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RESUMEN
El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antibacteriana de extractos etanolicos obtenidos
de hojas de Annona muricata frente a Pectobacterium carotovorum, bacteria fitopatdgena
responsable de la pudricidn blanda en cultivos agricolas. Se prepararon dos extractos etanolicos
utilizando etanol al 70° y 90°, y se evalu6 su efecto antibacteriano utilizando el método de
difusion en agar (Kirby-Bauer) en concentraciones de 1000 mg/mL a 62.5 mg/mL. El
aislamiento de P. carotovorum se realizo a partir de un tubérculo de papa con sintomas de
pudricién blanda, y su identificacion molecular se confirm6 mediante el analisis secuenciacion
del gen 16S rRNA. El extracto etandlico a 90° mostré halos de inhibicién a 500 mg/mL,
mientras que el extracto a 70° evidencié una actividad inhibitoria no reproducible. Sin
embargo, luego de seis meses, ninguno de los extractos mostro capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano. Se concluye que el extracto etanolico obtenido a partir de hojas de

Annona muricata presenta actividad antibacteriana contra Pectobacterium carotovorum.

Palabras clave: Annona muricata, Pectobacterium carotovorum, extracto etandlico,
efecto antibacteriano, antimicrobianos de origen vegetal, bacterias fitopatogenas, pudricién

blanda.



ABSTRACT
The objective of the study was to evaluate the antibacterial activity of ethanolic extracts
obtained from Annona muricata leaves against Pectobacterium carotovorum, a
phytopathogenic bacterium responsible for soft rot in agricultural crops. Two ethanolic extracts
were prepared using 70° and 90° ethanol, and their antibacterial effect was evaluated using the
agar diffusion method (Kirby-Bauer) at concentrations ranging from 1000 mg/mL to 62.5
mg/mL. The isolation of P. carotovorum was carried out from a potato tuber showing
symptoms of soft rot, and its molecular identification was confirmed through 16S rRNA gene
sequencing analysis. The 90° ethanolic extract showed inhibition halos at 500 mg/mL, whereas
the 70° extract exhibited non-reproducible inhibitory activity. However, after six months, none
of the extracts showed the ability to inhibit bacterial growth. It is concluded that the ethanolic
extract obtained from Annona muricata leaves presents antibacterial activity against

Pectobacterium carotovorum.

Keywords: Annona muricata, Pectobacterium carotovorum, ethanolic extract,

antibacterial effect, plant-derived antimicrobials, phytopathogenic bacteria, soft rot.



l. INTRODUCCION

Pectobacterium carotovorum es una bacteria fitopatdégena que induce la pudricion
blanda en diversos cultivos (Davidsson et al., 2013). Esta enfermedad es dificil de controlar y,
en la etapa post cosecha, solo algunos agroquimicos han demostrado cierta eficacia, ademas de
toxicos y nocivos para salud (Nghondzweni et al., 2018). Debido a esto, ha crecido la necesidad
de desarrollar estrategias alternativas de control, como el uso de biocontroladores o enfoques

genéticos, para mitigar su impacto en la agricultura.

Por otro lado, el uso de extractos vegetales en productos agricolas representa una
estrategia eficaz y sostenible para el manejo de plagas y enfermedades, ya que permite reducir
el impacto ambiental y los riesgos para la salud humana, al tiempo que contribuye a la
seguridad alimentaria y la conservacion de la biodiversidad. En este contexto, diversos estudios
han demostrado que los extractos etanolicos obtenidos de las hojas de Annona muricata
contienen compuestos bioactivos con actividad antibacteriana frente a diferentes especies

bacterianas, incluidas algunas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.

Dado el interés en desarrollar biocontroladores para P. carotovorum, el presente estudio

evalud el efecto de extractos etanolicos de A. muricata frente a esta bacteria fitopatogena.

1.1 Descripcion y formulacion del problema

La pudricién blanda bacteriana es una enfermedad altamente agresiva para diversos
cultivos agricolas (Davidsson et al., 2013), su capacidad de propagacion es rapida afectando al
tejido vegetal en casi toda su totalidad. Las bacterias fitopatdgenas que ocasionan esta
enfermedad pertenecen mayormente a la familia de las Enterobacteriaceae, reportandose con
mayor frecuencia a la especie Pectobacterium carotovorum (Charkowski, 2018; Cubero-

Aguero, 2019).



La pudricion blanda puede ser controlada con agroquimicos post cosecha
(Nghondzweni et al., 2018), sin embargo, el uso prolongado de estos productos ha generado
preocupacion debido a sus efectos negativos en la salud humana, la resistencia microbianay el
impacto ambiental. Por otro lado, para obtener cultivos libres de agroquimicos, se opta por
implementar protocolos de manejo ambiental para evitar la propagacion de la enfermedad

(Acuna, 2021).

En la busqueda de nuevas herramientas y protocolos para evitar la propagacion
bacteriana, diversos metabolitos secundarios de las plantas han adquirido mayor relevancia. En
Annona muricata se presentan diversos metabolitos secundarios sobre todo en hojas,
destacando la presencia de una sustancia muy particular denominada acetogeninas siendo el
metabolito principal producido por la familia Annonaceae (Ortiz & Campos, 2018). Debido a
conocimientos previos de medicina tradicional sobre el uso de hojas de guanabana para tratar
enfermedades bacterianas aunado a diversos datos de analisis bioquimicos, algunos estudios
han evaluado el efecto antibacteriano de los extractos etandlicos de Annona muricata sobre
especies bacterianas pertenecientes al grupo de las enterobacterias como Salmonella typhi spp.,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli ATCC 8739 y Shigella boydii ATCC 9207 (Callo-
Condori & Farfan-Barrientos, 2011; Castillo-Ruiz & Cruz-Castillo, 2019; Leon et al., 2019;
Llanque, 2016), logrando la inhibicidn bacteriana evidenciada al generar halos de inhibicién
en cultivo bacteriano.

Asi mismo, se ha observado que el uso de extractos etanélicos de otras plantas como
Magnolia schiedeana Schltdl. y Lippia origanoides (Escalona et al., 2019; Ramirez-Reyes
et al., 2015), han sido evaluados sobre Pectobacterium carotovorum produciendo un efecto
antibacteriano representado en la inhibicion de su crecimiento. Sabiendo que hay antecedentes
que reportan el uso de extractos de otras especies vegetales sobre P. carotovorum y el uso

efectivo de extractos etandlicos de hojas de A. muricata sobre un grupo de otras especies de
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enterobacterias, se evalud el efecto de los extractos etanolicos de Anona muricata en
Pectobacterium carotovorum, bacteria que fue aislada de una papa con sintomas de pudricién
blanda en el Laboratorio de Investigacion de Bioguimica y Biologia Molecular (LIBBM-
SL10LA105).

