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RESUMEN

Las microalgas componen un diverso grupo polifilético de microorganismos fotosintéticos. Debido a su potencial biotecnolégico,
los estudios para aislar e identificar nuevas cepas han incrementado, por lo que es necesario el desarrollo de nuevas técnicas para su
correcta identificacién y clasificacién. Utilizando herramientas de biologia molecular, en este estudio se analizé el gen del ADNr 18S
de 12 cepas microalgales aisladas de diferentes regiones de Costa Rica, resultando seis pertenecientes a la clase Trebouxiophyceae,
tres a Chlorophyceae, dos a Prymnesiophyceae y una a Cyanidiophyceae. Este estudio reporta por primera vez la identificacién
molecular de cepas microalgales aisladas de Costa Rica, resaltando la diversidad de estos microorganismos en el pais.
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ABSTRACT

Microalgae integrate a diverse polyphyletic group of photosynthetic microorganisms. Due to its biotechnological potential, studies
to isolate and identify new strains have increased, hence, it is necessary to develop new techniques for their correct identification
and classification. Using molecular biology tools, this study analyzed the 18S rDNA gene from 12 microalgal strains isolated from
different regions of Costa Rica, resulting in six strains belonging to the class Trebouxiophyceae, three to Chlorophyceae, two to
Prymnesiophyceae and one to Cyanidiophyceae. This study reports for the first time the molecular identification of microalgal strains
isolated from Costa Rica, highlighting the diversity of these microorganisms in the country.

Keywords: microalgal biotechnology, molecular identification, phylogeny.

Las microalgas componen un diverso grupo polifilético de microorganismos (eucariotas y procariotas) que se caracterizan
por realizar fotosintesis (Andersen, 2013). Recientemente, la amplia gama de biomoléculas que sintetizan (carbohidratos,
lipidos, proteinas y pigmentos) las ha convertido en organismos comercialmente atractivos (Bux, 2013). Se estima que se
han descrito alrededor de 44000 especies de microalgas a nivel mundial, aisladas de diversos ambientes como agua dulce,
agua marina y fuentes hidrotermales (Barsanti y Gualtieri, 2014). Costa Rica posee numerosos habitats para el crecimiento
microalgas, sin embargo, los grupos taxonémicos de microalgas nunca han sido examinados en aguas costarricenses y sélo
se dispone de observaciones anecddticas ocasionales (Werthmann, 2009). Uno de los primeros reportes realizado por Silva-
Benavides et al., (2008) describié e identificé 4 géneros y 52 especies aisladas de 17 muestras de rios de Costa Rica utilizando
microscopio 6ptico, evidenciando una alta diversidad de especies microalgales. A medida que los estudios en biodiversidad
microalgal contindan y las colecciones de especies de microalgas se tornan mdas amplias, la correcta identificacién y
clasificacién de microalgas se vuelve una tarea mas dificil (Soylu y Gonilol, 2012), especialmente cuando la caracterizacién
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es basada en caracteristicas morfolégicas, debido a la
presencia de especies cripticas y la plasticidad fenotipica
que presentan algunas microalgas (Hoshina y Fujiwara,
2013). La identificacion molecular de microalgas
utilizando secuencias de ADN podria proporcionar los
medios para identificarlas de forma consistente y répida,
independientemente de la etapa de la vida y fenotipo (Hadi
etal., 2016). Recientemente se han desarrollado protocolos
eficaces para la identificacién de cepas de microalgas
utilizando varios marcadores moleculares, entre los que
destacan los genes de la subunidad mayor de la ribulosa-
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (rbclL), el espaciador
interno transcrito 2 (ITS-2) y el gen del ARNr 18S (Radha
etal., 2013). En el presente estudio, se revisé la clasificacion
de algunas cepas de microalgas de la coleccién del Centro
de Investigacién en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico
de Costa Rica (CIB-ITCR) utilizando datos de la secuencia
de ADN codificante para la subunidad pequefia del ARN
ribosomal (SSU rDNA) y se reportd las primeras anotaciones
moleculares sobre |a diversidad de microalgas de Costa Rica.

