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Presentacion

La Universidad Nacional de Costa Rica tiene una trayectoria de casi 30 afios
en el campo de las Ciencias Marinas, elaborando documentos cientificos, pero
con limitadas opciones de proyeccion del conocimiento en el campo marino.
En respuesta a la necesidad de ofrecer a los investigadores nacionales e
internacionales un espacio de divulgacion cientifica de alto nivel, de publicacion
anual y de amplia vision, surge la creacion de la Revista Ciencias Marinas y
Costeras (REVMAR). El proposito de esta es incorporar publicaciones originales
relacionadas con las ciencias marinas, tales como: biologia, geologia y ecologia
marina, evolucion, sistematica y taxonomia de los organismos marinos,
oceanografia, contaminacidn, pesquerias, maricultura, biotecnologia marina,
conservacion y manejo integrado de los recursos marinos y costeros. La REVMAR
se ofrecerd de forma impresa anualmente, con su correspondiente version digital
en su sitio web, elaborado convenientemente para esos efectos. La Revista
cuenta con un Comité Editorial constituido por investigadores (as) de diferentes
instituciones de América Latina, que tienen un gran prestigio intelectual en el
campo de las ciencias marinas y costeras y son los (as) encargados (as) de velar
por la calidad cientifica de los trabajos que se publiquen.
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Caracterizacion de bacterias cultivables aisladas de
sitios de arrecifes mesofoticos de Cuba

Characterization of culturable bacteria isolated from
mesophotic reef sites in Cuba

Eudalys Ortiz Guilarte", Maria Victoria Iglesias Rodriguez', Roberto Rafael Niifiez Moreira',
Valia Caballero Barreto', Daymarlen Gonzalez Tamayo' &
Gladys Margarita Lugioyo Gallardo"

RESUMEN

Las comunidades bacterianas de sitios de arrecifes mesofoticos constituyen informacion
genética de interés por las condiciones particulares de temperatura, presion, salinidad y
disponibilidad de materia organica y nutrientes en la que se desarrollan. El presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar la diversidad bacteriana en aguas aledafias a los arrecifes mesofoticos
de Cuba en mayo-junio de 2017; asi como algunas de sus potencialidades biotecnoldgicas. Los
cultivos fueron aislados en medio agar marino, en dos niveles de la columna de agua, en 10
sitios de muestreos. Posteriormente se evaluaron las capacidades metabdlicas de los aislados,
relacionadas con la asimilacion de diferentes fuentes de carbono y la produccion de metabolitos
bioactivos. Los resultados permitieron la caracterizacion de 30 aislados bacterianos de aguas
del nivel subsuperficial y 32 de aguas profundas. El mayor porcentaje corresponde a bacilos
esporulados Gram positivos y bacilos Gram negativos. Asimismo, se demostrd que el 85.5%
degradan carbohidratos de diferente naturaleza y el 96.8% producen enzimas hidroliticas con
actividad caseinasa, gelatinasa, lipasa o amilasa. La capacidad de degradar petroleo y compuestos
fenodlicos indistintamente fue detectada en el 61.3% de los aislados. Entre las potencialidades
de interés biomédico ¢ industrial se detectd actividad tensioactiva y asparaginasa en el 53%
y 32% de los cultivos, respectivamente. Por su parte, la caracterizacion taxonomica de 40
cultivos seleccionados por sus potencialidades metabdlicas demostrd que el género Bacillus
presentd mayor actividad bioldgica. Estos resultados constituyen el primer acercamiento a la
caracterizacion de la diversidad bacteriana en sitios de arrecifes mesofoticos de Cuba.

Palabras claves: aguas profundas, bacterioplancton, degradacion, enzimas hidroliticas,
metabolitos
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ABSTRACT

The bacterial communities of mesophotic reef sites constitute genetic information of interest
due to the particular conditions of temperature, pressure, salinity and availability of organic
matter and nutrients in the environment in which they develop. The present work aimed to
evaluate the bacterial diversity in waters surrounding the mesophotic reefs of Cuba during the
period May-June 2017; as well as some of its biotechnological potentialities. Bacterial cultures
were isolated on marine agar medium for two water column depth levels at 10 sampling
sites. Subsequently, the metabolic capacities of the isolates were evaluated and related to the
assimilation of different carbon sources and the production of bioactive metabolites. The results
allowed the characterization of 30 bacterial cultures from subsurface-level and 32 from deep-sea
waters. The highest percentage corresponds to Gram positive (G+) sporulated bacilli and Gram
negative (G-) bacilli. Likewise, it was shown that 85.5% of the isolates degrade carbohydrates
of different nature and 96.8% produce hydrolytic enzymes with caseinase, gelatinase, lipase or
amylase activity. The ability to degrade petroleum oil and phenolic compounds indistinctly was
detected in 61.3% of the isolates. Among the potentialities of biomedical and industrial interest,
surfactant and L-asparaginase activity was detected in 53% and 32% of the cultures, respectively.
For its part, the taxonomic characterization of 40 cultures selected for their metabolic potentials
showed that the genus Bacillus presented greater biological activity. These results constitute
the first approach to the characterization of bacterial diversity in mesophotic reef sites of Cuba.

Keywords: Deep-sea waters, bacterioplankton, degradation, hydrolytic enzymes, metabolites

INTRODUCCION

Las comunidades microbianas
en los ecosistemas marinos desempe-
fan un papel importante en la minera-
lizacion de materia organica, asi como
en la transferencia de energia a otros
niveles troficos (Sivaperumal er al.
2017; Liu et al. 2018; Cui et al. 2019).
Ademas, los microorganismos son un
componente esencial dentro de la di-
versidad bioldgica por su elevada di-
versidad genética y metabolica para la
busqueda de nuevos compuestos con
aplicaciones biotecnologicas (Glock-
ner et al. 2012; Prabhu et al. 2017).

En la literatura especializada
estd documentado que la diversidad
genética y la actividad de las bacte-
rias marinas planctonicas estdn sig-
nificativamente influenciadas por las
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condiciones ambientales (Cui et al.
2019). Diversas investigaciones han
demostrado que la composicion de la
comunidad bacteriana en los ecosiste-
mas depende de las condiciones fisi-
co-quimicas tales como temperatura,
salinidad, disponibilidad de materia
orgénica y nutrientes (Gilbert et al.
2012; Ward et al. 2017).

En Cuba desde el punto de vista
microbioldgico solo se han realizado
investigaciones de calidad de las aguas
en los arrecifes someros del suroeste
(SW) de la Isla (Miravet, 2003), en el
archipi¢lago Sabana-Camagiiey, ubica-
do en la zona norcentral de Cuba (Mi-
ravet et al. 1994) y mas recientemente
en los arrecifes del golfo de Cazones,
SW de Cuba (Lugioyo et al. 2020), por
lo que este estudio constituye el primer
acercamiento al conocimiento de la
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microbiota aledafia a sitios de arrecifes
mesofoticos de Cuba.

Los ecosistemas coralinos me-
sofdticos son comunidades arrecifales
caracterizadas por la presencia de co-
rales fotodependientes y comunidades
asociadas en regiones tropicales y sub-
tropicales. Estos arrecifes presentan
una menor diversidad de especies en
comparacion con los arrecifes some-
ros, pero cominmente tienen mayores
porcentajes de cobertura coralina (40-
60%) (Olson & Kellogs, 2010). La di-
versidad de los arrecifes mesofoticos
resulta poco conocida en la region
del Caribe (Loya ef al. 2016; Roman,
2018) y en Cuba, nunca antes se ha-
bian estudiado debido a las dificulta-
des que impone la colecta y toma de
muestras a estas profundidades.

El objetivo del presente trabajo
fue evaluar algunas de capacidades

“=REVMAR
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metabolicas de aislados bacterianos
de aguas aledaias a arrecifes mesofo-
ticos de Cuba; asi como la caracteri-
zacion taxonomica de los cultivos mas
promisorios.

MATERIALES Y METODOS

La expedicion cientifica conjunta
Cuba-Estados Unidos fue realizada en-
tre el 15 de mayo y 11 de junio de 2017,
donde se muestrearon 10 sitios de arre-
cifes mesofoticos de Cuba (Cuadro 1).
Las muestras para los andlisis micro-
biologicos se colectaron en frascos de
vidrio estériles de 250 mL de capacidad
y se tomaron de la capa subsuperficial
(5 m) y de las aguas de las maximas
profundidades (135-450 m); utilizando
una roseta con botellas oceanograficas
Niskin de 10 L de capacidad.

Cuadro 1. Georreferenciacion de los sitios de muestreo de los arrecifes

mesofoticos alrededor de Cuba

Table 1. Georeferencing of mesophotic reef sampling sites around Cuba

Estaciones  Region z:'l(;fundidad Latitud Longitud

C-04 NW 397 22°53.9640°  83°35.1060°
C-10 NW 358 22°02.3900°  85°04.0550°
C-23 SW 450 21°29.2540°  82°39.3100°
C-28 SW 315 21°33.4260°  81°44.4540°
C-33 SW 350 22°07.6440°  81°07.7400°
C-48 SE 320 19°49.4000°  77° 44.0000
C-50 SE 301 19°56.4000°  76°24.0000°
C-53 NE 280 20°19.1000°  74°16.2999
C-54 NE 253 21°05.5400°  75°39.6500°
C-58 NE 135 22°34.00000  78°23.6000
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Para el aislamiento de los culti-
vos puros de bacterias heterdtrofas se
utiliz6 el medio ZoBell 2216E (Oppen-
heimer & ZoBell, 1952) de acuerdo a
la metodologia propuesta por Miravet
et al. (2009) y el criterio de seleccion
de las colonias fue la frecuencia de
aparicion de caracteristicas culturales
diferentes. Los cultivos axénicos fue-
ron conservados segun la metodologia
establecida por Benson (2001) y de-
positados en la Coleccion de Bacterias
Marinas del ICIMAR.

Para la caracterizacion metaboli-
ca de los aislados fue evaluada la asimi-
lacion de carbohidratos como fuentes
de carbono, suplementado con glucosa,
manosa, sacarosa, lactosa y almidén al
1.0%, de acuerdo a las metodologias
descritas por Atlas (2010). Ademas,
se evaluo el crecimiento microbiano
en compuestos xenobioticos en medio
Vela & Ralston (1978) agarizado y uti-
lizando indistintamente como fuente de
carbono petroleo Mesa 30 (10 g/mL),
fenol y pentaclorofenol (1 g/mL). Las
condiciones de cultivos fueron estable-
cidas segiin la metodologia de Miravet
et al. (2009).

Laevaluacion de la produccion de
enzimas hidroliticas se realizo a partir
del crecimiento microbiano (Harrigan
& McCance, 1968). Para la actividad
caseinasa, amilasa y lipasa los cultivos
fueron inoculados en placas Petri con
medios suplementados indistintamen-
te con caseina, almidon y Tween 80 al
1%. La actividad geletinasa se evalud

12
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mediante la siembra por puncion del
medio con gelatina al 1%. Todos los
ensayos fueron incubados a 30 £ 2°C
durante 24 o 72 h de acuerdo a la ex-
periencia. La actividad se evalud por
la formacion de halos alrededor de la
colonia, excepto para la gelatina de-
terminada por la licuacién del medio
luego del crecimiento microbiano. La
determinacion semicuantitativa de la
actividad caseinasa, amilasa y lipasa se
calculo por la diferencia entre el diame-
tro del halo y el diametro de la colonia
(Dias et al. 2009).

La actividad asparaginasa fue
detectada mediante el crecimiento en
placas Petri con medio Glicerol Aspa-
ragina Agar suplementado con 0.3 mL
de una soluciodn de rojo fenol al 2.5% y
el pH ajustado a 6.5. Los cultivos fue-
ron incubados a 30+2°C durante cinco
dias, considerando como positivo la
aparicion de un halo de coloracion ro-
sado alrededor del crecimiento micro-
biano (Sivasankar ef al. 2013).

La produccion de tensioactivos se
determino a partir del cultivo fermenta-
do en el medio propuesto por Finnerty
(1994) y suplementado con sacarosa al
2%; durante 18 ha 125 r/min y 30 + 2°C
en zaranda orbital (Infors HT Ecotron).
Las determinaciones se realizaron a los
cultivos libres de células, obtenidos por
centrifugacion a 7 000 xg y 4 °C duran-
te 30 min., en una centrifuga Beckman
J2-H5; mediante el método de anillo de
Du Noiiy en un tensiometro Kriiss K 10
T. Como control negativo se empleo el

Rev. Mar. Cost. Vol. 12 (1): 9-26, enero-junio 2021.
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medio de cultivo. Los cultivos con va-
lores de tension superficial <35 mN/m
fueron considerados como productores
de tensioactivos.

La caracterizacion taxondmica
de los cultivos seleccionados por sus
capacidades metabdlicas fue realizada
mediante el sistema API con la utili-
zacion del software de identificacion
bacteriana APILAB Plus. Para el gru-
po de los bacilos Gram negativos (G-)
no enterobacterias se utilizaron las ti-
ras API 20NE, mientras para el estudio
metabolico de carbohidratos y la iden-
tificacion de bacilos Gram positivos
(G+) esporulados se utilizd el medio
API S0CHB/E, API 50CH y API1 20 E.

El analisis de similitud de los
aislados seleccionados se realizd por
métodos aglomerativos jerarquicos
mediante el coeficiente de similitud de
Brays-Curtis empleando el programa

Aguas del nivel subsuperficial

23%

27%‘

m Bacilos G+ esporulados

50%

m Bacilos G+

“=REVMAR
estadistico PRIMER 6.1.6. (Clarke &
Warwick, 2001).

RESULTADOS

A partir de las caracteristicas cul-
turales se obtuvieron 62 aislados de bac-
terias heterotrofas, 30 pertenecen a las
aguas del nivel subsuperficial y 32 a las
aguas profundas de los sitios de arrecifes
mesofoticos de Cuba. La caracterizacion
microscopica de los cultivos eviden-
ci6 que el 50% de los aislados del nivel
subsuperficial pertenecian al grupo de
los bacilos G+ esporulados y en menor
proporcion los bacilos Gram positivos
asporogenos (27.0%) y los bacilos G-
(23.0%). En las aguas del nivel de fondo
predominaron los bacilos G- (53.0%),
seguido de los bacilos esporulados G+
(44.0%) y en un porcentaje bajo los ba-
cilos G+ asporogenos (Fig. 1).

Aguas del nivel de fondo

53%

3%

Bacilos G-

Fig. 1. Distribucion de los grupos fenotipicos de las bacterias heterdtrofas
aisladas del nivel subsuperficial (5 m) y de las aguas profundas de sitios de
arrecifes mesofoticos de Cuba, en mayo-junio 2017

Fig. 1. Distribution of phenotypic groups of heterotrophic bacteria isolated from
subsurface-level (5 m) and deep-sea waters of mesophotic reef sites in Cuba.
Sampling period: May-June 2017
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Los resultados de la asimilacion
de diferentes carbohidratos demostra-
ron que el 85.5% (53/62) de los culti-
vos fueron capaces de utilizar al menos
uno de los carbohidratos evaluados
para el crecimiento celular. En parti-
cular, se demostré que mas del 50.0%
de los aislados de cada nivel crecieron
en presencia de estos compuestos, con
excepciodn de los polisacaridos para los
aislados del nivel de fondo de los sitios
de arrecifes mesofoticos (Fig. 2).

Por otra parte, se encontr6 que
un alto porcentaje de los aislados fue-
ron capaces de utilizar el petrdleo para
los procesos de multiplicacion celu-
lar (53.2%, 33/62) o al menos uno de
los compuestos fenolicos ensayados
(50.0%, 31/62). Debe destacarse que
38 de las cepas evaluadas fueron capa-
ces de emplear hidrocarburos y feno-
les como fuente de carbono y energia.

100

& = ®
= = =]

(54
=

Numero de cultivos (%)
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Los aislados del grupo de bacilos G+
esporulados de ambos niveles fueron
los mas representados.

En general, un alto porcentaje
de los aislamientos fueron capaces de
emplear indistintamente monosacari-
dos (79.0%), disacaridos (77.4%), po-
lisacaridos (62.9%), petrdleo (53.2%)
y fenoles (50.0%) como unica fuente
de carbono y energia. Asimismo, se
evidencio que el porcentaje de cepas
degradadoras vari6 en funcion de la
complejidad y accesibilidad del com-
puesto, independiente de los niveles
de la columna de agua, aunque para
el nivel subsuperficial el porcentaje de
cultivos degradadores fue mayor que
para el nivel de fondo (Fig. 2).

Por otra parte, el 96.8% (60/62)
de los aislados produjeron enzimas hi-
droliticas exocelulares para al menos
uno de los sustratos evaluados; aunque
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Monosacaridos Disacaridos Polisacaridos Petroéleo Fenoles

Aguas del nivel subsuperficial W Aguas del nivel de fondo

Fig. 2. Porcentaje de aislados de bacterias heterotrofas que asimilan diferentes
fuentes de carbono por niveles de la columna de agua

Fig. 2. Percentage of heterotrophic bacteria isolates assimilating different carbon
sources as a function of water column level
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resultdé notable la baja incidencia de
cultivos que hidrolizan la gelatina con
respecto al resto de los sustratos (Fig.
3). Los bacilos G+ esporulados y los
bacilos G- fueron los que presentaron
mayor actividad hidrolitica en ambos
niveles, mientras para las aguas del
nivel de fondo se detectdé un mayor
porcentaje de cultivos del grupo de los
G- con actividad lipolitica (Fig. 3).

Resulta interesante que el 73.3%
(44/60) de los cultivos con actividad
hidrolitica presentaron la capacidad de
hidrolizar entre dos o tres de los sus-
tratos evaluados, con una distribucion
similar entre los aislados de las aguas
subsuperficiales (23/29) y los de aguas
del nivel de fondo (21/31).

A partir de la determinacion se-
micuantitativa de la produccion de

Aguas del nivel subsuperficial
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las enzimas caseinasa, amilasa y li-
pasa se establecio la clasificacion de
los cultivos positivos segin Ong et
al. (2011). En particular, se demostrd
que 46 cultivos presentaron alta acti-
vidad enzimatica para al menos una
de las enzimas hidroliticas evaluadas,
con la formacion de halos de hidrolisis
>8mm. Asimismo, se detectd que pre-
domin6 una alta (>8 mm) y moderada
(>2; <8 mm) actividad enzimatica en
las aguas de ambos niveles, indepen-
dientemente de la complejidad de los
sustratos (Fig. 4). Es de destacar los
elevados porcentajes de cultivos del
nivel de fondo con alta actividad ca-
seinasa y lipasa (>8 mm) con respecto
a los del nivel subsuperficial (Fig. 4).

Aguas del nivel de fondo

Lipasas Lipasas
Amilasas Amilasas
Caseinasas Caseinasas
Gelatinasas Gelatinasas
(') 5' 1'0 1‘5 2‘0 (EI g ll0 l'5 2'0
Niimero de cultivos Niimero de cultivos
Bacilos G- m Bacilos G+ m Bacilos G+ esporulados

Fig. 3. Distribucion de la actividad de enzimas hidroliticas de acuerdo a los
grupos fenotipicos de las bacterias heterdtrofas aisladas del nivel subsuperficial
y de las aguas profundas de sitios de arrecifes mesofoticos de Cuba

Fig. 3. Activity distribution of hydrolytic enzymes according to phenotypic
group of heterotrophic bacteria isolated from subsurface-level and deep-sea
waters of Cuban mesophotic reef sites
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Fig. 4. Distribucion del porcentaje de acuerdo a la clasificacion semicuantitativa
de la produccion enzimatica de los aislados de agua subsuperficial y aledafias a

los arrecifes mesofoticos

Fig. 4. Percentage distribution according to the semi-quantitative classification
of the enzymatic production in isolates obtained from subsurface-level and
deep-sea waters of Cuban mesophotic reef sites

Del total de aislados un alto por-
centaje produjeron sustancias con acti-
vidad superficial (53.2%, 33/62) (Fig.
5A). Los resultados demostraron una
distribucion similar en el porcentaje
de cultivos productores tensioactivos
procedentes tanto de las aguas del ni-
vel de fondo (29.0%) como del nivel
subsuperficial (24.2%); con valores
<35.0 mN/m con respecto al control
(50.3 mN/m) (Fig. 5A). Debe desta-
carse que el 27.3% (9/33) producen
compuestos que disminuyen la ten-
sion superficial a valores <30 mN/m.
Asimismo, se encontrd que el 60.6%
de los cultivos (20/33) que produjeron
compuestos tensioactivos presentan
actividad lipolitica; mientras el 24.2%

16

(8/33) presentaron ademas, la capaci-
dad para degradar los hidrocarburos
del petrdleo.

Por su parte, la evaluacion cua-
litativa de la actividad asparaginasa
demostrd que el 68.0 % de los cultivos
no presento la actividad (Fig. 5B). Para
ambos niveles de la columna de agua
se encontraron porcentajes similares
de cultivos capaces producir la enzi-
ma L-asparaginasa (16.0%) (Fig. 5B).
Debe destacarse que los grupos feno-
tipicos con mayor incidencia corres-
ponden a los bacilos G+ esporulados y
los bacilos G- para un 35.0 % (7/20) y
45.0% (9/20), respectivamente.

Rev. Mar. Cost. Vol. 12 (1): 9-26, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.1



Caracterizacion de bacterias cultivables aisladas de sitios de arrecifes mesofoticos

de Cuba

24%

’:

47%

Actividad nivel subsuperficial

“=REVMAR

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

16%

16%
68%

M Actividad nivel de fondo

Fig. 5. Porcentaje de aislados con capacidades metabolicas de interés
biotecnolédgico aislados de zonas de arrecifes mesofoticos de Cuba. A: Actividad
tensioactiva (TS < 35 mN/m), B: Actividad L-asparaginasa

Fig. 5. Percentage of isolates exhibiting metabolic capacities of biotechnological
interest obtained from Cuban mesophotic reef sites. A: Surfactant activity
(surface tension <35 mN/m), B: L-Asparaginase activity

Para la caracterizacion taxono-
mica de los aislados se seleccionaron
20 del nivel subsuperficial y 20 de las
aguas del nivel de fondo en los sitios
de arrecifes mesofoticos, atendiendo
a la elevada actividad metabolica, al
presentar entre tres y siete de las bioac-
tividades consideradas en este estudio.

Los cultivos seleccionados del
grupo de los bacilos Gram— corres-
pondieron al phylum Proteobacteria e
identificados como Ochrobactrum an-
thropi, Aeromonas hydrophila y Pho-
tobacterium damselae de las familias
Brucellaceae, Aeromonadaceae y Vi-
bronaceae, respectivamente (Fig. 6).
Por su parte, todos los cultivos Gram+
esporulados seleccionados por su ac-
tividad metabdlica correspondieron al
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phylum Firmicutes, de la familia Ba-
cillaceae y al género Bacillus, con 11
especies para las aguas subsuperficia-
les y ocho para las aguas del nivel de
fondo de los sitios de arrecifes meso-
foticos de Cuba (Fig. 6).

En la distribucion de las especies
por niveles de la columna de agua, Ba-
cillus acidocaldarius, Bacillus firmus,
Bacillus macerans, Bacillus pumilus,
Bacillus thuringiensis 'y Ochrobac-
trum anthropi fueron aisladas del nivel
subsuperficial y no estuvieron presen-
tes en las aguas del nivel de fondo;
mientras las especies Bacillus lentus 'y
Bacillus cereus solo se encontraron en
las aguas profundas. El resto de las es-
pecies identificadas estan presentes en
ambos niveles (Fig. 6).
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Fig. 6. Agrupamiento de las cepas de bacterias seleccionadas de ambos niveles
de la columna de agua a partir de las caracteristicas fisiologicas y potencialidades
biotecnologicas (Indice de similitud de Brays-Curtis)

Fig. 6. Grouping of bacterial strains selected from both water column depth
levels based on physiological characteristics and biotechnological potential

(Brays-Curtis similarity index)

En el andlisis de similitud de las
cepas seleccionadas por sus capaci-
dades metabolicas se demostrd que la
mayoria de los cultivos pertenecientes
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al género Bacillus se agrupan con un
porcentaje de similitud > 70%, inde-
pendientemente del nivel de la colum-
na de agua de donde fueron aislados. A
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su vez todos los cultivos pertenecien-
tes al phylum Proteobacteria de tres
géneros diferentes mostraron menores
porcentajes de similitud (Fig. 6).

DISCUSION

La caracterizacion macroscopica
de los aislados de ambos niveles de la
columna de agua en sitios de arrecifes
mesofoticos de Cuba, demostréo que
existe una elevada variedad cultural
de bacterias heterotrofas. En parti-
cular, las bacterias Gram— mostraron
dominancia en las aguas de mayor
profundidad; que pudieran incluirse
en géneros de las clases Alphaproteo-
bacteria, Gammaproteobacteria, Acti-
nobacteria, Flavobacteria, entre otras;
identificados frecuentemente en mues-
tras de agua de niveles pelagicos (Kai
et al. 2017; Liu et al. 2018; Cui et al.
2019; Sanz-Séez et al. 2020). Para las
aguas profundas del presente estudio,
que abarcan entre los 135-450 m, se ha
descrito un predomino de bacterias he-
terotrofas cultivables pertenecientes al
phylum Proteobacteria y que existe un
gradiente de diversidad descendente
hacia las profundidades, por debajo de
la capa fotica (Kai ef al. 2017; Sanz-
Séaez et al. 2020).

Tanto en la capa fotica como en
las de mayor profundidad se ha demos-
trado que las bacterias heterotrofas es-
tan adaptadas a diferentes temperaturas,
luz y presion; lo que sugiere que tienen
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metabolismos versatiles para respon-
der a la disponibilidad de nutrientes.
Estas caracteristicas permiten una am-
plia distribucion vertical y horizontal
en los ecosistemas marinos (Jones &
Lennon, 2010).

La asimilacion de diferentes car-
bohidratos como fuentes de carbono
demostro la versatilidad metabolica de
las bacterias heterdtrofas aisladas de
ambos niveles de la columna de agua,
relacionado con diversas rutas del me-
tabolismo microbiano para la degrada-
cion preferencial de estos compuestos
(Shon et al. 2006). En general, estas
capacidades metabolicas deben estar
sustentadas por la presencia de com-
puestos glucosidicos en los ecosiste-
mas marinos, incluso provenientes del
metabolismo microbiano (Sivaperu-
mal et al. 2017; Casillo et al. 2018).
Es reconocida la biosintesis de exopo-
lisacaridos con funciones que incluyen
la adhesion y colonizacion de superfi-
cies, la proteccion de las células bac-
terianas, entre otras (Dang & Lovell,
2016; Casillo et al. 2018).

En el presente estudio se demos-
tro la capacidad de degradacion bacte-
riana de compuestos organicos toxicos,
como los hidrocarburos del petrdleo
y fenoles, que evidencian la partici-
pacion de la comunidad bacteriana
en esos procesos y su contribucion a
la autodepuracion de los ecosistemas
marinos. Especial interés representan
los cultivos que fueron capaces de uti-
lizar ambas sustancias como fuente
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carbono y energia, relacionado con la
capacidad de los microorganismos de
aprovechar rutas metabolicas comunes
para degradar compuestos organicos
diferentes (Seeger & Pieper; 2010;
Fuentes et al. 2014).

Las bacterias heterotrofas eva-
luadas también fueron capaces de pro-
ducir diferentes enzimas hidroliticas,
independientemente de los niveles de
la columna de agua, similar a lo in-
formado para diferentes ecosistemas
marinos (Liu et al. 2018; Gawas et al.
2019). Resulta interesante la marca-
da incidencia de cultivos de las aguas
profundas con alta actividad enzimati-
ca, probablemente relacionada con la
naturaleza de compuestos de alto peso
molecular y polimeros como protei-
nas, almidon, acidos nucleicos, lipidos
complejos, entre otros (Arnosti, 2014;
Dang & Lovell, 2016).

