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RESUMEN

Lamancha de fuego, causada por Erwinia amylovora (Burrill), representa una amenaza importante
para la producciéon de manzano en México, especialmente por la aparicién de cepas resistentes a
antibidticos. El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
(AE), ricos en compuestos fenolicos, como timol y carvacrol, frente a una cepa de E. amylovora
resistente a estreptomicina (mutacion K43R en rpsL, CMI =1 000 pg mL-"), asi como determinar su
perfil de susceptibilidad a diferentes antibio6ticos. Se evaluaron nueve AE, obtenidos por destilacion
por arrastre de vapor e identificados mediante MicroScan autoSCAN-4. La actividad antimicrobiana
se evalu6 mediante difusion en disco en agar nutritivo a concentraciones de 25, 50, 75 y 100%
(v/v). Thymus vulgaris al 100% presento el mayor halo de inhibicion (36,5 * 0,62 mm), seguido de
Origanum vulgare (35,8 = 0,45 mm), Lippia graveolens, cultivado (34,9 = 0,37 mm) y L. graveolens
silvestre (30,6 + 0,41 mm). En contraste, los AE de Mentha piperita, Lavandula angustifolia, Ocimum
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basilicum, Eucalyptus globulus y Citrus sinensis, mostraron inhibiciones < 18 mm. Los aceites mas
activos coincidieron con un mayor contenido de timol y carvacrol. El antibiograma mostro resistencia
a penicilina, ampicilina y amoxicilina, y sensibilidad a gentamicina y tetraciclina. Estos resultados
indican que los AE fendlicos poseen un potencial significativo para inhibir cepas resistentes de
E. amylovora y sugieren que su integracion con antibidticos convencionales podria contribuir al
desarrollo de estrategias de manejo mas efectivas en el control de la mancha de fuego.

Palabras clave: Fitopatogeno, sinergia, antibidticos, monoterpenos fendlicos, concentraciéon minima
inhibitoria.

ABSTRACT

Fire blight, caused by Erwinia amylovora (Burrill), represents a major threat to apple production
in Mexico, particularly due to the emergence of antibiotic-resistant strains. The objective of this
study was to evaluate the antimicrobial activity of essential oils (EOs) rich in phenolic compounds,
such as thymol and carvacrol, against a streptomycin-resistant E. amylovora strain (K43R mutation
in rpsL, MIC > 1,000 ug mL™), and to determine its antibiotic susceptibility profile. Nine EOs
obtained by steam distillation and characterized using the MicroScan autoSCAN-4 system were
evaluated. Antimicrobial activity was assessed using the disk diffusion method on nutrient agar at
concentrations of 25, 50, 75, and 100% (v/v). Thymus vulgaris at 100% showed the largest inhibition
halo (36.5 * 0.62 mm), followed by Origanum vulgare (35.8 + 0.45 mm), cultivated Lippia graveolens
(34.9 = 0.37 mm), and wild L. graveolens (30.6 = 0.41 mm). In contrast, EOs from Mentha piperita,
Lavandula angustifolia, Ocimum basilicum, Eucalyptus globulus, and Citrus sinensis exhibited
inhibition zones < 18 mm. The most active EOs corresponded to those with higher thymol and
carvacrol content. The antibiogram revealed resistance to penicillin, ampicillin, and amoxicillin, and
sensitivity to gentamicin and tetracycline. These results indicate that phenolic essential oils have
significant potential to inhibit resistant strains of E. amylovora and suggest that their integration
with conventional antibiotics could contribute to the development of more effective management
strategies for controlling fire blight.

Keywords: Phytopathogen, synergy, antibiotics, phenolic monoterpenes, minimum inhibitory
concentration.

INTRODUCCION A pesar de los avances en estrategias de

manejo, los antibioticos siguen siendo las

El cultivo de manzano es una de las actividades
agricolas mas importantes en México, debido a
su valor econdmico y alta demanda comercial.
En 2023 se produjeron 814.534 t, concentradas
principalmente en Chihuahua, Coahuila y
Puebla; sin embargo, esta produccion sigue
siendo insuficiente para abastecer el mercado
nacional, lo que genera un fuerte incremento en
las importaciones (SIAP, 2024). Este escenario
resalta la necesidad de incrementar la produccion
y fortalecer el manejo fitosanitario y poscosecha,
para reducir pérdidas y asegurar la oferta del
fruto.

