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RESUMEN

Los hongos fitopatógenos afectan a cultivos agrícolas, como la yerba mate (Ilex paraguariensis Saint 
Hil.). Una alternativa innovadora para el control de plagas es el empleo de hongos biocontroladores 
del género Trichoderma. Los objetivos del presente trabajo fueron aislar los agentes fúngicos 
causantes de lesiones foliares en yerba mate, y evaluar la capacidad antagónica de los aislamientos 
nativos de Trichoderma sp. frente a patógenos en este cultivo. A partir del corte, desinfección y 
siembra del tejido vegetal enfermo, se aisló e identificó morfológica y molecularmente un hongo 
fitopatógeno perteneciente a la especie Alternaria alternata. Se ensayaron pruebas de patogenicidad 
en plantas de yerba mate por triplicado. Se realizaron lesiones mecánicas superficiales en ellas y 
se inoculó el aislamiento fitopatógeno obtenido (conidios y micelio) para evaluar su capacidad 
fitopatógena. Se determinaron nuevas variantes de cultivo dual para evaluar la capacidad antagónica 
biocontroladora en condiciones in vitro. Se evaluó la capacidad biocontroladora in vitro de 30 
aislamientos de Trichoderma frente al aislamiento fitopatógeno obtenido. Como control positivo se 
utilizó una cepa aislada de un producto fungicida comercial a base de T. harzianum. Se determinó 
que 18 de los 30 aislamientos de Trichoderma lograron inhibir en más del 50% el crecimiento del 
fitopatógeno A. alternata y presentaron diferencias estadísticamente significativas con respecto al 
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control positivo. Estos resultados reafirman la efectividad de utilizar aislamientos biocontroladores 
nativos ya adaptados a las condiciones edafo-climáticas del ambiente en donde se encuentra el 
microorganismo fitopatógeno a controlar biológicamente. 

Palabras clave: biocontrol, lesiones foliares, hongos antagonistas, cultivo dual, micoparasitismo.

ABSTRACT

Phytopathogenic fungi attack many agricultural crops such as yerba mate (Ilex paraguariensis 
Saint Hil.). An innovative alternative for pest control is the use of biocontrol fungi of Trichoderma 
genus. The objectives of the present work were to isolate the fungal agents that cause foliar 
lesions in yerba mate, and to evaluate the antagonistic capacity of native Trichoderma sp. isolates 
against pathogens in this crop. From diseased plant-tissues, a phytopathogenic fungus belonging 
to Alternaria alternata species was isolated and identified morphologically and molecularly. 
Pathogenicity assays were done on yerba mate plants in triplicate. Superficial mechanical lesions 
were made on them and the phytopathogenic isolation obtained (conidia and mycelium) was 
inoculated to evaluate their phytopathogenic capacity. New dual culture methods were determined 
to evaluate in vitro antagonism of Trichoderma. The in vitro biocontrol capacity of 30 Trichoderma 
isolates was evaluated against the phytopathogenic isolation obtained. As a positive control, a strain 
isolated from a commercial fungicide product based on T. harzianum was used. It was determined 
that 18 of the 30 isolates of Trichoderma inhibited the growth of the phytopathogen A. alternata by 
more than 50%, and presented statistically significant differences with respect to the positive control. 
These results confirm the effectiveness of using native biocontrol isolates adapted to the climatic and 
soil conditions where the phytopathogenic microorganisms are found.

Key words: biocontrol, foliar lesions, antagonist fungi, dual culture, mycoparasitism.

INTRODUCCIÓN

La yerba mate (Ilex paraguariensis Saint Hil.) es 
una planta que crece en los países sudamericanos 
de Argentina, Brasil, Chile, Paraguay y Uruguay 
(Burris et al., 2012). Esta especie se encuentra 
naturalmente en suelos lateríticos (“tierra 
colorada”) como parte del estrato del sotobosque 
(Alonso y Desmarchelier 2005; Laczeski et al., 
2020). Los principales países productores y 
elaboradores de la materia prima son Paraguay 
(4%), Brasil (34%) y Argentina (62%) (Debat et 
al., 2014). En Argentina, el relevamiento aéreo 
realizado por el Instituto Nacional de la Yerba 
Mate (INYM) en 2016 determinó que las zonas 
cultivadas con yerba mate representan una 
superficie de 165.200 ha, de las cuales 144.014 ha 
se encuentran en la provincia de Misiones y el 
resto en Corrientes (INYM, 2019; Laczeski et al., 
2020).

