Influencia de xenobióticos sobre la luminiscencia de cepas de Vibrio harveyi aisladas de aguas marinas cubanas
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RESUMEN

Los ensayos de toxicidad que emplean bacterias luminiscentes constituyen herramientas prometedoras para evaluar la calidad de los ambientes acuáticos, dada la alta sensibilidad de aquellas frente a contaminantes. En esta investigación, se evaluó el efecto de xenobióticos 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 reducción de la emisión luminiscente a los 15 min de exposición expuestas a los compuestos evaluados con una secuencia decreciente de toxicidad, consistente, para las tres cepas, como sigue: HgCl2 > CuSO4 ≈ Cuproflow > K2Cr2O7 > Sphere Max ≈ Kospi-sc 130 > AgNO3 > Fe2(SO4)3 > Envidor. Los resultados sugieren que estos cultivos podrían emplearse para el diseño de un biosensor de contaminación, ya que la luminiscencia responde a concentraciones nanomolares de los tóxicos evaluados.
Palabras clave: bacterias, ensayo biológico, contaminación, luminiscencia, xenobióticos
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 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: HgCl2 > CuSO4 ≈ Cuproflow > K2Cr2O7 > Sphere Max ≈ Kospi-sc 130 > AgNO3 > Fe2(SO4)3 > Envidor. Results suggest that these cultures could be used to design a contamination biosensor since luminescence responds to nanomolar concentrations of the tested toxicants.
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INTRODUCCIÓN

La determinación de la toxicidad en ambientes acuáticos se realiza, generalmente, por medio de una combinación de técnicas que incluyen bioensayos, análisis químicos, y estudios ecotoxicológicos. Entre los sistemas biológicos empleados con estos fines, se encuentran cultivos celulares de diversos tipos, protozoos y bacterias luminiscentes (Kurbatska & Orobchenko, 2022). Estas metodologías brindan información valiosa sobre la toxicidad para los organismos vivos de compuestos individuales y de sus combinaciones en el medio natural, a diferencia de los más sofisticados y caros análisis físico-químicos, limitados a determinar, individualmente, la naturaleza química y concentración de compuestos (Halmi et al. 2019; Muneeswaran et al. 2021).  
Las bacterias luminiscentes son un grupo singular de bacterias que poseen la capacidad de emitir luz visible como resultado de su metabolismo (Hong et al. 2017). Cuando se exponen a sustancias peligrosas externas, experimentan alteraciones en sus rutas metabólicas, lo que ocasiona una disminución perceptible de la intensidad de la emisión luminiscente (Wang et al. 2021). Basándose en este fenómeno, 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 detección de diversos contaminantes ambientales en las últimas décadas (Yang et al. 2023). 
La emisión de luz por las bacterias luminiscentes es el resultado del sistema enzimático luciferina-luciferasa que se encuentra íntimamente relacionado con los procesos de transferencia de energía en las células (Martín et al. 2010). Asimismo, este fenómeno solo ocurre cuando existe alta densidad celular, regulado por un sistema denominado “percepción del quórum” (quorum sensing) (Martín et al. 2010), aunque, al menos en el caso de Photobacterium phosphoreum ANT-2200, se ha demostrado que la emisión de la luz no es dependiente de la densidad 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 bioquímicos y fisiológicos se encuentran altamente conservados durante la evolución y determinados xenobióticos actúan de manera análoga en diversos organismos (Boynton, 2009; López-Roldan et al. 2012; Girotti et al. 2015; Yang et al. 2022). Las diferencias que existen entre especies, en los modos de acción de los agentes tóxicos, dependen de la especialización de los sistemas bioquímicos y fisiológicos. Los ensayos con bacterias luminiscentes, en general, muestran buena correlación con respecto a los bioensayos de toxicidad usando otros organismos más complejos como algas, crustáceos y peces (Sáenz & Nevárez, 2010; Girotti et al. 2015; Vega-Corrales & Marín-Vindas, 2021). 
Debido a la sensibilidad, la reproducibilidad, la rapidez y al bajo costo de los bioensayos que emplean bacterias luminiscentes, se han recomendado como parte de un conjunto de análisis 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 luminiscentes marinas como biosensores ambientales es una práctica común desde hace más de 20 años y se han desarrollado ensayos como el de MICROTOX, MUTATOX, LUMISTox (Beckman Instruments) y Tox-Alert de Merck, entre otros, que detectan compuestos tóxicos en las aguas y sedimentos (Beh et al. 2010; Fernández-Pinas et al. 2014). Teniendo en cuenta las ventajas que ofrece el ensayo de toxicidad 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 plaguicidas sobre la emisión de luz de las cepas V. harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992, aisladas de las aguas de la plataforma marina de Cuba.

