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Evaluación de microorganismos con potencial de promoción de 

crecimiento vegetal y biocontrol de Spongospora subterranea 

Evaluation of microorganisms with potential  for plant  growth  

promotion and biological control of Spongospora subterranea

Juliana Soler Arango*, Elizabeth Gilchrist Ramelli**, Juan Carlos Pérez Naranjo***

Resumen

La sarna polvosa de la papa es causada por el patógeno Spongospora subterranea, que disminuye la calidad y producción 
de tubérculos y facilita la entrada de otros patógenos. Esta enfermedad afecta las principales zonas productoras del mundo, 
debido a la falta de tratamientos efectivos contra el patógeno y al comercio de tubérculos-semilla infectados. Algunas inves-
tigaciones indican que los agentes biocontroladores podrían contribuir a reducir la actividad de S. subterranea a través de 
efectos sobre la viabilidad de sus quistosoros o mediante efectos estimulantes del crecimiento de la planta. En este estudio 
se emplearon bacterias aisladas del interior de raíz, rizósfera y superficie de tubérculos de un cultivo de papa (Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro) y seleccionadas por su capacidad para producir indoles totales y quitinasas. En estudios 
paralelos se determinó su capacidad para promover la velocidad de germinación en brotes de tubérculos o para controlar 
S. subterranea en raíces y promover el crecimiento vegetal de plántulas en invernadero. La mayoria de los aislamientos 
evaluados incrementraron la longitud de brotes de tubérculos en el laboratorio. En el invernadero, en suelo no estéril y en 
presencia del patógeno, se encontró que 2 de los 10 aislamientos seleccionados por su capacidad para producir indoles 
totales y quitinasas, presentaron promoción de crecimiento vegetal y posible biocontrol del patógeno. Estos resultados 
sugieren un gran potencial para la selección de microorganismos biocontroladores y desarrollo de bioproductos a partir 
de recursos microbiológicos locales.

Palabras clave: sarna polvosa de la papa, indoles totales, quitinasas, control biológico.

Abstract

The powdery scab of potato is caused by the pathogen Spongospora subterranea which reduces the quality and yield of 
tubers and facilitates the establishment of other pathogens. This disease affects main potato production zones in the world, 
because there is not a completely effective and available control method against the disease, and due to the trading of in-
fested seed tubers. Some research suggests that biological control agents could reduce the activity of S. subterranea through 
effects on the viability of their cystosoris or zoospores or by stimulating plant growth. In this research, bacteria previously 
isolated, from inside the roots, the rhizosphere and tuber peel of potato plants (Solanum tuberosum var. Diacol Capiro), 
were used, and then selected according to their capacity for producing total indoles and chitinases. Here was tested in 
parallel studies the capacity of nine bacterial isolates differing in total indole and chitinase production, for its capacity at 
increasing tuber sprout length and in promoting plant growth and biocontrol of S. subterranea. Inoculated in excised mi-
nitubers in laboratory most indole producing isolates tested resulted in increased tuber sprout length. In the greenhouse 
assay, in non-sterile soil and under a high pathogen pressure, two of the ten isolates selected because for their ability to 
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Introducción

La sarna polvosa de la papa es causada por el pató-
geno Spongospora subterranea f. sp. subterranea, que 
depende de la presencia de raíces y tubérculos de 
papa para completar su ciclo de vida (Harrison et al., 
1997; van de Graaf et al., 2007). El patógeno  disminu-
ye la calidad y producción de los tubérculos hasta en 
un 40% (Merz y Falloon 2009; Gilchrist et al., 2009, 
2011), facilita la entrada de otros patógenos (Karling 
1942; Montero-Astúa y Vasquéz 2008; Falloon 2008) 
y afecta su calidad cosmética (Merz y Falloon 2009). 
Actualmente, esta enfermedad afecta las principales 
zonas productoras de papa del mundo, debido a la 
falta de tratamientos efectivos contra este patógeno 
y al comercio de tubérculos-semilla infectados (Harri-
son et al., 1997; Merz 2008), alarmando tanto a pro-
ductores como a investigadores. S. subterranea forma 
estructuras de resistencia llamadas quistosoros, que 
pueden permanecer latentes en el suelo durante años 
hasta encontrar condiciones adecuadas (Harrison et 
al., 1997; Merz et al., 2005; Qu y Christ 2006; Merz 
y Falloon 2009). Algunas investigaciones indican que 
los agentes de control biológico reducirían la actividad 
de S. subterranea, posiblemente a través de efectos so-
bre la viabilidad de los quistosoros y las zoosporas  o 
mediante efectos estimulantes en el crecimiento de la 
planta (Nielsen y Larsen 2004; Hoyos et al., 2008; Res-
trepo et al., 2009). Sin embargo, la eficacia del control 
biológico de la sarna polvosa en el campo aún no se 
ha demostrado (Merz y Falloon 2009). Los métodos 
de biocontrol pueden presentarse por interacciones 
directas entre el patógeno y los agentes biocontro-
ladores, como por la síntesis de enzimas líticas tales 
como las quitinasas, o puede presentarse estimulación 
del crecimiento vegetal por interacción entre los agen-
tes y la planta, como en el caso de la producción de 
fitohormonas. Ambos casos resultan en efectos positi-
vos en el crecimiento y desarrollo vegetal (Jollè y Muz-
zarelli 1999; Benítez et al., 2004; Gohel et al., 2006; 
Bhattacharya et al., 2007; Paul  2007). Los organismos 
quitinolíticos son capaces de degradar la quitina por 
producción de enzimas de tipo quitinasas. Las quiti-

nasas están involucradas en el control biológico de 
patógenos como hongos e insectos, debido a que son 
capaces de degradar estructuras vitales como la mem-
brana de insectos y la pared celular de hongos o de 
liberar compuestos que desencadenan respuestas de 
defensa (Jollè y Muzzarelli 1999; Singh et al., 1999; 
Compant et al., 2005; Gohel et al., 2006; Bhattacharya 
et al., 2007); en este caso de estudio se espera que las 
quitinasas degraden la quitina presente en las estructu-
ras de resistencia de S. subterranea (Down et al., 2002). 
Por otra parte, el ácido 3-indol acético (AIA) es un in-
dol producido por algunas bacterias que promueve el 
desarrollo de raíces, estimula el crecimiento vegetal, 
es responsable de la división, expansión y diferencia-
ción de las células y tejidos de las plantas y estimula la 
germinación de semillas (Koshiba y Matsuyama 1993; 
Tsavkelova et al., 2006; Martínez-Viveros et al., 2010).  