Las diferencias en la actividad
enzimdtica entre las bacterias culti-
vables de cada nivel de la columna de
agua evaluada, con una mayor activi-
dad hidrolitica (=8 mm) para proteasas
y lipasas en las aguas profundas con
respecto al nivel subsuperficial, debe
estar relacionado con la complejidad
de los compuestos organicos presen-
tes en el agua mar. Liu ef al. (2018)
informan diferencias sustanciales en
las capacidades enzimaticas de las
bacterias cultivables a diferentes pro-
fundidades, sugiriendo que los carbo-
hidratos probablemente no constitu-
yen un componente mayoritario de la
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materia organica disuelta en las aguas
profundas. Asi por ejemplo de los ais-
lamientos del nivel de fondo, los ba-
cilos G— predominan por su actividad
lipolitica, caracteristico de phylum
Proteobacteria de aguas profundas
(Liu et al. 2018; Delabary et al. 2020).

Entre los grupos fenotipicos
mas representados para ambos niveles
de los sitios mesofoticos se destacan
los bacilos G+ esporulados; donde se
incluye el género Bacillus, recono-
cido como productores de diferentes
exoenzimas (Odisi ef al. 2012; Lailaja
& Chandrasekaran, 2013; Gawas et al.
2019; Jin et al. 2019).

El elevado porcentaje de ais-
lados bacterianos de las aguas de los
sitios mesofoticos de Cuba, capaces
de degradar carbohidratos de diferen-
te complejidad y compuestos toxicos;
asi como de producir enzimas hidroli-
ticas, evidencian el papel de las bacte-
rias heterdtrofas en la mineralizacion
de la materia organica en la columna
de agua. En particular, la produccion
de enzimas hidroliticas es considera-
da una adaptacion para el aprovecha-
miento de sustratos disponibles en
la columna de agua como fuente de
carbono, nutrientes y energia (Arnos-
ti, 2014; Liu et al. 2018), que tiene
implicaciones ecoldgicas relevantes
en el reciclaje de materia organica y
nutrientes, particularmente en el ciclo
del carbono en el océano (Becker et al.
2017; Liu et al. 2018).
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Las capacidades metabdlicas de
los microorganismos para desarrollar
procesos de biorremediacion también
esta relacionada con la excrecion de
enzimas que hidrolizan macromolé-
culas en monomeros facilmente de-
gradables (Sivaperumal et al. 2017).
Los aislados bacterianos con capaci-
dad de producir enzimas hidroliticas y
degradar hidrocarburos del petroleo y
fenoles representan un potencial para
el desarrollo de tecnologias eficientes
para la biorremediacion de compues-
tos xenobiodticos con implicaciones
para la salud humana, que incluyen
efectos carcinogénicos, mutagénicos
y teratogénicos (Ifegwu & Anyakora,
2015; Chen et al. 2019).

La evaluacion de la produccion
de tensioactivos microbianos estuvo
dirigida a la busqueda de sustancias
que disminuyan la tension superficial
del caldo fermentado, que evidencian
la sintesis exocelular de estos compues-
tos y su posible utilizacion en procesos
de biorremediacion. En particular, los
cultivos que producen agentes con ac-
tividad superficial y enzimas especifi-
cas como las lipasas, puede ser de gran
interés para favorecer tratamientos
bioldgicos en la remocion y biodegra-
dacion de hidrocarburos (Karlapudi et
al. 2018).

En los tltimos afios son notables
los esfuerzos dirigidos a la bioprospec-
cion de compuestos bioactivos a partir
de fuentes marinas (Glockner et al.
2012; Blunt et al. 2018), teniendo en
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cuenta sus potencialidades como nue-
vos metabolitos de interés biomédico.
La actividad L-asparginasa detectada
en los cultivos de los sitios de arrecies
mesofoticos guarda relacidon con lo in-
formado sobre las potencialidades de
los microorganismos marinos como
productores de esta enzima; las cuales
se caracterizan por ser extracelulares,
a diferencia de las obtenidas de otros
origenes (Izadpanah Qeshmi et al.
2018). Entre los géneros mas represen-
tados de fuentes marinas se incluyen
Bacillus y Pseudomonas (Rudrapati &
Audipudi, 2015; Izadpanah Qeshmi et
al. 2018)

La enzima L-asparaginasa es
considerada un producto natural para
el tratamiento oncogénico, debido a
que las células tumorales dependen
de una fuente exogena de L-asparagi-
na, a diferencia de las células norma-
les (Rudrapati & Audipudi, 2015). En
particular, la sintesis microbiana de esta
enzima como metabolito secundario ha
demostrado actividad antineoplasica y
con amplio espectro de actividad anti-
tumoral (Jain ef al. 2012).

La caracterizacion taxondmica
de los cultivos de bacterias selecciona-
dos por sus potencialidades demostro
conectividad entre las aguas proceden-
tes de las diferentes profundidades,
teniendo en cuenta la ubicuidad de
los grupos bacterianos identificados.
Esta particularidad ha sido demostra-
da a partir del andlisis filogenético de
bacterias cultivables en la columna de
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agua a diferentes profundidades oceé-
nicas (Sanz-Séez et al. 2020).

El predominio del género Baci-
[lus entre los aislados de ambos niveles
de la columna de agua, debe estar rela-
cionado con la amplia distribucion de
este grupo en diferentes ecosistemas
marinos, ya que este género se carac-
teriza por presentar esporas como es-
tructura de resistencia y supervivencia
ante cambios ambientales; asi como
una alta versatilidad metabdlica para
su adaptacion a las condiciones extre-
mas (Izadpanah Qeshmi et al. 2018;
Gawas et al. 2019). También Lugioyo
et al. (2010) refirieron un predominio
de la familia Bacillaceae, especifica-
mente al género Bacillus, en muestras
de aguas ocednicas adyacentes a Cuba.
Para ese estudio se demostrd que las
capacidades metabolicas de una mis-
ma especie de bacterias pueden variar
de acuerdo al grado de riqueza de los
ecosistemas.

La literatura especializada refie-
re que las especies de este género son
productores de sustancias biologica-
mente activas, entre las que se encuen-
tran antimicrobianos, tensioactivos,
enzimas hidroliticas y degradadoras de
los hidrocarburos del petréleo (Sardes-
sai & Bhosle, 2002; Odisi et al. 2012).

En general en este estudio se ob-
tuvo un elevado porcentaje de cultivos
con diversas capacidades metabolicas,
que constituyen un recurso poten-
cial de aplicacion industrial. Asi, por
ejemplo, la obtencion de metabolitos
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microbianos resulta sencilla y sus ren-
dimientos pueden ser incrementados
optimizando las condiciones de cul-
tivo o a través de la modificacion del
genoma microbiano (Glockner et al.
2012; Liu et al. 2013).

A partir de los resultados de esta
investigacion se logré actualizar el co-
nocimiento de la diversidad bacteria-
na marina; y en especial de las aguas
aledafias a los arrecifes mesofoticos
de Cuba, que no habian sido estudia-
dos con anterioridad. En particular, los
aislados bacterianos procedentes de
aguas profundas resultaron de interés,
teniendo en cuenta las condiciones en
que se desarrollan, como alta salini-
dad, baja disponibilidad de oxigeno,
pH y presiones hidrostaticas extremas,
entre otras; de manera que sus metabo-
litos pudieran presentar novedosas es-
tructuras moleculares con interesantes
propiedades de aplicacion industrial y
biotecnoldgica (Ramlath er al. 2018;
Trincone, 2018; Jin ef al. 2019).
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ABSTRACT

Luminescence in bacteria is catalyzed by luciferase. When these microorganisms are exposed to
toxic substances, the bioluminescent enzyme system can be inhibited. The objective of this study
was to analyze the potential that these microorganisms offer as native bioindicators of coastal
marine pollution. The dynamics of luminescence intensity by visual classification and the effect
of metal concentration on the growth and luminescence of 25 strains of luminescent bacteria,
isolated during 2016 from seawater samples from the gulf of Nicoya, Costa Rica, was evaluated
by the disk diffusion method. The sensitivity of each strain to different concentrations (0.1, 0.5
and 1 mg mL") of Cd, Cu, Cr, Pb and Zn was determined by its bioluminescent phenotype. In
susceptible strains, a range of metal concentrations less than the growth inhibitory concentration
affected the expression of luminescence. Strains with intense luminescence and defined zones
of luminescence inhibition were considered to have greater potential as native bioindicators
for monitoring environmental toxicity. More studies are required to determine the minimum
concentrations that inhibit growth and luminescence with respect to the tested metals and other
potentially toxic substances for the coastal marine ecosystems of Costa Rica.

Keywords: ecotoxicology, indicator species, luminous organism, marine biotechnology,
luminous organism

RESUMEN

La luminiscencia en bacterias es catalizada por la luciferasa. Cuando estos microorganismos
se exponen a sustancias toxicas, el sistema enzimatico bioluminiscente puede ser inhibido.
El objetivo de este estudio fue analizar el potencial que tienen estos microorganismos, como
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bioindicadores nativos de contaminaciéon marino costera. La dindmica de la intensidad de la
luminiscencia por clasificacion visual y el efecto de la concentracion de metales en el crecimiento
y la luminiscencia de 25 cepas de bacterias luminiscentes, aisladas durante el 2016, a partir de
muestras de agua marina del golfo de Nicoya, Costa Rica, fue evaluada por el método de difusion
en disco. La sensibilidad de cada cepa a diferentes concentraciones (0.1,0.5 y 1 mg mL") de Cd, Cu,
Cr, Pb y Zn fue determinada por su fenotipo bioluminiscente. En las cepas sensibles, un rango de
concentraciones del metal menor a la concentracion inhibitoria del crecimiento afect6 la expresion.
Se consider6é que las cepas con luminiscencia intensa y zonas de inhibicion de luminiscencia
esta, definidas, tienen un mayor potencial como bioindicadores nativos para la vigilancia de la
toxicidad ambiental. Se requieren mas estudios para determinar las concentraciones minimas que
inhiben el crecimiento y la luminiscencia con respecto a los metales analizados y demas sustancias,
potencialmente toxicas, para los ambientes marino costeros de Costa Rica.

Palabras claves: biotecnologia marina, contaminacion marina, ecotoxicologia, especies

indicadoras, organismos luminiscentes

INTRODUCTION

Most luminous bacteria, which
are widely distributed in marine en-
vironments, are taxonomically classi-
fied as belonging to Aliivibrio, Vibrio,
and Photobacterium genera from the
Vibrionaceae family. Several of these
bacteria emit high levels of light eas-
ily visible in laboratory cultures. Lu-
minescence in these microorganisms
is produced by the expression of lux
genes, and the light emission reaction
is catalyzed by luciferase (Dunlap &
Urbanczyk, 2013).

Luciferase synthesis and lumi-
nescence in these bacteria is regulated
by population density through a system
called quorum sensing (Dunlap & Ur-
banczyk, 2013). Hence, there is a rela-
tionship between the emission of lumi-
nescence with cellular metabolism. The
bioluminescent enzyme system can be
inhibited by exposing bacteria to toxic

28

substances, and the intensity of light
decreases quickly. Measuring the light
intensity of bacteria exposed to dif-
ferent concentrations of a substance is
used to evaluate its toxicity (Ma et al.
2014). Sensitive, repeatable, and easy
to transport luminous bacteria-based
assays have been developed to detect
environmental contaminants (Camanzi
et al. 2011; Bolelli ez al. 2016).

Therefore, luminous bacteria
have been used as bioindicators in as-
sessments of environmental pollution
(Burga et al. 2012; Ma et al. 2014),
toxicity evaluation of pharmaceuti-
cal wastewater (Yu et al. 2014) and
toxicological tests to assess pollution
caused by metals, pesticides, and an-
tibiotics in aquatic systems (Ranjan et
al. 2012; Shanware et al. 2013). More-
over, Bagordo ef al. (2012) have used
them to assess anthropogenic impacts
on estuarine ecosystems.
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Luminous bacteria represent a
powerful tool for the initial assessment
of environmental samples or substanc-
es with unknown ecotoxicological or
toxicological characteristics (Menz
et al. 2013). In Costa Rica, there are
no references of bioassays to assess
the effect that toxic compounds might
be causing in coastal marine ecosys-
tems and, according to Diepens et al.
(2014), promotion of ecotoxicological
assessments in the country using native
species is required. This study aimed
to analyze the effect of metal concen-
tration on growth and luminescence
of luminous bacteria strains isolated
from the golfo de Nicoya, Costa Rica,
to generate base information about the
application that these microorganisms
have as native bioindicators of coastal
marine pollution in the country.

MATERIALS AND METHODS

In 2016, twenty-five (25) lumi-
nous bacteria strains isolated from sur-
face seawater samples collected at the
golfo de Nicoya, Costa Rica, were used.
These strains were isolated using Ma-
rine Agar (MA) (Difco®) and stored in
Brain Heart Infusion (OXOID®) with
20% glycerol at -80°C until they were
tested. These strains were numerically
identified in a consecutive manner us-
ing the CL prefix.

Strains were characterized ac-
cording to growth and luminescence in-
tensity by visual classification following
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the methodology proposed by Kumar
et al. (2015), with some variations. Ev-
ery 2 h during a 14 h period, a record
was made of growth and luminescence
intensity of each strain inoculated by
streaking swabs on MA plates (Dif-
co®) from a cell suspension equivalent
to a 0.5 McFarland standard in distilled
water with 2% NaCl prepared from an
overnight MA plate. At the end of the
incubation period and according to the
final luminescence intensity, the strains
were classified as intense, reduced, or
dim, based on the luminescence inten-
sity scale defined in Fig. 1.

Reduced

Fig. 1. Luminescence intensity scale
deﬁned for the classification of luminous
bacteria strains isolated from the golfo de
Nicoya, Costa Rica

Fig. 1. Escala de la intensidad de
luminiscencia definida por la clasificacion
de las cepas de bacterias bioluminiscentes
aisladas del golfo de Nicoya, Costa Rica

Intense

The effect of metal concentra-
tion on growth and luminescence of
these strains was assessed using the
disk diffusion method. Each lumi-
nous strain was inoculated by streak-
ing swabs in MA plates plates from
a cell suspension equivalent to a 0.5
McFarland standard in distilled water
with 2% NaCl. Thereafter that, 6 mm
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diameter Whatman #3 filter paper ster-
ile disks were separately impregnat-
ed each with 10 puL of 0.1, 0.5, and 1
mg mL"' metal ion solutions; namely,
cadmium (Cd), copper (Cu), chromi-
um (Cr), lead (Pb), and zinc (Zn), then
they were aseptically dried at room
temperature and placed on the agar
surface. Disks impregnated with 10
uL of sterile distilled water were used
as negative controls. Tests were per-
formed duplicate. Plates were incubat-
ed in the dark at 30°C for 24 h.

After the incubation period, re-
cords were made concerning the di-
ameter in mm of the growth inhibition
zones (in the light) and the diameter
in mm of the luminescence inhibition
zones (in the dark). Every 2 h during
14 h of incubation, a photographic re-
cord was also made of the assay with
Cd for CL4 and CL22 strains to illus-
trate the results. Photographs were tak-
en in the dark with a 30 s exposure and
under the same conditions (ISO500,
F8) for comparison.

Mean difference and 95% confi-
dence intervals were calculated between
the diameters for inhibition zones of
growth or luminescence by metals and
metal ion concentration. Samples mean
pair-wise comparisons were evaluated
using a t-test (P < 0.05). In a case were
the statistical assumption (t-test) was
not meet the non-parametric Wilcox-
on test was applied (P < 0.05). Results
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were analyzed and plotted using R (R
Core Team, 2018).

RESULTS

The luminescence intensity scale
is shown in Fig. 1. All strains grew 4 h
after the incubation time started, and
showed luminescence from 6 to 8 h af-
ter the start of the incubation (Fig. 2).
The luminous strains assessed did not
show growth and luminescence inhi-
bition zones for the tested Cr concen-
trations. CL6, CL11, CL12, and CL19
strains showed dim luminescence (Fig.
2), and no inhibition zones (growth o
luminescent) were observed (Fig. 5).

CL1, CL4, CLS5, CL21, CL23,
CL24, and CL25 strains showed re-
duced luminescence intensities (Fig.
2) and undefined luminescence inhi-
bition zones. Only a degradation in
luminescence (Fig. 3) was observed
mainly around disks impregnated with
Cd and with 1 mg mL"! of Cu, Pb, and
Zn (Fig. 4). CL2 showed intense lu-
minescence (Fig. 1.), and undefined
luminescence inhibition zones for Cd,
Pb, and Zn (Fig. 4.). Growth inhibition
zones were registered for CL1, CL2,
CL4, CL5, CL21, and CL25 strains
only in the 1 mg mL"' concentration of
Cd; the mean of the diameter of the in-
hibition zones was 8, 10, 10, 11.5, 10,
and 10.5 mm, respectively.

Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 27-38, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.2



Effect of metal concentration on growth and luminescence of luminous bacteria

strains isolated from golfo de Nicoya, Costa Rica

“=REVMAR

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

Luminescence @ Intense @ Reduced O Dim

©

N

e [ w [ e [ e ]

CL10

N

Sm/*f”f”/“

>
g CL11 CL12 CL13 CL14 CL15
£3
3
3 O_\o—o—o O_X—o—o
[}
(5]
1
£
E CL16 CcL17 CL18 CL19 CL20
-

3

2 —O0—0O—<

1

CL21 CL22 CL23 CL24 CL25

()

o

\4\/"“\*”“\““\.*

6 8 10 12 14 6 8 10 12 14

6 8 10 12 14

6 8 10 12 14 6 8 10 12 14

Incubation time (h)

Fig. 2. Dynamic of luminescence intensity by incubation time (h) of luminous bacteria
strains isolated from the golfo de Nicoya, Costa Rica. Strains are classified, according
to the final luminescence intensity, as intense, reduced, or dim

Fig. 2. Dindmica en la intensidad de luminiscencia por tiempo de incubacion (h) de
las cepas de bacterias bioluminiscentes aisladas del golfo de Nicoya, Costa Rica. Las
cepas se clasificaron de acuerdo con la intensidad de luminiscencia final como intensa,

reducida o tenue

After the incubation period, CL3,
CL7, CL8, CL9, CL10, CL13, CL14,
CL15, CL16, CL17, CL18, CL20, and
CL22 strains showed intense lumines-
cence (Fig. 2) and defined lumines-
cence inhibition zones (Fig. 3).

The diameters of the inhibition
zones (growth and luminescence)
were very similar, and the averages
were used (Fig. 5). Most of the strains
showed growth inhibition zones for
0.5 and 1 mg mL" concentrations of
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Cd, 1 mg mL"! of Zn, and minimum
diameters of 7 mm for 1 mg mL"! con-
centration of Cu and Pb (Fig. 5).
Those as mentioned above
showed luminescence inhibition zones
concerning Pb at all assayed concen-
trations. These strains showed defined
luminescence inhibition zones for 0.5
and 1 mg mL"!' Cd and Zn, respectively.
Only CL15 and CL17 strains showed
the same condition for 0.1 mg mL!
Cd. CL9, CL10, and CL17 strains also
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Fig. 3. Photographical record of the effect of 0.1 (A), 0.5 (B), and 1 (C) mg mL"!
cadmium on the variation of luminescence intensity for CL4 and CL22 luminous
strains at different incubation times. D = control. Strain CL4 exhibits a degradation of
luminescence around disks impregnated with Cd; strain CL22 shows defined growth
inhibition zones (E) and luminescence inhibition zones (F) for 0.5 and 1 mg mL"! Cd
Fig. 3. Registro fotografico del efecto de 0.1 (A), 0.5 (B) y 1 (C) mg mL! de cadmio en la
variacion de la intensidad de la luminiscencia para las cepas luminiscentes CL4 y CL22
a diferentes tiempos de incubacion. D = control. La cepa CL4 muestra degradacion de
la luminiscencia alrededor de los discos impregnados con Cd, y la cepa CL22 muestra
zonas de inhibicion del crecimiento (E) y zonas de inhibicion de la luminiscencia (F)
definidas para concentraciones de Cd de 0.5 y 1 mg mL"!
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Fig. 5. Diameter (average of duplicates) of the growth and luminescence inhibition
zone (mm) for different concentration (mg mL™") of cadmium, copper, lead, and zinc
ions of bacterial strains with intense luminescence isolated from the golfo de Nicoya,
Costa Rica. The diameters of the growth inhibition zones (mm) for Cu and Pb are
the same. Strains with dim luminescent (CL6, CL11, CL12, and CL19) did no exhibit
growth or luminescent inhibition zones

Fig. 5. Didmetro (promedio de las réplicas) de las zonas de inhibicion de crecimiento y
de luminiscencia (mm) por concentracion (mg mL ") de cadmio, cobre, plomo y zinc de
cepas bacterianas con luminiscencia intensa aisladas del golfo de Nicoya, Costa Rica.
El diametro de las zonas de inhibicion del crecimiento (mm) para Cuy Pb es el mismo.
Las cepas con luminiscencia tenue (CL6, CL11, CL12 and CL19) no mostraron zonas
de inhibicion de crecimiento o luminiscencia

showed luminescence inhibition zones
for 0.5 and 1 mg mL!' Cu, while CL13
strain only for 1 mg mL"' Cu (Fig. 5).
Strains affected by two or more
concentrations of the same metal
showed a directly proportional rela-
tionship between the diameter of the
growth and luminescence inhibition
zones and the corresponding metal
concentration. CL9, CL10, CL13, and
CL17 strains showed that diameters of
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the luminescence inhibition zones vary
in the order of Cd > Zn > Cu (Fig. 5).
The mean difference between
inhibition zones of growth or lumines-
cence by metal and metal concentra-
tion is shown in Table 1. According to
the statistical tests, growth inhibition
zones by Cd and luminesce inhibition
zones by Zn and Cd were significant-
ly higher at 1 mg mL"' than 0.5 mg
mL"! for each metal. Luminescence
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Table 1. Pair-wise comparison between the diameter of the growth inhibition
zone or luminescence inhibition zone caused by different metals at different
concentration (mg mL™") levels upon luminous bacteria strains isolated from
golfo de Nicoya, Costa Rica

Cuadro 1. Comparacion por pares entre el didmetro de las zonas de inhibicion
del crecimiento o zonas de inhibicion de luminiscencia causada por distintos
metales a diferentes concentraciones (mg mL-1) sobre las cepas de bacterias
luminiscentes aisladas del golfo de Nicoya, Costa Rica

Comparison Mean difference Significance
Inhibition Metal mgmL'  mm (x95% CI) (P <0.05)"
Growth:Growth Cd:Cd 1:0.5 1.86 (1.49,2.23) 1

Cd:Zn 1:1 1.75 (0.85, 2.65) 0
Luminescence:Luminescence Cd:Cd 1:0.5 4.38 (3.47,5.30) 1

Zn:Zn 1:0.5 4.88 (3.87, 5.90) 1

Cd:Zn 1:1 7.88 (6.75, 9.02) 1

Cd:Zn  0.5:0.5 8.38 (7.46,9.31) 1
Luminescence:Growth Cd:Cd 1:1 15.15(14.22,16.09) 1

Cd:Cd  0.5:0.5 12.86 (11.43,14.30) 1

Zn:Zn 1:1 8.75(7.41,10.09) 1

Notes: *CI = confidence interval; **1 and 0 denote significant and insignificant, respectively, at the 0.05 significance
level.

inhibition zones for 1 and 0.5 mg mL"' DISCUSSION
Cd and 1 mg mL"' Zn were statistical-

ly significantly higher than the cor- This study’s culture medium

responding growth inhibition zones.
These strains showed higher lumines-
cent inhibition zones (P < 0.05) by
Cd than Zn at 0.5 and 1 mg mL"'. The
difference for mean pair-wise compar-
ison for growth inhibition zones by Cd
and Zn at 1 mg mL"' did not show a
statistical significance.
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promoted the growth and lumines-
cence of the tested strains; therefore,
it was appropriate for the assays. Most
research on luminous bacteria use the
SWC (Seawater Complete) culture
medium (Bagordo et al. 2012; Martini
et al. 2013; Jabalameli ef al. 2015) or
culture media with a similar composi-
tion (Efremenko et al. 2014; Drozdov
et al. 2015; Urbanczyk ef al. 2015). In
this study, strains grew over (4 h) in
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the Marine Agar (MA) and lumines-
cence occurred 2 or 4 h later.

The assessment luminescence
intensity dynamics of the assayed
strains confirms that bacterial lumi-
nescence is an indicator of the activity
of intracellular metabolic processes.
The maximum luminescence intensi-
ty in a bacterial culture occurs during
the exponential growth phase. Then
luminescence dynamics is affected
because of the reduction in metabol-
ic processes kinetics (Drozdov et al.
2015). Efremenko et al. (2014) report
that the luminescence intensity in free
cells of Photobacterium phosphoreum
decreases with time.

Differences between assessed
strains in terms of luminescence du-
ration and intensity coincide with the
findings reported by Efremenko ef al.
(2014). The authors indicate that du-
ration and intensity significantly dif-
fer between species and strains of the
Photobacterium genus. In this way, the
amount of light produced by luminous
bacteria, even belonging to the same
genus, makes these microorganisms
show different bioluminescent phe-
notypes even though bioluminescence
is regulated by a similar basic genetic
system (Jabalameli et al. 2015).

Although the classification of
the bioluminescence intensity used in
this study is not a quantitative meth-
od, it is adequate for the determina-
tion of bacterial luminescence dynam-
ics (mainly in solid culture media)

Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 27-38, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOIL: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.2

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

without requiring specialized equip-
ment. It could also be considered a
useful technique for the screening of
isolated strains and to define the opti-
mal incubation period of each strain in
view of evaluating the effects of toxic
substances in solid-phase biolumines-
cence assays.

The luminescence inhibition rate
of some bacterial strains has been used
in toxicological and ecotoxicological
assessments (Menz et al. 2013; Ma et
al. 2014). Our results show that some
metals at different concentration levels
affect the growth and luminescence of
luminous bacterial strains to different
degrees. Also, we observed that the
luminescence of some bacteria was
inhibited by a metal ion concentration
lower than the minimum growth inhib-
itory concentration.

The sensitivity of each strain to
different concentrations of metal ions
is determined by its bioluminescent
phenotype and for practical bioassay
applications the higher intensity lumi-
nescent strains with luminescence in-
hibition zones afford greater potential
as pollution indicators. For example,
strain CL17 that is potentially sen-
sitive to cadmium at concentrations
lower than 0.1 mg mL".

The intensity of the lumines-
cence (in free and immobilized cells)
decreases with increasing metal con-
centration. Kumar ef al. (2015) report-
ed the effect of copper and zinc at 1 mg
mL! on luminescence sensitivity of 20
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strains isolated from the Bay of Bengal
While Efremenko ef al. (2014) showed
that luminescence intensity in cells
of P. phosphoreum, immobilized in a
polyvinyl alcohol cryogel, decreases
with increasing metal ion concentra-
tion, and further concluded that met-
al toxicity for these immobilized cells
varies in the order Cu*? > Co*? > Hg"
> 7Zn*2. Our study reveals the order Cd
> Zn > Cu, as well as the absence of
luminescence inhibition by Cr** and
Pb*? at all the tested concentrations.
Many application tests employ-
ing luminous bacteria are known, and
their distinctive features depend on the
specific characteristics of the bacteri-
al strain used. The isolation of native
luminous bacteria allows bioprospect-
ing for strains useful for monitoring
environmental toxicity. Moreover, the
isolation of strains of microorganisms
resistant to metals is significant. The
expectation is that microorganisms
designated for bioremediation are tol-
erant of metals (Kumar et al. 2015).

