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Abstract.- Antibacterial activity in crude extracts of Austromegabalanus psittacus soft tissue, originating from 2 coastal
localities in the north and south of Chile, was evaluated in 7 solvents. Antibacterial activity was determined using the disk
diffusion method to test 7 bacterial strains (ATCC). Evidence of inhibition was found in Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila and Yersinia ruckeri, with high variability, depending on the solvent utilized.
No differential patterns were recorded according to specimen origin. Results are discussed in terms of their potential
application to the aquaculture and food industries.
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INTRODUCCIÓN

La identificación de nuevos compuestos antimicrobianos
se ha convertido en un tema relevante, particularmente
en organismos marinos, los cuales han desarrollado
eficazmente su sistema innato de defensa contra el ataque
de microorganismos patógenos (Roch 1999, Tincu &
Taylor 2004, Tadesse et al. 2008, Defer et al. 2009, Vázquez
et al. 2009). La alta diversidad de los ecosistemas marinos
son una fuente potencial de nuevas sustancias para el
desarrollo de productos bioactivos (Harnedy & FitzGerald
2012). Actualmente, diversos metabolitos secundarios,
tales como péptidos, sesquiterpenos, ergosteroles,
alcaloides, compuestos halogenados, entre otros, han
sido aislados de macroalgas, esponjas, cnidarios,
holoturias y tunicados (Hatakeyama et al. 1999, Kazanjian
& Fariñas 2006, Khattab et al. 2008, Tan et al. 2012). Dentro
de estos compuestos destacan los péptidos antimicrobianos
(PAM), proteínas de bajo peso molecular que se sintetizan
principalmente en tejidos epiteliales regularmente
expuestos al ataque microbiano y que constituyen un
medio rápido, no específico para combatir una amplia
variedad de bacterias, hongos, virus e incluso
protozoarios (Montaño-Pérez & Vargas-Albores 2002,
Sharma et al. 2009). En Chile, considerando la importancia

de las actividades extractivas y productivas de especies
hidrobiológicas en diversas zonas geográficas y sus
consecuencias sociales y económicas se vuelve
gravitante estimular el interés por estudios en estos temas.
Por ejemplo, las actividades acuícolas desarrolladas a lo
largo de la costa han generado variados problemas
ambientales; uno de ellos está asociado al control de
enfermedades en cultivos de salmonídeos, evidenciándose
un incremento en el número de bacterias y fracciones de
resistencia a antibióticos (oxitetraciclina, ácido oxolínico
y florfenicol) en sedimentos en zonas de cultivo en
comparación a sitios controles, así como el impacto de
enfermedades virales sobre la producción de estas
especies (Asche et al. 2009, Buschmann et al. 2012,
Cortez-San Martín et al. 2012, Shah et al. 2014). A pesar
de ello, la detección de metabolitos con actividad
antimicrobiana en la mayoría de estas especies no ha sido
abordada o es escasa (Vega 2013). En otros países, existen
avances en la identificación de los mecanismos de defensa
y prevención de enfermedades en invertebrados marinos
cultivables como Mytilus edulis (Nottage & Birkbeck
1990), Mytilus galloprovincialis (Hubert et al. 1997),
Crassostrea gigas (Hubert et al. 1996), Callinectes
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sapidus (Noga et al. 1996) y Litopenaeus vannamei
(Destoumieux et al. 1997).

