Revista de Biologia Tropical

Revista de ISSN: 0034-7744
BIOLOGIA TROPICAL = ISSN: 2215-2075

h el e of TEGERE AL DI, DHAT werd EOSMTMIWRTES

Universidad de Costa Rica

Rojas-Alfaro, Rebeca; Umafa-Castro, Rodolfo;
Rojas-Campos, Norman; Vargas-Montero, Maribel

Primer reporte de bacterias y dinoflagelados marinos
luminiscentes del Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica

Revista de Biologia Tropical, vol. 68, num. 1, Supl., 2020, pp. 213-224
Universidad de Costa Rica

DOI: https://doi.org/10.15517/RBT.V68IS1.41182

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=44968285014

Coémo citar el articulo ?@é@y;{g
Numero completo Sistema de Informacién Cientifica Redalyc
Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso

abierto


https://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=44968285014
https://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=449&numero=68285
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=44968285014
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=449
https://www.redalyc.org
https://www.redalyc.org/revista.oa?id=449
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=44968285014

REVISTA DE

Biologia Tropical

Primer reporte de bacterias y dinoflagelados marinos luminiscentes
del Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica

Rebeca Rojas-Alfaro!', Rodolfo Umafia-Castro?, Norman Rojas-Campos?
& Maribel Vargas- Mon‘cero1 4

Centro de Investigacion en Estructuras Microscopicas, Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica;

Laboratorio de Analisis Genoémico, Escuela de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional, Heredia, Costa Rica;

Centro de Investigacion en Enfermedades Tropicales, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica,

1.
mariarebeca.rojas@ucr.ac.cr, rebeca.rojas.alfaro@gmail.com
2.
rodolfo.umana.castro@una.cr
3.
José, Costa Rica; norman.rojas@ucr.ac.cr
4.

Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica; maribelle.vargas@ucr.ac.cr
* Correspondence

Recibido 05-11-2019. Corregido 25-1V-2019. Aceptado 05-VII-2019.

ABSTRACT. First report of marine luminescent bacteria and dinoflagellates from Isla del Coco National
Park, Costa Rica. Introduction: Bioluminescence is the ability of certain organisms to transform chemical
energy into light energy through various biochemical processes. Objective: Isolation and identification for
the first time of luminescent bacteria of superficial marine water, and the identification of marine luminescent
dinoflagellates of Isla del Coco National Park, Costa Rica. Methods: Samples of seawater obtained by diving
at 20 m and at a surface level of 13 sites were collected. On the other hand, phytoplankton samples collected
from the surface up to 30 m deep were analyzed in the surroundings of 8 sites of Cocos Island, and several
luminescent species belonging to the genera Ornithocercus and Ceratocorys were determined. Results: Seven
luminescent bacterial isolates were obtained, they were identified and characterized biochemically by means of
an automated platform (Vitek) with high levels of confidence, they were taxonomically located within the genus
Vibrio, 2 species: V. alginolyticus and V. parahaemolyticus, in addition, some isolates presented resistance to
the antibiotic ampicillin and 100% hemolytic capacity. This research shows evidence of the presence of marine
microscopic species in Cocos Island, Costa Rica, capable of presenting the phenomenon of luminescence, so
that further study would be relevant in terms of the importance of these microorganisms in the production of
metabolites secondary and as indicators of harmful algal blooms, so it is necessary to conduct more scientific
research to determine their biotechnological potential. Conclusions: In the same way, the results obtained in
this investigation suggest expanding the collection and isolation of luminescent microorganisms, accompanied
by a biochemical and molecular characterization, in order to explore the microbial diversity associated with
luminescence events and determine the environments in which that these species develop.
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San

Los océanos representan alrededor del & Masilamani, 2017). Costa Rica se ubica en

