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Resumen 
Diferentes especies de microorganismos endófitos pueden cohabitar en un mismo tejido sin causar 
síntomas de enfermedad. Sin embargo, aún se desconoce como interactúan estos microorganismos y 
como estas interacciones podrían determinar los patrones de colonización, así como el rol que 
desempeña la comunidad de endófitos en de las propiedades conferidas a las plantas. En este trabajo 
se analizaron in vitro las interacciones entre los hongos endofíticos (HE) asociados con mayor 
frecuencia en las hojas de frijol lima (Phaseolus lunatus). Se realizaron confrontaciones in vitro entre los 
morfotipos seleccionados en dos diferentes medios de cultivo, PDA y medio frijol lima. Se  encontró   
que los hongos interactúan diferencialmente dependiendo del medio de cultivo, donde, la mayoría  
presentaron una interacción moderada de acuerdo al índice de Badalyan. Además, se determinó la 
capacidad de esporulación para cada hongo en diferentes medios de cultivo (PDA, FL, Agar maíz, V8 y 
agar extracto de malta (AEM)). PDA y V8 fueron los mejores medios de cultivo para inducir la 
esporulación de la mayoría de los hongos, y el medio AEM el menos adecuado. Estos resultados nos  
ayudarán a obtener inoculo para realizar confrontaciones in vivo mediante la inoculación de plantas de 
invernadero con los HE. 

Abstract 
Different species of endophytes can inhabit the same plant tissue without causing any symptom of 
disease. However, even is unknown how are interacting these microorganisms and how the interactions 
could determinate the colonization patterns, as well as the role of endophytes community on the 
properties conferred to the plants. In this work were analyzed in vitro the interactions between the fungal 
endophytes (EF) associated more frequently on lima bean leaves (Phaseolus lunatus). Were performed 
in vitro confrontations between selected fungi morphotypes in two different culture medium PDA and lima 
bean media. We found that the resulting interaction were dependent of the culture medium, where most 
of the fungi showed moderate interaction according to Badalyan index. Furthermore, the colonization 
capacity were determinate to each fungal using different culture medium (PDA, FL, maize agar, V8 and 
malt extract agar), PDA was the best culture medium to induce sporulation of most fungi and the AME 
were less suitable. This results will be used to produce inoculum to performed in vivo confrontations 
through EF inoculation of greenhouse plants.

Palabras Clave interacciones entre endófitos; confrontación dual; índice de Badalyan;  esporulación 
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INTRODUCCIÓN 

Las plantas son organismos que no se encuentran 
aislados de su entorno, de tal manera, que 
interactúan con otros organismos de los cuales 
pueden beneficiarse o verse perjudicadas; entre 
los cuales están los  microorganismos  endófitos[1, 
2].  

El término endófito se refiere a todo 
microorganismo que reside dentro de los tejidos 
internos de las plantas sin causar síntomas de 
enfermedad o sin manifestar efectos negativos 
inmediatamente [1, 3]. Se ha observado que los 
microorganismos endófitos afectan la fisiología y 
ecología de sus plantas hospederas en múltiples 
formas, confiriendo a éstas resistencia a 
patógenos, herbivoría, sequía, inundaciones, 
temperaturas extremas y aumentando la 
producción de biomasa [4]. 

Las interacciones entre los hongos tienen la 
capacidad de determinar los patrones de 
crecimiento y velocidad a la que pueden 
desarrollarse, afectando también la composición 
química y la producción de sus metabolitos 
secundarios. Estas interacciones normalmente son 
determinantes en el rol ecológico de los hongos y 
de la comunidad fúngica independientemente de la 
especie y sustrato en el que se encuentren. 
Normalmente las interacciones estudiadas son de 
tipo antagonista o competitiva, debido a que este 
tipo de interacciones tienden a llevar a estrés a los 
hongos, provocando la liberación de metabolitos 
secundarios que pueden ser utilizados para el 
control de patógenos [5, 6]. 

El frijol lima (Phaseolus lunatus) es una planta 
modelo en ecología, que es endémica de tierras 
bajas tropicales de México y Sudamérica, ha sido 
utilizada en estudios de defensa contra estrés 
biótico y abiótico[7-10], además se ha logrado  
aislar hongos endófiticos (HE) de las hojas de esta 
planta, los cuales podrían conferirle algunos de 
sus atributos  de resistencia [11, 12]. 

