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ABSTRACT
Non-pathogenic Fusarium strains are important to crop production, 
since some of them have shown to induce resistance in colonized 
plants; thus, increasing the plant’s ability to defend itself from 
pathogen and pest attack. Endophytic bacteria groups, as 
rhiozobacteria, are able to stimulate plant growth and resistance to 
pest and diseases also. Nevertheless, the inconsistency in the level of 
biocontrol of pest and diseases -often associated with simultaneous 
application of microorganisms to plants- is considered a limiting 
factor when using antagonistic fungi and bacteria for plant protection. 
Therefore, the present investigation evaluates the in vitro and in vivo 
interactions between the endophytic fungus Fusarium oxysporum 
strain Fo162 and the endophytic bacterium Rhizobium etli strain G12. 
The results indicate that the bacteria caused a significant reduction of 
the fungi radial growth, and thus its capacity of root colonization. 
This suggest that before using simultaneous inoculation of these 
beneficial microorganisms as a strategy of biological control, their 
compatibility should be evaluated.
Keywords: Biological control, induced resistance, inhibition, 
simultaneous treatments, bioassays.
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RESUMEN
Las cepas de Fusarium no patogénicas son importantes para la 
producción de cultivos, ya que algunos de ellos han mostrado un 
efecto de inducción de resistencia en las plantas colonizadas, 
predisponiendo el sistema inmune de las plantas a defenderse contra 
el ataque de plagas y enfermedades. Las bacterias endofíticas son 
aisladas de los tejidos internos de las plantas, siendo un grupo 
importante las rhizobacterias. Estudios han demostrado que la 
inoculación de estas bacterias en diferentes cultivos disminuyó 
la intensidad de enfermedades causadas por patógenos del suelo, 
resultando en la promoción de crecimiento y salud de las plantas. 
Sin embargo, la variabilidad en el nivel de control biológico de 
las plagas y enfermedades, asociadas a la aplicación simultanea 
de microorganismos endofíticos, es considerado como un factor 
limitante al usar agentes antagonistas para la protección de cultivos. 
En este contexto, la presente investigación evaluó la interacción entre 
los endofíticos Fusarium oxysporum Fo162 y Rizobium etli G12 al 
aplicarlos simultáneamente en experimentos in vitro e in vivo. Los 
resultados indicaron que la bacteria causó una reducción significativa 
en el crecimiento radial del hongo, así como en su capacidad de 
colonización radicular. Lo anterior, sugiere que es necesario evaluar 
la compatibilidad entre microorganismos benéficos, antes de 
utilizarlos en inoculaciones simultaneas como parte de una estrategia 
de control biológico.
Palabras clave: control biológico, resistencia inducida, inhibición, 
aplicaciones simultaneas, bioensayos.
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El hongo Fusarium oxysporum es un habitante 
común y diverso del suelo. Este género de 
hongos incluye un número relevante de especies 
de hongos patógenos que afectan negativamente 
a cultivos de importancia económica a nivel 

mundial. Sin embargo, la mayoría de las cepas de F. 
oxysporum son saprófitos y normalmente son aislados de 
tejidos vegetales internos después de haber pasado por un 
proceso de desinfección superficial de las diferentes partes 
de las plantas (raíz, tallos y hojas). Las cepas de Fusarium no 
patogénicas son importantes en la producción de cultivos, ya 
que algunos de ellos han mostrado un efecto de inducción de 
resistencia en plantas colonizadas (Alabouvette, Schippers, 
Lemanceau, y Bakker, 1998; Larkin y Fravel, 1999; Pereira, 
Vieira, y Azevedo, 1999; Trouvelot, Olivain, Recorbet, 
Migheli, y Alabouvette, 2002; Sikora, Schaefer, y Dababat, 
2007). 

 Las bacterias endofíticas son aisladas de los tejidos 
vegetales internos, a través de un proceso de desinfección 
superficial de diferentes partes de las plantas (raíz, tallo y 
hojas). No obstante, este tipo de bacterias tienen la habilidad 
de colonizar también la superficie de los tejidos vegetales 
(Hallman, Quadt-Hallmann, Miller, Sikora, y Lindow, 
2001). El potencial de este tipo de microorganismos ha sido 
demostrado a través de varios estudios (Sturz, Christie, y 
Nowk, 2000; El-Batanony et al., 2007; Sikora et al., 2007), ya 
que inoculaciones de varios tipos de cepas de Rhizobacterias 
en diferentes cultivos resultó en la disminución de la 
agresividad de varias enfermedades causadas por patógenos 
del suelo.  

