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Existen pocas medidas efectivas de control de microorganismos fitopatógenos. 

Los tratamientos con antibióticos o sales de cobre no poseen demasiada eficacia y son 

tóxicos ambientales. Una alternativa son las sustancias naturales tales como aceites 

esenciales (AE). Las bacterias fitopatógenas producen biofilm como estrategia de 

colonización para comenzar el ciclo de enfermedad. Está formado por comunidades 

bacterianas adheridas a una superficie y embebidas en una matriz de 

exopolisacáridos. Es el primer paso en la patogénesis y la agregación celular 

promueve la virulencia y la protección contra las respuestas de defensa de la planta. 

En el presente estudio se evaluó la capacidad de AE de orégano y tomillo de inhibir el 

biofilm producido por cepas de P. syringae aisladas de soja (6) y de referencia (P61 y 

DC3000). Se evaluó la formación e inhibición de biofilm por la técnica de cristal violeta. 

Se determinó la concentración inhibitoria mínima (CIM) por técnica de microdilución en 

caldo y la concentración bactericida mínima (CBM). Todas las cepas fueron 

productoras de biofilm, la formación fue detectada a las 8 hs de incubación, 

observándose concentraciones variables dependiendo de las cepas. Los AE 

presentaron actividad inhibitoria sobre las cepas analizadas. Los valores de CIM para 

tomillo estuvieron entre 1,4 y 11,5 mg/mL. y para orégano entre 5,8 y 46,3 mg/mL. 

Dosis sub-inhibitorias de AE redujeron significativamente la producción de biofilm a las 

8, 24, 36 y 48 hs. No se observó producción de biofilm cuando fueron expuestas a la 

CIM de ambos AE. La efectiva actividad antibacteriana que poseen estos AE, y la 

importancia de la inhibición total de la formación de biofilm a dosis subletales 

constituyen una alternativa promisoria para el tratamiento de enfermedades 

bacterianas de cultivos de soja, hortalizas, frutales, legumbres, cereales, ornamentales 

y además de que estos productos naturales no generan resistencia bacteriana, ni 

eliminan residuos tóxicos al ambiente 
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I – INTRODUCCIÓN 

 

1. Soja: Generalidades y cultivo 

 

En Argentina el cultivo de soja (Glycine max L Merr) ocupa el primer lugar en 

superficie sembrada. El 90% de la producción se obtiene en la provincia de Córdoba, 

zona sur y centro de Santa Fe, norte de Buenos Aires y noreste de La Pampa, el 5% 

en la región noroeste (Tucumán, Salta, Jujuy, noroeste de Santiago del Estero, y zona 

centro-este de Catamarca) y aproximadamente el 4% es obtenido en las provincias del 

este (Entre Ríos, Chaco, Corrientes y Misiones) (Wrather y col. 2001). Se cultiva en 

nuestro país desde 1960 y ha sido la siembra de rápida adopción y expansión en la 

historia de la agricultura argentina. En la actualidad, es el principal producto agrícola 

nacional por su participación en el valor total de la producción y de las exportaciones 

(Cabrera y col. 2004). 

Glycine max, comúnmente conocida como soja, pertenece a la familia de las 

leguminosas. Su origen se sitúa en el Extremo Oriente y procede de la especie 

silvestre denominada Glycineus suriensis. Se cultiva en verano y su ciclo completo 

necesita entre 75 a 200 días para madurar, dependiendo de la especie, el clima y el 

suelo en el cual se siembra. Esta herbácea posee una altura que va desde 0,4 hasta 

1,5 mts., según variedades y condiciones de cultivo. Los tallos son rígidos y en 

algunas condiciones muy ramificados. Su sistema radicular es potente, la raíz principal 

puede alcanzar hasta un metro de profundidad. Desarrollan raíces secundarias y 

poseen nódulos donde viven las bacterias fijadoras del nitrógeno que les aportan dicho 

nutriente necesario para el desarrollo de la planta. Las hojas son alternas, compuestas 

y trifoliadas con foliolos ovalanceolados (Figura 1) y presentan un color verde que se 

torna amarillo en la madurez, quedando las plantas sin hojas. Desarrollan un número 

variable de flores que se encuentran en inflorescencias racemosas axilares. Son 

pequeñas y se ubican en grupos de 5-10 flores blancas o violáceas-púrpuras. (Figura 

2) En las flores tempranas se forman pocas vainas que comienzan a aparecer entre 

los 10 días y las dos semanas después de haber nacido las primeras flores (Scott y 

Aldrich. 1975). 
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Figura 1: Disposición trifoliada de las hojas de plantas de soja (zona rural Alcira 
Gigena) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Flores características de la planta de soja (zona rural Paso del Durazno) 

 

Los frutos tienen forma de chauchas que contienen de una a cuatro semillas 

cada una. Éstos se encuentran en grupos de dos o tres y son pubescentes cuando 

jóvenes y parduzcos al madurar. Las semillas son esféricas, amarillentas aunque 

pueden tomar otro color: marrón, negro o verde según los colores del hollejo y miden 

aproximadamente entre 3-6 mm. (Figura 3) (Scott y Aldrich. 1975). 
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Figura 3: Frutos y semillas característicos de soja  (zona rural Alcira Gigena) 

 

Esta leguminosa contiene alrededor de 36% de proteínas, 18% de grasas y 

reúne todos los aminoácidos necesarios para la vida humana, por lo que tiene gran 

importancia como alimento de primera categoría debido a su alto valor nutritivo 

(Mizrahi y Pinto. 1988). 

Las temperaturas óptimas para la soja oscilan entre los 15°C y 18°C para la 

siembra y 25°C para la floración; sin embargo, ésta puede comenzar con temperaturas 

próximas a los 13°C, para ello, es indispensable determinadas horas de luz 

dependiendo de la variedad. Crece en terrenos pocos fertilizados, sobre todo en los 

áridos, aunque presenta poca resistencia a la salinidad. Se desarrolla en suelos 

neutros o ligeramente ácidos. Durante su cultivo necesita al menos 300 mm de agua 

(Scott y Aldrich. 1975). 
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2. Enfermedades del cultivo de soja 

 

El monocultivo de soja junto a la siembra directa genera excelentes 

condiciones para la multiplicación y supervivencia de los patógenos causantes de las 

enfermedades de fin de ciclo (EFC), que son actualmente las más graves para el 

cultivo. Se entiende por EFC a un grupo de enfermedades cuyos síntomas se 

manifiestan en estados reproductivos intermedios y avanzados. La mayoría de los 

patógenos causantes de estas enfermedades son necrotróficos (extraen nutrientes de 

tejidos muertos) por lo que además, tienen la capacidad de sobrevivir en semillas y 

rastrojo (Formento y col. 2007). 

Dicho complejo de EFC puede llegar a causar hasta un 30% de reducción en la 

producción de soja (Diaz y col. 2005). Estas enfermedades presentan diferentes 

niveles de incidencia y severidad que varían en función del estado fenológico, la 

región, las condiciones climáticas de cada campaña y las estrategias de manejo 

utilizadas. A nivel mundial han causado pérdidas en el rendimiento que oscilan entre 

un 10 y un 15%. Para la Argentina, dichas pérdidas son de aproximadamente del 8 al 

10% de la producción (INTA, 2012). Estas enfermedades pueden afectar la producción 

del cultivo al reducir el área fotosintética, provocar senescencia foliar prematura, 

pérdida de fotoasimilados, destrucción de tejidos, reducción de turgencia y pérdida de 

calidad de semillas que limitan y disminuyen la producción y calidad del cultivo 

(Formento y col. 2007; Quintana y Sasovsky. 2006). La mayoría de los patógenos 

afectan las partes aéreas de las plantas de soja y las semillas, siendo estas últimas 

vehículos de transporte de dichos agentes. Muchos de ellos causan síntomas visibles, 

en cambio otros son portados sin causar daño directo, pero con importantes 

implicancias epidemiológicas. El control de la sanidad vegetal es importante para 

asegurar uniformidad del cultivo, evitar la dispersión de inóculos en el suelo e impedir 

el desarrollo de enfermedades (Díaz y col. 2005). 

Las enfermedades que pueden afectar la soja desde el estado de inicio de 

formación de vainas hasta madurez fisiológica según la escala de Fehr y Cavinnes 

(1977) son aproximadamente 50. Producen entre otros síntomas podredumbre de 

raíces y tallos y manchado de hojas, tallos, vainas y semillas. Pueden ser causadas 

por hongos o bacterias, como por ejemplo la mancha marrón (causada por Septoria 

glycines), el tizón de la hoja (Cercospora kikuchii), mancha ojo de rana (Cercospora 

sojina), sclerotinia (Sclerotinia sclerotium), síndrome de la muerte repentina (Fusarium 
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spp.), tizón bacteriano (Pseudomonas syringae pv. glycinea), pústula bacteriana 

(Xanthomonas axonopodis pv. glycines), entre otras (Diaz y col. 2005; Formento. 

2002; Formento y col. 2007). 

 

2.a. Enfermedades bacterianas 

 

La soja puede ser afectada por al menos seis bacterias fitopatógenas, las 

cuales pueden causar manchas foliares y marchitamiento. Entre ellas se encuentran 

Pseudomonas syringae pv. tabaci (causante del quemado bacteriano), Pseudomonas 

syringae pv. syringae (arrugado foliar bacteriano), Ralstonia solanacearum (marchitez 

bacteriana), Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Mancha canela y 

marchitamiento bacteriano) y las dos restantes mencionadas anteriormente resultando 

ser las bacteriosis principales en el cultivo de soja (Formento y col. 2007; Scandiani y 

Luque. 2009). 

 

2.a.1. Tizón bacteriano 

 

El agente causal del tizón bacteriano es Pseudomonas syringae pv. glycinea 

(Coerper. 1919), actualmente conocida como Pseudomonas savastanoi pv. glycinea 

(Formento y col. 2007). Es un bacilo Gram negativo, aerobio estricto, perteneciente a 

la subclase gamma de Proteobacterias, es oxidasa y arginina dehidrolasa negativos, 

posee flagelo polar y en la mayoría de los casos produce pigmentos fluorescentes. Es 

una bacteria epífita, es decir que coloniza la superficie de la epidermis y los espacios 

intercelulares del mesófilo sin ingresar al interior de las células de la hoja. Es capaz de 

crecer rápidamente en la plántula pre-emergente y luego coloniza las hojas cuando la 

planta crece (Ruffinatto. 2007). 

Se sabe que esta bacteria puede causar enfermedades de manchas, puntos y 

tizón en plantas tales como porotos, remolachas, manzanas, pepino, lechuga, avena, 

tomate, ornamentales, entre otros. Por esto, los aislamientos de P. syringae son 

subdivididos taxonómicamente en patovares, los cuales son variedades patogénicas 

basadas principalmente en el huésped de aislamiento (Hwang y col. 2005). 
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Actualmente, en la provincia de Córdoba se registra la presencia de tizón 

bacteriano desde los primeros estadíos vegetativos y durante casi todo el ciclo del 

cultivo, con niveles de incidencia del 100% y de severidades de hasta un 20% (INTA, 

2012). 

 

 Patogenicidad y virulencia 

 

Para iniciar la patogénesis las bacterias deben ingresar a la hoja. Beattie y Lindow 

(1999) proponen un modelo de ocho etapas para explicar el ingreso de las bacterias al 

tejido vegetal. Este modelo comprende la llegada de la bacteria a la hoja, la 

modificación del micro ambiente en las inmediaciones de la célula bacteriana, la 

división celular y la extensión del ambiente modificado, la formación de microcolonias 

bacterianas, confluencia de estas microcolonias, entrada al espacio intercelular, la 

multiplicación en los espacios intercelulares y la salida de la bacteria hacia la 

superficie de la hoja. La entrada al espacio intercelular se produce a través de 

estomas, hidátodos, nectarios y heridas presentes en la superficie de la hoja. La 

entrada de bacterias también puede producirse a través de las flores (Cracogna. 

2007). 

Para una exitosa colonización de las plantas, las bacterias fitopatógenas 

desarrollaron una variedad de factores de virulencia que les permite evadir las 

defensas de las plantas y así obtener nutrientes (Cracogna. 2007). Los miembros del 

género Pseudomonas patógenas de plantas producen diversas moléculas importantes 

asociadas a la virulencia, tales como alginato y levano, polisacáridos de alto peso 

molecular. La formación de levano sirve como una característica taxonómica de P. 

syringae y la producción de alginato contribuye a la vida epífita y se ha asociado con la 

resistencia a la desecación, a moléculas tóxicas y con la inducción de lesiones 

acuosas en hojas infectadas (Hettwer y col. 1998; Laue y col. 2006). Las exoenzimas 

cutinasas, pectinasas, glucosidasas y celulasas también son consideradas importantes 

factores de virulencia ya que degradan componentes de la pared celular de plantas 

vasculares permitiendo el avance a través de los tejidos (Montesinos y Beltrá. 2000). 