CONCLUSION

Differences in luminescence in-
tensity dynamics between strains, the
definition of luminescence inhibition
zones, and the determination of growth
inhibition zone diameters and lumi-
nescence inhibition zone diameters
for different metals ions at different
concentration levels were determined.
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For sensible strains, a range of con-
centrations of the metal ion lower than
the growth inhibition concentration
affected the expression of lumines-
cence. Strains showing intense lumi-
nescence and defined luminescence
inhibition zones were assigned great-
er application potential as bioindica-
tors for environmental toxicity mon-
itoring. However, more studies are
required to determine the minimum
growth and luminescence inhibition
concentrations for the assayed metals
ions and other substances potentially
toxic to coastal marine ecosystems in
Costa Rica.
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Identificacion de cuatro especies de Clupeiformes
(Actinopterygii) mediante analisis de secuencias de
ADN mitocondrial en zonas de explotacion pesquera del
Golfo de Nicoya, Costa Rica

Identification of four species of Clupeiformes
(Actinopterygii) through analysis of mitochondrial DNA
sequences in fishing exploitation areas of the Gulf of
Nicoya, Costa Rica
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RESUMEN

Las sardinas junto con las anchovetas constituyen unos de los grupos de mayor importancia en
la pesqueria del golfo de Nicoya. Son alimento para peces de mayor tamafio y aves marinas,
por tanto, no solo sufren explotacion pesquera, sino también presentan altas tasas de mortalidad
natural. Debido a la importancia comercial y ecolégica que representan estas especies, es
necesario contar con una correcta identificacion taxonémica, principalmente para la elaboracion
de estudios pesqueros. Antes, la determinacion de especies de peces se fundamentaba unicamente
en caracteristicas morfologicas externas, sin embargo, no siempre es posible, debido a su
similitud morfologica, por lo que el uso combinado de datos morfoldgicos junto con los genéticos
basados en genes mitocondriales puede contribuir en su reconocimiento. Histdricamente,
estudios taxondmicos han agrupado a las especies O. libertate, O. medirastre y O. bulleri como
integrantes del complejo Opisthonema spp., dada la gran similitud de forma. Mientras, para
la familia Engraulidae, las indagaciones taxonomicas son escasas. En el presente trabajo, se
identificaron molecularmente especies del complejo Opisthonema spp. y una especie del género
Cetengraulis sp., colectadas entre junio y diciembre del 2017, mediante secuenciacion de genes
mitocondriales: COI, Ctyb y 16S ARNr. Los hallazgos confirman, con datos moleculares, la
identidad y presencia de tres especies del complejo Opisthonema spp. y una especie de anchoveta,
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REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

Carolina Sancho-Blanco, Luis Hernandez-Noguera,
Luis Vega-Alpizar, Rosa Soto-Rojas y Rodolfo Umaria-Castro

localizadas en zonas de explotacion pesquera en el golfo de Nicoya, Costa Rica, informacion que
facilita el uso y manejo de estos recursos pesqueros en un area marina de importancia comercial
en el pais.

Palabras clave: Opisthonema spp., Cetengraulis sp., ADNmt, ADNr, posicionamiento
taxondémico

ABSTRACT

Sardines, together with anchovies, constitute one of the most important groups in the fishery of
the Gulf of Nicoya. They are consumed by large fish and seabirds; therefore, they not only suffer
from fishing exploitation but also have high rates of natural mortality. Due to their commercial and
ecological importance, it is necessary to have a reliable taxonomic identification of these species,
mainly for the preparation of fisheries studies. Previously, the identification of fish species was
based only on external morphological characteristics; however, this is not always possible due
to their morphological similarity, but the combined use of morphological and genetic data based
on mitochondrial genes can contribute to their accurate recognition. Historically, taxonomic
studies have grouped the species O. libertate, O. medirastre and O. bulleri as members of the
Opisthonema spp. complex due to their great morphological similarity, while, there are few
taxonomic studies of the family Engraulidae. In the present work, species of the Opisthonema
spp. complex and a species of the genus Cetengraulis sp., collected between June-December
2017, were molecularly identified by sequencing mitochondrial genes: COI, Ctyb, and 16S rRNA.
The findings of the molecular data analysis confirm the identity and presence of three species of
the Opisthonema spp. complex and a species of anchovy, in areas of fishing exploitation in the
gulf of Nicoya, Costa Rica, information that facilitates the use and management of these fishing
resources in a marine area of commercial importance for the country.

Keywords: Opisthonema spp., Cetengraulis sp., mtDNA, rDNA, taxonomic placement

INTRODUCCION

El orden Clupeiformes incluye
especies conocidas como arenques, sar-
dinas y anchovetas, todas de gran im-
portancia comercial para las pesquerias
globales. Asimismo, abarca familias
como Chirocentridae, Clupeidae, Den-
ticipitidae, Dussumieriidae, Engrauli-
dae Pristigasteridae y Sundasalangidae;
sin embargo, la taxonomia de especies
de las familias Clupeidae y Engrauli-
dae aun sigue siendo controversial en
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términos morfologicos y genéticos (Li
& Orti, 2007; Bloom & Lovejoy, 2014;
Vicente et al. 2020).

Tanto los Clupeidos como los
Engraulidos son individuos de tallas
pequenas generalmente, se agrupan en
grandes cardiamenes, son filtradores
y conforman la base de la cadena ali-
menticia de los ecosistemas (Fischer
et al. 1995); por tanto, no solo sufren
de la explotacion pesquera, sino que
también presentan altas tasas de mor-
talidad natural, al ser el alimento para
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otros organismos como peces de ma-
yor tamafo y aves marinas (Bussing &
Lopez, 1994).

En las costas del Pacifico, el
género Opisthonema Gill, 1861 esta
representado por cuatro especies:
Opisthonema libertate Giinther, 1867,
Opisthonema medirastre Berry &
Barrett, 1963, Opisthonema bulleri
Regan, 1904 y Opisthonema berlan-
gai Berry & Barrett, 1963 (Froese &
Pauly, 2019). En Costa Rica, debido a
su dificil diferenciacion morfolégica,
histéricamente las especies O. liber-
tate, medirastre y bulleri se han agru-
pado como integrantes del complejo
Opisthonema spp. y han sido utiliza-
das para la industria de enlatados con
un mismo valor comercial (Soto & Ro-
driguez, 1999; Vega-Corrales, 2010).
Por su parte, la familia Engraulidae se
encuentra representada, principalmen-
te, por Cetengraulis mysticetus, el cual
es un recurso pesquero de importancia,
al emplearse como carnada viva por la
flota pesquera artesanal en la zona in-
terna del golfo de Nicoya, Costa Rica
(Rodriguez & Goémez, 1998; Soto &
Rodriguez, 1999; Murase et al. 2014).

Estudios enfocados en la iden-
tificacion y taxonomia del género
Opisthonema senalan si las diferencias
encontradas en el nivel morfologico
son el resultado de variaciones intraes-
pecificas o de caracteristicas diagnds-
ticas (Pérez-Quifionez et al. 2017). Por
otro lado, para la familia Engraulidae,
los hallazgos en cuanto a taxonomia
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molecular son escasos, a pesar de su
importancia pesquera y del impacto
ecolodgico potencial que las pesquerias
pueden tener en el ecosistema pela-
gico (Wang et al. 2018). A partir del
desarrollo de técnicas moleculares, se
inici6 la incorporacion de datos gené-
ticos, basados en el ADN mitocondrial
y nuclear, que permitieran esclarecer
interrogantes taxondmicas no resuel-
tas mediante caracteristicas morfold-
gicas y meristicas (Ward et al. 2005;
Teletchea, 2009; Ardura et al. 2010;
Carvalho et al. 2011; Pereira et al.
2013; Pérez-Quinodnez, 2014; Durand
et al. 2017; Pérez-Quinodnez et al
2017; Goodbody-Gringley et al. 2019;
Pérez-Quindnez et al. 2019).

En peces, los marcadores gené-
ticos mas utilizados para la identifica-
cion de especies se basan en regiones
del ADN mitocondrial (Jahan et al.
2017), los cuales, al mostrar alta tasa
de mutacion y gran variabilidad inte-
respecifica, hacen posible una adecua-
da distincion entre especies (Rocha
et al. 2005; Paine ef al. 2007). Entre
dichos marcadores mitocondriales, se
encuentran el gen del 16S del ARN
ribosomico (16S ARNr), el gen del
citocromo oxidasa I (COI), el gen ci-
tocromo oxidasa b (Cytb), entre otros.
El 16S ARNr es altamente conserva-
do; variaciones de unos pocos nucleo-
tidos en su estructura permiten inferir
relaciones taxondmicas en diferentes
niveles, inclusive entre taxa estrecha-
mente relacionados (Chakraborty &
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Iwatsuki, 2006). Por su parte, el gen
COl, a pesar de ser muy conservado,
posee regiones polimorficas que fa-
cilitan la identificacion de especies
(Hebert et al. 2003). Mientras, la se-
cuencia de nucledtidos del gen Cytb
contiene informacidn especifica de la
especie; posibilita reconstruir tanto re-
laciones inter- o intraespecificas como
de nivel superior, por lo cual se con-
sidera un gen con alto rendimiento en
filogenia molecular (Peng ef al. 2004).

La identificacion taxondémica de
estas especies en las capturas, a través
de los diferentes artes de pesca en el
golfo de Nicoya, permite evaluar el
estado actual de sus poblaciones; fijar
la cuota de pesca, el establecimien-
to correcto de las vedas; recomendar
medidas de ordenamiento y pautas de
captura, asi como para garantizar los
niveles de biomasa del stock desovan-
te (Kochzius et al. 2010; Pérez-Qui-
nonez et al. 2018). De esta forma, se
mantiene, ademas, la sostenibilidad
de otras especies de interés pesquero
-corvinas, pargos, jureles- y ecoldgico
-las aves- (FAO, 2018).

En el presente estudio, se identifi-
cO, molecularmente, a partir de secuen-
cias del ADN mitocondrial (ADNmt)
junto con caracteres morfologicos, al-
gunas especies que integran las fami-
lias Engraulidae y Clupeidae. Con ello,
se proporcionan elementos suficientes
que instan a diferenciar entidades ta-
xondmicas en una zona de explotacion
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pesquera en el golfo de Nicoya, Costa
Rica. La informacion obtenida faci-
litard el uso y manejo de estos recur-
SOS pesqueros en una zona marina de
importancia comercial en el pais, al
detectar posibles sesgos en la identifi-
cacion tradicional basada en caracteres
morfologicos diagnodsticos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de las muestras

Se recolectaron especimenes
del complejo Opisthonema spp.y Ce-
tengraulis sp. distribuidos especifica-
mente en el golfo de Nicoya, Pacifico
Central, Costa Rica, de junio a setiem-
bre de 2017. Se identificaron, en la
zona externa del golfo, individuos de
Opisthonema bulleri (sardina azul),
O. medirastre y O. libertate (sardina
gallera), en un rango de longitudes es-
tandar de 137 mm a 184 mm. Por otra
parte, en la zona interna del golfo, se
detectaron individuos de C. mystice-
tus (anchoveta) (Fig. 1). La identifica-
cion preliminar se realizo a partir de
caracteres morfologicos diagndsticos,
utilizando la metodologia previamen-
te descrita por Berry & Barret, 1963;
Bussing & Lopez, 1994, Robertson &
Allen, 2002; Pérez Quifiones, 2014.
(Cuadro 1).
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Fig. 1. Areas de captura de las especies analizadas. Fuente de datos de figura: Atlas
2014 (TEC) y Laboratorio de Analisis Biologicos Pesqueros (UNA) (QGIS, 2018)
Fig. 1. Areas in which the species analyzed were captured. Data source: Atlas 2014
(TEC) and Fisheries Biological Analysis Laboratory (UNA) (QGIS, 2018)

Extraccion de ADN, amplifi-
caciones y secuenciacion de genes
mitocondriales

Se realiz6 una extraccion de ADN
total de especies del complejo Opistho-
nema spp., O. medirastre (n = 11), O.
libertate (n = 4), O. bulleri (n =7)y
de la familia Engraulidae C. mystice-
tus (n =5), a partir de 30 mg de tejido,
aproximadamente, mediante el kit co-
mercial PureLink Genomic DNA Mini
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Kit (Thermo Fisher Scientific), bajo
las recomendaciones del fabricante.
La cantidad de muestras seleccionadas
por especie, en este estudio, se respal-
da en un trabajo previamente realizado
por Bingpeng et al. 2018. E1 ADN ob-
tenido fue amplificado mediante una
PCR punto final (volumen final: 25
pL) compuesta por 1X de PCR Master
Mix, 0.9 uM de cada cebador y alrede-
dor de 100 ng de ADN. Se analizaron
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Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas diagnosticas evaluadas para las especies de
Opisthonema spp. analizadas en este estudio para la localidad del Golfo de Nicoya,

Costa Rica

Table 1. Diagnostic morphological characteristics evaluated for Opisthonema spp.,
analyzed in this study for the location of the Gulf of Nicoya, Costa Rica

. L 1. bc . .
Especie Codigo (unidades) Media bc  std (mm) Media std ph

GNO04 70 168 /
GN10 63 164 /
GNI11 78 184 /
GN20 71 172 /

O. medirastre GN24 62 68.0 169 163.6 /
GN28 75 179 /
PS19 62 140 /
PS23 69 166 /
PS29 64 137 /
PS04 88 151

O. libertate PS11 85 86.3 142 144.9
PS28 86 142 +
GNO1 41 159 /
GNO02 37 158 /
GNO3 34 157 /

O. bulleri 36.6 157.9
GNO04 35 163 /
GNO06 37 164 /
GN12 36 147 /

be: branquiespinas ceratobranquiales, std: longitud estandar, ph: pecas humerales (ausentes =/, presentes = +)

los genes mitocondriales citocromo
oxidasa subunidad I (COI) y citocro-
mo b (Cytb), asi como el gen del ARN
ribosomal 16S (ARNr 16S) (Cuadro
2). La PCR fue llevada a cabo en las si-
guientes condiciones: 94°C por 3 min
(desnaturalizacion inicial); 40 ciclos
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de 94°C por 30 s (desnaturalizacion),
48/55°C por 30 s (alineamiento), 72°C
por 45 s (extension) y, finalmente,
72°C por 10 min como extension final.
Los productos de PCR se resolvieron
por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%. La corrida se ejecut6 a 80 V por
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60 min en una solucién amortiguado- un analizador genético ABI 3130, bajo
ra TBE 1X (pH 8.0). Los amplicones una quimica de secuenciacion BigDye
obtenidos de los tres genes fueron se- Terminator v3.1.

cuenciados en ambas direcciones, uti-

lizando la secuenciacion de Sanger en

Cuadro 2. Cebadores utilizados en este estudio y sus respectivas secuencias de ADN.
Se indica la region mitocondrial (mt) objetivo, las secuencias del cebador en direccion
5'-3', lareferencia (Ref.) y el tamafio esperado del amplicon (Te) en pares de bases (pb)
Table 2. Primers used in this study and their respective DNA sequences. Target
mitochondrial region (mt), 5'-3' primer sequences direction, reference (Ref.), and
expected amplicon size (Te) in base pairs (bp) are indicated

Region génica

Organismo (mt) Secuencia (5'- 3') Ref. Te (pb)

5'CGCCTGTTTAACAAAAA-

165 CAT3' Palumbi, 520
5'CCGGTTTGAACTCAGAT-  1996.
CACGT3'
5'TCAACYAATCAYAAAGA-

col TATYGGCAC3' Baldwiner .,

Ovisih 5'ACTTCYGGGTGRCCRAA-  al. 2009.
pistionema RAATCA3’

S'AAACTGCAGCCCCTCA- o
GAATGATATTTGTCCTCA3 P 0c]

Coib S'AAAAAGCTTCCATCCAA- oo 7

y CATCTCAGCATGATGAAA3 | 9693(’)6 '

5'CGAAGCTTGATAT- :
GAAAAACCATCGTTG3'
5'CGCCTGTTTAACAAAAA-

16S CAT3 Palumbi, 520
5'CCGGTTTGAACTCAGAT-  1996.
CACGT3'
STGACTTGAAAAACCACC- o

Eneranlid Cot GTTGTTATTCAAC3' L oor ~1100
ngrautidae y S'CTAGCTTTGGGAGYTAGD- 81V§J°y

GGTGGRAGTT3' :
5'TTCTCAACCAACCACAAA- Tvanova et

col GACATTGG3' al. 2006 620
5'TAGACTTCTGGGTGGC-  Ward et al.
CAAAGAATCA3' 2005.
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Analisis molecular y de posi-
cionamiento taxon6mico

Utilizando el programa Ge-
neious version R9 (Biomatters), se
editaron las secuencias nucleotidi-
cas obtenidas, mediante una edicion
manual de los bordes no alineados.
Luego, para corroborar, preliminar-
mente, su identidad taxondémica en el
nivel de género, esas secuencias fue-
ron evaluadas en el programa en li-
nea BLASTn (Altschul et al. 1990),
disponible en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(Benson et al. 2012); al final, fueron
depositadas en el GenBank (Cuadro
3). Por otra parte, se realizo un alinea-
miento multiple de secuencias, usando
el programa MAFFT 7.0 (Katoh et al.
2009) y aplicando el método iterativo
de refinamiento G-INS-i (1PAM/k =
2). Para determinar el mejor modelo
de sustitucion nucleotidica, se anali-
706 el alineamiento multiple mediante
el JModelTest v2.1.10 (Darriba et al.
2012), empleando parametros por de-
fecto, bajo el criterio de informaciéon
de Akaike con 95% de intervalo de
confianza y tomando en cuenta la co-
rreccion AICc. El programa arrojo los
seis mejores modelos para las matrices
correspondientes a los genes 16S ARN
ribosomal [GTR + G, GTR +1, GTR +
[+G,TVM+ 1, TVM + 1 + G, TIM3
+ @G], citocromo oxidasa subunidad 1
[TVM + G, TPM2uf + G, TVM + 1 +
G, TPM2uf+1+ G, GTR + G, TIM2 +
G], parael cual TVM + G = GTR + G,
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y citocromo oxidasa b [TrN + G, TIM1
+G, TIN+1+ G, TIM3 +1+ G, TIM2
+ 1+ G, GTR + G], para el cual TrN +
G = GTR + G. La elaboracion de las
topologias multigénicas de posiciona-
miento taxondmico se realiz6 median-
te dos métodos: el primero, utilizando
el programa raxmlGUI v.7.4.2 (Stama-
takis et al. 2005), bajo un algoritmo de
maxima verosimilitud (ML), con un
modelo reversible en tiempo general
(GTR-GAMMA) y aplicando 5000
permutaciones como valor bootstrap.
El segundo método se efectud a través
de inferencia bayesiana (BI), con el
programa MrBayes v.3.2.6 (Huelsen-
beck & Ronquist, 2001), un modelo
de sustitucion GTR-GAMMA vy los
siguientes parametros: nst = 6, rates =
gamma, cuatro cadenas simultaneas de
Markov Monte Carlo (memc) y ngen =
1000000. La visualizacion y edicion de
los arboles obtenidos se confeccion6
con el programa FigTree v1.4 (Ram-
baut, 2009); después, se concatenaron
manualmente, seglin la similitud de las
topologias y utilizando secuencias nu-
cleotidicas ya reportadas en la base de
datos del NCBI (Benson et al. 2012).

RESULTADOS

Las caracteristicas morfoldgicas
diagnosticas evaluadas para las tres
especies del género Opisthonema spp.
muestran que su identificacion, tras
observar las pecas humerales, permite
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distinguir O. libertate (presencia de
pecas humerales, ph) de O. mediras-
tre 'y O. bulleri (ausencia de ph); sin
embargo, este analisis se debe realizar
con el espécimen fresco o recién cap-
turado, de lo contrario, se dificulta su
diferenciacion. Por otro lado, medir la
longitud estandar (std) y el conteo de
las unidades de branquiespinas cerato-
branquiales (bc) muestra una media de
86.3 para O. libertate (n = 3); 68.0, O.
medirastre (n = 9), y 36.6, O. bulleri
(n = 6). Estos resultados se encuentran
entre los intervalos de unidades bc y

Cuadro 3. Secuencias depositadas en el

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

longitud estandar senalados en la lite-
ratura (Cuadro 1).

A partir de las reacciones de
PCR, fue posible obtener amplificacio-
nes positivas (tamafio esperado del am-
plicon en pares de bases), para los tres
cebadores utilizados (16S, COI y Cytb),
en las especies O. medirastre, O. liber-
tate y O. bulleri del complejo Opistho-
nema spp., asi como para una especie de
la familia Engraulidae. Los amplicones
recuperados se purificaron y las secuen-
cias parciales conseguidas se deposita-
ron en el Genbank (Cuadro 3).

Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

genbank) de las tres especies del complejo Opisthonema spp., derivadas de tres
marcadores moleculares y una especie del género Cetengraulis sp. obtenidas de este

estudio

Table 3. Sequences deposited on Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) of
three species of Opisthonema spp. complex, derived from three molecular markers and
one species from the genus Cetengraulis sp. obtained from this study

Especie Cédigo Elfc(i}l(l)illfzc(iizn Nimeros de accesion GenBank
Nicoya 16S ({0 Cytb

Om_GNO04 MG889827 MN329855  MK499391
Om_GNI10 MGS889828 MN329857  MK499395
Om_GN11.1 MGS889829 MN329858  MK499390
Om_GNI11.2 / MN329865  /
Om_GN20 / MN329853  MK499388
Om_GN24 MGS889830 MN329863  MK499396

O. medirastre  Om_GN28 Zona externa / MN329850  MK499389
Om_PS19 MG889831 MN329854  MK499393
Om_PS23 MG889832 MN329860  MK499394
Om_PS29.1 MG889833 MN329859  /
Om_PS29.2 / MN329861  /
Om_voucher02 / / MK499392

(UCR-3194.002)

Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 39-56, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.3

47



REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

Carolina Sancho-Blanco, Luis Hernandez-Noguera,

Luis Vega-Alpizar, Rosa Soto-Rojas y Rodolfo Umaria-Castro

Localizacién Numeros de accesion GenBank
Especie Cédigo en Golfo de
Nicoya 16S COlI Cytb
Ol PS04 MGS889834 MN329856  MK499398
Ol PSI11 MGB889835 MN329864  MK499397
O. libertate Ol_PS28 Zona externa / MN329851  /
Ol _voucher01
(UCR-3194.001) / MN329862
Ob_GNO1 MG889836 MN329866  MK499400
Ob_GNO02 MG889837 MN329847 /
Ob_GNO3 MG889838 MN329848  /
0. bulleri Ob_GNO04 Zona externa MG889839 MN329867  MK499401
Ob_GNO06 MN329849  /
Ob_GN12 / MN329852  MK499399
Ob_voucher03
(UCR-3194.003) / / MK499402
Cm_GNzi 02 / MN329846  MK499404
Cm_GNzi 02.1 / / MK499407
C. mysticetus Cm_GNzi 04 Zona interna  / MN329845  MK499403
Cm_GNzi 06 / MN329844  MK499405
Cm_GNzi 06.1 / / MK499406

Las topologias de los arboles fi-
logenéticos construidos con base en
regiones parciales de los genes Cytb,
COl y 16S (Figuras 2A, 2B, 2C) con-
firman la existencia, en el golfo de
Nicoya, de un grupo monofilético
conformado por tres clados genética-
mente diferentes, segun la alta diver-
gencia de las agrupaciones formadas.
Tales clados se definen como O. me-
dirastre, O. libertate y O. bulleri;
asi, se demuestra la presencia de las
tres especies que componen el com-
plejo complejo Opisthonema spp. en
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el golfo de Nicoya, Puntarenas. Ade-
mas, se observa que para los genes
Cytb y 16S las especies O. libertate
y O. medirastre son similares entre
si a nivel genético. Estos resultados
moleculares son congruentes con los
datos morfométricos y meristicos ob-
tenidos, acorde con las caracteristi-
cas diagnosticas (pecas humerales y
branquiespinas ceratobranquiales) in-
dicadas por Bussing y Lopez (1994).
Por otro lado, los individuos de C.
mysticetus, analizados mediante mar-
cadores mitocondriales, se posicionan
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taxonémicamente en el clado marino
Cetengraulis: Cetegraulis edentulus
y C. mysticetus, separando en ramas
bien soportadas a los especimenes ori-
ginarios del Pacifico y del Atlantico,

<=REVMAR
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demostrando la especificidad en el
método de identificacion taxondmica

con herramientas moleculares.

[JQ012390] Cetengraulis mysticetus
Cetengraulis sp.(Cm_GNzi 06)
Cetengraulis sp.(Cm_GNzi 06.1)
Cetengraulis sp.(Cm_GNzi 02)
Cetengraulis sp.(Cm_GNzi 02.1)

Opisthonema sp.

79/0.99

78/0.99 | 90/0.99 Opisthonema sp.

67/0.99

100/1

-/1
[EF439569] Sardinella aurita

<71
OUTGROUP

ooe
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Citocromo oxidasa subunidad 1 (COI)

100/1
Opisthonema sp. (Om_GN20)
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86/0.99 [ Opisthonema sp.(Om_GN24)

Opisthonema sp.(Om_PS19)
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Opisthonema sp.(Om_GN11)

Opisthonema sp.(Om_PS23)
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[AY973063] Opisthonema libertate
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Opisthonema sp.(Ob_GN12)
[EU552620] Opisthonema oglinum

Cetengraulis sp.(Cm_GNzi 04)

C/ I [IQ012386] Cetengraulis edentulus
[EU552569] Cetengraulis edentulus

Clado Medirrastre
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100/1
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ML/BI: GTR+G

16S ARN ribosomal (16S) 100/1 — [IQ012496] Cetengraulis mysticetus
[EU552732] Cetengraulis edentulus
Clado Libertate Cetengraulis edentulus [1Q012490]

[AY830684] Opisthonema libertate
68/0.97 Opisthonema sp.(OI_PS04)
Opisthonema sp.(Ol_PS11)
Opisthonema sp.(Om_GN04)
/1] Opisthonema sp.(Om_GN24)
Opisthonema sp.(Om_PS19)

75/0.98 Opisthonema sp.(Om_PS29)
[HM070246] Opisthonema medirastre »6‘*‘(
e
Opisthonema sp.(Om_PS23)

Opisthonema sp.(Om_GN10)
- Opisthonema sp.(Om_GN11)

Opisth = NO.
02 PR s Clado Bulleri
hoo/0.09 Opisthonema sp.(Ob_GN04)

Opisthonema sp.(Ob_GNO03) -
Opisthonema sp.(Ob_GN02) =
[DQ912074] Opisthonema oglinum

/1 Sardinella aurita [KR056155]
OUTGROUP

- "

Clado Medirrastre

oos

Fig. 2. Topologias de posicionamiento taxondmico mediante Maxima Verosimilitud/
Inferencia Bayesiana (ML/BI), entre secuencias genéticas de Opisthonema spp.,
Cetengraulis sp. del Pacifico costarricense y secuencias parciales de los genes A)
citocromo b (Cytb), B) citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) y C) 16S ARN ribosomal
(16S), obtenidas de la base de datos Genbank. El nimero en las ramas indica el valor
de soporte boostrap (porcentaje derivado de 5 000 permutaciones para ML y 1 000
000 generaciones MCMC para BI). Sardinella aurita es definido como grupo externo.
La region y el codigo de colecta de las muestras de este estudio se presentan entre
paréntesis. Para las secuencias obtenidas del Genbank, los nimeros de accesion se
muestran entre corchetes. Valores de bootstrap o de probabilidad posterior menor a
50% o no obtenidos no se muestran en la topologia o se indican con -

Fig. 2. Taxonomic placement topologies using Maximum Likelihood / Bayesian
Inference (ML / BI), between genetic sequences of Opisthonema spp., Cetengraulis
sp. from the Costa Rican Pacific and partial sequences of the genes A) cytochrome
b (Cytb), B) cytochrome oxidase subunit 1 (COI) and C) 16S ribosomal RNA (16S),
obtained from the Genbank database. The number in the branches indicates the
bootstrap support value (percentage derived from 5 000 permutations for ML and 1
000 000 MCMC generations for BI). Sardinella aurita is defined as an external group.
The region and collection code of the samples in this study are shown in parentheses.
For sequences obtained from the Genbank, the accession numbers are shown in square
brackets. Boostrap or posterior probability values less than 50% or not obtained are not
shown in the topology or indicated with a -
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DISCUSION

Segun Berry y Barret (1963), las
diferenciaciones taxondémicas de estas
especies se basan, principalmente, en
dos aspectos: distribucion geografica
y niimero o cantidad de branquiespi-
nas de la region ceratobranquial (bc),
asociadas a la longitud del individuo.
Se reporta que O. libertate presenta
71-107 be; O. medirastre, 50-68 bc,
y O. bulleri, 28-35 bc. Posteriormen-
te, en un estudio realizado por Rodri-
guez-Sanchez (1985), se considera
que la densidad de branquiespinas dis-
minuye en relacion con el tamafio del
espacio interbranquial, hecho que dis-
crepa de la veracidad de los caracteres
meristicos descritos por Berry y Barret
(1963). Fue, entonces, menor la canti-
dad de branquinespineas en O. bulleri,
seguido de O.medirastre, y mayor en
O.libertate, por lo que se concluye que
el conteo de las branquiespinas permi-
te identificar unicamente O. libertate y
O. bulleri.