A medida que se expandió el cultivo en la 
provincia de Misiones, Argentina, también se 
incrementaron las poblaciones de plagas. La 
activa participación del productor con el fin de 
lograr mejores y mayores rindes, contribuyó 
al mismo tiempo a perturbar la comunidad 
naturalmente equilibrada, por lo que se requiere 
una cantidad significativa de productos químicos 
para su cultivo y producción (Debat et al., 2014; 
Laczeski et al., 2020; Croge et al., 2021). 
En la actualidad se ha profundizado en la 

investigación y posible utilización de fungicidas 
compuestos por antagonistas microbianos 
y productos vegetales que sean menos 
perjudiciales para el medio ambiente (Da Silva 
et al., 2017). Una alternativa de biocontrol de 
plagas se corresponde al uso de formulados con 
Trichoderma sp. (Hernández-Melchor et al., 2019; 
Ferreira et al., 2020; Moya et al., 2020).
El género Trichoderma (Persoon, 1794) incluye 

a especies fúngicas de vida libre en suelos 
y ecosistemas de raíz (Harman et al., 2004; 
Druzhinina, 2011). Presentan una distribución 
cosmopolita, bajo requerimiento nutrimental, 
crecimiento rápido y amplia plasticidad ecológica 
(Infante et al., 2009; Pérez et al., 2016). Este género 
posee una gran importancia desde el punto de 
vista económico, ambiental y biotecnológico. 
Es utilizado como agente de biocontrol contra 
hongos fitopatógenos, debido a sus múltiples 
mecanismos de acción, destacando la antibiosis, 
el micoparasitismo, la competencia por espacio 
y nutrientes, y la producción de metabolitos 
secundarios (Benítez et al., 2004; Hernández-
Melchor et al., 2019; Ferreira et al., 2020).

La evaluación de diferentes aislamientos 
nativos de Trichoderma sp. frente a diversos 
fitopatógenos de I. paraguariensis es una 
alternativa importante que podría contribuir a la 
utilización de diferentes estrategias de biocontrol 
en enfermedades que atacan al cultivo. Por lo 
tanto, el objetivo general fue aislar posibles 
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agentes fúngicos causantes de lesiones foliares en 
I. paraguariensis y evaluar la capacidad antagónica 
de los aislamientos nativos de Trichoderma sp. 
frente a fitopatógenos.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal
Con el propósito de identificar los agentes 

fúngicos que causan lesiones foliares en diferentes 
plantas de yerba mate (I. paraguariensis Saint 
Hil.), se examinaron hojas y tallos con signos o 
lesiones sospechosas de ser causadas por hongos 
fitopatógenos. Las muestras fueron colectadas en 
el vivero orgánico de la Fundación Alberto Roth 
(Lat 27°9'45,40" S; Long 55°21'47,67" N) (Santo 
Pipó, Misiones, Argentina) en diferentes épocas 
del año. A cada una de las muestras colectadas se 
las etiquetó y colocó en bolsas de papel de primer 
uso para ser transportadas al laboratorio.

Aislamiento e identificación de hongos 
fitopatógenos de yerba mate

Para el aislamiento del posible agente 
fitopatógeno, se procedió a realizar cortes del 
material biológico vegetal enfermo en porciones 
cuadradas de aproximadamente 5 mm de 
diámetro, desde el borde de la lesión. Estos 
cortes fueron desinfectados externamente, se 
sumergieron 1 min en hipoclorito de sodio al 
1%, y se enjuagaron en alcohol 70% y dos veces 
en agua destilada estéril por 2 min con agitación. 
Se tomaron porciones del material vegetal 
desinfectado y se sembraron en placas con 
agar-agua al 2% adicionadas con el antibiótico 
cloranfenicol a una concentración de 100mg/L 
(Salvatierra-Martínez et al., 2015). Las placas se 
incubaron a 28 ±1 ºC hasta la visualización de 
colonias fúngicas (aproximadamente 7 días) bajo 
condiciones de fotoperiodo controlado (12 h luz: 
12 h oscuridad). 

Luego del periodo de incubación se observó 
el desarrollo de varias colonias fúngicas (de 2 
a 4 colonias fúngicas por placa) con similares 
características morfológicas. Se identificó el 
aislamiento perteneciente a un género fúngico 
fitopatógeno de acuerdo con las características 
morfológicas macroscópicas y microscópicas 
(Barnett and Hunter, 1998; Perelló et al., 2015; 
Piontelli Laforet, 2017). Este aislamiento se repicó 
hasta obtener un cultivo puro y se conservó a 4 ºC.
Con la finalidad de identificar molecularmente 

al aislamiento fitopatógeno se procedió a extraer 
ADN empleando los protocolos estandarizados 
por Hermosa et al. (2000) y Bich et al. (2017). Se 
amplificó la región ITS1-5.8S-ITS2 utilizando 
los cebadores universales ITS1 e ITS4 (White 
et al., 1990; Schoch et al., 2012), en un volumen 

