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Resumen
Se evaluó el efecto antagónico de las bacterias en-
dófitas aisladas de porciones de hojas, tallos y raíces 
de plantas de arroz completamente sanas, contra la 
bacteria patogénica Burkholderia glumae (Kurita & Ta-
bei, 1967), agente causal de la enfermedad del añublo 
bacterial de la panícula. Se obtuvieron 24 aislamientos 
en total de bacterias endófitas que fueron evaluadas 
mediante la técnica de enfrentamiento de cultivos dua-
les, en condiciones de laboratorio, posteriormente se 
realizaron las inoculaciones de la solución bacteriana 
en condiciones de campo para evaluar el efecto anta-
gónico. Los resultados obtenidos indican que sólo dos 
cepas bacterianas presentaron actividad antagónica 
contra B. glumae las cuales fueron identificadas me-
diante caracterización bioquímica, de los bioensayos 
realizados a nivel de laboratorio y en campo. Por tan-
to, hubo una mejor expresión de las bacterias antagó-
nicas bajo condiciones controladas en el laboratorio 
comparado con los ensayos realizados en campo.

Palabras clave: añublo bacterial, bacterias endófi-
tas, bioensayos, biopelículas.

Abstract
The antagonistic effect of the bacteria endófitas 
isolated from portions of leaves, stems and roots 
of completely healthy rice plants, against the bac-
terium pathogenic Burkholderia glumae (Kurita & 
Tabei, 1967), causal agent of the disease of blight 
bacterial panicle it was evaluated. 24 isolates in 
total of endófitas bacteria that were evaluated by 
the technique of confrontation of dual cultures they 
were obtained, under laboratory conditions, then 
the inoculations of the bacterial solution were ca-
rried out in conditions of field to evaluate the anta-
gonistic effect. The results obtained indicate that 
only two bacterial strains showed antagonistic ac-
tivity against B. glumae which were identified by 
biochemical characterization of the bioassays per-
formed at the laboratory and field level. Therefore, 
there was a better expression of antagonistic bac-
teria under controlled conditions in the laboratory 
compared to field trials.

Key-words: blast bacterial, endófitas bacteria, 
bioassays, biofilms.
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Resumo
O efeito antagônico das bactérias endofíticas isola-
das de porções de folhas, hastes e raízes de plantas 
de arroz completamente saudáveis ​​foi avaliado con-
tra a bactéria patogênica Burkholderia glumae (Kurita 
& Tabei, 1967), agente causal da doença bacteriana 
da praga bacteriana. Um total de 24 isolados de bac-
térias endofíticas foram obtidos, que foram avaliados 
utilizando a técnica de desafio de culturas duplas, em 
condições laboratoriais, e as inoculações da solução 
bacteriana foram realizadas em condições de campo 

para avaliar o efeito antagonista. Os resultados ob-
tidos indicam que apenas duas cepas bacterianas 
mostraram atividade antagonista contra B. glumae, 
que foram identificados por caracterização bioquími-
ca de bioensaios realizados em laboratório e cam-
po. Assim, houve uma melhor expressão da bactéria 
antagonista em condições controladas no laboratório 
em comparação com ensaios de campo.

Palavras chave: bactéria bacteriana, bactérias en-
dofíticas, bioensaios, biofilmes.

Introducción

La enfermedad del añublo de la panícula del arroz 
fue reportada por primera vez en el distrito de Kyus-
hu en Japón por (Goto & Ohata, 1956). Hoy en día 
este patosistema (Burkholderia glumae-Oryza sati-
va) (Shajahan et al., 2000), es el principal problema 
epidémico en diferentes partes del mundo Taiwán 
(Chien et al., 1984), Vietnam (Trung et al., 1993), Sri 
Lanka, Malasia, Las Filipinas (Cottyn et al., 1996), 
Nepal (Nieves,1999), Korea (Jeong et al., 2003), en 
Estados Unidos en los estados de Louisiana, Arkan-
sas y Texas, (Nandakumar et al., 2005), Panamá 
(Nandakumar et al., 2007), Indonesia, Tailandia, 
Tanzania (Zhu et al., 2008), Cambodia (Cother et al., 
2010), Venezuela (González et al., 2011) y Colombia 
(Zeigler & Álvarez,1989).

