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RESUMEN

Los ensayos de toxicidad que emplean bacterias luminiscentes constituyen
herramientas prometedoras para evaluar la calidad de los ambientes acuaticos,
dada la alta sensibilidad de aquellas frente a contaminantes. En esta investigacion,
se evalud el efecto de xenobioticos de diferente naturaleza: sales de mercurio,
cobre, cromo, plata, hierro y cuatro pesticidas, sobre la luminiscencia de las
cepas de Vibrio harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992, aisladas de aguas de
la plataforma de Cuba. Las cepas seleccionadas mostraron una reduccion de la
emision luminiscente a los 15 min de exposicion a los compuestos evaluados
con una secuencia decreciente de toxicidad, consistente, para las tres cepas,
como sigue: HgCl, > CuSO, = Cuproflow > K,Cr,0, > Sphere Max = Kospi-sc
130 > AgNO, > Fe,(SO,), > Envidor. Los resultados sugieren que estos cultivos
podrian emplearse para el disefio de un biosensor de contaminacion, ya que la
luminiscencia responde a concentraciones nanomolares de los toxicos evaluados.

Palabras clave: bacterias, ensayo biologico, contaminacion, luminiscencia,
xenobidticos

ABSTRACT
Toxicity tests using luminescent bacteria are promising tools to assess the quality of
aquatic environments given the high sensitivity of these bacteria to pollutants. The
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research evaluated the effect of different types of xenobiotics—salts of mercury,
copper, chromium, silver, iron, and four pesticides—on the luminescence of Vibrio
harveyi strains CBM-784, CBM-976, and CBM-992, isolated from waters of the
Cuban platform. The selected strains showed a reduction in luminescent emission
at 15 min of exposure to the tested compounds, with a consistent, decreasing

sequence of toxicity for all three strains as follows: HgCl, > CuSO, = Cuproflow
>K,Cr,0, > Sphere Max = Kospi-sc 130 > AgNO, > Fe (SO,), > Envidor. Results
suggest that these cultures could be used to design a contamination biosensor since
luminescence responds to nanomolar concentrations of the tested toxicants.

Keywords: bacteria, biological assay, contamination, luminescence, xenobiotics

INTRODUCCION

Ladeterminacién de la toxicidad
en ambientes acuaticos se realiza,
generalmente, por medio de una
combinacion de técnicas que incluyen
bioensayos, andlisis quimicos, y
estudios ecotoxicoldgicos. Entre los
sistemas bioldgicos empleados con
estos fines, se encuentran cultivos
celulares de diversos tipos, protozoos
y bacterias luminiscentes (Kurbatska
&  Orobchenko, 2022). Estas
metodologias brindan informacién
valiosa sobre la toxicidad para los
organismos Vvivos de compuestos
individuales y de sus combinaciones
en el medio natural, a diferencia de los
mas sofisticados y caros analisis fisico-
quimicos, limitados a determinar,
individualmente, la naturaleza quimica
y concentracion de compuestos (Halmi
et al. 2019; Muneeswaran et al. 2021).

Las bacterias luminiscentes son
un grupo singular de bacterias que
poseen lacapacidad de emitirluzvisible
como resultado de su metabolismo
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(Hong et al. 2017). Cuando se exponen
a sustancias peligrosas externas,
experimentan alteraciones en sus
rutas metabdlicas, lo que ocasiona
una disminucion perceptible de la
intensidad de la emision luminiscente
(Wang et al. 2021). Basandose en este
fendomeno, las bacterias luminiscentes
se han utilizado de manera efectiva
para medir la toxicidad ambiental,
al evaluar las alteraciones en la
luminiscencia, con estudios que datan
de principios de la década de 1980
(van der Meer & Belkin, 2010). Desde
entonces, los ensayos de biotoxicidad
basados en bacterias luminiscentes
han demostrado su  sencillez,
rapidez, sensibilidad, adaptabilidad
y reproducibilidad, de manera que
se han utilizado ampliamente para la
deteccion de diversos contaminantes
ambientales en las ultimas décadas
(Yang et al. 2023).

La emision de luz por las bacte-
rias luminiscentes es el resultado del
sistema enzimatico luciferina-luci-
ferasa que se encuentra intimamente

Rev. Mar. Cost. Vol. 16 (2): 29-49, julio-diciembre 2024.
ISSN: 1659-455X « e-ISSN: 1659-407X
DOI: http://dx.doi.org/10.15359/revmar.16-2.2


http://dx.doi.org/10.15359/revmar.16-2.2
https://publica2.una.ac.cr/revistas-2024/REVMAR/16-2/art-02-Revmar-16_2-abstract.mp3

Influencia de xenobioticos sobre la luminiscencia de cepas de Vibrio harveyi

aisladas de aguas marinas cubanas

relacionado con los procesos de
transferencia de energia en las células
(Martin et al. 2010). Asimismo, este
fendmeno solo ocurre cuando existe
alta densidad celular, regulado por un
sistema denominado “percepcion del
quérum” (quorum sensing) (Martin et
al. 2010), aunque, al menos en el caso
de Photobacterium phosphoreum ANT-
2200, se ha demostrado que la emision
de la luz no es dependiente de la densi-
dad del cultivo (Tanet et al. 2019).