71% de la superficie del planeta y los estudios
han demostrado que el ambiente marino con-
tiene gran cantidad de especies bacterianas que
recientemente se estan caracterizando (Kola

una de las zonas de alta diversidad de especies
a nivel mundial, por ser un corredor bioldgico
entre el norte y sur del continente americano.
Posee una superficie marina de 568054 km?,
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de las cuales se han identificado cerca de 7000
especies marinas, que representan un 6.5% de
las especies registradas a nivel internacional, es
uno de los paises con mas diversidad por Km?
(Wehrtmann et al., 2009; Cortés, 2017). La
costa Pacifica posee mas del doble de especies
marinas que las reportadas en el Caribe; sin
embargo, esta estimacion no comprende a la
comunidad de microorganismos (Wehrtmann
et al., 2009; Alvarado, Herrera, Corrales, Asch,
& Paaby, 2011; Cortés, 2012, 2016 a, b). La
mayoria de las investigaciones de biodiver-
sidad se han enfocado en grandes mamiferos
marinos, vertebrados como peces y algunos
invertebrados como corales entre otros (Wehrt-
mann & Cortés, 2009). Sin embargo, a pesar
de la alta diversidad de ecosistemas marinos,
en el pais existen vacios en el tema de con-
servacion a nivel de la comunidad microbiana
y fitoplanctonica, estos deben ser abordados
para asegurar la conservacion del patrimonio
natural y genético.

Dentro de las bacterias marinas existe
un grupo bacterias luminiscentes, capaces de
transformar la energia quimica en energia lumi-
nica mediante un proceso bioquimico (Kahlke
& Umbers, 2016). De 700 géneros de organis-
mos marinos que producen bioluminiscencia,
el 80% corresponden a relaciones simbioticas
con bacterias y su distribucion geografica abar-
ca desde los polos hasta aguas tropicales. Las
bacterias se han reportado como organismos
de vida libre, asociados a peces y cefalopodos
o formando relaciones simbidticas en oOrga-
nos luminicos de organismos como el cala-
mar Euprymna scolopes (Kola & Masilamani,
2017) y en peces como Photoblepharon sp. y
Leiognathus sp., y en medusas como Afolla sp.
(Witze, 2018). Los dinoflagelados son microal-
gas pertenecientes al grupo del fitoplancton,
y junto a las diatomeas son uno de los grupos
mas importantes en el ecosistema debido a la
produccion de potentes toxinas. Ademas, estos
organismos son los mayores productores de
floraciones algales nocivas, siendo algunos de
estos luminiscentes, incluso se hace referencia
de un dinoflagelado bioluminiscente de aguas

marinas tropicales (Noctiluca miliaris) (Villa-
lobos-Solé, 1967).

En el Parque Nacional Isla del Coco
(PNIC), durante una expedicion cientifica, se
analizaron muestras de fito y zooplancton,
logrando reportar 75 especies de bacterias
y mas de 100 especies de microalgas per-
tenecientes al fitoplancton (Cortés-Nuiez,
Acuiia-Gonzalez, Lizano-Rodriguez, Morales-
Ramirez, & Alfaro-Martinez, 2009). En Costa
Rica se han realizado estudios metagenomicos
dirigidos a bacterias marinas, reportandose en
la columna de agua los géneros Prochlorococ-
cus, Synechococcus, Pelagibacter, Shewanella,
y Burkholderia cerca de la Isla del Coco, Roca
Sucia, a una profundidad de 30 m (Rusch et
al., 2007). La primera referencia sobre bac-
terias luminiscentes aisladas del ecosistema
marino costarricense fue presentada en el VII
Congreso Nacional de Biologia por Vega-
Corrales, Marin-Vindas y Rojas-Alfaro (2014),
quienes realizaron el primer reporte nacional
sobre el aislamiento de bacterias luminiscentes
del Golfo de Nicoya. Destacan otros repor-
tes como los de Marin-Vindas Vega-Corrales,
Umaiia-Castro y Rojas-Alfaro (2015, 2017),
Marin-Vindas, Vega-Corrales y Rojas-Alfaro
(2015) y Rojas-Alfaro (2016) indicando la
presencia de bacterias marinas luminiscentes
de los géneros Vibrio y Photobacterium en la
costa del Pacifico costarricense. En Costa Rica
desde 1995 se han realizado estudios sobre
dinoflagelados dirigidos hacia la identificacion
taxonomica y en la amenaza que representan
debido a la produccion de las floraciones alga-
les en las areas marinas (Viquez & Hargraves,
1995; Vargas-Montero & Freer, 2003; Vargas-
Montero, Freer, Guzman, & Vargas, 2008).
Actualmente, no hay referencias sobre dinofla-
gelados luminiscentes encontrados en el medio
marino costarricense.

