como 
      biocontroladores efectivos. El objetivo del estudio consistió en evaluar
      el efecto antagónico de microorganismos benéficos frente a Curvularia petersonii hongo fitopatógeno responsable de necrosis foliares en cultivo de caña 
      azucarera. Se replicó una cepa secuenciada con el 99,60 % de identidad 
      para C. petersonii (Nº Accesión NR_158448.1) para evaluar el porcentaje de inhibicion (Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis y Pseudomona fluorescens)
      con 5 réplicas y sus respectivos controles durante 16 días de 
      evaluación utilizado la técnica del modelamiento matemático del 
      crecimiento exponencial, con la finalidad de modelar el desarrollo de C. petersonii en condiciones in vitro y en presencia de microorganismos antagonistas bajo la ecuación 
      diferencial logística del modelo Lotka-Volterra para enfrentamiento por 
      cultivo dual. Los resultados sostienen que los microorganismos benéficos
      utilizados tuvieron un efecto antagónico inhibitorio sobre el hongo 
      fitopatógeno C. petersonii, concluyendo que estos microorganismos poseen bondades como biocontroladores frente a C. petersonii.
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      Introducción

       ⌅
      El
        cultivo de la caña de azúcar es considerado de vital importancia a 
        nivel mundial ya que aporta economía en diferentes países, tanto así 
        para el desarrollo de la producción agrícola de Ecuador, a través de la 
        generación de empleo e ingresos para el sector agropecuario (1). La caña de azúcar está expuesta a múltiples 
        factores que afectan su producción y entre ellos la presencia de 
        numerosos patógenos que generan enfermedades impactando también sobre la
        calidad del producto final (2).

      En el cultivo de caña de azúcar se ha 
        detectado diferentes afectaciones durante su ciclo fenológico de la 
        etapa vegetativa y dentro de las principales enfermedades estas pueden 
        ser provocadas por diversos agentes causales como (hongos, bacterias, 
        virus, nematodos, entre otros) que afectan negativamente el rendimiento 
        del cultivo (3). De las enfermedades fúngicas se encuentran identificados como agentes causales los del género Aspergillus, Fusarium, y Curvularia (4). El género Curvularia fue identificado por C. lunata, pertenece a la familia Pleosporaceae del orden Pleosporales (5).

      Esta especie de hongo pueden afectar 
        diferentes tipos de pastos y cultivos de interés como, maíz, arroz, 
        trigo o sorgo, provocando pérdidas significativas en la producción (6). Curvularia petersonii es un hongo que puede 
        generar necrosis foliares en diferentes tipos de gramíneas, de ahí la 
        importancia de desarrollar estrategias de control efectivas (7). La aparición de estas especies fitopatógenas son 
        una amenaza para los productores del cultivo de caña azucarera, lo que 
        conlleva a efectuar investigaciones para el control y prevención de 
        estas enfermedades de una manera eficaz y amigable con el ambiente (8).

      Para el control de enfermedades fúngicas, 
        desde hace años se ha llevado un sistema de control a base de fungicidas
        químicos como tiofanato metílico, carbendazim, mancozeb, cobre y 
        azufre, cuyas propiedades poseen efectos tóxicos con efectos adversos 
        considerables sobre el ecosistema (9). Su persistencia y acumulación en el ambiente puede 
        afectar la cadena trófica, provocando un alto riesgo para la salud 
        humana y fauna silvestre (10). Es imprescindible buscar nuevas alternativas para el control de fitopatógenos (11). Como control biológico, el uso de microrganismos 
        antagónicos frente a hongos fitopatógenos es una técnica común donde 
        diversas especies como (Trichoderma, Pseudomonas y Bacillus) pueden ser una alternativa viable (12, 13).

      Estas especies de microorganismos han sido ampliamente estudiados en diferentes tipos de cultivos (14), para el control de enfermedades (15), así como también para la mitigación del impacto ambiental (16), estas cepas tienen la capacidad de promover el crecimiento vegetal y mejorarar la condición estructural del suelo (10). Bajo este contexto, el presente estudio consistió 
        en evaluar la capacidad antagónica de diferentes especies de 
        microorganismos benéficos frente al hongo Curvularia petersonii bajo condiciones controladas.