Uno de los principales problemas
fitopatoldgicos del manzano es la “mancha
de fuego”, causada por Erwinia amylovora
(E. amylovora), cuya rapida diseminacion vy
agresividad representan un desafio para la
productividad. La identificacion oportuna del
patégeno es fundamental para implementar
medidas eficaces que limiten su propagacién y las
pérdidas econdmicas asociadas (Busdieker-Jesse,
2016; Patyka et al., 2016).

soluciones mas utilizadas para contener Ia
mancha de fuego; sin embargo, su aplicacion
frecuente provoca la acumulacion de residuos en
el suelo y en el ambiente agricola, favoreciendo la
seleccion y propagacion de bacterias resistentes.
Esta situacion representa un riesgo reconocido
para la salud humana, ya que los genes de
resistencia pueden transferirse desde el ambiente
agricola hacia microorganismos asociados a
humanos (Martinez, 2009; Pedroncelli y Puopolo,
2024). Entre los mecanismos de resistencia mas
frecuentes destacan la inactivacion enzimatica y
la reduccion de la sensibilidad bacteriana (Patifio,
2003).

Debido a la creciente preocupacién por la
resistencia antimicrobiana, se ha impulsado
la busqueda de alternativas complementarias
que reduzcan la dependencia de antibidticos.
En este contexto, los aceites esenciales (AE)
representan una opcion prometedora. La
Farmacopea Europea (2010) los define como
mezclas aromaticas complejas, extraidas de
tejidos vegetales mediante procesos como la
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destilacion por arrastre de vapor, que conservan
sus propiedades bioactivas (El Asbahani et al.,
2009; Tongnuanchan y Benjakul, 2014).

Los AE contienen entre 20 y 60 compuestos,
destacando los fenoles monoterpénicos timol y
carvacrol, predominantes en especies de la familia
Lamiaceae. Estos compuestos han demostrado
una potente actividad antimicrobiana mediante
la alteracion de la membrana bacteriana, la
despolarizacion de sus componentes lipidicos y la
pérdida de solutos esenciales, 1o que compromete
la integridad celular (Lee et al., 2005; Sim et al.,
2019; Maczka et al., 2023; Khan et al., 2020; Di
Pasqua et al., 2007).

El uso de AE ofrece ventajas como menor
toxicidad, biodegradabilidad y bajo costo (Yap
et al., 2014), pero su efectividad puede requerir
concentraciones elevadas y su accién es menos
especifica que la de los antibidticos (Seow et
al,, 2013; Alvarez-Martinez et al., 2021). Sin
embargo, diversos estudios han demostrado que
la combinacion de antibidticos con fitoquimicos
puede potenciar la entrada del antibiotico en la
bacteria, reducir las dosis requeridas e, incluso,
revertir mecanismos de resistencia, lo que
representa una estrategia prometedora para el
manejo integrado de patogenos (Sanhueza et al.,
2017; Gan et al., 2025).

En México, el incremento en la superficie
destinada a manzano y los problemas derivados
del uso indiscriminado de antibidticos han
motivado la evaluacion de alternativas naturales
y sostenibles para el control de E. amylovora.
La combinacién de compuestos fendlicos y
antibiéticos supone una via viable y de alto
interés para fortalecer las estrategias de manejo
fitosanitario (DuPont, 2024). Por lo anterior,
el objetivo de la presente investigacion fue

evaluar, in vitro, la actividad antimicrobiana de
aceites esenciales ricos en compuestos fenoélicos
frente a una cepa de E. amylovora resistente a
estreptomicina, asi como determinar el efecto
inhibitorio y su potencial como alternativa natural
en el manejo de la mancha de fuego del manzano.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion fue de tipo
experimental, in vitro y comparativo, y se llevd
a cabo en el Laboratorio de Fisicoquimica y
Analisis Instrumental de la Facultad de Ciencias
Agricolas, Universidad Autonoma de Chihuahua,
Meéxico. En la Tabla 1 se presentan los aceites
esenciales utilizados, su fuente de obtencion y el
método mediante el cual fueron extraidos.