En este estudio, el conteo de las
branquiespinas de la region cerato-
branquial concuerda con los rangos de
las unidades bc para cada especie del
complejo Opisthonema spp., sehaladas
en la literatura. De la misma forma, los
valores medidos de la longitud estan-
dar se encuentran entre los limites des-
critos para las especies en estudio, lo
que facilita la identificacion en espe-
cimenes recién capturados (Cuadro 1).

Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 39-56, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.3

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

Por otro lado, la presencia de las pecas
humerales permiti6 distinguir, con ma-
yor facilidad, entre los especimenes de
O. libertate y los de O. medirastre y
O. bulleri.

Una investigacion realizada
por Laginez y Rodriguez (1992),
en poblaciones de estas mismas
especies en el pacifico mexicano, a
partir de analisis de proteinogramas,
arrojo la existencia de seis patrones
en O. libertate muy similares a O.
medirastre; mientras, estos difieren
de los de O. bulleri, por lo tanto,
los autores consideran que las dos
primeras especies son entidades
taxondmicamente muy cercanas y que
mas que especies distintas podrian ser
subpoblaciones de una misma especie.
Por su parte, Pérez-Quifionez (2014),
a través de patrones morfométricos
de las tres especies y un analisis de
componentes principales mediante
variables canodnicas, obtuvo una
mayor similitud entre las formas de
O. medirastre y O. libertate, mientras
que O. bulleri presentaba mas
diferenciacion con respecto a la forma
corporal. Nuestros hallazgos muestran
una mayor cercania filogenética entre
O. libertatey O. medirastre, de acuerdo
con las topologias taxondmicas
obtenidas para los genes 16S y Cytb,
lo cual concuerda con lo reportado por
los autores citados anteriormente.

La adicion de datos moleculares
en estudios morfologicos mejora
significativamente el soporte y la
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resolucion de los anélisis filogenéticos
(Wortley & Scotland, 2006); con
ello, proporciona datos relevantes
cuando se evaluan especies de interés
comercial. En estas ultimas, no es
posible (o resulta complejo) determinar
las capturas por especie mediante
caracteristicas morfoldgicas (Pérez-
Enriquez ef al. 2016), como es el caso
de las sardinas de la familia Clupeidae,
razon por la cual dichas capturas son
registradas,  generalmente, como
sardina crinuda (Opisthonema spp.)
tanto en Costa Rica como en otros
paises de la region -México entre
ellos- (Pérez-Quifionez et al. 2020).
Lo anterior conduce a una posible
subestimacion o sobreestimacion de
la riqueza de especies e incluso a la
sobreexplotacion de las poblaciones
de peces.

Liy Orti (2007), a partir de ana-
lisis de maxima parsimonia, maxima
verosimilitud y analisis bayesianos
de datos con ADN mitocondrial (128
y 16S) y ADN nuclear (genes acti-
vadores de recombinacion, RAG 1
y RAG 2), encontraron monofilia en
subfamilias Engraulidae (Engraulis y
Anchoa), pero no en la familia Clu-
peidae. Pérez-Quifidnez et al. (2017),
completaron analisis moleculares del
gen citocromo oxidasa I (COI) del
ADNmt para especies reconocidas
del complejo Opisthonema spp., en
la region sur del golfo de California,
Meéxico, y con fundamento en sus re-
sultados morfoldgicos y genéticos se
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soporta la existencia de tres entidades
evolutivas para la region: O. bulleri,
O. medirastre y O. libertate. Estos da-
tos coinciden con nuestros hallazgos,
de acuerdo con la topologia observada
en el arbol de posicionamiento taxono-
mico para los tres genes (Cytb, COl y
16S ARNr), lo que apoya la identidad
y existencia de las tres especies para la
region y, especificamente, para el gol-
fo de Nicoya, Costa Rica.

La correcta identificacion de es-
tas especies de interés pesquero, me-
diante caracteristicas morfoldgicas y
genéticas, facilita el uso y manejo de
estos recursos marinos dentro de una
zona de relevancia comercial en el pais
como lo es el golfo de Nicoya. Ello con
el objetivo de minimizar la alteracion
del porcentaje de la biomasa virginal
que debe contener el ecosistema y asi
mantener el resto de los eslabones de
la cadena alimentaria.

CONCLUSION

Con base en los resultados ob-
tenidos en este estudio sobre los ca-
racteres morfométricos y meristicos
diagnosticos, asi como en herramien-
tas moleculares, se confirma la identi-
ficacion de tres entidades taxonomicas
diferentes en el complejo Opisthonema
spp. descrito en el golfo de Nicoya: O.
libertate, O. medirastre y O. bulleri,
confirmando su identidad y presencia
en sitios de pesca en el exterior de di-
cho golfo. Por otro lado, se corrobora
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el posicionamiento taxénomico de los
individuos de C. mysticetus en el clado
marino Cetengraulis sp., C. edentulus
y C. mysticetus, lo cual comprueba su
identidad y presencia en los sitios de
pesca dentro del golfo de Nicoya. Con
la informacion obtenida en este traba-
jo y la disponible en la base mundial
de datos genéticos, es posible realizar,
a futuro, investigaciones comparati-
vas de diversidad y estructura genéti-
ca (por ejemplo, redes de haplotipos
y RAD-seq), en el golfo de Nicoya y
otras zonas de captura de Clupeidos de
importancia comercial.
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Environmental condition of sediment in the eastern
sector of Cariaco Gulf
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RESUMEN

En 2008, se evaluo la condicion ambiental del sedimento de la region oriental del golfo de
Cariaco (Venezuela) al relacionar las concentraciones quimicas de metales traza e hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HAP) con las respuestas a pruebas toxicologicas estandarizadas. Para
ello, en abril, los metales particionados en el sedimento y en el agua retenida fueron extraidos y
medidos con ICP-OES. Los HAP fueron separados del sedimento con ultrasonido y medidos con
HPLC-fluorescencia. Ademas, se ejecutaron pruebas de supervivencia de Artemia y actividad
hemolitica. Las concentraciones de metales totales (ug g') fueron: Cu (29-91), Cd (1.9-4.9),
Cr (4-36), Ni (10-33), Pb (3-9) y Zn (32-112). En el agua fueron detectados, en pg L': Pb (33-
56) y Cr (154-237). Las concentraciones de HAP (3-5 anillos) fueron bajas, con predominio
de fluoranteno (22-71 ng g'), en particular, pirolitico. Solamente, en algunas localidades, las
concentraciones de Cu, Ni y Cd del sedimento superaron los criterios de calidad. No hubo
mortandad de larvas durante las pruebas toxicologicas y la actividad hemolitica fue menor que
2%. Una vez realizado el contraste se demuestra que los sedimentos tienen alta calidad ecolégica.

Palabras clave: Agua, riesgo ambiental, sedimento, toxicos, Venezuela

ABSTRACT

In 2008, the environmental status of sediment in the eastern region of the Gulf of Cariaco
(Venezuela) was evaluated by comparing chemical concentrations of trace metals and polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHs) to responses to standardized toxicological tests. In April, the
metals partitioned in the sediment and retained water were extracted and measured using ICP-
OES analysis. The PAHs were separated from the sediment using ultrasound and measured
with HPLC-fluorescence detectors. In addition, Artemia survival was evaluated and hemolytic
activity tests were performed. The total metal concentrations (ug g') were: Cu (29-91), Cd (1.9-
4.9), Cr (4-36), Ni (10-33), Pb (3-9) and Zn (32-112). Results of the analysis of water (ug L")
were Pb (33-56), Cr and (154-237). The concentrations of PAHs (3-5 rings) were low, with a
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predominance of fluoranthene (22-71 ng g'), mainly pyrolytic. Concentrations of Cu, Ni and
Cd in the sediment exceeded quality criteria in only a few locations. There was no mortality of
larvae during toxicological tests and hemolytic activity was less than 2%. These results show that
the sediments analyzed have high ecological quality.

Keywords: Sediment, water, toxins, environmental risk, Venezuela

INTRODUCCION

Muchos contaminantes ambien-
tales organicos e inorganicos pueden
ser introducidos a las aguas superfi-
ciales costeras de manera natural o an-
tropica, donde pueden estar disueltos
o ser adsorbidos en las particulas fi-
nas de limo, arcilla o materia orgéanica
transportadas al mar por el viento, co-
rrientes de agua dulce y las mareas. Sin
importar su procedencia, estas sustan-
cias son acumuladas en los sedimentos
marinos de areas de baja energia ciné-
tica, como ensenadas, bahias, lagunas,
golfos, etc., y distribuidas, de acuerdo
con su afinidad, a un compartimien-
to particular del sedimento, en donde
las condiciones fisicoquimicas pueden
favorecer su adsorcion o desorcion, y
determinar su biodisponibilidad (Car-
ballo et al. 2010). De hecho, siempre
existe una especie quimica contro-
ladora del acopio, sin ser la causante
de las altas concentraciones. Verbi-
gracia, un sedimento rico en sulfuros
retiene metales o de modo similar, la
materia organica puede favorecer la
acumulacion de hidrocarburos polici-
clicos aromaticos (Araujo et al. 2006).
Empero, las variaciones ambientales
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pueden provocar la liberacién de es-
tas sustancias acumulativas y toxicas
adheridas a las particulas del sedimen-
to hacia el agua, donde son mas dis-
ponibles quimica y biologicamente
(Fuentes, 2010). En especifico, cuando
estas especies quimicas cautivas estan
presentes en cantidades superiores
a una concentracion umbral pueden
causar efectos toxicos adversos a los
organismos vivos e impactar indi-
rectamente la salud humana, por ello
cualquier contaminante que ingrese al
medio marino afecta, de forma poten-
cial, la ecologia (Khaled et al. 2017,
Fuentes, 2010).

Como el sedimento es un com-
ponente importante de los ecosistemas
marinos y provee habitats que sostie-
nen una gran variedad de organismos
bentonicos, la presencia de metales e
hidrocarburos policiclicos aromaticos
representan riesgos potenciales para su
bienestar (Simpson et al. 2005; Swar-
nalatha & Nair, 2017). En tal senti-
do, las evaluaciones ecotoxicologicas
consideran muy importante conocer
las consecuencias biologicas que es-
tos puedan provocar a los organismos
(Carballo et al. 2010).
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Tomando en cuenta estas consi-
deraciones, una buena aproximacion
para realizar una evaluacion efectiva
de la condicion ambiental de un sedi-
mento requiere contrastar las concen-
traciones de los compuestos quimicos
asociados a ¢l, que miden la contami-
nacion con los resultados de pruebas
toxicologicas en el laboratorio y la
ocurrencia de efectos bioldgicos ad-
versos en condiciones estandarizadas.
Los resultados permiten categorizar la
condicion ambiental desde no degra-
dada (sin ningun parametro alterado)
hasta degradado (todos los parametros
alterados), tomando en consideracion
las guias de calidad para especies qui-
micas y los resultados de las pruebas
toxicologicas que cubren distintos es-
tadios de vida (Chapman, 1996; Long
et al. 2002).

El golfo de Cariaco es una de
las areas pesqueras mas importantes
de la region nororiental de Venezuela.
En su region més oriental esta ubicado
el Saco, cuyos sedimentos acumulan
especies quimicas naturales y antro-
pogénicas, debido a la contribucién de
multiples factores como la meteoriza-
cion natural de rocas sedimentarias de
la Formacion Frontada, la geomorfo-
logia que condiciona su baja energia
hidrodinamica, el drenaje continental
de material fino desde zonas bajas y
pantanosas que caen por la costa sur
y el extremo oriental arrastrado por el
rio Cariaco y quebradas, la presencia
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de grandes formaciones de mangla-
res, los cuales junto a la elevada pro-
duccidn plancténica y los procesos de
afloramiento aportan y renuevan una
gran cantidad de materia orgéanica par-
ticulada (Caraballo, 1982; Fuentes et
al. 2010). Ademas, recibe directamen-
te aguas servidas y desechos soélidos
de las poblaciones circundantes con
carencia entre 81% y 96% de servicios
cloacales (Quintero et al. 2002) y res-
tos de pesticidas, herbicidas y abonos
de la extensa actividad agricola reali-
zada en una region aledafia a Cariaco
(Martinez, 2002). Una contribucion
adicional es la liberacion a la atmosfera
de residuos de combustibles del trafico
rodante y flotante que pueden deposi-
tarse en el ecosistema. Estas condicio-
nes logran modificar la calidad natural
de este ecosistema, con gran importan-
cia ecoldgica, socioecondmica y cien-
tifica, y disminuir, de forma notable,
los recursos vivos (Fuentes, 2010).
Aunque han transcurrido 13 afos de
la obtencidén y procesamiento de esta
data, ella complementa la historia de la
region, en concreto, porque congrega
informacion simultanea sobre concen-
tracion de las especies quimicas sefia-
ladas y pruebas toxicologicas en esta
relevante area marina, especialmente
cuando el Instituto Oceanografico de
Venezuela, custodio de esta informa-
cion, ha sido desvalijado y quemado.
Por ello, el proposito de este
trabajo es establecer, con certeza, la
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condicion ambiental respecto a la pre-
sencia de metales e hidrocarburos po-
liciclicos aromaticos de los sedimentos
de la region oriental del golfo de Ca-
riaco y su potencial efecto sobre los or-
ganismos, lo cual proporcionara datos
importantes para planificar el desarrollo
sustentable de la zona, el cual obliga a
su conservacion y uso racional.

MATERIALES Y METODOS

El saco del golfo de Cariaco esta
enclavado en la zona oriental de la pe-
ninsula de Araya (Venezuela), aproxi-
madamente entre 63° 38’y 63° 46’ de
longitud oeste y 10° 28’ y 10° 32° de
latitud norte (Fig.1). Su extension es
29 km?, profundidad méaxima 35 m y
salinidad media 35 UPS. Clima semi-
desértico, precipitacion anual menor
a 250 mm, temperaturas entre 26°C y
27°C, moderadas por los vientos ali-
sios NE (2-5 m s!). La evaporacion es
superior a 2 000 mm afio!. Su hidro-
logia esta poco influenciada por rios,
quebradas y escorrentias (Caraballo,
1982; Quintero ef al. 2005).

Como toda zona resguardada, la
energia del agua es baja y las particu-
las se transportan preeminentemente
suspendidas, lo cual justifica la presen-
cia de sedimentos mal clasificados con
detritos de rocas sedimentarias, esque-
letos, conchas de moluscos, arrecifes
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marginales, caparazones de foramini-
feros planctonicos y bentonicos, frac-
cion limosa y arcilla procedentes de
suelos adyacentes y arrastradas por el
rio Cariaco (Caraballo, 1982; Quintero
et al. 2000).

El saco del golfo colinda con los
municipios Mejias y Ribero, cuya po-
blacion aproximada es de 90 884 ha-
bitantes (INE, 2014) y sus actividades
econOmicas principales son la agri-
cultura y la pesqueria (Quintero et al.
2002). Los residuos de estos nucleos
poblados, suelos cultivados, tréafico
automotor y quema de vegetacion in-
troducen al ecosistema sustancias qui-
micas nocivas.

Para recoger las muestras de
los sedimentos superficiales, en abril
2008, temporada seca, se establecieron
doce estaciones a diferentes profundi-
dades (Ests.), ubicadas con un sistema
de posicionamiento global diferencial
(Cuadro 1, Fig. 1). Previo al muestreo,
todo el equipo fue lavado con HNO,
10%, enjuagado con agua Millipore y
finalmente, con agua de mar de la esta-
cion en cuestion. Las muestras fueron
recogidas con una draga Diez Laffont
de 0.02 m? de area, a una profundidad
aproximada de 5 cm, y conservadas a
4°C hasta su andlisis, dos dias después.
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Fig. 1. Saco del golfo de Cariaco. Localizacion geografica. Estaciones de muestreo

(Fuentes-Hernandez et al. 2019)

Fig. 1. Eastern region of the Gulf of Cariaco. Geographic location. Sampling stations

(Fuentes-Hernandez et al. 2019)

La fraccion gruesa del sedimen-
to seco (> 2 mm) fue separada por
tamizacion en un equipo Ro-Tap con
una columna Tyler; mientras que las
fracciones menores, limo y arcilla,
por sedimentacion, con el método del
hidrometro densimetro (Bouyoucos,
1962). Para ello, la muestra se mezclo
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con polifosfato de sodio y agua des-
tilada, agit6, homogeneiz6 y proceso
como estd descrito en Primo & Ca-
rrasco (1973). Una vez obtenidos los
porcentajes de arena, limo y arcilla se
determind la textura sedimentaria, me-
diante el tridangulo de Shepard (1954).
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Cuadro 1. Coordenadas geograficas
de las estaciones de muestreo en el
saco del golfo de Cariaco

Table 1. Geographical coordinates of
the sampling stations in the eastern
region of the Gulf of Cariaco

Esta- Latitud norte Longitud oeste ~ Profun-

cién didad
(m)

1 10°29,313° 63°39,140° 3.5

2 10° 29,186’ 63°40,331° 3.0

3 10° 28,180° 63°39,140° 6.0

4 10°28,510° 63°41,360° 11.0

5 10° 28,309’ 63°41,388° 11.2

6 10°27,994° 63°43,615° 19.0

7 10° 29,109’ 63°42,327 1.3

8 10° 28,432’ 63°42,859°  18.0

9 10°29,720° 63°44,112> 20.5

10 10°38,241° 63°44,558°  30.0

11 10°30,241° 63°44,558° 9.5

12 10° 27,047 63°46,478°  34.0

El carbono organico (Corg.) se
determind mezclando 0.5 g del sedi-
mento tamizado con didmetro menor
que 2mm, con 10 mL de 0.5 mol L'
de K,Cr,0, y 20 mL de acido sulfuri-
co concentrado. El calor de la reaccion
liberada es suficiente para provocar la
combustion humeda del Corg. El di-
cromato de potasio excedente es titula-
do con una solucion estandar 0.2 mol.
L' de Fe(NH,),(SO,),, en presencia de
sulfato de plata para corregir el error
positivo debido al cloruro (Gaudette et
al. 1974).
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Los carbonatos (CaCO,) se obtu-
vieron por termogravimetria a 800°C.
1 g de sedimento tamizado, menor que
2mm, fue colocado en una mufla por
periodos de 2h a cada temperatura del
gradiente 105, 300, 550 y 800°C. La
cantidad de carbonato se calculd con
la diferencia de masas obtenidas a 550
y 800°C.

Los metales totales fueron deter-
minados, por triplicado, de la siguiente
manera: 1 g de sedimento seco, pro-
cedente de la fraccidon granulométrica
menor que 2 mm, después de tamiza-
do, se digiri6 durante 12 hen 10 mL de
acido nitrico concentrado, luego se ca-
lenté durante 2 h a 80°C y por 2h mas
a 120°C (Rojas et al. 2005). Al enfriar,
se filtr6 y enraso, con agua ultrapura,
hasta 25 mL. Todas las muestras se mi-
dieron por espectrometria de emision
optica (OES) con un plasma inductiva-
mente acoplado (ICP), ejecutada con
un equipo Perkin Elmer Optima 5 300
DV. La adecuacion del método para el
requerimiento indicado fue validada
con un material de referencia certifica-
do de sedimentos marinos (HISS-1). La
veracidad resultd mayor que 92%, la
precision entre 0% y 3%, la exactitud
superior a 93%. Los limites de detec-
cion obtenidos en la validacion, en pg
g, fueron Cd (0.30), Cu (1), Cr (0.05),
Mn (1), Pb (0.3), Ni (0.2), Zn (1).

El agua retenida en el sedimento
fue sustraida por centrifugacion refri-
gerada (20°C), a 2 330 rpm, filtrada
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por papel Whatman 42 pm. Los meta-
les totales presentes en el agua fueron
cuantificados, por triplicado, mediante
espectrometria de emision Optica con
un plasma inductivamente acoplado
(OES-ICP). Las soluciones estandares
fueron preparadas en agua de mar arti-
ficial para minimizar el efecto matriz.
Para validar el método, se determina-
ron los limites de deteccion (ug L):
Cd (10), Cu (30), Pb (10), Ni (6), Zn
(50), Cr (41). La precision de los resul-
tados fue menor de 2%.

Los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAP) fueron extraidos
mediante ultrasonido con la metodo-
logia descrita en Banjoo & Nelson
(2005). El reactivo extractante fue di-
clorometano, seguido de purificacion
del extracto con hexano-diclorome-
tano en una columna cromatografica
miniatura con virutas de cobre activa-
do para remover el azufre elemental
A continuacién, la separacion de sus
componentes se realizd con un cro-
matografo liquido de alta eficacia (HP
1 100) con detector de fluorescencia
y una columna LiChrospher® PAH
(250-3-HPLC), bajo las condiciones
descritas por Fuentes et al. (2012).

Para la identificacion y cuantifi-
cacion de HAP se utilizdé una mezcla
SRM 1647¢ del Instituto Nacional de
Estandares y Tecnologias (NIST) y pa-
trones individuales. La veracidad del
método fue superior a 92%, exactitud
mas de 90%, la precision menor que
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3%. Los limites de deteccion, en ng
g’!, fueron: naftaleno (0.04), fenantre-
no (0.01), antraceno (0.011), fluoran-
teno (0.002), pireno (0.05).

El calculo del coeficiente de co-
rrelacion de Pearson permiti6é medir la
relacion estadistica lineal entre las va-
riables aleatorias estudiadas.

La evaluacion de la toxicidad
aguda se realizo, en el agua extraida
del sedimento con la prueba de super-
vivencia Artemia de la norma mexica-
na NMX-AA-110-1995-SCFI (SCFI,
1995). Una vez eclosionados los nau-
plios de Artemia sp., 10 de ellos, se
colocaron en 2 mL de diluciones del
agua con agua de mar artificial (25-
100%), durante 24 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente, se cuentan
los individuos muertos y vivos. El cri-
terio de muerte fue la inmovilidad de
los apéndices y del tracto digestivo du-
rante un periodo de observacion de 10
segundos con una lupa binocular.

Para averiguar la probabilidad
toxica de las sustancias presentes en
los extractos organicos del sedimento
se modifico la prueba supervivencia de
Artemia franciscana (SCFI 1995). El
proceso de extraccion fue descrito por
Banjoo & Nelson (2005) para HAP. Las
soluciones de prueba fueron diluciones
del extracto con agua de mar artificial
(1:4, 1:8, 1:16). La exposicion de los
organismos sigui6 el protocolo descri-
to, previamente, para el agua extraida
del sedimento. Simultineamente, para
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evaluar LC_, fueron realizados ensa-
yos con diluciones acuosas de ZnSO,
(LC,, 35 mg L"), naftaleno en DMS
5% v/v (LC50 600 ug L) y DMS 5%
v/v (control negativo).

La prueba de eritrocateresis por
accion del agua retenida en los sedi-
mentos fue realizada con el protoco-
lo propuesto por Key et al. (2002), el
cual consiste en incubar durante 90
minutos, en un bafio de agua a 37°C,
diluciones (25-100%) del agua extrai-
da del sedimento con sangre humana
(ORh"). La medicion de la oxihemog-
lobina liberada se realizd con un es-
pectrometro de absorcion molecular
UV/VIS Jenway 6 300 a 540 nm., y
debe ser directamente proporcional
al dafio provocado, al ser expuestos a
sustancias nocivas.

Para valorar la capacidad poten-
cial de estas sustancias quimicas para
provocar problemas de salubridad am-
biental que puedan afectar a la flora,
fauna o salud humana fue elaborado
un arreglo bidimensional, emulando la
matriz de decision tabulada para una
evaluacion semicuantitativa de sedi-
mentos resefiada en Simpson et al.
(2005), donde se compilaron las ca-
racterizaciones quimica y toxicologi-
ca, al atender a la ponderacion relativa
indicada en el cuadro 2. Para pronos-
ticar posibles efectos quimicos se usa-
ron dos conjuntos de concentraciones
como valores criticos: los Intervalo de
Efectos Bajos (ERL) y Efectos Medios
(ERM) para sedimentos y los Criterios
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de Concentracion Continua (CCC) y
Concentracion Méaxima (CCM) para
proteger la vida acuética marina, am-
bos emitidos por la Administracion
Oceanica y Atmosférica (NOOA).
Respecto a esto, Long & Morgan
(1990) y O’Connor & Paul (2004) se-
fialan que ERL y ERM identifican a los
percentiles 10 y 50 de un conjunto de
concentraciones que coocurren con la
toxicidad: De hecho, ERL es aquella
concentracion de una especie quimica
en el sedimento, por debajo de la cual,
los efectos adversos son rara vez obser-
vados (<10%), concentraciones igua-
les o superiores a ERL pero inferiores
a ERM representan un intervalo de po-
sibles efectos (10-50%). Por otro lado,
CCC es una estimacion de la concen-
tracion mas alta de una sustancia, en
el medio acuatico, a la que pueda ser
expuesta, indefinidamente, la comu-
nidad acuatica, sin que se produzcan
consecuencias desfavorables (creci-
miento, reproduccion, supervivencia)
y por CCM a la concentracién mas alta
de una especie quimica en la columna
de agua que puede un organismo acua-
tico ser expuesto de manera aguda sin
causar un efecto adverso (LC,) (Bu-
chman, 2008). La valoracion relativa
conlleva a la total (Cuadro 2), de tal
manera que un sedimento de “Alta ca-
lidad” coincidira con la ponderacion 1,
“Calidad media” con la clasificacion 2
y, “Baja calidad” correspondera 3.
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Cuadro 2. Explicacion del sistema de asignacion de valores usados para elaborar la matriz de decision

Table 2. Explanation of the value allocation system used to prepare the decision matrix

Valoracion

Parametro

Ningun analito mayor que

ERL

Uno o mas analitos en una

Uno o dos analitos de una
categoria dada

Quimica del sedimento
(Metales, HPA)

categoria especifica > ERM

>5CCM

CCC< concentracion <CCM

ERL < concentracion <ERM
CCM < concentracion < 5 CCM

Agua contenida en el

sedimento (metales)

Reduccién < 10%

10 %< Reduccion < 50%

Reduccion > 50%

Toxicidad

(Punto final relacionado

con el control negativo)

Efectos adversos potenciales Ningun efecto adverso

Efectos adversos significativos
predichos por concentracion

Evaluacion general

Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 57-76, enero-junio 2021.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.13-1.4

predicho por: concentracion
quimica elevada, sin

predichos por concentracion

quimica elevada, disminucion de

quimica elevada, mas de 50% de
disminucion en dos o mas puntos

finales toxicoldgicos

reduccion en los puntos
finales de las pruebas

toxicoldgicas

mas de 20% de dos o mas puntos

finales toxicoldgicos
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RESULTADOS

En los estudios
medioambientales, de forma
comun, el conjunto de mag-
nitudes medidas muestran
una dispersion o desviacion
grande respecto a la media.
Ante esta heterogeneidad,
el valor promedio no tiene
meéritos. No obstante, cuan-
do los datos son homogeé-
neos, la media aritmética
es altamente significativa
(Gutiérrez, 2012), por ello
en este trabajo, solo los re-
sultados homogéneos seran
representados por la media
y la desviacion estandar.