Otro factor de virulencia muy común en las bacterias fitopatógenas es la 

producción de fitotoxinas las cuales desestabilizan el equilibrio fisiológico de la planta, 

por lo que poseen un papel importante en la patogénesis (Murillo y Rodriguez-

Palenzuela. 2000, Ruffinatto. 2007). Estas toxinas se originan en el metabolismo 
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secundario y hasta el momento se han descripto cinco tipos: siringomicina, coronatina, 

faseolotoxina, tabtoxina y tagetoxina. Las mismas son producidas por diferentes 

patovares de P. syringae capaces de producir síntomas de clorosis o de necrosis en la 

planta (Bender y col. 1990; Hwang y col. 2005).  

 

 Síntomas y signos 

 

Las hojas son los órganos más atacados por las bacterias, aunque también se 

puede manifestar en pecíolos, tallos y vainas. Los síntomas son pequeñas manchas 

marrón oscuras a negras (carácter distintivo), angulosas, de superficie plana sin 

protuberancias, generalmente brillantes cuando ocurre el exudado bacteriano más 

común en el envés de la hoja. Las partes centrales de las manchas se secan, se 

vuelven oscuras y se rodean de un margen humedecido envuelto por un halo verde 

amarillento. Las lesiones se agrandan y confluyen en áreas muertas e irregulares 

(Figura 4). Las semillas se pueden infectar observándose un crecimiento bacteriano 

viscoso en la superficie (Coerper. 1919; Formento y col. 2007; Young. 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Manchas foliares características de tizón bacteriano 

(zona rural Alcira Gigena) 
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 Dispersión y persistencia 

 

Kendrick y Gardner (1920) demostraron que el patógeno es llevado por las 

semillas y Kauffman y Leben (1974) concluyeron que, en condiciones controladas, la 

entrada de las bacterias a las mismas se produce a través de las flores. La dispersión 

del inóculo dentro de un lote se realiza por salpicado de la lluvia y por la formación de 

aerosoles que contienen células bacterianas. P. syringae tiene la capacidad de 

persistir en el suelo durante el invierno y en rastrojos de soja infectados (Cracogna. 

2007). Las condiciones ambientales predisponentes para el establecimiento y 

dispersión de la enfermedad son elevada humedad relativa, temperaturas templadas a 

frescas y vientos fuertes con lluvias (Formento y col. 2007).  

 

2.a.2. Pústula bacteriana 

 

El agente causal de la pústula bacteriana es Xanthomonas campestris pv. 

glycines (Macano Dye), también conocida como X. axonopodis pv. glycines (Formento 

y col. 2007; Kaewnum y col. 2006). Pertenece a la subdivisión gamma de las 

Proteobacterias, es una bacteria Gram negativa, aerobia estricta, con forma de bastón 

que puede encontrarse sola, de a pares o constituyendo cadenas. Las colonias son 

circulares, de borde entero, lisas y de color brillante. Produce xanthomonadina, un 

pigmento amarillo insoluble en agua y que no difunde al medio (Malamud. 2011; 

Scandiani y Luque. 2009). Es oxidasa negativo, posee la enzima catalasa, produce 

precipitados a partir del sulfuro de hidrógeno y posee un solo flagelo polar (He y  

Zhang. 2008). 

El género Xanthomonas es uno de los grupos más ubicuos de las asociaciones 

planta-patógeno, se ha demostrado que los miembros de este género pueden infectar 

al menos 124 monocotiledóneas y 268 especies de dicotiledóneas. X. campestris es la 

especie más dominante con al menos 141 patovares que infectan una amplia gama de 

plantas, incluyendo muchas de interés agrícola, como por ejemplo, coliflor, brócoli, 

tomate, pimiento, algodón, soja, nogal, entre otros (He y Zhang. 2008). Es un 

patógeno vascular y normalmente se limita al xilema de las hojas de las plantas 

infectadas en la etapa temprana de la enfermedad (Ryan y col. 2006). 
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En Argentina, la pústula bacteriana ha sido mencionada para todas las áreas 

sojeras (SINAVIMO). Ya en la década de 1960, Atlas (1965) mencionaba su presencia 

en las provincias de Misiones, Chaco, Santa Fe, Entre Ríos, Salta, Tucumán y Rio 

Negro (Cracogna. 2007). En regiones asiáticas se han reportado pérdidas de 

rendimiento de hasta un 40% (Kaewnum y col. 2006). 

 

 Patogenicidad y virulencia 

 

La bacteria llega a los espacios intercelulares penetrando a través de aberturas 

naturales (estomas) y por heridas. Coloniza las paredes del parénquima esponjoso, en 

donde se produce una pérdida progresiva y posterior dispersión de las microfibrillas y 

la ruptura de algunas células del mesófilo; por último las células se agrandan, 

presionan la epidermis hacia afuera y constituyen la pústula que caracteriza la 

enfermedad. La bacteria es capaz de penetrar a los tejidos interiores de la semilla, 

sobreviviendo allí hasta por 16 meses; también es capaz de permanecer en residuos 

de cosecha por 9 meses (Gotuzzo. 1975; Polanco. 1974). 

Xanthomonas sp. posee al menos seis sistemas de secreción que cumplen una 

importante función en la patogenicidad. Estos sistemas liberan enzimas al medio que 

degradan la pared celular vegetal, lo que permite que el patógeno modifique el entorno 

a su favor (Büttner y Bonas 2010). Además, tiene la capacidad de producir un 

exopolisacárido llamado xantano que consiste en secuencias repetidas de un 

pentasacárido formado por manosa-(ß-1,4)-ácido glucurónico-(ß-1,2)-manosa- (ß-1,3)-

celobiosa. Los polisacáridos son constituyentes importantes de la superficie bacteriana 

que pueden ser secretados al medio o quedarse unidos a la superficie celular 

cumpliendo funciones destacadas como impedir la desecación, contribuir a la aparición 

de síntomas y suprimir la defensa basal de las plantas (Dharmapuri y Sonti 1999; 

Vojnov y col. 2001; Yun y col. 2006). Además está altamente relacionado con la 

capacidad de desarrollar biofilms (Torres y col. 2007). Este compuesto es el 

responsable del aspecto mucoide característico de las colonias bacterianas de este 

género (Malamud. 2011). 

Estas bacterias también poseen la capacidad de deslizarse debido a la presencia 

de flagelos. Uno de los movimientos que son capaces de realizar es llamado 

swimming que les permite trasladarse a través de un ambiente acuoso (Jarrell y 

McBride. 2008; Staskawicz y col. 1987); y otro movimiento donde la presencia del 
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flagelo es fundamental es el de swarming donde las bacterias se encuentran creciendo 

y esparciéndose dentro de una colonia donde es necesario algún tipo de comunicación 

entre ellas. Muchos estudios relacionan al flagelo con las etapas tempranas del 

proceso de formación de biofilm (Malamud. 2011). 

 

 Síntomas y signos 

 

La enfermedad afecta principalmente al follaje y se ha citado su presencia en 

vainas (Cracogna. 2007). Los primeros síntomas son lesiones pequeñas, marrones a 

verde pálidas, con los centros elevados en una o en las dos caras de las hojas. Las 

lesiones varían de tamaño y pueden coalescer ocasionando desprendimiento de tejido 

foliar. Las hojas se ven rasgadas cuando se caen las partes muertas, sobre todo en 

período ventoso. La pústula se forma por hipertrofia o hipertrofia e hiperplasia de las 

células del parénquima (Figura 5). Pueden causar defoliación prematura. Se diferencia 

del tizón bacteriano en que durante los primeros estados de sintomatología no se 

manifiesta como lesiones acuosas y sus manchas son de centros sobreelevados 

(Cracogna. 2007; Formento y col. 2007). 

 

Figura 5: Signos característicos de pústula bacteriana   
(http://www.soydiseases.illinois.edu/index.cfm?category=diseases&disease=92; 

http://wiki.bugwood.org/NPIPM:Bacterial_pustule_on_soybean) 

 

 

 

http://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=
http://www.soydiseases.illinois.edu/index.cfm?category=diseases&disease=92
http://wiki.bugwood.org/NPIPM:Bacterial_pustule_on_soybean
http://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=
http://www.ipmimages.org/browse/detail.cfm?imgnum=
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 Dispersión y persistencia 

 

La bacteria sobrevive en las semillas de soja, en la superficie de rastrojos y en la 

rizósfera de las raíces de trigo. Fue aislada de semillas almacenadas durante 7 meses 

y se observaron síntomas de pústula en plántulas provenientes de semillas 

almacenadas 30 meses. Temperaturas moderadas a elevadas, con un óptimo de 

alrededor de 28°C, alta humedad, lluvia y viento (dispersión) son condiciones 

ambientales predisponentes para el establecimiento de la enfermedad. Está más 

difundida hacia el norte del país, al igual que el tizón. Atlas (1965) mencionó que las 

mayores pérdidas se producen cuando la bacteria llega a infectar las vainas 

(Cracogna. 2007; Formento y col. 2007). 

 

3. Biofilms bacterianos 

 

Los organismos procariotas que interactúan con las plantas lo pueden hacer de 

diversas maneras, por ejemplo como agentes patógenos, comensales o simbióticos, 

para lo cual la capacidad de formar biofilm es primordial, siendo ésta una importante 

estrategia de colonización en bacterias fitopatógenas (Danhorn y Fuqua, 2007; Ude y 

col. 2006). 

A partir de la década de los 80 se comenzó a observar que la mayoría de los 

microorganismos estudiados se encontraban formando parte de comunidades 

metabólicamente integradas denominadas biopelículas o biofilms (Malamud. 2011). 

Dichas comunidades están compuestas por microorganismos embebidos en una 

matriz de exopolisacáridos en la cual también se encuentran proteínas, ADN y donde 

están adheridos a una superficie inerte o a un tejido vivo. En general, el biofilm es la 

suma de las células bacterianas, los espacios intercelulares y la matriz extracelular 

que los rodea formada, entre otras cosas, por exopolisacáridos que es lo que se 

denomina “slime” (Costerton. 1999). 

Las bacterias que conforman la biopelícula tienen una fisiología diferente de las 

células de vida libre. Por lo general, viven bajo limitación de nutrientes, pueden 

promover el intercambio de material genético y generar una mayor diversidad de 

poblaciones. Las biopelículas protegen a las bacterias de las tensiones ambientales, 

los mecanismos de defensa del huésped y de los compuestos antimicrobianos (Rigano 
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y col. 2007). La alta densidad poblacional proporciona la oportunidad de llevar a cabo 

ciertos procesos que las células individuales no pueden lograr de manera eficiente, 

tales como la producción de metabolitos excretados o exoenzimas que sólo son 

eficaces por encima de un umbral de concentración. La formación de una biopelícula 

es una forma de mantener una masa crítica de células en un lugar específico por 

períodos suficientes para iniciar interacciones beneficiosas o antagónicas con sus 

huéspedes. Debido a todas las propiedades que la formación de biofilm puede 

proporcionarle a los microorganismos, es considerado un importante factor de 

virulencia en cepas patógenas (Danhorn y Fuqua. 2007). 

Hay un modelo generalizado para la formación de biopelículas. En primer lugar, 

los microorganismos colonizan y se adhieren a una superficie abiótica o biótica, en 

segundo lugar, las bacterias transforman su estado planctónico a un estado 

inmovilizado y, por último, se forma la microcolonia y continúa la proliferación de 

microorganismos hasta construir una arquitectura tridimensional que se considera 

como biopelícula madura (Chen Niu. 2006). En la figura 6 se muestra un esquema con 

las distintas etapas de este proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Etapas en la formación de un biofilm bacteriano de la clase de las 
proteobacterias. Inicio (1) unión débil, unión irreversible (2), formación de microcolonias (3), 

desarrollo de las macrocolonias (4), biofilm maduro (5). Imagen tomada de Sauer 2003, 
genome biology. 