En estudios anteriores (Soler, 2012) se aislaron mi-
croorganismos del interior de la raíz, la rizósfera, la 
superficie de tubérculos o del suelo de un cultivo de 
papa (Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro), 
encontrando microorganismos con una producción 
diferencial de indoles o quitinasas según el sitio de 
aislamiento de éstos. Los microorganismos del interior 
de la raíz presentaron la mayor producción de indoles 
totales y quitinasas, comparados con los aislados de 
tubérculos y suelo. Debido a que los aislamientos con 
potencial biocontrolador se pueden seleccionar preli-
minarmente según su actividad productora de indoles 
o quitinasas, esta investigación tuvo como objetivo 
incluir nueve aislamientos bacterianos productores 
de indoles totales en un experimento para evaluar el 
posible efecto en la velocidad de germinación de tu-
bérculos de papa Solanum tuberosum variedad Diacol 
Capiro. En un estudio paralelo se realizó un experi-
mento en invernadero con plántulas de papa Diacol 
Capiro sembradas en suelo no estéril e infestado natu-
ralmente con el patógeno e inoculadas con bacterias 
productoras de indoles totales y quitinasas, para deter-
minar el potencial biocontrolador de dichas bacterias 
sobre Spongospora subterranea y para promover el 
crecimiento vegetal.

produce total indoles and chitinases, showed plant growth promotion and possible biocontrol of the pathogen. These 
results suggest a great potential for the selection of biocontrol microorganisms and the development of new bioproducts 
from local microbial resources.

Key words: powdery scab of potato, total indole, chitinases, biological control, PGPR. 
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40 y 50 ug/mL de AIA diluido en etanol en una con-
centración 1 M. Se repitió el procedimiento a cada 
muestra para verificar los resultados.  

Para evaluar la producción de quitinasas los aislamien-
tos bacterianos se sembraron en un medio preparado 
con quitina como única fuente de carbono. La pro-
ducción de quitinasas se evaluó de forma cuantitati-
va registrando el tamaño del halo de hidrólisis de la 
quitina de cada colonia diariamente por 10 días. El 
medio con quitina como única fuente de carbono se 
preparó modificando los métodos de Atlas (2005) y 
Cattelan (1999): 20.0 g/L de agar, 4.0 g/L de quitina 
coloidal, 0.7 g/L de K2HPO4, 0.5g/L de MgSO4·7H2O, 
0.3 g/L de KH2PO4, 0.01 g/l de FeSO4·7H2O, 1.26 g/l 
de MnSO4, 0.001g/l de ZnSO4·7H2O; el pH se ajustó 
a 8.0 ± 0.2. La quitina se preparó por digestión de ho-
juelas de quitina en HCl durante 24 horas y realizando 
un lavado diario con agua destilada durante tres días 
para retirar los residuos del ácido. 

Efecto de la inoculación de aislamientos bacterianos 
en la velocidad de germinación de tubérculos de papa

Se seleccionaron bacterias, aisladas del interior de 
la raíz, la rizósfera y la superficie de los tubérculos, 
productoras de diferentes concentraciones de indoles 
totales/ml, para determinar su efecto promotor o de-
letéreo en el crecimiento vegetal. Se usó este criterio 
debido a que la literatura indica que microorganismos 
productores de altas concentraciones de AIA pueden 
ser deletéreas para el crecimiento de la planta (Sarwar 
y Kremer 1995; Barazani y Friedman 1999), sin embar-
go no está definido que concentración de AIA puede 
llegar a ser deletérea para plantas de papa. 

Para el incremento del inóculo se utilizó los medios 
descritos anteriormente para el aislamiento de cada 
microorganismo, agar nutritivo (AN), papa glucosa 
agar (PGA) o agar extracto de raíz (ER). Se inocularon 
en el respectivo medio de cultivo 25µl de la suspen-
sión de microorganismos almacenados en solución sa-
lina a una concentración de 0.85%. A las 48 horas el 
inóculo se preparó agregando 3 ml de solución salina 
0.85% sobre el cultivo,  realizando un raspado de las 
unidades formadoras de colonia (UFC) y la suspensión 
recuperada se disolvió en 100 ml de solución salina 
0.85%. Se tomó una muestra de 1 ml para estimar me-
diante conteos en microscopio el número de células 
inoculadas por ml.