La textura predomi-
nante en los sedimentos del
ecosistema fue arenolimosa
(Ests. 1, 3, 6, 7, 8, 10), con
porcentajes comparables de
arena y limo (Cuadro 3), si-
tuacion similar presentd la
textura limoarenosa (Ests.
4, 5), mientras que la textu-
ra arenosa se presento en la
zona mas occidental (Ests.
9,11, 12) y frente a Chigua-
na (Est. 2). Este conjunto
caracteriza al ecosistema
como predominantemente
arenolimoso.
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Cuadro 3. Composicion textural, carbono organico y carbonatos (%) en los

sedimentos del saco del golfo de Cariaco

Table 3. Textural composition, organic carbon and carbonates (%) in the
sediments from the eastern region of the Gulf of Cariaco

Est.  Arena Limo Arcilla  Textura Corg Carbonatos
1 68.2 233 8.5 Arena limosa 1.3 3.0
2 85.5 8.7 5.8 Arena 1.2 2.7
3 50.2 46.0 3.8 Arena limosa 4.2 2.8
4 44.2 50.0 5.8 Limo arenoso 4.1 3.5
5 46.2 48.0 5.8 Limo arenoso 2.8 2.6
6 74.2 20.0 5.8 Arena limosa 1.3 0.7
7 49.0 44.0 7.0 Arena limosa 4.1 4.4
8 49.0 44.0 7.0 Arena limosa 4.7 3.9
9 90.2 6.0 3.8 Arena 0.5 0.7
10 56.2 39.3 4.5 Arena limosa 1.0 0.8
11 88.2 7.3 4.5 Arena 0.1 0.7
12 90.2 6.0 3.8 Arena 0.4 1.0

Directamente relacionado con
limo (r=0.86, P<0.05), pero inverso a
la arena (r= -0.86, P<0.05) se mostro
el Corg., cuyas concentraciones varia-
ron entre 0.1y 4.7%. Las zonas mas ri-
cas fueron: centro del ecosistema (Est.
8), muelle de Cariaco (Est. 3), punta
Cachipo (Est. 4) y San Rafael (Est. 7).
En las restantes localidades, los conte-
nidos fueron menores que 2.8%.

De manera similar a Corg., se
acumulo CaCO, (r=0.86, P<0.05) en
el oriente (Ests. 1-5), norte (Est. 7) y
centro (Est. 8), con valores compren-
didos entre 2.6% (Est. 5) y 4.4%, (Est.
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7). En el resto del ecosistema vario
entre 0.7% (Est. 11) y 0.9% (Est. 12).
Ademas, dicho parametro correlacio-
n6 con arena (r= -0.70, P<0.05), limo
y arcilla (r=0.66, P<0.05).

Las concentraciones totales de
Cd (1.9-4.9 pg g'), Cr (4-36 ng g,
Cu (29-91 pg g'), Mn (12-63 pg gh),
Pb (3-9 ugg'), Ni(10-43 ugg')y Zn
(72-113 pg g") (Cuadro 4) en el sedi-
mento mostraron mayor acumulacioén
hacia el oriente (Ests. 1-3), costa norte
(Ests. 4, 7) y centro (Est. 8) y sus me-
nores contenido en la costa sur (Ests.
5, 6, 12), correlacionadas con Corg.
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(r=0.51, P<0.05), CaCO, (0.57< r
<0.89, P<0.05), limo (r <0.63, P
<0.05) y arcilla (r < 0.64, P<0.05).
También se encontrd una significativa
afinidad Mn-metal (r >0.50, P<0.05),
Zn—metal (r >0.64) y entre Cd, Cu, Ni
y Pb (r >0.60, P<0.05).

En el agua extraida del sedimen-
to, los tnicos metales presentes fueron
Pb y Cr. Pb con concentraciones com-
prendidas entre 32 pug L (Est. 8) y 55
ug L' (Est. 9), 47 £ 6 ug L'. Cr entre
154 ng L' (Est. 11) y 237 pg L' (Est.
12), 191 + 27 pg L. Esta distribucion
fue casi homogénea en el area. Cd no
fue detectado, mientras que Cu, Ni y
Zn mostraron valores por debajo del
limite de deteccion.

En los sedimentos superficiales
del saco del golfo de Cariaco, los hi-
drocarburos aromaticos policiclicos
de alta masa molar (HAPA) fueron
los mas abundantes, representados
por fluoranteno, pireno y benzo[b]
fluoranteno (Cuadro 4). Su sumatoria
varié entre 23.4 ng g' (Est. 11, Rin-
coén Hondo) y 72.8 ng g! (Est. 4, pun-
ta Cachipo), fuertemente influenciada
por la concentracion del fluoranteno
(22-71 ng g'); mientras que, la totali-
dad de las concentraciones de los hi-
drocarburos aromaticos policiclicos de
baja masa molar (HPAB), cuyos Uni-
cos representantes fueron naftaleno,
antraceno y fenantreno, variaron entre
3.7 ng g (Est. 12, Pericantar) y 17.3
ng g' (Est. 8, centro). La mayoria de
los HAP se acumularon en muelle de
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Cariaco (Est. 3), punta Cachipo (Est.
4), San Rafael (Est.7), Guacarapo (Est.
9) y centro-occidente (Est. 10), sin afi-
nidad significativa con otros parame-
tros investigados (0.40, P<0.05).

No hubo mortalidad de los nau-
plios de Artemia sp., después de su
exposicion a las diluciones del agua
sustraida y del extracto organico del
sedimento. Por otra parte, la lisis de
los globulos rojos al estar en contacto
con el agua extraida fue insignificante,
menor que 2%.

DISCUSION

En los sedimentos superficiales
del saco del golfo de Cariaco, la distri-
bucion del tamano de grano es varia-
ble pero controlada, en particular, por
la suspension (Quintero et al. 2006).
En las areas mas tranquilas, las arenas
medias, finas y muy finas estan presen-
tes en proporciones comparables con
los limos, provenientes de la materia
organica descompuesta. Por ello, pre-
dominan los sedimentos arenolimosos,
excepto en punta Cachipo y La Pefa
(limoarenosos) y en la costa norte (are-
nas medias bioclasticas).

Los porcentajes de carbono or-
ganico comprendido entre 0.3% vy
4.7% indican una importante deposi-
cion organica natural, incrementada
por descargas domésticas (Salazar,
1991). Desde otro punto de vista, Fe-
rraz-Reyes (1987) explico que el saco
del golfo de Cariaco tiene una alta
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productividad primaria. Al acumularse
grandes cantidades de fitoplancton, la
dinamica de las corrientes y la morfo-
logia de la zona proveen condiciones
que favorecen la deposicion de una
cantidad considerable en el fondo ma-
rino, y provocan una importante acu-
mulacion de carbono organico.

Las concentraciones de los me-
tales estuvieron por debajo de los
patrones geoquimicos de la fraccion
limo-arcilla. Ello, aunado a su locali-
zacion indican que la distribucion de
los metales esta influenciada por la di-
namica sedimentaria y el efecto de la
contaminacion es poco (Krupadam et
al. 2006; Ahmad et al. 2009); es decir,
los sedimentos son, a priori, materia-
les detriticos de las rocas sedimenta-
rias de la Formacion Frontado y de
los aportes arrastrados, por los cursos
de agua, desde la costa sur y oriente.
De hecho, los sedimentos del area es-
tudiada son residuos de la erosion de
los suelos de la peninsula de Araya y
de los suelos humicos aledafios al rio
Carinicuao (Quintero ef al. 2006). Par-
ticularmente, los metales presentan
mayor concentracion en la zona mas
oriental, por la influencia de la materia
organica terrestre acarreada por el rio.
Esta materia es distribuida entre las
particulas minerales amorfas del sedi-
mento, las cuales actiian como sitios
de enlace para contaminantes (Simp-
son et al. 2005).

En las areas costeras es muy co-
mun encontrar abundantes cantidades
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de Fe, Mn y Zn, procedentes de la cor-
teza terrestre, que interactiian con otros
metales, sin mostrar toxicidad (Rubio
et al. 1995). Cuando ellos correlacio-
nan significativamente con los demas
metales es una fuerte evidencia que
provienen de la misma fuente (Gar-
cia-Rico et al. 2004; Belzunce-Segarra
et al. 2008). Por otro lado, MacDonald
et al. (1991) resaltan que una certeza
de la existencia de residuos antropicos
es la poca afinidad entre Zn y Mn con
otros metales como Cu, Cd y Pb.

En toda el area de estudio, las
concentraciones de Cd superaron al
intervalo de efectos bajos (ERL), con-
centracion por debajo de la cual, rara
vez, ocurren efectos adversos (10%,
Cuadro 4). Cu mostrd este mismo
comportamiento en tres cuartas partes
del ecosistema y Ni solamente en la
mitad. Empero, todas fueron inferiores
al intervalo de efectos medios (ERM),
valor representativo de concentra-
ciones por encima de la cual puedan
ocurrir efectos adversos (50%), ambos
valores referenciales de la Administra-
cion Nacional Oceanica y Atmosférica
(NOOA, 2019). No obstante, fueron
similares a los contenidos informados
en otras investigaciones (Martinez,
2002; 2016; Marquez et al. 2005; Ve-
lasquez, 2005). Esto indica que son
sedimentos de calidad estandar, es
decir, no provocan efectos biologicos
adversos a los organismos, ni dafios a
la salud. Por ello, las fuentes adicio-
nales de Cd, Ni, Cu, Pb pueden estar
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relacionadas con la descomposicion de
fitoplancton depositado en el fondo, el
lavado de suelos agricolas, las descar-
gas urbanas y la quema de vegetacion
y basura (Garcia-Rico et al. 2004).

En cuanto a las concentraciones
de los metales en el agua de mar, Pb
supero6 20 pg L', determinado por Na-
yar et al. (2004) en el estuario de Pun-
ggol (Singapur), pero fue menor que
106 pg L', informado por Man et al.
(2004) en un humedal en Hong Kong,
ambos ecosistemas catalogados como
no contaminados. Por otro lado, fue-
ron significativamente menores que 1
000 pg L', concentracion letal de Pb
(LC50-96 h) para Chasmagmathus
granulata en el estuario Bahia Blanca
de Argentina (Ferrer et al. 2006) y me-
nores que 140 ug L', que es el criterio
de concentracion maxima (CCM), no
obstante, fueron mayores que el crite-
rio de concentracion continua (CCC,
8.1 ug L) referidos por la NOOA
(Buchman, 2008). Este plomo parece
ser dual, autdctono y antropogénico,
inferido por su correlacion con arena
y Cr (r= 0.40, P < 0.05), dado que sus
mayores concentraciones estan regis-
tradas cerca de centros poblados.

Las concentraciones de Cr en
agua de mar fueron superiores a las
informadas por Botté¢ et al. (2007)
para el estuario de Bahia Blanca en
Argentina (9.4 ug L') y por Man et
al. (2004) en Mai Po (121 pg L"), am-
bientes impolutos; no obstante, estos
resultados estuvieron entre 50 y 1 000
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pg L, intervalo letal de Cr (LC50-96
h) para Palaemonetes pugio (Dough-
tie y Ranga, 1984). Ademas, fueron
mucho menores que CCM (1 100 pg
L) y mayores que CCC (50 pug L)
de las referencias de la NOOA (Buch-
man, 2008). Es probable que sus con-
centraciones estén relacionadas con
las caracteristicas mineraldgicas de la
zona, de hecho, el cromo total covario
significativamente con arena (r=0.63).
Arauzo et al. (2003) sefialan que, en
aguas marinas, la movilizacion del Cr
a la fase liquida est4 favorecida por la
oxidacion natural del mismo.

En el saco del golfo de Cariaco,
los hidrocarburos aromaticos polici-
clicos de alta masa molar (HAPA) son
dominantes, en especial el fluoranteno.
Debido a su alta masa molar, son mo-
léculas hidrofobicas y lipofilicas, por
lo tanto, son poco solubles en agua y
es probable que se asienten en el fon-
do, donde se unen fuertemente a la ma-
teria organica (Sakari, 2012; Mahugija
et al. 2017). Esta primacia junto a los
indices fluoranteno/pireno mayor que
1 y fenantreno/antraceno menor que
10 certifican el origen pirogénico de
los HAP, tal vez, derivados de la com-
bustion de biomasa, emisiones vehi-
culares y lavados de las superficies de
las carreteras (Men et al. 2009). Estos
residuos asociados con particulas en-
tran al aire y luego se redistribuyen en
los diferentes compartimientos am-
bientales (aire, agua, suelo, sedimen-
to), regidos por las propiedades de los
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destinos y las condiciones meteorold-
gicas (Kim et al. 2009; Mahugija ef al.
2017). Otros factores pueden ser aguas
residuales urbanas, emisiones de mo-
tores fuera de borda y descargas direc-
tas irresponsables de aceite de motor
y gasolina (Terrado et al. 2010). Cabe
resaltar que HAPA son considerados
trazadores de vehiculos a gasolina
(Amador-Mufioz et al. 2010).

La concentracion de los HAP,
en el area de estudio, no super6 ERL
(Cuadro 4), es decir, no deben provo-
car efectos adversos en los recursos
bioldgicos, ni en la salud humana. Su
adsorcion no estuvo influenciada por el
contenido de carbono orgénico, ni por
el caracter fino del sedimento (arenas
medias, arenas finas y limo). Respecto
a esto, algunos investigadores asegu-
ran que su acumulacion depende de la
cantidad de aportes antropicos y sola-
mente ocurre en sitios muy contamina-
dos, con mas de 2 000 ng g (Men et
al. 2009).

Como las pruebas de toxicidad
con Artemia sp. no presentaron mor-
talidad de individuos y tampoco hubo
evidencia de actividad hemolitica
puede decirse que los sedimentos no
son peligrosos para los recursos vivos
(Chapman, 1996; Long et al. 2002).

Una vez compilados, evalua-
dos y discutidos los resultados de la
caracterizacion quimica sedimentaria
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(metales, HAP) y los puntos finales
de las pruebas toxicoldgicas, respec-
to al control negativo, fueron asigna-
dos los valores correspondientes, de
acuerdo con los criterios selecciona-
dos (Cuadro 2) y se completo6 la matriz
tabular de decision para la evaluacion
semicuantitativa (Cuadro 5), donde se
observa que ninguna especie quimica
estudiada excedid el criterio de cali-
dad ERL y las pruebas toxicologicas
estuvieron libres de dafios o pérdidas;
por tanto, califican con puntuacion
“1”; sin embargo, Cd, Cu y Ni, en los
sedimentos, fueron categorizados con
la puntuacion “2”, porque presenta-
ron contenidos entre ERL y ERM en
100%, 70% y 42% del area, respecti-
vamente (Long et al. 2002; Simpson et

al. 2005).
Como no ocurrieron efectos
toxicologicos adversos, incluyendo

agudos y cronicos, ni reducciéon en
los criterios de valoracion toxicologi-
cos presagiados por concentraciones
quimicas elevadas de Cd, Ni y Cu, se
puede conceder a los sedimentos valo-
racion global “1” y catalogarse como
de Alta Calidad Ambiental, es decir,
son inofensivos para los recursos bio-
logicos y la salud humana (Simpson et
al. 2005).
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Cuadro 5. Matriz tabular de decision para la evaluacion semicuantitativa de los

sedimentos del saco del golfo de Cariaco

Table 5. Tabular decision matrix for the semi-quantitative evaluation of the
sediments from the eastern region of the Gulf of Cariaco

Estacion Quimica Quimica Supervivencia de Actividad Calidad
sedimentaria agua Artemia hemolitica
(metal-HAP) (Agua - sedimento)

1 2-1 1-1 1-1 1 Alta

2 2-1 1-1 1-1 1 Alta

3 2-1 1-1 1-1 1 Alta

4 2-1 1-1 1-1 1 Alta

5 2-1 1-1 1-1 1 Alta

6 2-1 1-1 1-1 1 Alta

7 2-1 1-1 1-1 1 Alta

8 2-1 1-1 1-1 1 Alta

9 2-1 1-1 1-1 1 Alta

10 2-1 1-1 1-1 1 Alta

11 2-1 1-1 1-1 1 Alta

12 2-1 1-1 1-1 1 Alta

CONCLUSIONES adversos, por lo tanto, no representan

Las concentraciones de los meta-
les y las afinidades entre si demuestran
su procedencia litogénica regional,
con muy poca influencia antropica. De
manera similar, la fuente mas probable
de los hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos es la combustion de biomasa y
emisiones de vehiculos a gasolina. Su
presencia no superé criterios de peli-
grosidad predicha por concentracion
quimica elevada. Por lo tanto, los se-
dimentos del sector oriental del saco
del golfo de Cariaco poseen calidad
ecoldgica alta o buena, donde no hubo
evidencias de ocurrencia de efectos
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riesgos para los recursos bioldgicos,
ni riesgos a la salud humana. Esto fue
demostrado con los puntos finales ne-
gativos de las pruebas toxicologicas.
Este conocimiento de la condi-
cion ambiental del saco del golfo de
Cariaco permitira identificar posibles
eventos derivadas del acumulo de sus-
tancias quimicas naturales y antropi-
cas que puedan arriesgar la salud del
ecosistema y poder administrar el de-
sarrollo econémico sostenible de las
comunidades costeras aledaas.
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Pelagic amphipods (Amphilochidea, Hyperiidea and
Senticaudata) from the Pacific of Costa Rica: new
records and an updated list of species
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RESUMEN

En Costa Rica, los estudios sobre zooplancton que aborden los anfipodos pelagicos son escasos,
la lista de especies previa a este trabajo incluye solo 41 especies del suborden Hyperiidea. El
objetivo de este estudio fue actualizar la lista de especies de anfipodos pelagicos del Pacifico de
Costa Rica y registrar especies previamente desconocidas en el pais. En julio de 2012, se realizo
el muestreo del zooplancton de aguas cercanas a la isla del Coco, Costa Rica, en 26 estaciones
oceanograficas. Un total de 13 especies de anfipodos pelagicos de los subordenes Amphilochidea
(1), Hyperiidea (11) y Senticaudata (1) fue identificado para aguas del Pacifico costarricense.
Los nuevos registros incrementan el conocimiento de la riqueza de anfipodos pelagicos para el
Pacifico de Costa Rica a 54 especies, lo que sugiere la necesidad de explorar mas la diversidad
de estos organismos en la region.

Palabras clave: isla del Coco, Domo de Costa Rica, Pacifico este tropical, Stenopleura, Synopia

ABSTRACT

Few studies of zooplankton have been carried out in Costa Rica that address pelagic amphipods;
the species list prior to this work includes only 41 species from the suborder Hyperiidea. The aim
of this paper was to update the species list of pelagic amphipods from the Pacific of Costa Rica,
and record previously unknown species from the country. In July 2012, zooplankton sampling
was carried out in the waters near Cocos Island, Costa Rica, at 26 oceanographic stations. A
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total of 13 pelagic amphipod species from the suborders Amphilochidea (1), Hyperiidea (11) and
Senticaudata (1) were identified in the Pacific waters of Costa Rica. These new records increase
the known total of pelagic amphipod species from the Pacific of Costa Rica to 54 species, which
suggests a need to further explore the diversity of these organisms in the region.

Keywords: Cocos Island, Costa Rica Dome, eastern tropical Pacific, Stenopleura, Synopia

INTRODUCCION

En Costa Rica, son pocos los
estudios que abordan la composicion,
distribucion y abundancia de los an-
fipodos peldgicos presentes en sus
aguas. Salman-Palacios (1985) y Shih
y Hendrycks (2003) fueron los prime-
ros en analizar los anfipodos pelagicos
de aguas del Pacifico costarricense,
contribuyendo al conocimiento de este
grupo del zooplancton en la nacion.
Posteriormente, en un esfuerzo por
describir la biodiversidad marina del
pais, Gasca (2009a) realiz6 una com-
pilacion de los registros historicos de
anfipodos hiperideos del territorio, en
la cual enlist6 un total de 33 especies
del infraorden Physocephalata.

Recientemente, Gasca y Mo-
rales-Ramirez (2012) analizaron la
composicion de los anfipodos hiperi-
deos alrededor de la isla del Coco, en
aguas superficiales de 0-50 m de pro-
fundidad, y registraron 8 especies an-
tes desconocidas para Costa Rica, para
sumar un total de 41 especies de hipe-
rideos en la regioén costarricense. En
su estudio, Gasca y Morales-Ramirez
(2012) comentan sobre la necesidad de
realizar mas exploraciones que traten
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la diversidad de anfipodos pelagicos
de la region, ya que, en zonas cerca-
nas, el nimero de especies presentes
es alrededor de 150 taxones (Gasca,
2009b). Por lo tanto, el objetivo del
estudio fue actualizar la lista de espe-
cies de anfipodos pelagicos del Paci-
fico de Costa Rica, incluyendo nuevos
registros de distribucion de especies
de estos organismos, de modo que
se contribuya al conocimiento de la
riqueza y diversidad de especies del
Pacifico este tropical.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de zooplancton
fueron recolectadas durante la campa-
na oceanografica UCR-UNA-COCO-
VI, a bordo del B/l Undersea Hunter,
del 7 al 14 de julio de 2012, como parte
del proyecto “Interaccion océano-at-
mosfera y la biodiversidad marina del
Parque Nacional Isla del Coco, Costa
Rica”. El muestreo se realiz6 en 26 es-
taciones oceanograficas ordenadas en
3 transectos (160 mn de longitud), en
direccion norte-sur, alrededor de la isla
del Coco, Costa Rica (Fig. 1; Cuadro
1), por medio de arrastres verticales,
con una red de mesozooplancton (49
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cm de boca y 200 um de apertura de
malla), entre los 0 y 200 m de profun-
didad. El material recolectado se fijo
en una solucion formalina al 4%.

El material se reviso en labora-
torio para la busqueda de anfipodos;
estos fueron separados, preservados
en etanol al 70% y posteriormente
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se identificaron, utilizando literatura
especializada (Stebbing, 1888; Bar-
nard, 1972; Barnard y Thomas, 1989;
Vinogradov et al. 1996; Vinogradov,
1999; Hughes, 2009; Zeidler, 1990,
2003, 2004, 2016; Violante-Huerta et
al. 2020). El material biologico se en-
cuentra en el Centro de Investigacion
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Fig. 1. Localizacion geografica de las estaciones de muestreo alrededor del Parque

Nacional Isla del Coco, Costa Rica

Fig. 1. Geographical location of the sampling stations around National Park Cocos

Island, Costa Rica
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Cuadro 1. Coordenadas geograficas de las estaciones de muestreo en el Pacifico

de Costa Rica

Table 1. Geographical coordinates of sampling stations in the Pacific of Costa

Rica
Estacion  Longitud Latitud Estaciéon  Longitud Latitud
1 -87.725566 6.877316 14 -87.058874 4.858456
2 -87.725566 6.525199 15 -86.389879 4.858456
3 -87.725566 6.191748 16 -86.389879 5.192080
4 -87.725566 5.857094 17 -87.058874 5.192080
5 -87.725566 5.530950 18 -86.389879 5.530950
6 -87.725566 5.192080 19 -86.389879 5.857094
7 -87.725566 4.858456 20 -87.058874 5.857094
8 -87.725566 4.525731 21 -87.058874 6.191748
9 -87.725566 4.188336 22 -86.389879 6.191748
10 -87.058874 4.188336 23 -86.389879 6.525199
11 -86.389879 4.188336 24 -87.058874 6.525199
12 -86.389879 4.525731 25 -87.058874 6.877316
13 -87.058874 4.525731 26 -86.389879 6.877316

en Ciencias del Mar y Limnologia
(CIMAR) de la Universidad de Costa
Rica y sera catalogado por el Museo
de Zoologia de la Universidad de Cos-
ta Rica.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 100 anfipodos pela-
gicos pertenecientes a 8 géneros y 13
especies fueron observados por prime-
ra vez en las aguas ocednicas del Pa-
cifico costarricense. Con estos nuevos
registros, la lista actualizada de espe-
cies de anfipodos pelagicos del terri-
torio mencionado asciende a 54: 1 del
suborden Amphilochidea, 52 de Hype-
riidea y 1 de Senticaudata (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Lista actualizada de los anfipodos pelagicos del Pacifico de Costa Rica,

incluye profundidad y registros previos

Table 2. Updated list of the pelagic amphipods from the Pacific of Costa Rica, includes

depth and previous records

Taxoén (referencia *) Profundidad Taxén (referencia *) Profundidad
(m) (m)
Suborden Amphilochidea Familia Lycaeopsidae
Familia Synopiidae Lycaeopsis themistoides * 0-50
Synopia sp. °® 0-200 Lycaeopsis zamboangae * 0-50
Suborden Hyperiidea Familia Oxycephalidae
Familia Lestrigonidae Cranocephalus scleroticus * superficie
Bougisia ornata ! 0-450 Glossocephalus superficie
Hyperietta vosseleri >* 0-50 milneedwardsi *
Hyperioides sibaginis >* 0-50 Leptocotis tenuirostris -3 0-450
Hyperoche mediterranea>  superficie Oxycephalus clausi ** 0-50
Hyperoche medusarum ’ superficie Oxycephalus piscator 3 superficie
Lestrigonus bengalensis >*  0-50 Rhabdosoma armatum 3 superficie
Lestrigonus latissimus > superficie Rhabdosoma brevicaudatum ¢ 0-200
Lestrigonus 0-50 Rhabdosoma minor ¢ 0-200
macrophthalmus * Rhabdosoma whitei ¢ 0-200
Lestrigonus schizogeneios *>*  0-50
Lestrigonus shoemakeri ** Familia Parascelidae
Phronimopsis spinifera*>*  0-50 Parascelus edwardsi ** 0-50
Themistella fusca ! 0-50
0-450 Familia Platyscelidae
Platyscelus armatus © 0-200
Tetrathyrus forcipatus *° 0-50
Familia Phronimidae 0-50
Phronima bowmani * 0-450 Familia Paraphronimidae
Phronima sedentaria ! 0-450 Paraphronima crassipes © 0-200
Phronimella elongata ' Paraphronima gracilis '-* 0-450
Familia Phrosinidae 0-450 Familia Vibilidae
Anchylomera blossevillei'  0-450 Vibilia armata * 0-1 756
Phrosina semilunata ** 0-450 Vibilia australis 0-1300
Primno brevidens * 0-200 Vibilia borealis © 0-200
Primno latreillei ¢ Vibilia chuni * 0-50
Vibilia cultripes ¢ 0-200
Familia Amphithyridae 0-50 Vibilia gibbosa ° 0-200
Amphithyrus sculpturatus >* Vibilia pyripes * 0-250
Familia Brachyscelidae 0-50 Familia Scinidae
Brachyscelus crusculum * superficie Scina borealis ° 0-200
Brachyscelus rapacoides > Scina excisa ° 0-200
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Taxén (referencia ®) Profundidad Taxon (referencia °) Profundidad
(m) (m)

Familia Eupronoidae Suborden Senticaudata

Eupronoe armata * 0-50 Familia Calliopiidae

Parapronoe parva -3 0-450 Stenopleura atlantica 0-200
Familia Lycaeidae

Lycaea pachypoda®

Lycaea vincentii superficie

Simorhynchotus superficie

antennarius ** 0-50

*Referencias: ! Salman-Palacios (1985); ? Shih y Hendrycks (2003); * Gasca (2009a); * Gasca y
Morales-Ramirez (2012); ° Gasca (com. pers. junio, 2019); ¢ este estudio.

Orden AMPHIPODA Latreille, 1816
Suborden AMPHILOCHIDEA Boeck,
1871
Familia SYNOPIIDAE Dana, 1853
Género Synopia Dana, 1852
Synopia sp.

(Fig. 2A)

Diagnostico. Cabeza con ros-
tro protuberante y redondeado, ojos y
0jOs accesorios presentes. Segmentos
1-2 de la antena 1 simples. Gnato-
podos 1-2 ligeramente subquelados,
simples y pequefios. Pleonitos 1-3
con margenes lisos. Uropodo 3 mas
largo que los urépodos 1-2. Telson
pequefio con una hendidura. Fuentes:
Barnard (1972), Barnard y Thomas
(1989), Hughes (2009).