El uso de estas bacterias como
organismos indicadores de toxicidad se
fundamenta en el hecho de que algunos
sistemas bioquimicos y fisiologicos se
encuentran altamente conservados du-
rante la evolucion y determinados xe-
nobidticos actiian de manera andloga en
diversos organismos (Boynton, 2009;
Lépez-Roldan et al. 2012; Girotti et al.
2015; Yang et al. 2022). Las diferencias
que existen entre especies, en los modos
de accion de los agentes toxicos, depen-
den de la especializacion de los sistemas
bioquimicos y fisiologicos. Los ensayos
con bacterias luminiscentes, en general,
muestran buena correlacion con respec-
to a los bioensayos de toxicidad usando
otros organismos mas complejos como
algas, crustdceos y peces (Séenz &
Nevarez, 2010; Girotti et al. 2015; Ve-
ga-Corrales & Marin-Vindas, 2021).

Debido a la sensibilidad, la re-
producibilidad, la rapidez y al bajo
costo de los bioensayos que emplean
bacterias luminiscentes, se han reco-
mendado como parte de un conjunto
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de analisis para el establecimiento de
la toxicidad en algunos ecosistemas
(Parvez et al. 2006; Camanzi et al.
2011; Bolelli et al. 2016; Ramteke et
al. 2019; Kurbatska & Orobchenko,
2022; Park et al. 2023).

El empleo de bacterias lumi-
niscentes marinas como biosensores
ambientales es una practica comun
desde hace mas de 20 afios y se han
desarrollado ensayos como el de MI-
CROTOX, MUTATOX, LUMISTox
(Beckman Instruments) y Tox-Alert de
Merck, entre otros, que detectan com-
puestos toxicos en las aguas y sedimen-
tos (Beh et al. 2010; Fernandez-Pinas
et al. 2014). Teniendo en cuenta las
ventajas que ofrece el ensayo de toxi-
cidad con bacterias luminiscentes para
el fortalecimiento de los programas de
vigilancia de la calidad ambiental, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de algunos metales y plaguici-
das sobre la emision de luz de las ce-
pas V. harveyi CBM-784, CBM-976 y
CBM-992, aisladas de las aguas de la
plataforma marina de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Las bacterias marinas lumi-
niscentes Vibrio harveyi CBM-784,
CBM-976 y CBM-992, aisladas de
aguas marinas de la plataforma insular
de Cuba, estan depositadas y registra-
das en la Coleccion de Bacterias Ma-
rinas del Instituto de Ciencias del Mar
(ICIMAR). El medio empleado para el
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mantenimiento de estos cultivos fue el
LM, recomendado para el aislamiento
de bacterias luminiscentes (Baumann
& Baumann, 1981). El método de con-
servacion utilizado fue el de subculti-
vos bajo aceite mineral estéril y alma-
cenamiento en refrigeracion (5-10°C)
(Kirsop & Doyle, 1991).

Para la evaluacion del efecto
de xenobidticos sobre la luminiscen-
cia de las tres cepas de V. harveyi se
seleccionaron nueve compuestos a
diferentes concentraciones, que in-
cluyeron las sales de metales: HgCl,
(0.01-3.70 mg/L), K,Cr,0, (0.70-90.0
mg/L), AgNO, (1.3-320.0 mg/L),
CuSO, (0.70-90.0 mg/L) y Fe(SO,),
(1.3-320.0 mg/L); asi como compues-
tos empleados en la industria agricola,
por ejemplo: Cuproflow (oxicloruro
de cobre, fungicida) (0.70-90.0 mg/L),
Envidor (espirodiclorofeno, acarici-
da) (1.3-320.0 mg/L), Kospi-sc 130
(imidacloprid y bifentrina, insecticida
sistémico) (1.3-320.0 mg/L) y Sphere
Max (trifloxistrobin y cyproconazol,
fungicida) (1.3-320.0 mg/L). Con mi-
ras a la preparacion de las soluciones
de trabajo, se utilizo, como disolvente,
solucion salina 0.9%.

Para la ejecucion de los bioensa-
yos de toxicidad, se tomaron alicuotas
de los cultivos de las tres cepas de V.
harveyi y se incubaron con diferentes
concentraciones de los xenobioticos
en una relacion 1:1 (v:v), en celdas de
cuarzo de 3 mL, durante 15 min, en la
oscuridad, a una temperatura de 27 +
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2°C . La adicion del xenobidtico se rea-
liz6 toda vez que se comprobara que el
cultivo habia alcanzado su maxima lu-
miniscencia (Parvez et al. 2006; Beh et
al. 2010). En paralelo, se hicieron con-
troles de luminiscencia, a partir de los
cultivos con solucién salina, para susti-
tuir los xenobidticos durante el mismo
tiempo experimental. Las mediciones
de luminiscencia se efectuaron en un
espectrofluorimetro  Shimadzu  RF-
5301PC (Japén) en modo emision; con
tal fin, se bloqued la salida del haz de
excitacion, de manera que se registrara
exclusivamente la luminiscencia emiti-
da por las bacterias. Después de adicio-
nadas las soluciones de los compuestos
por evaluar, se registraron al menos tres
espectros para cada muestra analizada
entre 400 y 600 nm. El s/it de emision
del espectrofluorimetro se ajustd a 20
nm de la luz emitida. Los espectros se
colectaron cada 1 nmy, a partir de ellos,
se selecciono el valor de intensidad de
la luminiscencia a la mayor longitud de
onda de emision luminiscente (485 + 3
nm). En casos en los que fue necesario
diluir el cultivo bacteriano, los valores
de la luminiscencia se corrigieron por el
factor de dilucion. Los datos de luminis-
cencia se procesaron con el programa
OriginPro (2024).