Frente al problema que representa la enfermedad de pudricion blanda bacteriana
causada por P. carotovorum y ante la ausencia de otros métodos alternativos de prevencion a
la enfermedad que eviten el uso de agroquimicos, se planted la necesidad de evaluar extractos
naturales con caracteristicas antibacterianas. Por lo tanto, se formulé la siguiente pregunta:
¢Los extractos etandlicos de Annona muricata generan un efecto antibacteriano ante
Pectobacterium carotovorum?

1.2 Antecedentes

En la Guia de ldentificacion de Plagas que afectan a la papa en la zona andina,
presentada por el Centro Internacional de la Papa (CIP), se presenta como una de las plagas
mas comunes a la pudricion blanda bacteriana y la pierna negra, teniendo como agente causal
a Pectobacterium carotovorum sub. carotovorum y Pectobacterium astrosepticum
respectivamente (Pérez & Forbes, 2011).

En Mayabeque, Cuba, durante la época de cosecha de papa a inicios del 2016, se colecto
15 ejemplares enfermos que presentaban pudricion blanda y pie negro. Para identificar quienes
eran los causantes de esta patologia, se procedid a realizar aislados bacterianos de la zona
enfermay se procedio a la identificacion bioquimica, fisiol6gica y patogénica de cada muestra,
obteniendo que las bacterias responsables de la pudricién blanda bacteriana pertenecian a los
géneros de Dickeya y Pectobacterium (Corzo & Quifiones, 2017).

Un segundo reporte de pudricion blanda se dio en el banano, en el valle del Chira, Piura.
Se encontrd pseudotallos con sintomas de pudricion blanda, a los cuales se les extrajo una

muestra de las zonas acuosas para realizar aislados bacterianos y poder caracterizar de manera
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cultural, morfoldgica y bioquimica a que especie correspondia, teniendo como resultado que
los responsables se identificaron como Pectobacterium carotovorum subsp. Carotovorumy P.
chrysanthemi (Aguilar et al., 2021).

Por otro lado, tenemos un estudio donde se determino la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las semillas Annona muricata (“Guanabana”) frente a cepas de
Escherichia coli utilizando el método de difusion en placa. Los resultados obtenidos fueron
positivos para la actividad antibacteriana presentando un halo de inhibicion superior a 18 mm
cuando se aplica a una concentracion de 50 mg/mL, concluyendo que el extracto presenta
actividad antibacteriana frente al crecimiento de Escherichia coli ATCC 8739 (Llangue, 2016).

Se sabe que dentro de las plantas, las zonas con mayor cantidad de metabolitos
secundarios son la hojas (Ortiz & Campos, 2018), por ello, otro reporte evaluo el efecto
antibacteriano de extractos etandlicos de hojas de Annona muricata a distintas concentraciones
sobre Shigella boydii ATCC 9207, empleando el método de difusién en agar Kirby Bauer y
mediante el método de macro dilucién en caldo, obteniendo que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) fue de 200 mg/mL, demostrando que los extractos de Annona muricata
inhibe considerablemente el crecimiento de esta enterobacteria (Castillo-Ruiz & Cruz-Castillo,
2019).

Teniendo estos reportes previos de la prevalencia de Pectobacterium carotovorum como
uno de los principales agentes que provocan la pudricion blanda bacteriana y reportes sobre la
actividad antibacteriana que presentan los extractos etandlicos de Annona muricata sobre otras
especies del grupo de las enterobacteriaceas, familia a la cual también pertenece esta bacteria
fitopatdgena, se busco antecedentes donde utilicen diversos extractos etanolicos frente a esta
bacteria. En un estudio, se evalu0 el efecto de extractos crudos de Magnolia schiedeana Schltdl.

en el control de bacterias fitopatdgenas; los resultados mostraron que el extracto etanélico floral
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inhibio el crecimiento de P. carotovorum en una proporcion equivalente a la del control
positivo; representado por tetraciclina (Ramirez-Reyes et al., 2015).

Por dltimo, en otro estudio se evaluaron extractos etanolicos de Lippia origanoides,
conocida como orégano silvestre, una planta a la que se le ha atribuido actividad antibacteriana
debido a la sintesis de compuestos como carvacrol y timol a través de su metabolismo
secundario. En dicho estudio, los extractos fueron probados contra bacterias fitopatogenas
como Pseudomonas sp., Pectobacterium sp. y Xanthomonas sp., demostrando su capacidad
para inhibir el crecimiento in vitro y, por lo tanto, corroborando su efecto antimicrobiano

(Escalona et al., 2019).

1.3 Objetivos
Obijetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas de Annona muricata
frente obtenidos a 70° y 90° frente a Pectobacterium carotovorum.
Obijetivos especificos

Confirmar la identidad del aislado bacteriano empleado como cepa experimental
mediante secuenciamiento del gen 16S rRNA.

Evaluar el efecto de distintas concentraciones (1000-62.5 mg/mL) de los extractos
etanolicos de hojas de Annona muricata obtenidos a 70° y 90° sobre el crecimiento in vitro de
Pectobacterium carotovorum.

Evaluar la estabilidad de la actividad antibacteriana de los extractos etanolicos tras seis
meses de almacenamiento.

1.4 Justificacion

Existe poca evidencia respecto al uso de compuestos organicos como solucién ante
bacterias fitopatdgenas, por lo que es necesario incrementar la investigacion en este ambito

cientifico. El desarrollo de las actividades de este estudio permitio relacionar el conocimiento
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existente de Annona muricata como antimicrobiano de otras bacterias ajenas y propias del
grupo de las Enterobacteriaceae, confrontando esta teoria con la hipétesis de que también puede
dar efectos antibacterianos ante Pectobacterium carotovorum. A modo practico, se busco
evaluar un método alternativo para inhibir la bacteria que origina la pudricion blanda bacteriana
y asi proponer el uso de los extractos etandlicos de hojas de A. muricata como una estrategia
que podria contribuir en la solucion a esta problematica.