de reacción de 20 µL (Castrillo et al., 2016). Los 
productos de amplificación fueron evaluados 
en geles de agarosa al 2%, y luego secuenciados 
utilizando el servicio de Macrogen Korea. 
Posteriormente, fueron analizados con el 
software bioinformático Geneious 8 que permite 
la visualización de los cromatogramas, facilita 
su control y la conformación de una secuencia 
cóntigo consenso. Estas secuencias consenso 
fueron contrastadas con las bases de datos 
genéticas del Fungal Barcoding (https://wi.knaw.
nl/page/Pairwise_alignment) y del National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Patogenicidad del microorganismo fitopatógeno 
Asimismo, con la finalidad de verificar si el 

aislamiento fitopatógeno obtenido desarrollaba 
sintomatología similar a la observada en la planta 
afectada, se realizaron pruebas de patogenicidad 
(Hosainzadegan et al., 2020). En este caso se 
desinfectaron externamente hojas y tallos de 
plantines de yerba mate orgánicos de 25 cm 
de altura, y se realizaron lesiones mecánicas 
superficiales en estos tejidos vegetales, con la 
ayuda de un bisturí estéril. Se tomaron porciones 
de cultivos en placa del aislamiento fitopatógeno 
obtenido (conidios y micelio), mediante el empleo 
de un ansa estéril se infectaron por contacto 
directo las lesiones de las plantas de yerba mate, 
y restringieron estas lesiones del ambiente con 
plástico transparente. Estos plantines fueron 
conservados en condiciones controladas de 
humedad ambiental ≥80% HR y luz (12 h luz: 12 
h oscuridad) para mantener vivos a los plantines 
y registrar la posible infección de estos por el 
aislamiento fúngico inoculado. Como testigo 
se realizaron lesiones con un bisturí estéril en 
plantines de yerba mate orgánicos de igual edad de 
desarrollo. Estos plantines también se incubaron 
en similares condiciones que el tratamiento con el 
posible hongo fitopatógeno. Todos estos ensayos 
fueron realizados por triplicado.

Cepas de Trichoderma
Como hongos antagonistas del aislamiento 

fitopatógeno se utilizaron 30 aislamientos 
diferentes del género Trichoderma, pertenecientes 
al cepario de interés biotecnológico de la 
Universidad Nacional de Misiones, Argentina. 
Los aislamientos consistieron en 29 cepas 
aisladas de ecosistemas naturales de la provincia 
de Misiones, Argentina (T. koningiopsis NAN9, 
T. koningiopsis NAN11, T. pleroticola NAN12, T. 
harzianum NAN13, T. harzianum POS1, T. atroviride 
POS2, T. harzianum POS3, T. longibrachiatum 
POS5, T. longibrachiatum POS6, T. koningiopsis 
POS7, T. atroviride POS8, T. reesei POS9, T. 
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longibrachiatum POS10, T. stilbohypoxyli POS11, 
T. brevicompactum PROF1, T. harzianum PROF2, 
T. harzianum PROF3, T. koningiopsis PROF4, T. 
koningiopsis PROF5, T. harzianum PROF6, T. 
harzianum PROF7, T. koningiopsis PROF8, T. 
harzianum TEYU14, T. longibrachiatum TN1, T. 
asperellum TN2, T. harzianum TN3, T. harzianum 
TN4, T. citrinoviride TN5, T. koningiopsis TrichoH) 
y una cepa aislada de un producto fungicida 
comercial a base de T. harzianum (TrichoX, 
Yumbo, Colombia).

Capacidad biocontroladora in vitro de 
aislamientos de Trichoderma contra el hongo 
fitopatógeno aislado
Se evaluaron tres métodos diferentes de 

cultivo dual para la determinación de la 
capacidad biocontroladora antagónica en placas 
de Petri de 90 mm de diámetro. Como base, se 
siguió la metodología descrita por Ab Rahman et 
al. (2018) y Guo et al. (2019), la cual consiste en 
colocar en puntos opuestos de una placa de Petri, 
conteniendo agar papa dextrosa (PDA) (Britania 
Lab, Buenos Aires, Argentina) como medio de 
cultivo, un disco de 7 mm de diámetro de agar con 
micelio esporulado del fitopatógeno, y en el otro 
extremo, un disco de agar con micelio esporulado 
de la cepa de Trichoderma. Además, de la forma 
tradicional descripta, se evaluaron dos nuevas 
variantes del método de cultivo dual: una, donde 
se colocó un disco con micelio esporulado de 
Trichoderma en cada extremo y un solo disco con 
micelio esporulado del fitopatógeno en el centro 
de la placa; y otra, donde se dispuso un disco con 
micelio esporulado de Trichoderma en el centro 
y un disco con micelio del fitopatógeno en cada 
extremo de la placa (Fig. 1).
Para determinar cuál de estos tres métodos 

de cultivo dual ensayados fue más eficiente, 

se realizó un análisis de varianza (ANOVA) 
utilizando el software STATGRAPHICS 
Centurion XV.II para Windows. 
Como control experimental, se utilizó la cepa 

proveniente del producto fungicida comercial 
(TrichoX). Cada ensayo se realizó por triplicado 
y se obtuvieron registros diarios del radio de 
crecimiento de cada aislamiento por un período 
de 10 días a 28 ± 1 °C.