Por tanto, esta investigacion tuvo como
objetivo aislar e identificar por primera vez
bacterias y dinoflagelados luminiscentes de
agua marina superficial entre los 3 a 30 m de
profundidad del Parque Nacional Isla del Coco,
Costa Rica.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Para bacterias biolu-
miniscentes en junio del 2017 se recolectaron
muestras de agua marina superficial y mediante
buceo de hasta 30 m de 13 zonas del PNIC
(Fig. 1). Para las colectas de agua se utilizaron
botellas ambar estériles de 100 mL. Seguida-
mente, las muestras de agua se almacenaron y
transportaron en hielo en un lapso menor a 4
h hasta la Estacion Bahia Wafer, PNIC, Costa
Rica. Las muestras de fitoplancton se recolec-
taron en 8 zonas del PNIC, desde la superficie
hasta los 30 metros de profundidad utilizando
botellas Niskin de 1 L de capacidad, asi como
realizando buceos sobre parches de coral utili-
zando una red de 20 um de los de malla, fijan-
dose inmediatamente con glutraldehido al 2%

en la estacion de Bahia Wafer (Vargas-Montero
et al.,, 2008), luego fueron transportadas al
Laboratorio de Fitoplancton Marino y Costero
del Centro de Investigacion en Estructuras
Microscopicas (CIEMic), de la Universidad de
Costa Rica (Tabla 1).

Procesamiento de la muestra y analisis
microbiolégico: Las muestras de agua marina
colectadas fueron procesadas y analizadas en
un cuarto adaptado para ensayos microbiolo-
gicos en la Estacion Bahia Wafer, PNIC. La
metodologia utilizada fue la propuesta por
Bagordo et al. (2012), con las siguientes modi-
ficaciones: se tomaron alicuotas de 100 mL de
cada muestra y se filtraron a través de filtros
de nitrato de celulosa de 0.45 pm de tamafio
de poro y de 47 mm de didmetro (MiliPore®).
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Fig. 1. Mapa de la distribucion de las zonas de muestreo de aislados bacterianos luminiscentes de la Isla del Coco, Costa
Rica. Muestras superficiales: (1) Bahia Wafer, (2) Roca Vikinga, (3) Punta Ulloa, (5) Bahia Chatam, (6) Fondeo del barco
Sea Hunter, (7) fondeo del barco Okeanos Aggressor 11, (9) Bahia Weston, (10) Punta Presidio, (11) Roca Gissler. Muestras
obtenidas por buceo: (4) Roca 2 amigos (20 m), (8) Manuelita profundo (20 m), (12) Punta Maria (20 m) y (13) Roca Sucia
(30 m). Zonas de muestreo de dinoflagelados marinos luminiscentes, muestras superficiales: (4) Roca 2 amigos, (11) Roca
Gissler y (12) Punta Maria. Muestras obtenidas por buceo: (1) Coral de Bahia Wafer (3 m), (5) Coral de Bahia Chatam (5
m), (14) Cabo Atrevido (5 m), (15) Bajo Alcyone (30 m) and (16) Bahia Iglesias (20 m). Entre paréntesis la profundidad en
metros en que se recolectd la muestra.

Fig. 1. Map of the distribution of the sampling zones of luminescent bacteria from Cocos Island, Costa Rica. Surface
samples: (1) Wafer Bay, (2) Viking Rock, (3) Ulloa Point, (5) Chatam Bay, (6) Anchorage of the Sea Hunter ship, (7)
Anchorage of the Okeanos Agresor ship, (9) Weston Bay, (10) Presidio Point, (11) Gissler Rock. Samples obtained by
diving: (4) 2 friends Rock (20 m), (8) Manuelita deep (20 m), (12) Maria Point (20 m) and (13) Dirty Rock (30 m).
Sampling zones of marine bioluminescent dinoflagenates, Surface samples: (4) Two friends Rock, (11) Gissler Rock and
(12) Maria Point. Diving samples: (1) Coral of Wafer Bay (3 m), (5) Coral of Chatam Bay (5 m), (14) Atrevido Cape (5 m),
(15) Bajo Alcyone (30m), (16) Churches Bay (20m). In parentheses the depth in meters in which the sample was collected.
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TABLA 1
Sitos de muestreo de aislados bacterianos y colecta de fitoplancton en la Isla del Coco, Costa Rica

TABLE 1
Sampling sites for bacterial isolates and phytoplanckton samples from Isla del Coco, Costa Rica