En el presente trabajo se analizaron las 
interacciones in vitro  entre los HE que se 
encuentran asociados con mayor frecuencia en las 
hojas de frijol lima (Phaseolus lunatus). Se 
realizaron confrontaciones en cajas Petri utilizando 
dos diferentes medios de cultivo (PDA y FL), 
donde el resultado de la interacción fue 
dependiente del medio de cultivo y de la identidad 

de los hongos confrontados. Además,  la mayoría 
de las interacciones fueron moderadas de acuerdo 
al índice de Badalyan. Finalmente, se evaluó la 
capacidad de esporulación de los endófitos en 
diferentes medios de cultivo para posteriormente 
establecer protocolos de inoculación in vivo con 
plantas de invernadero. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Los endófitos utilizados (cepas U027, U065 
(Cochliobolus lunatus), U066, U067 (Cochliobolus 
geniculatus), U081, U089, U090 (Fusarium sp.), 
UP2D1B2F (Cochliobolus verruculosus) y 
UP2D1C2E) fueron aislados de hojas sanas de 
plantas de frijol lima, crecidas en su ambiente 
natural (costa del Pacífico, México, 15°15´31.80” N 
y 97°094.68”´E) colecta Julio del 2012. Los hongos 
fueron inoculados en cajas Petri con medio agar 
dextrosa papa (PDA) (Difco) con un circulo de 0.5 
cm de diámetro de un cultivo puro [13]. Se  midió 
el radio diariamente para determinar la velocidad 
de crecimiento de cada uno de las cepas para la 
planeación de las confrontaciones. 

Confrontaciones in vitro. 

En cajas petri (9 cm) con medio PDA o medio frijol 
lima (FL) se colocó un circulo de 0.5 cm de 
diametro de los cultivos puros de las cepas a 
confrontar, manteniendo una distancia entre los 
dos hongos de 4 cm entre ellos. Cada 
combinación de hongos fue repetida 5 veces con 
sus respectivos controles negativos para los dos 
medio de cultivo e inoculados con el hongo y un 
círculo de PDA a la misma distancia que en la 
confrontación. Todas las cajas Petri fueron 
incubadas a 28°C en la oscuridad. El crecimiento 
radial fue registrado diariamente midiendo el 
diámetro de cada colonia. 

Las asociaciones se clasificaron de acuerdo al 
índice de Badalyan [14]. El índice de interacción 
entre los HE se calculó para cada especie de 
acuerdo a 3 tipos (A, B y C) y cuatro subtipos 
(CA1, CA2, CB1 y CB2), donde A equivale a la 
formación de un cordón miceliar entre los dos 
organismos; B, el cordón miceliar se forma a una 
cierta distancia, sin contacto entre los 
microorganismos; C, no existe cordón miceliar y un 
microorganismo reemplaza toda la superficie de la 
placa; CA1, existe un cordón miceliar y se produce 
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un reemplazo parcial de la superficie de la placa; 
CA2 existe también un cordón miceliar y la placa 
es reemplazada totalmente por uno de los 
microorganismos; CB1, inicialmente no hay 
contacto entre los microorganismos y se produce 
una reemplazo parcial de la placa y CB2, el 
reemplazo de la placa es total.  Se asignaron 
valores para A=1; B=2, C=3; CA1=3.5; CA2=4.5; 
CB1=4 y CB2=5, utilizando la fórmula: 

Ecuación 1 Índice de interacción 

     

N es la frecuencia de cada tipo y subtipo de 
interacción; I el valor de la interacción. 
Clasificándose de acuerdo a la sumatoria en 
interacciones débiles, moderadas o activas [3, 13-
15]. 

Capacidad de esporulación. 

Los hongos seleccionados fueron transferidos al 
centro de cada caja Petri en discos de 0.7 cm, en 
diferentes medios de cultivo (PDA, FL, AEM, V8 y 
agar maíz) y fueron incubados a 28°C en la 
oscuridad [16]. 

La capacidad de esporulación se evaluó después 
de 15 días vertiendo 5 ml de solución de Tween al 
0.1% en cada una de las cajas y raspando el 
micelio con la espátula de triángulo, se recuperó  
la suspensión  de esporas en un tubo Falcon de 15 
ml. Se vertieron10 μl de la suspensión de esporas 
en un portaobjetos, dejándolo secar para después 
teñir las esporas con azul de lactofenol. La 
presencia de esporas se observó en un 
microscopio Leica DM750 con el objetivo de en 
cada una de las muestras.  

Se cuantificó la cantidad de esporas producida por 
caja para los hongos que esporularon. Se realizó 
por triplicado el conteo de las esporas en una 
cámara de Neubauer (hematocitómetro) y obtuvo 
el promedio [12].  Se realizó un ANOVA con una 
prueba de Fisher LSD con un n=3 y una confianza 
de 95% para cada uno de los HE para comparar la 
producción de esporas  en cada uno de los medios 
probados (Tabla 2). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se observó que la velocidad de crecimiento de las 
9 cepas en medio PDA fue diferente  y se 
agrupaban en 4 grupos (Figura 1), por lo cual las 
confrontaciones se hicieron desfasadas, es decir, 
algunos hongos en la misma confrontación se 
inocularon simultáneamente y otros hasta cuatro 
días después uno del otro. 
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Figura 1 Cinética de crecimiento de los HE utilizados. 
 