Además, se cultivaron individualmente el 
aislamiento fitopatógeno obtenido y cada uno 
de los 30 aislamientos del género Trichoderma 
a fin de observar su desarrollo y obtener las 
mediciones correspondientes a su crecimiento. 
Este registro se realizó por un período de 10 días 
de incubación a 28 ± 1 °C.
La eficacia del antagonista en inhibir el 

crecimiento del fitopatógeno fue evaluada 
cuantitativamente mediante la fórmula de 
Abbott adaptada (Andrade-Hoyos et al., 2020; 
Choudhary et al., 2021).

GI = (Ap - Ap + a)x 100/Ap

donde Ap es el crecimiento radial del patógeno y 
Ap+a es el crecimiento del patógeno en presencia 
del antagonista, y GI es el grado de inhibición en 
porcentaje.

Asimismo, se empleó una escala que evalúa 
cualitativamente la capacidad antagónica que 
posee cada aislamiento de Trichoderma en invadir 
y reducir la colonia del hongo fitopatógeno (Bell 
et al., 1982; Andrade-Hoyos et al., 2020).

Para evaluar el modo de acción micoparasítico 
de Trichoderma, se realizaron preparaciones 
microscópicas para observar estrategias tales 
como la penetración y el enrollamiento del 
micelio del patógeno. Se realizaron preparaciones 
microscópicas de las zonas de contacto entre 
Trichoderma y el hongo fitopatógeno y se 

Fig. 1. 	Diferentes ensayos de cultivo dual para evaluar la capacidad biocontroladora antagónica de 
Trichoderma sp.

Fig. 1. 	Different dual culture assays to evaluate the antagonistic biocontrol capacity of Trichoderma sp.
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observaron bajo el microscopio óptico Carl Zeiss 
- model 467065-9902-18VA, con aumentos de 10X 
a 100X (Burgess and Hepworth, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Aislamiento e identificación de hongos 
fitopatógenos de plantines de yerba mate
En el proceso de domesticación de la yerba mate, 

los efectos de las técnicas culturales (densidad, 
labores sanitarias, fertilización) y la erosión 
genética de las características de resistencia 
favorecen el desarrollo de enfermedades (Auer 
and Grigoletti, 2002; Laczeski et al., 2020; Croge 
et al., 2021). En estas circunstancias, los plantines 
jóvenes, plantines poco vigorosos o estresados, 
son más susceptibles y dan lugar a plantas más 
propensas a contraer enfermedades producidas 
por hongos fitopatógenos. 
En campo se observó que las plantas de yerba 

mate presentaron signos de ataque por hongos 
fitopatógenos representadas por áreas de color 
marrón amarillento en los lóbulos de las hojas, 
que en partes se extendían desde la lámina foliar 
hasta el pecíolo y el tallo (Fig. 2 a). A partir del 
tercer día de incubación se comenzó a observar el 
desarrollo de dos a cuatro colonias fúngicas por 
placa con similares características morfológicas, 
lo que indicaría que las colonias fúngicas podían 
pertenecer a la misma especie. Estas colonias del 
potencial aislamiento fitopatógeno presentaron 
una coloración blanquecina con bordes regulares 

que se tornó pardo-grisácea con el mayor tiempo 
de cultivo. El reverso de las colonias presentó 
una coloración oscura. Microscópicamente se 
observaron conidióforos rectos o flexuosos, de 
coloración parda, septados y de longitud variable. 
En general, los conidios fueron piriformes, 
pardos, con septos longitudinales y transversales. 
Estas características macro y micromorfológicas 
particulares del aislamiento fúngico al séptimo 
día de incubación permitieron identificarlo como 
Alternaria alternata (Fig. 2 b).

La secuenciación de los fragmentos obtenidos, 
a través del uso de los cebadores universales 
empleados, permitió la obtención de secuencias 
de nucleótidos de buena calidad para los 
amplicones/productos de amplificación obtenidos 
del aislamiento fitopatógeno (Schoch et al., 2012). 
A fin de comparar, caracterizar e identificar las 
secuencias obtenidas con aquellas depositadas en 
las bases de datos, la secuencia cóntigo consenso 
generada fue contrastada mediante el motor de 
búsqueda de identidad y similitud de las bases 
de datos NCBI y Fungal barcoding. En las dos 
bases de datos se corroboró que el aislamiento 
fitopatógeno se identificó como perteneciente a 
la especie A. alternata, con índices de identidad 
máxima del 97,7% y 100% (KY026586 y DAOM 
216376, según el motor de búsqueda del Fungal 
barcoding y NCBI, respectivamente). Esta 
secuencia cóntigo consenso fue depositada en la 
base de datos del NCBI bajo el número de acceso 
MG831329, y el aislamiento fue depositado 

Fig. 2. 	a) Muestras de yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) con signos de ataque por hongos 
fitopatógenos. b) Características macro y microscópicas observadas durante el crecimiento in 
vitro del hongo fitopatógeno A. alternata, en el medio de cultivo PDA. 