Procedimiento de extraccion de los aceites
esenciales
Extraccion asistida por ultrasonido

Se utilizo ultrasonido como pretratamiento en
la extraccion de aceites esenciales. Las muestras se
sometieron a un bafio ultrasénico digital ultrasonic
(MH-031X, China) con una potencia de 180 W y
una frecuencia de 40 kHz durante 15 min a 28 °C,
utilizando agua destilada en una proporcién de
2:1 como medio de transmision (Nolazco, 2020).

Extraccién del aceite esencial

La extraccion se realizdé mediante arrastre de
vapor con un equipo VEVOR. El material vegetal
fue expuesto al vapor, liberando los compuestos
volatiles que posteriormente se condensaron
en el hidrolato. La fase organica se obtuvo
mediante extraccion con hexano en un embudo
de separacion. Para eliminar el agua residual
presente en esta fase, se empled inicialmente

Tabla 1. Aceites esenciales utilizados, su origen botanico y organo vegetal empleado.
Table 1. Essential oils used, botanical origin, and plant organ utilized.

Planta Nombre cientifico Abreviatura Organo vegetal
Eucalipto Eucaliptus globulus E. globulus Hoja
Lavanda Lavanda angustiofila L. angustiofila Flor
Naranja Citrus sinensis C. sinensis Cascara
Tomillo Thymus vulgaris T. vulgaris Hoja
Albahaca Ocimum basilicum O. basilicum Hoja
Orégano europeo* Oreganum vulgare O. vulgare Aceite
Orégano cultivado** Lippia graveolens L. graveolens (c) Hojas
Orégano silvestre Lippia graveolens L. graveolens (s) Hojas
Hierbabuena Mentha spicata M. spicata Hojas

Las muestras se obtuvieron de proveedores de plantas aromaticas y comercio local.

* Muestra cosechada en campo (Saucillo, Chihuahua).

** Muestra proporcionada por la empresa Oreganeros del Conchos S.A. de C.V.
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sulfato de sodio anhidro como agente desecante.
Posteriormente, el extracto organico se concentré
en un rotavapor (Science Med SM100-PRO,
Finlandia), proceso que permitié completar la
eliminaciéon de hexano y humedad remanente
por evaporacion bajo presion reducida. El aceite
esencial purificado se almacend en frascos ambar
y se conservo a 4 °C hasta su uso (Nahar y Sarker,
2019).

Obtencion de cepa de Erwinia amylovora

La muestra de E. amylovora utilizada en este
estudio fue proporcionada por el Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
(CIAD), ubicado en Cuauhtémoc, Chihuahua.
Esta cepa presenta resistencia a >1.000 ug mL™! de
estreptomicina, la cual fue previamente evaluada.
La resistencia fue confirmada mediante PCR,
amplificando una region de 900 pb del plasmido
pPEA29 y otra de 1.269 pb del cromosoma. El
mecanismo de resistencia se atribuyé a una
mutacion en el codon 43 del gen rpsL, que causa
una sustitucién de aminoacido en la proteina
ribosomal S12, confiriendo alta resistencia al
antibidtico (De Ledn Door et al., 2013).

Caracterizacion bioquimica de E. amylovora
Panel de identificacion

Se evaluo el perfil de pruebas bioquimicas
utilizando el panel para bacterias Gram negativas
tipo68 MicroScan (Beckman Coulter, EUA).
Para esta evaluacién, se emple6 el software
Beckman Coulter LabPro versiéon 4.43 y el
lector automatizado para paneles MicroScan
autoSCAN-4 (Dade Behring, EUA).

Método de difusion en disco Kirby-Bauer, en
pruebas de sensibilidad
Preparacion del inéculo

Se utilizaron colonias bacterianas con
crecimiento de 24 a 48 h en agar CCT,
posteriormente, se seleccionaron colonias
aisladas de E. amylovora y se suspendieron en
agua destilada estéril. La densidad del inoculo
se ajustd utilizando un espectrofotémetro

visible GENESYS™ 20 (Thermo Scientific, EUA)
a 620 nm, estableciendo la turbidez en un valor
equivalente al estandar 0,5 de McFarland, lo que
corresponde aproximadamente a 1,2 x 108 UFC
mL1.