El efecto de la concentracion
de los compuestos toxicos se evaluod
siguiendo un disefio en bloques
completamente aleatorizados, en el
que los bloques correspondian a los
xenobidticos seleccionados.
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Calculo de la EC_

Para el célculo de la concentra-
cion de cada xenobidtico que produjo
un decrecimiento de un 50% de la lu-
miniscencia, se siguio lo propuesto por
Cho et al. (2004). Con el propdsito de
estimar este valor de concentracidn, se
determiné la relacion del control (Rt).
R, =*, R: para compensar la pérdida
natural de la luz, I : luminiscencia ini-
cial del control e It. luminiscencia del
control transcurrido en un tiempo t.

G se relaciona con la
concentracion del toxico mediante
la siguiente funcion exponencial:
I =bcm, I: factor gamma, b y
m: parametros que caracterizan la
funcion, C: concentracion del toxico.
El factor gamma se calculé6 mediante

Rel
I= 0] 1 Para calcular los
valores de EC,  se linealizaron los
datos aphcando una transformacion
logaritmica: logI' = mlogC + logh,
cuando G = 1, C es equivalente a la
EC,,.
Procesamiento de datos

Para el procesamiento estadistico
de los datos, se aplico un analisis de
varianza de clasificacion simple, con
un coeficiente de significacion del 95%
y la prueba de comparacion de medias
de rangos multiples de Duncan (Lerch,
1977). Las curvas de pérdida de la lu-
miniscencia, en funcidén de la concen-
tracion del xenobidtico, se ajustaron a
una funcién exponencial negativa y =
Ae — B+ C y se tomd el y?> como un
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indicador de la calidad del ajuste. El
procesamiento se llevo a cabo con el
programa OriginPro (2024).

A la hora de caracterizar las cur-
vas, se tomaron en cuenta la pendiente
del segmento lineal de la curva expo-
nencial y la extension del fenomeno
estudiado con base en el valor alcan-
zado para altas concentraciones del
toxico. Estos pardmetros permitieron
comparar cuantitativamente el efecto
de los diferentes compuestos sobre la
luminiscencia.

Las determinaciones se realiza-
ron por triplicado y los resultados se
expresan en términos de la media +
desviacion estandar (DE). Los resulta-
dos fueron procesados con los progra-
mas: OriginPro (2024) y Excel (2018).

RESULTADOS

En el desarrollo de esta inves-
tigacion, se demostrd la disminucion
que ocasionan xenobidticos de dife-
rente complejidad y naturaleza quimi-
ca sobre la luminiscencia de tres cepas
de V. harveyi (CBM-784, CBM-976 y
CBM-992) aisladas de aguas de la pla-
taforma cubana.

El perfil de pérdida de la luminis-
cencia en funcion de la concentracion
del xenobiotico resulta similar para los
compuestos estudiados. En la medida
en que aumenta la concentracion del
xenobiodtico (sales de metales y pestici-
das) en el medio, se produce una dismi-
nucion de la luminiscencia emitida por
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la bacteria (Figs. 1 y 2). Los ajustes de
los datos a una funciéon exponencial
negativa fueron satisfactorios, ya que
sus bondades de ajuste (y*) resulta-
ron entre 0.92 y 0.99. El andlisis de
las pendientes del segmento recto de
la caida de la luz, en funcion de la
concentracion, mostré que disminuir
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la luminiscencia inicial fue diferente
en dependencia de la naturaleza del
compuesto de que se trate (Cuadro 1).

La caracterizacion de las curvas
de la pérdida de la luminiscencia,
en funcion de la concentracion de
HgCl, evidenciada a través de las
pendientes (Cuadro 1) y el alcance
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(aproximadamente 85% de pérdida
de la luminiscencia) (Fig. 1), no
mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las respuestas de
las tres cepas de V. harveyi.

La sal de Cu mostr6 una
efectividad equivalente en la pérdida de
la luminiscencia de las tres cepas, como
lo refleja la similitud de las pendientes
de los segmentos rectos de las
exponenciales (Cuadro 1). Al comparar
los resultados correspondientes a la sal
de Cu con los de Hg, se observo que la
pendiente de estos Ultimos es 20 veces
mayor (Cuadro 1). Por otra parte, la
disminucién de la luminiscencia en un

REVISTA CIENCIAS MARINAS Y COSTERAS

85% para el CuSO, se alcanza a una
concentracion aproximadamente 20
veces menor que la del HgCl, (Fig. 1),
por lo que el Cu resulta menos tdxico
que el Hg para estas cepas de bacterias
luminiscentes.

Las sales de Cr, Ag y Fe mues-
tran, también, el comportamiento ex-
ponencial negativo ya descrito (Fig. 1).
Las pendientes de los tres xenobidticos
no mostraron diferencias entre las ce-
pas estudiadas. Los valores calculados
de las pendientes resultaron dos orde-
nes menores que para el HgCl, y un
orden menor que en el caso del CuSO,
(Cuadro 1). Al analizar el alcance de

<

Fig. 1. Influencia de diferentes
concentraciones de sales de metales
sobre la intensidad de la luminiscencia
de las cepas de V. harveyi, a los 15
min de exposicion. Los puntos de las
gréficas representan el valor promedio
de tres réplicas experimentales
independientes. La variabilidad de
los resultados se expresé como la
desviacion estandar de la media y fue,
en todos los casos, menor de un 10%
del valor principal. No se representa,
para una mayor claridad de la figura.
Las curvas se ajustaron a una funcion
exponencial  negativa, mediante
Origin Pro (2024). Los valores de
bondad de ajuste (¥?) oscilaron entre
0.92-0.99. Rojo: V. harveyi CBM-
784; verde: V. harveyi CBM-976; y
azul: V. harveyi CBM-992
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Fig. 1. Influence of different
concentrations of metal salts on the
luminescence intensity of the isolates,
at 15 min of exposure. Dots in the
graphs represent the average value
of three independent experimental
replicates. The wvariability of the
results was expressed as the standard
deviation of the mean and was, in all
cases, less than 10% of the principal
value. It is not plotted for clarity of
the figure. Curves were fitted to a
negative exponential function using
Origin Pro (2024). Goodness-of-fit
(x2) values ranged from 0.92-0.99.
Red: V. harveyi CBM-784, green:
V. harveyi CBM-976, and blue: V.
harveyi CBM-992
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Cuadro 1. Comparacion de las pendientes de la zona recta de las curvas de
evolucion de la luminiscencia de V. harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-
992 frente a los xenobidticos ensayados. Letras distintas indican diferencias
estadisticas entre los valores (P < 0.05; ANOVA y prueba de rangos multiples

de Duncan)