Se tiene por dltimo la justificacion medio ambiental y econdmica, debido a que la
familia Annonaceae presenta una gran cantidad de metabolitos secundarios, siendo uno de los
representantes Annona muricata, mencionando que estos metabolitos tienen efectos bioactivos
como antibacterianos, antiparasitarios e insecticidas. Dentro de los cultivos agrarios es comun
el uso de productos quimicos como plaguicidas para eliminar todo tipo de plagas como
insectos, hongos y bacterias, sin embargo, hay un escaso estudio sobre la resistencia de estos
patdgenos a estos compuestos, sobre todo por parte de las bacterias, tal como se ha observado
por parte de Enterobacter sp., una enterobacteridcea con resistencia a sales tri-
isopropanolaminas, atrazinay carbofuran (Ortiz-Pérez et al., 2019). Por ello, el presente trabajo
de investigacién busco dar una alternativa de tratamiento de origen natural ante la pudricion
blanda bacteriana originada por Pectobacterium carotovorum, con menor toxicidad y de bajo

costo.

1.5 Hipdtesis

Ho: El extracto etandlico de hoja de Annona muricata no tiene efecto antibacteriano

sobre Pectobacterium carotovorum

H1: El extracto etandélico de hoja de Annona muricata tiene efecto antibacteriano sobre

Pectobacterium carotovorum
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1. MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

Pudricién blanda bacteriana

La pudricion blanda bacteriana es una enfermedad de distribucién mundial que causa
dafios graves en plantaciones agricolas como papa, pimiento, berenjena, tomate, cebolla, pifia,
y tambiéen plantas ornamentales como cala, nardo y ciclamen (Charkowski, 2018; Kunstmann
et al., 2006). El tejido afectado se oscurece, se vuelve blando, puede producir exudados con
mal olor debido a la humedad de la parte podrida, o0 puede causar necrosis en el tejido vascular
del 6rgano de la planta 0 marchitez, siendo los 6rganos mas comunes los tubérculos, bulbos,
raices, tallos y hojas (Al-Mijalli, 2014; Charkowski, 2018; Charkowski etal., 2014;
Podredumbre blanda bacteriana, 2023).

Pectobacterium carotovorum

Pectobacterium carotovorum (Tabla 1), antes denominado Erwinia carotovora, es una
enterobacteria patdgena que causa pudricion blanda en varias plantas a través de un sistema de
secrecion tipo Il que mediante la despolimerizacién de pectina degrada la pared vegetal
(Aizawa, 2014).

Tabla 1

Taxonomia de Pectobacterium carotovorum

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Pectobacterium
Especie P. carotovorum

Nota. Datos tomados de Base de datos mundial de la EPPO (Pectobacterium carotovorum

(ERWICA), 2002).
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Es una bacteria pectinolitica de 0,7 a 1,0um de ancho y de 1 a 2,5um de largo, movil
debido a la presencia de flagelos peritricos, anaerobio facultativo, no esporulado y
fermentativo. Su crecimiento in vitro forma colonias blanquecinas cremosas con elevacion
convexa formando colonias unicas o creciendo en grupo de dos, teniendo una temperatura

optima de crecimiento entre los 27°C y 30°C (Guerrero et al., 2021; Imhoff, 2005).

La virulencia de P. carotovorum se ve ligada a alguna de sus estructuras como el pili,
el flagelo, las capas de exopolisacaridos, lipopolisacaridos y las porinas. El polisacérido O de
esta bacteria, estad constituido por azucares como la ramnosa, fucosa, glucosa y metilramnosa
de manera general, sin embargo, cada serogrupo puede variar su composicién quimica debido
a su especificidad (Guerrero et al., 2021; Toth et al., 2006).

Annona muricata

Annona muricata es perteneciente a la familia Annonacea (Tabla 2) con origen en
Centro Américay que su cultivo se adapta a los climas tropicales por ello se extiende por todos
los tropicos del mundo (Sanusi & Abu Bakar, 2018).

Tabla 2

Taxonomia de Annona muricata

Reino Plantae

Divisién Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Magnoliales
Familia Annonaceae
Genero Annona L.

Especie Annona muricata L

Nota. Clasificacion taxondmica segun Angiosperm Phylogeny Group IV (APG IV)

Su descripcion botanica es de un arbol caducifolio siempre verde, erecto de 3 a 10 m

de altura, formando una copa de hojas obovadas y glabras, con un largode 6 a 12 cmy de 2,5
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a 5 cm de ancho. Las flores son solitarias y crecen a lo largo del tallo, formando el fruto
conocido como guanabana en Peru y en otros paises como graviola (Linneo, 1753).

La planta de A. muricata contiene diversos metabolitos secundarios, de los cuales se
resalta la presencia de acetogeninas, alcaloides y flavonoides, por lo cual, todas las partes como
fruto, semilla, hoja, tallo y raiz han sido utilizados en la medicina tradicional para combatir
dolores de cabeza, infecciones urinarias como cistitis, cancer, infecciones bacterianas y

parasitarias (Moghadamtousi et al., 2015; Mutakin et al., 2022).

En las hojas se ha reportado la presencia de los siguientes metabolitos secundarios:
terpenos como fitoesteroles, estigmasterol, arronol e ipuranol; dentro de los compuestos
fenolicos se observa la presencia de rutina, 4&cido cafeico, 4&cido p-cumarico,
leuncoantocianidinas y taninos carcinogénicos; presencia de algunos alcaloides de tipo
isoquinolinico como annomonicina, annomurina, annonaina, annoniina, coclaurina,
coreximina, reticulinay también alcaloides miscelaneos como muricina, muricinina, estefarina,
aterospermina, aterosperminina; por Gltimo la presencia de acetogeninas como Annomuricin
A, Annomuricin B, Annomuricin E, Annomutacin, Bullatacin, Bullatacinone, Muricapentocin,
Muricatocin A, Muricatocin C, Muricoreacin, Murihexocin C, Annomontacina y Muricatacina

(Balvin & Tardeo, 2018; Borda & Mendoza, 2019; Llanque, 2016; Mio & Cunyarache, 2017).
Sensibilidad bacteriana

La sensibilidad bacteriana es la medicion del enfrentamiento de una bacteria con un
farmaco y sus concentraciones respectivas obteniendo resultados de si la bacteria es sensible,
con sensibilidad media o resistente. Esta prueba se conoce también como antibiograma y se
realiza de manera in vitro. Dentro de los métodos mas utilizados esta la técnica de Kirby Bauer,
dilucion en agar, macro y micro dilucion en caldo y el E test o prueba de Epsilon (Herrera,

1999).
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I. METODO

3.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de enfoque cuantitativo y experimental. Es de tipo
experimental porque se manipularon variables independientes (tipo y concentracion del
extracto etandlico de Annona muricata) para observar su efecto sobre el crecimiento in vitro
de Pectobacterium carotovorum,

El cardcter cuantitativo se da respecto a la prueba fotoquimica donde se realiza la
cuantificacion de los polifenoles a los extractos etandlicos.