Se cortaron fragmentos de aproximadamente 3.5 g de 
tubérculo de papa que incluían un brote, se sumergie-
ron durante 30 min en 100 ml de la suspensión del 
inóculo bacteriano. Los fragmentos del control se su-

Metodología

Aislamiento previo de los microorganismos 

Para la preparación de los medios y el aislamiento de 
los microorganismos, se muestrearon nueve plantas al 
azar de un cultivo de papa Solanum tuberosum varie-
dad Diacol Capiro, sembrado en un suelo tipo Andisol, 
en la vereda la Madera del municipio de la Unión en 
el departamento de Antioquia, Colombia, de las que 
se tomaron raíces (raíz principal y raíces finas), suelo 
adherido a las raíces (suelo rizosférico), suelo y tubér-
culos. Las plantas muestreadas estaban en floración, 
estadío principal 6 (Meier 2001) y las muestras se al-
macenaron a 4 °C hasta su procesamiento posterior. 
Para aislar microorganismos se prepararon cuatro tipos 
de medios de cultivo: agar nutritivo al 50% (AN); papa 
glucosa agar (PGA) y agar extracto de raíz a dos con-
centraciones diferentes (ER1 y ER2). El PGA se preparó 
modificando el protocolo de Johnson  et al., (1959), se  
hirvieron 200g de papa Diacol Capiro (con cáscara y 
cortada en cuadrados pequeños) en 1000 ml de agua 
destilada por 10 minutos, se filtró y se llevó a 1 l con 
agua destilada, se añadieron 20g de agar y 20g de glu-
cosa. El agar extracto de raíz se preparó esterilizando 
15g agar, 1g sacarosa comercial y 0.5g de K2HPO4 en 
990 ml de agua destilada. Luego se agregaron 10 ml 
de extracto estéril de raíces con concentraciones de 1 
o 10 g/l (ER1 y ER2, respectivamente).  Para preparar 
el extracto de raíz se esterilizó previamente la superfi-
cie de la raíz por inmersiones sucesivas de 30 seg en 
etanol (70%), agua destilada estéril, 3 min en hipoclo-
rito de sodio al 5% y agua destilada estéril. Luego se 
pesaron 1 ó 10g de raíces desinfectadas, se licuaron 
en 100 ml de agua estéril y se esterilizaron  a través de 
un filtro de 0.2µm previamente autoclavado. En cada 
medio se aislaron microorganismos del interior de raíz, 
suelo rizosférico, suelo y superficie de tubérculos.  

A los aislamientos bacterianos se les determinó la ca-
pacidad de producción de indoles totales. Los aisla-
mientos se sembraron en medio TSA (agar tripticasa 
de soya) por 24 horas a 30 °C con el fin de obtener co-
lonias individuales. Se seleccionaron  tres colonias de 
cada aislamiento y se transfirieron a un tubo con medio 
TSB suplementado con 500 ug/mL de L-triptofano y se 
incubaron en agitación constante (150 rpm, 48 horas, 
30 °C). Luego se centrifugaron a 4500 rpm por 15 mi-
nutos. A 1 mL del sobrenadante se adicionaron 4 mL 
de solución de Salkowsky (150 mL de H2SO4 al 99%,  
250 mL de agua destilada y 7.5 mL de FeCl3*6H2O 0.5 
M), se agitó hasta obtener una suspensión homogénea 
y se midió absorbancia en un espectrofotómetro a 530 
nm. La concentración de indoles totales se determinó 
con una curva de referencia preparada con 10, 20, 30, 
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y 53 µm. Del tamizado resultante se tomó 0.1 g, se 
suspendió agregando agua corriente hasta 10 ml con 
agua de red y se agitó fuertemente; inmediatamente, 
50 µl de esta suspensión se montaron en una cámara 
de Neubauer para contar los quistosoros utilizando un 
microscopio óptico. El resultado del conteo se expresó 
como quistosoros por gramo de suelo. En total se rea-
lizaron cinco conteos y se determinó el error estándar. 
Los quistosoros fueron reconocidos por su forma esfé-
rica irregular, por su estructura porosa y por su color 
ocre oscuro (Beltrán et al., 2009). 

Se utilizó suelo derivado de cenizas volcánicas clasi-
ficado como Andisol. Las plantas fueron regadas dos 
veces por semana y cada maceta se fertilizó aplicando 
una vez por semana 40 ml de una solución preparada 
agregando a un litro de agua 1 gramo de un fertilizan-
te foliar comercial (2% N-NO3, 5% N-NH4, 28% P2O5, 
18% K2O, 2% MgO, 2% S-SO4, 0.2% B, 0.26 Cu, 0.2% 
Fe, 0,3% Mn, 0.3% Zn).  

Se realizó un muestreo destructivo un mes después de 
la inoculación y se determinó el peso fresco foliar y de 
raíz, y el llenado de tubérculos al pesar los tubérculos 
en formación de cada tratamiento. Los datos fueron 
analizados por ANOVA después de probar los supues-
tos de normalidad y homocedasticidad, seguido por 
una prueba de Dunnett para comparar el promedio de 
cada variable con el tratamiento testigo.

Colonización de raíces y rizósfera por bacterias 
biocontroladoras

Para evaluar el establecimiento de los microorganis-
mos inoculados, se determinó la colonización de raí-
ces o rizósfera de los tratamientos más promisorios 
en la prueba de estimulación de crecimiento. Los mi-
croorganismos se re-aislaron de 4 plantas tomadas al 
azar inoculadas y del control. Para el suelo rizosférico 
se transfirió 1 g a un tubo con 9 ml de agua estéril, 
se mezcló y se transfirieron 100 µl a un tubo con 9.9 
ml de agua estéril. Para aislar los microorganismos de 
la raíz se removió el suelo adherido y se lavaron con 
agua corriente, se pesaron 3 g y se esterilizaron por 
inmersión en etanol al 70 % por 30 seg, luego en hi-
poclorito de sodio al 3-5 % por 3 min y finalmente se 
realizaron lavados sucesivos con agua destilada estéril 
y un secado en papel toalla estéril; se maceraron las 
raíces en 3 ml de agua destilada estéril y se transfirió 
1 ml del macerado a un tubo con 9 ml de agua estéril. 
Finalmente se transfirieron 20 µl de las diluciones a ca-
jas de Petri con los medios de cultivo correspondiente 
a cada aislamiento y se distribuyeron uniformemente 
con asa de Digralsky. La incubación se realizó a tem-
peratura ambiente y en oscuridad y se revisó el cre-

mergieron en solución salina 0.85% durante el mismo 
tiempo (testigo absoluto). Cada fragmento constituyó 
una repetición y se realizaron 8 repeticiones por aisla-
miento. Luego de la inoculación los fragmentos se al-
macenaron protegidos de la luz con papel absorbente 
y a temperatura ambiente.