La variabilidad en el nivel de control biológico 
de las plagas y enfermedades, asociadas a la aplicación 
de microorganismos endofíticos, es considerado como 
un factor limitante al usar agentes antagonistas para la 
protección de cultivos. La variabilidad en el nivel de control, 
se debe probablemente a que este tipo de estrategias se 
basan normalmente en la aplicación de un solo tipo de 
microorganismo. En estos casos, el control se limita a un 
período corto de tiempo como resultado de fluctuaciones 
bióticas y abióticas en el suelo (Dunne et al., 1998; Reimann, 
Hauschild, Hildebrandt, y Sikora, 2008). En consecuencia, el 
diseño de estrategias que involucren la aplicación simultanea 
de microorganismos benéficos han sido sugeridas como una 
medida para mejorar el nivel de control biológico (Dunne 
et al., 1998; El-Tarabily et al., 2000; Chaves, Pocasangre, 
Elango, Rosales, y Sikora, 2009). 

Las asociaciones de diferentes tipos de 
microorganismos benéficos probablemente provean distintos 
mecanismos o combinación de mecanismos conducentes al 
control de diferentes plagas y enfermedades. Por ejemplo, 
inhibición de patógenos vía antibiosis, producción de 
metabolitos tipo sideróforos, competencia por nutrientes y/o 

espacio, inducción de resistencia, degradación o inhibición 
de la germinación del patógeno, reducción de factores de 
patogenicidad y promoción de crecimiento de las plantas por 
medio de la producción de fitohormonas (Deshwal, Dubey, y 
Maheshwari, 2003; El-Mehalawy, 2004; Sikora et al., 2007). 

La interacción directa o indirecta de aplicaciones 
simultaneas de endofíticos, debe analizarse al implementar 
este tipo de estrategias de control, ya que aplicaciones de 
Tricoderma harzianum y micorrizas arbusculares resultó 
en inhibición del desarrollo y colonización radicular de 
las micorrizas (Wyss, Boller, y Wiemken, 1992). En otro 
experimento la colonización de la micorriza se vio favorecida 
en presencia de otra cepa de T. harzianum (Filion, St-Arnaud, 
y Fortin, 1999). Estudios adicionales, demostraron que al 
realizar aplicaciones combinadas de Glomus intraradices y 
Rhizobium etli G12 para el control de Meloidogyne incognita 
resultó en un efecto de control aditivo (Reimann et al., 2008); 
igualmente, aplicaciones simultaneas de F. oxysporum y 
Bacillus firmus causaron una reducción significativa de la 
cantidad de Radopholus similis que lograron penetrar las 
raíces de banano (Mendoza y Sikora, 2009). No obstante, 
la inoculación simultanea de los endofíticos F. oxysporum 
y Paecilomyces lilacinus no resultó en un nivel de control 
aditivo del nematodo R. similis en el cultivo de banano 
(Mendoza y Sikora, 2009). La combinación de F. oxysporum 
Fo162 y R. etli G12 mostró niveles similares de control (en 
comparación a aplicaciones individuales) de M. incognita 
y Aphis gossypii en tomate (Solanum lycopersicum L.) y 
zucchini (Cucurbita pepo L.) (Martinuz y Sikora, 2010).  

Lo anterior parece indicar que la competencia entre 
microorganismos antagonistas, tanto dentro como sobre las 
raíces, conduce a la exclusión competitiva y por lo tanto a 
la reducción de la colonización y/o actividad de uno o más 
de los microorganismos que están siendo usados como 
agentes de control biológico. En este contexto, el objetivo 
de esta investigación fue evaluar la interacción entre los 
microorganismos endofíticos F. oxysporum Fo162 y R. etli 
G12 al aplicarlos simultáneamente en experimentos in vitro e 
in vivo.