Sitios de muestreo

Muestras a nivel Superficial (1 m de profundidad)
Bahia Wafer
Roca Vikinga
Punta Ulloa
Bahia Chatham
Bahia Weston
Punta Presidio
Roca Gissler
Fondeo Sea Hunter
Fondeo Okeanos Aggressor 11
Muestras obtenidas por buceo
Manuelita profundo (20 m)
Roca 2 amigos grande (20 m)
Punta Maria (20 m)
Roca Sucia (30 m)
Cabo atrevido (5m)
Bajo Alcyone (30 m)
Bahia Iglesias (30 m)
Coral de Bahia Wafer (3 m)
Coral de Bahia Chatham (5 m)

Ubicacion GPS
N A\
05°33’12” 87°02°28”
05°32°09” 87°03°86”
05°33°10” 87°02°21”
05°33°01” 87°02°30”
05°33°03” 87°03°02”
05°33°12” 82°02°55”
05°32°06™ 87°03°07”
05°33°09” 87°02°24”
05°33°08” 87°02°36”
05°33°07” 87°02°09”
05°30°07” 87°05°10”
05°31°09” 87°05°06”
05°32°09” 87°04°09”
05°31°99” 87°01°55”
05°30°99” 87°01°55”
05°30°64” 87°03°92”
05°33°12” 87°02°28”
05°33°01” 87°02°30”

* Entre paréntesis la profundidad en metros en que se recolect6 la muestra.

Seguidamente, los filtros se colocaron en pla-
cas Petri con agar Zobell (Khambholja &
Kalia, 2016) y se incubaron en oscuridad a
temperatura ambiente local aproximada de
26-27 °C durante 24 h. Posterior al periodo de
incubacion, se seleccionaron las colonias con
una luminiscencia basal de 100 %, de forma
visual en la oscuridad.

Adicionalmente, se realizaron tinciones de
Gram (Bagordo, et al., 2012) y posteriormente
los aislados fueron identificados. Se realizo el
antibiograma mediante el sistema automatizado
Vitek 2 Compact (bioMerieux, Francia). Y se
determiné la actividad hemolitica mediante la
inoculacién por estria a cultivos frescos (18 a
24 h) de agar sangre (10 %) de cada aislamien-
to luminiscente. Las placas fueron incubadas
a 30 °C durante 24 h y fueron almacenadas en

caldo BHI (Caldo infusion cerebro corazon)
(OXOID®) con 20 % glicerol a -80 °C (Chun-
ga, 2018) en el Laboratorio de Bacteriologia
Médica de la Facultad de Microbiologia, Uni-
versidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.
La actividad hemolitica se determind por la
presencia de halos (zonas claras) segin tipo
alfa, beta 0 gamma hemolisis evidenciada alre-
dedor de la estria (Martins, 2010).

Procesamiento de la muestra de fito-
plancton: Las muestras de fitoplancton se sedi-
mentaron y se procesaron en el laboratorio para
ser analizadas en un microscopio de luz inverti-
da, marca Olympus® equipado con una cAmara
DP-70. Las muestras mas representativas se
procesaron para ser fotografiadas utilizando
un microscopio electrénico de barrido marca
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Hitachi, modelo S-570. El procesamiento rea-
lizado consisti6 en extraer aproximadamente
1 mL de la muestra sedimentada, la cual fue
procesada siguiendo la metodologia propuesta
por Watson, Mckee & Merrel (1980) para la
digestion de membranas, utilizando un deter-
gente no i6nico (Tritén X-100%). La separacion
de la muestra se llevd a cabo a través de gra-
dientes de sucrosa, lo que permiti6 aislar los
dinoflagelados de los residuos presentes en la
muestra. Las muestras procesadas se fijaron en
una membrana de Poli-L-Lisina de acuerdo a
Mazia, Schatten & Sale (1975) y fueron cubier-
tas con una fina capa de oro-paladio mediante

el cobertor ionico Geiko IB3, para facilitar
su visualizacion en el microscopio de barrido
del CIEMic. Una vez fotografiadas se proce-
di6 a identificar las especies con la literatura
mas actualizada.

RESULTADOS

Se obtuvieron siete aislados de bacterias
luminiscentes de agua marina: seis a nivel
superficial y una mediante buceo de roca
Dos Amigos (20 m de profundidad) de la Isla
del Coco, Costa Rica (Fig. 2, Tabla 1, Tabla
2). En cuanto a la morfologia macroscopica

Fig. 2. Fotografia de bacterias luminiscentes cultivadas en agar Zobell aisladas de la Isla del Coco, Costa Rica, observadas
en oscuridad total y sin exposicion de ningln tipo de fuente de luz. Fotografia por: Guillermo Blanco Segura.