En Colombia, hay reportes en el año 2009, que, 
durante el fenómeno del niño en el Pacífico, esta 
enfermedad causo estragos económicos en dife-
rentes zonas arroceras ocasionando disminución 
en rendimiento tanto en volumen y producción, en 
los departamentos de Tolima y los Llanos orienta-
les (León & Aristizábal, 2011). La sintomatología 
del añublo de la panícula se presenta al iniciar el 
momento de la floración en la antesis, provocan-
do espiguillas vanas (Cho et al., 2007), generando 
una decoloración en la parte basal de la vaina, la 
cual avanza rápidamente, hasta afectar la totalidad 
de la misma (Nieves, 1999), se presentan lesiones 
alargadas y verticales de color grisáceo, rodeadas 

por un margen de color marrón rojizo oscuro (Nan-
dakumar et al., 2009). Los granos infectados en 
ocasiones se observan dispersos en la panícula, 
presentando síntomas severos como vaneamiento 
(Ou, 1985) y decoloración acentuada (Mogi, 1988). 
Una de las características más notorias de la enfer-
medad se observa en el raquis el cual presenta un 
color verde más intenso que el color normal de la 
planta, el raquis permanece erecto, no se produce 
llenado de los granos y por lo general presentan un 
color marrón, cuando se presenta un estado avan-
zado de la enfermedad se observa que la panícu-
la se mantiene erecta (Yang, 2004; Sayler & Yang, 
2006). La enfermedad es de gran impacto econó-
mico, generando pérdidas de alrededor del 40% de 
la producción de los cultivos de arroz, en diversas 
partes del mundo (Iwai et al., 2002).

Hasta el momento se han adoptado diferentes es-
trategias de manejo, para el control de la enferme-
dad, como: resistencia genética, utilizando varieda-
des resistentes, pero los cultivos comerciales son 
susceptibles al ataque de B. glumae, en diferentes 
grados (Shajahan et al., 2000; Saichuck et al., 2011). 
Control químico, se ha demostrado que algunas ce-
pas bacterianas pueden llegar a obtener resisten-
cia con el uso frecuente de estos productos en las 
plantaciones de arroz. Por tanto, se hace necesario 
adoptar nuevas técnicas de control que estén enca-
minadas a reducir el crecimiento y desarrollo de la 
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enfermedad y así mismo minimizar el impacto am-
biental generado por las actividades de control con-
vencionales. Existen dos tipos de control alternati-
vos como son: control cultural mediante el manejo 
óptimo del cultivo reduciendo el uso de aplicacio-
nes de productos químicos, realizando siembras en 
épocas del año que no favorezcan la aparición del 
patógeno y el manejo adecuado de los residuos de 
cosecha. Otra técnica utilizada es el control biológi-
co, que se encuentra como una de las alternativas 
más viables, y abarca la utilización de las bacterias 
endófitas como agentes de control benéfico contra 
la aparición de plagas y enfermedades, estas bac-
terias presentan una asociación biológica y se ubi-
can en los tejidos internos vivos de las plantas, sin 
ocasionar ningún daño fitopatológico (Hallman et 
al., 1997) Trabajan como reguladoras promoviendo 
el desarrollo y crecimiento vegetal, les proporcionan 
a las plantas resistencia mediante la liberación de 
sideróforos, los cuales le permiten asimilar ciertos 
elementos mayores y menores, como el fosforo. 
Son capaces de inhibir el crecimiento y ataque de 
ciertos agentes fitopatógenos (Hernández et al., 
2004). Los géneros más destacados en el cultivo de 
arroz son: Azospirillum (Thakuria, 2004), Herbaspi-
rillum (Elbeltagy et al., 2001).