Preparacion de los tratamientos

Se inocularon 100 pL de la suspensién ajustada
al estandar de McFarland sobre agar nutritivo y
se distribuyeron uniformemente empleando
la técnica de diseminacién con hisopo. Sobre la
superficie del agar se colocaron discos de papel
filtro Whatman No. 3 de 6 mm previamente
impregnados con los aceites esenciales,
utilizando pinzas estériles para garantizar su
correcta adherencia y manteniendo una distancia
adecuada entre ellos para evitar la superposicion
de halos. Las cajas Petri se incubaron en posiciéon
invertida a 28 °C durante 24 a 48 h. Finalmente,
los halos de inhibiciéon se midieron en mm,
utilizando un Vernier, y los valores obtenidos se
compararon con los estandares establecidos para
evaluar la susceptibilidad del microorganismo
(Bauer et al., 1966; NCCLS, 2003). Los resultados
correspondientes se presentan en la Tabla 2.

Todos los tratamientos se prepararon con
un volumen final de 10 pL, utilizando DMSO
(dimetilsulféxido) como solvente en los
tratamientos T1-T3. Las pruebas se realizaron
por triplicado.

Preparacion del antibiograma

Se realizo el antibiograma utilizando el panel
Combo Tipo 33 (Beckman Coulter, EUA). En esta
evaluacién se determind la concentraciéon minima
inhibitoria (CMI) de los antibidticos empleados,
que incluyeron gentamicina, tetraciclina,
penicilina, amoxicilina y ampicilina. El analisis
se llevd a cabo mediante el software Beckman
Coulter LabPro, version 4.43.

Analisis estadistico

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA)
para identificar diferencias estadisticas entre
los tratamientos. Para discriminar entre medias

Tabla 2. Tratamientos evaluados con diferentes concentraciones de aceite esencial.
Table 2. Treatments evaluated at different essential oil concentrations.

Tratamiento Concentracion (% v/v) Descripcion
T1 25 Aceite esencial disuelto en DMSO
T2 50 Aceite esencial disuelto en DMSO
T3 75 Aceite esencial disuelto en DMSO
T4 100 Aceite esencial puro
Control 1 - Agua destilada
Control 2 - DMSO
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significativamente distintas, se aplico la prueba
de comparaciones multiples de Tukey HSD con
un nivel de significancia del 95 % (p <0,05).
Los resultados se interpretaron mediante la
agrupacion de medias con letras, donde los
tratamientos que comparten la misma letra no
difieren estadisticamente entre si. Todos los
analisis se realizaron con el software SAS®
version 9.4.

RESULTADOS

Caracterizacion bioquimica de E. amylovora

La cepa evaluada fue identificada como
E. amylovora mediante una serie de pruebas
bioquimicas estandar. Los resultados obtenidos
coinciden plenamente con el perfil bioquimico
caracteristico de E. amylovora, descrito en
la literatura. En particular, la fermentacion
positiva de glucosa, sacarosa, sorbitol, rafinosa
y arabinosa, asi como la actividad oxidativa/
fermentativa de glucosa (OF/G), oxidativa/basica
(OF/B) y la utilizacién de citrato, se hallan entre
los criterios diagnodsticos fundamentales para esta
especie (Paulin, 2000; Jones y Geider, 2001). Del
mismo modo, la negatividad en pruebas como

BT1=25% ®mT2=50% uT3=75%
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nitrato, lisina, arginina, triptéfano deaminasa,
Voges—Proskauer, ONPG, producciéon de H,S
y descarboxilasas refuerza la especificidad del
perfil frente a otras enterobacterias fitopatdgenas
(EPPO, 2022).