MATERIALES Y MÉTODOS

Las bacterias marinas luminiscentes Vibrio harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992, aisladas de aguas marinas de la plataforma insular de Cuba, están depositadas y registradas en la Colección de Bacterias Marinas del Instituto de Ciencias del Mar (ICIMAR). El medio empleado para el mantenimiento de estos cultivos fue el LM, recomendado para el aislamiento de bacterias luminiscentes Baumann & Baumann, 1981()
. El método de conservación utilizado fue el de subcultivos bajo aceite mineral estéril y almacenamiento en refrigeración (5-10oC) Kirsop & Doyle, 1991()
.
Para la evaluación del efecto de xenobióticos sobre la luminiscencia de las tres cepas de V. harveyi se seleccionaron nueve compuestos a diferentes concentraciones, que incluyeron las sales de metales: HgCl2 (0.01-3.70 mg/L), K2Cr2O7 (0.70-90.0 mg/L), AgNO3 (1.3-320.0 mg/L), CuSO4 (0.70-90.0 mg/L) y Fe2(SO4)3 (1.3-320.0 mg/L); así como compuestos empleados en la industria agrícola, por ejemplo: Cuproflow (oxicloruro de cobre, fungicida) (0.70-90.0 mg/L), Envidor (espirodiclorofeno, acaricida) (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 miras a la preparación de las soluciones de trabajo, se utilizó, como disolvente, solución salina 0.9%. 

Para la ejecución de los bioensayos de toxicidad, se tomaron alícuotas de los cultivos de las tres cepas de V. harveyi y se incubaron con diferentes concentraciones de los xenobióticos en una relación 1:1 (v:v), en celdas de cuarzo de 3 mL, durante 15 min, en la oscuridad, a una temperatura de 27 ± 2oC . La adición del xenobiótico se realizó toda vez que se comprobara que el cultivo había alcanzado su máxima luminiscencia (Parvez et al. 2006; Beh et al. 2010). En paralelo, se hicieron controles de luminiscencia, a partir de los cultivos con solución salina, para sustituir los xenobióticos durante el mismo tiempo experimental. Las mediciones de luminiscencia se efectuaron en un espectrofluorímetro Shimadzu RF-5301PC (Japón) en modo emisión; con tal fin, se bloqueó la salida del haz de excitación, de manera que se registrara exclusivamente la luminiscencia emitida por las bacterias. Después de adicionadas las soluciones de los compuestos por evaluar, se registraron al menos tres espectros para cada muestra analizada entre 400 y 600 nm. El slit de emisión del espectrofluorímetro se ajustó a 20 nm de la luz emitida. Los espectros se colectaron cada 1 nm y, a partir de ellos, se seleccionó el valor de intensidad de la luminiscencia a la mayor longitud de onda de emisión 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 dilución. Los datos de luminiscencia se procesaron con el programa OriginPro (2024). 
El efecto de la concentración de los compuestos tóxicos se evaluó siguiendo un diseño en bloques completamente aleatorizados, en el que los bloques correspondían a los xenobióticos seleccionados. 

Cálculo de la EC50
Para el cálculo de la concentración de cada xenobiótico que produjo un decrecimiento de un 50% de la luminiscencia, se siguió lo propuesto por Cho et al. (2004). Con el propósito de estimar este valor de concentración, se determinó la relación del control (Rt). [image: image2.emf]
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( se relaciona con la concentración del tóxico mediante la siguiente función exponencial: [image: image4.emf]


G = 𝐛𝑪𝒎  










, (: factor gamma, b y m: parámetros que caracterizan la función, C: concentración del tóxico. El factor gamma se calculó mediante [image: image6.emf]
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. Para calcular los valores de EC50, se linealizaron los datos aplicando una transformación logarítmica: [image: image8.emf]
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, cuando ( = 1, C es equivalente a la EC50.
Procesamiento de datos
Para el procesamiento estadístico de los datos, se aplicó un análisis de varianza de clasificación simple, con un coeficiente de significación del 95% y la prueba de comparación de medias de rangos múltiples de Duncan (Lerch, 1977). Las curvas de pérdida de la luminiscencia, en función de la concentración del xenobiótico, se ajustaron a una función exponencial negativa y = Ae – Bx + C y se tomó el χ2 como un indicador de la calidad del ajuste. El procesamiento se llevó a cabo con el programa OriginPro (2024).