 

Existe una diversidad de arquitecturas de biofilm que refleja la adaptación a 

microambientes específicos, lo que sugiere que el estado nutricional es un factor 

crítico en el desarrollo del mismo. Muchos de los componentes polisacáridos de la 
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matriz de las biopelículas de bacterias Gram negativo se ha informado que 

desempeñan papeles importantes en la fisiología del biofilm tales como el alginato y 

levano en P. syringae y xantano en Xanthomonas (Rigano y col. 2007). La matriz 

conecta a las células e imparte características claves incluyendo la capacidad de 

proteger a las células de la desecación y otras tensiones. Las bacterias pueden variar 

su composición de la matriz y el uso de diferentes adhesinas para adaptarse a los 

cambios ambientales (Danhorn y Fuqua. 2007). Otros componentes estructurales, 

tales como los flagelos, desempeñan un papel importante ya que facilitan la iniciación 

de la formación de biopelículas debido a que ayudan a la unión a las superficies y son 

necesarios para que las bacterias puedan moverse en el biofilm facilitando el 

crecimiento y la propagación del mismo (Pratt y Kolter. 1998). 

Se ha demostrado que el proceso de formación de biofilm se encuentra 

regulado y dirigido por un sistema de sensores propio de las bacterias conocido como 

quórum sensing (QS) donde se percibe que al aumentar la cantidad de bacterias 

también aumentan moléculas denominadas homoserin lactonas (HSL) (Malamud. 

2011). Este mecanismo permite a las bacterias actuar de manera coordinada y 

refuerza la idea de que las células individuales se benefician del comportamiento 

grupal cooperativo para sobrevivir, competir y persistir en la naturaleza o colonizar un 

huésped en particular (Bodman y col. 2003). 

 

4. Control de enfermedades bacterianas 

 

Se requiere de una combinación de varios métodos de control para combatir 

una enfermedad bacteriana. Son muy importantes las medidas sanitarias que permitan 

disminuir la cantidad de inóculo en un área de cultivo al trasladar y quemar las plantas 

infestadas y al limitar la propagación de las bacterias mediante la desinfección de las 

herramientas y manos después de haber manipulado plantas enfermas. El ajuste de 

ciertos métodos de cultivo como la fertilización e irrigación, de tal forma que las plantas 

no sean extremadamente suculentas durante el período en que se produce la 

infección, puede también reducir la incidencia de la enfermedad. El uso de variedades 

resistentes a ciertas enfermedades bacterianas complementadas con prácticas de 

cultivo adecuadas es una de las mejores formas de evitar grandes pérdidas. Los 

antibióticos como estreptomicina y compuestos derivados del cobre se han utilizado 

para combatir algunas enfermedades pero no son recomendables ya que generan 
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resistencia bacteriana y resultan tóxicos para el ambiente y el humano (Agrios. 2002). 

Como medida preventiva se recomienda el uso de semillas producidas en lotes sanos 

y/o certificadas mediante análisis sanitario, una correcta rotación de cultivos y la 

eliminación del rastrojo enfermo (Fernandez Valiela. 1975; Formento y col. 2007).  

Como estrategia alternativa para evitar la dispersión de enfermedades como 

pústula y tizón bacterianos se está probando la aplicación de compuestos naturales 

derivados de plantas (Formento y col. 2007; Vasinauskiene y col. 2006). Las 

investigaciones se centran principalmente en las especies aromáticas las cuales se 

seleccionan sobre la base de su uso popular. Los productos derivados de estas 

plantas se pueden dividir en varias categorías fitoquímicas: fenoles, quinonas, flavonas 

y flavonoides, taninos, cumarinas, aceites esenciales (AE), alcaloides, lectinas y 

polipéptidos. Varios estudios confirman la actividad antimicrobiana de los mismos; en 

consecuencia, la preservación de especies vegetales nativas resulta crucial para 

mantener la biodiversidad y la principal fuente de estos compuestos (Demo y Oliva. 

2008; Díaz. 2008; Henao y col. 2009; Tereschuk y col 2007). 

 

5. Plantas medicinales y aromáticas 

 

La denominación de plantas medicinales hace referencia a aquellos vegetales 

con principios activos que ejercen una acción farmacológica y beneficiosa para el 

organismo vivo. Un principio activo se define como aquella sustancia cuya principal 

función es aliviar la enfermedad o restablecer la salud, otorgando las propiedades 

terapéuticas a estas plantas y en base a ellos se clasifica y selecciona. Tanto semillas 

como frutos, hojas, tallos y raíces pueden contener principios activos. Con el 

transcurso del tiempo se han aislado estos principios y se han realizado estudios 

químicos, fisiológicos y médicos. Muchos de estos productos naturales se fueron 

incorporando a las farmacopeas, continuando en la actualidad con el uso de ellos en la 

medicina humana y animal (Davies. 2004; Núñez y Cantero. 2000). 

Algunas especies de plantas medicinales son aromáticas; éstas generan por 

algún proceso fisicoquímico un producto aromático, caracterizado por poseer olor o 

sabor determinado (Bamba y col. 1993). Dentro de este grupo hay una gran diversidad 

de especies cuya característica en común es la producción de AE y/o resinas, las 

cuales son una mezcla fragante de líquidos (Gunther. 1948).  
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6. Aceites esenciales 

 

Químicamente consisten en mezclas de lípidos sencillos llamados terpenos. 

Estructuralmente están constituidos por la unión de dos o más unidades de isopreno y 

se clasifican según el número de éstas que poseen. Los compuestos oxigenados 

derivados de estos hidrocarburos incluyen alcoholes, aldehídos, ésteres, éteres, 

cetonas, fenoles y óxidos (Croteau y col. 2000; Primo-Yúfera. 1995; Sikkema y col. 

1995; Svoboda y Hampson. 1999). 

Tradicionalmente se refiere a estas sustancias como metabolitos secundarios, 

los cuales están distribuidos entre grupos taxonómicos limitados dentro del reino 

vegetal (Cowan. 1999). Los AE o esencias, se elaboran en el citoplasma de ciertas 

células vegetales y se acumulan en diferentes partes de la planta, pudiendo localizarse 

en un determinado órgano vegetal: flores, hojas, frutos y hasta raíces o en toda la 

planta (Burt. 2004; Ojeda y col. 2001).  

Desde la antigüedad, los AE de plantas han sido utilizados como 

medicamentos, especias y perfumes (Bagci y Digra. 1996; De Pooter y col. 1995; 

Zygadlo y Juliani. 2000). Los AE y sus componentes están generando cada vez mayor 

interés debido a su inocuidad y seguridad, a su amplia aceptación por parte de los 

consumidores y a sus potenciales y múltiples usos (Ben El Hadj Ali y col. 2013). Han 

demostrado tener destacadas propiedades funcionales en beneficio de la salud del 

hombre pudiendo jugar un rol muy importante en el agregado a productos alimenticios 

y como quimioterápicos en enfermedades de origen humano y animal. Entre las 

propiedades descriptas se encuentran: actividad antitumorogénica (Crowell. 1999), 

actividad antioxidante (Tiziana Baratta y col. 1998; Zygadlo y Juliani. 2000) y actividad 

antimicrobiana entre otras (El-Sakhawy y col. 1997; Tiziana Baratta y col. 1998; Demo 

y col. 2005; Oliva y col. 2011; Zygadlo y Juliani. 2000).  

Se está investigando el uso de AE y extractos naturales provenientes de 

vegetales frente a bacterias fitopatógenas aisladas de soja, encontrándose resultados 

promisorios (Oliva y col. 2013). Investigaciones realizadas con AE de numerosas 

especies aromáticas de Argentina afirman que estos compuestos inhiben a bacterias 

Gram positivo, Gram negativo y hongos unicelulares (Demo y col. 2005; Oliva. 2005). 

Muestras oleosas obtenidas de miembros de la familia Lamiaceae fueron activas 

contra Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola agente causal del tizón en porotos 

(Soylu y col. 2003) y estudios realizados sobre P. syringae y otras bacterias 
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fitopatógenas demostraron que el AE de Coriandrum sativum, Foeniculum vulgare y O. 

vulgare presentaron buena actividad inhibitoria (Vasinauskiene y col. 2006). 

Los AE ejercen su acción principalmente en la membrana plasmática de la 

célula produciendo daños en la estructura de la misma, modificando la hidrofobicidad 

de la superficie de la misma y se sabe que modulan el QS (Di Pascua y col. 2006; 

Sikkema y col. 1995; Turina y col. 2006). La producción de “biofilm” por Pseudomonas 

sp y Escherichia coli, fue significativamente inhibida por terpenos como eugenol y 

citronelol (Niu y Gilbert 2004). Algunos AE podrían estar incidiendo en la liberación y/o 

producción de biofilm, exopolisacáridos y exoproteínas generados por cepas 

microbianas, por lo que el estudio de la capacidad de evitar o inhibir la formación de 

biofilms ayudaría a controlar la capacidad patogénica de los microorganismos.  

Aunque la producción agrícola ha crecido en los últimos años, en gran medida 

debido al uso generalizado de fertilizantes sintéticos, pesticidas, riego, etc., esta tasa 

de producción no es sostenible a causa de los impactos ambientales de las prácticas 

modernas agrícolas. Una correcta utilización de productos antimicrobianos de origen 

natural aplicados sobre el cultivo y/o sobre semillas infectadas evitaría la dispersión de 

la enfermedad y además contribuiría con la no eliminación al medio ambiente de 

productos contaminantes no deseados. 

En este trabajo se obtuvieron por hidrodestilación AE de las plantas 

aromáticas: Origanum vulgare y Thymus vulgaris y se ensayó la actividad 

antimicrobiana de estos sobre bacterias fitopatógenas aisladas de soja y sobre la 

producción de biofilm de estas bacterias. Los antecedentes de efectividad en la 

actividad inhibitoria de estos compuestos naturales sobre bacterias los convierte en 

potenciales sustancias efectivas, no contaminantes y de bajo costo que podrían ser 

utilizadas para el control de bacteriosis de soja.   



Efecto de aceite esenciales sobre la producción de biofilm de cepas 
fitopatógenas de soja 

 
 

Milena Giuliano  17                                                           
  

 

II – HIPÓTESIS DE TRABAJO 

 

Bacterias fitopatógenas son productoras de biofilm y los aceites esenciales 

inhiben su producción. 

 

 

III – OBJETIVOS 

 

1. Objetivo general 

 

Estudiar el efecto de aceites esenciales de Origanum vulgare y Thymus 

vulgaris sobre la formación de biofilm de cepas bacterianas fitopatógenas de soja.  

 

2. Objetivos específicos 

 

Objetivo 1: Recolectar, preparar y obtener aceites esenciales a partir del 

material vegetal. 

Objetivo 2: Identificar y cuantificar los componentes de los aceites esenciales. 

Objetivo 3: Determinar la actividad antimicrobiana (CIM y CBM) de aceites 

esenciales de Origanum vulgare y Thymus vulgaris sobre cepas fitopatógenas de soja.  

Objetivo 4: Analizar a diferentes tiempos la capacidad de los fitopatógenos 

bacterianos Pseudomonas syringae y Xanthomonas axonopodis para formar biofilms. 

Objetivo 5: Analizar el efecto de dosis subletales de aceites esenciales sobre la 

formación de biofilm de las cepas en cuestión. 
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IV - MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Soluciones 

  

 Solución de resazurina al 0,01% 

 

Sal de Resazurina Sódica ______________0.01 gr. 

Agua destilada c.s.p. __________________100 ml 

 

Se colocó 0,01 gr. de sal de resazurina sódica en 100 ml de agua destilada 

estéril en un frasco de vidrio color caramelo esterilizado. La solución se disolvió por 

agitación y se conservó a 4ºC con tapón de goma y en oscuridad. 

 

 Cristal Violeta al 1% 

 

Cristal violeta  _______________________1 gr. 

Agua destilada c.s.p.__________________100 ml 

 

2. Medios de cultivo 

 

 Caldo Tripticasa – Soya (CTS) 

 

Tripteína ___________________________17 gr. 

Peptona de soya _____________________3 gr. 

Cloruro de sodio _____________________5 gr. 

Fosfato dipotásico ____________________2,5 gr. 

Glucosa ____________________________2,5 gr. 

Agua destilada c.s.p. __________________1000 ml 

 

 

 Agar Tripticasa - Soya  (ATS)  

 

Caldo Tripticasa Soya ________________1000 ml 

Agar ______________________________17 gr 
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 Extracto de levadura, dextrosa, CO3Ca (YDCA): para Xanthomonas sp.  

 

Extracto de levadura _________________5 gr.  