Fig. 2. Photograph of luminescent bacteria cultured on Zobell agar isolated from Cocos Island, Costa Rica, observed in total
darkness and without exposure of any type of light source. Photography by: Guillermo Blanco Segura.

TABLA 2
Identificacién bioquimica mediante Vitek 2 Compact (bioMerieux®, Francia)
de las bacterias luminiscentes aisladas de la Isla del Coco, Costa Rica

TABLE 2
Biochemical identification by Vitek 2 Compact (bioMerieux®, France)
of luminescent bacteria isolated from Cocos Island, Costa Rica

Codigo cepa Origen de la cepa
CL 1 Sitio 1: Bahia Wafer
CL2 Sitio 2: Roca Vikinga
CL3 Sitio 3: Punta Ulloa
CL4 Sitio 4: Roca 2 Amigos
CL5 Sitio 1: Bahia Wafer
CL6 Sitio 6: Fondeo Sea Hunter
CL7 Sitio 7:Fondeo Okeanos Aggressor I1

Identificacion Vitek 2 Nivel de confianza (%)

Vibrio alginolyticus 98
Vibrio parahaemolyticus 96
Vibrio alginolyticus 99
Vibrio parahaemolyticus 97
Vibrio alginolyticus 97
Vibrio parahaemolyticus 99
Vibrio parahaemolyticus 99

Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 68(Suppl. 1): S213-S224, March 2020
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se observaron colonias blancas translucidas
pequeiias (<10 mm) redondas con borde liso
y microscopicamente todas se evidenciaron
como bacilo Gram negativo (BGN).

El analisis bioquimico mediante Vitek 2
Compact (bioMerieux®, Francia) logré ubi-
car taxonomicamente las aislados bacterianos
luminiscentes de la Isla del Coco, Costa Rica.
Estas se agruparon en el género Vibrio, se
identificaron dos especies: V. alginolyticus y
V. parahaemolyticus. Estos resultados estan
respaldados por un nivel de confianza (>96 %)
(Tabla 2). Los aislados fueron 100 % sensibles
a los antibioticos ensayados, con excepcion de
la ampicilina, donde la sensibilidad fue de 57 %
(4/7 aislados) (Tabla 3).

En cuanto a la actividad hemolitica la
totalidad de los aislados bacterianos lumi-
niscentes fueron positivos, se evidenciaron
halos de hemolisis de 7 hasta 10 mm, en su
mayoria los halos que rodearon a las colonias
fueron totalmente transparentes, debido a la

destruccion total de la membrana del eritroci-
to, caracteristico de hemolisis completa (tipo
beta), a diferencia de CL 3 que mostré una
hemdlisis parcial (tipo alfa) es decir la zona
de crecimiento aparecio rodeado de un halo de
color verdoso producto de la lisis parcial del
glébulo rojo (Tabla 4).

En la Isla del Coco se encontraron varias
familias de dinoflagelados productoras de bio-
luminiscencia (Fig. 3), observandose diferentes
especies luminiscentes de los géneros Ornitho-
cercus perteneciente al orden Dinophysiales,
a la familia Dinophyceae y el género Cera-
tocorys perteneciente al orden Gonyaulaca-
les, a la familia Ceratocoryaceae, esta ultima
especie distinguida por no poseer cloroplastos,
son heterotréficos, con la capacidad de man-
tener simbiontes fotosintéticos ubicados en su
parte apical. Las especies encontradas fueron
Ornithocercus steinii, Ornithocercus magnificus,
Cerathocorys armata 'y Cerathocorys horrida.

TABLA 3
Antibiograma mediante Vitek 2 Compact (bioMerieux®, Francia) de las bacterias luminiscentes aisladas
de la Isla del Coco, Costa Rica. CMI: Concentracion minima inhibitoria parcial (png / ml).
Interpretacion: S (susceptible) y R (resistente). BLEE: betalactamasa de espectro extendido

TABLE 3
Antibiogram using Vitek 2 Compact (bioMerieux®, France) of luminescent bacteria isolated from
Cocos Island Costa Rica. MIC: Minimum partial inhibitory concentration (pg / ml).
Interpretation: S (susceptible) and R (resistant). ESBL: extended-spectrum beta-lactamase