Table 1. Comparison of the slopes of the straight zone of the luminescence
evolution curves of V. harveyi CBM-784, CBM-976, and CBM-992 against the
tested xenobiotic. Using various letters indicates statistical differences between
values (P < 0.05; ANOVA and Duncan’s multiple range test)

CBM-784 CBM-976 CBM-992
HgCl, -2283*+82 -1594*=x7.1 -189.6*+5.7
CuSO, -13.3°+ 1.8  -13.0°x2.8 -17.6°+2.0
K.Cr,0, -3.2¢+£0.9 -2.9°x0.9 3.1+ 1.0
AgNO, -1.7¢+£04 -1.2°x0.6 -2.2¢%0.5
FeSO, -1.9°+0.3 -2.0°x04 -2.2¢+0.2
Cuproflow -143%+1.8 -13.4°+1.1 -19.0°+ 2.1
Kospi-sc 130 -1.2¢+0.5 -1.6°+£0.3 -1.7¢+£ 0.7
Envidor -1.4¢+0.3 -1.3¢+0.2 -1.2¢+04
Sphere Max ~ -2.2°+0.8 -1.4°+0.8 -1.9°+0.3

la pérdida de la luminiscencia, se ob-
servo que la caida de un 85% de la
emision se obtuvo a 90 mg/L para el
dicromato, entre 100 y 160 mg/L para
la plata y a valores superiores a 175
mg/L para el Fe (Fig. 1). En su con-
junto, estos resultados sittian a la sal
de Hg como la mas toxica frente a las
tres cepas de V. harveyi.

Los pesticidas Cuproflow, Sphe-
re Max, Kospi-sc 130 y Envidor pro-
vocaron una disminucion de la lumi-
niscencia de las tres cepas, en funcion
de la concentracion (Fig. 2), con un
perfil similar a lo descrito para las sales
de los metales (Fig. 1). Se obtuvieron
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ajustes adecuados a una funcion ex-
ponencial negativa con valores de *
entre 0.93 y 0.99. No se observaron
diferencias significativas entre las
pendientes de las zonas rectas para los
pesticidas entre las tres cepas (Cuadro
1). La mayor pendiente de caida de la
luminiscencia se registrd para Cupro-
flow (Cuadro 1); lo que es consistente
con la menor concentracion requeri-
da para obtener una disminucion de
un 85% de la luminiscencia, al com-
pararlo con los otros tres pesticidas
(Fig. 2).

La EC,; de los nueve compues-
tos toxicos, calculada a partir de la
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Fig. 2. Influencia de diferentes concentraciones de los pesticidas sobre la
intensidad de la luminiscencia de los aislados, a los 15 min de exposicion.
Los puntos de las graficas representan el valor promedio de tres réplicas
experimentales independientes. La variabilidad de los resultados se expresé
como la desviacion estandar de la media y fue, en todos los casos, menor de un
10% del valor principal. No se representa para una mayor claridad de la figura.
Las curvas se ajustaron a una funcion exponencial negativa mediante Origin Pro
(2024). Los valores de bondad de ajuste ()*) oscilaron entre 0.92-0.99. Rojo: V.
harveyi CBM-784; verde: V. harveyi CBM-976; y azul: V. harveyi CBM-992
Fig. 2. Influence of different concentrations of pesticide on the luminescence
intensity of the isolates, at 15 min of exposure. The dots in the graphs represent
the average value of three independent experimental replicates. The variability
of the results was expressed as the standard deviation of the mean and was, in all
cases, less than 10% of the main value. It is not plotted for clarity of the figure.
Curves were fitted to a negative exponential function using Origin Pro (2024).
Chi-Square Goodness-of-fit (¥2) values ranged from 0.92-0.99. Red: V. harveyi
CBM-784, green: V. harveyi CBM-976, and blue: V. harveyi CBM-992
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disminucién de la luminiscencia de las
cepas de V. harveyi CBM-784, CBM-
976 y CBM-992, se muestra en el
Cuadro 2. No se encontraron diferen-
cias significativas entre los valores de
EC,, para los diferentes toxicos, entre
las tres cepas estudiadas. Una vez de-
mostrado que no existian diferencias
significativas entre las tres cepas, se
calcularon las EC,, promedio para to-
dos los toxicos (Cuadro 2).