Al inocular los fragmentos de tubérculo se midió la 
longitud inicial de los brotes, procedimiento que se 
repitió los días 3, 5 y 8, para determinar el porcentaje 
de incremento en su longitud. 

Incremento de longitud 
del tubérculo (%)

El efecto de la inoculación se estimó mediante un aná-
lisis de medidas repetidas y se realizó una prueba de 
Dunnett  para comparar los promedios de cada tra-
tamiento con el del testigo absoluto. Para los aná-
lisis se empleó una versión de prueba del software 
Statistic 10.0.

Promoción de crecimiento y biocontrol del patógeno 
Spongospora subterranea

Se seleccionaron 10 aislamientos bacterianos aislados 
del interior de raíces y de suelo de la rizósfera, entre 
las que se encontraban  productoras de indoles tota-
les y/o quitinasas. El incremento del inóculo se realizó 
igual que en experimento de evaluación de incremen-
to en la velocidad de germinación. Se tomó una mues-
tra de 1 ml para realizar conteo de células inoculadas 
por ml.

Para obtener plántulas bajo condiciones de inverna-
dero, se desarrolló un experimento en el Centro de 
Investigación y Desarrollo Tecnológico Paysandú, 
Universidad Nacional de Colombia, sede Medellín, lo-
calizado en el corregimiento de Santa Elena-Medellín 
(Antioquia), a una altitud de 2550 msnm.  Se sembra-
ron tubérculos tallados que crecieron durante 15 días 
en arena previamente tratada con agua hirviendo. Lue-
go se separaron las plántulas de cada brote con sus 
raíces para ser inoculadas, para lo cual las raíces de 
cada planta se sumergieron en 200 ml del inóculo por 
30 minutos; las raíces del control (testigo absoluto) se 
sumergieron en 200 ml de solución salina 0.85% du-
rante el mismo tiempo. Posteriormente se sembraron 
10 plantas por cada aislamiento en materas con 600 
g de suelo naturalmente infectado con Spongospora 
subterranea en condiciones de invernadero. 

La cantidad de inóculo de S. subterranea se estimó en 
100 g de suelo secado durante 48 horas a 25 ± 3 °C y 
tamizado sucesivamente en tres tamices de 600, 150 

�

�

�

( )Longitud final Longitud inicial

Longitud inicial
100
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cimiento diariamente para identificar los aislamientos 
según sus características morfológicas (forma, color, 
textura y elevación) y registrar el número colonias for-
madas.

Biocontrol del patógeno Spongospora subterranea

Para determinar si se presentó infección por Spon-
gospora subterranea en las plantas inoculadas con los 
aislamientos mas promisorios, las raíces de las plantas 
muestreadas se lavaron con agua de red, a muestras 
de raíces finas se les adicionó azul de tripano en lac-
tofenol al 0,1% durante 5 min y luego se lavaron con 
agua destilada, las raíces fueron examinadas usando 
un microscopio óptico en busca de quistosoros, plas-
modios o zoosporangios (formas del ciclo de vida del 
patógeno) (Harrison et al., 1997; Falloon et al., 2003). 
El colorante tiñe de azul todos los tejidos de la planta 
y las estructuras dentro de las células vegetales. Con 
esta técnica se espera que las estructuras de S. subte-
rranea se tiñan de un azul más intenso porque son más 
densas. Esta técnica no permite diferenciar entre las 
estructuras de S. subterranea con las de otros patóge-
nos o simbiontes de las raíces y ya que requiere mu-
cho tiempo solamente una parte del sistema radicular 
puede ser evaluada, por lo que esta técnica se utilizó 
solo para confirmar si se presentó infección y no para 
cuantificarla (van de Graaf et al., 2003).

La prueba serológica se realizó al suelo, a las plantas 
del control (sin inocular) y a las plantas inoculadas con 
las bacterias más promisorias para la estimulación de 
crecimiento y el biocontrol del patógeno. La prueba se 
basa en la técnica de inmunocromatografía de flujo la-
teral, utilizando anticuerpos monoclonales específicos 
para Spongospora subterranea f. sp. subterranea (Kit 
Sss-AgriStrip, BIOREBA®). Se siguieron las instrucciones 
del fabricante. Las muestras que contienen una alta 
concentración de patógenos generalmente producen 
tanto una línea de prueba fuerte como una línea de 
control fuerte, mientras que las pruebas con baja 
concentración de antígenos (patógenos) producen 
una línea de prueba más débil que la línea de control.  
Si solo aparece la línea de control, no existe ningún 
antígeno detectable presente en la muestra (BIOREBA, 
2012).

Resultados

Efecto de la inoculación de aislamientos bacterianos 
en la velocidad de germinación de tubérculos de papa

Se evaluaron aislamientos de bacterias con producción 
variable de indoles totales según su capacidad para in-
crementar la longitud de brotes de tubérculos de papa 
Diacol Capiro en tres tiempos diferentes. Se selecciona-
ron bacterias, aisladas del interior de la raíz, la rizósfera 
y la superficie de los tubérculos, productoras de diferen-
tes concentraciones de indoles totales/ml (tabla 1).