Dextrosa (glucosa) __________________20 gr. 

Carbonato de calcio _________________40 gr.  

Agua destilada c.s.p. ________________1000 ml 

Agar _____________________________15 gr. 

 

 Caldo King B (CKB): para Pseudomonas sp. 

 

Tripteína soya ______________________10 gr. 

Peptona de carne ___________________10 gr. 

Fosfato dipotásico ___________________1,5 gr. 

Sulfato de magnesio _________________1,5 gr. 

Agua destilada ______________________1000 ml 

Glicerina ___________________________10 ml 

 

 Agar King B (AKB): para Pseudomonas sp.  

 

 Se preparó con los mismos componentes indicados anteriormente más 

el agregado de 15 gr de agar/litro. 

 

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C a 1 atm de presión 

durante 15 minutos. Se conservaron a 4°C hasta el momento de su uso. 

 

3.  Aceites esenciales  

 

3.a. Obtención del material vegetal 

 

Los especímenes vegetales aromáticos Origanum vulgare (L) cv “chileno” 

(orégano) y Thymus vulgaris (L) (tomillo) fueron obtenidos de cultivares provenientes 

de la provincia de San Luis. Se seleccionaron cuidadosamente aquellas partes 

vegetales que no mostraron ninguna alteración morfológica visible, como así tampoco  
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indicios de afecciones por patógenos, tanto hojas verdes, flores como de talluelos 

tiernos. El material vegetal se almacenó en un recipiente limpio y fresco hasta el 

momento de su uso. 

 

3.b. Obtención de aceites esenciales (AE) 

 

Para la extracción del AE de las plantas aromáticas se utilizó la técnica de 

hidrodestilación. Para ello se llenó una columna extractora con el material vegetal el 

cual fue depositado sobre una rejilla. En un balón de 1 litro de capacidad, conteniendo 

agua, se generó calor hasta ebullición; los vapores de agua arrastraron los 

componentes volátiles al atravesar el lecho vegetal de la columna, los cuales 

condensaron y por decantación se obtuvieron dos fases: AE-agua (Bamba y col. 1993; 

De Feo y col. 1998) (Figura 7). El AE obtenido fue desecado con sulfato de sodio 

anhidro y conservado a -20°C hasta el momento de su uso con el propósito de evaluar 

las actividades biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Equipo de hidrodestilación para obtención de aceites 
esenciales. 
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3.c. Identificación y cuantificación de los aceites esenciales 

Se realizó la cromatografía gaseosa-espectrometría de masa (GC-MS) de los 

AE de orégano y tomillo, en el Laboratorio de Química Orgánica de la Universidad 

Nacional de Córdoba, bajo la dirección del Dr. Julio Zygadlo. Los AE fueron analizados 

en un cromatógrafo de gases Shimadzu GC-R1A equipado con una columna de silica 

(30 m x 0,25 mm) cubierta con CBP-1. La temperatura de la columna fue programada 

desde los 60ºC a los 240ºC a 4ºC/min. Las temperaturas del inyector y del detector 

fueron de 270 ºC. El gas carrier utilizado fue He, a una velocidad de 1ml/min. El área 

de los picos fue medida por integración electrónica. Las cantidades relativas de los 

componentes individuales están basadas en el área de los picos obtenida, sin factor 

de corrección de FID. Las temperaturas programadas de los índices de retención de 

los compuestos fueron determinadas relacionadas a los n-alcanos. El análisis de GC 

fue realizado utilizando una columna Supelcowax-10 bajo las mismas condiciones 

descriptas anteriormente.  

Cromatografía gaseosa y Espectrometría de masas (GC-MS): este análisis fue 

realizado en un aparato Perkin Elmer Q-910 usando una columna capilar cubierta con 

CBP-1, de 30m x 0.25 mm. La temperatura de la columna y del inyector fue la misma 

que la utilizada para la cromatografía gaseosa. El gas carrier fue He, con una 

velocidad de flujo de 1 ml/min. El espectro de masa fue registrado a 70 eV. Los 

componentes oleosos fueron identificados por comparaciones de sus índices de 

retención con aquellos de muestras auténticas, por el tamaño del pico de datos 

publicados, y la librería de espectros de masa del Instituto Nacional de Estandares y 

Tecnología (NIST 3.0) y librería propia de espectros de masa e índices de retención de 

los compuestos volátiles. Los análisis de GC-MS fueron realizados utilizando una 

columna Supelcowax 10 con las mismas condiciones descriptas anteriormente. 

(Adams.1989) 

 

4. Cepas bacterianas 

 

4.a. Aislamiento e identificación  

 

Se utilizaron cepas de referencia y cepas aisladas de hojas de soja con 

sintomatología característica de tizón y/o pústula durante 2009/2010 y 2010/2011. 
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Fueron caracterizadas según propiedades fisiológicas y bioquímicas en el Laboratorio 

de Microbiología del Departamento de Microbiología e Inmunología de la U.N.R.C. y 

tipificadas mediante identificación genotípica por ARNr 16S (servicio de Macrogen, 

Korea) (Tabla 1).  

 

Tabla 1: Cepas bacterianas utilizadas en los ensayos microbianos 

PROVINCIA ORIGEN CEPAS IDENTIFICACIÓN (RNAr 16S) 
MAX 

IDENTIDAD 

 

 

 

 

 

Córdoba 

 

Alcira Gigena 

A5 Pseudomonas syringae pv. 
glycinea 

99% 

A6 Pseudomonas putida 99% 

A7 Pseudomonas putida 99% 

Paso del 
Durazno 

M2E7 Achromobacter xylosoxidans 99% 

 

Los Cisnes 

C11 Pseudomonas putida 99% 

C13 Pseudomonas syringae pv. 
glycinea 

99% 

LS3 
Pseudomonas syringae pv. 

glycinea 
99% 

 

Alejandro 
Roca 

C47 Acinetobacter schindleri 99% 

EM1 Pseudomonas syringae pv. 
glycinea 

99% 

EM16 Pseudomonas putida 99% 

EM21 Acinetobacter schindleri 99% 

Santa Fe 
Venado 
Tuerto 

VT2 
Pseudomonas syringae pv. 

glycinea 
99% 

San Luis Quines Q 
Pseudomonas syringae pv. 

glycinea 
99% 

 

Cepas de 
referencia 

INTA Bella 
Vista 

(Corrientes) 
Xa Xanthomonas axonopodis pv. 

manihotis/ pv. citri 
99% 

UNRC 
(Depto. 
Biología 

Molecular) 

DC 
3000 

Pseudomonas syringae pv. 
tomato 

 

P61 Pseudomonas syringae pv. 
syringae 
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4.b. Conservación y propagación de cepas 

 

Las cepas utilizadas se conservaron en AKB y ATS inclinado, a 4 ºC y se 

repicaron mensualmente. Para el almacenamiento de cepas a largo plazo se repicaron 

en CTS, CKB y/o caldo YDCA con el agregado de glicerol al 20 % y se conservaron a -

80ºC.  

 

 

5.  Actividad antimicrobiana de productos naturales  

 

5.a. Determinación de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales 

 

Concentración inhibitoria mínima (CIM): Se determinó mediante la Técnica de 

microdilución en caldo según Mann y Markham (1998). 

 

Preparación de la dilución de trabajo: Se sembraron los microorganismos en 

CKB o CTS, según corresponda, y se incubaron a 28°C durante 24 hs. A partir de los 

caldos se realizaron diluciones factor 10 en CTS o CKB hasta la dilución 10 -5. En una 

microplaca de 96 pocillos se colocaron 170 L de cada dilución del microorganismo a 

probar, 20 L de DMSO:agua (1:8) y 10 L de resazurina. Se incubaron a 28°C 

durante 24 hs. y como dilución de trabajo se eligió la primera dilución incapaz de 

reducir la resazurina (azul). La visualización se fundamenta en la capacidad que tienen 

los microorganismos vivos, a determinada concentración, de reducir al indicador redox 

rezasurina (0,01%); el color azul indicó que la concentración celular es insuficiente 

para reducir al compuesto (estado oxidado) y el rosado presencia de crecimiento 

(estado reducido).  

 

Recuento microbiano: a las diluciones de trabajo elegidas de cada cepa se les 

realizó recuento microbiano. Para ello, se tomó 1 ml de la misma realizándose en agua 

peptonada diluciones seriadas en base 10. Se sembraron 100 µL de cada una de ellas 

en placas con AKB o ATS según corresponda y se incubaron a 28°C durante 24-48 hs. 

Se determinaron las UFC/ml de cada dilución de trabajo. 

 

Determinación de la CIM: Se realizaron diluciones factor 2 del AE en 

DMSO:agua (1:8). En una microplaca de 96 pocillos se colocaron 20 µL de cada 
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dilución del AE a probar y luego 170 L del cultivo microbiano (dilución de trabajo), 

desde el pocillo 1 al 10. Se incubó la microplaca a 28ºC durante 24 hs. y luego se 

agregaron 10 L de resazurina al 0,01% en cada pocillo. La placa se incubó 

nuevamente a 28ºC durante 3-4 hs. y se determinó la CIM visualmente al observar el 

cambio de color azul a rosa. Se tomó como CIM a la última dilución que presentó color 

azul, es decir, la concentración más baja del AE que inhibió el crecimiento visible del 

microorganismo.  

El control positivo consistió en 170 L de cultivo de microorganismo a probar 

con 20 L del diluyente (DMSO:agua) sin el aceite (rosado) y el control negativo fue 

170 L de CTS o CKB suplementado con 20 L del diluyente del AE (azul) (Carson y 

col. 1995; Mann y Markham. 1998). 

 

Concentración bactericida mínima (CBM) 

 

En placas de ATS o AKB se sembraron en superficie 100 µl de la CIM y las 5 

diluciones anteriores a la misma, obtenidas en la microtécnica. Se incubaron a 28°C 

durante 24-48 hs. y se observó la CBM. Se definió la CBM como la mínima 

concentración a la cual menos del 0,01% del inóculo sobrevivió. Cada ensayo se 

realizó por duplicado (Finelgold y col. 1992). 

 

 

6.  Producción de biofilm  

 

6.a. Detección de cepas productoras de biofilm por la Técnica de Rojo 

Congo. 

Se siguió la metodología propuesta por Mathur y col. (2006) con algunas 

modificaciones.  

Se hicieron crecer cepas de Pseudomonas y X. axonopodis aisladas de soja en 

CKB y en CTS, respectivamente, a 28ºC durante 48 hs. Luego se sembraron en 

placas de Agar Rojo Congo en estrías radiales y se incubaron a 28ºC durante 72 hs. 

Las colonias color bordó se consideraron cepas productoras de biofilm.  

 

6.b. Detección de biofilms por micrométodo espectrofotométrico cuali y 

cuantitativo. 

Se siguió la metodología según O`Toole y col. (1998).  
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Microplacas de 48 pocillos se inocularon con 900 µL de CKB y 100 µL de 

cultivo bacteriano con una DO620nm comprendida generalmente entre 1 y 2, y se 

incubaron a 28º C durante 48 hs. Las células libres fueron removidas y los pocillos 

fueron teñidos con cristal violeta (CV) al 1% durante 30 min. a temperatura ambiente. 

Se realizaron lavados con agua destilada, y posteriormente se efectuó una lectura 

visual usando un grado estimativo de producción de biofilm: fuerte (+++), moderado 

(++), débil (+), ausente (-). El biofilm se cuantificó por solubilización con 1500 µL de 

etanol al 95% y la absorbancia fue determinada en un espectrofotómetro a 570 nm. 

(O’Toole y col. 1998). 

 

6.c. Producción de biofilm de cepas fitopatógenas a diferentes tiempos. 

 

Una vez detectada la producción de biofilm de las cepas fitopatógenas, se 

determinó la producción del mismo a distintos períodos de incubación: 8, 24, 36 y 48 

hs. con el fin de evaluar a que tiempo comienza a formarse el biofilm en cada una de 

las cepas. 

 

6.d. Efecto de dosis inhibitorias y sub-inhibitorias de aceites esenciales de 

Origanum vulgare y Thymus vulgaris sobre la formación de biofilm.  

  Se realizó la experiencia según Niu y Gilbert (2004) con algunas 

modificaciones.  

Las cepas productoras de biofilm fueron sometidas a la acción de los AE a fin 

de evaluar la inhibición en la producción del mismo.  