Material examinado. 4 indivi-
duos: 1 ind, est 6; 1 ind, est 7; 1 ind,
est 11; 1 ind, est 17.

Distribucion global. Atlantico
norte: isla Guadalupe, Venezuela, Be-
lice, Caribe mexicano, golfo de M¢-
xico, Bermudas, EE. UU. Atlantico
sur: Brasil, golfo de Guinea. Pacifico
norte: Japon, Alaska, Kiribati. Pacifico
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sur: Australia, Papua Nueva Guinea,
Nueva Caledonia, Polinesia Francesa,
Ecuador. Océano Indico: Madagascar,
mar Rojo, Indonesia, Australia (Shoe-
maker, 1945; Ledoyer, 1986; Hughes,
2009; GBIF.org, 2020; OBIS, 2020;
Senna et al. 2020).

Discusion taxonomica. El mate-
rial observado coincide con las caracte-
risticas diagnosticas del género Synopia,
sin embargo, la determinacion en el
nivel de especie no fue realizada en el
presente trabajo, por lo que se considera
solo el registro del género, por primera
vez, para el Pacifico costarricense. Este
género es reconocido por mostrar gran
variabilidad morfologica, principal-
mente en la especie tipo S. ultramarina
(Shoemaker, 1945; Ledoyer, 1986; Bar-
nard y Thomas, 1989; Hughes, 2009).

Comentarios generales. El
género Synopia ha sido registrado
mayormente en aguas de la zona epi-
pelagica de los océanos (0-200 m de
profundidad) o en asociaciéon con
suelos blandos y su distribucion es
circumtropical (Shoemaker, 1945;
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Barnard, 1972; Vinogradov, 1999; Sen- Suborden HYPERIIDEA H. Milne

na et al. 2020). En el Pacifico este tro- Edwards, 1830

pical, se han registrado 3 especies del = Familia PHROSINIDAE Dana, 1852
género: S. angustiformes, S. scheelea- Género Primno Guérin-Méneville,
na y, aparentemente, S. ultramarina 1836

(Barnard, 1972; Barnard y Karaman, Primno latreillei Stebbing, 1888

1991; GBIF.org, 2020). (Fig. 2B)

Fig. 2. Nuevos registros de anfipodos pelagicos del Pacifico de Costa Rica. A, Synopia
sp.; B, Primno latreillei, que muestra el pereiopodo 5; C, Rhabdosoma brevicaudatum;
D, R. minor, que presenta la antena 1 dividida en 2 segmentos; E, R. whitei. Barras de
escala: 0.5 mm

Fig. 2. New records of pelagic amphipods from the Pacific of Costa Rica. A, Synopia
sp.; B, Primno latreillei, showing the pereopod 5; C, Rhabdosoma brevicaudatum; D, R.
minor, presenting the antenna 1 divided in 2 segments; E, R. whitei. Scale bars: 0.5 mm
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Diagnostico. Cuerpo robusto,
especialmente el pereion. Pereidpodo
5 con dientes largos en el margen an-
terior del carpo, la longitud de estos
similar al ancho del carpo. Adicional-
mente, el margen proximal anterior del
carpo del pereiopodo 5 con un diente
largo. Pereiopodo 7 con el basis 1.5x
mas largo que la longitud de los de-
mas segmentos combinados. Fuentes:
Vinogradov et al. (1996), Vinogradov
(1999), Zeidler (2004).

Material examinado. 33 indivi-
duos: 1 ind, est 4; 12 ind, est 6; 3 ind,
est 7; 3 ind, est 10; 1 ind, est 11; 2 ind,
est 12; 1 ind, est 15; 1 ind, est 16; 1
ind, est 17; 3 ind, est 18; 1 ind, est 19;
2 ind, est 20; 2 ind, est 21.

Distribucion global. Atlantico
norte: Guyana, Caribe mexicano, golfo
de México, mar de Sargazo, EE. UU.,
mar Mediterraneo. Atlantico sur: golfo
de Guinea. Pacifico norte: China, giro
central de Pacifico norte, México, Co-
lombia. Pacifico sur: Australia, mar de
Tasmania, Pert. Océano Indico: mar
Rojo (Shulenberger, 1978; Vinogradov,
1991, 1999; Vinogradov et al. 1996;
Zeidler, 2004; Gasca, 2009b, 2009c;
Valencia et al. 2013; Zhang et al. 2014;
GBIF.org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonémica. Esta
especie se distingue del resto de las
del género Primno por presentar dien-
tes largos (tan largos como el ancho
del campo) en el margen anterior del
carpo del pereidopodo 5; ademas, tie-
ne un diente largo proximal. Algunos
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expertos sugieren que P latreillei es
una especie sindnima de P. johnsoni,
debido a que la diferencia de la longi-
tud del basis del pereidopodo 7 podria
deberse al desarrollo ontogénico de la
especie (Zeidler, 2004).

Comentarios generales. Esta es-
pecie fue la mas abundante y frecuente
en el area de estudio, similar a lo regis-
trado por Valencia et al. (2013) para
aguas de Colombia. Este nuevo registro
representa una ampliacion del rango de
distribucion geografica para P. latreillei
de aprox. 800 km, considerando el re-
gistro mas cercano por Valencia et al.
(2013) en Colombia. El intervalo de
distribucion vertical registrada para P,
latreillei es muy amplio, entre 0 y 1 000
m de profundidad (Vinogradov, 1999).

Familia OXYCEPHALIDAE Bate,
1862
Género Rhabdosoma White, 1847
Rhabdosoma brevicaudatum Steb-
bing, 1888
(Fig. 2C)

Diagnéstico. Cuerpo extrema-
damente delgado y largo, con el rostro
muy largo, puntiagudo y fragil. Antena
1 consiste en un segmento basal, el ca-
llinéforo y un segmento adicional pe-
queno. Pleon mas largo que el pereion.
Telson con la punta redondeada, su lon-
gitud no alcanza el limité del urépodo
2. Fuentes: Vinogradov et al. (1996),
Vinogradov (1999), Zeidler (2016).

Material examinado. 1 indivi-
duo, est 6.
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Distribucion global. Atlanti-
co norte: Venezuela, mar de Sargazo,
Bermudas, mar Mediterraneo, islas
Canarias, Guinea-Bissau. Atlantico
sur: Sudafrica. Pacifico norte: Japon,
México, Colombia. Pacifico sur: Aus-
tralia, Perd. Océano Indico: este de
Australia (Thurston, 1976a; Vinogra-
dov, 1991, 1999; Vinogradov et al.
1996, Valencia et al. 2013; GBIF.org,
2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonoémica. Esta
especie se distingue de R. armatum y
R. whitei porque presenta la punta del
telson redondeada y su longitud no al-
canza la del uropodo 2 (Zeidler, 2016).
La longitud del telson en R. brevicau-
datum tiene variaciones que podrian
confundirse con R. minor; esto ha he-
cho sospechar sobre la posible sinoni-
mia entre ambas especies (Vinogradov
et al. 1996).

Comentarios generales. Rhab-
dosoma brevicaudatum prefiere ha-
bitar aguas superficiales entre 0 y 50
de profundidad (Thurston, 1976a; Vi-
nogradov, 1999). La distribucion geo-
grafica de R. brevicaudatum se amplia
aprox. 800 km en el Pacifico este, con-
siderando el registro mas cercano en
Colombia (Valencia et al. 2013).

Rhabdosoma minor Fage, 1954
(Fig. 2D)

Diagnostico. Cuerpo extrema-
damente delgado y largo, con el ros-
tro muy largo y puntiagudo. Antena
1 dividida en 2 segmentos: la base y
el callindforo. Pleon mas largo que
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el pereion. Telson con el margen dis-
tal redondo, que alcanza la punta del
urépodo 2. Fuentes: Vinogradov et al.
(1996), Zeidler (2016).

Material examinado. 8 indivi-
duos: 1 ind, est 3; 6 ind, est 6; 1 ind,
est 12.

Distribucion global. Atlantico
norte: Caribe mexicano, mar de Labra-
dor, giro tropical del Atlantico norte
entre 12-17° N y 32-36° W, cerca de
islas Canarias, golfo de Guinea. At-
lantico sur: giro del Atlantico sur entre
11-30° S y 25-27° W, Angola, Suda-
frica. Pacifico norte: China, 0.15° N
y 106.66° W, México, Colombia. Pa-
cifico sur: islas Salomon, Peri. Océa-
no Indico: Madagascar, Mozambique
(Dick, 1967; Vinogradov, 1991; Gas-
ca, 2009c; Valencia et al. 2013; Zhang
etal. 2014; Burridge et al. 2017; GBIF.
org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonoémica. Esta
especie es muy similar a R. brevicau-
datum por la forma redondeada de la
punta del telson, pero se distinguen
principalmente porque en R. minor la
longitud del telson si alcanza la del
urépodo 2 (Zeidler, 2016), a diferencia
de R. brevicaudatum, en el cual la lon-
gitud del telson es claramente menor
a la del uropodo 2. Ademas, la antena
1 de R. minor unicamente esta dividi-
da en 2 segmentos (base y callin6foro),
mientras que R. brevicaudatum tiene 3.

Comentarios generales. La dis-
tribucioén vertical de esta especie al-
canza los 300 m de profundidad y la
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geografica es circumtropical (Vinogra-
dov, 1999). Rhabdosoma minor pre-
sentd una amplitud en su distribucion
de aprox. 800 km en el Pacifico este,
ya que el registro mas cercano fue en
Colombia (Valencia et al. 2013).
Rhabdosoma whitei Bate, 1862
(Fig. 2E)

Diagnostico. Cuerpo extrema-
damente delgado y largo, con el ros-
tro muy largo y puntiagudo. Antena 1
dividida en 2 segmentos: la base y el
callinoforo. Pereidopodo 1 con el pro-
ceso carpal simple, sin dientes. Pledn
ligeramente mas largo que el pereion.
Uroépodos 2-3 con los exdpodos bien
desarrollados. Telson con el margen
distal puntiagudo, mas largo que el
urépodo 2. Fuentes: Vinogradov et al.
(1996), Zeidler (2016).

Material examinado. 1 indivi-
duo, est 15.

Distribucion global. Atlantico
norte: Venezuela, Caribe mexicano,
golfo de México, EE. UU., islas Ca-
narias, golfo de Guinea (Senegal-Ga-
bon). Atlantico sur: Uruguay, Brasil,
Sudéfrica, aguas entre Sudamérica y
Africa en 8.2° Sy 18° W. Pacifico nor-
te: China, México, Colombia. Pacifico
sur: Australia, Pert. Océano Indico:
Sudafrica, Mozambique, Madagascar,
Indonesia (Dick, 1967; Vinogradov,
1991; Gasca, 2009b, 2009c; Valencia
et al. 2013; Zhang et al. 2014; GBIF.
org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonomica.
Esta especie es la mas cercana
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morfologicamente a R. armatum, pre-
viamente registrada en aguas costarri-
censes; ambas presentan la punta del
telson aguda y su longitud es mayor a
la del urépodo 2, sin embargo, en R.
whitei los exopodos de los urépodos
2-3 estan bien desarrollados, mientras
que en R. armatum son muy pequenos
(Zeidler, 2016).

Comentarios generales. La es-
pecie prefiere habitar en aguas epipela-
gicas (Vinogradov, 1999). Por otro lado,
Vinogradov et al. (1996) sugieren que
R. whitei también podria habitar aguas
profundas por debajo de los 200 m de
profundidad. El registro geografico mas
cercano a la isla del Coco se localiz6 a
aprox. 800 km al este, en Colombia,
donde R. whitei mostrd baja abundan-
ciay frecuencia (Valencia et al. 2013),
similar a lo observado en este estudio.

Familia PLATYSCELIDAE Bate,
1862
Género Platyscelus Spence Bate, 1861
Platyscelus armatus (Claus, 1879)
(Fig. 3A)

Diagnoéstico. Cuerpo ancho y
redondeado, con todos los somitas del
pereion y pledn convexos. El propodio
del gnatépodo 1 con el margen ante-
rior liso. Coxa del pereibpodo 5 con
un proceso espiniforme largo proyec-
tado lateralmente. Coxas 5-6 mas lar-
gas que el resto. Segmento basal del
pereidopodo 6 con una fisura pequena,
tan larga como la mitad de la longitud
del mero. Fuentes: Vinogradov et al.
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(1996), Vinogradov (1999), Zeidler
(2016).

Material examinado. 23 indivi-
duos: 7 ind, est 6; 2 ind, est 8; 3 ind,
est 10; 7 ind, est 11; 3 ind, est 12; 1
ind, est 13.

Distribucion global. Atlantico
norte: Venezuela, golfo de México,
al norte de las islas Azores, golfo de
Guinea-Liberia. Atlantico sur: Brasil,
Angola, Namibia, Sudafrica. Pacifi-
co norte: Hawai, golfo de California,
México. Pacifico sur: Australia, Nue-
va Caledonia, Nueva Zelanda, In-
donesia-Estrecho de Macasar, Peru.
Océano Indico: Tanzania (Vinogradov,
1991; Vinogradov et al. 1996; Vio-
lante-Huerta, 2019; GBIF.org, 2020;
OBIS, 2020).

Discusion taxonomica. Pla-
tyscelus armatus es facilmente identi-
ficada por la presencia de un proceso
espiniforme en la coxa del pereiépodo
5 (Zeidler, 2016). En vista dorsal, la
especie muestra un par de espinas late-
rales que no se encuentran en el resto
de las especies del género Platyscelus.

Comentarios generales. Platys-
celus armatus ha sido registrada ma-
yormente en aguas superficiales de los
océanos, pero también se encuentra en
las de la zona mesopeladgica hasta los
800 m de profundidad (Vinogradov
et al. 1996; Vinogradov, 1999). En el
Pacifico este, la distribucion geografi-
ca de P. armatus se extiende al norte
de México y al sur de Peru (Vinogra-
dov, 1991; GBIF.org, 2020), lo que
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representa una amplitud en su rango de
distribucién de mas de 2 600 km hacia
el sur y al norte.

Familia PARAPHRONIMIDAE
Bovallius, 1887
Género Paraphronima Claus, 1879
Paraphronima crassipes Claus, 1879
(Fig. 3B)

Diagnoéstico. Cabeza grande
con forma de cubo, con los ojos cu-
briendo gran cantidad de su superfi-
cie. Pereibpodo 7 ligeramente mas
corto que el anterior. Margen ventral
de la placa epimeral del pleonito 1
claramente redondo y perpendicular
al eje del cuerpo. Fuentes: Vinogra-
dov et al. (1996), Zeidler (2003).

Material examinado. 6 indivi-
duos: 1 ind, est 4; 2 ind, est 6; 3 ind,
est 7.

Distribucion global. Atlantico
norte: Venezuela, Caribe mexicano,
golfo de México, EE. UU., Islas Tur-
cas y Calcos, Bermudas, aguas en-
tre 23.5-36.1° N y 26-39.46° W, mar
Mediterraneo, Guinea. Atlantico sur:
2.33° Sy 12.75° W, Angola, Namibia,
Sudafrica. Pacifico norte: Japon, mar
de Bering, EE. UU., México, Colom-
bia. Pacifico sur: Nueva Zelanda, Aus-
tralia, Pertl. Océano Indico: Sudafrica,
Mozambique, Madagascar, 12.07° S y
70.03° E, zona sur entre 41.8-45.88°
S y 84.55-110° E (Vinogradov, 1991;
Vinogradov et al. 1996; Gasca, 2009b,
2009c; Valencia et al. 2013; GBIF.org,
2020; OBIS, 2020).
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Fig. 3. Nuevos registros de anfipodos

peldgicos del Pacifico de Costa Rica. A,

Platyscelus armatus; B, Paraphronima crassipes, que muestra la placa epimeral 1
redonda y perpendicular al eje del cuerpo; C, Vibilia borealis; D, V. cultripes; E, V.

gibbosa. Barras de escala: 0.5 mm

Fig. 3. New records of pelagic amphipods from the Pacific of Costa Rica. A, Platyscelus
armatus; B, Paraphronima crassipes, showing the epimeral plate 1, rounded and
perpendicular to body axis; C, Vibilia borealis; D, V. cultripes; E, V. gibbosa. Scale

bars: 0.5 mm

Discusion taxonomica. Esta
especie se distingue de P gracilis
por la forma del margen inferior de
la placa epimeral del primer pleoni-
to, principalmente. En P. crassipes, el

88

somita tiene forma redondeada y esta
direccionada perpendicular al eje del
cuerpo, mientras que para P. gracilis,
la placa epimeral forma un angulo
agudo con respecto al eje del cuerpo
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(Zeidler, 2003). Ademas, el preidpodo
6 es mucho mas largo que el 7 en P,
gracilis, a diferencia de P. crassipes,
en el cual ambos pereidpodos son mas
cercanos en longitud (Zeidler, 2003),
como se observo en los ejemplares de
este estudio.

Comentarios generales. La es-
pecie se ha reportado en aguas epi- y
mesopelagicas hasta los 720 m de pro-
fundidad (Vinogradov, 1999), con ma-
yor frecuencia y abundancia durante el
dia en aguas superficiales (Thurston,
1976a). El registro geografico mas cer-
cano en el Pacifico este para P. crassi-
pes fue en Colombia (Valencia et al.
2013), lo que representa una amplitud
del rango de distribucion de aprox.
800 km en el Pacifico este.

Familia VIBILIIDAE Dana, 1852
Género Vibilia H. Milne Edwards,

1830
Vibilia borealis Bate & Westwood,
1868
(Fig. 30)

Diagnostico. Cuerpo robusto.
Ojos ovalados. Antena 1 con el fla-
gelo ligeramente mas ancho que el
pedunculo, el margen distal redondo.
Déctilo del pereidpodo 3-4 delgado,
mas de 0.2x del largo del propodio.
Pereiopodo 7 con la base mas corta
que la longitud del resto de los seg-
mentos combinados. Margenes poste-
ro-laterales del Gltimo urosomita mas
0 menos iguales que el margen distal
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(sin proyecciones). Uropodo 2 mas cor-
to que el urépodo 3. Telson redondo.
Fuentes: Vinogradov et al. (1996),
Zeidler (2003).

Material examinado. 2 indivi-
duos: 1 ind, est 12; 1 ind, est 14.

Distribucion global. Atlantico
norte: México, Irlanda, Noruega,
Espafia, Portugal, Marruecos. Atlantico
sur: 4.0° S y 8.25° E. Pacifico norte:
México, entre 33.13-33.37° N vy
118.17-118.52° W. Pacifico sur: Nueva
Zelanda, islas Molucas, mar de Sulq,
Perti (Vinogradov, 1991; Vinogradov
et al. 1996; Shih & Hendrycks, 2003;
Zeidler, 2003; Gasca, 2009b; GBIF.
org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonomica. Esta es-
pecie se asemeja mas a V. jeangerardi
por el dactilo corto de los pereidpodos
5-6 (0.2x la longitud del propodio), sin
embargo, V. borealis tiene la primera
antena mas grande, el dactilo de los
pereidpodos 3-4 mas largo y delgado,
y el telson mas triangular que V. jean-
geardi (Zeidler, 2003).

Comentarios generales. Esta
especie prefiere habitar en aguas frias,
pero también se ha recolectado en zo-
nas tropicales de los océanos Atlantico
y Pacifico. Particularmente, en el Paci-
fico este, V. borealis fue registrada al
norte de México (Gasca, 2009b) y al
sur de Peru (Vinogradov, 1991), lo que
representa una amplitud en su distribu-
cion geografica de aprox. 2 600 km al
sur y al norte del Pacifico americano.
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Vibilia cultripes Vosseler, 1901
(Fig. 3D)

Diagnostico. Cuerpo ancho.
Ojos ovalados. El flagelo de la ante-
na 1 es ovalado y con el margen distal
redondo. Pereiépodo 7 con procesos
bulbosos en el margen anterodistal del
carpo y propodio, dactilo lanceolado.
Margenes postero-laterales del ltimo
urosomita proyectados junto al pedun-
culo del urépodo 3, ligeramente mas
largos que el margen distal. Urépodo 3
con el pedunculo tan lago como el en-
dépodo. Telson redondo. Fuentes: Vi-
nogradov et al. (1996), Zeidler (2003).

Material examinado. 1 indivi-

duo, est 25.

Distribucion global. Atlantico
norte: Bermudas, EE. UU., islas
Azores, [Espafia, Portugal, islas

Canarias, mar Mediterraneo, Cabo
Verde, Sierra Leona. Atlantico sur:
Guinea Ecuatorial, Namibia, 13.0° Sy
21.6° W, 35.23° S y 6.81° E. Pacifico
norte: mar de Japon, EE. UU., golfo
de California, México, entre 11-34° N
y 107-119° W. Pacifico sur: Australia,
Pert. Océano Indico ecuatorial
(Vinogradov, 1991, 1999; Vinogradov
et al. 1996; Shih & Hendrycks, 2003;
Zeidler, 2003; Gasca, 2009b; GBIF.
org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonomica. Esta es-
pecie se asemeja morfologicamente a
V. longicarpus, no obstante, en V. cul-
tripes, el endoépodo del urépodo 3 tie-
ne 2 dientes terminales, ausentes en V.
longicarpus (Zeidler, 2003). Ademas,
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en V. cultripes se distinguen claramen-
te los procesos bulbosos grandes del
margen anterodistal del carpo y propo-
dio del pereidpodo 7, mientras que en
V. longicarpus los procesos son muy
pequeiios (Zeidler, 2003).

Comentarios generales. Vibilia
cultripes prefiere habitar aguas entre 0
y 300 m de profundidad, presente en
baja abundancia (Vinogradov, 1999,
Zeidler, 2003). La distribucion de V.
cultripes en el Pacifico este se amplia
aprox. 2 600 km desde el sur de Pert
(Vinogradov, 1991) y desde el norte de
México (Gasca, 2009b).

Vibilia gibbosa Bovallius, 1887
(Fig. 3E)

Diagndstico. Cuerpo robusto.
Ojos ovalados. Antena 1 tan larga como
el primer somita del pereidon, con el
flagelo mas ancho que el pedunculo y el
margen distal redondeado. Pereidopodos
5-6 con el dactilo mas largo que 0.3x de
la longitud del propodio. Pereidopodo 7
con la base mas corta que la longitud
del resto de los segmentos combinados.
Margenes postero-laterales del ultimo
urosomita mas o menos iguales que
el margen distal (sin proyecciones).
Urépodo 2 més corto que el uropodo 3.
Telson redondo. Fuentes: Vinogradov
et al. (1996), Zeidler (2003).

Material examinado. 2 indivi-
duos: 1 ind, est 12; 1 ind, est 20.

Distribucion global. Atlantico
norte: Caribe mexicano, golfo de Méxi-
co, islas Turcas y Caicos, mar Medite-
rraneo. Atlantico sur: 0-20° S. Pacifico
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norte: China, Japon, EE. UU., México.
Pacifico sur: Pert (Vinogradov, 1991,
1999; Vinogradov et al. 1996; Zeid-
ler, 2003; Gasca, 2009b; Zhang et al.
2014; GBIF.org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonémica. Esta
especie es facilmente diferenciada del
resto de las del género Vibilia por el
flagelo bulboso de la antena 1 (Zeidler,
2003). Entre las especies mas similares
del género, V. propinqua es la mas cer-
cana, ya que comparte muchas de las
caracteristicas, sin embargo, se distin-
guen facilmente por la forma del telson,
punteado en V. propinqua y redondeado
en V. gibbosa (Zeidler, 2003).

Comentarios generales. Esta
especie habita la zona epipeldgica y
mesopelagica, registrada por encima
de 500 m de profundidad (Vinogradov,
1999). El registro geografico mas cer-
cano en el Pacifico este tropical, para
V. gibbosa, fue al norte de México
(Gasca, 2009b) y al sur de Peru (Vi-
nogradov, 1991), lo que representa una
amplitud en su distribucidon geografica
de aprox. 2 600 km al sur y al norte del
Pacifico americano.

Familia SCINIDAE Stebbing, 1888
Género Scina Prestandrea, 1833
Scina borealis (G. O. Sars, 1882)
(Fig. 4A)

Diagnoéstico. Cuerpo delgado
con su superficie lisa y sin quillas. An-
tena 1 delgada ligeramente mas larga
que el pereion. Pereiopodo 5, base
con los margenes anterior y posterior
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aserrados y con el margen distal pro-
yectado sobre el isquio, mero tan largo
como el carpo, propodio més corto que
el mero. Urépodos 1-2 con los exopo-
ditos reducidos a pequefias espinas.
Uropodo 1 armado de espinas largas
en el margen interno. Urépodo 2 con el
margen anterior liso y el margen pos-
terior denticulado. Telson triangular y
pequefio. Fuentes: Zeidler (1990), Vi-
nogradov et al. (1996).

Material examinado. 2 indivi-
duos: 1 ind, est 20; 1 ind, est 22.

Distribucion global. Presente en
todos los océanos del mundo en aguas
tropicales, templadas y frias, desde el
Artico (80° N) hasta el Antartico (72°
S). En el Pacifico este, se ha registrado
en EE. UU., México, Colombia, Ecua-
dor, Pert y Chile (Vinogradov, 1991;
Vinogradov et al. 1996; Gasca, 2009b;
Valencia et al. 2013; GBIF.org, 2020;
OBIS, 2020).

Discusion taxonomica. Esta
especie se asemeja mas morfoldgica-
mente a S. wagleri, por presentar el
margen interno del urépodo 1 aserrado
(con espinas largas), pero se diferen-
cia porque en S. borealis 1os uropodos
son mas anchos y los exopoditos de los
urdpodos 1-2 estan reducidos a espinas
pequefias (Vinogradov et al. 1996).

Comentarios generales. En el
plano vertical, S. borealis tiene una
distribucién muy amplia que va de
los 50 a los 3 000 m de profundidad,
presente en aguas frias, templadas y
tropicales (Vinogradov et al. 1996;
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Vinogradov, 1999). Ademas, S. borea-
lis es reconocida como la especie mas
abundante del género Scina en todos
los océanos (Zeidler, 1990; Vinogra-
dov et al. 1996). Su registro geogra-
fico més cercano al area de estudio en
el Pacifico este fue a aprox. 800 km de
distancia en aguas de Colombia, donde
se observo en baja abundancia (Valen-
cia et al. 2013), similar a lo observado
cerca de la isla del Coco.

Marco Violante-Huerta, Alvaro Morales-Ramirez &
Laura Sanvicente-Afiorve
Scina excisa Wagler, 1926
(Fig. 4B)

Diagnostico. Cuerpo delgado
con su superficie lisa y sin quillas.
Antena 1 ligeramente mas corta que
el pereidon. Pereiopodo 5, base con
el margen anterior aserrado y con el
margen distal proyectado sobre el is-
quio, mero igual o ligeramente mas
corto que el carpo. Urdpodos 1-2 con
los exopoditos reducidos a pequefias

Fig. 4. Nuevos registros de anfipodos pelagicos del Pacifico de Costa Rica. A, Scina
borealis; B, S. excisa; C, Stenopleura atlantica. Barras de escala: 0.5 mm

Fig. 4. New records of pelagic amphipods from the Pacific of Costa Rica. A, Scina
borealis; B, S. excisa; C, Stenopleura atlantica. Scale bars: 0.5 mm
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espinas. Urépodo 1 con todo el margen
interno liso. Urépodo 2 con el margen
anterior ensanchado, curvado brusca-
mente por encima del nivel de la base
del exdpodito. Telson triangular con la
punta aguda. Fuentes: Zeidler (1990),
Vinogradov et al. (1996).

Material examinado. 1 indivi-
duo, est 17.

Distribucion global. Atlantico
norte: Caribe mexicano, golfo de Mé-
xico, Bahamas, mar del Sargazo, islas
Canarias. Atlantico sur: Sudafrica.
Pacifico norte: México. Pacifico sur:
4.95° Sy 119° W, Peru. Antartica (Vi-
nogradov, 1991; Gasca, 2009b, 2009c;
Valencia ef al. 2013; Violante-Huerta,
2019; GBIF.org, 2020; OBIS, 2020).