Algunas son formadoras de biofilms, y ayudan a la 
planta a regular los cambios de pH, estrés osmóti-
co, y la perdida de agua (Fleming et al, 1993; Gilbert 
1997). Las biopelículas forman una alta acidez, ge-
nerando una gran producción de IASD, importante 
para el control de patógenos. Algunas de estas son 
utilizadas para la introducción de algunos microor-
ganismos benéficos en las plantas para el biocon-
trol de muchas enfermedades (Jayasinghearachchi 
et al., 2006). Con el fin de determinar si algunas 
bacterias endófitas tienen efecto antagónico sobre 
el crecimiento de un agente fitopatógeno, es nece-
sario realizar bioensayos a nivel de laboratorio, para 
luego ser evaluadas en campo, una de las técnicas 
más utilizadas son los cultivos duales, técnica que 
ha sido utilizada en la presente investigación para 
evaluar la capacidad antagónica de algunas cepas 
contra B. glumae. El objetivo de la investigación fue 
evaluar el efecto que tienen las bacterias endófitas 
para el control de la enfermedad, permitiendo así 

generar nuevas técnicas que sean rápidas y con-
fiables y que se puedan adoptar fácilmente en el 
manejo integrado de las enfermedades sin causar 
impacto ambiental.

Materiales y métodos 

Localización: 
El material obtenido para la realización del análisis, se 
colecto de la arrocera las Esmeralda S.A.S ubicada en 
el municipio de Jamundí, Valle del Cauca, Colombia, 
situado a 3°15’39 N 76°32’22’’ O 3.2608333333333. 
Con una altitud media de 869 msnm temperatura pro-
medio de 28°C, humedad relativa del 82% y una pre-
cipitación anual de 1706 mm.

Cepa Burkholderia glumae Kurita & Tabel, 1967:
Para la realización del proyecto se utilizó una cepa 
de B. glumae, proveniente de un trabajo de investi-
gación (datos sin publicar).

Material para aislamiento de bacterias endófitas: 
Se colectaron alrededor de 30 plantas al azar en 
varios estadios vegetativos, después de haber sido 
colectadas se llevaron al laboratorio donde se al-
macenaron en un refrigerador a una temperatura de  
4° C, para ser procesadas al día siguiente.

Procesamiento de las muestras (Bacterias 
endófitas): 
Se realizaron cortes de tejido de las muestras 
para el proceso de desinfestación se tomaron 
porciones de (hojas, tallo y raíces) utilizando una 
solución de hipoclorito de sodio al 1.5 % por un 
(1) minuto, lavado con agua destilada estéril por 
un (1) minuto, alcohol al 70% por un (1) minuto y 
finalmente dos lavados con agua destilada estéril 
por un (1) minuto.

Después de haber realizado el proceso de desinfec-
ción de las muestras, posteriormente se procedió 
a la siembra del material de estudio. En morteros 
completamente estériles se colocaron los tejidos y 
se maceraron con 10 ml de agua destilada estéril, 
para garantizar la salida de las bacterias del tejido 
vegetal, hasta obtener una suspensión bacteriana, 
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previamente se realizaron diluciones de 10-1 en tu-
bos de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril 
y se le aplico vortex para homogenizar la solución 
bacteriana. Se tomaron 50 ul y se sembraron por 
agotamiento en cajas de Petri con medio Agar Nu-
triente. Luego se incubaron a una temperatura de 
28°C por 24 horas. Posteriormente se selecciona-
ron las colonias independientes y se sembraron 
nuevamente en medio Agar Nutriente por 24 horas 
hasta obtener colonias puras.

Enfrentamientos duales
Se realizaron dos técnicas de enfrentamiento dual 
con el fin de determinar, cuál de las bacterias endófi-
tas obtenidas presentaban actividad antagónica so-
bre B. glumae realizando mediciones cada 48 horas.

Número 1: el primer ensayo se realizó, en cajas de 
Petri con medio Agar Nutriente y Agar King B, se 
realizó una siembra directa y por cada bacteria ob-
tenida se llevaron a cabo tres repeticiones, trazando 
dos estrías perpendiculares en las cajas, en el ex-
tremo izquierdo se sembraron las bacterias endófi-
tas y en el extremo derecho la bacteria patogénica. 
Luego se incubaron por un tiempo de 48 horas, a 
una temperatura de 28°C. Comparado con el creci-
miento del testigo de B. glumae.