 

Inóculo microbiano: Las cepas fueron cultivadas a 28 °C durante 24 hs. en CKB 

y/o CTS a partir de las cuales se realizaron diluciones hasta obtener valores de 

DO620nm similares a los obtenidos con cada cepa en la experiencia de actividad 

antimicrobiana (CIM).   

Se probó el efecto de diferentes concentraciones de aceite (CIM y ½ CIM) 

sobre la capacidad de formación de biofilm en placas de 48 pocillos. Se colocó en 

cada pocillo de la placa 900 µl del inóculo microbiano y 100 µl de AE a 

concentraciones finales sub-inhibitorias (1/2 CIM) o inhibitorias (CIM) según 

corresponda. Cada concentración de AE se realizó por triplicado. Se incubó a 28°C y 

se observó el efecto de los AE sobre la producción de biofilm a distintos tiempos de 

incubación: 8, 24, 36 y 48 hs.  Al finalizar cada período, se descartó el medio de cada 
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pocillo, se lavó dos veces con agua destilada, se tiñó con CV (1%) durante 30 min., se 

enjuagó con agua destilada y se dejó secar. Se determinó visualmente el desarrollo de 

biofilm. Posteriormente se agregó 1500 µl de etanol al 95% y se midió la absorbancia 

en espectrofotómetro a 570 nm (Niu y Gilbert. 2004). 

Se realizaron controles negativos: control de medio de cultivo: CKB o CTS, 

control del diluyente: medio de cultivo + DMSO:agua (1:8) y controles positivos: control 

de producción de biofilm: 1000 µl inóculo, control de viabilidad: inóculo + DMSO:agua 

(1:8).  

 

7. Análisis estadístico 

 

Los experimentos de producción de biofilm y efecto de AE sobre la producción 

de biofilm fueron ejecutados en tres a cinco repeticiones. Cada experiencia se realizó 

por duplicado. Sobre los resultados obtenidos, se realizaron los siguientes cálculos 

estadísticos utilizando el software InfoStat (Di Rienzo y col. 2012) 

 

    1. Determinación de medias y desvíos estándar.  

    2. Análisis de varianza y test de LSD Fisher, α = 0.05.  
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IV - RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

 

1 - Obtención de aceites esenciales (AE) 

 

Los AE son metabolitos secundarios que normalmente sintetizan las plantas 

para la lucha contra agentes infecciosos o parasitarios o como consecuencia de 

situaciones de estrés. Son componentes aromáticos obtenidos a partir de diferentes 

partes de las plantas, tales como flores, brotes, semillas, hojas y frutos, y han sido 

utilizados durante mucho tiempo en diferentes industrias, principalmente en perfumes, 

en los alimentos y en la industria farmacéutica (Koroch et al. 2007). 

En este trabajo se obtuvieron AE de dos especies aromáticas pertenecientes a 

la familia Lamiaceae: Origanum vulgare (L) cv “chileno” y Thymus vulgaris (L).  

Orégano: Origanum vulgare, es una especie de la familia Lamiaceae que crece 

en laderas soleadas. Es originaria de Europa y Asia, desde donde se ha extendido 

hacia todo el mundo (Figura 8). Es una planta muy rica en AE, aunque la cantidad 

varía dependiendo de las diferentes variedades. Es muy utilizado como saborizante en 

gastronomía y también posee amplias propiedades medicinales: tónica, digestiva, 

estimulante, expectorante, antiespasmódica y estomacal. Es efectivo contra el 

reumatismo, tortícolis, asma húmeda, debilidad estomacal, supresión de menstruación, 

falta de apetito, etc. (Enciclopedia de Plantas que curan. 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Origanum vulgare 

(http://fichas.infojardin.com/condimentos/origanum-vulgare-oregano-mejorana-silvestre-
orenga.htm) 

http://fichas.infojardin.com/condimentos/origanum-vulgare-oregano-mejorana-silvestre-orenga.htm
http://fichas.infojardin.com/condimentos/origanum-vulgare-oregano-mejorana-silvestre-orenga.htm
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Tomillo: Thymus vulgaris, pertenece a la familia Lamiaceae (Figura 9). Se 

emplea desde la antigüedad como condimento y como planta medicinal. Los usos más 

populares del tomillo son aquellos relacionados con la digestión, el sistema respiratorio 

y propiedades antisépticas. En la actualidad se estudia su acción sobre el sistema 

inmunológico y el posible efecto sinérgico de su asociación con otros 

inmunoestimulantes. Todas las propiedades medicinales del tomillo, unidas a su baja 

toxicidad, permiten su aplicación en tratamientos prolongados (Enciclopedia de 

Plantas que curan. 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Thymus vulgaris 

(http://www.farmazia.ehu.es/p046-
11213/eu/contenidos/informacion/jardin_virtual/eu_jardin/adjuntos/55.thvu.htm) 

 

Luego de la extracción de los AE se procedió a realizar los cálculos 

correspondientes para determinar el rendimiento y la densidad de cada uno de ellos. 

El porcentaje de rendimiento fue calculado en base a los volúmenes de AE obtenidos 

según la cantidad de material vegetal hidrodestilado (Tabla 2). 

 

 

 

http://alimentosparacurar.com/cl/38/aparato-digestivo.html
http://www.farmazia.ehu.es/p046-11213/eu/contenidos/informacion/jardin_virtual/eu_jardin/adjuntos/55.thvu.htm
http://www.farmazia.ehu.es/p046-11213/eu/contenidos/informacion/jardin_virtual/eu_jardin/adjuntos/55.thvu.htm
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Tabla 2: Rendimiento y densidad de los aceites esenciales de Origanum vulgare 

y Thymus vulgaris 

ACEITE ESENCIAL RENDIMIENTO (%) DENSIDAD (gr/mL) 

Origanum vulgare (Orégano) 0,5 925,2 

Thymus vulgaris (Tomillo) 1,9 918,8 

 

El rendimiento obtenido para el AE de orégano fue similar al descripto por 

Lombardo (2008) quien obtuvo un valor de 0,39%, mientras que el alcanzado para el 

AE de tomillo no se encuentra dentro de los promedios citados por los autores Roldan 

y colaboradores (2010) y Lombardo (2008), quienes obtuvieron valores de 0,48% y 

0,27% respectivamente, alcanzando mayor rendimiento en nuestra experiencia.   

 

2 - Identificación y cuantificación de componentes de aceites esenciales  

 

Los principales componentes de los AEs fueron mono y sesquiterpenos. Ha 

sido demostrado que algunos de estos componentes, aislados o en conjuntos, 

presentan actividades antibacterianas, antifúngicas y antioxidantes (Roldan y col. 

2010). 

En el AE de orégano se identificaron 24 compuestos y en el AE de tomillo se 

identificaron 36 compuestos, que representan el 99,7% y 99,3%, respectivamente. 

Ambos aceites presentaron altos niveles de carvacrol (19,7 y 29,5%, respectivamente) 

y bajos porcentajes de timol (1,5 y 1% respectivamente). Estos monoterpenos 

fenólicos se describen como característicos de dichos aceites (Ultee y col. 1998; 

Viuda-Martos y col. 2011). Además, los AE de orégano y tomillo presentan p-cimeno y 

gamma terpineno como componentes principales y el AE de orégano presentó también 

cis-hidrato sabineno en alto porcentaje entre sus terpenos (Tabla 3).  
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Tabla 3: Componentes identificados en los aceites esenciales de Thymus 

vulgaris y Origanum vulgare (%) por GC-MS 

COMPONENTES % TOMILLO % ORÉGANO 

alfa tujona 1.7 0.6 

alfa pineno 1.6 Tr 

alfa fencheno 0.8 Tr 

beta pineno 1.1 - 

Sabineno - 1.8 

3 –octanona - Tr 

trans-2-octen-1-ol - Tr 

Mirceno 1.8 1.2 

3-octanol Tr - 

alfa felandreno Tr - 

3 – careno Tr - 

alfa terpineno 1.7 2.4 

p –cimeno 31.5 11.5 

1,8 –cineol 2.4 - 

Limoneno - Tr 

beta felandreno - Tr 

Cisocimeno - 3.9 

transocimeno - 0.6 

gama terpineno 11.3 22.7 

Terpineno 1.5 2.1 

para-cimeneno Tr - 

Linalol 3.5 - 

cis hidrato de sabineno Tr 19.7 

trans hidrato de sabineno - Tr 

Alcanfor Tr - 

Borneol 1 0.6 

4-terpineol 1.2 5.1 

p-cimeno-8-ol Tr - 

alfaterpineol Tr 1.8 

Timol metil éter  1.7 1.5 

Geraniol Tr - 

Geranial Tr  

Timol 1 1.5 

Carvacrol 29.5 19.7 

acetato de isobornilo Tr - 

alfa copaeno Tr - 

beta bourboneno Tr - 

Longifoleno 3.6 - 

alfa cadineno 1.1 - 
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gama muuroleno Tr - 

gama cadineno Tr - 

delta cadineno Tr - 

1-S cis calameneno Tr - 

oxido de cariofileno 1.3 - 

beta cariofileno - 2.7 

 
99.3 99.7 

Ref.: tr: trazas 

 

Se ha descripto para el AE de tomillo altos porcentaje de timol entre sus 

componentes (Roldan y col. 2010; Rota y col. 2008; Stahl-Biskup 1991; Viuda-Martos y 

col. 2011). Sin embargo, en este ensayo se presentó bajo contenido de dicho 

monoterpeno. Las variaciones en la composición de los AE de tomillo se deben a 

distintos factores, entre ellos se encuentran el quimiotipo, la edad y parte del vegetal 

de donde se extrajo el aceite, la etapa de desarrollo de la planta, el período de 

cosecha, entre otros (Viuda-Martos y col. 2011). Se han informado 7 quimiotipos 

diferentes dentro de T. vulgaris que estarían correlacionados con el polimorfismo 

sexual y el medio ambiente. La razón de estas variaciones dentro de una misma 

especie vegetal podría estar atribuida a la ruta biosintética de los fenoles terpénicos 

presentes en su composición, como resultado de represores o inhibidores de las 

enzimas (Stahl-Biskup. 1991). 

 

3 - Determinación de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de 

Origanum vulgare y Thymus vulgaris sobre cepas de P. syringae y X. 

axonopodis. 

 

Dentro de las plantas aromáticas se ha reportado a la familia Lamiaceae como 

un grupo destacado debido a su actividad antimicrobiana. En esta familia se 

encuentran Origanum vulgare y Thymus vulgaris (Pierozan y col. 2009). La actividad 

antimicrobiana de los AE de estas dos especies fueron analizados en el Laboratorio de 

Microbiología del Dpto. de Microbiología e Inmunología, observándose la efectividad 

de los mismos contra cepas Gram negativo aisladas de alimentos (Lombardo. 2008) y 

aisladas de soja (Córdoba. 2012). 
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3.a. Identificación de cepas fitopatógenas de soja  

 

Se realizó la identificación bioquímica y por ARN 16s de 13 cepas aisladas a 

partir de plantas de soja con sintomatología característica de pústula y tizón. De las 13 

cepas aisladas, 6 de ellas fueron identificadas por ARN 16s dentro de la especie P. 

syringae patovariedad glycinea. Fueron identificadas como P. putida 4 cepas, como 

Acinetobacter schindleri 2 cepas y como Achromobacter xylosoxidans 1 cepa. Estos 

ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiología correspondiente al Dpto. 

de Microbiología e Inmunología de la Facultad de Ciencias Exactas, Físico-Químicas y 

Naturales de la U.N.R.C.  

 

3.b. Determinación de la actividad antimicrobiana de aceites esenciales  

 

Las enfermedades bacterianas en cultivos adquieren importancia debido a que 

provocan disminución o pérdida en la producción agrícola, lo cual implica fuertes 

impactos económicos (Formento y col. 2007). El control de estas plagas se realiza 

principalmente con pesticidas que resultan tóxicos para el ambiente y el hombre. La 

limitada disponibilidad de bactericidas, la capacidad de las bacterias fitopatógenas de 

difundir a través de semillas y la rápida resistencia a los pesticidas que estos 

microorganismos adquieren, ocasionan un problema considerable en el control de 

estas plagas (Lo Cantore y col. 2004). 

En los últimos años ha habido un creciente interés en el uso de compuestos 

orgánicos biológicamente activos obtenidos de especies de plantas que presentan la 

capacidad de eliminar microorganismos patógenos. La utilización de AE obtenidos de 

plantas con propiedades antimicrobianas representa una nueva alternativa para el 

control de bacterias fitopatógenas (Borboa-Flores y col. 2010). 