A la hora de caracterizar las curvas, se tomaron en cuenta la pendiente del segmento lineal de la curva exponencial y la extensión del fenómeno estudiado con base en el valor alcanzado para altas concentraciones del tóxico. Estos parámetros permitieron comparar cuantitativamente el efecto de los diferentes compuestos sobre la luminiscencia.

Las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados se expresan en términos de la media ± desviación estándar (DE). Los resultados fueron procesados con los programas: OriginPro (2024) y Excel (2018).

RESULTADOS 

En el desarrollo de esta investigación, se demostró la disminución que ocasionan xenobióticos de diferente complejidad y naturaleza química sobre la luminiscencia de tres cepas de V. harveyi (CBM-784, CBM-976 y CBM-992) aisladas de aguas de la plataforma cubana. 

El perfil de pérdida de la luminiscencia en función de la concentración del xenobiótico resulta similar para los compuestos estudiados. En la medida en que aumenta la concentración del xenobiótico (sales de metales y pesticidas) en el medio, se produce una disminución de la luminiscencia emitida por la bacteria (Figs. 1 
y 2). Los ajustes de los datos a una función exponencial negativa fueron satisfactorios, ya que sus bondades de ajuste (χ2) resultaron entre 0.87 y 0.99. El análisis de las pendientes del segmento recto de la caída de la luz, en función de la concentración, mostró que disminuir la luminiscencia inicial fue diferente en dependencia de la naturaleza del compuesto de que se trate (Cuadro 1
).
La caracterización de las curvas de la pérdida de la luminiscencia, en función de la concentración de HgCl2 evidenciada a través de las pendientes (Cuadro 1) y el alcance (aproximadamente 85% de pérdida de la luminiscencia) (Fig. 1), no mostró diferencias estadísticamente significativas entre las respuestas de las tres cepas de V. harveyi. 
La sal de Cu mostró 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 observó que la pendiente de estos últimos es 20 veces mayor (Cuadro 1). Por otra parte, la disminución de la luminiscencia en un 85% para el CuSO4 se alcanza a una concentración aproximadamente 20 veces menor que la del HgCl2 (Fig. 1), por lo que el Cu resulta menos tóxico que el Hg para estas cepas de bacterias luminiscentes.
Las sales de Cr, Ag y Fe muestran, también, el comportamiento exponencial negativo ya descrito (Fig. 1). Las pendientes de los tres xenobióticos no mostraron diferencias entre las cepas estudiadas. Los valores calculados de las pendientes resultaron dos órdenes menores que para el HgCl2 y un orden menor que en el caso del CuSO4 (Cuadro 1). Al analizar el alcance de la pérdida de la luminiscencia, se observó que la caída de un 85% de la emisión 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 conjunto, estos resultados sitúan a la sal de Hg como la más tóxica frente a las tres cepas de V. harveyi.