Se seleccionaron 12 cepas microalgales, correspondientes
a una fraccién de la coleccién de microalgas del CIB-
ITCR, las cuales fueron aisladas y purificadas a partir de
diferentes ambientes acudticos como agua dulce, agua
marina, aguas residuales y manantiales hidrotermales y
representan distintas regiones del pafs (Tabla 1), siguiendo
lo establecido por la Ley de Biodiversidad de Costa Rica
y contando con los permisos de colecta e investigacion
de la entidad a cargo. Con una muestra de cultivo de 50
mL de cada cepa se realizé extraccién de ADN con el kit
MagJET Plant Genomic DNA Kit (Thermo Fisher Scientific,
EE.UU). La identificacién taxonémica de las cepas se realizé
mediante la amplificacién por PCR y secuenciacién de la
regién 18S del ADNr. La reaccién de PCR se llevé a cabo
con los iniciadores NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC) y NS8
(TCCGCAGGTTCACCTACGGA) (Liu, 2011), en un volumen
total de 25 pL conteniendo 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM de cada
iniciador, 2,0 mM MgCl, , 0,5 U de DreamT7aq polimerasa
(Life Technologies) y 5 pL de ADN en un termociclador
Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) con el perfil
térmico: 10 min desnaturalizacién a 95 °C, 35 ciclos de
amplificacién a 95 °C por 30 seg, 55 °C por 30 seg, 72
°C por 1 min 30 seg y una extensién final por 10 min a 72
°C. Con el fin de confirmar la naturaleza de los amplicones,
se utilizé secuenciacién en ambas direcciones con la
metodologia de Big Dye Terminator Cycle (Applied Biosystems,
EE. UU.), en un secuenciador ABI Prism 3730XL (PE Applied
Biosystems) de la compafiia Macrogen (Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas con cada cebador fueron
analizadas segtn (Alvarez et al, 2013), se editaron y
ensamblaron mediante la construccién de secuencias
consenso utilizando la herramienta ClustalW Multiple
Alignment (pardmetros por defecto) y Create Cosensus Sequence
del software BioEdit 7.2.6.1 (Hall, 1999). Se confirmé
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la identidad por comparacién de la secuencia consenso
obtenida de cada cepa con la base de datos “Nucleotide
collection (nr/nt)” del NCBI mediante BLASTn (Altschul et al.,
1990), utilizando los pardmetros de bisqueda por defecto
con un threshold e-value de 1e-3 y optimizado para “Highly
similar sequences (megablast)”.

Las secuencias consenso obtenidas fueron empleadas
pararealizar analisis filogenéticos basados en el algoritmo de
Maxima verosimilitud utilizando un modelo de sustitucién
tipo nucledtido con célculo de las distancias genéticas por
el método de Kimura 2-pardmetros, delecién completa para
tratamiento de gaps y NNI (Nearest-Neighbor-Interchange)
como método de busqueda ML, utilizando el software
Mega 7.0 (Kumar et al., 2016). El soporte de la topologia
interna del drbol filogenético se realizé mediante andlisis de
bootstrap con 1000 iteraciones (Vanega-Berrouetetal., 2014).
Adicionalmente, se realizé una red de haplotipos mediante
el software PopART (Leigh y Bryant, 2015), utilizando como
método de inferencia la Red de Expansién Minima (MSN).

El andlisis por BLASTn para las secuencias de las
microalgas correspondié a un alineamiento local que
condujo a identificaciones putativas, de esta manera fue
posible asociar consistentemente género y especie para
cuatro cepas (A2, A4, A11 y A12), solamente género
para dos cepas (A1 y A9) y las restantes seis pudieron ser
clasificadas a nivel de clase (A3, A5, A6, A7, A8 y A10)
(Tabla 1, Fig. 1a). Por esta razén, con el fin de tener una
mayor confiabilidad en la identificacidn se realizé un analisis
filogenético de maxima verosimilitud con las secuencias
obtenidas en este estudio, de esta manera, fue posible la
inferencia taxonémica mediante el agrupamiento de las
cepas en clados a nivel de clase. El dendrograma resultante
(Fig. 1b) se dividié en dos clados principales (I y II). El
primer clado se subdivié a su vez en dos subclados (IAy IB),
representando las clases Trebouxiophyceae y Chlorophyceae
de la divisién Chlorophyta (algas verdes).

El subclado IA representaria a dos especies de microalgas
diferentes; A6, A7, AS, A2 y A3 se agrupan dentro de una
misma especie o nodo con valores de bootstrap de 99 %;
mientras que A4 representaria una especie diferente. La
clase Trebouxiophyceae es rica en especies de microalgas
de vida libre, los miembros de este grupo exhiben notables
variaciones morfoldgicas y habitan diversos ambientes
terrestres y acudticos (Lemieux et al, 2014). Engloba
ademds muchas microalgas verdes, esféricas, unicelulares
y no moviles de agua dulce dificiles de clasificar mediante
caracteristicas morfoldgicas (Stenclova et al., 2017).

Los resultados de la identificacién molecular concuerdan
con las descripciones morfolégicas de las cepas analizadas,
ya que presentan una morfologia unicelular esférica, no
movil, con un didmetro de 2-7 pm; con una pared celular
gruesa, pero que varia seglin su estado de desarrollo (Fig.
1a, A2-A7). En la micrografia es posible también observar
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Tabla 1. Descripcién de doce cepas aisladas, purificadas y almacenadas en una coleccién de microalgas del CIB-ITCR, asi como la identidad

obtenida mediante comparacién BLASTN de sus secuencias ADNr 18S.