Pruebas de sensibilidad

Los aceites de T. wvulgaris, O. vulgare y L.
graveolens (c) indujeron los mayores halos de
inhibicién, con 34-37 mm al 100% (grupo A),
indicando una actividad significativamente
superior al resto (p < 0,05). A 75%, T. vulgaris
(34,2 mm), O. vulgare (31,1 mm) y L. graveolens
(¢) (29,9 mm) también formaron el grupo A o B,
mientras que a 50% sélo T. vulgaris (31,3 mm) y L.
graveolens (c) (28,0 mm) quedaron en el segundo
estrato (grupo B) (Fig. 1). En concentraciones
bajas (25%) destaco L. graveolens (c) con 25,5 mm
(grupo B), mientras que los aceites de albahaca
(O. basilicum) 'y Citrus sinensis resultaron
inactivos (0 mm, grupo G) o mostraron escasa
actividad (<9 mm, grupos E-F). Los aceites de M.
spicata, L. angustifolia y E. globulus exhibieron una
inhibicion intermedia (11-27 mm; grupos C-D),
creciente con la concentracion. Estos resultados
muestran que los tratamientos agrupados en A

= T4= 100% A

Fig. 1. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales frente a E. amylovora resistente a
estreptomicina, expresada como halos de inhibicidn obtenidos por difusion en disco a
diferentes concentraciones. Los valores corresponden a la media de tres repeticiones * error
estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre medias segun la prueba de

Tukey (p < 0,05).

Fig. 1. Antimicrobial activity of essential oils against streptomycin resistant E. amylovora, expressed
as inhibition halos obtained by the disk diffusion method at different concentrations. Values
correspond to the mean of three replicates * standard error. Different letters indicate significant
differences among means according to Tukey’s test (p < 0.05).
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fueron los mas efectivos. En ellos, tres aceites
destacaron al aumentar la concentracién, lo que
potencié su actividad antimicrobiana.

Evaluacion de antibioticos frente E. amylovora

Se evaluo la actividad antimicrobiana de varios
antibioticos que son de uso comtn en la agricultura
y que han sido reportados contra bacterias
fitopatogenas. Entre los antibidticos utilizados
se incluyen gentamicina, tetraciclina, penicilina,
amoxicilina y ampicilina, los cuales han sido
utilizados en distintos paises de América y Asia
para el control de enfermedades bacterianas en
plantas (McManus et al., 2002; Rodriguez et al., 2006;
Sundin y Wang, 2018; Taylor y Reeder, 2020; Miller
et al., 2022). Estos antibidticos fueron seleccionados
con base en su historial de aplicacion agricola y su
potencial mecanismo de accién diferencial, con el
fin de evaluar su efectividad frente a E. amylovora,
agente causal de la mancha de fuego.

El antibiograma se efectu6 con el panel
MicroScan® tipo 68 (Beckman Coulter, USA),
que contiene concentraciones en doble diluciéon y
parametros para cada uno de los antibidticos aqui
investigados: amoxicilina (0,5-1-2-4 upg mL™),
ampicilina (0,5-1-2 pug mL™), gentamicina (1-2-4-8
pg mL™), penicilina (0,12-0,25-0,5-1-2 pg mL™)
y tetraciclina (1-24-8 pg mL™1), segun datos
obtenidos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2023). Estos datos fueron ajustados
para la cepa investigada, la cual presenté CIM <
4 ug mL™ para amoxicilina (R), <2 pg mL™! para
ampicilina y 2 pg mL™ para penicilina, mientras que
resultd sensible a gentamicina (CIM < 4 pug mL™)
y tetraciclina (CIM < 4 pug mL™). Estos resultados
confirman la falta de actividad de los -lactamicos
y sensibilidad a los aminoglucdsidos y tetraciclinas
frente a la cepa estudiada (Tabla 3).

DISCUSION
La mancha de fuego es una de las enfermedades

bacterianas mads agresivas que afecta la cosecha
de manzana en distintas partes del mundo,

estas epidemias causadas por este patdgeno son
esporadicas y dependen de varios factores, como
las condiciones ambientales, la susceptibilidad
del hospedante o segtn la cantidad del inoculo.
Por ello, el uso de tratamientos que eviten la
proliferacion de este patdgeno es esencial para
evitar su diseminacion que resulta altamente
contagiosa.

Crecimiento de E. amylovora en agar Mueller-
Hinton (MHA)

Segun el CLSI (2023) y el Comité Europeo de
Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST, 2024), el agar MHA constituye el medio
de referencia para los ensayos de difusién en disco,
tanto en el ambito clinico como en la investigacion
agricola, debido a su formulacion precisa que
garantiza resultados mas homogéneos (Islam et
al., 2014; Mendes et al., 2022).