Antibiotico/Cepa CL1 €L 2 (€L 3 CL4 L5 CL6 ©L 7
Concentracion e interpretacion CMI S/R CMI SR CMI SR CMI SR CMI SR CMI SR CMI SR
BLEE - - - - - - - - - - - - - -
Ampicilina <2 S <2 S =32 R =32 R =232 R =232 R <2 S
Ampicilina/Sulbactam <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S
Piperacilina/ Tazobactam <4 S - - <4 S - - <4 S <2 S <2 S
Ceftazidima <1 S =<1 S <1 S =<1 S <1 S <1 S <l S
Cefepima - - - - - - - - - - - - - -
Imipenem <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S
Meroperem <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S
Amicacina <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S
Gentamicina <1 S <1 S =<1 S <1 S <1 S <1 S <1 S
Acido nalidixico <4 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S <2 S
Ciprofloxacino <025 S <025 S <025 S <025 S <025 S =025 S =025 S
Nitrofurantoina <16 S <16 S <16 S <16 S <16 S <16 S <16 S
Trimetoprima/Sulfametoxazol <20 S <20 S <20 S <20 S <20 S <20 S =20 S
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Fig. 3. Especies de dinoflagelados marinos luminiscentes observados en las muestras colectadas alrededor de la Isla
del Coco. (A-B) Ornithocercus magnificus, (C-D) Ornithocercus steinii y (E-F) Ceratocorys horrida tomados con el
microscopio electronico de barrido.
Fig. 3. Species of bioluminescent marine dinoflagellates observed in samples collected around Cocos Island (A-B)
Ornithocercus magnificus, (C-D) Ornithocercus steinii and (E-F) Ceratocorys horrida pictures by scanning electron
microscopy.

El género Ornithocercus fue el mas abundante
en las muestras observadas.

DISCUSION

Estudios previos referentes al reporte, ais-
lamiento y caracterizacion de bacterias lumi-
niscentes en aguas superficiales marinas de los
géneros Vibrio y Photobacterium en la costa
del Pacifico (Golfo de Nicoya) costarricense,
son los presentados por Rojas-Alfaro, (2016)
y Marin-Vindas et al. (2017). Sin embargo,
nuestros hallazgos muestran por primera vez
el aislamiento ¢ identificacion bioquimica de
7 aislados bacterianos luminiscentes de agua
marina de la Isla del Coco

La caracterizacion bioquimica de los ais-
lados luminiscentes mediante Vitek 2 mos-
tr6 un alto nivel de confianza permitiendo
la identificacion bacteriana de las muestras
ambientales tal y como lo confirman estudios
realizados en cultivos, ecosistemas dulcea-
cuicolas, marinos y muestras ambientales de
reptiles silvestres (Romeu et al., 2010; Cardak,
Ozbek, & Kebapgioglu, 2015; Artavia-Leon et
al., 2017). La identificacién bioquimica indica
que los aislados luminiscentes de este estudio
se clasifican en el género Vibrio sp., reportado
dentro del grupo de las bacterias luminiscen-
tes (Bagordo, et al., 2012; Yaser et al., 2014;
Gomez et al., 2017).

Las aislados de V. alginolyticus y V. para-
haemolyticus, no pertenecen al clado Harveyi,
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TABLA 4
Observaciones de la actividad hemolitica realizadas
en aislados luminiscentes aisladas
de la Isla del Coco, Costa Rica

TABLE 4
Observations of hemolytic activity performed on
luminescent strains isolated from
Cocos Island, Costa Rica

Codigo de cepa Actividad hemolitica (mm)

CL1 7
CL2 10
CL3 7*
CL4 10
CL5 9
CL6 10
CL7 16

* Hemolisis parcial observada cuando la zona de
crecimiento aparece rodeada de un halo de color verdoso
mientras que la total es un halo totalmente transparente
(Martins, 2010).

el cual es un complejo de bacterias que hasta el
momento comprende 12 especies (V. rotiferia-
nus, V. azureus, V. sagamiensis, V. jasicida, V.
natriegens, V. mytili, V. harveyi, V. campbellii,
V. owensii, V. rotiferianus, V. jasicida'y V. hyu-
gaensis). La complejidad de este grupo se debe
a que los fenotipos y genotipos de esas especies
son muy similares entre si, por lo que su iden-
tificacion por métodos bioquimicos y molecu-
lares es compleja (Ke et al., 2018). Lo anterior
evidencia que es necesaria una caracterizacion
bioquimica y molecular de los aislamientos
obtenidos en este estudio para confirmar la
identidad de los aislados luminiscentes recupe-
rados de la Isla del Coco.