Como se puede observar en el
Cuadro 2, el HgCl, fue el compuesto
que mostrd el menor valor de la EC,
(0.44 £ 0.06 mg/L), lo que indica que

Gladys Margarita Lugioyo Gallardo, Maria Victoria Iglesias Rodriguez,
Ayamey Pérez Oduardo, Eudalys Ortiz Guilarte, Roberto Nuiiez Moreira,

Thais Renee Chong Almaguer y Carlos Alvarez Valcarcel

fue el mas toxico, seguido, en or-
den descendente de toxicidad, por el
CuSO, (9.97 + 1.62 mg/L), este ulti-
mo muy similar al Cuproflow (10.21
+ 0.59 mg/L), un pesticida que con-
tiene Cu (oxicloruro) en su compo-
sicion, ambos unas 20 veces menos
toxicos que el HgCl,. Por su parte, el
dicromato de potasio (30.36 + 2.68
mg/L) es unas 70 veces menos tdxico
que el HgCl,; mientras el Sphere Max
(37.02 = 0.81 mg/L) fue muy similar
en toxicidad al Kospi sc-130 (39.94 +
4.49 mg/L), alrededor de 90 veces me-
nos toxicos que el HgCl,. Siguen, en

Cuadro 2. Valores estimados de EC, | de las cepas de bacterias luminiscentes,
basados en la atenuacion de la intensidad de la luminiscencia a los 15 min de
exposicion a los xenobiodticos ensayados. Letras distintas indican diferencias
estadisticas entre los valores (P < 0.05; ANOVA y prueba de rangos multiples

de Duncan)

Table 2. Estimated EC,; values of luminescent bacterial strains, based on the
decreased luminescence intensity at 15 min of exposure to the tested xenobiotics.
Using various letters indicates statistical differences between values (P < 0.05;
ANOVA and Duncan’s multiple range test)

EC, a 15 min (mg/L)

Toéxico -
CBM-784 CBM-976 CBM-992 Promedio
HgCl, 0437+ 0.11 0.512 £ 0.08 0.39¢+0.12 0.44+0.10
CuSO, 9.28°+4.75 11.83f+3.27 8.81° = 1.69 9.97+3.22
Cuproflow 10.56° = 0.29 10.54"+ 0.65 9.52¢+0.25 10.21 £0.59
K,Cr,0, 28.69+2.31 29.04° = 2.98 33.44°+ 390 30.36 £2.68
Sphere Max 37.92¢x4.31 36.819+6.97 36.33°+6.29 37.02+6.11
Kospi-sc 130 36.18°+£5.78 44.92°+ 6.38 38.73*+3.14 39.94+£5.19
Fe,(S0,), 47.36" + 8.82 47.36° = 5.13 43.81* = 0.37 46.18 +£2.04
AgNO, 61.55*+5.09 60.03 = 8.36 41.08% + 3.01 54.22+£5.42
Envidor 69.64* +2.45 76.51* = 6.51 48.44*+2.84 64.86 + 3.93
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orden descendente, €l Fe (SO,), (46.18
+2.04 mg/L) y la sal de Ag (54.22 +
11.40 mg/L), menos téxicos que el
HgCl, entre 100 y 120 veces, respec-
tivamente. Por ultimo, el Envidor re-
sultd el menos toxico (64.86 + 14.63
mg/L) de todos los agentes evaluados
(Cuadro 2).

DISCUSION

Para evaluar el impacto de
contaminantes, en ecosistemas
marinos y terrestres, lo adecuado es
realizar tanto analisis fisico-quimicos
como toxicoldgicos. Los primeros no
dan informacion sobre la toxicidad de
las muestras ambientales, ya que no
toman en cuenta la interaccién entre
los xenobidticos y los sistemas vivos.
Por su parte, los segundos son mas
laboriosos y requieren un equipamiento
altamente costoso y especializado (de la
Gala Morales, 2014; Mahendran et al.
2022). Por dichas razones, los ensayos
microbianos han sido ampliamente
utilizados en los tamizajes de toxicidad.
La similitud entre las funciones
bioquimicas basicas de los organismos
procariontes y eucariontes, su facilidad
de manipulacion, el corto tiempo de
exposicion necesitado por el agente
evaluado y la reproducibilidad de los
resultados interlaboratorios estimulan
el empleo de bacterias luminiscentes
en el monitoreo de la calidad ambiental
(Axelrod et al. 2016).
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El mecanismo de emision de luz
presente en algunas especies bacteria-
nas es sensible a xenobidticos, por lo
que se han utilizado en pruebas eco-
toxicologicas para evaluar la calidad
de ambientes acudticos (Perego et
al. 2002; Loépez-Roldan et al. 2012;
Girotti et al. 2015; Vega-Corrales &
Marin-Vindas, 2021). En este trabajo,
se examind el impacto de diferentes
xenobidticos sobre la luminiscencia
de tres cepas de V. harveyi aisladas
de ecosistemas marinos cubanos. Las
tres cepas de bacterias mostraron una
reduccion similar en la emision lumi-
niscente frente a las sales de metales
(Fig. 1) y pesticidas (Fig. 2). Esta si-
militud pudiera explicarse por ser la
misma especie y provenir del mismo
ecosistema.