MATERIALES Y MÉTODOS
Plantas. Para todos los experimentos se utilizaron plantas de 
tomate (cv. Moneymaker). Las semillas fueron esterilizadas 
sumergiéndolas durante un minuto en una solución de etanol 
al 75% y luego por tres minutos en una solución de hipoclorito 
de sodio (NaOCl). Luego las semillas fueron enjuagadas con 
agua esterilizada. Las semillas estériles fueron sembradas en 
bandejas múltiples (35 plantas) conteniendo arena esterilizada 
con autoclave a 121°C por una hora y aireadas durante dos 
días antes de su uso. Las bandejas de siembra se mantuvieron 
en una cámara de crecimiento a 25±3°C, 16 h de luz día-1, 
60-70% de humedad y fertilizadas semanalmente con cinco 
ml de un fertilizante comercial (14-10-14, 2 g l–1). Después de 
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cuatro semanas, las plántulas fueron trasplantadas a maseteros 
plásticos de 11 cm conteniendo 300 g de substrato esterilizado 
(mezcla de arena-suelo en proporción dos:uno vol:vol) y 
transferidas a un invernadero a 27±3°C y 16 h de luz día-1. 

F. oxysporum cepa Fo162. El hongo endofítico F. 
oxysporum cepa Fo162, subsecuentemente referido como 
Fo162, fue aislado originalmente de los tejidos radiculares 
de plantas de tomate cultivar Moneymaker en Kenia y 
conservado a -80°C, usando el sistema de preservación de 
esporas de microorganismos Cryobank, Mast Group Ltd., 
Merseyside, UK. El inóculo fue producido transfiriendo un 
pellet congelado, del sistema antes referido, a platos Petri (90 
mm de diámetro) con agar de papa dextrosa (PDA; Difco, 
Sparks, MD) suplementados con 150 mg l-1 de sulfato de 
estreptomicina y cloranfenicol para evitar el crecimiento de 

Figura 1. Diagrama de flujo usado para evaluar la interacción in 
vitro de G12 en el crecimiento de Fo162. Modificado de Reimann 
(2005).

Experimento 2. Efecto del tiempo de incubación 
bacteriano. La cantidad de compuestos antimicrobianos que 
producen las bacterias en medios de cultivo, se ve influenciada 
por el tiempo de fermentación o crecimiento bacteriano en 
dicho medio de cultivo. Para evaluar este factor se utilizó 
un sistema de cultivo dual en platos Petri de nueve mm de 
diámetro conteniendo 25 ml de APD, la bacteria fue colocada 
sobre el medio de cultivo en dos barras paralelas en cada plato 
Petri. Cada barra fue colocada a dos cm del centro del plato 

bacterias. Luego el cultivo de Fo162 fue incubado por tres 
semanas a 25°C en la oscuridad. Los micelios y conidios 
fueron raspados de la superficie del agar con una espátula y 
suspendidos en agua esterilizada (autoclave a 121°C por 20 
min). Las esporas fueron separadas del micelio colando la 
suspensión a través de cuatro capas de papel filtro fino. La 
concentración de las esporas fue determinada a través de un 
hemocitómetro (Thomas Scientific, Philadelphia, PA) y fue 
ajustada con agua estéril a 1x106 esporas g-1 de suelo.

R. etli cepa G12. La bacteria endofítica R. etli cepa 
G12, subsecuentemente referida como G12, fue aislada 
originalmente de la rizósfera de plantas de papa e 
inicialmente identificada como Agrobacterium radiobacter, 
pero reclasificada posteriormente como R. etli (Hasky-
Günther, Hoffmann-Hergarten, y Sikora, 1998). La bacteria 
fue conservada a -80°C usando el sistema de preservación 
de esporas de microorganismos Cryobank, Mast Group Ltd., 
Merseyside, UK. Para la producción del inóculo, un pellet 
congelado conteniendo G12 fue cultivado en platos Petri (90 
mm de diámetro) conteniendo agar solido King B durante 
36 h a 28°C en la oscuridad (King, Warth, y Raney, 1954). 