Discusion taxonomica. Esta es-
pecie es muy similar a S. damasi por la
forma de los pereidpodos, pero difiere
porque en S. excisa el margen interno
del uropodo 2 se encorva bruscamente
a la altura de la base del exopodito (Vi-
nogradov et al. 1996). Ademas, la pro-
yeccion del margen distal de la base
del pereidpodo 5 se extiende hasta la
mitad del mero en S. damasi, mientras
que en S. excisa la proyeccion no re-
basa la base del mero (Zeidler, 1990).

Comentarios generales. Esta
especie prefiere habitar aguas tropica-
les de la zona mesopelagica entre 200
y 500 m de profundidad (Thurston,
1976a; Vinogradov et al. 1996; Vi-
nogradov, 1999). En el Pacifico este,
S. excisa se registro al norte de Mé-
xico (Gasca, 2009b) y al sur de Peru
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(Vinogradov, 1991), lo que representa
a una amplitud en su distribucion de
aprox. 2 600 km al sur y al norte del
Pacifico americano.

Suborden SENTICAUDATA Lowry &
Mpyers, 2013
Familia CALLIOPIIDAE G. O. Sars,
1893
Género Stenopleura Stebbing, 1888
Stenopleura atlantica Stebbing, 1888
(Fig. 4C)

Diagnostico. Cuerpo delgado.
Ojos rojos reniformes. Gnatopodos 1-2
subquelados, con un loébulo grande en
el margen posterior del mero. Pereio-
podos 3-7 largos y simples. Urépodos
con sus margenes laterales armados
con espinas. Telson tan ancho como
largo, el margen distal del telson con
incisiones. Fuentes: Stebbing (1888),
Vinogradov (1999), Violante-Huerta
et al. (2020).

Material examinado. 16 indivi-
duos: 1 ind, est 3; 1 ind, est 4; 2 ind, est
6; 2 ind, est 8; 2 ind, est 10; 1 ind, est
11; 1 ind, est 12; 1 ind, est 13; 3 ind,
est 14; 1 ind, est 15; 1 ind est 21.

Distribucion global. Atlantico
norte: Cuba, golfo de México, Irlanda,
islas Canarias. Atlantico sur: Brasil,
aguas oceanicas entre América y
Africa, golfo de Guinea, Sudafrica.
Pacifico norte: Panama. Pacifico sur:
Nueva Zelanda. Océano Indico: mar
Arabigo. Antartica: mar de Davis
(Thurston, 1976b; Vinogradov, 1999;
Bellan-Santini & Costello, 2001;
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Lalana et al. 2005; De Broyer et al.
2007; Miloslavich et al. 2010; GBIF.
org, 2020; OBIS, 2020; Violante-
Huerta et al. 2020).

Discusion taxonomica. Especie
tipo del género monotipico Stenopleu-
ra (Horton et al. 2020). Stenopleura
atlantica se caracteriza por poseer el
margen distal del telson con incisio-
nes, formando un margen tridentado,
lo que la diferencia del género Ca-
lliopus, cuyo margen distal del telson
es redondo (Barnard, 1964).

Comentarios generales. Steno-
pleura atlantica es comin en aguas
de la zona epipelagica de los océanos,
especialmente del Atlantico (OBIS,
2020), sin embargo, la especie se ha
observado en aguas de la zona meso-
pelagica hasta los 1 000 m de profun-
didad en el Atlantico norte (Thurston,
1976b; Violante-Huerta et al. 2020).
Stenopleura atlantica prefiere habi-
tar aguas por encima de los 200 m de
profundidad, debido a que, aparente-
mente, es la zona con las condiciones
hidrologicas dptimas para su reproduc-
cion (Thurston, 1976b; Violante-Huer-
ta et al. 2020).

CONCLUSION

Elregistro de 13 especies de anfi-
podos pelagicos en las aguas ocednicas
del Pacifico de Costa Rica contribuye
al conocimiento de la diversidad de
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este importante grupo, para el pais y
el Pacifico este tropical. La lista ac-
tualizada de anfipodos peldgicos del
Pacifico costarricense ahora es de 54
especies, lo que sugiere la necesidad
de realizar mas estudios al respecto,
con miras a mejorar el conocimiento
de la fauna marina de la region.
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No se incluiran notas al pie de pagina o anexos, inicamente se incluira el

material complementario cuando sea indispensable.

b)
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Estructura general del Articulo Cientifico

Titulo del articulo: Centrado, en negrita, en espafiol e inglés, mayuscula y
letra tamafio 14. Se debe dejar un espacio sencillo entre el titulo y los autores.

Autor (es): Letra Times New Roman 11. Nombre y apellidos en cursiva,
justificado e indicando la filiacion institucional (utilizar superindices con
numeros), lugar de trabajo o direccion fisica, y correo electronico. Se debe
indicar la filiacién de todos los autores, anotando quién es el autor encar-
gado de la correspondencia, y marcandolo con un asterisco. Se debe dejar
un espacio sencillo entre el (los) autor (es) y el Resumen.

Los titulos de las secciones deben colocarse en el margen izquierdo (IN-
TRODUCCION, MATERIALES Y METODOS, RESULTADOS,
DISCUSION, AGRADECIMIENTOS Y BIBLIOGRAFIA). Los titu-
los de las secciones deben escribirse utilizando mayusculas y negrita, y
dejando un espacio para comenzar el texto. No debe haber espacio entre
parrafos de una misma seccion.

Resumen: Cada articulo debera estar precedido por un resumen en espaiol
y en inglés. Cada resumen no debe exceder las 250 palabras.

Palabras claves: A cada uno de los resimenes le seguirdn las palabras
claves (maximo cinco) representativas del contenido del articulo.

Introduccion: Debe explicar la finalidad del articulo, y plantear y justificar el
problema de investigacion. Ademas, debe incluir informacion especifica sobre
antecedentes del tema en estudio, asi como el estado del tema a abordar.

Materiales y Métodos: Se presenta la metodologia empleada y toda la in-
formacion necesaria para que el trabajo sea repetible. Se puede también
sustentar la seleccion de los métodos empleados.

Resultados: Se presentan en forma de texto. Se pueden incluir los datos
utilizando cuadros y figuras (cuando se requiera). Los cuadros y las figuras
deberan ser numerados consecutivamente, y contar con titulos apropiados al
contenido (en espafiol e inglés); no se deberan usar negritas, y se acentuaran
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tanto las minusculas como las maytsculas. Se deber4 citar el origen de los
datos que contienen, y deberdn estar mencionados en el texto. No deben
incluirse datos o ilustraciones que no tengan relacion con el texto.

Titulo de Cuadros: Deben ser escritos a doble espacio; se deben evitar las
lineas verticales, y utilizar lineas horizontales inicamente cuando separen
campos de informacion (encabezados, subencabezados, campos inferiores
o intermedios independientes tales como subtotales). El titulo debe colo-
carse en la parte superior del cuadro, en minuscula y sin negrita.

Titulo de Figuras: Deben ser escritos a doble espacio. El titulo debe colo-
carse en la parte inferior de la figura, en mintscula y sin negrita.

Los cuadros y figuras deberan enviarse con una reduccion apropiada (has-
ta 60%), y sus elementos deberadn tener el tamafio necesario para permitir
su facil lectura; el tamafio de las letras y el grosor de las lineas deben
serlos apropiados para que sean visibles y claras cuando se efectiie una
reduccion. La tipografia ya reducida no debera ser menor de 8 puntos. Es
posible incluir en el manuscrito dibujos y/o fotografias; en el caso de las
fotografias, la revista asumira el costo de publicar las en blanco y negro;
en caso contrario, el autor debera asumir los costos.

Formato de las imagenes: El autor debe preparar sus figuras y cuadros
muy cuidadosamente, ya que suelen ser la causa de atrasos en la revision
de los manuscritos y en el proceso de diagramacion. Independientemen-
te de la aplicacion utilizada, cuando se incluyan iméagenes o cuadros de
forma electronica, se deben guardar o convertir las imagenes a uno de los
siguientes formatos:

EPS: Dibujos vectoriales. Se debe incrustar la fuente o guardar el texto
como graficos.

TIFF: Fotografias en color o en escala de grises (semi-tonos); siempre usar
un minimo de 300 dpi.

TIFF: Dibujos de mapas de bits; se debe usar un minimo de 1000 dpi.
TIFF: Combinaciones de linea de mapa de bits / medio tono (color o escala
de grises); es necesario el uso de un minimo de 500 dpi.

DOC, XLS o PPT: Si las imégenes o los cuadros fueron creados en cuales
quiera de estas aplicaciones de Microsoft Office®, debe de indicarlo.

Los cuadros y figuras deben entregarse por separado.
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Discusion. El autor debera discutir los resultados mas relevantes haciendo
uso de las referencias pertinentes y actualizadas. Es permitida una sola
seccion de Resultados y Discusion

Conclusiones: Toda conclusion debe estar sustentada con los datos presen-
tados y discutidos, y en estricta consonancia con el proposito del articulo.
Cuando se trata de una sintesis de los descubrimientos, en esta seccidn se
pueden incluir propuestas, a criterio del autor.

Agradecimientos: Deben reflejar una apreciacion auténtica hacia quienes
han colaborado en la investigacion.

Bibliografia: Las referencias bibliograficas deben ajustarse a lo estableci-
do en las normas de la “American Psychological Association (APA), dis-
ponibles en el vinculo de la pagina de la revista (www.una.ac.cr/revmar).

Publicaciones periodicas. Las publicaciones periddicas son aquellas que
aparecen con cierta regularidad: diarios, revistas, boletines ilustrados y
otros semejantes. El formato requerido es el siguiente:

Autor, A. A., Autor, E. E. & Autor, C. C. (Afio de publicacion). Titulo del
articulo. Titulo de la revista cientifica en cursiva y correctamente
abreviado segun las normas de la ISI, Volumen (nimero entre parén-
tesis), pagina inicial y final separadas por un guion.

Tomasko, D. A. & Lapointe, B. E. (1991). Productivity and biomass of
Thalassia testudinum as related to water column nutrient availabili-
ty and epiphyte levels: field observations and experimental studies.
Mar. Ecol. Prog. Ser., 75(3), 9-17.

Publicaciones no periddicas. Las publicaciones no periddicas son las que se
publican por separado: libros, informes, folletos, ciertas monografias, ma-
nuales y medios audiovisuales. Los formatos requeridos son los siguientes:

Autor, A. A. (Ao de publicacion). Titulo del trabajo. Localidad: Editorial.

Libro:
Robinson, D. N. (1992). Social discourse and moral judgment. San Diego,
CA, EE.UU.: Academic Press.
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Capitulo de libro:

O’Neil, J. M. & Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys;
Metaphor for healing, transition, and transformation. En E. R. Wain-
rib (Ed.), Gender issues across the life cycle (pp. 107-123). New
York, EE.UU.: Springer.

Memoria de congreso:

Gonzalez, R., Calvo, A., Benavides, G. & Casullo, M. (1998, noviembre). Eva-
luacion de la conducta social de Aratus pisonii. Ponencia presentada
en el Congreso Latinoamericano de Carcinologia, Salamanca, Espafia.

Pagina Web:

Dewey, R. A. (2002). La torsion en los gastropodos: una revision. Recu-
perado en enero 25, 2003, disponible en http://www.gpa.orljoumal-
sljacobson.html

Articulo de revista electronica:

Jacobson, J. W., Mulick, J. A. & Schwartz, A. A. (1995). A history of
facilitated communication: Science, pseudoscience, and antiscien-
ce: Science working group on facilitated communication. American
Psychologist, 50, 750-765. Recuperado en enero 25, 1996, disponi-

ble en http://www.gpa.orljoumalsljacobson.html

Procedente de una base de datos en CD-ROM:

Schneiderman, R. A. (1997). Librarians can make sense of the Net. San Anto-
nio Business Journal, 11(3). Recuperado en enero 27, 1999. De la base
de datos EBSCO (Masterfile), disponible en http://www.ebsco.com

Tesis:

Wilfley, D. E. (1989). Interpersonal analysis of bulimia: Normal-weight
and obese. Tesis de doctorado no publicada, University of Missouri,
Columbia.

Comunicaciones no publicadas: No deben ser incluidas en las referencias,
solo se nombran en el texto del trabajo. Es necesario incluir al lado de la cita la
persona que suministra la informacion, el medio y la fecha. Ej.: “La coloracion
de A. similis varia con los periodos de lluvia” (C. Fonseca, comunicacion perso-
nal, Junio 29, 2000).
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Estructura general de la Nota Cientifica:

Se utilizan los mismos criterios que para el Articulo Cientifico en lo que res-

pecta al Titulo del articulo, Autor (es), Resumen, Abstract y Palabras claves. Sin
embargo, para las notas cientificas cada resumen no debera exceder las 70 palabras.

d)

Los titulos de las secciones deben colocarse en el margen izquierdo (IN-
TRODUCCION, MATERIALES Y METODOS, RESULTADOS,
DISCUSION, AGRADECIMIENTOS Y BIBLIOGRAFIA). Los titu-
los de las secciones deben escribirse utilizando mayusculas y negrita, y
dejando un espacio para comenzar el texto. No debe haber espacio entre
parrafos de una misma seccion.

Introduccion: Enmarcar sucintamente el problema a resolver y el objetivo
con un sustento teodrico. El texto debera escribirse de manera continua y
sin espacio entre parrafos.

Cuadros y Figuras: Deberan seguir el mismo formato que en los articulos
cientificos.

Agradecimientos: Se pondran como ultimo parrafo, sin encabezado. Los
nombres “oficiales” no se deben traducir.

Bibliografia: Debera seguir el mismo formato que en los articulos cientificos.

Estructura general de una Resefia Bibliografica:

Plantea una revision bibliografica de un determinado ambito de estudio

relacionado con la tematica que la revista. Puede repasar los expositores mas re-
levantes, sus ideas principales y sus aportes. Puede hacer anélisis y comentarios
basados en afirmaciones objetivas y sustentadas.

104

Partes del articulo de revision bibliogrdfica

= Titulo (en espafol e inglés).
. Filiacion.
= Palabras claves (en espafiol e inglés).
= Resumen (en espaiiol e inglés). En este apartado debe incluir:
. Plantea el objetivo del estudio.
. Expone la tematica que aborda y su trascendencia.
. Especifica los periodos o etapas de la informacion bibliografi-

ca objeto del anélisis.
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. Presenta los principales criterios para analizar la informacion
bibliografica tratada.

. Presenta los principales hallazgos, conclusiones.

. Presenta las principales aplicaciones, implicaciones o reco-
mendaciones.

. Incorpora la informacion necesaria que oriente al lector/a a

identificar del contenido basico del escrito de forma rapida y
a determinar su relevancia. Es autosuficiente semanticamente.

= Introduccidn (plantea el objetivo o problematica que motivo la revi-
sion y los criterios de organizacion del discurso).
. Desarrollo: especifica el analisis bibliografico - Conclusiones o dis-

cusiones y pendientes.

e) Etapas que siguen los manuscritos:

1. Frecuencia de publicacion

La publicacion de la REVMAR es semestral, en un volumen con la pu-
blicacion del primer nimero del 01 enero - 30 junio y el segundo nimero del 01

julio - 31 diciembre

2. Fecha de recepcion de articulos

La recepcion de articulos permanecera abierta todo el afio.

3. Forma de entrega

La primera version del manuscrito puede ser enviada en forma digital via
Internet, junto con la carta de originalidad y cesion de derechos de autor adjunto
debidamente llenado y firmado por todos las personas autoras, utilizando los co-
rreos: revmar(@una.cr o reveienmarycos@gmail.com. Alternativamente puede
ser enviada via correo postal a las siguientes direcciones:

Licda. Nidya Cecilia Nova Bustos
Editora

Revista Ciencias Marinas y Costeras
Maestria en Ciencias Marinas y Costeras
Universidad Nacional

Apartado Postal 86-3000

Costa Rica

M. Sc. Luis Villalobos Chacén

Director

Revista Ciencias Marinas y Costeras
Maestria en Ciencias Marinas y Costeras
Universidad Nacional

Apartado Postal 86-3000

Costa Rica
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El contenido de la Carta de originalidad y cesion de derechos de autor

1. El articulo es original e inédito: esto es, constituye una produccion intelectual propia de
la(s) persona(s) arriba indicada(s) y no ha sido divulgado a terceros(as) de forma publica,
por ningtin medio de difusion impreso o digital.

2. El articulo no ha sido postulado simultaneamente para su publicacion ante otra revista
impresa, electronica ni en ningun otro medio escrito u 6rgano editorial. En caso de
que antes hubiere sido sometido a evaluacion de otra revista, se debe explicar la causa
por la que no se acepto, e indicar el correo electronico de la revista a que fue sometido
originalmente.

3. El autor (es) no ha(n) suscrito con anterioridad ante terceros contratos de cesion de
derechos patrimoniales o licencias de uso en relacion con los derechos de propiedad
intelectual que ostentan sobre el articulo postulado que les impida cederlos por medio
de este acto.

4. En caso de articulos elaborados como obras en colaboracion —bien se trate de obras
en las que los autores(as) tienen el mismo grado de participacion o aquellas en las
que existe una persona autora principal y una o varias personas autoras secundarias—,
todos(as) ellos(as) han contribuido intelectualmente en la elaboracion del documento.

5. En caso de articulos elaborados como obras en colaboracion (segun se especificod en
el punto 4), en relacion con el reconocimiento que se realiza respecto de los niveles
de participacion asignados por los(as) autores(as) del articulo, estos(as) liberan de
responsabilidad a la Revista Ciencias Marinas y Costeras.

6. En caso de articulos elaborados como obras en colaboracion, todos(as) los(as) au-
tores(as) han leido y aprobado el manuscrito postulado. En este entendido, los(as)
autores(as) abajo firmantes designamos a como
encargado(a) de recibir correspondencia y con autoridad suficiente para representar,
en condicion de agente autorizado(a) a los demas autores(as). Denominado autor co-
rrespondencia.

7. Reconoce(n) que la Revista no comparte necesariamente las afirmaciones que en el
articulo se plantean.

8. Manifiesta(n) que todos los datos de citas dentro de texto y sus respectivas referen-
cias tienen la fuente y el crédito debidamente identificados.

9. Aporta(n) los permisos o autorizaciones de quienes poseen los derechos patrimoniales
para el uso de tablas y figuras (ilustraciones, fotografias, dibujos, mapas, esquemas u
otros) en el escrito.

10. En caso de que el articulo postulado sea aceptado para su publicacion, permite(n) la
cesion GRATUITA, EXCLUSIVA, DE AMBITO MUNDIAL Y POR PLAZO IN-
DEFINIDO de su(s) derecho(s) patrimonial(es) de autoria a la Universidad Nacional
(Costa Rica), lo que implica lo siguiente:

a. La edicion grafica y de estilo de la obra o parte de esta.

b. La publicacion y reproduccion integra de la obra o parte de esta, tanto por medios
impresos como electronicos, incluyendo Internet y cualquier otra tecnologia co-
nocida o por conocer.

c. La traduccion a cualquier idioma o dialecto de la obra o parte de esta.
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d. Laadaptacion de la obra a formatos de lectura, sonido, voz y cualquier otra repre-
sentacion o mecanismo técnico disponible, que posibilite su acceso para personas
no videntes parcial o totalmente, o con alguna otra forma de capacidades especia-
les que les impida su acceso a la lectura convencional del articulo.

e. La distribucion y puesta a disposicion de la obra al publico, de tal forma que el
publico pueda tener acceso a ellas desde el momento y lugar que cada quien elija,
a través de los mecanismos fisicos o electronicos de que disponga.

f. Que la obra sea distribuida a través de la licencia Creative Commons BY- NC-SA
version 4.0, lo que implica la posibilidad de que los lectores puedan de forma gra-
tuita descargar, almacenar, copiar, generen obras derivadas y distribuir la version
final aprobada y publicada (post print) del articulo, siempre y cuando se realice sin
fines comerciales, y se mencione la fuente y autoria de la obra.

g. Cualquier otra forma de utilizacion, proceso o sistema conocido o por conocerse
que se relacione con las actividades y fines editoriales a los cuales se vincula la
Revista.

11. Derechos de reutilizacion: A su vez, la UNA les concede a los AUTORES el derecho
de reutilizar para cualquier propoésito y poder publicar en internet o cualquier sitio
electronico, la version final aprobada y publicada (post print) del articulo, siempre y
cuando se realice sin fines de lucro.

12. Acepta(n) que, con su colaboracion, el articulo presentado sea ajustado por el equipo
de edicion de la Revista, a las “Instrucciones para autores/as” previamente estable-
cidas y publicadas en el sitio web oficial de la Revista (http://www.revistas.una.ac.cr/
index.php/revmar); en cuanto a procedimientos, formato, correccion, edicion, publi-
cacion, duracion del proceso editorial y otros requerimientos solicitados en dichas
normas.

13. Aceptan, que la revista se reservara el derecho de retirar, o bloquear en forma expedita
el acceso a las publicaciones almacenadas en sus plataformas virtuales al momento de
obtener conocimiento efectivo de una denuncia interpuesta por un tercero por presun-
ta infraccion de sus derechos de autor.

14. De conformidad con la Ley N° 8968, ley de proteccion de la persona frente al tra-
tamiento de sus datos personales, el AUTOR consiente en facilitarle a la Revista un
correo electronico de contacto, asi como los datos personales necesarios para la iden-
tificacion de la autoria del articulo: . A su vez,
autorizan a la Revista a publicar junto con el articulo, los datos personales necesarios
(nombre y apellidos, institucion, ciudad/pais, correo y el nimero ORCID). Cualquier
otro dato personal distinto al indicado anteriormente, sera resguardado por la Revista
con absoluta confidencialidad y no podra ser divulgado ni transferido a terceros sin
consentimiento del AUTOR.

15. Admiten(n) que la postulacion y posible publicacion del articulo en la Revista Cien-
cias Marinas y Costeras se regira por las politicas editoriales de esta, la normativa
institucional de la Universidad Nacional y la legislacion de la Republica de Costa
Rica. Adicionalmente, que en caso de cualquier eventual diferencia de criterio o dis-
puta futura, esta se dirimira de acuerdo con los mecanismos de Resolucion Alterna

de Conflictos y la Jurisdiccion Costarricense.
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Los articulos aceptados por la Revista Ciencias Marinas y Costeras pasan
a ser propiedad de esta, respetandose los derechos de autor y produccion corres-
pondientes. No se devolveran los originales.

4. Sistema de arbitraje

Los manuscritos que cumplan con los objetivos tematicos de la revista y se
ajusten al formato indicado seran enviados a al menos dos evaluadores externos,
quienes revisaran el documento siguiendo la metodologia de “doble ciego” y haran
las recomendaciones para mejorarlos o los calificaran como inaceptables. El comi-
té editorial devolverd al autor las observaciones recibidas por parte de los evalua-
dores. Si el articulo es aceptado, pero sujeto a modificaciones, se le dara un plazo
definido al autor para realizarlas y volver a someter a consideracion el manuscrito.

5. Pruebas y reimpresos

Luego del proceso de correccion, edicion y aceptacion final del manuscri-
to, el autor recibira la prueba final de digital, por via electronica y en formato
PDF antes de la publicacion del articulo. Por lo anterior, los autores seran los
responsables de la revision final, efectuando los cambios minimos necesarios, y
corrigiendo los errores de digitalizacién que puedan existir. Los autores deberan
devolver la prueba de galera en un plazo maximo de una semana a partir de su
fecha de recepcion. El retraso en la devolucion de las pruebas podria implicar la
publicacion del trabajo sin las correcciones del autor.

Titulo del articulo: en espaiol e inglés. Centrado, en
negrita, mayuscula, letra Times New Roman 14, doble

espacio.

EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE

ESCHERICHIA COLI EN CRASSOSTREA GIGAS...
EVALUATION OF ESCHERICHIA COLI
CONCENTRATIONS IN CRASSOSTREA GIGAS ...

‘ Se debe dejar un espacio sencillo entre el titulo y los autores ‘
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Autor (es): Nombre y apellidos en cursiva, letra Times
New Roman 11, doble espacio, justificado.

7
Luis A. Vega Corrales'y Carolina Marin Vindas'.

"Estacion de Biologia Marina Juan Bertoglia Richards, Universidad Nacional,

Costa Rica. luis.vega.corrales@una.cr®
A

Indicar el correo electronico del autor encargado de la
correspondencia. Marcar con un asterisco.

Dejar un espacio sencillo entre el (los) autor (es) y el Resumen

Titulos de seccion (Resumen, Introduccion, Materiales y Métodos, Re-
sultados, Discusion, Agradecimientos, Bibliografia): margen izquier-
do, en negrita, mayuscula, letra Times New Roman 14.

RESUMEN

Costa Rica no cuenta con referencias sobre la calidad sanitaria de las zonas de
cultivo de Crassostrea gigas y esto puede representar un riesgo para la salud

ublica...
P N

Resumen: en espafiol e inglés. Letra Times New Roman
10, justificado, espacio sencillo. Extensiéon maxima: 250
palabras

Subtitulo de palabras claves: en negrita, letra Times New Roman 11.
Minimo y maximo 5 palabras claves, asi lo estan exigiendo las bases de datos

L

Palabras claves: Contaminacion marina, maricultura, Escherichia coli,Cras-
sostrea gigas,Costa Rica.

ABSTRACT
Costa Rica does not have references on health quality of harvesting zones of
Crassostrea gigas, which can pose a potential public health risk...

Keywords: Marine pollution, mariculture, Escherichia coli, Crassostrea gigas,
Costa Rica.
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INTRODUCCION
Los ecosistemas marinos son vulnerables a la contaminacion antropogé-
nica. Segun Halpern et al. (2008), no existen zonas marino costeras que no estén
impactadas por la influencia humana...

Texto: letra Times New Roman 12, doble espacio, justificado. Se
acentuaran tanto las minusculas como las mayusculas. Cada parrafo
con sangria inicial de 5 caracteres. No deben haber espacios entre
parrafos de una misma seccion.

...Estudios recientes han demostrado que las con¢ ~Cita para publicaciones de
las zonas de cultivo de moluscos bivalvos dependen, emlvabgtg{;r]/ravcv—
res, de las condiciones climatoldgicas y estacionales del area (Peterson, 1960;
CITES, 2011; Campos et al. 2013b; Derolez et al. 2013; Lee & Silk, 2013; Mig-

nani et al. 2013). P yd
yd Cita para diferentes publicaciones Cita para publicacio-
. . del mismo autor y afio. nes de 2 autores.
Cita para publicaciones de

mas de 2 autores.

MATERIALES Y METODOS

Se evalud la contaminacion por E. coli en las zonas de cultivo de ostras
dePunta Cuchillo (9°49° 48” Ny 84°52°48” O) y de Punta Morales (10°4’ 84 N
y 84°58” 37 O), ubicadas en el Golfo de Nicoya, Costa Rica (Fig. 1).

‘ Los cuadros y figuras deben entregarse por sepa%

Las cifras decimales deben indicarse con
punto y no con coma.

Para la fase presuntiva se inod .6 cada serie de cinco tubos de Lauryl Tryp-
tose Broth (BD®) con 10, 1 y 0.1 mL de la muestra de agua... Para las muestras
de ostras se homogeneizaron 25 g de carne y liquido intravalvar en 225 mL
de Buffered Peptone Water (BD®). A partir de esta mezcla se prepararon las
diluciones 1:100 y 1:1 000. De cada dilucion se inocularon 5 tubos de Lauryl
Tryptose Broth.

Los miles deben indicarse con un espacio.

Las abreviaturas utilizadas deben ajustarse al Sistema Internacional de
Unidades (m, km, g, mg, %, PSU, °C).
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Se utilizan letras para di-

BIBLIOGRAFiA ferenciar publicaciones del

Utilizar &

mismo autor y afio.