Número 2: el segundo ensayo se realizó en cajas 
de Petri con medio Agar Nutriente y Agar King B, 
a una concentración de 1.0 x 10-7, de acuerdo a la 
metodología establecida por Caldera (2011), se to-
maron 100 microL de la solución bacteriana de B. 
glumae esparcidas en todas las cajas de Petri en 
ambos medios, después se ubicaron los inóculos 
de las bacterias endófitas en el centro de las cajas 
y se incubaron por un tiempo de 48 horas, a una 
temperatura de 28°C, realizando constantemente 
observaciones. Comparado con el crecimiento del 
testigo de B. glumae.

Perfil
Morfología: para la realización de la caracterización 
morfológica, se tuvieron en cuenta las siguientes 

características como el tamaño (grandes, medianas 
o pequeñas) forma (Cocos, bacilos o espirilos), bor-
des (lisos o rugosos), elevación, consistencia (seca, 
cremosa, pegajosa), pigmentación y olor. Observa-
das al microscopio.

Perfil bioquímico: se llevaron a cabo las Tinciones 
de Gram, realizando siembras por agotamiento de 
las colonias individuales y puras, se incubarán por 
un periodo de 24 horas, a una temperatura de 28°C. 
Previamente después de su crecimiento, se tomó 
una colonia y se realizó un frotis en una lámina 
portaobjetos, posteriormente se realizó la tinción, y 
cuando ya estuvieron completamente secas, se vi-
sualizaron en el microscopio para determinar si son 
bacterias Gram Positivas o Gram negativas. Des-
pués de haber determinado el tipo de pared celular 
de las bacterias, realizó la identificación de las bac-
terias mediante la utilización de las tiras API 50CHB 
con base en la colorimetría o cambio de color del 
medio de inoculación.

Ensayo en campo
El ensayo experimental se realizó en el lote de la 
Universidad Nacional de Colombia-Sede Palmira. 
Por lo cual se prepararon eras, para la siembra del 
cultivo de arroz. Se estableció un diseño experi-
mental de bloques completamente al azar con dos 
repeticiones por cada estadio fenológico del cultivo 
de arroz. Como se indica en la Tabla 1.

Para realizar las inoculaciones de las bacterias 
endófitas se siguió la metodología establecida por 
(Pérez & Chamorro, 2013) aplicadas a una concen-
tración de 10-8 UFC/ml. y para la aplicación de B. 
glumae se realizó basado en la metodología esta-
blecida por (Flórez & Uribe, 2011) donde se utiliza-
ron concentraciones de 1.0 x 10-5. 

El método de inoculación para las bacterias endó-
fitas se realizó por aspersión aplicada en la lámina 
foliar y se prepararon 200 ml de la solución bacte-
riana. Mientras para la inoculación de B. glumae, se 
realizó por inyección en la base del tallo.
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Tabla 1. BBCH Escala Extendida del cultivo de arroz.

Código Descripción

Estadio principal 0. Germinación

0 Semilla seca

1 Comienza la imbibición de la semilla

2 Una hoja imperfecta (enrollada) emerge en la punta del coleóptilo

3 Radícula (raíz embrional), emergencia de la semilla

4 Radícula alargada, formando pelos radiculares y raíces secundarias

5 Coleóptilo, emergido de la semilla 

6 Imbibición completa de la semilla 

Estadio principal 1. Desarrollo de las hojas 

7 Hoja imperfecta desenrollada, visible la punta de la primera hoja verdadera

8 Primera hoja, desplegada

9 Novena hoja desplegadas

10 Tercera Hoja desplegada

11 Los estadios continúan

12 Segundas hojas, desplegadas

Estadio principal 5. Salida de la panícula 

13 Inicio de la emergencia de la panícula

14 20 % de las panículas, emergidas

15 30 % de las panículas, emergidas

16 40 % de las panículas, emergidas

17 Mitad de la emergencia de las panículas

18 60 % de las panículas, emergidas

19 70 % de las panículas, emergidas

20 80 % de las panículas, emergidas

21 Fin de la emergencia de las panículas

Estadio principal 6. Floración (tallo principal)