Se realizó la determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) y la 

concentración bactericida mínima (CBM) de los AE de orégano y tomillo sobre las 

cepas fitopatógenas de P. syringae y cepas de referencia: X. axonopodis, P. syringae 

pv. syringae (P61) y P. syringae pv. tomato (DC3000), utilizando la técnica de 

microdilución en caldo. El rango de concentración de inóculo utilizada en este ensayo 

fue de 104 a 107 UFC/mL dependiendo de la cepa bacteriana (los resultados se 

detallan en la Tabla 1 del Anexo). La mayoría de los microorganismos probados fueron 
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inhibidos por ambos AE, con excepción de la cepa P. syringae pv. glycinea (VT2) la 

cual sólo fue inhibida por el AE de orégano. La cepa más sensible a la acción de 

ambos AE fue Xanthomonas axonopodis pv. manihotis/ pv.citri, la cuál fue la única que 

presentó CBM. El resto de las cepas fueron inhibidas por ambos AE, siendo P. 

syringae pv. glycinea (LS3) la más sensible a la acción del AE de orégano (CIM: 5,8 

mg/mL) y P. syringae pv. syringae (P61) al AE de tomillo (5,8 mg/mL). Los valores de 

CIM para el aceite de orégano presentaron variación entre 5,8 mg/mL y 46,3 mg/mL y 

para el de tomillo entre 1,4 mg/mL y 11,5 mg/mL, siendo esta última concentración la 

que registró el porcentaje más alto de inhibición en las cepas probadas (75%). (Tabla 

4)  

 

Tabla 4: Actividad antimicrobiana de los AE de Origanum vulgare y Thymus 

vulgaris mediante la técnica de microdilución en caldo sobre cepas de  

P. syringae y X. axonopodis 

Ref.: NI: no inhibe; (-): no posee 

 

 

 

 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) 

 

ORÉGANO 

(92,5-0,022 mg/mL) 

 

TOMILLO 

(92-0,0022 mg/mL) 

CIM CBM CIM CBM 

P. syringae pv. glycinea (A5) 46,3 - 11,5 - 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) 11,6 - 11,5 - 

P. syringae pv. glycinea (C13) 46,3 - 11,5 - 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 5,8 - 11,5 - 

P. syringae pv. glycinea (VT2) 23,1 - NI - 

P. syringae pv. glycinea (Q) 23,1 - 11,5 - 

P. syringae pv. syringae (P61) 11,6 - 5,8 - 

P. syringae pv. tomato (DC3000) 23,1 - 11,5 - 

Xanthomonas axonopodis pv. 

manihotis/ pv. citri  (Xa) 
5,8 11,6 1,4 23 
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El método de microdilución en caldo posee la ventaja de utilizar pequeños 

volúmenes de las sustancias a ensayar y permite mayor número de repeticiones 

(Sokovic y col. 2007). A partir de este método se puede determinar también el efecto -

cida de una sustancia.  

Se pudo observar que tanto el AE de tomillo como el de orégano tuvieron 

capacidad de inhibir a la mayoría de las bacterias fitopatógenas ensayadas, 

destacándose el tomillo con bajos valores de CIM. La actividad antimicrobiana 

realizada con estreptomicina (control) no presentó efecto contra las bacterias 

analizadas. Por lo tanto ambos aceites poseen alta eficacia sobre cepas de P. 

syringae, las cuales se caracterizan por ser resistentes a estreptomicina. Los 

antimicrobianos tales como cobre y estreptomicina se han utilizado durante décadas 

para controlar las infecciones por P. syringae en plantas de cultivo (Hwang y col. 

2005). 

La capacidad inhibitoria de los compuestos naturales evaluados en el presente 

trabajo representan una alternativa de control interesante debido a que las bacterias 

fitopatógenas poseen reconocida resistencia a las sustancias antimicrobianas. Esta 

resistencia está dada por la composición química de la membrana externa ubicada por 

fuera de la pared de peptidoglicanos, que funciona como una barrera cuyas porinas no 

permiten el paso de grandes moléculas. Aunque algunos solutos hidrofílicos pequeños 

atraviesen la membrana externa; ésta muestra muy baja permeabilidad para 

compuestos hidrofóbicos, lo que ha sido adjudicado a la presencia de lipopolisacáridos 

lipofílicos. Este hecho es lo que otorga la resistencia de las bacterias Gram negativo 

hacia los antibióticos hidrofóbicos, drogas y probablemente a algunos AE. Además 

algunas bacterias Gram negativo, particularmente Pseudomonas sp., pueden 

presentar una serie de adaptaciones que incluso les permite desarrollarse en 

presencia de compuestos hidrocarbonados tóxicos (Helander y col. 1998; Sikkema y 

col. 1995).  

La capacidad antimicrobiana de los AE está dada por la presencia de 

componentes activos, principalmente atribuible a isoprenos tales como monoterpenos, 

sesquiterpenos y alcoholes relacionados, otros hidrocarburos y fenoles. El carácter 

lipófilo de su esqueleto hidrocarbonado y el carácter hidrófilo de sus grupos 

funcionales son de principal importancia en la acción antimicrobiana de los 

componentes de los AE (Koroch y col. 2007). Los terpenos (combinación de unidades 

de isopreno) perturban la integridad de la membrana y alteran la permeabilidad celular 
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por penetración entre las cadenas de ácidos grasos que componen las bicapas 

lipídicas de las membranas (El Abed y col. 2011). Como consecuencia se ve afectada 

la homeostasis de pH, el equilibrio de iones inorgánicos, inhibición de la actividad 

ATPasa, liberación de ATP intracelular, entre otros (Koroch y col. 2007; Viuda-Martos 

y col. 2011). 

Muchos trabajos afirman que los AE de orégano y tomillo tienen propiedades 

antioxidantes y antimicrobianas, relacionadas con el elevado porcentaje de los 

compuestos fenólicos carvacrol y timol. Por lo tanto estos AE así como los terpenos 

mencionados por sí solos podrían ser utilizados como fungicidas y bactericidas 

(Bagamboula y col. 2004; Borboa-Flores y col. 2010; Kotan y col. 2007; Sokovic y col. 

2007). Cosentino y col. (1999), estudiaron el AE de tomillo demostrando elevada 

actividad antimicrobiana sobre una gran variedad de cepas Gram positivo y Gram 

negativo, atribuyendo esta capacidad a la concentración de los componentes 

fenólicos: timol y carvacrol, mientras que Vasinauskiené y col. (2006) demostraron que 

el AE de orégano presentó actividad contra algunas especies bacterianas tales como 

Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas marginalis, P. syringae y Bacillus sp. 

asignando dicho efecto a los terpenos mencionados anteriormente. 

Por GC-MS se observó que los AE de tomillo y orégano utilizados contienen 

elevados porcentajes de carvacrol (29,5 y 19,7%, respectivamente) y bajos de timol (< 

1,5%), por lo que la capacidad inhibitoria podría ser atribuída principalmente a 

carvacrol, y/o a las mezclas terpénicas que se generan en el AE completo. Nostro y 

Papalia (2012) indicaron que el carvacrol, debido a su naturaleza hidrofóbica, 

interactúa con la bicapa lipídica de la membrana citoplasmática y se alinea entre las 

cadenas de ácidos grasos logrando una expansión y desestabilización de la estructura 

de la membrana y un aumento de su fluidez y permeabilidad. Produce agotamiento del 

ATP intracelular ya sea por reducción de su síntesis o aumento de la hidrólisis del 

mismo. 

Además, el AE de tomillo presentó un porcentaje elevado de p-cimeno (31,5%) 

y el AE de orégano un porcentaje considerable de gamma-terpineno (22,7%). Estos 

compuestos son precursores de los isómeros timol y carvacrol por lo que se puede 

atribuir un posible efecto sinérgico entre ellos. Aunque el p-cimeno es un compuesto 

antibacterial débil, expande la membrana celular bacteriana lo que ayuda a que el 

carvacrol sea más fácilmente transportado dentro de la célula observándose un efecto 

sinérgico entre ellos (Roldan y col. 2010; Rota y col. 2008). 
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Estos resultados demuestran la elevada eficacia de los AE de orégano y tomillo 

frente a bacterias Gram negativo fitopatógenas pertenecientes al género 

Pseudomonas. Por lo tanto, estos aceites constituyen una alternativa promisoria para 

el control de enfermedades causadas por bacterias sobre diferentes cultivos de interés 

agroalimentario. La ventaja de estos compuestos naturales es que no generan 

resistencia bacteriana, no dejan residuos tóxicos en el ambiente y pueden ser 

obtenidos en grandes cantidades y a bajo costo. 

 

4 - Determinación de la formación de biofilms en cepas aisladas de hojas  de 

soja. 

 

En los ecosistemas naturales, los microorganismos crecen preferentemente 

unidos a las superficies formando biopelículas. Éstas generalmente se definen como 

conglomerados de células inmovilizadas en una matriz orgánica con polisacáridos 

extracelulares como componente principal (Rigano y col. 2007). Los biofilms son 

utilizados por las bacterias como una estrategia con el fin de colonizar superficies de 

diversos ambientes tales como tejidos animales, plantas, rizósfera y agua. La vida en 

los biofilms le confiere a las bacterias, tanto comensales como patógenas, ventajas 

para soportar las condiciones adversas del estrés ambiental (Danhorn y Fuqua. 2007; 

Ude y col. 2006). El género Pseudomonas ha sido un modelo para el estudio de 

biopelículas ya que se ha demostrado que tiene la capacidad de formar biofilm sobre 

un gran número de superficies, tanto bióticas como abióticas. Este hecho llevó a 

indagar sobre estas estructuras microbianas ya que proporcionan un ambiente 

modificado que permite el desarrollo del microorganismo en el huésped y se 

convierten en una barrera física para la penetración de sustancias antimicrobianas 

(Kumar y col. 2013; O’Toole y Kolter 1998).   

Se analizó la capacidad de producción de biofilm de todas las cepas en estudio 

mediante dos métodos: Técnica de Rojo Congo (método cualitativo) y Técnica del 

Cristal Violeta (cualitativa y cuantitativa). 
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4. a. Producción de biofilm por Técnica de Rojo Congo (RC) 

 

El método de RC se realizó mediante la técnica de estrías radiales y permitió 

determinar cualitativamente la capacidad de cepas bacterianas de producir biofilm. La 

intensidad del colorante Rojo Congo indica la mayor producción de éste; a mayor 

intensidad mayor producción de biofilm, lo cual se expresó con una escala arbitraria de 

+ a +++.  Se analizaron doce cepas aisladas de soja. Ocho presentaron buena 

producción de biofilm (+++) dentro de las cuales se encuentran cuatro cepas 

fitopatógenas de P. syringae pv. glycinea (EM1, LS3, C13 y Q). Dos presentaron 

moderada producción de biofilm (++): P. syringae pv. glycinea  (A5) y P. putida  

(EM16). Una cepa presentó baja producción (+): Acinetobacter schindleri  (EM21) y 

una no presentó producción de biofilm mediante este método: Acinetobacter schindleri  

(C47) (Tabla 5) (Figura 10). 

 

Tabla 5: Producción de biofilm en cepas aisladas de soja mediante la Técnica del 

Rojo Congo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ref.: (-): sin producción, (+): débil (rosa); (++): moderado; (+++): fuerte (rojo) 

 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) OBSERV. 

CUALITATIVA 

P. syringae pv. glycinea  (A5) + + 

P. syringae pv. glycinea   (EM1) + + + 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) + + + 

P. syringae pv. glycinea  (C13) + + + 

P. syringae pv. glycinea  (Q) + + + 

P. putida  (C11) + + + 

P. putida  (A6) + + + 

P. putida  (A7) + + + 

P. putida  (EM16) + + 

Acinetobacter schindleri  (EM21) + 

Acinetobacter schindleri  (C47) - 

Achromobacter xylosoxidans  (M2E7) + + + 
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Figura 10: Producción de biofilm por la Técnica del Rojo Congo 

Ref.: 1: P. syringae pv. glycinea  EM1 (+++); 2: Acinetobacter schindleri EM21 (+); 3: P. 
syringae pv. glycinea A5 (++); 4: Acinetobacter schindleri C47 (-); 5: P. putida EM16 (++); 6: P. 

syringae pv. syringae Q (+++); 7: Achromobacter xylosoxidans M2E7  (+++); 8: No creció. 