. N
Aislamiento Procedencia Tipo de Id?nt!dad ,(grupo Tamafio (pb)** Identidad***
muestra taxonémico mds cercano)
Zona norte, provinciade  Agua salina Haptophyceae sp. o o
Al Guanacaste superficial Cavalier-Smith (KC888127) 1090 (100 %) 100%
Zona norte, provincia de Micractinium pusillum Fresenius o o
A2 Alajuela Agua dulce (KM020034) 1391 (100 %) 99 %
Zona norte, provincia de Chlorellaceae Brunnthaler o o
A3 R Agua dulce (MF070534) 1370 (100 %) 99 %
Zona norte, provinciade  Agua dulce con  Chlorella sorokiniana Shihira & o o
Ad Alajuela sedimentos R.W.Kraus (KP262477) 755 (99 %) 99 %
Zona norte, provincia de Chlorellaceae Brunnthaler o o
AS Alajuela Agua dulce (MF070534) 1600 (100 %) 100 %
Zona norte, provincia de Chlorellaceae Brunnthaler o o
A6 Aljucls Agua dulce (MF070534) 1616 (100 %) 100 %
Zona central, provincia de Chlorellaceae Brunnthaler o o
A7 Cartago Agua dulce (MF070534) 1560 (98 %) 99 %
Zona central, provincia de Scenedesmaceae Brunnthaler o o
A8 Cartago Agua dulce (KF791548) 1530 (100 %) 99 %
Zona central, provincia de Eudorina sp.
A9 o conir P Agua dulce Smith 567 (100 %) 100 %
& (KX247707)
Zona central, provincia de Scenedesmaceae
A10 P Agua dulce Oltmanns 1531 (100 %) 99 %
Cartago
(KF791548)
o . Isochrysis galbana
A1 étgi:c";;fe provincia de ?f”:r;i:;a Parke 1059 (100 %) 100 %
P (KM057843)
A12 Zona norte, provinciade  Agua volcanica  Cyanidium caldarium 1070 (100 %) 99 %

Guanacaste termal

Geitler (AB091232)

* Entre paréntesis se presenta el cédigo GenBank de la secuencia **Entre paréntesis se presenta el porcentaje de cobertura. ***Valor (e) para

todas las comparaciones: 0,0.

diferentes fases de la formacién de la pared celular de las
células hijas (reproduccién por autosporulacién).

El subclado IB representaria a dos especies de microalgas,
A8 y A10 se agrupan dentro de una misma especie o
nodo con valores de bootstrap de 100 %; mientras que A9
representaria una especie diferente. Las especies de la clase
Chlorophyceae son microalgas verdes méviles con uno o
dos pares de flagelos, sin mastigonemas. Las células pueden
estar desnudas o cubiertas por una pared celular calcificada
en mayor (Fig. 1a-A8, A10) o menor grado (Fig. 1a-A9)
(Barsanti y Gualtieri, 2014).

El segundo clado se subdivié a su vez en dos subclados
(A y 1IB) representando las clases Cyanidiophyceae y
Prymnesiophyceae, del filo Rhodophyta y Haptophyta
respectivamente. El subclado IIA representa solamente

una especie de microalga de la clase Cyanidiophyceae,
aislada de un manantial de agua termal, de igual
manera consistente con las caracteristicas de la clase,
microalgas termoaciddfilas unicelulares de color verde
a verde azulado (Fig. 1a-A12), las cuales soportan pH
entre los 0,05-5 y temperaturas entre 35-56 °C (Lowell y
Castenholz, 2013). Finalmente, las dos cepas del subclado
[IB se agrupan dentro de una misma especie con valores
de bootstrap de 100 %, y corresponden a microalgas de
la clase Prymnesiophyceae, lo cual es consistente con su
fenotipo, ya que corresponden a microalgas aisladas de
agua marina y presentan caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas de especies haldfitas, como flagelo, pigmentos
del tipo carotenoides (Fig. 1a-A11) y tolerancia a la
salinidad (Lee, 2008).
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Figura 1. Cepas de microalgas de la coleccién del CIB-ITCR codificadas de A1 a A12. a) Micrografia que muestra la
morfologia de doce aislamientos analizados (Barra= 10um para todos los aislamientos). b) Arbol filogenético basado en
secuencias de la regién 18S del ADNr de cada cepa (los niimeros en las ramas indican los valores de bootstrap). El analisis
filogenético se obtuvo utilizando el método de méaxima verosimilitud, se muestra el drbol con mayor log de verosimilitud
(-2693.56), los arboles iniciales para la bidsqueda heuristica se obtuvieron automdaticamente aplicando los algoritmos
Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas utilizando el enfoque MCL (Maximum Composite Likelihood)
y luego seleccionando la topologia con un valor de log verosimilitud superior. El arbol esta dibujado a escala, con longitudes
de rama medidas en el nimero de sustituciones por sitio. El andlisis involucré 12 secuencias de nucleétidos y se eliminaron
todas las posiciones que contenfan gaps y datos faltantes. Hubo un total de 874 posiciones en el conjunto de datos final. c)
Diagrama de andlisis de Red de Expansién Minima (Minimun Spanning Network) de las secuencias consenso. El tamafo de los
circulos representa las frecuencias de cada uno de los haplotipos. Se interconectan de acuerdo a sus relaciones filogenéticas