Los pesticidas Cuproflow, Sphere Max, Kospi-sc 130 y Envidor provocaron una disminución de la luminiscencia de las tres cepas, en función de la concentración (Fig. 2
), con un perfil similar a lo descrito para las sales de los metales (Fig. 1). Se obtuvieron ajustes adecuados a una función exponencial negativa con valores de χ2 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 caída de la luminiscencia se registró para Cuproflow (Cuadro 1); lo que es consistente con la menor concentración requerida para obtener una disminución de un 85% de la luminiscencia, al compararlo con los otros tres pesticidas (Fig. 2). 
La EC50 de los nueve compuestos tóxicos, calculada a partir de la disminución 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 diferencias significativas entre los valores de EC50 para los diferentes tóxicos, entre las tres cepas estudiadas. Una vez demostrado que no existían diferencias significativas entre las tres cepas, se calcularon las EC50 promedio para todos los tóxicos (Cuadro 2
). 
Como se puede observar en el Cuadro 2, el HgCl2 fue el compuesto que mostró el menor valor de la EC50 (0.44 ± 0.06 mg/L), lo que indica que fue el más tóxico, seguido, en orden descendente de toxicidad, por el CuSO4 (9.97 ± 1.62 mg/L), este último muy similar al Cuproflow (10.21 ± 0.59 mg/L), un pesticida que contiene Cu (oxicloruro) en su composición, ambos unas 20 veces menos tóxicos que el HgCl2. Por su parte, el dicromato de potasio (30.36 ± 2.68 mg/L) es unas 70 veces menos tóxico que el HgCl2; 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 menos tóxicos que el HgCl2. Siguen, en orden descendente, el Fe2(SO4)3 (46.18 ± 2.04 mg/L) y la sal de Ag (54.22 ± 11.40 mg/L), menos tóxicos que el HgCl2 entre 100 y 120 veces, respectivamente. Por último, el Envidor resultó el menos tóxico (64.86 ± 14.63 mg/L) de todos los agentes evaluados (Cuadro 2). 
DISCUSIÓN
Para evaluar el impacto de contaminantes, en ecosistemas marinos y terrestres, lo adecuado es realizar tanto análisis físico-químicos como toxicológicos. Los primeros no dan información sobre la toxicidad de las muestras ambientales, ya que no toman en cuenta la interacción entre los xenobióticos y los sistemas vivos. Por su parte, los segundos son más laboriosos y requieren un equipamiento altamente costoso y especializado (de la Gala Morales, 2014; Mahendran et al. 2022) ADDIN EN.CITE <EndNote><Cite><Author>Morales</Author><Year>2014</Year><RecNum>804</RecNum><DisplayText>(de la Gala Morales, 2014)</DisplayText><record><rec-number>804</rec-number><foreign-keys><key app="EN" db-id="txvpafrdppaes0e9f2n5frrqzxsdesr9svzt" timestamp="1492495932">804</key></foreign-keys><ref-type name="Thesis">32</ref-type><contributors><authors><author>de la Gala Morales, María </author></authors></contributors><titles><title>Desarrollo y aplicación de nuevas tecnologías analíticas para la determinación de contaminantes ambientales (metales pesados y benzo(a)pireno)</title><secondary-title>Departamento de Química Analítica</secondary-title></titles><pages>230</pages><volume>MSc</volume><dates><year>2014</year></dates><publisher>Universidad de Extremadura</publisher><urls></urls></record></Cite></EndNote>. Por dichas razones, los ensayos microbianos han sido ampliamente utilizados en los tamizajes de toxicidad. La similitud entre las funciones bioquímicas básicas de los organismos procariontes y eucariontes, su facilidad de manipulación, el corto tiempo de exposición 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). 
El mecanismo de emisión de luz presente en algunas especies bacterianas es sensible a xenobióticos, por lo que se han utilizado en pruebas ecotoxicológicas para evaluar la calidad de ambientes acuáticos (Perego et al. 2002; López-Roldan et al. 2012; Girotti et al. 2015; Vega-Corrales & Marín-Vindas,  2021). En este trabajo, se examinó el impacto de diferentes xenobióticos sobre la luminiscencia de tres cepas de V. harveyi aisladas de ecosistemas marinos cubanos. Las tres cepas de bacterias mostraron una reducción similar en la emisión luminiscente frente a las sales de metales (Fig. 1) y pesticidas (Fig. 2). Esta similitud pudiera explicarse por ser la misma especie y provenir del mismo ecosistema.