22 Comienzo de la floración: anteras, visibles en lo alto de la panícula

23 Plena floración: anteras, visibles en la mayoría de las espiguillas

24 Fin de la floración: todas las espiguillas han terminado la floración

25 La floración puede comenzar antes del estadio 55

Estadio principal 7. Formación del fruto

26 Madurez acuosa: los primeros granos han alcanzado la mitad de su tamaño final

27 Lechoso temprano

28 Lechoso medio: contenido del grano es lechoso

29 Lechoso tardío



Revista de Investigación Agraria y Ambiental – Volumen 8 Número 2 – julio - diciembre de 2017 – ISSN 2145-6097

56

Estadio principal 8. Maduración de frutos y semillas

30 Pastoso temprano

31 Pastoso blando: contenido del grano, blando, pero seco; granos y glumas, todavía verdes

32 Pastoso duro: contenido del grano sólido

33 Madurez completa: grano duro

Estadio principal 9. Senescencia 

34 Sobre madurez: granos muy duros

35 Planta muerta, tallos se quiebran

36 Partes cosechadas (estadio para señalar tratamientos de postcosecha)

Fuente. www.tecnoagricola.es.

Resultados y discusión

Con el material colectado en campo se realizó el pro-
ceso de desinfección y siembra de las muestras para 
realizar el aislamiento de las bacterias endófitas, de 
todas las muestras procesadas se obtuvieron alrede-
dor de 24 colonias bacterianas totalmente purificadas. 
Posteriormente se llevó a cabo la evaluación a nivel del 
laboratorio, para determinar su potencial antagónico 
sobre B. glumae, utilizando la técnica de cultivo dual.

Enfrentamiento Dual N°1: de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos, de las 24 cepas bacterianas evaluadas 
contra B. glumae no se observó ningún halo de inhibi-
ción generado sobre el crecimiento de la bacteria pa-
togénica. Por lo tanto, la actividad antagónica fue nula.

Enfrentamiento Dual Nª2: de acuerdo con los re-
sultados obtenidos de las 24 cepas analizadas solo 
dos cepas presentaron efecto antagónico sobre B. 
glumae. En la cepa Numero 4 se observó un efecto 
antagónico sobre la bacteria patogénica, mostrando 
un halo de inhibición muy reducido, mientras que en 
la cepa Numero 18, se observa como la bacteria en-
dófita parasita rápidamente a B. glumae deteniendo 
completamente su crecimiento.

Ensayo en campo: previo a las inoculaciones de 
las dos bacterias endófitas antagónicas y la bacteria 
patogénica B. glumae. Se realizaron evaluaciones 
semanalmente, donde no se visualizó ningún sínto-
ma que pudiera estar asociado a la aparición de la 
enfermedad en las plantas, para los dos tratamientos 

evaluados. Las plántulas en estado de germinación, 
plántula y embuchamiento presentaron un buen de-
sarrollo y crecimiento optimo asociado a la acción 
ejercida de las bacterias endófitas. 

Caracterización Bioquímica: mediante el uso de la 
herramienta API web, se pudo calcular el porcentaje 
de aproximación de las especies del genero Bacillus, 
como se indica en la Tabla 2. Obteniendo como resul-
tado con un porcentaje de aproximación del 99 %, el 
sistema índico que la Cepa C8 y C14, pertenecen a 
la especie Bacillus subtilis/amiloliquenfaciens – 99% 
ID, como se observa en la Tabla 3. De acuerdo con 
lo descrito por los autores Manu y Morisaki, 2008, la 
especie Bacillus subtilis se encuentra reportada como 
bacteria endófita presente en los tejidos internos de las 
plantas de arroz, alojadas en las semillas y los tallos. 
Se caracterizan por poseer propiedades que ayudan al 
crecimiento y desarrollo óptimo de las plantas, además 
de que actúan como control biológico de algunas en-
fermedades, entre ella, al control de B. glumae.

Caracterización Morfológica: Cepa Numero 8: 
Poseen forma cilíndrica, son de color blanco, for-
mando colonias grandes e irregulares, presentan 
el centro elevado en forma de un anillo, son de 
bordes ondulados, planas y una presentan con-
sistencia cremosa. Cepa Numero 14: Poseen for-
ma cilíndrica, son de color opaco, formando co-
lonias grandes de bordes irregulares presentan 
el centro elevado en forma de un anillo, son de 
bordes ondulados, planas y una presentan con-
sistencia seca.

continuación Tabla 1
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Tabla 2. Identificación de Bacterias endófitas.