    
    
      Materiales y Métodos

       ⌅
      
        Ubicación y muestras del Ensayo

         ⌅
        El
          estudio se efectuó en el laboratorio de Biotecnología de la Universidad
          Estatal de Milagro, Ecuador. Con respecto al hongo patógeno se tomó una
          muestra para ser replicada de una cepa secuenciada con el 99,60 % de 
          identidad para Curvularia petersonii (Nº Accesión NR_158448.1) 
          aislada a partir de tejido necrótico foliar de caña de azúcar variedad 
          ECU-08, mientras que para evaluar el enfrentamiento en cultivo dual se 
          adquirieron cepas puras de (Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis y Pseudomona fluorescens) del Laboratorio de Microbiología Agrícola Microbiolab RUC 1713152047001 de la ciudad y Quito, Ecuador.

      
      
        Manejo del Ensayo

         ⌅
        Para
          el experimento se planteó evaluar el antagonismo mediante 
          enfrentamiento en cultivo dual entre 4 microorganismos benefices (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens y B. subtilis) y una cepa patógena (C. petersonii) con 5 réplicas y sus respectivos controles en medio de cultivo PDA (Agar Dextrosa Patata) 39 g L-1, sumando un total de 45 unidades experimentales.

        Para el ensayo de interacción antagónica dual de los hongos T. asperellum y T. harzianum frente al hongo C. petersonii,
          se efectuó el trasplante de porciones de 5 mm de las cepas de reserva y
          se depositaron en extremos opuestos de la placa, manteniendo una 
          distancia de 20 mm del borde. Posteriormente, las placas fueron selladas
          con parafilm. La inoculación de las bacterias P. fluorescens y B. subtilis se llevó a cabo disolviendo un fragmento de cada cepa en agua peptonada
          dentro de un tubo de ensayo de vidrio. A continuación, con una 
          micropipeta ajustada a 10 μL, se vertió la suspensión en la placa y se 
          extendió por toda la superficie del agar con una espátula de Drigalski. 
          Finalmente, los controles se sembraron en el punto central de la placa. 
          Las cepas se incubaron a 32 ºC.

      
      
        Registro de Datos

         ⌅
        El
          registro de datos se basó en evaluaciones diarias por un período de 16 
          días, empleando un calibrador mecánico Vernier para los hongos (Figura 1 A),
          mientras que las bacterias fueron evaluadas en función de sus unidades 
          formadoras de colonias (UFC), en este apartado, se determinó la eficacia
          de supresión y la propagación superficial de los microorganismos en el 
          agar (Figura 1 B).

        
          
            
               
            
          

        

        A (Evaluación de la inhibición entre cepas fúngicas); B (Evaluación de la inhibición entre cepas fúngicas & bacterianas)

        Figura 1.  Evaluación de la inhibición de  C. petersonii  frente a microorganismos benéficos

      
      
        Diseño Experimental

         ⌅
        Para representar el desarrollo de C. petersonii en entornos controlados y junto a sus antagonistas, se recurre a la 
          ecuación diferencial logística. Dicha ecuación describe la dinámica de 
          cambio poblacional en función del tiempo bajo condiciones dadas. Los 
          cálculos para la simulación de las interacciones tienen su fundamento en
          el modelo de Lotka-Volterra para interacciones competitivas.

      
    
    
      Resultados

       ⌅
      
        Efecto de C. petersonii sobre T. asperellum 

         ⌅
        La Figura 2 representa la curva de crecimiento de dos hongos, C. petersonii (línea azul) y T. asperellum (línea roja), creciendo juntos en un ensayo de confrontación dual. 

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 2.  Promedio de las placas con interacción antagónica entre C. petersonii y T. asperellum

        T. asperellum muestra un crecimiento exponencial y dominante, alcanzando casi 70 mm 
          al final de la medición. Su curva asciende de forma muy pronunciada. C. petersonii experimenta una inhibición severa de su crecimiento. Su curva se aplana
          drásticamente y se mantiene alrededor de los 15 mm a partir de los 10 
          días de medición, indicando que su crecimiento se ha detenido o es 
          insignificante. 

      
      
        Efecto de C. petersonii sobre T. harzianum 

         ⌅
        La Figura 3 muestra la curva de crecimiento de C. petersonii (línea azul) en confrontación con T. harzianum (línea roja).