El mercurio es uno de los elementos tóxicos más abundantes en la naturaleza (Jan et al. 2016) y se encuentra entre los metales cuyos efectos adversos se encuentran mejor documentados (Vishnivetskaya et al. 2011; Ayangbenro & Babalola, 2017). El Hg puede bioacumularse en el humano, principalmente por el consumo de mariscos, pescado, crustáceos, etc., y puede ocasionar daños al estado de salud. En la naturaleza, el Hg está desigualmente distribuido en el medio marino y existe en tres formas químicas: Hg elemental (Hg0 metálico), Hg inorgánico (como sales de Hg+ y Hg2+) y Hg orgánico (CH3Hg+, etc.) (Chen & Dong, 2022). 
El Hg se une a grupos sulfhidrilos e incapacita a enzimas clave implicadas en múltiples funciones celulares. La entrada del Hg a la célula ocurre a través de proteínas transportadoras de cationes divalentes (Schaefer et al. 2014) o mediante la formación de compuestos divalentes que pueden atravesar la membrana por difusión simple (Liu et al. 2016). En el interior celular, ocasiona un profundo daño; afecta el metabolismo debido a la modificación covalente de enzimas y proteínas, entre ellas, de la enzima luciferasa, responsable de la luminiscencia en bacterias. De ahí que la toxicidad encontrada para el Hg sea la más alta del conjunto de xenobióticos examinados, lo cual se sustenta por los menores valores de EC50 obtenidos para el mercurio (Cuadro 2) y las mayores pendientes que derivan en el curso de pérdida de luminiscencia (Cuadro 1 y Fig. 1). Estos resultados se hallan en el orden de lo informado para la bacteria de origen marino V. fisheri (EC50 = 0.8 mg/L), empleada en el método estándar comercial de MicrotoxR (Cho et al. 2004). De 12 xenobióticos analizados por Cho et al. (2004), que incluían compuestos orgánicos e inorgánicos, el Hg resultó el más tóxico. La mayor toxicidad se informó tanto con la bacteria luminiscente V. fisheri como con la Janthinobacterium lividum YH9-RC modificada, a partir de los genes luxAB, y optimizada para pruebas de toxicidad (Cho et al. 2004). 
El cobre es necesario como factor de oxidación en los centros catalíticos de las enzimas. Sin embargo, el cobre libre es un peligro potencial, debido a su alta reactividad química. Por consiguiente, los organismos ejercen un control estricto sobre el transporte y el tráfico de Cu+ a través de los diferentes compartimentos celulares, garantizando la homeostasis necesaria para la prevención de sus potenciales efectos tóxicos. De hecho, las bacterias mantienen un estricto control del Cu libre intracelular, mediante su quelación, por moléculas de alta afinidad y la detección 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 más notables es la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). Estas son altamente reactivas, producto de la reacción de Fenton y la interferencia con el ensamblaje de la proteína del clúster [Fe-S] (Gaetke & Chow, 2003; Macomber & Imlay, 2009; Dupont et al. 2011). Es muy probable que la generación de estas ROS ocurra en el nivel de la membrana celular, antes que el catión 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 químicas que originan ROS, las cuales conducen al daño oxidativo del sistema luciferasa. 
Las cepas de V. harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992 examinadas en este trabajo mostraron una mayor sensibilidad frente al Cu (EC50 9.97 ± 1.62 mg/L, Cuadro 2) que la informada para V. fischeri salvaje (EC50 37.1 ± 7.8 mg/L); sin embargo, la cepa YH9-RC modificada genéticamente exhibió 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%), mostró un efecto tóxico (EC50 10.21 ± 0.59 mg/L, Cuadro 2) muy semejante al del CuSO4, lo cual indica que la toxicidad de este producto frente a las cepas es probablemente debido a la presencia del Cu en su composición.