Respecto a la dimension temporal, el disefio es longitudinal. Se realiz6 una
comparacion a dos momentos especificos (inicial y a los seis meses), lo que permiti6é observar

variaciones en la actividad inhibitoria de los extractos a lo largo del tiempo.

3.2 Ambito temporal y espacial

Este proyecto se ejecutd entre los meses de abril a diciembre del 2024 en el

“Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular” (LBBM-SL10LA105), EI Agustino.
3.3 Variables

Variable Independiente:

Extractos etandlicos de hojas de Annona muricata a distintas concentraciones.

Variable Dependiente:

Inhibicién bacteriana de Pectobacterium carotovorum.
3.4 Poblaciones y muestras

La poblacion la conformaron las hojas de Annona muricata obtenidas de los jardines

de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematica y por el aislado de Pectobacterium
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carotovorum, caracterizado por sus caracteristicas microbioldgicas y analisis de la secuencia
de 16sRNA en el Laboratorio de Bioguimica y Biologia Molecular (LBBM).

La muestra de estudio estuvo comprendida por el cultivo bacteriano activo y por las
diferentes diluciones de los extractos etandlicos de Annona muricata.

La unidad experimental correspondio a un enfrentamiento de una dilucién del extracto

etanolico de hojas de A. muricata frente a el cultivo de P. carotovorum.

3.5 Instrumentos

La colecta del material vegetal se hizo con la utilizacion de tijeras para desprender
cuidadosamente las hojas, luego se procedio6 a lavar con agua estéril y solucion desinfectante
hecha con hipoclorito de sodio (Sapolio al 4%) llevandola a una concentracion de 1.5%. Se
utilizo papel toalla para la absorcion de agua excedente y luego se realizo la esterilizacién de
las hojas en cabina UV por 10 minutos. El secado se llevé a cabo en estufa (Memmert) a 45°C
por 24 horas y luego trituracion de estas con ayuda de una licuadora (Oster). Una vez obtenido
el material en polvo, se calculd el peso en una balanza analitica (Adam/RS232, AE4382559,
2011) y se almaceno en frascos de vidrio previamente esterilizados en autoclave (Greetmed,
Y X-280D, 2015). Para la extraccion alcoholica se utiliz6 etanol absoluto (J.T. Baker) y para
evaporar el resto de etanol de las muestras se hizo uso del bafio maria (Gemmyco, YCW-010E).
Los datos de la masa de los extractos obtenidos por la balanza fueron reportados en un
instrumento de analisis, usando una hoja de Excel para el calculo de las diluciones.

Para el crecimiento bacteriano, se utilizé reactivos como Caldo de Triptonay Soja (TSB
- Tryptic Soy Broth) y Agar Triptona-Soja (TSA - Trypto-Casein Soy Agar). También equipos,
como balanza analitica (Adam/RS232, AE4382559, 2011), autoclave (Greetmed, Y X-280D,
2015), agitador (Labnet International INC., PC-420D- 2017), refrigeradora (Bosch/541L,

2014) e incubadora (P Selecta, 2012), ademas de placas Petri esteriles de vidrio y descartables,
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frascos de dilucion de boca ancha de 500 mL, probetas de 100 mL, tubos tapa rosca de 15 mL,
mecheros, asas de siembra, espatula de Digralsky y cabina con UV.

Por altimo, para el enfrentamiento del extracto etanolico con las bacterias se hizo uso
de discos elaborados a base de papel filtro Whatman N°1 de 6 mm de diametro y la
determinacion de los halos de inhibicion se realizo empleando una regla milimétrica reportando

los datos en una hoja de Excel para el analisis.

3.6 Procedimientos

3.6.1 Muestra vegetal y extracto etanolico

Identificacion taxondmica. Se recolecto como muestra una parte del tallo (rama) del
ejemplar de donde se colecto las hojas, conteniendo partes de hoja, flor y fruto bien definidas
y se llevo al Herbario San Marcos donde se realizd el servicio de Estudio Taxonomico y
Determinacion de Muestras Botanicas con su respectiva certificacion.

Obtencion y preparacion de la muestra. Se recolecto 30 hojas frescas de Annona
muricata en buen estado, que no presentaban marcas de dafios por insectos o plagas. Se limpio
del polvo y luego se procedi6 a lavarlas para quitar los restos que quedaban.

Para el proceso de desinfeccidn se prepar6 hipoclorito de sodio al 1.5%, utilizando lejia
que fue diluida en agua destilada para un total de 2L de la solucién cubriendo totalmente las
hojas y se dejé remojando por 15 minutos.

Por ultimo, se enjuago con agua destilada hasta que quedaron sin residuo alguno y se
escurrié sobre papel toalla hasta que se evaporo el agua excedente de la misma forma en que
procedié Castro & Ayasta (2018). Una vez secas, fueron llevadas a la estufa a 45 °C por 24
horas (procedimiento de desecado), temperatura previamente estandarizada por (Diaz, 2019)
para una mayor obtencion de polifenoles. Cuando estuvieron secas las hojas, se procedié a

triturarlas hasta que quedo un polvo homogéneo.
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Preparacion del extracto etanolico. La muestra triturada que fue obtenida en el
procedimiento anterior se divido en dos partes iguales y se coloco cada parte en un beaker. Se
cubri6 cada muestra con el doble de volumen de etanol al 70° y 90° preparado a partir de etanol
absoluto. Se dejo macerando por cinco dias homogenizando de manera diaria para que el etanol
extraiga todos los metabolitos que se hallaban en la muestra.

Pasado el periodo de incubacion, el alcohol del extracto se evaporé empleando un bafio
maria a 37°C, creandose una masa ligera que se resuspendié en etanol a 50° llegando a una
concentracion de 1g/mL, generandose los extractos crudos que fueron colocados en
refrigeracion a 4°C hasta el momento de su uso.