Fig. 2. 	a) Yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) samples with signs of attack by phytopathogenic 
fungi. b) Macro and microscopic features observed during the in vitro growth of the 
phytopathogenic fungus A. alternata in PDA culture medium.

Fig. 2. a) Muestras de yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) con signos de ataque 

por hongos fitopatógenos. b) Características macro y microscópicas observadas 

durante el crecimiento in vitro del hongo fitopatógeno A. alternata, en el medio de 

cultivo PDA.  

Fig. 2. a) Yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) samples with signs of attack by 

phytopathogenic fungi. b) Macro and microscopic features observed during the in 

vitro growth of the phytopathogenic fungus A. alternata in PDA culture medium. 

a b 
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en el cepario de interés biotecnológico de la 
Universidad Nacional de Misiones bajo el código 
LBM124.
La caracterización morfológica del aislamiento 

fitopatógeno en el presente trabajo fue similar 
a los resultados obtenidos por Andersen et al. 
(2001), Cúndom y Cabrera (2002), Lezcano et al. 
(2009), Gauna et al. (2020), Abbas et al. (2021) y 
Aloi et al. (2021), para la especie A. alternata. 
Numerosos autores han citado al género 

Alternaria como uno de los hongos fitopatógenos 
que causan mayores daños al follaje, a la 
germinación de las semillas y al desarrollo de los 
plantas de diversos vegetales (Fraire-Cordero et 
al., 2010; Perelló et al., 2015; Salvatierra-Martinez 
et al., 2015; Sadañoski et al., 2018; Gauna et al., 
2020; Abbas et al., 2021), incluso, como agente 
causante de manchas foliares o marchitamiento 
vascular en I. paraguariensis (Auer y Grigoletti, 
2002; Burtnik, 2006; Pérez et al., 2016; Fontana et 
al., 2021).

Confirmación de la patogenicidad del 
microorganismo fitopatógeno obtenido
Las pruebas de patogenicidad realizadas sobre 

plantines orgánicos de yerba mate permitieron 
corroborar que el aislamiento fitopatógeno 
obtenido posee la capacidad de desarrollar una 
sintomatología similar a la observada inicialmente 
en las plantas de yerba mate muestreadas. Estos 
resultados indican que el aislamiento fúngico 
aplicado fue capaz de infectar a los tejidos foliares y 

tallo de los plantines de yerba mate inoculados. Se 
observó una necrosis del tejido vegetal infectado y 
desarrollo de micelio del microorganismo aplicado 
(Fig. 3 a). Este micelio fue recuperado y observado 
nuevamente al microscopio óptico para corroborar 
que haya sido el microorganismo aplicado (Fig. 
3 b). Se observaron estructuras similares a las del 
aislamiento fúngico obtenido originalmente a 
partir de las muestras de yerba mate, por lo que se 
pudo confirmar que el hongo A. alternata es capaz 
de infectar plantines de yerba mate.

Capacidad biocontroladora in vitro de 
aislamientos de Trichoderma sp. contra el 
aislamiento fitopatógeno obtenido

Uno de los primeros pasos en la aplicación de 
agentes biocontroladores en programas de control 
de plagas es el correcto aislamiento e identificación 
del hongo fitopatógeno (Hermosa et al., 2000). Por 
lo tanto, una vez identificado y confirmado que A. 
alternata posee capacidad fitopatógena en plantas 
de yerba mate, se procedió a evaluar la capacidad 
biocontroladora de diferentes aislamientos del 
género Trichoderma, adaptados a las condiciones 
edafo-climáticas de la región, contra el aislamiento 
fitopatógeno obtenido. 
Las especies pertenecientes al género 

Trichoderma suelen presentar éxito como agentes 
de control biológico debido a su capacidad 
reproductiva alta, crecimiento rápido, habilidad 
para sobrevivir bajo condiciones ambientales 
desfavorables, fuerte agresividad contra hongos 

Fig. 3.	a) Plantas de yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) con signos de ataque fúngico por A. 
alternata. b) Características microscópicas observadas durante el crecimiento in vitro del 
hongo fitopatógeno re-aislado A. alternata, en el medio de cultivo PDA.