Experimento 1. Interacción en diferentes medios de 
cultivo. Para evaluar la interacción entre Fo162 y G12 se 
utilizó un sistema de cultivo dual en platos Petri de nueve 
mm de diámetro conteniendo diferentes tipos de medios de 
cultivos. Para ello, cada plato Petri fue llenado con 25 ml 
de uno de los siguientes medios de cultivo: i) Agar de Papa 
Dextrosa(APD), ii) Agar Sabouraud Dextrosa (ASD), iii) 
Agar de Soya Triptona (AST) y iv) Agar de Tejido de Raíces 
(ATR). Los medios APD, ASD y AST fueron preparados 
según las instrucciones del fabricante. Para preparar el 
medio ATR se utilizó 30 g de tejidos de raíces frescas de 
plantas de tomate de cuatro semanas de edad. Las raíces 
fueron maceradas y mezcladas con 500 ml de agua destilada 
conteniendo 18 g de agar. La mezcla fue calibrada a un litro y 
esterilizada en la autoclave a 121°C por 20 min. El bioensayo 
fue desarrollado de forma separada en cada uno de los medios 
de cultivo antes descritos. Para el experimento la bacteria fue 
colocada sobre el medio de cultivo en dos barras paralelas en 
cada plato Petri. Cada barra fue colocada a dos cm del centro 
del plato Petri y el control no fue inoculado con la bacteria 
(Figura 1). Posteriormente, la bacteria fue incubada por tres 
días (d) a 28°C en la oscuridad, inmediatamente después una 
sección de cinco mm de diámetro de APD con el hongo fue 
colocada en el centro de cada plato Petri (Figura 1) e incubado 
por un período de tres a cinco d a 28°C en la oscuridad. Cada 
tratamiento tuvo 10 repeticiones y el bioensayo fue replicado 
dos veces. El efecto de la bacteria sobre el desarrollo del 
hongo fue evaluado midiendo el crecimiento radial del 
micelio del hongo.

Con este cultivo de bacterias se inoculó un Erlenmeyer 
conteniendo 100 ml de medio liquido de King B y cultivado 
durante 36 h a 28°C en un agitador a 100 rpm en la oscuridad. 
Luego la suspensión de bacterias fue centrifugada a 5 000 
x g por 20 min a 10°C. Los pellets resultantes fueron 
suspendidos nuevamente en una solución de Ringer al 0.25 
(Merck, Darmstadt, Germany) y la densidad óptica de las 
bacterias fue ajustada a dos a una longitud de onda de 560 
nm, representando aproximadamente 1.2 x 1010 unidades 
formadoras de colonia (UFC) ml-1 (Hasky-Günther et al., 
1998; Reitz et al., 2000; Reimann et al., 2008).

Evaluación de la interacción in vitro entre Fo162 y G12. 
Para evaluar la interacción in vitro entre los microorganismos 
endofíticos se realizaron dos experimentos.
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Petri y el control no fue inoculado con la bacteria (Figura 2). 
Luego, los platos Petri fueron incubados por uno, dos, tres, 
cuatro y cinco d a 28°C en la oscuridad. Posteriormente, una 
sección de cinco mm de diámetro de APD con el hongo fue 
colocada en el centro de cada plato Petri e incubado por tres 
d a 28°C en la oscuridad (Figura 2). Cada tratamiento constó 
de seis repeticiones y el bioensayo fue replicado dos veces. 
Para evaluar el efecto del tiempo de incubación de la bacteria 
sobre el desarrollo del hongo se midió el crecimiento radial 
del hongo a los tres d de su exposición a la bacteria.

Figura 2. Diagrama de flujo usado para evaluar el período de 
incubación de G12 en el desarrollo de Fo162. Modificado de 
Reimann (2005).

Evaluación de la interacción in vivo entre Fo162 y G12. 
Para evaluar la interacción in vivo entre los microorganismos 
endofíticos se desarrollaron dos experimentos.

Experimento 1. Inoculación individual de los antagonistas. 
Para evaluar la interacción in vivo entre Fo162 y G12 se llevó 
a cabo un bioensayo en el invernadero, en el cual las plantas 
recibieron inoculaciones del hongo y la bacteria de forma 
individual o combinadas. Para este experimento, plantas de 
tomate producidas según se describe arriba, fueron inoculadas 
de la siguiente manera: i) Fo162, ii) G12, iii) Fo162+G12 o 
iv) agua (como control). El Fo162 fue inoculado (con una
pipeta) en tres orificios alrededor de la planta seleccionada 
con una suspensión de esporas (concentración 1x106 g-1 
de suelo). La G12 fue aplicada alrededor de la planta 
seleccionada con cinco ml macetera-1 de una suspensión 
de bacterias (concentración 1.2 x 1010 UFC ml-1). Para el 
ensayo se utilizó un diseño completamente aleatorizado en 
un invernadero a 25± 3°C con 16 h de luz artificial d-1. Cada 
tratamiento consistió de seis repeticiones y el experimento 
fue desarrollado dos veces. La interacción entre los dos 
endofíticos fue evaluada a través de la medición del nivel 
de colonización de Fo162. La colonización de Fo162 fue 
determinada cuadro semanas después de su inoculación a 
través del método de la esterilización superficial de las raíces. 
Para ello, el sistema radicular de cada planta fue esterilizado 