Tabla 1. Aislamientos seleccionados para la evaluación de efectos en la velocidad de germinación de tubérculos de papa, según su 
capacidad para producir indoles totales. 

Aislamientos 
Raíz 

Indoles μg/
ml

Aislamientos 
Rizosfera 

Indoles μg/ml
Aislamientos 

Tubérculo 
Indoles μg/ml

RA81 75,5 RI31 62,5 T93 61,2

RA80 29,2 RI69 38,6 T90 18,3

RA85 1,7 RI66 3,5 T70 1,7

Para el incremento del inóculo se utilizaron los mismos 
medios con los que se aislaron los microorganismos. 
Se estimó mediante conteos en microscopio el núme-
ro de células inoculadas por ml (tabla 2).

Los aislamientos RA81, RA85, RI66 y T93 presentaron 
un incremento significativo en la longitud del brote a 
partir del tercer día; el RA80 a partir del quinto día y el 

RI31 al octavo día de inoculación de los aislamientos 
(figura 1). No se presentó disminución en el número 
de brotes por efecto de la inoculación con las bacte-
rias RA81 y T93 productoras de 75.5 y 61.2 µg/ml de 
indoles totales, respectivamente. Para los aislamientos 
RA81, RA85, RI66 y T93 no se presentaron diferencias 
significativas según el día de evaluación. 
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Promoción de crecimiento y biocontrol del patógeno 
Spongospora subterranea

Se seleccionaron 10 aislamientos bacterianos aislados 
del interior de raíces y de suelo de la rizósfera, entre 
las que se encontraban productoras de indoles totales 
y/o  quitinasas (tabla 3). 

El incremento del inoculo se realizó igual que en ex-
perimento de evaluación de incremento en la veloci-
dad de germinación. Se estimó mediante conteos en 

microscopio el número de células inoculadas por ml 
(tabla4).

El peso fresco de raíces,  foliar y de tubérculos (g) y el 
incremento en la longitud foliar (%) se determinaron 
mediante un muestreo destructivo a las cuatro sema-
nas después de la siembra e inoculación. Para el peso 
fresco de raíz se encontró efecto significativo al ino-
cular el aislamiento RA81, y para el peso fresco foliar 
al inocular los aislamientos RA81 y RA37 (figura 2).

Tabla 2. Concentración del inoculo utilizado para la evaluación de efectos en la velocidad de germinación de tubérculos de papa.

Aislamiento 
Raíz

Medio de 
cultivo

células/
ml 

Aislamiento 
Rizósfera 

Medio de 
cultivo

células/
ml 

Aislamiento 
Tubérculo

Medio de 
cultivo

células/ml 

RA81 ER 9X106 RI31 PGA 2.5X108 T93 PGA 9.6X107 

RA80 ER 4.2X107 RI69 PGA 1.9X107 T90 PGA 3.2X107 

RA85 PGA 4.6X107 RI66 AN 2.5X107 T70 ER 2.3X107 

Figura 1. Incremento en la longitud del brote (%) de tubérculos de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro a los 3 ( ), 5  
( ) y 8 ( ) días después de la inoculación con aislamientos productores de indoles totales. Entre líneas discontinuas los aisla-
mientos separados según su origen. Las barras indican los intervalos de confianza del 95%. El asterisco indica diferencia significa-
tiva con respecto al control para cada tiempo de lectura (p<0.05).
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Tabla 4. Concentración del inóculo utilizado para la evaluación de microorganismos promisorios para la estimulación del 
crecimiento vegetal y el biocontrol de Spongospora subterranea, según su capacidad para producir indoles totales y quitinasas.

Aislamiento 
Raíz

Medio de 
cultivo

Células/
ml

Aislamiento 
Rizósfera

Medio de 
cultivo

Células/
ml

RA81 ER1 4.3×106 RI23 PGA 1.7×107

RA 37 AN 2.9×107 RI 66 AN 1.2×107

RA 85 PGA 1.3×107 RI 20 ER1 2×107

RA 33 ER2 7.6×106 RI 26 AN 7.6×106

RA 87 PGA 4×107 RI 31 PGA 8.3×107

Las plantas inoculadas con aislamiento RA37 presen-
taron mayor llenado de tubérculos, los otros trata-
mientos no presentaron diferencia significativa con el 
control (plantas sin inocular) (figura 3).

Para verificar el establecimiento de los microorganis-
mos inoculados se determinó la colonización de las 

Tabla 3. Aislamientos seleccionados para la evaluación de microorganismos promisorios para el biocontrol de Spongospora 
subterranea, según su capacidad de producción de indoles totales y/o quitinasas.

Ailamiento 
Raíz 

Indoles totales 
(μg/ml)

Halo de hidrólisis 
por quitinasas (cm) 

Aislamiento 
Rizósfera 

Indoles totales 
(μg/ml)

Halo de hidrólisis 
por quitinasas (cm) 

RA81 75,5 1 RI23 46,6 0

RA37 20,26 1 RI66 3,5 1

RA85 1,7 0 RI20 6,6 4,8

RA33 0 6,8 RI26 0 2,5

RA87 1,3 4,2 RI31 62 0

raíces de las plantas inoculadas con los aislamientos 
RA81, RA37, RA33 y RA87, y se determinó el estable-
cimiento de los aislamientos RI66 y RI26 en la rizós-
fera, según sus características morfológicas. Se pudo 
determinar que cada aislamiento se estableció en el 
interior de la raíz o en la rizósfera (tabla 6). 

Tabla 5. Colonización interna de raíces o rizósfera, determinada mediante conteo de número de colonias formadas en los mismos 
medios usados  durante el aislamiento.