 

4. b. Producción de biofilm por Técnica del Cristal Violeta (CV) 

 

Este método se realizó en policubetas de 48 pocillos utilizando rangos de 

concentraciones celulares de 109 a 1012 UFC/mL según la cepa a probar (los 

resultados se detallan en la Tabla 2 del Anexo). En el análisis cualitativo 6 cepas 

produjeron la mayor cantidad de biofilm (+++) con una mínima diferencia con respecto 

al resto. Analizando cuantitativamente se pudo comprobar que todas las cepas fueron 

capaces de producir biofilm, observándose valores de DO570nm por encima de 1,4. 

Dentro de las especies fitopatógenas correspondientes a P. syringae, la mayor 

producción de biofilm se observó en la cepa P. syringae pv. glycinea (EM1) con un 

valor de DO570nm de 1,8. Entre las demás especies la mayor producción de biofilm se 

observó en P. putida (C11 y A7),  y Acinetobacter schindleri (C47) con valores de DO 

iguales o mayores a 2, lo que estaría indicando la buena capacidad de producir biofilm 

de estas cepas. El resto de las cepas analizadas fueron capaces de formar la 

biopelícula en menor cantidad que las mencionadas anteriormente. Los datos 

cualitativos y cuantitativos coinciden para la mayoría de las cepas indicando la eficacia 
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de ambas técnicas para determinar la producción de biofilm (Tabla 6). Los Resultados 

se detallan en la Tabla 3 del Anexo. 

 

 

Tabla 6: Producción de biofilm en cepas aisladas de soja mediante la Técnica del 

Cristal Violeta (CV) 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) 
OBSERV. 

CUALITATIVA 

OBSERV. 

CUANTITATIVA  DO570nm 

P. syringae pv. glycinea  (A5) ++ 1,6 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) +++ 1,8 

P. syringae pv. glycinea  (C13) ++ 1,4 

P. syringae pv. glycinea  (VT2) +++ 1,6 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) +++ 1,5 

P. syringae pv. glycinea (Q) ++ 1,6 

P. putida  (C11) +++ 2,2 

P. putida  (EM16) ++ 1,5 

P. putida  (A6) ++ 1,6 

P. putida  (A7) +++ 2,1 

Acinetobacter schindleri  (EM21) ++ 1,6 

Acinetobacter schindleri  (C47) +++ 2,0 

X. axonopodis pv. manihotis/ pv. 

citri (Xa) 
++ 1,5 

Ref.: (-): negativo; (+): producción débil; (++): producción moderada; (+++): producción fuerte; 

NR: No Realizado 
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Figura 11: Producción de biofilm por la Técnica del Cristal Violeta (observación 
cualitativa) 

Ref.: P. syringae pv. glycinea: A5, EM1, LS3, C13, Q, VT2.  

 

 

Los resultados demuestran que todas las cepas fueron capaces de producir 

biofilm y que no existen grandes variaciones en la producción individual de este 

polisacárido. Al realizar el análisis estadístico no se encontraron diferencias 

significativas en la producción de biofilm para las cepas de P. syringae (LS3, C13, 

VT2, Q) y P. putida (EM16), mientras que para el resto de las cepas se observaron 

algunas diferencias significativas entre ellas y con las cepas mencionadas 

anteriormente (p>0,05) (Gráfico 1). 
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Gráfico 1: Producción de biofilm en cepas aisladas de soja mediante la Técnica 

del Cristal Violeta (CV) 

* Letras distintas para cada cepa indican diferencias significativas en cuanto a la producción de 

biofilm. (p>0,05, LSD Fisher) 

 

Cabe destacar que la producción de biofilm en algunas cepas de Pseudomonas 

se observaba formando una capa en la superficie del medio líquido, variando de muy 

cuantioso a muy delgado en otros dependiendo de la cepa en cuestión (Figura 11). Al 

realizar la técnica del CV, dicha capa era eliminada de los pocillos de la policubeta ya 

que no se encontraba adherida a las paredes de los mismos, por lo tanto, la intensidad 

del color no siempre reflejó la producción real de biofilm de cada cepa. La lectura de 

DO570nm en el espectrofotómetro correspondió al colorante adherido a las paredes de 

los pocillos, sin reflejar la producción total de biofilm. Este evento fue descripto por 

Ude y colaboradores (2006) para una mutante rugosa de Pseudomonas fluorescens, la 

cual ubica esta capa en la interfase aire-líquido (A-L) en un cultivo líquido, donde se 

mantiene unida a las paredes de los viales por la región del menisco y gracias a su 

naturaleza hidrofóbica. La formación de la interfase A-L le permite a las cepas una 

mejor disponibilidad de oxígeno, permitiendo una velocidad de crecimiento mayor que 

las cepas no formadoras de biofilm (Ude y col. 2006). 
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Figura 12: Producción de biofilm. Observación de la interfase A-L. 

 

4. c. Producción de biofilm de cepas fitopatógenas a diferentes tiempos 

 

Con el objetivo de investigar las diferentes etapas en la formación de biofilm y 

determinar a qué tiempo las cepas fitopatógenas comenzaban a producir esta 

biopelícula se analizó la producción a distintos tiempos de iniciado el cultivo (8, 24, 36 

y 48 hs.). En esta experiencia se utilizaron las cepas fitopatógenas identificadas como 

P. syringae y cepas de referencia: X. axonopodis, P. syringae pv. syringae (P61) y P. 

syringae pv. tomato (DC3000). En la Tabla 7 se muestran los promedios 

correspondientes a las experiencias realizadas (Tabla 4 del Anexo). De las 8 cepas 
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analizadas se pudo observar que 3 cepas de P. syringae pv. glycinea (A5, EM1 y LS3) 

presentaron la mayor producción de biofilm a las 8 hs. con valores de DO≥1,5 

notándose luego, una disminución del mismo (24 hs.) y aumentando nuevamente a las 

36 hs. El resto de las cepas presentaron un pico máximo de producción de biofilm a  

las 36 hs. con valores de DO≥0,5. La cepa de referencia P. syringae pv. syringae  

(P61) produjo su máximo a las 48 hs. con DO= 0,7 (Tabla 7) (Gráfico 2). 

 

Tabla 7: Producción de biofilm en cepas fitopatógenas a diferentes tiempos.  

 (DO 570nm) 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) 8 hs 24 hs 36 hs 48 hs 

P. syringae pv. glycinea  (A5) 1,5 0,4 1,0 0,5 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) 1,6 0,3 0,5 0,8 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 1,5 0,2 1,0 0,7 

P. syringae pv. glycinea  (C13) 0,4 0,4 1,1 0,9 

P. syringae pv. glycinea  (VT2) 0,8 1,0 1,5 1,0 

P. syringae pv. glycinea  (Q) 0,4 0,5 1,4 1,1 

P. syringae pv. syringae  (P61) 0,01 0,3 0,3 0,7 

P. syringae pv. tomato  (DC3000) 0,3 0,8 1,0 0,4 

Xanthomonas axonopodis pv. 

manihotis/ pv. citri  (Xa) 
0,01 0,4 0,5 0,4 

 

La formación de biofilm comienza debido a una serie de señales 

medioambientales y al crecimiento bajo una limitación de nutrientes. Proteínas de 

membrana externa tales como proteínas de unión a calcio y adhesinas junto con los 

flagelos median los pasos iniciales de unión a las superficies. Después de la formación 

de microcolonias se requiere la producción de moléculas señales tales como N-acil 

homoserina lactonas para el establecimiento de la biopelícula madura. Los 

exopolisacáridos producidos en este proceso proporcionan la forma arquitectónica y 

estabilizan la estructura tridimensional de las biopelículas. Ocasionalmente estos 

agregados bacterianos liberan células individualizadas que se dispersan y multiplican 
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rápidamente colonizando otras superficies u otros sustratos (Costerton y col. 1999; 

Rinaudi y Giordano 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2: Producción de biofilm a diferentes tiempos en cepas fitopatógenas  

 

Se pudo observar que a las 8 hs. las cepas con mayor producción de biofilm 

fueron tres P. syringae pv. glycinea (A5, EM1 y LS3), lo que indica que estas 

produjeron la biopelícula en un corto período después de iniciado el cultivo. A las 24 

hs. redujeron la cantidad de biofilm detectado debido al desprendimiento del mismo, 

aumentando la producción a las 36 hs. lo que indica claramente la dinámica de la 

formación de estas biopelículas. A las 24 hs. las cepas que obtuvieron su mayor 

producción fueron P. syringae pv. glycinea (VT2) y P. syringae pv. tomato (DC3000) 

notándose un aumento con respecto al tiempo anterior. A las 36 hs., en general, la 

producción de biofilm por parte de las cepas se registró con valores de DO cercanos a 

1, observándose muy poca diferencias significativas entre las mismas, con excepción 

de las cepas P. syringae pv. glycinea (EM1), P. syringae pv. syringae (P61) y 

Xanthomonas axonopodis pv. manihotis/ pv. citri las cuales presentaron valores de DO 

similares a los registrados en el tiempo anterior (cercanos a 0,4). Por último, a las 48 

hs. de iniciado el cultivo bacteriano se pudo observar que las cepas mostraron valores 

de DO entre 0,4 y 1,1 con algunas diferencias significativas entre ellas. La mayoría 
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redujo la producción con respecto al tiempo anterior, con excepción de P. syringae pv. 

glycinea (EM1) y P. syringae pv. syringae (P61) quienes mostraron valores mayores. 

Comparando las diferentes lecturas a los distintos tiempos se detecta el 

comportamiento individual de cada cepa: producción de la biopelícula, 

desprendimiento y nuevamente producción, independientemente del tiempo máximo 

en donde se detecta la mayor lectura. Se observan diferencias significativas entre 

ellas, aún para aquellas que produjeron el máximo en el mismo tiempo. Los datos se 

muestran en los siguientes gráficos (Gráficos 3, 4, 5 y 6) (Gráficos 1-8 del Anexo).  

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3: Producción de biofilm en cepas fitopatógenas a las 8 hs 
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Gráfico 4: Producción de biofilm en cepas fitopatógenas a las 24 hs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5: Producción de biofilm en cepas fitopatógenas a las 36 hs 
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Gráfico 6: Producción de biofilm en cepas fitopatógenas a las 48 hs 

 

5 - Efecto de dosis inhibitorias y sub-inhibitorias de aceites esenciales de 

Origanum vulgare y Thymus vulgaris sobre la formación de biofilm   

 

 Las cepas de Pseudomonas y Xanthomonas productoras de biofilm fueron 

sometidas a la acción de los AE de Origanum vulgare y Thymus vulgaris a 

concentraciones sub-inhibitorias (1/2 CIM) e inhibitorias (CIM). Este efecto fue 

analizado a diferentes tiempos de exposición al aceite esencial (8, 24, 36 y 48 hs.). La 

producción de biofilm frente a las distintas concentraciones de los AE se cuantificó 

mediante la técnica del CV.  

Cuando las cepas fueron expuestas a concentraciones inhibitorias y sub-

inhibitorias de los AE de orégano y tomillo y se compararon con los controles positivos 

de cada cepa se pudo observar que ambos AE tuvieron efecto sobre la formación de 

biofilm. 

 Para el AE de tomillo, las concentraciones sub-inhibitorias (1/2 CIM) probadas 

fueron capaces de disminuir considerablemente la producción del polisacárido, 

mientras que las concentraciones inhibitorias (CIM) mostraron total inhibición en la 

mayoría de las cepas analizadas. En los gráficos se exponen los resultados obtenidos 
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en las cepas tratadas comparadas con sus respectivos controles positivos (Gráficos 7, 

8, 9 y 10). Se observó que tanto a las 8 hs. como a las 36 y 48 hs. la dosis 

correspondiente a la CIM tuvo efecto de inhibición total en la formación de biofilm 

durante el tiempo en el que transcurrió la experiencia. A las 24 hs., la CIM tuvo un 

efecto inhibitorio total frente a la cepa de P. syringae pv. glycinea (LS3) y la cepa de 

referencia P. syringae pv. syringae (DC3000), mientras que para el resto de las cepas 

se observó una marcada disminución en la producción del biofilm. Las 

concentraciones sub-inhibitorias (1/2 CIM) mostraron una disminución en la formación 

de las biopelículas en la mayoría de las cepas aunque no lograron igualar el efecto 

ocasionado por la CIM.  