Resistencia de la cepa bacteriana a estreptomicina

Diversos estudios han identificado la sustitucion
puntual de lisina por arginina en el codén 43 del
gen rpsL (K43R) como el principal determinante de
la resistencia de E. amylovora a la estreptomicina.
Escursell et al. (2021) caracterizaron esta mutacion
en aislamientos de campo, mostrando que la
variante K43R es la mas frecuente y confiere niveles
de resistencia superiores a 1.000 pg mL™. En ese
mismo sentido, Schmidt et al. (2025) analizaron
cepas recolectadas en huertos de Jowa entre 2022 y
2023 y hallaron que el 90% de las cepas resistentes
portaban esta misma mutacion. En consecuencia,
en el presente estudio se empled una cepa con la
misma variante de la mutacién K43R, reconocida
por su elevada resistencia a la estreptomicina, uno
de los antibiéticos de uso mas habitual contra este
fitopatdgeno.

Identificacion bioquimica de la cepa de E.
amylovora

Paulin (2000) demostré6 que E. amylovora
fermenta glucosa, sacarosa, sorbitol, rafinosa y
arabinosa, hallazgos que coinciden con los de

Tabla 3. Antibiograma en equipo automatizado DADE BEHRING autoSCAN-4.
Table 3. Antibiogram using DADE BEHRING autoSCAN-4 automated equipment.

Antibidtico CIM (ug mL?) Interpretacion
Amoxicilina <4 R
Ampicilina <2 R
Gentamicina <4 S
Penicilina 2 R
Tetraciclina <4 S

Antibidticos usados en el antibiograma frente a E. amylovora en
panel tipo 68, interpretacion: sensible (S), resistente (R).
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este estudio. Esta capacidad fermentativa no solo
facilita la adaptacion de la bacteria en los tejidos
hospedantes, sino que también impulsa la sintesis
de levan, un exopolisacarido fundamental para la
formacién de biopeliculas y la virulencia (Yuan
et al,, 2022).

Del mismo modo, Jones y Geider (2001)
reportaron positividad en las pruebas oxidativa/
fermentativa de glucosa (OF/G), oxidativa/basica
(OF/B) y de utilizacion de citrato, criterios que
el EPPO Standard PM 7/20 (3) establece como
esenciales para diferenciar E. amylovora de otras
enterobacterias fitopatdgenas (EPPO, 2022).

Antibioticos de uso agricola frente a E.
amylovora

Las bacterias fitopatdgenas provocan pérdidas
devastadoras en huertos de manzana a nivel
mundial (Mansfield et al.,, 2012). Sin embargo,
la cantidad de antibidticos empleada en la
protecciéon vegetal es muy baja en comparacion
con la medicina humana y veterinaria; no
obstante, su uso podria estar mas extendido de lo
estimado, pues la falta de un monitoreo preciso
dificulta la cuantificacion global de las dosis
aplicadas (McManus, 2014; Sundin y Wang, 2018).
En Europa y Africa Occidental estos productos
fitosanitarios no estan autorizados, mientras
que en Ameérica y Asia se permiten de manera
limitada; solo Estados Unidos, Nueva Zelanda
e India publican datos sobre las cantidades
realmente aplicadas en campo (Verhaegen et al.,

2023).
En el ambito agricola, los antibidticos
[-lactamicos (penicilina, ampicilina y

amoxicilina) no estan aprobados para el control
de E. amylovora, debido a su limitada penetracion
en los tejidos vegetales y al alto riesgo de
promover resistencias en patdégenos humanos
y veterinarios (Vidaver, 2002; Naas et al., 2004).
Estos farmacos P-lactdmicos actiian inhibiendo
las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs),
enzimas responsables del entrecruzamiento del
peptidoglicano en la pared celular bacteriana.
Al bloquear esta unioén, se impide la sintesis de
la pared y se provoca la autdlisis de la célula
(Vollmer et al., 2008). Sin embargo, en la cepa
5435 de E. amylovora muestran resistencia al
quedar protegidas por la accion de (-lactamasas
AmpC, que hidrolizan el anillo (3-lactamico antes
de que el antibidtico alcance su blanco, lo que
explica la falta de actividad de estas penicilinas
frente a la bacteria (Naas et al., 2004; Sundin y
Wang, 2018). Este mecanismo podria explicar
los elevados valores de concentracién minima
inhibitoria (CIM) obtenidos, que se interpretan
como un fenotipo resistente a los productos de la
clase B-lactamicos.