El mercurio es uno de los ele-
mentos toxicos mas abundantes en la
naturaleza (Jan et al. 2016) y se en-
cuentra entre los metales cuyos efec-
tos adversos se encuentran mejor do-
cumentados (Vishnivetskaya ef al.
2011; Ayangbenro & Babalola, 2017).
El Hg puede bioacumularse en el hu-
mano, principalmente por el consu-
mo de mariscos, pescado, crustaceos,
etc., y puede ocasionar dafios al estado
de salud. En la naturaleza, el Hg esta
desigualmente distribuido en el medio
marino y existe en tres formas quimi-
cas: Hg elemental (HgO metalico), Hg
inorganico (como sales de Hg" y Hg*")
y Hg organico (CH,Hg", etc.) (Chen &
Dong, 2022).
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El Hg se une a grupos sulthi-
drilos e incapacita a enzimas clave
implicadas en multiples funciones ce-
lulares. La entrada del Hg a la célula
ocurre a través de proteinas transporta-
doras de cationes divalentes (Schaefer
et al. 2014) o mediante la formacion
de compuestos divalentes que pueden
atravesar la membrana por difusion
simple (Liu et al. 2016). En el interior
celular, ocasiona un profundo dafio;
afecta el metabolismo debido a la mo-
dificacion covalente de enzimas y pro-
teinas, entre ellas, de la enzima lucife-
rasa, responsable de la luminiscencia
en bacterias. De ahi que la toxicidad
encontrada para el Hg sea la mas alta
del conjunto de xenobioticos exami-
nados, lo cual se sustenta por los me-
nores valores de EC, obtenidos para
el mercurio (Cuadro 2) y las mayores
pendientes que derivan en el curso de
pérdida de luminiscencia (Cuadro 1y
Fig. 1). Estos resultados se hallan en el
orden de lo informado para la bacteria
de origen marino V. fisheri (EC, = 0.8
mg/L), empleada en el método estan-
dar comercial de Microtox® (Cho et al.
2004). De 12 xenobiodticos analizados
por Cho et al. (2004), que incluian
compuestos organicos € inorganicos,
el Hg resultd el mas toxico. La mayor
toxicidad se informo tanto con la bac-
teria luminiscente V. fisheri como con
la Janthinobacterium lividum YHO9-
RC modificada, a partir de los genes
luxAB, y optimizada para pruebas de
toxicidad (Cho et al. 2004).
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El cobre es necesario como factor
de oxidacion en los centros cataliticos
de las enzimas. Sin embargo, el cobre
libre es un peligro potencial, debido
a su alta reactividad quimica. Por
consiguiente, los organismos ejercen
un control estricto sobre el transporte
y el trafico de Cu" a través de los
diferentes compartimentos celulares,
garantizando la homeostasis necesaria
para la prevencion de sus potenciales
efectos toxicos. De hecho, las
bacterias mantienen un estricto control
del Cu libre intracelular, mediante
su quelacion, por moléculas de alta
afinidad y la deteccion del Cu libre
por reguladores transcripcionales. El
metal en su forma no asociada puede
participar en una serie de reacciones
perjudiciales; entre ellas, una de
las més notables es la produccion
de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Estas son altamente reactivas,
producto de la reaccion de Fenton y
la interferencia con el ensamblaje de
la proteina del cluster [Fe-S] (Gaetke
& Chow, 2003; Macomber & Imlay,
2009; Dupont et al. 2011). Es muy
probable que la generacion de estas
ROS ocurra en el nivel de la membrana
celular, antes que el cation pueda
penetrar al interior celular, dados los
estrictos mecanismos de control de su
ingreso a la célula. El Cu” en el interior
puede generar reacciones quimicas que
originan ROS, las cuales conducen al
dafio oxidativo del sistema luciferasa.
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Las cepas de V. harveyi CBM-
784, CBM-976 y CBM-992 exami-
nadas en este trabajo mostraron una
mayor sensibilidad frente al Cu (EC,
9.97 £ 1.62 mg/L, Cuadro 2) que la in-
formada para V. fischeri salvaje (EC,
37.1 + 7.8 mg/L); sin embargo, la cepa
YH9-RC modificada genéticamente
exhibié un valor de 9.5 = 1.5 mg/L
(Cho et al. 2004), similar al obtenido
en el presente estudio. Por su parte, el
Cuproflow, cuyo componente activo
es el oxicloruro de cobre (38%), mos-
tr6 un efecto toxico (EC,; 10.21 +0.59
mg/L, Cuadro 2) muy semejante al del
CuSO,, lo cual indica que la toxicidad
de este producto frente a las cepas es
probablemente debido a la presencia
del Cu en su composicion.

El cromo es un elemento natu-
ral presente en la corteza terrestre, en
diversas matrices medioambientales
tales como el aire, el agua y el suelo.
La mayor liberacion procede de las in-
dustrias de transformacion de metales,
las curtidurias, la produccion de cro-
matos, la soldadura de acero inoxida-
ble y la produccién tanto de ferrocro-
mo como de pigmentos de cromo. Este
elemento es liberado al medio ambien-
te, mas que todo en forma hexavalen-
te (Cr®") (Tchounwou et al. 2012). En
particular, el Cr®" se ha asociado con
la aparicion de una serie de patologias,
mientras el Cr’* es necesario para el
metabolismo en cantidades traza de
lipidos y proteinas, asi como cofactor
para la accion de la insulina (Fang et
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al. 2014; Balali-Mood et al. 2021).
Los mecanismos de interaccion entre
el cromo y los sistemas biologicos son
poco conocidos, aunque la toxicidad
del Cr®" se ha adjudicado a la facilidad
con que puede atravesar las membra-
nas celulares y su posterior reduccion
intracelular a intermediarios muy reac-
tivos. El Cr®" puede ingresar al interior
celular por medio del transportador de
sulfato del cual constituye un inhibi-
dor competitivo (Gutiérrez-Corona et
al. 2010). Muchos de sus efectos pa-
tologicos estan relacionados con la
generacion de ROS, la inactivacion
de enzimas y la supresion de la de-
fensa antioxidante (Balali-Mood et al.
2021). El dafio al ADN, la inestabili-
dad gendmica y la generacion de ROS
son considerados mecanismos de to-
xicidad y carcinogenicidad del Cr. La
generacion de ROS promueve el estrés
oxidativo celular, asi que interrumpe
un conjunto de funciones metabolicas,
entre las cuales se puede encontrar el
sistema luciferin-luciferasa bacteria-
no. El valor de toxicidad promedio del
Cr determinado mediante la EC, fue
de 30.36 + 2.68 mg/L (Cuadro 2), muy
superior a los informados por Cho et
al. 2004 (EC, = 17.2 £ 2.4 mg/L) para
la cepa salvaje de V. fischeri y para la
cepa de J. lividum (YH9-RC) modifi-
cada con los genes luxAB (EC, = 7.5
+ 2.2 mg/L).