Zona aislamiento Medio de cultivo Aislamientos Log 10(UFC/g)

Raíz

ER1 RA81 2.5±0.3

AN RA 37 2.8±0.4

ER2 RA 33 1.5±0.1

PGA RA 87 1.6±1.1

Rizósfera
AN RI66 1.2±0.2

AN RI 26 1.1±0.1

BIOTECNOLOGIA XIV-1 JUL 2012.indd   163 04/09/2012   23:03:50



164 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIV No. 1  Julio 2012  157-170

Para mirar la infección del patógeno en las plantas 
inoculadas con los aislamientos más promisorios, se 
realizó una tinción de raíces en cuatro plantas del con-
trol, del aislamiento RA81 y del RA37 para detectar 
estructuras relacionadas con Spongospora subterranea 
indicó la presencia de quistosoros y posibles zoospo-
rangios (figura 4).

La prueba serológica se realizó al suelo infectado con 
el patógeno donde fueron sembradas las plantas, a las 
raíces de las plantas del control (sin inocular) y a las 
plantas inoculadas con los aislamientos RA81 o RA37. 
En las raíces del control (plantas sin inocular y en pre-
sencia del patógeno) se presentó una línea de prueba 
tenue y una línea de control fuerte, mientras que en las 

Figura 2. Peso fresco de raíz (g) y foliar (g) de plántulas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro sin inocular (control)   
( ) e inoculadas con aislamientos del interior de la raíz ( ) y de la rizósfera ( ) productores de indoles totales y/o quitinasas, en 
un suelo infectado con Spongospora subterranea. Las barras indican los intervalos de confianza del 95%. El asterisco indica diferencia 
significativa con respecto al control (p<0.05). 
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Figura 3. Llenado de tubérculos (g) en plántulas de papa Solanum tuberosum variedad Diacol Capiro sin inocular (control) ( ) e 
inoculadas con aislamientos obtenidos del interior de la raíz ( ) y de la rizósfera ( ) productores de indoles totales y/o quitina-
sas, en un suelo infectado con Spongospora subterranea. Las barras indican los intervalos de confianza del 95%. El asterisco indica 
diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).

Figura 4. Infección por Spongospora subterranea en raíces de plantas de papa sin inocular con bacterias (control) (A, B y C), inocu-
ladas con la bacteria  RA81 (D, E y F) e inoculadas con la bacteria RA37 (G, H e I). Tinción con azul de tripano en lactofenol al 
0,1%. Se observan estructuras similares a quistosoros (A, D, F, H e I tomadas a un aumento de 40 X), posibles plasmodio o zoos-
porangios (B y E tomadas a 40 X y C tomada a 100 X) y células libres de patógeno (G tomada a 40 X).
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plantas inoculadas con los aislamientos RA81 o RA37 
solo se presentó la línea de control negativo (figura 5).

Discusión

Se determinó el incremento en la longitud de brotes 
de tubérculos de papa por efecto de la inoculación 
con bacterias productoras de diferentes concentracio-
nes de indoles totales. Al inocular brotes de tubérculos 
de papa con las bacterias aisladas del interior de la 
raíz se presentó un incremento en la longitud del brote 
con respecto al control (tubérculos sin inocular), mien-
tras que dos aislamientos de la rizósfera y solo uno 
de tubérculo presentaron incremento (figura 1). No se 
encontraron efectos deletéreos por altas concentra-
ciones de indoles totales, por el contrario los mayores 
incrementos en la longitud del brote se encontraron 
al inocular aislamientos productores de altas concen-
traciones de indoles totales. En cuatro de los seis ais-
lamientos que presentaron incremento en la longitud 
de los brotes, el efecto se detectó desde el tercer día y 
el incremento a través del tiempo no fue significativo.

Al llevar los microorganismos a condiciones de inver-
nadero e interactuar con la planta y el patógeno, se 
encontró que de los 10 aislamientos bacterianos se-
leccionados por su capacidad para producir indoles 
totales y quitinasas, solo dos aislamientos presentaron 
promoción de crecimiento vegetal, la aplicación del 
aislamiento RA81 indujo al incremento del peso fresco 
de la raíz y de la parte foliar de la planta, y la aplicación 

del aislamiento RA37 al aumento en el peso fresco foliar 
y a un mayor llenado de tubérculos (figuras 2 y 3). Am-
bos aislamientos presentaron una alta producción de 
indoles totales/ml y tienen producción media de quiti-
nasas (tabla 3), estos microorganismos fueron aislados 
del interior de las raíces de las plantas de papa. Otros 
aislamientos aunque presentaron alta producción de 
indoles o quitinasas no promovieron el crecimiento de 
la planta en presencia del patógeno. Ninguno de los 
aislamientos presentó alta producción simultánea de 
indoles y quitinasas, debido posiblemente al costo me-
tabólico que implica expresar ambas funciones al mis-
mo tiempo (Lang et al., 2009). Es posible que emplear 
microorganismos biocontroladores individualmente y 
en forma inundativa sea menos efectivo que emplear-
los en conjunto con base en actividades biocontrola-
doras complementarias. Adicionalmente este enfoque 
en la identificación y caracterización de mecanismos 
individuales no ha permitido entender la naturaleza 
multifactorial del control biológico y la complejidad 
de la interacción planta-microorganismo (Kim et al., 
2011). Se podrían emplear mezclas complementarias 
de microorganismos productores de actividades dife-
rentes, de tal manera que los efectos conjuntos de los 
microorganismos actúen sobre la planta y el patógeno.