sumergiéndolo en una solución de NaOCl al 1.5% por tres 
min, seguido de tres enjuagues en agua destilada esterilizada. 
Luego las raíces fueron pasadas sobre platos Petri con APD 
para verificar el proceso de esterilización (Schulz, Rommert, 
Dammann, Aust, y Strack, 1999). Las raíces esterilizadas 
fueron cortadas en secciones de 0.5 cm y 18 segmentos por 
cada tratamiento fueron seleccionados al azar y colocados 
en dos platos Petri (150 mm de diámetro) conteniendo APD. 
Después de cuatro a siete semanas de incubación a 25°C en la 
oscuridad, el crecimiento del hongo de cada sección de raíz 
fue identificado fenotípicamente como Fo162. Estos datos 
fueron usados para calcular el porcentaje de colonización 
del hongo [(número de secciones de raíces con crecimiento 
de Fo162/total de secciones de raíces colocadas en los dos 
platos Petri tratamiento-1) * 100].

Experimento 2. Evaluación de la actividad sistémica 
a través del método de la raíz dividida. La influencia 
sistémica de G12 sobre la colonización radicular de Fo162 
fue investigada por medio del método de la raíz dividida 
(Figura 3). Para el experimento se trasplantaron plántulas 
de tomate en maceteras conteniendo 300 g de substrato 
esterilizado (mezcla de arena:suelo en proporción dos:uno 
vol:vol) y mantenidas en un invernadero a 27±3°C con 
16 h de luz artificial d-1. Dos semanas después, las plantas 
fueron separadas del sistema radicular (corte a 0.5 cm de la 
superficie del suelo) y el tallo fue cortado longitudinalmente 
cinco cm. Luego, dos maceteras con 300 g del sustrato antes 
descrito, fueron colocadas una al lado de la otra (Figura 3) y 
cada mitad del tallo cortado anteriormente fue introducido en 
una de las meceteras antes indicadas (Figura 3). Las plantas 
se mantuvieron en el invernadero (bajo las condiciones 
indicadas previamente) por dos semanas. En este período 
de tiempo los tallos desarrollaron un sistema de raíces 
adventicios robusto y adecuado para llevar a cabo el ensayo. 
Cada macetera del modelo de raíz dividida fue etiquetada 
como “Inductor” y “Respuesta” (Figura 3). Cada “Inductor” 
fue inoculado con Fo162, G12 o agua (estos constituyen 
los tratamientos del experimento) a como se detalló en los 
acápites previos. Una semana después, cada “Respuesta” 
fue inoculada únicamente con Fo162. Las unidades de raíz 
dividida fueron organizadas según un diseño completamente 
aleatorizado en el invernadero bajo las condiciones antes 
detalladas. Cada tratamiento consistió de seis repeticiones y 
el ensayo fue desarrollado dos veces. Cuatro semanas después 
de inocular el “Inductor” el porcentaje de colonización de 
Fo162 en el lado “Respuesta” fue determinado a través del 
método de la esterilización superficial de las raíces descrito 
para el Experimento 1 de este acápite.

Análisis estadístico. Los datos de todos los experimentos 
fueron evaluados para comprobar los supuestos de 
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normalidad y homogeneidad de varianza y 
luego se aplicó el análisis de varianza para 
un factor (ANOVA). Al encontrar diferencias 
significativas (prueba F) las medias por 
tratamiento fueron comparadas a través de 
la prueba de diferencias mínimas de Fisher 
(p ≤ 0.05). Los experimentos que consistían 
únicamente de dos tratamientos fueron 
analizados por medio de la prueba de t para 
comparación de dos muestras independientes 
(p ≤ 0.05). Para analizar el efecto in vitro 
de G12 sobre el crecimiento radial de 
Fo162 según el tiempo de incubación de la 
bacteria, se realizó a través de un análisis 
de regresión no lineal de la siguiente forma 
matemática: Y(t) = α +(3.6-α)exp(-β*t). Todos 
los análisis estadísticos fueron ejecutados 
usando el software InfoStat/Profesional 
versión 2009 (InfoStat Group, FCA., AR).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Interacción en diferentes medios de cultivo. En el 
bioensayo del sistema de cultivo dual, se encontró que el 
crecimiento radial de Fo162 fue inhibido significativamente 
cuando el hongo se encuentra en presencia de G12, en 
comparación al testigo (Figura 4 a y b). Los resultados 
fueron similares en todos los medios de cultivo evaluados, 
excepto en el caso del ASD que no mostró diferencias 
significativas entre los tratamientos. Observaciones bajo 
el microscopio indicó que no había cambios morfológicos 
en el micelio de Fo162 al estar en presencia de G12.