El cromo es un elemento natural presente en la corteza terrestre, en diversas matrices medioambientales tales como el aire, el agua y el suelo. La mayor liberación procede de las industrias de transformación de metales, las curtidurías, la producción de cromatos, la soldadura de acero inoxidable y la producción tanto de ferrocromo como de pigmentos de cromo. Este elemento es liberado al medio ambiente, más que todo en forma hexavalente (Cr6+) (Tchounwou et al. 2012). En particular, el Cr6+ se ha asociado con la aparición de una serie de patologías, mientras el Cr3+ es necesario para el metabolismo en cantidades traza de lípidos y proteínas, así como cofactor para la acción de la insulina (Fang et al. 2014; Balali-Mood et al. 2021). Los mecanismos de interacción entre el cromo y los sistemas biológicos son poco conocidos, aunque la toxicidad del Cr6+ se ha adjudicado a la facilidad con que puede atravesar las membranas celulares y su posterior reducción intracelular a intermediarios muy reactivos. El Cr6+ puede ingresar al interior celular por medio del transportador de sulfato del cual constituye un inhibidor competitivo (Gutiérrez-Corona et al. 2010). Muchos de sus efectos patológicos están relacionados con la generación de ROS, la inactivación de enzimas y la supresión de la defensa antioxidante (Balali-Mood et al. 2021). El daño al ADN, la inestabilidad genómica y la generación de ROS son considerados mecanismos de toxicidad y carcinogenicidad del Cr. La generación de ROS promueve el estrés oxidativo celular, así que interrumpe un conjunto de funciones metabólicas, entre las cuales se puede encontrar el sistema luciferín-luciferasa bacteriano. El valor de toxicidad promedio del Cr determinado mediante la EC50 fue de 30.36 ± 2.68 mg/L (Cuadro 2), muy superior a los informados por Cho et al. 2004 (EC50 = 17.2 ± 2.4 mg/L) para la cepa salvaje de V. fischeri y para la cepa de J. lividum (YH9-RC) modificada con los genes luxAB (EC50 = 7.5 ± 2.2 mg/L). 
El hierro es uno de los metales trazas más importantes para la vida. Actúa como cofactor de enzimas disímiles que intervienen en procesos metabólicos esenciales como: la respiración, la fotosíntesis, la fijación de nitrógeno, la metanogénesis, el ciclo de la ácidos tricarboxílicos, el transporte de oxígeno y la regulación génica Mackenzie et al. 2008()
. Una de las estrategias del género Vibrio para la internalización de Fe3+ la constituye la producción de sideróforos, compuestos de pequeña masa molecular que presentan una alta afinidad por este metal (de Carvalho & Fernandes, 2010; Westrich, 2015). Los sideróforos son secretados al medio externo y forman complejos solubles con el Fe3+, los cuales se reincorporan al interior celular a través de receptores específicos (Braun & Hantke, 2007). Otro mecanismo descrito en bacterias Gram negativas para el transporte de hierro lo conforma la familia de proteínas OFeT (oxidasas dependientes de Fe2+); el complejo proteico reduce Fe3+ a Fe2+ y este último es oxidado e internalizado por su receptor en membrana (Grass, 2007). Sin embargo, aunque el hierro es esencial, también puede resultar tóxico, debido a que podría producir especies reactivas de oxígeno, con posibilidad de afectar los ácidos nucleicos, los lípidos y las proteínas. 

Las elevadas concentraciones extracelulares de Fe que superan los mecanismos homeostáticos de la bacteria pudieran inducir toxicidad mediante la estimulación de los procesos generadores de ROS, lo que podría ser la causa de la inhibición o reducción de la emisión luminiscente. En los últimos años, se ha informado un aporte de partículas de hierro a niveles tóxicos hacia el mar, como consecuencia del desarrollo urbano e industrial (Ayangbenro & Babalola, 2017).
En nuestro trabajo, el hierro es el elemento que siguió, en orden descendente de toxicidad, al Cr. La EC50 promedio para las tres cepas fue 46.18 ± 2.04 mg/L, alrededor de 100 veces menos tóxico que el Hg, 5 veces menos que el Cu y 1.5 veces menos que el Cr (Cuadro 2).  El valor promedio de EC50 obtenido (46.18 ± 2.04 mg/L, Cuadro 2) como resultado de la exposición de las tres cepas al hierro fue similar a los informados por López-Roldan et al. (2012), al evaluar la toxicidad acuática in situ mediante una cepa de V. fisheri (52.08 ± 5.4 mg/L). En contraste, el valor promedio de la EC50 del presente estudio se encuentra tres veces por encima de la EC50 (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 más sensible que aquellas de V. harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992. 
La plata es un metal ampliamente explotado en la metalurgia, en la joyería y la medicina (Coutiño-Rodríguez & Pérez-Gutiérrez, 2007). Uno de los mecanismos mediante los cuales se internaliza la plata es el transporte, a través de las porinas (Marrero & Fando, 2009; Zarubina et al. 2015), por lo que pudiera plantearse que la toxicidad de este elemento está limitada por el paso a través de la proteína transportadora transmembrana y el efecto se magnifica cuando el catión se acumula en el citosol celular.