Como parte de otro trabajo de investigacion realizado de manera simultanea en el
laboratorio, se prepard un extracto etanolico a 90° de Syzygium aromaticum (clavo de olor),
siguiendo exactamente el mismo procedimiento de obtencion y bajo las mismas condiciones
experimentales empleadas para Annona muricata. Dicho extracto fue almacenado a 4°C en
conjunto con los extractos etandlicos de A. muricata, permaneciendo bajo las mismas
condiciones de conservacion durante todo el periodo de estudio.

Aunqgue este extracto no formaba parte de los objetivos iniciales del presente proyecto,
su procesamiento y almacenamiento equivalentes permitieron considerarlo adecuadamente
para su inclusién en los ensayos finales, con el fin de contar con un extracto vegetal
comparativo.

Observacion de esterilidad del extracto etandlico. Con el propdsito de garantizar la
esterilidad de los extractos obtenidos a partir de las hojas de Anona, ambos extractos pasaron
por un proceso para verificar la inocuidad de los extractos para prevenir cualquier interferencia
con el crecimiento bacteriano; para ello se colocé gotas de cada extracto crudo (70° y 90°) en
una placa con agar nutritivo (TSA) y se dejé incubando por 24 horas de 27°C a 30°C con el

objetivo de detectar cualquier indicio no deseado de crecimiento bacteriano o fungico en las
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muestras. Se realizo el mismo procedimiento seis meses despues para corroborar el correcto
almacenado de los extractos de A. muricata y para el extracto de clavo de olor.

Determinacion cuantitativa de polifenoles totales en microplaca por el método de
Folin-Ciocalteu. La evaluacion del contenido de polifenoles totales se realizo siguiendo el
protocolo descrito por Gutiérrez-Roman et al. (2023).

Inicialmente, se utilizd acido galico a 20 ug/mL para la preparacién de la curva
estandar, sin embargo, se observd que los valores obtenidos fueron considerablemente bajos
respecto a la muestra, por lo tanto, se procedio a realizar una nueva curva estandar a partir de
60 ug/mL (0, 15, 30, 45 y 60 pg/mL). El ensayo se llevé a cabo en una microplaca de 96
pocillos de fondo plano, y la lectura se realizo en el lector de microplacas a 750 nm, realizando
cada medicion por triplicado.

En cuanto a los extractos etanolicos, se realizé una modificacion en el procedimiento
de dilucion. Originalmente se habia planificado una dilucion 1:20 del stock de cada extracto,
sin embargo, debido a la alta concentracién de pigmentos verdes que saturaban la lectura al
espectrofotometro, se modifico la dilucion a una relacién de 1:300 del stock original de 1g/mL
para cada extracto (70° y 90°), lo que permitié una lectura adecuada por el equipo y evitd
posibles interferencias en los resultados. Esta evaluacion se repitio a los seis meses posteriores
a la obtencion de los extractos, con el fin de analizar la estabilidad del contenido fendlico a lo

largo del tiempo.

3.6.2 Aislado bacteriano

Obtencion bacteriana. El aislado bacteriano se obtuvo a partir de un tubérculo de papa
con signos de pudricion blanda, adquirido en el mercado de Tayacaja, en el distrito de El
Agustino. Para el aislamiento, en el Laboratorio de Bioquimicay Biologia Molecular (LBBM),
se elimind la cubierta externa del tubérculo con una hoja de bisturi. En condiciones de

esterilidad, se colocd una seccidn de la parte interna sobre una placa Petri, y se extrajo
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aproximadamente 100 uL del tejido blando, los cuales se mezclaron con 500 uL de caldo de
cultivo Tripticasa de soya (TSB). La muestra se sometio a agitacion a 120 rpm a temperatura
ambiente durante 1 hora y luego se dejo reposar por 10 minutos. Posteriormente, se tomaron
100 uL de la suspension y se sembrd en una placa con agar nutritivo (TSA) la cual se incubaron
a 28 °C durante 24 horas para aislar colonias Unicas y pasar a un proceso de purificacion con
el objetivo de obtener una cepa pura (Nolasco-Cardenas et al., 2025; Senasica, 2020).

Caracterizacion microbiologica. El aislado bacteriano se evalué mediante la tincion
Gram, la actividad pectinolitica y actividad de oxidasa.

Caracterizacion molecular. El aislado bacteriano fue sometido a un analisis molecular
para confirmar su identidad, mediante el secuenciamiento del gen 16S rRNA. La bacteria fue
cultivada en medio TSA mediante la técnica de estriado por agotamiento para obtener colonias
aisladas. Luego de 24 h de incubacion, se seleccion6 una colonia para la extraccion de ADN
mediante shock térmico. Posteriormente, se realizd una amplificacion por PCR utilizando
primers universales 27F (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3") y 1492R
(5'GGTTACCTTGTTACGACTT3’) que amplifican casi la totalidad del gen 16S rRNA. La
obtencion del producto amplificado se confirm6 al observar la banda de amplificacion en un
gel de agarosa 1%, el producto fue purificado y enviado a la empresa Macrogen para que
realicen el servicio de secuenciacion por el método de Sanger (Maisuria & Nerurkar, 2013).
Para obtener la secuencia completa del producto obtenido del gen 16S rRNA, con una longitud
aproximada de 1492 pb, se ordenaron realizar tres lecturas del producto de PCR utilizando
cebadores universales internos. Las secuencias obtenidas fueron alineadas y ensambladas

mediante el software bioinformatico MEGA X (https://www.megasoftware.net/).

Posteriormente, las secuencias consenso de cada producto fueron analizadas por similitud

utilizando la herramienta de busqueda de alineamiento local basico de nucleétidos (BLAST),
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accesible en el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) a traves de

www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST.

Activacion del aislado bacteriano. Se sembrd una placa de Pectobacterium
carotovorum a partir de una alicuota de la bacteria previamente aislada, para observar que esta
no se haya contaminada con otras bacterias en el proceso de conservacion. Se obtuvo un
crecimiento bacteriano puro y se aislé una colonia unica la cual se dejo crecer por 24h en caldo
nutritivo (TSB) para activarla. Pasado este tiempo, del caldo con el crecimiento bacteriano se
repico en otro tubo con caldo nutritivo y se dejé creciendo por dos horas obteniendo las

bacterias en un aproximado de crecimiento de 102 UFC/mL.
3.6.3 Enfrentamiento del extracto etandlico con la bacteria

Método de Kirby Bauer o difusion en agar. Se prepararon diluciones seriadas de los
extractos etandlicos a 70° y 90° obteniendo concentraciones de 1000 mg/mL, 500 mg/mL, 250
mg/mL, 125 mg/mL y 62.5 mg/mL de cada extracto.