El cirripedio gigante Austromegabalanus psittacus
(Molina, 1782) es un recurso endémico de la costa de
Chile (Brattström 1990, López et al. 2007), cuya explotación
económica se efectúa  por pesquerías artesanales y que
presenta desarrollo de cultivos a escala piloto y semi-
industrial (López et al. 2010, 2012a, b; Andrade et al. 2011,
Bedecarratz et al. 2011). Se desconocen las mecanismos
de defensa innata que presenta este recurso contra
patógenos bacterianos y por consiguiente en el presente
estudio, se determinó la presencia de metabolitos con
actividad antibacteriana en extractos crudos de tejidos
de A. psittacus sobre bacterias potencialmente patógenas
de importancia en la industria alimentaria y acuícola.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se recolectaron ejemplares adultos de Austromegabalanus
psittacus (>3,0 cm de largo carino-rostral) durante enero y
febrero del 2011, mediante buceo SCUBA, en 2 localidades:
Totoralillo Norte (29°29’S; 71°29’W) y Bahía Metri (41°36’S;
72°42’W), ambas bahías protegidas de la exposición del
oleaje, ubicadas en la zona norte y sur de Chile,
respectivamente. En ambos sitios se evidenciaron bancos
naturales de la especie y se ubican dentro de las zonas de
mayor extracción pesquera del recurso (SERNAPESCA
2012). Los ejemplares fueron refrigerados y posteriormente
trasladados al Laboratorio de Cultivo Marinos de la
Universidad de Los Lagos, Osorno para su procesamiento.
Los individuos recolectados fueron disectados, separando
los tejidos blandos en: (a) gónada femenina, (b) músculo
aductor de placas operculares y (c) branquias, los cuales
fueron congelados a -20ºC (con 1% glicerol). Los tejidos
fueron liofilizados y se dispusieron de manera independiente
en diferentes solventes orgánicos (agua, metanol, metanol
70%, etanol, éter de petróleo, acetona y cloroformo) a una
concentración de 100 mg ml-1 (material liofilizado / ml de
solvente) durante 3 días a temperatura ambiente. Los
extractos se filtraron a través de papel Whatman Nº 1 y se
evaporaron al vacío, obteniéndose extractos crudos, los
que fueron almacenados a 4°C para su posterior análisis.
La determinación de la actividad antibacteriana se efectuó
mediante la técnica de difusión en agar (Peterson &
Shanholtzer 1992). Para ello se inocularon 30 l de cada
extracto crudo en sensidiscos de 6 mm de diámetro, los
cuales fueron dispuestos en placas Petri con agar Müller-
Hinton previamente inoculadas con 106 UFC ml-1 de cepas
ATCC de patógenos alimentarios, Escherichia coli (ATCC
10799), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),

Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) y acuícolas, Aeromonas
hydrophila (ATCC 7966), Vibrio alginolyticus (ATCC
17749), y Yersinia ruckeri (ATCC 29473). Se realizaron
controles positivos con antibióticos de acción conocida
(penicilina 10 g y oxitetraciclina 30 g) y controles de
falsos positivos con sensidiscos impregnados con los
solventes orgánicos utilizados. Después de la incubación
a 35ºC por 24 h para patógenos alimentarios y a 30ºC por 24
h para patógenos acuícolas, se midió con vernier digital
(0,01 mm de precisión), el diámetro (mm) de la zona de
inhibición de los extractos para cada cepa bacteriana.