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 3.  Promedio de las placas con interacción antagónica de C. petersonii y T. harzianum

        Ambos
          hongos muestran un crecimiento casi idéntico. Las curvas se superponen o
          están muy cercanas hasta aproximadamente los 10 mm. Esto indica que 
          inicialmente crecen a un ritmo similar o que la interacción antagónica 
          aún no es evidente. A partir de los 10 mm, las curvas comienzan a tener 
          un crecimiento exponencial separándose aproximadamente a los 25 mm.

        T. harzianum toma la delantera y muestra un crecimiento más rápido y acelerado, alcanzando casi 70 mm al final de la medición. C. petersonii también sigue creciendo, pero a un ritmo significativamente menor que Trichoderma. Su curva es más lineal y menos pronunciada, alcanzando alrededor de 45 mm a los 16 días de evaluación.

      
      
        Efecto de C. petersonii sobre P. fluorescens 

         ⌅
        La Figura 4 representa la interacción entre el hongo C. petersonii (línea azul) y la bacteria P. fluorescens, en un ensayo de confrontación en placa. La gráfica interpreta la curva del crecimiento/actividad relativa del antagonista.

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 4.  Promedio de las placas con interacción antagónica de C. petersonii y P. fluorescens

        Inicialmente ambos organismos muestran un crecimiento o actividad bajo y similar, las curvas se tocan o cruzan varias veces. C. petersonii experimenta un crecimiento inicial más rápido y fuerte que su 
          antagonista, saltando de 2 mm a 13 mm. Alrededor de los 10 días, el 
          crecimiento de C. petersonii se detiene bruscamente y se 
          estabiliza alrededor de 14 mm. Este estancamiento súbito es una fuerte 
          evidencia de una acción inhibitoria por parte de la bacteria, P. fluorescens comienza una fase de crecimiento exponencial y dominante, ascendiendo rápidamente hasta el final de la medición.

      
      
        Efecto de C. petersonii sobre B. subtilis 

         ⌅
        La Figura 5 representa la interacción entre el hongo C. petersonii (línea azul) y la bacteria B. subtilis (línea roja).

        
          
            
               
            
          

        

        Figura 5.  Promedio de las placas con interacción antagónica de C. petersonii y B. subtilis

        Ambos
          organismos muestran inicialmente una actividad baja, las curvas se 
          mantienen muy juntas hasta el día 6. A partir del séptimo día B. subtilis toma ventaja y exhibe un crecimiento exponencial muy acelerado. C. petersonii continúa creciendo, pero a un ritmo muy lento y dominado, alcanzando solo 10 mm al final de la medición al día 16.

      
    
    
      Discusión

       ⌅
      La figura demuestra que T. asperellum domina y suprime significativamente el crecimiento de C. petersonii en las condiciones de este experimento. Las especies de Trichoderma son agentes de control biológico conocidos por su micoparasitismo, que 
        involucra la producción de enzimas como quitinasas que degradan la pared
        celular fúngica (17, 18). El rápido crecimiento y la colonización del sustrato confieren una ventaja competitiva a T. asperellum sobre patógenos de crecimiento lento.

      T. harzianum es un antagonista efectivo frente a C. petersonii, dominando el crecimiento y superándolo. La variación en la cepa y la especie de Trichoderma puede resultar en diferentes niveles de antagonismo, variando desde la competencia pura hasta el micoparasitismo completo (19). Esta dinámica sugiere que la competencia por 
        nutrientes y espacio es el mecanismo primario, posiblemente 
        complementado por una antagonismo parcial o menos potente por 
        metabolitos secundarios como lo indica la científica.

      P. fluorescens demuestra ser un antagonista muy eficaz contra C. petersonii. El patrón de inhibición del hongo es similar al observado con T. asperellum, donde el crecimiento de C. petersonii se empezó a aplanar alrededor de los 13 mm. P. fluorescens es una rizobacteria promotora del crecimiento vegetal que actúa como 
        biocontrolador mediante la producción de metabolitos secundarios con 
        actividad antifúngica, como la pirrolnitrina y las fenazinas (20). El cese súbito del crecimiento de C. petersonii es una fuerte evidencia de la acción de metabolitos antibacterianos o 
        antifúngicos de la bacteria. La competencia por nutrientes también 
        podría contribuir, pero la inhibición categórica apunta a la acción de 
        antibiosis.