Cepa Especie % identificación

C8 Bacillussubtilis/amiloliquenfaciens 99 %

C14 Bacillus subtilis/amiloliquenfaciens 99 %

Tabla 3. Resultados de la caracterización bioquímica de los aislados antagonistas mediante tiras API 50CHB

Prueba 

Bioquímica
C8 C14 Prueba  

bioquímica  C8 C14 Prueba  
bioquímica  C8 C14 Prueba  

bioquímica C8 C14

0 + + INO + + INO + + INU + -

GLY + + MAN + + MAN + + MLZ - -

ERY - - SOR + + SOR + + RAF + +

DARA - - MDM - - MDM - - AMD + +

LARA + + MDG + + MDG + + GLYG + +

RIB + + NAG - - NAG - - XLT - -

DXYL + + AMY + - AMY + - GEN - +

LXYL - - ARB + + ARB + + TUR - -

ADO - - ESC + + ESC + + LYX - -

MDX - - SAL + + SAL + + TAG - -

GAL - - CEL + + CEL + + DFUC - -

GLU + + MAL + + MAL + + LFUC - -

FRU + + LAC - + LAC - + DARL - -

MNE + + MEL + + MEL + + LARL - -

SBE - - SAC + + SAC + + GNT - -

RHA

DUL

-

-

-

-

TRE

2KG

+

-

+

-

TRE

5KG

+

-

+

-
 

Control (0), Glycerol (GLY), Eritritol (ERY), D- Arabinosa (DARA), L- Arabinosa (LARA), Ribosa (RIB), D- Xylosa (DXYL), L- 
Xylosa (LXYL), Adonitol (ADO), ß-Metil-D-Xylosida (MDX), Galactosa (GAL), Glucosa (GLU), Fructosa (FRU), Manosa (MNE), 
Sorbosa (SBE), Ramnosa (RHA), Dulcitol (DUL), Inositol (INO), Manitol (MAN), Sorbitol (SOR), 1-Metil-D-Manósido (MDM), 
1-Metil-D-Glucósido (MDG), N-Acetol-Glucosamina (NAG), Amygdalina (AMY), Arbutin (ARB), Esculin (ESC), Salicin (SAL), 

Celobiosa (CEL), Maltosa (MAL), Lactosa (LAC), Melobiosa (MEL), Sucrosa (SAC), Trehalosa (TRE), Inulin (INU), Melecitosa 
(MLZ), Rafinosa (RAF), Almidon (AMD), Glucógeno (GLYG), Xylitol (XLT), Gentiobiosa (GEN), D-turanosa (TUR), D-lyxosa 

(LYX), D-tagatosa (TAG), D-fucosa (DFUC), L-fucosa (LFUC), D-arabitol (DARL), L-arabitol (LARL), Gluconato (GNT),  
2-Keto-Gluconato (2KG), 5-Keto-Gluconate (5KG). 
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Conclusiones

De las 24 colonias de bacterias endófitas aisladas 
del material vegetal, se encontraron en mayor pro-
porción en tallos y semillas, de las cuales solo dos 
de ellas pertenecientes al género Bacillus, presenta-
ron efecto antagónico contra B. glumae. Los ensayos 
realizados en campo para evaluar el efecto antagó-
nico de las bacterias endofiticas sobre B. glumae, lo-
graron demostrar que no hubo expresión de la bacte-
ria patogénica en los diferentes estadios fenológicos 
de las plantas de arroz evaluadas, lo cual indica que 
las bacterias antagónicas en cierto modo ejercieron 
una barrera en la expresión de la enfermedad. Las 
bacterias endófitas presentes en las plantas desem-
peñan un papel importante para el buen crecimiento 
y desarrollo de un cultivo, permiten la fijación y asi-
milación de nutrientes esenciales para las plantas 
como Bacillussubtilis/amiloliquenfaciens.
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