Una vez que la bacteria crecié en caldo nutritivo, una alicuota de 100 uL se inoculé en
la superficie de la placa de agar mediante la técnica de siembra en césped, utilizando una
espatula de Drigalsky para distribuir homogéneamente la suspensién bacteriana.
Posteriormente, se colocaron discos de papel filtro de 6 mm de didmetro, que previamente
fueron embebidos con 20 uL de cada una de las soluciones de los extractos de A. muricata.
Como control positivo, se utilizaron discos de antibiograma con Ciprofloxacino (5ug), mientras
que discos embebidos en 20 uL de etanol a 50° fueron usados como control negativo, Las placas
se incubaron a una temperatura de 27°C por 24 horas, tras lo cual se midieron los halos de
inhibicion para determinar la actividad antibacteriana de cada extracto, reportandose el
didmetro de la inhibicion en milimetros (mm) incluyendo el diametro del papel filtro.

Transcurridos seis meses, se seleccionaron las concentraciones y grados de etanol con

mayor actividad inhibitoria para realizar un segundo ensayo con 10 repeticiones, evaluando la
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persistencia de la actividad antibacteriana a lo largo del tiempo. En este ensayo, se mantuvo el
control negativo con etanol al 50°; sin embargo, el Ciprofloxacino fue reemplazado por un
extracto etandlico de Syzygium aromaticum (clavo de olor) a una concentracién de 500 mg/mL
en etanol al 90°, utilizado como control positivo vegetal, dado que habia sido preparado y

conservado bajo las mismas condiciones que el extracto etandlico de A. muricata.

3.7 Analisis de datos

Debido a los resultados obtenidos, no fue posible aplicar un andlisis estadistico
inferencial para aprobar o rechazar la hipdtesis. En su lugar, se optdé por un andlisis
observacional basado en la presencia o ausencia de halos de inhibicion en los distintos

tratamientos evaluados.

Inicialmente, se planteo clasificar los diametros de inhibicion segun los criterios de
sensibilidad, intermedio o resistencia en comparacién con el control positivo (Ciprofloxacino).
Sin embargo, esta estrategia fue descartada al considerar las diferencias sustanciales entre los
mecanismos de accién de un antibiético de amplio espectro y un extracto vegetal. En su lugar,
se considerd mas apropiado emplear como control un extracto de clavo de olor, preparado bajo

las mismas condiciones experimentales que el extracto de Annona muricata.

Por tanto, la hipotesis se define de forma descriptiva y cualitativa: la hipdtesis es
aceptada si el extracto etandlico de hojas de Annona muricata muestra una inhibicion visible y
reproducible del crecimiento de Pectobacterium carotovorum en comparacién con el control
negativo, y es rechazada si no se observa ningun efecto antibacteriano evidente bajo las

condiciones experimentales evaluadas.

3.8 Consideraciones éticas

Las actividades de investigacion se desarrollaron manteniendo las normas de conducta

responsable de investigacion.
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El proyecto no empleo muestras de personas y/o de origen animal para la realizacion
de las actividades. Para la investigacion, se utilizo un aislado bacteriano obtenido de papa con
sintomas de pudricién blanda en el LIBBM, adicionalmente, se utilizaron hojas de guanabana

que fueron extraidas cuidadosamente sin generar dafio alguno a la planta.
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IV. RESULTADOS

4.1 Muestra vegetal y extracto etanolico

La muestra vegetal utilizada (hojas) se obtuvieron de una planta del cual se obtuvo una
muestra floral que fue determinada como Annona muricata por el Herbario San Marcos, como
se muestra en el certificado del estudio taxonémico (Anexo 1).

El extracto etandlico obtenido de las hojas segun lo descrito en la metodologia, paso la
prueba de esterilidad al no haber presentado ningin crecimiento de bacterias u hongos en la
placa sembrada tras 24 y 48 horas de incubacion.

En la determinacién cuantitativa de polifenoles totales, la curva estandar de acido galico
mostro un coeficiente de correlacion (R?) de 0,9989 (Figura 1).

Figura 1

Curva estandar de acido galico
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El extracto etandlico a 70°, dio como resultado un contenido de polifenoles totales de
33.205 + 3.987 mg equivalentes de acido galico por mililitro de muestra (mg EAG/mL),
mientras que en el extracto etandlico a 90° el contenido fue de 30.935 + 2.119 mg EAG/mL

(Figura 2).
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Figura 2
Contenido de polifenoles totales segun el grado de etanol en extractos de Annona muricata

(mes 0)
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Nota. Representacion en grafico de caja y bigotes del contenido de polifenoles totales (mg
EAG/mL) obtenidas mediante el método de Folin-Ciocalteu. Cada caja representa la

distribucion de las repeticiones individuales para cada tratamiento.

Seis meses después de la primera medicion, se volvio a cuantificar el contenido de
polifenoles totales en los extractos etandlicos de Annona muricata a 70° y 90°. Para esta
evaluacion, se elabord una nueva curva estandar de acido galico, obteniéndose un coeficiente
de correlacién (R?) de 0.9987, valor muy similar al registrado inicialmente, lo que permitié una
comparacion confiable entre ambos ensayos.

En el extracto etandlico a 70°, el contenido de polifenoles totales obtenido a los seis
meses fue de 28.170 = 0.801 mg EAG/mL, mientras que el extracto a 90° present6 un contenido

de 26.281 + 0.606 mg EAG/mL (Figura 3).
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Figura 3
Contenido de polifenoles totales segun el grado de etanol en extractos de Annona muricata

(mes 6)
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Nota. Representacion en grafico de caja y bigotes del contenido de polifenoles totales (mg
EAG/mL) obtenidas por el método de Folin-Ciocalteu, seis meses después de su obtencion.

Cada caja representa la distribucion de las repeticiones individuales para cada tratamiento.