En el antibiograma se incluy¢ la tetraciclina,
cuyo mecanismo de accién frente a bacterias es
idéntico al de la oxitetraciclina. La tetraciclina,
rara vez se emplea directamente en cultivos,
debido a su menor solubilidad y estabilidad en el
ambiente foliar. En cambio, la oxitetraciclina en su
estructura quimica incorpora un grupo hidroxilo
adicional que mejora su solubilidad en agua y
su persistencia sobre la superficie vegetal, sin
alterar su sitio de accién ni el modo de inhibicién
de la sintesis proteica (Chopra y Roberts, 2001;
Roberts, 2005; Vidaver, 2002). Por lo tanto, los
valores obtenidos en este estudio revelan que
E. amylovora es sensible a la tetraciclina, lo que
confirma la fiabilidad de este antibiotico en las
pruebas de susceptibilidad realizadas.

En el antibiograma también se evalud la
gentamicina, un aminoglucésido de accién
bactericida que se une de forma irreversible a la
subunidad 16S del ribosoma, provocando errores
de lectura del ARNm y deteniendo la sintesis
proteica (Miller et al., 2022). Aunque su empleo en
el ambito agricola es mas restringido que el de la
estreptomicina y la oxitetraciclina, la gentamicina
esta autorizada en México y algunos paises de
Centroamérica para el control de la mancha de
fuego, donde, en el presente estudio, se muestra
una CIM < 4 pg mL™ contra E. amylovora en el
panel con antibioticos (EFSA, 2024). Aunque
tanto la estreptomicina como la gentamicina
pertenecen a la familia de los aminoglucdsidos,
sus blancos ribosomales y rutas de resistencia
en E. amylovora difieren sustancialmente, lo
que explica por qué no comparten el mismo
perfil de efectividad. La estreptomicina se une
especificamente a la proteina S12 de la subunidad
30S, y la mutacion K43R en el gen rpsL altera
ese sitio de anclaje, elevando la CIM por encima
de 1.000 ug mL™ (Escursell et al., 2021). Por el
contrario, la gentamicina funciona mediante un
sistema de transporte dependiente de la fuerza
protén-motriz y se fija principalmente en el
ARN 16S, un mecanismo de entrada y unién
que no esta comprometido por la K43R ni por
enzimas modificadoras en E. amylovora, de modo
que mantiene una CIM < 4 pg mL™' (Webster et
al., 2022; Miller et al., 2022). Esta disparidad en
los sitios de accion y en las rutas de resistencia
subraya la necesidad de elegir el aminoglucésido
adecuado, seguin las regulaciones del pais donde
su uso sea permitido.

Pruebas de sensibilidad de aceites esenciales
Los aceites esenciales son mezclas complejas
y concentradas de compuestos volatiles,
principalmente monoterpenos, sesquiterpenos y
fenilpropanoides producidos como metabolitos
secundarios por plantas aromaticas y obtenidos
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mediante destilacion por vapor, extraccion
con disolventes o CO, supercritico. Gracias a
su bajo peso molecular y caracter lipofilico,
presentan una elevada bioactividad que se
traduce en propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiinflamatorias y antitumorales
(Machado et al., 2022; Pandey et al., 2023). Su
mecanismo de accién incluye la alteracion de
la permeabilidad de membranas, la generacion
de estrés oxidativo intracelular y la modulacién
de rutas de sefalizacién inflamatoria, lo que
respalda su potencial aplicacién en las industrias
farmacéutica, nutracéutica y de alimentos
funcionales (Zhao et al., 2023).