La resistencia de las bacterias es un feno-
meno natural en funcién de la evolucion, adap-
tacion y seleccion de las especies (Elmahdi,
DaSilva, & Parveen, 2016). La introduccion de
farmacos en ecosistemas acuaticos ha provoca-
do un gran efecto secundario en el ambiente,
la propagacion de genes de resistencia a anti-
bidticos (Song et al., 2016). El alto porcentaje
de resistencia a la ampicilina (57%) es consis-
tente como lo reportado por (Elmahdi et al.,
2016) donde indica que V. alginolyticus y V.

parahaemolyticus mostraron resistencia a este
antibidtico, ademas la ampicilina forma parte
de la lista de antibidticos que las bacterias del
género Vibrio de origen marino muestran resis-
tencia (Lee et al., 2018).

Una parte importante de la dispersion y
evolucion de las bacterias resistentes a los anti-
microbianos depende del agua. En ecosistemas
acudticos las bacterias de diferentes origenes
(animal, humana y ambiental) son capaces de
mezclarse y desarrollar mecanismos de resis-
tencia como consecuencia de intercambios
promiscuos de elementos genéticos moviles o
de la recombinaciéon de genes Asimismo, los
antimicrobianos y metales pesados son libe-
rados en el agua y sus residuos pueden ejercer
presiones selectivas en comunidades acuaticas,
resultando en resistencia a los agentes antimi-
crobianos (Torres et al., 2016). La resistencia
no solo se adquiere por exposicion al com-
puesto, sino también a través de mecanismos
de defensa propios de la bacteria, como la
bomba de flujo que expulsa la sustancia extra-
fla, o bien la resistencia adquirida por medio
de plasmidos y de betalactamasas de amplio
espectro (enzimas bacterianas que hidrolizan
y generan resistencia a los antibidticos de tipo
B-lactamicos) (Lee et al., 2018).

El alto porcentaje de sensibilidad para los
12 antibioticos con la excepcion de las aislados
CL 3,CL 4, CL 5y CL 6 que fueron resistentes
a la ampicilina (Tabla 3), coincide con lo repor-
tado por Elmahdi et al. (2016) y por Lee et al.
(2018), quienes afirman que V. alginolyticus y
V. parahaemolyticus y otras bacterias del géne-
ro Vibrio aislados del medio marino evidencia-
ron sensibilidad ante dichos antibidticos.

La susceptibilidad de las demads aislados
puede atribuirse a que la ampicilina es un anti-
bidtico de tipo B-Lactamico de amplio espectro
con un efecto bactericida lento, cuyo modo
de accion es la inhibicion de la transpeptida-
cion, la ultima fase de la sintesis de la pared
celular, causando un efecto letal en la bacteria
(Dérr et al., 2016). Con respecto al resto de
antibioticos ensayados, la alta sensibilidad es
compatible con la baja exposiciéon a drogas
de uso restringido al ambiente hospitalario, de
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manera consistente con otros estudios similares
(Torres et al., 2016). La determinacion de la
actividad hemolitica de bacterias luminiscen-
tes del género Vibrio obtenida en este estudio
(Tabla 4) concuerda con lo reportado (Cai &
Zhang, 2018), indicando que uno de los efectos
de la infeccion causada por estos microorga-
nismos es la hemolisis en animales marinos
como peces, camarones € incluso en bivalvos
(Silva et al., 2018).

Las aguas alrededor de la Isla del Coco
presentan el fendémeno de la bioluminiscencia,
que puede ser observado por las noches, en
gran parte debido a la presencia de los géneros
de dinoflagelados Ornithocercus y Cerato-
corys, que siempre estuvieron presentes en las
muestras. Muchas de las especies observadas
nunca se han reportado en aguas costeras de
Costa Rica, ya que esta isla es meramente
oceanica y recibe la influencia de las aguas
provenientes del hemisferio sur, por lo que la
mayoria de los organismos encontrados son
meramente ocednicos (Vargas-Montero, Mora-
les, & Cortés, 2012). La presencia de especies
de dinoflagelados luminiscentes en las aguas
alrededor de la Isla del Coco es un fenomeno
que se observa en todas las épocas del afio, y
las especies pueden variar dependiendo de la
disponibilidad de nutrimentos y de las condi-
ciones oceanograficas, lo que refleja su estado
o actividad metabdlica (Sweeney, 1987). Este
fenémeno se mantiene tanto con la estimula-
ciéon quimica de los microorganismos como
al estimular mecanicamente el agua, lo que
aumenta aun mas su visibilidad a diferentes
profundidades. Estudios recientes, han demos-
trado que la bioluminiscencia es un factor muy
importante en la determinacién de la presencia
de dinoflagelados toxicos en el agua y que su
actividad ademas de ser proporcional al nume-
ro de células puede variar de acuerdo con las
condiciones fisioldgicas del organismo (Uribe
& Montecino, 2007).