y la longitud de las ramas indica el nimero de mutaciones (entre paréntesis).
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Adicionalmente, la red de haplotipos reflej6 un
resultado concordante al obtenido en el arbol filogenético,
distribuyendo las secuencias analizada en seis grupos
taxonémicos diferentes. En la red, cada esfera representa un
haplotipo y su didmetro la frecuencia, por tanto es posible
derterminar que las cepas A2, A3, A5, A6 y A7 corresponden
a un mismo haplotipo. Filogenéticamente, este haplotipo
representa el mas ancestral, ya que tiene a mayor cantidad
de conexiones y es el mds abundante, lo cual concuerda en
ambos andlisis realizados (Fig. 1b y Fig. 1c).

Estos resultados vislumbran el potencial biotecnolégico
de la coleccién de cepas microalgales del CIB-ITCR. Por
ejemplo, las microalgas de la clase Trebouxiophyceae han
llamado la atencién de la comunidad cientifica debido
a su utilidad en diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
como el tratamiento de aguas residuales, la generacién de
biocombustibles, la produccién de nutracéuticos y otras
moléculas de alto valor econémico (Safi et al, 2014),
dentro de este grupo destacan las microalgas del género
Chlorella spp. En cuanto a las microalgas marianas, como
Isochrysis galbana, estas han sido utilizadas ampliamente en
la acuicultura por ser ricas en 4cidos grasos poliinsaturados
(PUFAs), se producen comercialmente como alimento
para los primeros estadios larvarios de moluscos, peces y
crustdceos; ademds, son una valiosa fuente de proteinas,
carbohidratos y pigmentos fotosintéticos como la clorofila
a y fucoxantina (Gilbert-Lépez et al., 2015). Por su parte,
las microalgas termoacidéfilas de la clase Cyanidiophyceae
podrian proveer una nueva variedad de moléculas y enzimas
termostables, ya que han desarrollado mecanismos de
adaptacién que les permite soportar condiciones extremas
que las microalgas de agua dulce no podrian tolerar, un
ejemplo de molécula atractiva es el pigmento ficocianina
(Rahmanetal., 2017).

Esta investigacién evidencia y comprueba que existe
una gran diversidad de especies de microalgas en
distintos ambientes de Costa Rica, de las cuales 12 han
sido exitosamente aisladas, purificadas, clasificadas
taxonémicamente y almacenadas en una coleccién nacional
de cepas microalgales. Es necesario, intensificar la busqueda
de nuevas cepas de microalgas en Costa Rica, de manera
que se aumente la cantidad de especies disponibles en
colecciones con potencial para aplicaciones industriales y
biotecnoldgicas, con el fin de facilitar la explotacién de este
recurso en el pais. Este alcance fomentaria ademads el cultivo
de microalgas a gran escala como iniciativa de crecimiento
cientifico-tecnolégico ambientalmente favorable y acorde
con los esfuerzos para la mitigacién del cambio climatico,
debido al potencial para produccién de energia, alimento
y captura de diéxido de carbono de estos microorganismos
(Greeneetal., 2016).

Adicionalmente, es importante mejorar las metodologias
para identificacién molecular de microalgas, ya que nuestros

resultados demuestran que atin el andlisis de la secuencia
ADNr 18S completa, no es suficiente para lograr definir
la identidad especifica de algunas cepas. Este es el caso
particular de las familias Scenedesmaceae y Chlorellaceae,
cuyos miembros presentan similitudes mayores al 99 % en
la secuencia estudiada, independientemente de su género y
especie, resultado que ha sido reportado por otros autores
para algas verdes (Traginetal., 2016, Temraleevaetal., 2017).
Es indispensable encontrar nuevas secuencias genéticas
variables en microalgas que puedan ser utilizadas en
conjunto con otras regiones conocidas (ITS, ADNr18S, rbclL,
etc) para mejorar la capacidad de discriminacién y lograr
una identificacién molecular mds precisa. Para alcanzar
este propésito es imprescindible aumentar la cantidad de
genomas microalgales en las bases de datos, con lo cual se
logrard realizar mayor cantidad de comparaciones genéticas
que permitan definir diferencias entre especies cercanas.
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