Por tratarse de extractos orgánicos crudos cuya
composición se desconoce total o parcialmente, los
tamaños de la zona de inhibición no fueron interpretados
de acuerdo a las tablas NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standard), sino que se aplicó el
procedimiento propuesto por Monks et al. (2002),
estableciéndose las siguientes categorías interpretativas
para los diámetros de las zonas de inhibición: (-) No hay
actividad; (+) Actividad leve o débil (diámetro del halo
entre 7-11 mm); (++) Actividad moderada (diámetro del
halo entre 11-16 mm); (+++) Actividad fuerte (diámetro
del halo >16 mm).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados indicaron que los extractos crudos de los
tejidos gonadal, muscular y branquial de Austromegabalanus
psittacus, presentaron actividad antibacteriana, principalmente
sobre Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila e Yersinia
ruckeri (Tabla 1, 2 y 3), observándose una alta variabilidad
en la zona de inhibición dependiendo del solvente
utilizado. En algunos de ellos (agua, metanol y etanol), se
reportaron valores similares a antibióticos de amplio
espectro como penicilina y oxitetraciclina, utilizados como
control. Estudios similares en otros organismos acuáticos
sésiles (algas, esponjas, corales y tunicados) han
reportado valores de halo de inhibición semejantes sobre
cepas de E. coli, S. aureus e Y. ruckeri y otras (Bansemir
et al. 2006, Galeano & Martinez 2007, Touati et al. 2007,
Ganesan et al. 2011). Cualitativamente, no se evidenciaron
patrones distintos en la actividad antibacteriana según la
procedencia de los ejemplares. Esto último sugiere que
esta variable no es un factor determinante en la
producción de compuestos bioactivos de esta especie,
aunque no se puede descartar que la estacionalidad, factor
no evaluado en este estudio, pudiese ser importante en el
metabolismo y síntesis de este tipo de sustancias
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(Duchemin et al. 2007). Sin embargo, se observaron
excepciones a esto, ya que por ejemplo, no hubo inhibición
bacteriana en extractos de gónada femenina con acetona
para las cepas bacterianas en la localidad de Totoralillo
Norte, pero si se apreció respuesta inhibitoria en Bahía
Metri para E. coli, S. enteritidis y S. aureus con el mismo
solvente (Tabla 1). Si bien, no es del todo claro el
mecanismo que opera y explica estas variaciones en A.
psittacus, factores bióticos y abióticos ambientales
podrían estar influenciando esta variabilidad (Ganz 2003,
Dang et al. 2011). En otras especies de invertebrados
marinos como abalones, camarones y mitílidos se han
reportado variaciones de actividad antibacteriana y
antiviral a nivel de individuos dentro de una misma
población, así como entre distintas poblaciones (Bachere
et al. 2004, Dang et al. 2011). De la misma forma, existirían
tejidos, según su funcionalidad, que serían más proclives
a la secreción de sustancias bioactivas (Li et al. 2009).
Los resultados sugieren que, al menos, deben
considerarse las tres variables (localidad, tejido, solvente)
para entender la actividad antibacteriana en esta especie.
Estudios posteriores en A. psittacus debiesen enfocarse
en la identificación, caracterización y cuantificación de
estas moléculas bioactivas, e investigar su potencial
actividad antifúngica, antiviral u otra bioactividad,
complementando las investigaciones en aspectos
fisiológicos y conductuales las cuales pueden ser
aplicadas en la industria acuícola y alimentaria, dada su
importancia como especie incrustante de sistemas
flotantes, infraestructura portuaria y embarcaciones, así
como de interés comercial como recurso explotable (López
et al. 2012b, Grienke et al. 2014). Si bien en crustáceos, se
han descrito los principales mecanismos de inmunidad
(Vázquez et al. 2009), en el caso de los cirripedios, sólo se
han evidenciado la presencia de lectinas que se asocian a
procesos de defensa, a través del reconocimiento de
partículas, a nivel molecular y celular que inducen
aglutinación y fagocitosis (Muramoto et al. 2001,
Matsubara et al.  2009). Considerando el eventual
desarrollo de cultivos comerciales de esta especie (López
et al. 2010, 2012a, b), es relevante y prioritario profundizar
en el conocimiento de los mecanismos de defensa que
poseen y así prevenir posibles infecciones que afecten la
producción, particularmente en cultivos masivos (Charlet
et al. 1996, Montaño-Pérez & Vargas-Albores 2002,
Sharma et al. 2009).

Se concluye que existe evidencia, mediante esta
evaluación diagnóstica, de actividad antibacteriana en
extractos crudos de tejidos blandos de A. psittacus sobre
diversas bacterias patógenas. Las nuevas investigaciones

debiesen apuntar a la detección y caracterización molecular
de sustancias bioactivas en esta especie que incluso, como
se ha reportado en mitílidos recientemente, pudiesen ser
aplicables a la salud humana (Grienke et al. 2014).
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