Estudios de monitoreo de luminiscencia
acuatica tendrian una afectacion social-cultural
de forma directa con los pobladores de las
zonas costeras del pais, ya que actualmente
existen varias agencias turisticas que operan

visitas a sitios de bioluminiscencia reportadas
en el todo el Pacifico de Costa Rica, siendo
esta una alternativa de turismo rural comuni-
tario en miras de fortalecimiento en cuanto a
capacitacion y educacion ambiental. En con-
clusion, este trabajo expone el primer registro
de aislamiento y caracterizacion bioquimica
automatizada de bacterias luminiscentes de
agua marina superficial (profundidad: 1 m) y
mediante buceo (profundidad: 20 m) obteni-
das de la Isla del Coco, Costa Rica. Ademas
de la relevancia en la ampliacion de las zonas
de estudio, aislamiento, caracterizacién bio-
quimica y molecular con el fin de explorar la
diversidad que presentan los microorganismos
luminiscentes en ambientes acuaticos de Costa
Rica. La gran biodiversidad de especies de
fitoplancton marino que se presentan en la
isla, aunada a la abundancia de dinoflagelados
sobre los parches de coral en las diferentes
bahias, evidencian ademas de la utilizacion de
mecanismos de defensa, que su poblacion es
abundante y estd en crecimiento exponencial,
generando un espectaculo visual que podria uti-
lizarse para determinar cuales especies poten-
cialmente productoras de floraciones algales se
encuentran presentes en el agua.
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RESUMEN

Introduccion: La bioluminiscencia es la capacidad
de ciertos organismos para transformar la energia quimica
en energia luminica mediante varios procesos bioquimicos.
Objetivo: el aislamiento e identificacion por primera vez
de bacterias luminiscentes en agua marina superficial y la
identificacion de dinoflagelados luminiscentes marinos del
Parque Nacional Isla del Coco, Costa Rica. Metodologia:
Se colectaron muestras de agua marina obtenida por buceo
a 20 m y a nivel superficial de 13 sitios en la Isla del
Coco, Costa Rica. Por otra parte, se analizaron muestras
de fitoplancton colectadas desde la superficie hasta los 30
m de profundudad en los alrededores de 8 sitios de la Isla
del Coco, y se determinaron varias especies luminiscentes
pertenecientes a los géneros Ornithocercus 'y Ceratocorys.
Resultados: Se logro obtener 7 aislados bacterianos lumi-
niscentes, se identificaron y caracterizaron bioquimica-
mente mediante una plataforma automatizada (Vitek) con
altos niveles de confianza, se ubicaron taxonémicamente
dentro del género Vibrio, 2 especies: V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus, ademas, algunos aislados presentaron
resistencia al antibiotico ampicilina y 100% capacidad
hemolitica. Esta investigacion muestra evidencia de la
presencia de especies microscopicas marinas en Isla del
Coco, Costa Rica, capaces de presentar el fenomeno de la
luminiscencia, por lo que profundizar en su estudio seria
relevante en cuanto a la importancia de estos microorganis-
mos en la produccion de metabolitos secundarios y como
indicadores de floraciones algales nocivas, por lo que se
hace necesario realizar mas investigacion cientifica para
determinar su potencial biotecnologico. Conclusiones: De
la misma forma, los resultados obtenidos en esta investiga-
cion sugieren expandir las localidades de colecta y aisla-
mientos de microorganismos luminiscentes, acompafiado
de una caracterizacion bioquimica y molecular, con el fin
de explorar la diversidad microbiana asociada a eventos de

luminiscencia y determinar los ambientes en el que estas
especies se desarrollan.

Palabras clave: Luminiscencia, bacterias marinas, dinofla-
gelados, bacilos Gram-negativos, Isla del Coco.
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