Se compararon los valores obtenidos inicialmente (mes 0) con aquellos registrados a
los seis meses, observandose una disminucién en el contenido de polifenoles totales en ambos

extractos etanolicos de Annona muricata. Esta variacién se observa en la Figura 4.
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Figura 4
Contenido de polifenoles totales (mg EAG/mL) en extractos etandlicos de 70°y 90°, evaluados

al mes 0y tras seis meses de almacenamiento
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4.2 Aislado bacteriano

El aislado bacteriano empleado en este estudio se identific6 como bacteria
gramnegativa mediante la tincién de Gram y result6 negativo en la prueba de oxidasa. Estas
caracteristicas coinciden con las descritas en la literatura para enterobacterias fitopatdgenas,

como Pectobacterium spp. (Czajkowski et al., 2011; Luna-Rodriguez et al., 2009).

El aislado bacteriano mostro crecimiento en agar cristal violeta pectato (CVPM); sin
embargo, no generd la formacion de cavidades. La actividad pectinolitica es una caracteristica
distintiva de Pectobacterium; sin embargo, esta puede variar dentro de la especie y, en algunos

casos, no manifestarse (Czajkowski et al., 2015).
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El andlisis de secuenciacion del producto de amplificacion del gen 16S rRNA del
aislado bacteriano permitié obtener 1046 pares de bases que encontraron similitud al 100 %
con una secuencia reportadas para Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum strain

Kal0 en el GENBANK (secuencia parcial, acceso: JF460763.1).

4.3 Enfrentamiento del extracto etandlico con la bacteria

Se evalu6 la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de Annona muricata
obtenidos con etanol a 70° y 90°, en concentraciones de 1000 mg/mL, 500 mg/mL, 250 mg/mL,

125 mg/mL y 62.5 mg/mL. Cada tratamiento se probd en 5 repeticiones.

Para los extractos obtenidos con etanol a 70°, la concentracion de 500 mg/mL y 250
mg/mL mostraron una ligera inhibicién en cada ensayo. En el resto de las concentraciones no

se observo inhibicidn bacteriana (Tabla 3, Figura 5).

Tabla 3
Diametro de los halos de inhibicion generados por el extracto etanélico de hojas de Annona

muricata a 70° frente a Pectobacterium carotovorum

Repeticion | Repeticion | Repeticion | Repeticion | Repeticion
Concentracion 1 2 3 4 5
[mg/mL] (didmetro | (diametro | (diametro | (diametro | (didmetro
en mm*) | enmm) en mm) en mm) en mm)
1000 0 0 0 0 0
500 11 12.5 0 0 0
250 9 9 0 0 0
125 0 0 0 0 0
62.5 0 0 0 0 0
Control 0 0 0 0 0
negativo
Control 50 49 44 48 50
positivo

*La distancia obtenida considera el diametro total del halo, incluyendo el disco impregnado.
Esta forma de medicién se emplea de acuerdo con los lineamientos establecidos por el Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI)
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Figura 5
Difusion en agar (método de Kirby-Bauer) para evaluar la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de hojas de Annona muricata a 70°C frente a Pectobacterium carotovorum
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Nota. Las placas muestran halos de inhibicion generados por diferentes concentraciones del
extracto etandlico. El control positivo (Ciprofloxacino) y el control negativo estan indicados

en la imagen

Por otro lado, los extractos obtenidos con etanol a 90° mostraron que la concentracién
de 500 mg/mL produjo halos de inhibicidn, mientras que en las demas concentraciones no se

evidencid inhibicion del crecimiento bacteriano (Tabla 4, Figura 6).
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Tabla 4

Diametro de los halos de inhibicidén generados por el extracto etandlico de hojas de Annona

muricata a 90° frente a Pectobacterium carotovorum

C L Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Repeticion 4 | Repeticion 5
oncentracion - - - - o
(diametro en | (didmetro en | (didmetro en | (didmetro en | (diametro en
mg/mL
mm) mm) mm) mm) mm)
1000 0 0 0 0 0
500 8 9 12 10 8
250 0 0 0 0 0
125 0 0 0 0 0
62.5 0 0 0 0 0
Control negativo 0 0 0 0 0
Control positivo 54 47 46 47 57
Figura 6

Difusion en agar (método de Kirby-Bauer) para evaluar la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de hojas de Annona muricata a 90°C frente a Pectobacterium carotovorum
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Nota. Las placas muestran halos de inhibicion generados por diferentes concentraciones del
extracto etanolico. El control positivo (Ciprofloxacino 5 pg) y el control negativo estan

indicados en la imagen.
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Habiendo obtenido mayor actividad en el extracto etanélico de 90° a una concentracion
de 500 mg/mL, seis meses después se realizd un nuevo enfrentamiento de este extracto frente
a P. carotovorum, realizando 10 repeticiones que se evaluaron junto con un extracto etanolico
de clavo de olor a 500 mg/mL con etanol a 90°, el cual se emple6 como control positivo de
extracto vegetal. En este ensayo, no se observo inhibicién del crecimiento bacteriano en
ninguna de los discos tratados con A. muricata, mientras que el control positivo mostré halos

de inhibicion en todas las repeticiones de diametros entre 15 mm a 20 mm (Figura 7).

Figura7
Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Annona muricata a 90°C en la
concentracion de 500 mg/mL frente a Pectobacterium carotovorum mediante difusion en agar

(mes 6)

A. muricata
500 mg/ml 90°

Clavo de olor €
500 mg/ml 90° |

W,
w

Clavo de olor
500 mg/ml 90°

——

Nota. La imagen muestra el ensayo de difusién en agar (método de Kirby-Bauer) con el extracto
etandlico de Annona muricata (500 mg/mL, 90°C) y clavo de olor (500 mg/mL, 90°C) frente
a Pectobacterium carotovorum. El control negativo no presenta inhibicion, mientras que el
control positivo (clavo de olor) exhibe halos de inhibicion. No se observé actividad

antimicrobiana por parte del extracto de A. muricata en ninguna de las repeticiones.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados en la primera evaluacion a los cero meses mostraron una aparente
actividad antibacteriana del extracto etandlico de A. muricata obtenido a 90° y a una
concentracion de 500 mg/mL. No obstante, al realizar una segunda evaluacion seis meses
después, bajo las mismas condiciones y con el empleo de un control positivo vegetal —un
extracto etanolico de Syzygium aromaticum (90°, 500 mg/mL), seleccionado por su conocida
actividad antimicrobiana en extractos vegetales (Bhat et al., 2017)—, no se observd inhibicion
del crecimiento bacteriano por parte del extracto de A. muricata. Adicionalmente este extracto
no reporto inhibicion bacteriana para la cepa Escherichia coli ATCC 25922, una cepa de
referencia ampliamente utilizada en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y reconocida
como sensible en diversos antibiogramas. Sin embargo, este resultado no es comparable con lo
reportado por Llanque (2016), quien empled la cepa Escherichia coli ATCC 8739 utilizada
también para diversas pruebas antimicrobianas; por lo que podriamos argumentar que la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de Annona muricata obtenido no es
reproducible, probablemente por las condiciones de extraccién empleadas o por las condiciones

del cultivo vegetal utilizado.