Fig. 3. 	a) Yerba mate (I. paraguariensis Saint Hil.) plants with signs of fungal attack by A. alternata. 
b) Microscopic characteristics observed during the in vitro growth of the phytopathogenic 
fungus A. alternata in PDA culture medium.
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fitopatógenos e inducción de mecanismos de 
defensa en vegetales (Bell et al., 1982; Benítez et 
al., 2004; Infante et al., 2009; Pérez et al., 2016; 
Hernández-Melchor et al., 2019).
El ANOVA realizado para determinar si 

existían diferencias significativas entre las tres 
variantes de cultivo dual, determinó que las 
variantes ensayadas no presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p>0,05), por lo que 
todas las variantes resultan útiles para verificar 
la capacidad antagónica de los aislamientos de 
Trichoderma. Sin embargo, en el presente trabajo 
se decidió optar por utilizar la variante 2, ya que 
esa condición podría arrojar resultados similares 
al contexto natural en los cuales se enfrentan estos 
microorganismos. 

A partir de la selección de la variante de cultivo 
dual modificada fue posible evaluar la capacidad 
biocontroladora in vitro de todos los aislamientos 
de Trichoderma frente a A. alternata (Fig. 4). La 
eficacia de Trichoderma en inhibir el crecimiento 
del fitopatógeno fue evaluada cuantitativamente 
mediante la fórmula de Abbott adaptada 
(Andrade-Hoyos et al., 2020; Choudhary et al., 
2021). Teniendo en cuenta que un buen aislamiento 
antagónico es aquel que logra inhibir en un 50% o 
más el crecimiento colonial del fitopatógeno en un 
período de evaluación de 5 a 7 días de incubación, 
se observó que los aislamientos T. koningiopsis 
NAN11, T. pleroticola NAN12, T. harzianum POS1, 
T. atroviride POS2, T. longibrachiatum POS5, T. 
longibrachiatum POS6, T. koningiopsis POS7, T. 
longibrachiatum POS10, T. stilbohypoxyli POS11, 
T. harzianum PROF2, T. harzianum PROF3, T. 
koningiopsis PROF4, T. koningiopsis PROF5, 
T. harzianum PROF6, T. harzianum PROF7, T. 
koningiopsis PROF8, T. harzianum TEYU14, T. 
harzianum TN3, T. citrinoviride TN5 y T. koningiopsis 
TrichoH lograron inhibir significativamente 
el crecimiento del aislamiento fitopatógeno 
A. alternata (Tabla 1). Particularmente los 
aislamientos T. pleroticola NAN12, T. koningiopsis 
POS7, T. harzianum PROF3, T. koningiopsis PROF4, 
T. koningiopsis PROF5, T. harzianum PROF6 y 
T. harzianum TN3 mostraron una capacidad de 
inhibición mayor al 60% y presentaron diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05) con 
respecto a los demás aislamientos evaluados y 
particularmente al ensayo realizado con la cepa 
obtenida del producto comercial (TrichoX). 

De acuerdo a lo reportado por diversos autores 
(Andrade-Hoyos et al., 2020; Choudhary et al., 
2021), se empleó la escala de Bell et al. (1982) 
para determinar cualitativamente la capacidad 
antagónica que posee cada uno de los 30 
aislamientos de Trichoderma en invadir y reducir 
el crecimiento del fitopatógeno. Teniendo en 
cuenta que un índice 3 determina una capacidad 

antagónica satisfactoria para un antagonista 
(Calistru et al., 1997; Marraschi et al., 2019), se pudo 
determinar que los aislamientos T. koningiopsis 
NAN11, T. pleroticola NAN12, T. atroviride POS2, 
T. longibrachiatum POS5, T. longibrachiatum 
POS6, T. harzianum PROF2, T. harzianum PROF3, 
T. koningiopsis PROF4, T. harzianum PROF6, 
T. harzianum PROF7, T. koningiopsis PROF8, 
T. harzianum TEYU14, T. harzianum TN3 y T. 
harzianum TN4 presentaron un índice clase 3 y los 
aislamientos T. harzianum NAN13, T. harzianum 
POS1, T. koningiopsis POS7, T. atroviride POS8, T. 
stilbohypoxyli POS11, T. brevicompactum PROF1, 
T. koningiopsis PROF5 y T. koningiopsis TrichoH 
presentaron un índice clase 4 (Fig. 4). 

Resultados similares a los reportados en el 
presente trabajo fueron obtenidos por Chaverri et 
al. (2015), Toghueo et al. (2016), Andrade-Hoyos 
et al. (2020), Ferreira et al. (2020) y Choudhary 
et al. (2021). Todos estos autores observaron que 
las diferencias en el % GI variaba a nivel de cepa 
y no de especie, ya que diferentes cepas de una 
misma especie del género Trichoderma presentaba 
algunas cepas con gran potencial biocontrolador 
in vitro y otras cepas lo contrario.