Efecto del tiempo de incubación bacteriano. En este 
bioensayo se observó que el crecimiento radial de Fo162 
decrece significativamente a medida que el tiempo de 
incubación bacteriano se incrementa (relación inversamente 
proporcional). Lo anterior fue demostrado a través de un 
análisis de regresión no lineal, siendo una relación negativa 
(Figura 5 a y b). En el primer Bioensayo (Figura 5a) el 
crecimiento radial del hongo decreció: 10, 17, 22, 26 y 28% 
y en el segundo Bioensayo (Figura 5b) se redujo: 22, 35, 43, 
48 y 50% en comparación al testigo, cuando el tiempo de 
incubación bacteriano fue uno, dos, tres, cuatro o cinco días 
respectivamente.

Figura 3. Método de la raíz dividida para 
evaluar la interacción sistémica de G12 sobre 
Fo162.

Figura 4. Efecto de G12 sobre el crecimiento radial de Fo162 en condiciones in vitro. 
Barras verticales representan el error estándar de la media. El asterisco indica diferencia 
significativa según la prueba de t para muestras independientes (p ≤ 0.05, n=10). (a) 
Bioensayo 1 y (b) Bioensayo 2.
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Evaluación de la actividad sistémica a través del 
método de raíz dividida. Cuatro semanas después de 
la inoculación del lado “Respuesta” del sistema de raíz 
dividida, se observó un efecto de inhibición sistémica 
de la colonización radicular de Fo162. En presencia de 
G12 en el lado “Inductor” del sistema, el porcentaje de 
colonización de Fo162 (lado “Respuesta”) disminuyó en 
50% en comparación al testigo en ambos experimentos 
(Cuadro 2). La inoculación de la sección “Inductor” 
del sistema ya sea con agua o con Fo162, no mostró 
diferencias significativas en la colonización del hongo 
en la sección “Respuesta” del sistema. En este caso el 
porcentaje de colonización de Fo162 fue de 18 y 22% 
en los Experimentos 1 y 2 respectivamente. Lo anterior, 
resultó ser similar a los niveles de colonización obtenidos 
cuando el “Inductor” fue inoculado con agua, siendo 17 y 
25% en ambos experimentos respectivamente (Cuadro 2).

Resultados de estudios previos relacionados a esta 
investigación (Martinuz, Schouten, Menjivar, y Sikora, 2012; 
Martinuz, Schouten, y Sikora, 2012; Martinuz, Schouten, 
y Sikora, 2013), indicaron que aplicaciones individuales 
y combinadas de Fo162 y G12 inducen la resistencia 
de las plantas a M. incognita en el sistema radicular y a 
Aphis gossypii en las hojas. Sin embargo, las aplicaciones 
combinadas de los microorganismos endofíticos no mostró 
niveles de control aditivos o sinérgicos del nematodo y el 
áfido. Existen evidencias de que la aplicación conjunta de 
dos antagonistas, con diferentes mecanismos de acción 
y nichos de colonización en la raíz, podría incrementar 
la eficacia de la supresión del nivel de infección de los 
nematodos (Reimann et al., 2008; Chaves et al., 2009). Por 
el contrario, algunos autores han reportado efectos de control 
de nematodos no aditivos al realizar aplicaciones combinadas 
de bacterias y hongos (Castillo et al., 2006; Mendoza y 
Sikora, 2009). A pesar de que el rol de microorganismos 
endofíticos específicos, especialmente hongos y bacterias, en 
el control de infecciones de insectos y nematodos han sido 
bien estudiados (Clay, 1989; Breen, 1994; Saikkonen, Faeth, 
Helander, y Sullivan, 1998; Azevedo, Maccheroni, Pereira, 

6

Inoculación individual de los antagonistas. Cuatro semanas 
después de inoculados los microorganismos antagonistas, 
la colonización de Fo162 en las raíces de plantas co-
inoculadas con ambos organismos (Fo162+G12) disminuyó 
significativamente en 34 y 49% en ambos experimentos, en 
comparación al testigo respectivamente. El Fo162 no fue 
detectado en los tratamientos que consistieron en aplicación 
de agua, ni en los tratamientos solo con G12 (Cuadro 1).