La eficacia del efecto antibacteriano de una planta depende significativamente de
factores como la concentracion del extracto, el grado de etanol utilizado, las caracteristicas
intrinsecas de la bacteria y las caracteristicas de la planta en su momento de recoleccion, como
la edad de la planta, ubicacion de crecimiento, tipo de tierra, la estacion del afio, la observacion
de dafio por patdgenos o el uso de plaguicidas, etc. (Rios & Recio, 2005).

Respecto al primer ensayo, los extractos obtenidos con etanol al 90° mostraron halos
de inhibicion mas consistentes, especialmente a 500 mg/mL, mientras que las concentraciones

mas bajas y los extractos con etanol al 70° tuvieron una actividad inhibitoria menor a 500
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mg/mL, lo cual es consistente con los estudios de Moghadamtousi et al. ( 2015), Llanque
(2016) y Castillo-Ruiz & Cruz-Castillo (2019), que sefialan como la polaridad del solvente
afecta la extraccion de metabolitos bioactivos, tales como acetogeninas y flavonoides,
presentes en las hojas de A. muricata., ademas de que la actividad antimicrobiana es mayor en
extractos con solventes mas concentrados, debido a que los metabolitos secundarios tienen un
umbral de concentracién minima para ser efectivos. En este sentido, Hernandez-Fuentes et al.
(2024) realizaron un analisis comparativo de infusiones y extractos etanélicos de hojas de A.
muricata de diferentes regiones de Colima, México, encontrando que las infusiones
presentaron una mayor capacidad antioxidante y un contenido mas alto de polifenoles totales
en comparacion con los extractos etandlicos. Esto reafirma que el método de extraccion y las
condiciones geograficas influyen significativamente en la composicion y actividad de los
bioactivos de los extractos.

Ademas, Sepullveda y Zapata (2019) estudiaron el efecto del pH, de la temperatura y el
contenido en sélidos sobre los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante del extracto de
Bixa orellana L., observando que los fenoles totales se degradan siguiendo una cinética de
primer orden y que la actividad antioxidante se ve afectada por la temperatura de
almacenamiento. Estos hallazgos son relevantes, ya que, aunque los extractos se almacenaron
a 4 °C, se evidencié una disminucion en el contenido de polifenoles totales después de seis
meses, lo que podria significar que no solo los polifenoles se degradan, si no también otros
metabolitos secundarios, pudiendo influir en la pérdida de actividad antibacteriana.

Por ultimo, el uso de etanol al 50° como control negativo confirma que la actividad
antibacteriana observada en el ensayo preliminar no se debia al solvente, sino a la presencia de
metabolitos en los extractos. La variabilidad observada entre ensayo inicial como en el ensayo
a los seis meses, donde no se observo actividad alguna, resalta la necesidad de un analisis

fitoquimico detallado para determinar la estabilidad, concentracién y naturaleza de los
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metabolitos presentes en los extractos, utilizando técnicas avanzadas como GC-MS o HPLC.
Sin embargo, estos analisis requieren una inversion adicional en equipamiento y

financiamiento, lo que representa una limitacion en el presente estudio.
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VI. CONCLUSIONES

v Se rechaza la hipotesis nula (Ho), ya que se evidencio actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Annona muricata frente a Pectobacterium carotovorum en la
concentracion de 500 mg/mL del extracto a 90°.

v El analisis del gen 16S rRNA confirmé que el aislado bacteriano empleado
corresponde a Pectobacterium carotovorum, validando su uso como cepa experimental para la
evaluacion de los extractos etanolicos.

v El extracto etandlico obtenido a 90° presento actividad inhibitoria Gnicamente a
la concentracion de 500 mg/mL al momento de su preparacion, mientras que el extracto a 70°
no mostro una actividad reproducible.

v Luego de seis meses de almacenamiento, ninguno de los extractos etanolicos
evaluados mostro capacidad de inhibir el crecimiento de Pectobacterium carotovorum, lo que
sugiere una pérdida de actividad antibacteriana posiblemente asociada a la degradacién de
metabolitos bioactivos o a cambios en su composicion quimica.

v Adicionalmente, se estandarizo el procedimiento de obtencion de extractos
etanolicos en el laboratorio, permitiendo obtener dos tipos de extractos etandlico (70° y 90°)
de hojas de A. muricata y de Syzygium aromaticum utilizado como control positivo del extracto

etanolico vegetal.
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VIl. RECOMENDACIONES

v Se recomienda realizar un analisis fitoquimico exhaustivo para caracterizar y
determinar la cantidad de los metabolitos obtenidos en los extractos de A. muricata, utilizando
técnicas como HPLC o GC-MS. Esto permitira determinar si la variabilidad observada entre el
ensayo inicial y el realizado a los seis meses se debe a diferencias en la composicion quimica,
degradacion de metabolitos o interacciones no evaluadas en este estudio.

v Asimismo, se sugiere investigar las interacciones entre los metabolitos de A.
muricata y los mecanismos de resistencia de P. carotovorum, a través de estudios
complementarios como microscopia electronica para evaluar posibles alteraciones en la
estructura bacteriana. Adicionalmente, el uso de qRT-PCR permitiria cuantificar la carga
bacteriana tras la exposicion a los extractos y analizar la expresion de genes involucrados en
patogenicidad, resistencia o adaptacion bacteriana, lo que podria ayudar a comprender por qué
no se observo inhibicidn en el ensayo definitivo.

v Finalmente, se recomienda evaluar la estabilidad de los metabolitos bioactivos
en funcion de factores como temperatura, tiempo de almacenamiento y condiciones de
extraccion, con el fin de optimizar los protocolos de obtencion de extractos y evitar la posible

degradacion de compuestos con potencial actividad antimicrobiana.
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