La cantidad de quistosoros detectada al inicio del ex-
perimento en suelo, se considera como  un nivel de 
inóculo alto del patógeno, puesto que se ha estima-
do que con un inoculo mayor a 500 quistosoros/g de 
suelo es donde se presenta la mayor incidencia de la 

Figura 5. Prueba serológica para detectar la presencia del patógeno usando el Kit Sss-AgriStrip. A. Suelo infectado con S. subte-
rránea. B. Raíces del tratamiento control. C. Plantas inoculadas con el aislamiento RA81. D. Plantas inoculadas con el aislamiento 
RA37. Tanto la línea rosada de prueba (inferior) como la línea de control (superior) se tornan visibles con extractos positivos. 
Muestras negativas producen solo la línea rosada superior.
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enfermedad en raíces (Merz 1993). La detección de 
quistosoros a nivel microscópico y la línea intensa en 
la prueba serológica confirman la alta concentración 
del patógeno en el suelo, la línea tenue en las raíces 
de las plantas del control garantizan el proceso de in-
fección bajo las condiciones del experimento mientras 
que la ausencia de la doble línea en las raíces de las 
plantas tratadas con las bacterias RA81 y RA37 reflejan 
que éstas realizaron una función inhibitoria en el pro-
ceso de infección o mitigando la enfermedad.  

El papel del AIA en el crecimiento y protección de las 
plantas, así como el de la inoculación en ellas de mi-
croorganismos productores de AIA o sus precursores 
han sido suficientemente documentados, pero no exis-
te una estrategia bien definida para seleccionar y usar 
efectivamente estos microorganismos. Hernández et 
al., (2004) determinaron la actividad antagónica y la 
capacidad para producir AIA de las rizobacterias Pseu-
domonas fluorescens, Burkholderia sp. y Burkholderia 
cepacia, y encontraron estimulación del crecimiento 
del maíz con una producción entre 5.93 y 21.53 µg/
ml de AIA. Barazani y Friedman (1999) midieron los 
efectos fitotóxicos y promotores de crecimiento de 
fracciones se AIA separadas por cromatografía de capa 
fina en raíces de plántulas de lechuga, se asumió que 
el efecto inhibitorio por bacterias deletéreas (DRB) o 
promotor por rizobacterias (PGPR) fue mediado por 
auxinas, donde el promedio de la concentración de 
AIA producido por las DRB fue 4,7 veces más alto que 
el producido por las PGPR. Encontraron altos niveles 
de AIA (76,6 µM o 132 µg/ml de AIA) en cuatro DRB 
que suprimieron el crecimiento de las raíces y cuatro 
aislamientos de PGPR produjeron concentraciones 
más bajas de AIA (16,4 µM o 28,3 µg/ml de AIA), pero 
no encontraron relación entre la concentración de 
AIA y el efecto en las raíces para algunos aislamientos. 
En nuestro trabajo se encontraron aislamientos 
productores de altas concentraciones de indoles tota-indoles tota-
les en raíz y en la  rizósfera que no fueron deletéreas, 
por el contrario, el aislamiento con la mayor produc-
ción de indoles totales (75.5 µg/ml) fue el único que 
presentó promoción de crecimiento foliar y de raíces, 
sin embargo no se encontró ninguna relación entre la 
concentración de indoles totales producidos por las 
bacterias y la promoción de crecimiento de la planta.  
A la fecha no se ha reportado la concentración de AIA 
que pueda llegar a ser deletérea para plantas de papa 
Solanum tuberosum. Ya que la medición colorimétrica 
de la técnica de Salkowski no es específica solo para el 
AIA, sino también a la medición de otros indoles como 
el ácido indolpirúvico y la indolacetamida (Glickmann 
y Dessaux 1995), es dificil encontrar una relación entre 
las medidas indirectas de las actividades y la promo-

ción del crecimiento vegetal. Las pruebas de indoles 
totales y de halo de hidrólisis por quitinasas permiten 
tener una idea del contenido de estos compuestos y 
de su activiad en los microorganismos que se encuen-
tran dentro o cerca de las raíces de la planta de papa, 
lo que puede dilucidar nuevas ideas para su uso den-
tro de las estrategias de control de enfermedades y 
estimulación de crecimiento.

Mientras que la mayoría de los aislamientos presentó 
promoción en la longitud de los brotes del tubérculo, 
los aislamientos promisorios productores de indoles 
totales y quitinasas no presentaron efecto en la pro-
moción del crecimiento vegetal, lo que se puede de-
ber a la influencia del patógeno, a la interacción con 
la planta y/o a la competencia dentro de la planta con 
otros microorganismos nativos, ya que un aislamiento 
no actúa solo en un espacio vacío, tiene que coexistir 
con una gran diversidad de microorganismos que pue-
den contribuir o antagonizar al biocontrol. En plantas, 
poblaciones microbianas interactúan con el hospede-
ro que secreta metabolitos, sin embargo el efecto de la 
combinación de diversos organismos y sus diferentes 
metabolitos en la salud de la planta no se entiende en 
su totalidad y solo en pocos microorganismos produc-
tores de AIA in vitro se ha demostrado el impacto so-
bre la planta (Kim et al., 2011). Es necesario entender 
la distribución, la funcionalidad y las relaciones plan-
tas microorganismo, es así como Reiter et al., (2002) 
establecieron que la estructura de la comunidad de 
bacterias endófitas de papa, esta correlacionada con la 
ausencia o presencia de un fitopatógeno. Sería nece-
sario evaluar la producción de indoles totales y de qui-
tinasas por microorganismos aislados desde el interior 
de la raíz hasta el suelo en plantas de papa Solanum 
tuberosum variedad Diacol Capiro sin la presencia del 
patógeno Spongospora subterranea, para establecer la 
influencia de éste en las comunidades microbianas. 