El control del diluyente (DMSO:agua) mostró que no afecta a la producción de 

biofilm como así también a la viabilidad celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 7: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Thymus vulgaris sobre la formación 

de biofilm en cepas fitopatógenas (8 hs.) 
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Gráfico 8: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Thymus vulgaris sobre la formación 

de biofilm en cepas fitopatógenas (24 hs.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 9: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Thymus vulgaris sobre la formación 

de biofilm en cepas fitopatógenas (36 hs.) 
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Gráfico 10: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Thymus vulgaris sobre la formación 

de biofilm en cepas fitopatógenas (48 hs.) 

 

Cuando las cepas fueron expuestas a dosis inhibitorias y sub-inhibitorias del 

AE de orégano y se compararon con los controles positivos se observó que a las 24, 

36 y 48 hs., se produjo una reducción en la producción de biofilm en la mayoría de las 

cepas, aunque los valores fueron variados, detectándose una clara inhibición de la 

producción de biofilm de todas las cepas a las 48 hs.  

A las 8 hs se observó producción de biofilm en las cepas de P. syringae pv. 

glycinea (Q) y Xanthomonas axonopodis pv. manihotis/ pv. citri enfrentadas al aceite 

esencial con respecto al control, esto indicaría probablemente una reacción a la 

presencia de la sustancia oleosa induciendo la producción del polisacárido. Este 

comportamiento se observó también en P. syringae pv. glycinea (C13) a las 24 hs. y 

en P. syringae pv. glycinea (EM1), P. syringae pv. syringae (P61) y Xanthomonas 

axonopodis pv. manihotis/ pv. citri a las 36 hs. de iniciado el cultivo. Este efecto de 

aumento en la producción de biofilm por algunas cepas expuestas a concentraciones 

de aceites esenciales, ha sido explicado por algunos autores los cuales demostraron 

que el efecto de concentraciones sub-inhibitorias de tetraciclinas potenciaba de 9 a 11 

veces la expresión del operón ica implicado en la formación de biocapas en S. 

epidermidis (Rachid et al. 2000). Un efecto similar fue descripto para algunos 
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aminoglucósidos e imipenem en P. aeruginosa (Bagge et al. 2004; Hoffman et al. 

2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 11: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Origanum vulgare sobre la 

formación de biofilm en cepas fitopatógenas (8 hs.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 12: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Origamun vulgare sobre la 

formación de biofilm en cepas fitopatógenas (24 hs.) 
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Gráfico 13: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Origanum vulgare sobre la 

formación de biofilm en cepas fitopatógenas (36 hs.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 14: Efecto de CIM y ½ CIM de AE de Origanum vulgare sobre la 

formación de biofilm en cepas fitopatógenas (48 hs.) 
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Los datos expuestos en esta experiencia muestran que el aceite de tomillo fue 

más efectivo con respecto al de orégano ya que se observó inhibición de biofilm tanto 

para la CIM como para la ½ CIM en todos los tiempos evaluados. A concentraciones 

inhibitorias (CIM) ambos aceites afectaron la producción de biofilm en mayor medida 

que a concentraciones sub-inhibitorias.  

La búsqueda de sustancias naturales capaces de inhibir la formación de 

estructuras que contribuyen con la patogenicidad, como el biofilm, está siendo cada 

día más estudiada. Schillaci y col. (2013) demostraron que concentraciones sub-

inhibitorias del AE de orégano inhibieron la formación de biofilm de patógenos de 

alimentos tales como Staphylococcus aureus y P. aeruginosa. Busso Aberastain 

(2010) demostró que concentraciones inhibitorias y sub-inhibitorias del AE de Aloysia 

triphylla afectan la formación de biofilm disminuyendo su producción en cepas del 

género Staphylococcus. Carvalho y Fonseca (2007) observaron que terpenos 

(salvipisone, carveol y carvona) aislados del AE de Salvia sclarea fueron capaces de 

evitar la agregación celular y la formación de biopelículas en S.aureus, Staphylococcus 

epidermidis y Rhodococcus erythropolis ya que provocaron un cambio en la 

composición de los ácidos grasos y en la hidrofobicidad de las membranas celulares, 

afectando además los sistemas de comunicación entre las bacterias. El Abed y col. 

(2011) demostraron que cuatro terpenos (eugenol, carveol, carvona y β-ionona) que 

forman parte de AE de varias especies vegetales son capaces de inducir una 

inhibición tanto en la adherencia celular como en la formación de las biopelículas en 

cepas de P. aeruginosa.  

Los AE de orégano y tomillo tienen la capacidad de inhibir la formación de 

biofilm en cepas de Pseudomonas y Xanthomonas fitopatógenas de soja, siendo el 

aceite de tomillo el más efectivo contra la mayoría de las cepas analizadas. Estos 

compuestos naturales, al no generar resistencia bacteriana, no dejar residuos tóxicos 

en el ambiente y obtenerse en grandes cantidades a un bajo costo, permitirían 

desarrollar en un futuro estrategias de control de tizón y pústula bacterianas. así como 

de otras enfermedades vegetales. Este control puede estar dirigido al control del 

microorganismo directamente o a evitar la producción de factores de virulencia que 

colaboren con la patogenicidad. Disminuir o impedir que el biofilm se forme estaría 

ayudando a que las bacterias fitopatógenas no puedan establecer un hábitat adecuado 

para poder colonizar un ambiente y de ese modo producir la enfermedad. 
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Teniendo en cuenta la eficacia de los AE de orégano y de tomillo, 

principalmente este último, se deberían seguir realizando experiencias in-vivo a escala 

de invernáculo para ensayar la capacidad antimicrobiana de estos compuestos y 

además la habilidad de disminuir la producción de biofilm, evaluando como influyen 

estos resultados en la patogenicidad del microorganismo en el sistema vegetal.  
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V – CONCLUSIONES 

 

 Los AE de Thymus vulgaris (Tomillo) y Origanum vulgare (Orégano) 

presentaron altos niveles de carvacrol y bajos porcentajes de timol entre sus 

componentes.  

 

 El AE de tomillo presentó un porcentaje elevado de p-cimeno y el AE de 

orégano un porcentaje considerable de gamma-terpineno. Estos compuestos son 

precursores de los isómeros timol y carvacrol, que poseen conocida actividad 

antimicrobiana. 

 

 Los AE de orégano y tomillo mostraron capacidad inhibitoria frente a la 

mayoría de las cepas fitopatógenas analizadas. El AE de tomillo fue efectivo para 

ejercer su efecto inhibitorio a concentraciones menores que el de orégano.  

 

 

 X. axonopodis fue la cepa más sensible a ambos aceites. Estos 

compuestos naturales presentaron un efecto bactericida contra la misma. 

 

 Todas las cepas de P. syringae fitopatógenas aisladas y las de 

referencia fueron capaces de desarrollar biofilm en distinto grado de producción. 

 

 

 La mayoría de las cepas comienzan a producir biofilm a distintos 

tiempos; algunas lo hacen muy tempranamente y otras en etapas más avanzadas 

del cultivo. 

 

 Todas las cepas poseen el mismo comportamiento para producir biofilm, 

independientemente del tiempo que tarden en formarlo. Esto implica producción de 

la biopelícula, desprendimiento y nueva formación. 

 

 A concentraciones inhibitorias (CIM) ambos aceites afectan la 

producción de biofilm en mayor medida que a concentraciones sub-inhibitorias (1/2 

CIM).  
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 El AE de tomillo resultó más efectivo para inhibir la formación de biofilm, 

tanto a concentraciones inhibitorias como subinhibitorias.  

 

Conclusión general 

 

 Existe una elevada eficacia de los AE de orégano y tomillo frente a 

bacterias fitopatógenas pertenecientes al género Pseudomonas y Xanthomonas, las 

cuales poseen resistencia natural contra compuestos antimicrobianos. Estos 

compuestos oleosos tienen la capacidad de inhibir la formación de biofilm, siendo el 

aceite esencial de tomillo el más efectivo. Por lo tanto, estos productos naturales 

constituyen una alternativa promisoria para el control de bacterias causantes de 

enfermedades en diferentes cultivos de interés agroalimentario, ya que no generan 

resistencia, no dejan residuos tóxicos en el ambiente y pueden obtenerse en grandes 

cantidades a un bajo costo. 
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VII – ANEXO 

 

Tabla 1. Recuentos microbianos de  cepas fitopatógenas de P. syringae, X. 

axonopodis y cepas de referencia 

 

Tabla 2. Recuentos microbianos de las cepas aisladas de soja 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) RECUENTO MICROBIANO (UFC/ml) 

P. syringae pv. glycinea  (A5) 2,65x1011 

P. syringae pv. glycinea  (C13) 1,68x1012 

P. syringae pv. glycinea  (VT2) 1,05x109 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 2,58x1012 

P. putida  (C11) 1,53x1012 

P. putida  (EM16) 4,2x109 

P. putida  (A6) 1,28x1011 

P. putida  (A7) 2,26x1012 

Acinetobacter schindleri  (EM21) 1,62x1011 

Acinetobacter schindleri  (C47) 4,7x1010 

X. axonopodis pv. manihotis/ pv. 
citri (Xa) 

1,32x1010 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) RECUENTO MICROBIANO (UFC/ml) 

P. syringae pv. glycinea (A5) 4,3x107 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) 9,65x106 

P. syringae pv. glycinea (C13) 4,5x105 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 7,9x107 

P. syringae pv. glycinea (VT2) 5,3x104 

P. syringae pv. syringae  (Q) 1,2x106 

P. syringae pv. syringae (P61) 1,37x106 

P. syringae pv. tomato (DC3000) 6,4x105 

Xanthomonas axonopodis pv. 

manihotis/ pv. citri  (Xa) 1,08x106 
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Tabla 3. Producción de biofilm de cepas aisladas de soja por la Técnica del 

Cristal Violeta (CV) 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) 
EXPERIENCIA 

1 

EXPERIENCIA 

2 
PROMEDIO 

P. syringae pv. glycinea  (A5) 2,126 1,174 1,650 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) 2,083 1,418 1,750 

P. syringae pv. glycinea  (C13) 1,718 1,080 1,399 

P. syringae pv. glycinea  (VT2) 2,008 1,164 1,586 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 1,552 1,350 1,451 

P. syringae pv. syringae  (Q1) 2,145 1,002 1,573 

P. putida  (C11) 2,187 2,147 2,167 

P. putida  (EM16) 2,057 1,037 1,547 

P. putida  (A6) 2,075 1,158 1,616 

P. putida  (A7) 2,109 2,139 2,124 

Acinetobacter schindleri  (EM21) 2,121 1,064 1,593 

Acinetobacter schindleri  (C47) 2,054 1,924 1,989 

X. axonopodis pv. manihotis/ pv. 

citri (Xa) 1,846 1,200 1,523 
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Tabla 4. Producción de biofilm de cepas fitopatógenas de soja a diferentes tiempos 

ESPECIE BACTERIANA (CEPA) 

EXPERIENCIA 1 EXPERIENCIA 2 

8 hs 24 hs 36 hs 48 hs 8 hs 24 hs 36 hs 48 hs 

P. syringae pv. glycinea  (A5) 
1,924 0,550 1,126 0,935 0,975 0,155 0,931 0,022 

P. syringae pv. glycinea  (EM1) 
1,592 0,488 0,401 1,173 0,531 0,192 0,509 0,356 

P. syringae pv. glycinea  (C13) 
0,704 0,444 1,398 1,583 0,067 0,315 0,847 0,154 

P. syringae pv. glycinea  (VT2) 
0,781 1,571 1,805 1,786 0,769 0,369 1,197 0,213 

P. syringae pv. glycinea  (LS3) 
1,858 0,256 1,271 1,231 1,054 0,055 0,790 0,146 

P. syringae pv. syringae  (Q1) 
0,778 0,519 1,541 1,794 0,014 0,570 1,271 0,473 

P. syringae pv. syringae (P61) 
0,034 0,171 0,413 0,734 0,000 0,523 0,127 0,602 

P. syringae pv. tomato (DC3000) 
0,494 0,848 0,828 0,586 0,078 0,659 1,101 0,238 
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Gráfico 1: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

glycinea  (A5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 2: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

glycinea  (EM1) 
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Gráfico 3: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

glycinea  (LS3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

glycinea  (C13) 
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Gráfico 5: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

glycinea  (VT2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 6: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

syringae  (Q) 
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Gráfico 7: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. 

syringae  (P61) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 8: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena P. syringae pv. tomato  

(DC3000) 
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Gráfico 8: Producción de biofilm por la cepa fitopatógena Xanthomonas 

axonopodis pv. manihotis/ pv. citri  (Xa) 

 

 