En esta investigacion datos que arrojaron el
aceite esencial de tomillo (T. vulgaris) al 100%
alcanz6 el mayor halo de inhibicién frente a
E. amylovora (36,5 + 0,62 mm), seguido muy de
cerca por O. vulgare y L. graveolens cultivado
(34,9-36,5 mm al 100%). Kosakowska et al. (2024)
demostraron que el AET de T. vulgaris empleado
en sus pruebas contenia mas del 50% de timol
junto con carvacrol, lo que produjo diametros de
inhibicién de 32-38 mm frente a cepas clonales de
E. amylovora. Se atribuye esta potente actividad al
elevado contenido de monoterpenoides fendlicos,
cuya alta lipofilicidad les permite insertarse en los
lipidos de la membrana bacteriana, induciendo
fuga deionesy colapso del potencial de membrana
(Burt, 2004). A diferencia de los anteriores, L.
graveolens silvestre mostré menor halo (27,8 mm),
probablemente por una menor concentracion de
carvacrol o timol; esto podria causar que existan
variaciones del 10-15% en contenido fenoélico que
pueden traducirse en diferencias de hasta 25% en
diametro de inhibicion (Nostro y Papalia, 2012).

M. spicata (26,8 mm) y L. angustifolia (17,2
mm) mostraron inhibicion intermedia, asociada
a compuestos como mentol, linalool y acetato de
linalilo. Estos monoterpenos oxigenados alteran
la fluidez de la membrana, pero carecen del
grupo fenolico que potencia la accion disruptiva
en Gram-negativos (Chang et al., 2022).

O. basilicum y C. sinensis no inhibieron a la
concentracion del 25% y apenas alcanzaron 12-18
mm al 100%. Su perfil dominado por limoneno,
eugenol y linalool, con alta volatilidad y pobre
solubilidad acuosa, limita su difusién en agar y
su eficacia frente a la membrana externa de E.
amylovora (Mendes et al., 2024). De modo similar,
E. globulus (15,9 mm) se caracteriza por 1,8-cineol,
activo sobre Gram-positivos, pero menos
penetrante en Gram-negativos (Chang et al,
2022). Como se observa en la literatura revisada,
la efectividad de los aceites esenciales frente a E.
amylovora recae principalmente en aquellos ricos
en monoterpenoides fendlicos, como los de T.
vulgaris, L. graveolens y O. vulgare, mientras que los

aceites con menor contenido de estos compuestos
arrojan resultados menos prometedores.

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demuestran que
los aceites esenciales ricos en timol y carvacrol
presentan una  actividad  antimicrobiana
sobresaliente frente a una cepa de E. amylovora
resistente a estreptomicina.

Los aceites de Thymus wvulgaris, Origanum
vulgare y Lippia graveolens (cultivado) mostraron
los mayores halos de inhibiciéon en todas las
concentraciones evaluadas, particularmente
al 100%, lo cual se relaciona con su elevado
contenido de compuestos fendlicos. En contraste,
los aceites de Ocimum basilicum, Citrus sinensis,
Mentha spicata, Lavandula angustifolia y Eucalyptus
globulus exhibieron actividad moderada o nula,
confirmando que la eficacia antimicrobiana
depende del perfil quimico predominante en
cada aceite esencial. El antibiograma reveld
que la cepa evaluada es resistente a penicilina,
ampicilina y amoxicilina, pero sensible a
gentamicina y tetraciclina, lo que confirma un
patrén de resistencia especifico para antibiéticos
B-lactamicos y coincide con su resistencia previa
a estreptomicina.

En conjunto, los aceites esenciales fenodlicos
representan alternativas promisorias para el
manejo in vitro de cepasresistentes de E. amylovora,
al demostrar una inhibicién significativa del
crecimiento bacteriano. La integraciéon de ambas
evaluaciones actividad de aceites esenciales y
perfil de susceptibilidad antibiodtica, constituye
un aporte relevante, ya que ofrece bases
experimentales para el desarrollo futuro de
estrategias de manejo integrado que reduzcan la
dependencia de antibiéticos convencionales.

Estos resultados aportan una perspectiva
innovadora para el control fitosanitario del
manzano, destacando el valor de los aceites
esenciales ricos en timol y carvacrol como
alternativas o coadyuvantes frente a la creciente
problematica de resistencia antimicrobiana en E.
amylovora.
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