      B. subtilis es un antagonista eficaz contra C. petersonii bajo las condiciones de este experimento, limitando severamente el crecimiento del hongo fitopatógeno. B. subtilis es un agente de control biológico importante debido a su capacidad para
        secretar lipopéptidos cíclicos (iturinas y fengicinas) que actúan 
        directamente sobre las membranas fúngicas (21). El dominio de B. subtilis es probablemente mediado por la producción de antibióticos.

    
    
      Conclusiones

       ⌅
      Todos los microorganismos benéficos utilizados en el estudio poseen un efecto antagonista sobre C. petersonii. El hongo T. asperellum presentó mayor capacidad inhibidora, con una reducción significativa de
        la tasa de desarrollo del patógeno en contraste con el control. El T. harzianum también redujo el crecimiento de C. petersonii comparado con el control, pero a una menor magnitud. 

      Las bacterias P. fluorescens y B. subtilis también mostraron capacidades inhibidoras frente al patógeno. El 
        análisis comparativo de las velocidades de crecimiento en ausencia y 
        presencia de antagonistas sugiere que estos microorganismos tienen 
        potencial para ser empleados como agentes de control biológico exitosos 
        frente a C. petersonii.
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  Abstract

  
    Foliar
      necrosis in sugarcane caused by phytopathogenic fungi is a serious 
      problem; as a biocontrol alternative, beneficial microorganisms could 
      offer a sustainable solution. The objective of this study was to 
      evaluate the antagonistic effect of beneficial microorganisms against Curvularia petersonii,
      a phytopathogenic fungus responsible for foliar necrosis in sugar cane 
      cultivation. A sequenced strain with 99.60% identity for C. petersonii (Accession No. NR_158448.1) to evaluate the percentage of inhibition (Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, and Pseudomonas fluorescens)
      with 5 replicates and their respective controls over 16 days of 
      evaluation. The mathematical modeling technique of exponential growth 
      was used to model the development of C. petersonii under in vitro conditions and in the presence of antagonistic microorganisms using the
      Lotka-Volterra for dual crop confrontation. The results support that 
      the beneficial microorganisms used had an antagonistic inhibitory effect
      on the phytopathogenic fungus C. petersonii, concluding that these microorganisms have advantages as biocontrol agents against C. petersonii.
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      Introduction

       ⌅
      Sugarcane
        cultivation is considered of vital importance worldwide, as it 
        contributes to the economy of different countries, including the 
        development of agricultural production in Ecuador through the generation
        of employment and income for the agricultural sector (1). Sugarcane is exposed to multiple factors that 
        affect its production, among them the presence of numerous pathogens 
        that cause diseases and also impact the quality of the final product (2).

      In sugarcane cultivation, different disorders
        have been detected during its phenological cycle, particularly in the 
        vegetative stage. Among the main diseases, these can be caused by 
        diverse agents such as fungi, bacteria, viruses, nematodes, among 
        others, which negatively affect crop yield (3). Fungal diseases have been identified with causal agents belonging to the genera Aspergillus, Fusarium, and Curvularia (4). The genus Curvularia was identified by C. lunata, which belongs to the family Pleosporaceae of the order Pleosporales (5).

      This fungal species can affect different 
        types of grasses and crops of interest such as maize, rice, wheat, or 
        sorghum, causing significant production losses (6). Curvularia petersonii is a fungus capable of
        generating foliar necrosis in different types of grasses, highlighting 
        the importance of developing effective control strategies (7). The emergence of these phytopathogenic species 
        represents a threat to sugarcane producers, leading to the need for 
        research aimed at effective and environmentally friendly control and 
        prevention of these diseases (8).

      For the control of fungal diseases, chemical 
        fungicides such as thiophanate-methyl, carbendazim, mancozeb, copper, 
        and sulfur have been used for years. However, their properties have 
        toxic effects with considerable adverse impacts on the ecosystem (9). Their persistence and accumulation in the 
        environment can affect the food chain, posing a high risk to human 
        health and wildlife (10). Therefore, it is essential to seek new alternatives for the control of phytopathogens (11). As a biological control strategy, the use of 
        antagonistic microorganisms against phytopathogenic fungi is a common 
        technique, where various species such as Trichoderma, Pseudomonas, and Bacillus may represent viable alternatives (12, 13).