En el presente trabajo se pudo observar que 
la mayoría de los aislamientos de Trichoderma 
evaluados produjeron una reducción 
estadísticamente significativa (p<0,05) en el 
crecimiento del hongo fitopatógeno A. alternata en 
el enfrentamiento de cultivo dual. Estos resultados 
pueden deberse a que, al tratarse de aislamientos 
de Trichoderma que se encuentran naturalmente en 
la misma zona que el hongo fitopatógeno aislado 
y los cultivos de yerba mate, se asegura que los 
aislamientos de Trichoderma estén adaptados al 
ecosistema y a las condiciones climáticas y edáficas 
locales, derivando en una interacción hongo 
antagonista  hongo fitopatógeno suelo y ambiente 
más adecuada que la inoculación con productos 
comerciales a base de cepas de Trichoderma 
exóticas (Raza et al., 2019; Canassa et al., 2020; 
Laczeski et al., 2020). Ommati y Zaker (2012), 
Raza et al. (2019) y Canassa et al. (2020) reportaron 
que una estrategia útil para el uso de aislamientos 
de Trichoderma en el control biológico de plagas, es 
identificar especies que se encuentren adaptadas a 
los diferentes agroecosistemas de las plagas.

Particularmente, la cepa T. harzianum TrichoX 
utilizada como control experimental presentó 
una capacidad cuantitativa de inhibición del 
crecimiento del fitopatógeno cercana al 50% y 
un índice de antagonismo de Bell et al. (1982) de 
clase 1. Esto brinda una prueba de la utilidad y 
las ventajas que se pueden obtener al utilizar los 
recursos disponibles regionalmente (Raza et al., 
2019; Canassa et al., 2020; Laczeski et al., 2020), 
aprovechando la gran biodiversidad de la selva 
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Fig. 4. 	Antagonismo en cultivo dual de los 30 aislamientos de Trichoderma sp. frente al hongo 
fitopatógeno A. alternata. a) T. koningiopsis NAN9. b) T. koningiopsis NAN11. c) T. pleroticola 
NAN12. d) T. harzianum NAN13. e) T. harzianum POS1. f) T. atroviride POS2. g) T. harzianum 
POS3 h) T. longibrachiatum POS5. i) T. longibrachiatum POS6. j) T. koningiopsis POS7. k) T. 
atroviride POS8. l) T. reesei POS9. m) T. longibrachiatum POS10. n) T. stilbohypoxyli POS 11. o) 
T. brevicompactum PROF1. p) T. harzianum PROF2. q) T. harzianum PROF 3. r) T. koningiopsis 
PROF4. s) T. koningiopsis PROF5. t) T. harzianum PROF6. u) T. harzianum PROF7. v) T. 
koningiopsis PROF8. w) T. harzianum TEYU14. x) T. longibrachiatum TN1. y) T. asperellum TN2. 
z) T. harzianum TN3. aa) T. harzianum TN4. ab) T. citrinoviride TN5. ac) T. koningiopsis TrichoH. 
ad) T. harzianum TrichoX. En el centro de cada placa de Petri se encuentra Trichoderma y en los 
extremos opuestos A. alternata. Las fotografías corresponden al décimo día de incubación. 
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atroviride POS8. l) T. reesei POS9. m) T. longibrachiatum POS10. n) T. stilbohypoxyli POS 11. o) 
T. brevicompactum PROF1. p) T. harzianum PROF2. q) T. harzianum PROF 3. r) T. koningiopsis 
PROF4. s) T. koningiopsis PROF5. t) T. harzianum PROF6. u) T. harzianum PROF7. v) T. 
koningiopsis PROF8. w) T. harzianum TEYU14. x) T. longibrachiatum TN1. y) T. asperellum TN2. 
z) T. harzianum TN3. aa) T. harzianum TN4. ab) T. citrinoviride TN5. ac) T. koningiopsis TrichoH. 
ad) T. harzianum TrichoX. Trichoderma is located in the center of each Petri dish and A. alternata 
at the opposite ends. Photographs taken on the tenth day of incubation.

Tabla 1. 	Grados de inhibición (GI) para cada uno de los 30 aislamientos de Trichoderma sp. frente al 
aislamiento fitopatógeno A. alternata.

Table 1. 	Degrees of inhibition (GI) for each of the 30 isolates of Trichoderma sp. versus the 
phytopathogenic isolate A. alternata.