El hierro es uno de los metales
trazas mas importantes para la vida.
Actlia como cofactor de enzimas
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disimiles que intervienen en procesos
metabodlicos esenciales como: la res-
piracion, la fotosintesis, la fijacion de
nitrogeno, la metanogénesis, el ciclo
de la acidos tricarboxilicos, el trans-
porte de oxigeno y la regulacion gé-
nica (Mackenzie et al. 2008). Una de
las estrategias del género Vibrio para
la internalizacion de Fe*" la constitu-
ye la produccién de sideréforos, com-
puestos de pequeila masa molecular
que presentan una alta afinidad por
este metal (de Carvalho, & Fernandes,
2010; Westrich, 2015). Los sider6fo-
ros son secretados al medio externo y
forman complejos solubles con el Fe*”,
los cuales se reincorporan al interior ce-
lular a través de receptores especificos
(Braun & Hantke, 2007). Otro meca-
nismo descrito en bacterias Gram ne-
gativas para el transporte de hierro lo
conforma la familia de proteinas OFeT
(oxidasas dependientes de Fe*); el
complejo proteico reduce Fe** a Fe*" y
este ultimo es oxidado e internalizado
por su receptor en membrana (Grass,
2007). Sin embargo, aunque el hierro es
esencial, también puede resultar toxico,
debido a que podria producir especies
reactivas de oxigeno, con posibilidad
de afectar los acidos nucleicos, los li-
pidos y las proteinas.

Las elevadas concentraciones
extracelulares de Fe que superan los
mecanismos homeostaticos de la bac-
teria pudieran inducir toxicidad me-
diante la estimulacion de los procesos
generadores de ROS, lo que podria
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ser la causa de la inhibicion o reduc-
cion de la emision luminiscente. En
los ultimos afios, se ha informado un
aporte de particulas de hierro a niveles
toxicos hacia el mar, como consecuen-
cia del desarrollo urbano e industrial
(Ayangbenro & Babalola, 2017).

En nuestro trabajo, el hierro es el
elemento que siguid, en orden descen-
dente de toxicidad, al Cr. La EC, pro-
medio para las tres cepas fue 46.18 £
2.04 mg/L, alrededor de 100 veces me-
nos téxico que el Hg, 5 veces menos
que el Cuy 1.5 veces menos que el Cr
(Cuadro 2). El valor promedio de EC,
obtenido (46.18 £ 2.04 mg/L, Cuadro
2) como resultado de la exposicion de
las tres cepas al hierro fue similar a los
informados por Lopez-Roldan et al.
2012, al evaluar la toxicidad acuatica
in situ mediante una cepa de V. fishe-
ri (52.08 + 5.4 mg/L). En contraste, el
valor promedio de la EC, del presen-
te estudio se encuentra tres veces por
encima de la EC_ (16.5 = 0.9 mg/L)
reportada por Cho et al. (2004), por
lo que la cepa de V. fisheri empleada
por estos autores resulta mas sensible
que aquellas de V. harveyi CBM-784,
CBM-976 y CBM-992.

Laplata es un metal ampliamente
explotado en la metalurgia, en la joye-
ria y la medicina (Coutifio-Rodriguez
& Pérez-Gutiérrez, 2007). Uno de los
mecanismos mediante los cuales se in-
ternaliza la plata es el transporte, a tra-
vés de las porinas (Marrero & Fando,
2009; Zarubina et al. 2015), por lo que
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pudiera plantearse que la toxicidad de
este elemento estd limitada por el paso
a través de la proteina transportadora
transmembrana y el efecto se magni-
fica cuando el cation se acumula en el
citosol celular.

La entrada de los iones Ag" al ci-
tosol de las bacterias y la consecuente
interaccion con las proteinas del com-
plejo luciferin-luciferasa, asi como la
posible generacion de estrés oxidativo
mediado por las ROS pueden causar
una rapida inhibicién/atenuacion a la
hora de emitir luz.

Para las cepas de V. harveyi
CBM-784, CBM-976 y CBM-992, los
iones Ag" mostraron un valor prome-
dio de EC, (54.22 + 11.40 mg/L, Cua-
dro 2) similar al encontrado para el Fe**
(46.18 £ 2.05), lo cual pudiera reflejar
la similitud en los mecanismos basicos
de citotoxicidad, en los que estan invo-
lucrados ambos metales. El valor pro-
medio de EC, para AgNO, se encuen-
tra en el mismo orden del obtenido por
Futra et al. (2014) (60.0 mg/L), al eva-
luar la efectividad de un biosensor de-
sarrollado a partir de Allivibrio fischeri
immobilizada en microesferas de algi-
nato. Sin embargo, Wie et al/ (2012),
cuando emplearon una cepa V. fischeri,
informaron valores de EC, <2 mg/L,
significativamente inferiores. Esto pu-
diera atribuirse a las diferencias entre
las especies bacterianas empleadas y a
los ajustes de las condiciones experi-
mentales de los estudios.
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Atendiendo a los valores de EC,
de las sales de metales, la secuencia
registrada fue coincidente en las tres
cepas de bacteria (Hg* > Cu** > Cr®"
> Ag" = Fe’"), aun cuando presentaron
variaciones en su magnitud (Cuadro
2). El orden descendente de toxicidad
coincide con los reportados por Futra
etal. (2014) (Cu*> Cr* > Ag" > Fe*")
lo que, en cierta medida, valida los re-
sultados aqui descritos.