Las dos bacterias promotoras de crecimiento vegetal 
encontradas en este trabajo son provenientes del inte-
rior de la raíz de plantas de papa. Sturz et al., (1999), 
sugieren que el funcionamiento de comunidades de 
bacterias endófitas contribuye a la resistencia de tu-
bérculos de papa (Solanum tuberosum) a patógenos 
como Fusarium sambucinum, Fusarium avenaceum, 
Fusarium oxysporum y Phytophthora infestans. Algunos 
estudios indican que el potencial de promoción del 
crecimiento es mayor en endófitos comparados con 
rizobacterias (Sessitsch et al., 2004), esta capacidad 
como agentes biocontroladores posiblemente se pue-
de atribuir a que las bacterias endófitas colonizan un 
nicho ecológico similar al que colonizan los patógenos 
por lo que se adaptan mejor que bacterias de la rizósfe-
ra ya que están en contacto directo con las células del 
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hospedero (Hallmann et al., 1997; Reiter et al., 2002; 
Sessitsch et al., 2004; Rosenblueth y Martínez-Romero 
2006; Khan y Doty 2009). En conjunto los resultados 
sugieren que en este estado de desarrollo inicial de la 
enfermedad causada por S. subterranea, los efectos de 
los biocontroladores sobre la planta podrían ser más 
relevantes que los efectos directos sobre el patógeno 
o sus estructuras de infección o de resistencia.

Se ha demostrado que el establecimiento de las pobla-
ciones bacterianas y la producción de los metabolitos 
son importantes para el éxito del control biológico de 
patógenos, es necesario un umbral de densidad po-
blacional de bacterias para tener una supresión de la 
enfermedad significativa y una pequeña disminución 
en el tamaño de la población podría reducir dramá-
ticamente los niveles de protección (Johnson 1994; 
Kim et al., 2011). En este estudio se encontró que to-
dos los aislamientos colonizaron el interior de la raíz 
y la rizósfera, pero no todos los aislamientos presen-
taron promoción del crecimiento vegetal. En general, 
las bacterias que más colonizaron fueron aisladas del 
interior de la raíz en comparación con las de la rizós-
fera (tabla 5), esto podría deberse a que el interior de 
la raíz provee un ambiente mucho más estable que 
la rizósfera, donde las bacterias sufren cambios fuer-
tes de pH, T y humedad (Hallmann et al., 1997). No 
se encontró ninguna relación entre la concentración 
del inoculo inicial (células/ml) y la colonización de las 
bacterias (tabla 4 y 5), ya que las bacterias que más 
colonizaron (RA81 y RA37) no fueron las que mayor 
concentración de inóculo recibieron. Se ha observa-
do que la producción de metabolitos secundarios in 
vitro en medios enriquecidos es inestable ya que en 
estos medios aparecen mutantes espontáneos, con 
mutaciones en los genes responsables de la produc-
ción de metabolitos secundarios que puede influenciar 
el metabolismo primario y secundario de la bacteria, 
estos mutantes presentan pérdidas en la capacidad de 
inhibición del patógeno y algunas actividades antimi-
crobianas (Duffy y Défago 2000; Chancey et al., 2002; 
Kim et al., 2011). La ocurrencia de mutantes en medios 
enriquecidos puede reducir la eficacia del controlador 
biológico o los mutantes pueden desplazar los aisla-
mientos nativos. Chancey et al., (2002) encontraron 
que los mutantes desplazan a los nativos en el medio 
enriquecido y en suelo estéril, pero no en la rizósfe-
ra donde tiene que competir con la microflora nativa. 
Mientras que Natsch  et al., (1994) encontraron que la 
supervivencia de los mutantes no difiere de la de los 
nativos en la rizósfera de varios suelos. Duffy y Défa-
go (2000) encontraron que la eficiencia del inoculo 
biocontrolador fue reducido por la contaminación de 
mutantes durante la producción del inoculo en me-

dios enriquecidos y que la aparición de estos mutan-
tes se puede disminuir si se utilizan medios con bajas 
concentraciones de nutrientes, que reflejan mejor las 
condiciones naturales del entorno donde se aíslan los 
microorganismos, donde los nutrientes son a menudo 
limitados. Es posible que al intentar aumentar el inocu-
lo para las pruebas en invernadero se hayan generado 
mutantes espontáneos y se haya perdido la capacidad 
de producción de indoles totales o de quitinasas y se 
pudo presentar un desplazamiento de las comunida-
des nativas productoras de la actividad. El aislamiento 
RA81 presentó la mayor colonización de las raíces, 
presentó promoción de crecimiento vegetal y es un 
posible biocontrolador del patógeno Spongospora 
subterranea, esta bacteria fue aislada e incrementada 
en condiciones pobres de nutrientes, en un medio con 
extractos de la raíz de la papa, es posible que este me-
dio de cultivo haya limitado la aparición de mutantes 
deficientes en la producción de ambas actividades, es 
necesario estudiar más a fondo la producción de estos 
metabolitos y el posterior establecimiento y actividad 
de los aislamientos en la planta.

Conclusiones

Se encontraron dos bacterias promotoras de creci-
miento vegetal que posiblemente permitan mitigar los 
efectos de la enfermedad causada por el patógeno 
Spongospora subterranea, las cuales fueron aisladas del 
interior de la raíz de una planta de papa Solanum tube-
rosum variedad Diacol Capiro y seleccionadas por su 
capacidad de producción de indoles totales y de quiti-
nasas.  El aislamiento RA81 incrementó el peso foliar y 
de raíces de las plantas inoculadas con éste, mientras 
que el RA37 presentó un aumento en la formación de 
tubérculos que podría resultar en una mayor produc-
ción respecto a las plantas infectadas con el patógeno 
y sin inocular con estos aislamientos. La prueba se-
rológica de raíces tratadas con ambas bacterias y en 
presencia del patógeno fue negativa. Es necesario eva-
luar estos aislamientos en condiciones de campo y su 
especificidad en cuanto al patosistema Spongospora 
subterranea - papa. 
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