Figura 5. Efecto de G12 sobre el crecimiento radial de Fo162 en 
condiciones in vitro. (a) Bioensayo 1 y (b) Bioensayo 2.

Datos representan la media ± error estándar de la media. El asterisco 
indica diferencia significativa entre los tratamientos de un mismo 
experimento, según la prueba de t para muestras independientes 
(p≤ 0.05, n=6).

Cuadro 1. Colonización radicular de Fo162 en plantas de tomate en 
presencia de G12

Cuadro 2. Actividad sistémica de G12 en la colonización 
radicular de Fo162

Datos representan la media ± error estándar de la media. Medias 
con letras diferentes representan diferencias significativas 
según la prueba de diferencias mínimas de Fisher (p≤ 0.05, 
n = 6).
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toda la superficie de las raíces, pero la colonización se 
concentra principalmente en las puntas de la raíz y las 
raíces laterales recién formadas. La colonización interna se 
concentró particularmente en las células de la epidermis, así 
como dentro o cerca del sistema vascular de la raíz. Además, 
Diedhiou et al. (2003) co-inocularon Glomus coronatum y 
Fo162 en un intento de incrementar el nivel de biocontrol del 
nematodo M. incognita. Los autores del estudio, encontraron 
que la presencia de Fo162 estimuló la colonización de G. 
coronatum y que las raíces ya colonizadas por G. coronatum, 
no pudieron ser colonizadas internamente por Fo162.

La resistencia sistémica inducida ha sido reportada 
como un mecanismo de control de G12 (Hasky-Günther 
et al., 1998). Este tipo de mecanismo puede afectar el 
desarrollo de hongos a como fue demostrado por Mwangi, 
Hauschild, Mutitu, y Sikora (2002). Por lo tanto, no se puede 
excluir la posibilidad de que este mecanismo sea un factor 
que afectó la interacción entre Fo162 y G12. Por esta razón, 
se diseñó el experimento de raíz dividida para analizar el 
efecto sistémico que causa G12 sobre la capacidad del 
Fo162 de colonizar el sistema radicular. Los resultados del 
experimento mostraron una reducción significativa en el 
porcentaje de colonización del Fo162, cuando el “Inductor” 
del sistema de raíz divida fue inoculado con G12. Resultados 
similares fueron reportados por Liu, Kloepper, y Tuzun 
(1995), quienes usaron un sistema de raíces divididas para 
estudiar la resistencia sistémica inducida por Pseudomonas 
putida y Serratia marcescens hacia Fusarium oxysporum 
f. sp. cucumerinum. Los autores encontraron, que ambas
bacterias causaron una disminución en el desarrollo de la 
enfermedad, así como una reducción en la colonización 
de la raíz por parte del patógeno. No obstante, los autores 
no pudieron determinar si la resistencia sistémica inducida 
estaba relacionada a sustancias translocables inducidas o 
producidas por las bacterias. 

Por otra parte, Reitz et al.  (2000) usando 
experimentos de raíz dividida demostraron que 
lipopolisacáridos producidos por G12, funcionaron como 
un agente estimulador de la resistencia inducida contra 
Globodera pallida en plantas de papas (Solanum tuberosum 
L.). Además, van Peer y Schippers (1992) encontraron que 
lipopolisacáridos producidos por Pseudomonas spp no 
patogénicas fueron capaces de inducir resistencia sistémica 
hacia F. oxysporum f. sp. dianthi en plantas de clavel. Mwangi 
et al. (2002) reportaron resistencia sistémica inducida de 
Bacillus sphaericus B43 contra el patógeno F. oxysporum 
f.sp. lycopersici en tomate. Los autores encontraron que la
actividad de la peroxidasa en los tallos de las plantas tratadas 
con la bacteria, incrementó significativamente en un período 
corto de tiempo, mientras que la actividad de la β-1,3-
glucanasa no fue afectada por la presencia de la bacteria. 