Ademas de las sales de metales,
en este trabajo se evaluaron los
pesticidas Cuporflow, Sephere Max,
Kospi-sc 130 y Envidor, ampliamente
utilizados en la agricultura. El
Cuproflow mostr6 la mayor toxicidad,
entre todos los plaguicidas ensayados,
como lo indica la mayor inhibicion
de la luminiscencia, en funcion de la
concentracion (Fig. 2, Cuadro 2). El
oxicloruro de cobre (Cu'/Cu?") presente
en Cuproflow actia perturbando
las membranas de los hongos y
las bacterias, por lo cual evita su
reproduccion y facilita la aparicion de
enfermedades derivadas de ellos. Esta
accion posiblemente se complemente
con la induccion de ROS conducentes
al estrés oxidativo que puede conllevar
la muerte celular. La presencia del Cu
en Cuproflow parece ser el responsable
de su actividad toxica.

Kospi-sc 130 es un insectici-
da compuesto de Bifentrina e Imida-
cloprid. La Bifenetrina perturba el
equilibrio Na*/K*, por lo que se inte-
rrumpe la conduccion de los impulsos
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nerviosos que llevan a la paralisis y a
la muerte; por su parte, el Imidacloprid
bloquea los receptores a la acetilcoli-
na de tipo nicotinico, por lo que obs-
taculiza el funcionamiento del sistema
nervioso (ROTAM Agro Colombia S.
A. S., www.ghcia.com.co/plm/source/
productos/10006_58 168.htm). Kos-
pi-sc es un producto disenado para
el empleo en organismos eucariontes
cuya diana es el sistema nervioso. Por
ello, es de esperar que su toxicidad en
bacterias sea relativamente baja, cuan-
do se compara con los agentes meta-
licos estudiados que operan por me-
canismos oxidativos mas universales
(Cuadro 2). Sin embargo, su potencial
afectacion a la salud humana o al en-
torno hizo recomendable incluirlo en
la investigacion.

Sphere Max es un fungicida
desarrollado para la agricultura. Sus
ingredientes activos son Trifloxistro-
bin y Cyproconazol. El Trifloxystro-
bin inhibe la germinacion de esporas
y el desarrollo micelial en las plantas.
Cyproconazol actiia sobre los hongos
patdgenos y detiene el crecimiento de
sus membranas celulares. Este com-
puesto inhibe la sintesis del ergosterol
y afecta la respiracion mitocondrial,
por lo que tiene un efecto inhibidor de
la germinacion de las esporas del pa-
togeno (Bayer Crop Science Argenti-
na, https://cropscience.bayer.com.ar/
sphere-max-soja). De manera analoga
a lo descrito para el Kospi-sc 130, la
toxicidad de Sphere Max frente a las
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cepas de V. harveyi CBM-784, CBM-
976 y CBM-992 fue relativamente
baja (Cuadro 2).

Por su lado, Envidor es un aca-
ricida destinado a la agricultura, cuyo
principio activo es: 3-(2,4-dichloro-
phenyl)-2-oxo-1-oxaspiro[4.5]dec-
3-en-4-yl 2,2-dimethylbutanoate. Su
accion estd basada en la interferencia
del metabolismo de los lipidos, al ac-
tuar en calidad de inhibidor de la ace-
til-coenzima A carboxilasa. Adicional-
mente, Envidor induce dafios al ADN,
asi como en los ovarios de los insectos
(Gonzalez-Marin et al. 2023). Este pla-
guicida fue el que mostrdé una menor
toxicidad entre todos los estudiados
frente a las bacterias luminiscentes.

Hasta donde sabemos, este es
el primer reporte de la toxicidad de
Cuproflow, Envidor, Kospi-sc 130 y
Sphere Max ante bacterias luminis-
centes, por lo que estas evaluaciones
resultan novedosas. De acuerdo con
la EC,, el orden de toxicidad resulto:
Cuproflow > Sphere Max = Kospi-sc
130 > Envidor (Cuadro 2). En términos
generales, las cepas V. harveyi CBM-
784, CBM-976 y CBM-992 mostraron
buena sensibilidad a los compuestos
evaluados y la secuencia de toxicidad
expuesta por las cepas ante los com-
puestos evaluados fue: HgCl,> CuSO,
= Cuproflow > K Cr,O, > Sphere Max
= Kospi-sc 130 > Fe (SO,),> AgNO,
> Envidor. Los resultados del presen-
te trabajo se encuentran en el mismo
orden de toxicidad que los informados
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por otros autores y, por tanto, susten-
tan el concepto de que las tres cepas de
V. harveyi pueden ser empleadas en un
potencial biosensor para el monitoreo
de la calidad ambiental.

CONCLUSIONES

Las cepas de V. harveyi CBM-
784, CBM-976 y CBM-992, aisladas
de las aguas pertenecientes a la plata-
forma marina cubana, mostraron una
sensibilidad similar frente los xenobio-
ticos estudiados, determinada a partir
de la pérdida de su luminiscencia.

Los valores de EC, permitieron
establecer un orden de toxicidad, tan-
to para sales de metales como para los
pesticidas empleados en la agricultura.
Esto sustenta la posibilidad de utilizar
estas cepas, en la implementacion de
un biosensor para la evaluacion de con-
taminacion en diversos ecosistemas.
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