La entrada de los iones Ag+ al citosol de las bacterias y la consecuente interacción con las proteínas del complejo luciferin-luciferasa, así como la posible generación de estrés oxidativo mediado por las ROS pueden causar una rápida inhibición/atenuación 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 promedio de EC50 (54.22 ± 11.40 mg/L, Cuadro 2) similar al encontrado para el Fe3+ (46.18 ± 2.05), lo cual pudiera reflejar la similitud en los mecanismos básicos de citotoxicidad, en los que están involucrados ambos metales. El valor promedio de EC50 para AgNO3 se encuentra en el mismo orden del obtenido por Futra et al. (2014) (60.0 mg/L), al evaluar la efectividad de un biosensor desarrollado a partir de Allivibrio fischeri immobilizada en microesferas de alginato. Sin embargo, Wie et al. (2012), cuando emplearon una cepa V. fischeri, informaron valores de EC50 < 2 mg/L, significativamente inferiores. Esto pudiera atribuirse a las diferencias entre las especies bacterianas empleadas y a los ajustes de las condiciones experimentales de los estudios. 
Atendiendo a los valores de EC50 de las sales de metales, la secuencia registrada fue coincidente en las tres cepas de bacteria (Hg2+ > Cu2+ > Cr6+ > Ag+ ≈ Fe3+), aun cuando presentaron variaciones en su magnitud (Cuadro 2). El orden descendente de toxicidad coincide con los reportados por Futra et al. (2014) (Cu2+ > Cr6+ > Ag+ > Fe3+) lo que, en cierta medida, valida los resultados aquí descritos. 

Además 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 mostró la mayor toxicidad, entre todos los plaguicidas ensayados, como lo indica la mayor inhibición de la luminiscencia, en función de la concentración (Fig. 2, Cuadro 2). El oxicloruro de cobre (Cu+/Cu2+) presente en Cuproflow actúa perturbando las membranas de los hongos y las bacterias, por lo cual evita su reproducción y facilita la aparición de enfermedades derivadas de ellos. Esta acción posiblemente se complemente con la inducción 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 tóxica. 
Kospi-sc 130 es un insecticida compuesto de Bifentrina e Imidacloprid. La Bifenetrina perturba el equilibrio Na+/K+, por lo que se interrumpe la conducción de los impulsos nerviosos que llevan a la parálisis y a la muerte; por su parte, el Imidacloprid bloquea los receptores a la acetilcolina de tipo nicotínico, por lo que obstaculiza el funcionamiento del sistema nervioso (ROTAM Agro Colombia S. A. S., www.ghcia.com.co/plm/source/productos/10006_58_168.htm). Kospi-sc es un producto diseñado 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, cuando se compara con los agentes metálicos estudiados que operan por mecanismos oxidativos más universales (Cuadro 2). Sin embargo, su potencial afectación a la salud humana o al entorno hizo recomendable incluirlo en la investigación. 
Sphere Max es un fungicida desarrollado para la agricultura. Sus ingredientes activos son Trifloxistrobin y Cyproconazol. El Trifloxystrobin inhibe la germinación de esporas y el desarrollo micelial en las plantas. Cyproconazol actúa sobre los hongos patógenos y detiene el crecimiento de sus membranas celulares. Este compuesto priva la síntesis del ergosterol y afecta la respiración mitocondrial, por lo que tiene un efecto inhibidor de la germinación de las esporas del patógeno (Bayer Crop Science Argentina, https://cropscience.bayer.com.ar/sphere-max-soja). De manera análoga a lo descrito para el Kospi-sc 130, la toxicidad de Sphere Max frente a las cepas de V. harveyi CBM-784, CBM-976 y CBM-992 fue relativamente baja (Cuadro 2). 
Por su lado, Envidor es un acaricida destinado a la agricultura, cuyo principio activo es: 3-(2,4-dichlorophenyl)-2-oxo-1-oxaspiro[4.5]dec-3-en-4-yl 2,2-dimethylbutanoate. Su acción está basada en la interferencia del metabolismo de los lípidos, al actuar en calidad de inhibidor de la acetil-coenzima A carboxilasa. Adicionalmente, Envidor induce daños al ADN, así como en los ovarios de los insectos (González-Marín et al. 2023). Este plaguicida fue el que mostró 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 luminiscentes, por lo que estas evaluaciones resultan novedosas. De acuerdo con la EC50, el orden de toxicidad resultó: 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 compuestos evaluados fue: HgCl2 > CuSO4 ≈ Cuproflow > K2Cr2O7 > Sphere Max ≈ Kospi-sc 130 > Fe2(SO4)3 > AgNO3 > Envidor. Los resultados del presente trabajo se encuentran en el mismo orden de toxicidad que los informados por otros autores y, por tanto, sustentan 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 plataforma marina cubana, mostraron una sensibilidad similar frente los xenobióticos estudiados, determinada a partir de la pérdida de su luminiscencia. 