      These species of microorganisms have been widely studied in different crops (14), for disease control (15), as well as for mitigating environmental impact (16). These strains have the ability to promote plant growth and improve soil structural conditions (10). Within this context, the present study aimed to 
        evaluate the antagonistic capacity of different beneficial 
        microorganisms against the fungus Curvularia petersonii under controlled conditions.

    
    
      Materials and methods

       ⌅
      
        Location and Samples of the Assay

         ⌅
        The
          study was conducted at the Biotechnology Laboratory of the State 
          University of Milagro, Ecuador. Regarding the pathogenic fungus, a 
          sample was taken for replication from a sequenced strain with 99.60 % 
          identity to Curvularia petersonii (Accession No. NR_158448.1), 
          isolated from necrotic foliar tissue of sugarcane variety ECU-08. To 
          evaluate dual culture confrontation, pure strains of Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum, Bacillus subtilis, and Pseudomonas fluorescens were obtained from the Agricultural Microbiology Laboratory Microbiolab RUC 1713152047001 in Quito, Ecuador.

      
      
        Trial management

         ⌅
        The experiment was designed to evaluate antagonism through dual culture confrontation between four beneficial microorganisms (T. asperellum, T. harzianum, P. fluorescens, and B. subtilis) and one pathogenic strain (C. petersonii),
          with five replicates and their respective controls in PDA medium 
          (Potato Dextrose Agar) at 39 g L, totaling 45 experimental units.

        For the dual antagonistic interaction assay of T. asperellum and T. harzianum against C. petersonii,
          5 mm portions of reserve strains were transplanted and placed at 
          opposite ends of the plate, maintaining a distance of 20 mm from the 
          edge. Subsequently, the plates were sealed with parafilm. Inoculation of P. fluorescens and B. subtilis was carried out by 
          dissolving a fragment of each strain in peptone water inside a glass 
          test tube. Then, using a micropipette adjusted to 10 μL, the suspension 
          was dispensed onto the plate and spread over the agar surface with a 
          Drigalski spatula. Finally, controls were inoculated at the central 
          point of the plate. The strains were incubated at 32 °C.

      
      
        Data Recording

         ⌅
        Evaluations were performed daily over a period of 16 days, using a mechanical Vernier caliper for fungi (Figure 1A),
          while bacteria were evaluated based on their colony-forming units 
          (CFU). In this section, suppression efficacy and surface propagation of 
          microorganisms on the agar were determined (Figure 1B).

        
          
            
               
            
          

        

        A (Evaluation of inhibition among fungal strains); B (Evaluation of inhibition among fungal and bacterial strains)

        Figure 1.  Evaluation of the inhibition of C. petersonii against beneficial microorganisms

      
      
        Experimental design

         ⌅
        To represent C. petersonii development under controlled environments and in the presence of its 
          antagonists, the logistic differential equation was applied. This 
          equation describes the dynamics of population change as a function of 
          time under given conditions. The calculations for simulating the 
          interactions were based on the Lotka-Volterra model for competitive 
          interactions.

      
    
    
      Results

       ⌅
      
        Effect of C. petersonii on T. asperellum 

         ⌅
         Figure 2 shows the growth curve of two fungi, C. petersonii (blue line) and T. asperellum (red line), growing together in a dual confrontation trial.

        
          
            
               
            
          

        

        Figure 2.  Average of plates showing antagonistic interaction between C. petersonii and T. asperellum

        T. asperellum exhibits exponential and dominant growth, reaching nearly 70 mm at the 
          end of the measurement. Its curve rises very sharply. In contrast, C. petersonii undergoes severe growth inhibition. Its curve flattens drastically and 
          remains around 15 mm from day 10 onward, indicating that its growth has 
          stopped or is negligible.

      
      
        Effect of C. petersonii on T. harzianum 

         ⌅
         Figure 3 shows the growth curve of C. petersonii (blue line) in confrontation with T. harzianum (red line).

        
          
            
               
            
          

        

        Figure 3.  Average of plates showing antagonistic interaction between C. petersonii and T. harzianum

        Both
          fungi show almost identical growth. The curves overlap or remain very 
          close up to approximately 10 mm. This indicates that they initially grow
          at a similar rate or that the antagonistic interaction is not yet 
          evident. From 10 mm onward, the curves begin to exhibit exponential 
          growth, diverging at around 25 mm. T. harzianum takes the lead and shows faster and accelerated growth, reaching nearly 70 mm at the end of the measurement. C. petersonii also continues to grow, but at a significantly lower rate than 
          Trichoderma. Its curve is more linear and less pronounced, reaching 
          around 45 mm at 16 days of evaluation.