de Araújo, 2000; Sikora et al., 2007; Sikora, zum Felde, 
Mendoza, Menjivar, y Pocasangre, 2010), poco se sabe sobre 
el control biológico de plagas y enfermedades a través de la 
aplicación conjunta de diferentes tipos de microorganismos 
endofíticos (Gaylord, Preszler, y Boecklen, 1996; Diedhiou, 
Hallmann, Oerke, y Dehne, 2003; Martinuz y Sikora, 2010). 
Los experimentos in vitro e in vivo desarrollados en esta 
investigación fueron diseñados para analizar la interacción 
entre dos microorganismos benéficos que fueron aplicados 
al mismo tiempo en plantas de tomate.

Los experimentos de antibiosis desarrollados en esta 
investigación, resultaron en la reducción del crecimiento 
radial de Fo162 en presencia de G12. Esta reducción tuvo 
una correlación positiva con el tiempo de incubación de 
G12 (en un medio de cultivo sólido). Resultados similares 
fueron reportados por El-Botanony, Massoud, Mazen, y 
Monium (2007), quienes estudiaron in vitro e in vivo el 
efecto inhibitorio de filtrados de cultivos de Rhizobium spp. 
en el desarrollo de enfermedades del suelo, incluyendo F. 
oxysporum. Ellos encontraron que el efecto de inhibición, 
expresado como reducción del crecimiento del micelio 
del hongo patógeno, incrementa conforme aumenta la 
concentración de los filtrados de la bacteria. La conclusión 
del estudio fue que la bacteria endofítica analizada, ejerce 
un efecto antagonista sobre algunos hondos patógenos del 
suelo.

En ésta investigación, el efecto inhibitorio observado 
entre G12 sobre Fo162 podría estar relacionado, en parte, 
a la acumulación de metabolitos tóxicos producidos por la 
bacteria endofítica mientras se reproduce en los exudados 
de la planta. La falta de un nivel de control biológico 
sinérgico o aditivo, observado en esta investigación, podría 
estar relacionado al hecho de que ambos microorganismos 
fueron aplicados al mismo tiempo, causando competencia 
por espacio y nutrientes. Para evaluar esta hipótesis, se 
diseñó un experimento para analizar la influencia de G12 en 
la colonización radicular de Fo162. Los resultados de este 
experimento mostraron menor porcentaje de colonización de 
Fo162 cuando es aplicado en asociación con G12.

La forma en que estos microorganismos endofíticos 
colonizan las raíces, podría ser un tema de importancia en 
la interacción de ambos. Olivian et al., (2003) estudiaron 
la colonización de F. oxysporum cepa Fo47 en raíces de 
lino. Reportaron que el hongo colonizó activamente la 
superficie de las raíces. Posteriormente, el hongo penetró 
las células de la epidermis para colonizar abundantemente 
la hipodermis. Por otro lado, Hallmann et al. (2001) 
estudiaron la colonización interna y externa de las raíces de 
papa y Arabidopsis por parte de G12. El estudio se realizó 
a través de un plásmido promotor de trp que provoca una 
fluorescencia verde. Encontraron que la bacteria coloniza 
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CONCLUSIONES
Los experimentos de antibiosis mostraron que la bacteria 
(G12) causó una reducción significativa en el crecimiento 
radial del hongo (Fo162). Esta reducción estuvo 
correlacionada positivamente con el período de incubación 
de la bacteria.

Los experimentos de invernadero en donde se evaluó 
aplicaciones simultaneas de Fo162 y G12, resultaron en la 
reducción del porcentaje de colonización radicular del Fo162, 
indicando que el hongo puede ser afectado directamente por 
la bacteria.

El experimento de raíz dividida indicó que las 
inoculaciones simultaneas, pero físicamente separadas, de 
Fo162 y G12 reducen la capacidad del hondo de colonizar las 
raíces, indicando que puede ser afectado de forma sistémica 
por la bacteria.

En general, los resultados sugirieron que es 
necesario llevar a cabo pruebas de compatibilidad entre 
microorganismos benéficos, antes de utilizarlos en 
inoculaciones simultaneas como parte de una estrategia de 
control biológico.
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