Antagonista	       GI %                                                                            GI %
                                                    A. alternata	   Antagonista                              A. alternata
T. koningiopsis NAN9	 49,09 ± 0,10 b	 T. atroviride POS8	 41,27 ± 0,06 a
T. koningiopsis NAN11	 53,27 ± 0,05 c	 T. reesei POS9	 46,36 ± 0,11 b
T. pleroticola NAN12	 61,82 ± 0,10 d	 T. longibrachiatum POS10	 58,73 ± 0,30 c
T. harzianum NAN13	 46,91 ± 0,20 b	 T. stilbohypoxyli POS11	 58,18 ± 0,10 c
T. harzianum POS1	 54,55 ± 0,07 c	 T. brevicompactum PROF1	 41,09 ± 0,15 a

T. atroviride POS2	 54,55 ± 0,10 c	 T. harzianum PROF2	 56,36 ± 0,08 c
T. harzianum POS3	 47,27 ± 0,30 b	 T. harzianum PROF3	 63,64 ± 0,12 d
T. longibrachiatum POS5	 58,18 ± 0,09 c	 T. koningiopsis PROF4	 60 ± 0,18 d
T. longibrachiatum POS6	 56,36 ± 0,02 c	 T. koningiopsis PROF5	 62,73 ± 0,07 d
T. koningiopsis POS7	 63,09 ± 0,04 d	 T. harzianum PROF6	 61,82 ± 0,10 d
T. harzianum PROF7	 56,36 ± 0,20 c	 T. harzianum TN3	 60 ± 0,15 d
T. koningiopsis PROF8	 58,18 ± 0,09 c	 T. harzianum TN4	 48,55 ± 0,07 b
T. harzianum TEYU14	 58,18 ± 0,10 c	 T. citrinoviride TN5	 50 ± 0,03 b,c

T. longibrachiatum TN1	 47,64 ± 0,05 b	 T. koningiopsis TrichoH	 51,82 ± 0,04 b,c

T. asperellum TN2	 37,27 ± 0,13 a	 T. harzianum TrichoX	 49,09 ± 0,12 b

Nota: GI presenta la media y el desvío estándar de los ensayos por triplicado para cada aislamiento nativo 
biocontrolador de Trichoderma. Las letras indican las diferencias significativas entre los GI (prueba de LSD, 
p <0,05).

Fig. 5. 	Microfotografía de la interacción de Trichoderma frente a A. alternata (aumento 1000X). La 
flecha indica el mecanismo de enrollamiento de las hifas de Trichoderma sobre las hifas del 
fitopatógeno.

Fig. 5. 	Photomicrograph of the interaction of Trichoderma against A. alternata (1000X magnification). 
The arrow indicates the coiling mechanism of the Trichoderma hyphae on the phytopathogen 
hyphae.
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paranaense, la cual guarda un gran potencial 
para múltiples aplicaciones biotecnológicas con 
microorganismos (Gil, 2007; Bich et al., 2021).

Por otro lado, con respecto a los mecanismos 
de parasitismo observados microscópicamente 
en los enfrentamientos de Trichoderma frente a 
A. alternata se pudo observar el mecanismo de 
“enrollamiento de hifas” y posterior muerte de 
las hifas del hongo fitopatógeno (Fig. 5).

CONCLUSIONES

La ejecución del presente trabajo permitió 
determinar nuevas variantes de cultivo 
dual para evaluar la capacidad antagónica 
biocontroladora en condiciones in vitro, sin 
diferencias significativas a la técnica de cultivo 
dual tradicional. 
Se logró identificar morfológica y 

molecularmente un aislamiento fúngico 
fitopatógeno de A. alternata, a partir de tejidos 
vegetales enfermos de yerba mate. Además, se 
pudo verificar la capacidad fitopatógena de este 
aislamiento fúngico en tejidos vegetales de yerba 
mate mediante pruebas de patogenicidad.

Se determinó que 20 de los 30 aislamientos de 
Trichoderma ensayados presentan gran potencial 
biocontrolador sobre el aislamiento fitopatógeno 
obtenido (T. koningiopsis NAN11, T. pleroticola 
NAN12, T. harzianum POS1, T. atroviride POS2, 
T. longibrachiatum POS5, T. longibrachiatum 
POS6, T. koningiopsis POS7, T. longibrachiatum 
POS10, T. stilbohypoxyli POS11, T. harzianum 
PROF2, T. harzianum PROF3, T. koningiopsis 
PROF4, T. koningiopsis PROF5, T. harzianum 
PROF6, T. harzianum PROF7, T. koningiopsis 
PROF8, T. harzianum TEYU14, T. harzianum 
TN3, T. citrinoviride TN5 y T. koningiopsis 
TrichoH). Particularmente, estos aislamientos 
biocontroladores de Trichoderma presentaron 
un poder biocontrolador in vitro con diferencias 
significativas respecto al control positivo 
del ensayo realizado con la cepa obtenida 
del producto comercial. Estos resultados 
reafirman la efectividad de utilizar aislamientos 
biocontroladores ya adaptados a las condiciones 
edafo-climáticas del ambiente en donde se 
encuentra el microorganismo fitopatógeno a 
controlar biológicamente. 
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