Los valores de EC50 permitieron establecer un orden de toxicidad, tanto para sales de metales como para los pesticidas empleados en la agricultura. Esto sustenta la posibilidad de utilizar estas cepas, si se implementa un biosensor para la evaluación de qué tan contaminados se encuentran diversos ecosistemas.
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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

	HgCl2
	-228.3 a ( 8.2
	-159.4 a ( 7.1 
	-189.6 a ( 5.7

	CuSO4
	-13.3 b ( 1.8
	-13.0 b ( 2.8
	-17.6 b ( 2.0

	K2Cr2O7
	-3.2 c ( 0.9
	-2.9 c ( 0.9
	-3.1 c ( 1.0

	AgNO3
	-1.7 c ( 0.4
	-1.2 c ( 0.6
	-2.2 c ( 0.5

	FeSO4
	-1.9 c ( 0.3
	-2.0 c ( 0.4
	-2.2 c ( 0.2

	Cuproflow
	-14.3 b ( 1.8
	-13.4 b ( 1.1
	-19.0 b ( 2.1

	Kospi-sc 130
	-1.2 c ( 0.5
	-1.6 c ( 0.3
	-1.7 c ( 0.7

	Envidor
	-1.4 c ( 0.3
	-1.3 c ( 0.2
	-1.2 c ( 0.4

	Sphere Max
	-2.2 b ( 0.8
	-1.4 b ( 0.8
	-1.9 b ( 0.3


Cuadro 2. Valores estimados de EC50 de las cepas de bacterias luminiscentes, basados en la atenuación de la intensidad de la luminiscencia a los 15 min de exposición a los xenobióticos ensayados. Letras distintas indican diferencias estadísticas entre los valores (P < 0.05; ANOVA y prueba de rangos múltiples de Duncan)
Table 2. Estimated EC50 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)
	Tóxico
	EC50 a 15 min (mg/L)
	

	
	CBM-784
	CBM-976
	CBM-992
	Promedio

	HgCl2
	0.43f ( 0.11
	0.51g ( 0.08
	0.39d ( 0.12
	0.44 ± 0.10

	CuSO4
	9.28e ( 4.75
	11.83f ( 3.27
	8.81c ( 1.69
	9.97 ± 3.22

	Cuproflow
	10.56e ( 0.29
	10.54f ( 0.65
	9.52c ± 0.25
	10.21 ± 0.59

	K2Cr2O7
	28.6d ( 2.31
	29.04e ( 2.98
	33.44b ( 3.90
	30.36 ± 2.68

	Sphere Max
	37.92c ( 4.31
	36.81d ( 6.97
	36.33b ± 6.29
	37.02 ± 6.11 

	Kospi-sc 130
	36.18c ( 5.78
	44.92c ± 6.38
	38.73b ( 3.14
	39.94 ± 5.19

	Fe2(SO4)3
	47.36b ( 8.82
	47.36c ( 5.13
	43.81a ( 0.37
	46.18 ± 2.04

	AgNO3
	61.55a ( 5.09
	60.03b ( 8.36
	41.08ab ± 3.01
	54.22 ± 5.42

	Envidor
	69.64a ( 2.45
	76.51a ( 6.51
	48.44a ± 2.84
	64.86 ± 3.93


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 exposición. Los puntos de las gráficas representan el valor promedio de tres réplicas experimentales independientes. La variabilidad de los resultados se expresó como la desviación estándar 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 función exponencial negativa, mediante Origin Pro (2024). Los valores de bondad de ajuste (χ2) oscilaron entre 0.92-0.99. Rojo: V. harveyi CBM-784; verde: V. harveyi CBM-976; y azul: V. harveyi CBM-992

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 variability 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 (χ2) values ranged from 0.92-0.99. Red: V. harveyi CBM-784, green: V. harveyi CBM-976, and blue: V. harveyi CBM-992
Fig. 2. Influencia de diferentes concentraciones de los pesticidas sobre la intensidad de la luminiscencia de los aislados, a los 15 min de exposición. Los puntos de las gráficas representan el valor promedio de tres réplicas experimentales independientes. La variabilidad de los resultados se expresó como la desviación estándar 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 función exponencial negativa mediante Origin Pro (2024). Los valores de bondad de ajuste (χ2) 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 (χ2) 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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