Campos, C. J. A., Acornley, R., Morgan, O. C. & Kershaw, S. (2013a). Trends in
the levels of Escherichia coli in commercially harvested bivalve shellfish
from England and Wales, 1999-2008. Mar. Pollut. Bull., 67(1-2), 223-227.
Campos, C. J. A., Kershaw, S. R. & Lee, R. J. (2013b). En”‘tonmental influences

on faecal indicator orgar| Publicaciones periddicas: Volumen de la Revista en cursiva.

bivalve shellfish. Estuari El nimero de la Revista entre paréntesis. No debe haber

espacio entre el volumen y el numero. Paginas iniciales y
finales separadas por un guion.

Clesceri, L. S., Greenberg, A. E. & Trussell, R. R. (1989). Standard methods for
the examination of water and wastewater (17th ed.). Washington, EE:UU.:
American Publie 1/ intion, American Watar Wo intion,

W Publicaciones no periodicas: Titulo n Publicaciones no periodicas:
del libro en cursiva. ’ Localidad: Editorial.

Cuando son mas de 7 autores, se enuncian los primeros 6 autores
seguido de “...” y luego se escribe el ultimo autor

Halpern, B. S., Walbridge, S., Selkoe, K. A., Kappel, C. V, Micheli, F., D’ Agro-
sa, C., ... Watson, R. (2008). A global map of human impact on marine
ecosystems. Science, 319, 948-952.

Organizacion

IMN. Instituto Meteoroldgico Nacional. (2014). Clima en Costa Rica. Instituto
Meteorolégico Nacional de Costa Rica. Recovered its in 22 january 2014,
retrieved from http://www.imn.ac.cr/educacion/CLIMA DE COSTA RICA html

CITES. (2011). The CITES species. Convention on International Trade in En-
dangered Species of Wild Fauna and Flora. Ginebra, Suiza. Recuperado el
21 de septiembre, 2011, disponible en www.cites.org/eng/disc/species.php
R Core Team. (2013). R: A language and environment for statistical com-

puting. Viena, Austria: R Foundation for Statistical Computing. Re-
trieved from http://www.R-project.org/

Pagina web: Recuperado en:
Pagina web: Disponible en:
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CUADROS Y FIGURAS

Cuadros deben ser numerados consecutivamente.

Los cuadros y figuras deberan enviarse con una reduccion apropiada (hasta 60%), y sus
elementos deberan tener el tamaflo necesario para permitir su facil lectura; el tamafio de
las letras y el grosor de las lineas deben ser los apropiados para que sean visibles y claras
cuando se efectue una reduccion. La tipografia ya reducida no debera ser menor de 8 puntos.
Es posible incluir en el manuscrito dibujos y/o fotografias; en el caso de las fotografias, la
revista asumira el costo de publicar las en blanco y negro; en caso contrario, el autor debera
asumir los costos.

Cuadro 1. Criterios de clasificacion de zonas de produccion de moluscos bivalvos
con base en muestras de agua de mar

Table 1. Shellfish harvesting zones classification criteria based in seawater
samples

Titulo de cuadro: En espafiol e inglés. Debe colocarse en la parte superior del cuadro, en minus-
cula y sin negrita. Letra Times New Roman 11, doble espacio, justificado.

Evitar lineas verticales. Utilizar lineas horizontales unicamente cuando separen campos de
informacion (encabezados, subencabezados, campos inferiores

Cate-gory-of Faecal coliforms (MPN 100 mL") Treatment required
classification
Geometric mean 90% compliance
Approved areas <14 <43 None.

No sanitary survey or conditions for ap-

Prohibited areas .
proved/restricted areas not met.

Harvesting not permitted.

Reference: Lee ef al. (2008)

Se debe indicar el origen de los datos.
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Daily precipitation
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Fig. 3. Precipitacion diaria (mm) y salinidad (UPS) y temperatura (°C) mensual
registradas de julio de 2011 ajunio de 2012 en las zonas de cultivo de Crassostrea
gigas de Punta Cuchillo y de Punta Morales, Golfo de Nicoya, Costa Rica.
Se representan la estacion seca, la estacion lluviosa y los meses de transicion
establecidos para la zona de estudio por el Instituto Meteoroldgico de Costa
Rica. Fuente precipitacion: Instituto Meteoroldgico Nacional de Costa Rica
Fig. 3. Daily precipitation (mm) and salinity (PSU) and temperature (°C)
registered monthly from July 2011 to June 2012 in the Crassostrea gigas
harvesting zones of Punta Cuchillo and Punta Morales, Gulf of Nicoya, Costa
Rica. Itrepresented dry season, rainy season and the transition months established
for the study zone by the Meteorological Institute of Costa Rica. Precipitation
source: Meteorological Institute of Costa Rica

Titulo de figura: En espanol e inglés. Debe colocarse en la parte inferior de la
figura, en mindscula y sin negrita. Letra Times New Roman 11, doble espacio,
justificado.
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INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

The Journal of Marine and Coastal Sciences 1s an annual scientific journal
published by the Master’s Program in Marine and Coastal Sciences (School of
Biological Sciences, Universidad Nacional, Costa Rica), including:

- Scientific articles (original and unpublished)
- Scientific notes (short communications) and
- Literature reviews

The Editorial Committee requires authors to follow these instructions:

a)  General format

Language: English or Spanish, abstract in both languages.
Fonts: Headings of sections: Times New Roman 14 pts.
Text: Times New Roman 12 pts.
Titles of figures and tables, name of authors and key-
words: Times New Roman 11 pts.
Abstract and resumen: Times New Roman 10 pts.

Text: Double-spaced; indent paragraphs 5 spaces, except for
resumen and abstract.

Maximum length:  Scientific articles: 25 pages maximum including figures
and tables. Longer articles will only be accepted upon
justification submitted to the Editorial Committee.
Scientific notes: 6 pages maximum.

Reviews: 25 pages maximum.

Margins: Top: 3 cm
Bottom: 2.5 cm
Left: 3 cm
Right: 2.5 cm

Abbreviations shall be used according to the International Unit System (m,
km, g, mg, %, PSU, °C). Use period for decimals instead of comma.
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Do not include footnotes or appendices. Additional material may be

included only if indispensable.

b)

116

General structure for a scientific paper

Title of the article: Centered, bold, both in English and in Spanish, capital
letters, 14 pts. Leave a single space between the title and the authors.

Author(s): Times New Roman 11pts. Write first and last names in italics,
justificy text and indicate institutional affiliation (use superscript numbers),
place of work or physical address and e-mail. Include affiliation of all
authors; mark corresponding author with an asterisk. Leave a single space
between the author(s) and the abstract.

Titles of sections must be aligned to the left, in capital letters and in bold
(INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS, RESULTS,
DISCUSSION, CONCLUSION, ACKNOWLEDGEMENTS AND
BIBLIOGRAPHY). Use a single space before the text. Do not leave
spaces between paragraphs of the same section.

Abstract: Each article will be preceded by the abstracts in English and
Spanish, each one not exceeding 250 words.

Keywords: Each abstract will be followed by keywords (five words max.)
representing the article content.

Introduction: The purpose of the article and the research problem reasoning
shall be explained here. Specific information on the background of the
study and the state of the art shall be included as well.

Materials and methods: The methodology used and all the necessary
information to repeat the work shall be included here. The reasons
regarding selected methods may also be explained in this section.

Results: Results will be presented in a text format. Data may be included in
tables and figures (when required). Tables and figures shall be consecutively
numbered and identified with titles according to the content (in English
and Spanish); do not use bold; use accent marks over small as well as
capital letters in Spanish. All data sources shall be cited and included in
the text. Do not include information or illustrations unrelated to the text.
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Titles of tables: Double-spaced; avoid vertical lines and use horizontal lines
only to separate information fields (headings, sub-headings, independent
spaces in the middle or at the bottom such as subtotals). Titles must be in
the upper section of the table, in small letters and in bold.

Titles of figures: Double-spaced; Title must be at the bottom of the figure,
in small letters and in bold.

Tables and figures should be reduced as appropriate (no more than 60%);
the elements in the tables and figures should have the appropriate size
for easy reading. Choose the appropriate font size and line-width to keep
the letters clear and visible even after a reduction. Reduced fonts shall
not be less than 8 pts. Drawings and/or photographs may be included in
the manuscript: photographs will be published by the journal in black and
white at no cost; in any other case, the author will cover the costs.

Image formatting: Figures and tables must be prepared carefully to
avoid any delays in the manuscript editing and the diagramming process.
Regardless of the application used, when images or tables are included
electronically, save or convert them using the following formats:

EPS: Vector drawings. Insert the source reference or safe the text as
graphics.

TIFF: Color or grayscale photographs, always use 300 dpi minimum.
TIFF: For bitmap images, use 1000 dpi minimum.

TIFF: For combinations of bitmap/half tone (color or grayscale) use 500
dpi minimum.

DOC, XLS or PPT: Indicate if images or tables were created in Microsoft
Office®.

Tables and figures shall be submitted separately.

. Discussion: The author will discuss the most relevant results, using
pertinent and updated references. Only one Results and Discussion
section is allowed.

. Conclusions: All conclusions shall be based on the data presented
and discussed. Conclusions shall strictly agree with the purpose of
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the article. If the article is a synthesis of findings, proposals may be
included in this section, at the author’s discretion.

. Acknowledgements: This section must reflect an authentic
appreciation to the research collaborators.

. Bibliography: Bibliographic references shall follow the guidelines
of the American Psychological Association (APA), available at the
Journal’s Website (www.una.ac.cr/revmar).

Periodicals: Periodicals are regular publications: journals, newspapers,

illustrated bulletins, etc. The format required is as follows:

Author, A. A., Author, E. E. & Author, C. C. (Year of publication). Title
of the article. Title of the scientific journal in italics and correctly
abbreviated according to the ISI standards, Volume (number in
parenthesis), initial and final pages separated by a hyphen.

Tomasko, D. A. & Lapointe, B. E. (1991). Productivity and biomass of
Thalassia testudinum as related to water column nutrient availability
and epiphyte levels: field observations and experimental studies.
Mar. Ecol. Prog. Ser., 75(3), 9-17.

Non-periodical publications: Non-periodical publications are those

published separately: books, reports, booklets, some monographies,

manuals and audiovisual media. Follow this format:

Author, A. A. (Year of publication). Title of the work. Place: Publishing
house.

Book
Robinson, D. N. (1992). Social discourse and moral judgment. San Diego,
CA, USA: Academic Press.

Chapter of a book

O’Neil, J. M. & Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys;
Metaphor for healing, transition, and transformation. In E. R. Wain-
rib (Ed.), Gender issues across the life cycle (pp. 107-123). New
York, USA: Springer.
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Conference proceedings

Gonziélez, R., Calvo, A., Benavides, G. & Casullo, M. (1998, November).
Evaluacion de la conducta social de Aratus pisonii. Paper presented
in the Congreso Latioamericano de Carcinologia, Salamanca, Spain.

Web page

Dewey, R. A. (2002). La torsion en los gastropodos: una revision.
Retrieved on January 25, 2003 available at http://www.gpa.
orljoumalsljacobson.html

Article in an electronic journal

Jacobson, J. W., Mulick, J. A. & Schwartz, A. A. (1995). A history of
facilitated communication: Science, pseudoscience, and antiscience:
Science working group on facilitated communication. American
Psychologist, 50, 750-765. Retrieved on January 25, 1996, available
at http://www.gpa.orljoumalsljacobson.html

From a database on CD-ROM

Schneiderman, R. A. (1997). Librarians can make sense of the Net. San
Antonio Business Journal, 11(3). Retrieved on January 27, 1999.
From the EBSCO database (Masterfile), available at http://www.
ebsco.com

Thesis
Wilfley, D. E. (1989). Interpersonal analysis of bulimia: Normal-weight and
obese. Unpublished doctoral thesis, University of Missouri, Columbia.

Unpublished communications: Unpublished communications will not be
included in the references; they will only be mentioned in the text. Include the
name of the person who provides the information, media and date. Ej.: “La co-
loracion de A. similis varia con los periodos de lluvia” (C. Fonseca, personal
communication, June 29, 2000).

c¢)  General structure for a scientific note
Apply the same criteria used for the scientific article regarding Title of the

article, author(s), abstract and resumen and keywords, except for the number of
words in the abstract (70 words max).
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REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS Instructions for authors

Titles of sections must be on the left margin (INTRODUCTION,
MATERIALS AND METHODS, RESULTS, DISCUSSION,
ACKNOWLEDGEMENTS AND BIBLIOGRAPHY). The titles of
sections shall be in capital letters and in bold. Leave a space to start the
text. Do not leave spaces between paragraphs of the same section.

Introduction: Explain, clearly and concisely, the problem to be resolved
and the objective with a theoretical base. The text should be continuous,
not leaving spaces between paragraphs.

Tables and figures: Same format as the scientific articles.

Acknowledgements: This section will be included as the last paragraph,
with no heading. “Official” names should not be translated.

Bibliography: Same format as the scientific articles.

General structure for a literature review

This type of article includes literature reviews of a specific field of study

related to the theme of the Journal. Authors may review the most relevant
exponents, their main ideas and contributions, as well as conduct analyses and
make comments based on sustained objective statements.

120

Elements of a literature review article

. Title (in English and Spanish).

. Affiliation.

. Keywords (in English and Spanish).

. Abstract (in English and Spanish). Include the following in this section:
. Objective of the study.

. Topic addressed and its significance.

. Periods or stages of the bibliographic information consulted in
the analysis.

. Main criteria for analyzing the bibliographic information
consulted.

. Main findings and conclusions.

. Main applications, implications and recommendations.

. Necessary information that would help the reader quickly
identify the basic content of the paper and its relevance. The
paper is semantically self-sufficient.
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. Introduction: Establishes the objective or problem that motivated
the review and includes the paper’s organization criteria.

. Development: Specifies the bibliographic analysis

. Conclusions or discussions and pending matters.

e)  Manuscript stages

1. Receiving date

Articles will be received throughout the year; however, the due date will
be March 30th of each year to guarantee that the publication will appear on the
volume of the corresponding year.

2. Delivery

The first version of the manuscript can be sent in digital form, together
with the attached statement of originality and copyright transfer agreement duly
completed and signed by all the authors, to the following emails: revmar@una.
cr or revcienmarycos@gmail.com. It can alternatively be sent by postal mail to
the following addresses:

Licda. Nidya Cecilia Nova Bustos M. Sc. Luis Villalobos Chacon

Editor Director

Revista Ciencias Marinas y Costeras Revista Ciencias Marinas y Costeras
Maestria en Ciencias Marinas y Costeras | Maestria en Ciencias Marinas y Costeras
Universidad Nacional Universidad Nacional

Apartado Postal 86-3000 Apartado Postal 86-3000

Costa Rica Costa Rica

Content of the Statement of Originality and Copyright Transfer Agreement

1. The article is original and has not been published: in other words, it is the intellectual
production of the person(s) indicated above and has not been publicly shared with third
parties by any printed or digital means.

2. The article has not been simultaneously submitted for publication in another printed or
electronic journal or any other written media or editorial body. In case the article has
already been submitted in another journal, please explain why it was not accepted and
indicate the email of the journal where it was originally submitted.

3. The authors have not subscribed, with third parties, any transfer of intellectual proprietary
rights agreements or use licenses regarding intellectual property rights for the submitted
article that prevents them from licensing the Journal.
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In case of collective authorship— whether works in which the authors have the same
degree of involvement or those in which there is a lead author and one or more secondary
authors— all authors have contributed intellectually to the paper.

In case of collective authorship (as specified in item 4), in relation to the recognition of
participation levels assigned by the authors, they released Revista Ciencias Marinas y
Costeras from any liability.

Incaseofcollectiveauthorship, allauthorshavereadand approved the submitted manuscript.
Therefore, we, the undersigned authors, appoint as the
corresponding author having sufficient authority to represent the other authors, on his/her
capacity as the authorized agent.

The author(s) recognize(s) that the Journal does not necessarily endorse the statements
expressed in the article.

The author(s) state(s) that all text citations in the paper and their corresponding
bibliographic references have been properly sourced and credited.

The author(s) include(s) in the paper the permits or authorization from those who own the
rights for use of tables and figures (illustrations, photographs, drawings, maps, diagrams,
or other).

10.In case the submitted paper is accepted for publication, the author(s) FREELY,

11.

122

EXCLUSIVELY, AND FOR AN INDEFINITE TERM transfer(s) copyright(s) to
Universidad Nacional (Costa Rica), for the following:

Graphics editing and proofreading of the entire paper or part of it.

The publication and reproduction of the entire paper or part of it, both in printed and
electronic formats, including Internet and any other technology now known or to be
known.

The translation of the paper or part thereof into any language or dialect.

. The adaptation of the article to reading, sound, and voice recognition formats and any

other representation or technical device available, enabling partial or complete access for
the blind or persons with any other form of disability that prevents them to access the
conventional reading of the article.

The distribution and availability of the article to the public, so that the public may access
it from the time and place chosen by the reader, through the physical or electronic devises
at the person’s disposal.

The distribution of the paper through the Creative Commons BY-NC-SA license, version
4.0, which implies the possibility that readers download, store, copy, generate derived
papers, and distribute the final approved and published version (post print) of the article,
provided it is done for non commercial purposes, and the article is properly sourced and
credited.

Any other use, process, or system known or to be known related to the editorial purposes
and activities linked to the Journal.

Reuse Rights: at the same time, UNA grants AUTHORS the right to reuse, for any
purpose, and to publish on the Internet or any website, the final approved and published
version (post print) of the article, provided it is done for non-profit purposes.
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12. The author(s) agree(s) that the submitted paper be adjusted, with their collaboration,
by the Journal editing team to the “Instructions to Authors” previously established and
published in the Journal’s official website (http://www.revistas.una.ac.cr/index.php/
revmar); in terms of procedures, formatting, proofreading, editing, publication, duration
of the editorial process and other requirements called for in those instructions.

13. The author(s) accept(s) that the Journal reserves the right to expeditiously remove or
block access to the publications saved in its virtual platforms after obtaining actual
knowledge of a complaint filed by a third party for an alleged infringement of copyright.

14. According to Law No. 8968, Personal Data Protection Law, the AUTHOR agrees to
provide the Journal with an electronic mail address, as well as the personal data necessary
for the identification of the authorship of the article:
In addition, the author authorizes the Journal to publish, along with the article, the
personal data necessary (name and last name, institution, city/country, email and
ORCID number). Any personal data other than the one indicated above will be treated as
absolutely confidential by the Journal and shall not be published or given to third parties
without the AUTHOR’s consent.

15. The author(s) accept(s) that the application and possible publication of the article in
Revista Ciencias Marinas y Costeras is governed by the editorial policies of the Journal,
the institutional rules of Universidad Nacional de Costa Rica and the laws of the Republic
of Costa Rica. In addition, in case of any possible difference of opinion or future dispute,
it shall be settled in accordance with the mechanisms of Alternative Dispute Resolution
and the Costa Rican jurisdiction.

The articles accepted by the Journal of Marine and Coastal Sciences
become property of the Journal; the author and production rights are respected.
The original manuscripts will not be returned.

3. Arbitration

The manuscripts that fulfill the thematic objectives of the Journal and
adjust to the indicated format will be sent to at least two external evaluators
who will review the document according to the “double blind” methodology
and will make the necessary recommendations to improve them or declare them
unacceptable. The Editorial Committee will send such observations to the author.
If the article is accepted, but subject to modifications, the author will have a
specific term to make such modifications and submit the manuscript again. Final
approval of articles is granted by the Editorial Committee.

4. Galley proof and reprints

After the manuscript has been proofread, edited and accepted, the author
will receive a final galley proof in PDF by email before the publication of the
article. The authors will be responsible for the final review, making the minimum
necessary changes and correcting any existing printing mistakes. The authors
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should return the galley proof within a maximum period of one week from the
date it was received. The delay in returning the galley proof may result in the
publication of the article without the author’s corrections.

Title of article: in Spanish and English. Centered, in bold, in
capital letters, Times New Roman 14, double space.

N
EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DE

ESCHERICHIA COLI EN CRASSOSTREA GIGAS...
EVALUATION OF ESCHERICHIA COLI
CONCENTRATIONS IN CRASSOSTREA GIGAS ...

Leave a space between section titles and the text.

Author(s): full name in italics, Times New Roman 11, double
space, justified.

L

Luis A. Vega Corrales'y Carolina Marin Vindas'.

'Estacion de Biologia Marina Juan Bertoglia Richards, Universidad Nacional,

Costa Rica. luis.vega.corrales@una.cr* N
ﬂ Indicate all of the authors’ in-
Include e-mail address of corresponding stitutional afﬁhatlon, place of
author. Marked with an asterisk. work or physical addre?ss. Use
numbered superscripts.

Leave a single space between the author(s) and the abstract.

Titles of section (Abstract, Introduction, Materials
and Methods, Results, Discussion, Acknowledgments,
Bibliography): left margin, in bold, in capital letters, Times
New Roman 14.

L

RESUMEN

Costa Rica no cuenta con referencias sobre la calidad sanitaria de las zonas de
cultivo de Crassostrea gigas y esto puede representar un riesgo para la salud
publica...

124 Rev. Mar. Cost. Vol. 13 (1): 99-129, enero-junio 2020
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X



Instrucciones para los autores .\/I\\ R EVM A R

Instructions for authors REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

Palabras claves: Contaminacion marina, maricultura, Escherichia coli,Cras-
sostrea gigas,Costa Rica.

Abstract: in Spanish and English. Times New Roman 10,
justified, single space. Maximum length: 250 words.

N

ABSTRACT
Costa Rica does not have references on health quality of harvesting zones of
Crassostrea gigas, which can pose a potential public health risk...

Keywords: Marine pollution, mariculture, Escherichia coli, Crassostrea gigas,
Costa Rica. N

Keywords subtitle: in bold, Times New Roman 11.
Minimum and maximum 5 keywords, as required by
databases.

Leave a space between section titles and the text.

INTRODUCCION

Los ecosistemas marinos son vulnerables a la contaminacion antropogéni-
ca. Segun Halpern et al. (2008), no existen zonas marino costeras que no estén
impactadas por la influencia humana... N

Text: Times New Roman 12, double space, justified.
Both lowercase and capital letters must have accents
if in Spanish. Each paragraph must have a 5 character
indentation. There should be no spaces between paragraphs
within the same section.

...Estudios recientes han demostrado que las concen| Citation for one author.
las zonas de cultivo de moluscos bivalvos dependen, entre mu\ynos otros racto-
res, de las condiciones climatologicas y estacionales del area (Peterson, 1960;
CITES, 2011; Campos et al. 2013b; Derolez et al. 2013; Lee & Silk, 2013; Mig-

nani et al. 2013). / /1
/1 Citation for different Citation for two author
Citation for more than 2 publications of the same publications.
author publications. author and year.
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MATERIALES Y METODOS

Se evalud la contaminacion por E. coli en las zonas de cultivo de ostras
dePunta Cuchillo (9°49° 48” Ny 84°52°48” O) y de Punta Morales (10°4’ 84 N
y 84°58” 37 O), ubicadas en el Golfo de Nicoya, Costa Rica (Fig. 1).

Tables and figures must be delivered
separately.

Use a decimal point rather than a comma.
Para la fase presun de Lauryl Tryp-

tose Broth (BD®) con 10, 1 y 0.1 mL de la muestra de agua... Para las muestras
de ostras se homogeneizaron 25 g de carne y liquido intravalvar en 225 mL de
Buffered Peptone Water (BD®). A partir de esta mezcla se prepararon las dilucio-
nes 1:100 y 1:1,000. De cada dilucion se inocularon 5 tubos de Lauryl Tryptose

Broth.
Thousands should be indicated with a comma.
The abbreviations used should conform to the international
system of units (m, km, g, mg, %, PSU, °C).
BIBLIOGRAFIA

Use letters to differentiate
publications by the same
Use “&”. author and year.

Campos, C. J. A., Acornley, R., Morgan, O. C. & Kershaw, S. (2013a). Trends in
the levels of Escherichia coli in commercially harvested bivalve shellfish
from England and Wales, 1999-2008. Mar. Pollut. Bull., 67(1-2), 223-227.

Periodicals: journal volume in italics and issue in
parentheses. There should be no space between the
volume and the issue. Initial and final pages separated
with a hyphen.

Campos, C. J. A., Kershaw, S. R. & Lee, R. J. (2013b). Environmental influences
on faecal indicator organisms in coastal waters and their accumulation in
bivalve shellfish. Estuaries Coasts, 36(4), 834-853.
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Clesceri, L. S., Greenberg, A. E. & Trussell, R. R. (1989). Standard methods for
the examination of water and wastewater (17th ed.). Washington, EE:UU.:
Mo Dosalin Tloclel inting A paoe L
Non-periodical publications: title of ’ Non-periodical publications: Place:
book in italics. Publisher.

Halpern, B. S., Walbridge, S., Selkoe, K. A., Kappel, C. V, Micheli, F., D’ Agro-
sa, C., ... Watson, R. (2008). A global map of human impact on marine
i -952.

When there are more than 7 authors, list
the first 6 followed by “...” and write the

last author.
Organization

IMN. Instituto Meteorologico Nacional. (2014). Clima en Costa Rica. Institu-
to Meteorologico Nacional de Costa Rica. Recovered its in 22 january
2014, retrieved from http://www.imn.ac.cr/educacion/CLIMA DE COSTA
RICA.html

CITES. (2011). The CITES species. Convention on International Trade in En-
dangered Species of Wild Fauna and Flora. Ginebra, Suiza. Recuperado el
21 de septiembre, 2011, disponible en www.cites.org/eng/disc/species.php

R Core Team. (2013). R: A language and environment for statistical computing.
Viena, Austria: R Foundation for Statistical Computing. Retrieved from
http://www.R-project.org/

Website: Retrieved from:
Website: Available at:

CUADROS Y FIGURAS

Tables and figures must be properly reduced (up to 60%) and their components
must be properly sized to allow easy reading; the size of the font and the thickness
of the lines should be properly visible and clear when reduced. The font already
reduced should not be smaller than 8. The manuscript may include drawings and/
or photographs; in the case of photographs, the journal will cover the cost of
publishing them in black and white; otherwise, the author will cover the cost.
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Tables should be numbered consecutively.

Cuadro 1. Criterios de clasificacion de zonas de produccion de moluscos bival-

vos con base en muestras de agua de mar
Table 1. Shellfish harvesting zones classification criteria based in seawater

samples

Title of table: in Spanish and English. It should be placed at the top of
the table, in lower case and not in bold. Times New Roman 11, double
space, justified.

Avoid vertical lines. Use horizontal lines only when they
separate fields of information (headlines, subheadings,
lower fields).

Category of classification  Faecal coliforms (MPN 100 mL")  Treatment required
90% complian-

Geometric mean

ce
Approved areas <14 <43 None.
o No sanitary survey or conditions for Harvesting not permit-
Prohibited arcas y sutvey & p
approved/restricted areas not met. ted.

Reference: Lee et al. (2008)

You must indicate the source of the data.
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Fig. 3. Precipitacion diaria (mm) y salinidad (UPS) y temperatura (°C) mensual
registradas de julio de 2011 ajunio de 2012 en las zonas de cultivo de Crassostrea
gigas de Punta Cuchillo y de Punta Morales, Golfo de Nicoya, Costa Rica.
Se representan la estacion seca, la estacion lluviosa y los meses de transicion
establecidos para la zona de estudio por el Instituto Meteoroldgico de Costa
Rica. Fuente precipitacion: Instituto Meteoroldgico Nacional de Costa Rica
Fig. 3. Daily precipitation (mm) and salinity (PSU) and temperature (°C)
registered monthly from July 2011 to June 2012 in the Crassostrea gigas
harvesting zones of Punta Cuchillo and Punta Morales, Gulf of Nicoya, Costa
Rica. Itrepresented dry season, rainy season and the transition months established
for the study zone by the Meteorological Institute of Costa Rica. Precipitation
source: Meteorological Institute of Costa Rica

Title of figure: in Spanish and English. It should be placed at the bottom
of the figure, in lower case and not in bold. Times New Roman 11, double
space, justified.
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