      
      
        Effect of C. petersonii on P. fluorescens 

         ⌅
         Figure 4 represents the interaction between the fungus C. petersonii (blue line) and the bacterium P. fluorescens in a plate confrontation assay. The graph interprets the curve of relative growth/activity of the antagonist.

        
          
            
               
            
          

        

        Figure 4.  Average of plates showing antagonistic interaction between C. petersonii and P. fluorescens

        Initially, both organisms show low and similar growth or activity, with the curves touching or crossing several times. C. petersonii exhibits faster and stronger initial growth than its antagonist, jumping from 2 to 13 mm, around day 10, the growth of C. petersonii stops abruptly and stabilizes at approximately 14 mm. This sudden 
          stagnation provides strong evidence of an inhibitory action by the 
          bacterium. P. fluorescens then enters an exponential and dominant growth phase, rising rapidly until the end of the measurement.

      
      
        Effect of C. petersonii on B. subtilis 

         ⌅
         Figure 5 shows the interaction between the fungus C. petersonii (blue line) and the bacterium B. subtilis (red line).

        
          
            
               
            
          

        

        Figure 5.  Average of the plates with antagonistic interaction of C. petersonii and B. subtilis

        At
          the beginning, both organisms display low activity, with their growth 
          curves remaining closely aligned until day 6. From day 7, B. subtilis gains an advantage and demonstrates markedly accelerated exponential growth. In contrast, C. petersonii continues to grow at a slow and constrained pace, reaching only 10 mm by the final measurement on day 16.

      
    
    
      Discussion

       ⌅
      The figure shows that T. asperellum dominates and significantly suppresses the growth of C. petersonii under the conditions of this experiment. Species of Trichoderma are well-known biological control agents due to their mycoparasitism, 
        which involves the production of enzymes such as chitinases that degrade
        the fungal cell wall (17, 18). The rapid growth and substrate colonization confer a competitive advantage to T. asperellum over slow-growing pathogens.

      Similarly, T. harzianum is an effective antagonist against C. petersonii, dominating and surpassing its growth. Variation in strain and species of Trichoderma may result in different levels of antagonism, ranging from pure competition to complete mycoparasitism (19). This dynamic suggests that competition for 
        nutrients and space is the primary mechanism, possibly complemented by 
        partial or weaker antagonism through secondary metabolites, as indicated
        by the researcher.

      In addition, P. fluorescens proves to be a highly effective antagonist against C. petersonii. The inhibition pattern of the fungus is similar to that observed with T. asperellum, where the growth of C. petersonii began to plateau around 13 mm. P. fluorescens is a plant growth-promoting rhizobacterium that acts as a biocontrol 
        agent through the production of antifungal secondary metabolites such as
        pyrrolnitrin and phenazines (20). The sudden cessation of C. petersonii growth
        provides strong evidence of antibacterial or antifungal metabolite 
        action by the bacterium. Nutrient competition may also contribute, but 
        the categorical inhibition points to antibiosis as the main mechanism.

      Finally, B. subtilis is an effective antagonist against C. petersonii under the conditions of this experiment, severely limiting the growth of the phytopathogenic fungus. B. subtilis is an important biological control agent due to its ability to secrete 
        cyclic lipopeptides (iturins and fengycins) that act directly on fungal 
        membranes (21). The dominance of B. subtilis is likely mediated by antibiotic production.

    
    
      Conclusions

       ⌅
      All beneficial microorganisms used in the study exhibited an antagonistic effect against C. petersonii. The fungus T. asperellum showed the greatest inhibitory capacity, with a significant reduction 
        in the pathogen’s development rate compared to the control. T. harzianum also reduced the growth of C. petersonii relative to the control, though to a lesser extent. 

      The bacteria P. fluorescens and B. subtilis likewise demonstrated inhibitory activity against the pathogen. 
        Comparative analysis of growth rates in the absence and presence of 
        antagonists suggests that these microorganisms have potential to be 
        employed as successful biological control agents against C. petersonii.
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