 
En las 36 confrontaciones realizadas (al confrontar 
las 9 cepas entre ellas), la mayoría de los HE 
presentaron morfologías y comportamientos 
diferentes dependiendo del medio de cultivo y de 
la identidad del hongo con el que interactuaban 
(Figura 2). Estos cambios pueden deberse a los 
nutrientes presentes en el medio en el que crecen 
y a la disponibilidad de espacio [17]. Por ejemplo,  
los hongos U065 (Figura 2 a y b), U081 (Figura 2 c 
y d) y U067 (Figura 2 e y f) cambian su morfotipos  
cuando se confrontan con diferentes hongos. El 
comportamiento de los HE en el medio de FL, 
puede ser más parecido al que naturalmente 
presentan estos microorganismos en su planta 
hospedera, debido a que simula las condiciones 
químicas de la cual fueron aislados.  

Además, se observó que la producción de 
metabolitos secundarios por algunos de los 
hongos dependía de la confrontación, por ejemplo 
el hongo U067 en presencia del U090  se observa 
la liberación de metabolitos al medio color café 
(Figura 2 e), sin embargo en el medio de FL esto 
no se observa (Figura 2 f). Estos resultados 
concuerdan con lo encontrado por Yuen et al.[6] y 
Fryar et al.[5], donde observaron que la mayoría 
de los hongos producían metabolitos secundarios 
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al estar en confrontación con otros HE. La 
producción de metabolitos secundarios se ha 
relacionado con la capacidad que tiene los hongos 
endófitos  de inhibir la infección de patógenos en 
las plantas [18]. 

 

b)a)

f)

c) d)

e)

 
Figura 2 Comportamiento de los HE en PDA (a, c y e) y FL (b, d y 
f). En las imágenes se observan las interacciones entre los 
hongos a y b, U065 (izq) y U081 (der.); c y d, U067 (izq) y U081 
(der.); e y f, U067 (izq) y U090 (der.). 
 
En las interacciones de acuerdo al índice de 
Badalyan, 8 de los 9 HE se comportan de igual 
manera en medio PDA y medio FL (Tabla 1), en 
las interacciones había contacto entre los dos 
hongos, sin embargo se mantenía aún una 
delimitación entre ellos. En base al índice de 
interacción (Ii) se dividieron en tres grupos: activa 
(Ii>15), moderada (Ii=15-10) y débil (Ii>10) [14]. En 
medio PDA el hongo U027 y 089 presentaron un 
índice de Badalyan moderado (Figura 3a y c), 
mientras que en medio FL el hongo U089 
presentaban una interacción débil (Figura 3b) 
debido  que el cordón miceliar se formaba a cierta 
distancia o no había contacto entre los dos 
hongos. 

Figura 3 Interacciones de los HE U090, U027 y U089 en PDA (a y 
c) y en FL U089 y U067 FL (b). En las imágenes se observa la 
zona de interacción entre los HE. 
 
 
Tabla 1: Tipo de interacción para los HE de acuerdo al índice de 
Badalyan. 

Iia: índice de interacción; Tib: tipo de interacción. 

 

Se determinó la capacidad de esporulación para 
cada uno de los HE seleccionados en diferentes 
medios de cultivo que han sido utilizados para 
inducir la producción de esporas (PDA,  FL, AEM, 
agar maíz y V8). Todos los hongos utilizados 
esporularon en PDA, FL, agar maíz y V8, mientras 
que U089, U090 y UP2D1C2E, solo  esporularon 
en medio AEM. Se encontraron algunas 
diferencias en la cantidad de esporas producidas 
que dependían del medio (Tabla 2), además, la 
capacidad de esporulación de los HE fue mayor en 
los medios de PDA y V8. También se observó que 
los hongos U027 y U081 no produjeron esporas en 
ninguno de los 5 medios probados.  
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Tabla 2 Capacidad de esporulación de cada hongo en diferentes 
medios de cultivo.  
 

 
Los valores representan la media ± ES (n=3) de la cantidad de 
esporas. Diferentes letras representan diferencias significativas en la 
esporulación entre los medio de cultivo, ANOVA, Fisher LSD, 
p<0.05. 

CONCLUSIONES 

Es importante la selección del medio de cultivo 
para evaluar las interacciones, debido a que la 
composición química afecta el crecimiento y el 
comportamiento de los hongos endofíticos. 

La mayoría de las confrontaciones in vitro 
mostraron interacciones moderadas de acuerdo al 
índice de Badalyan. 

En el medio PDA y V8 la mayoría de los hongos 
tuvieron una mayor esporulación con respecto a 
los otros 3 medios probados. 
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