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El Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) de la Escuela de Biologia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) fue creado en 1994 con el objetivo de generar conocimiento
cientifico-tecnolégico, capacitacion y servicios, en las diferentes areas de aplicacion de la
biotecnologia, para contribuir con el desarrollo nacional y regional. Localizado en el Campus
Central del ITCR en el Canton Central de la provincia de Cartago en Costa Rica, el CIB cuenta
con 14 laboratorios especializados en los cuales se desarrollan anualmente alrededor de
40 proyectos multidisciplinarios de investigacion y algunos de extension en 4 éareas de la
biotecnologia: Biotecnologia Vegetal, Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones Biomédicas, y
Bioprocesos.

Esta Edicion Especial de la Revista Tecnologia en Marcha conmemora el 30 aniversario de
la creacion del CIB (celebrado el 11 de marzo de 2024), iniciando con el articulo “El Centro
de Investigacion en Biotecnologia: 30 aniversario”, donde se muestran las estadisticas de los
logros de investigacion obtenidos por el CIB en los ultimos 5 afios.

En el area de Biotecnologia Vegetal, el articulo “Marco regulatorio de biotecnologia moderna
y edicién génica agropecuaria de Costa Rica” detalla la normativa actual que rige la
biotecnologia moderna en el pais, sefialando a Costa Rica como un entorno favorable para
el crecimiento econdmico sostenible y las inversiones en biotecnologia. En este contexto, los
investigadores del CIB buscan potenciar la seguridad alimentaria y la productividad agricola en
Costa Rica mediante estrategias como las descritas en el articulo “Inducciéon de mutaciones y
biotecnologia vegetal para la producciéon de cultivos resistentes a condiciones de estrés y con
mayor rendimiento”, sin dejar de lado el uso de técnicas de biotecnologia tradicional para el
mejoramiento de cultivos, tal como se describe en “Optimizacion de la embriogénesis soméatica
en Coffea arabica: Evaluacion de la orientacion y origen del explante foliar”, y la vigilancia
continua de plagas agricolas como se ejemplifica en “Deteccion y caracterizacion del virus del
acucharamiento del tomate (TYLCV) en plantas de tomate de la region de Sarchi”

En el area de Biotecnologia Ambiental, en coyuntura con la Biotecnologia Vegetal y los
Bioprocesos, diversas investigaciones del CIB también se abogan a la identificacion y
produccion en diversos sistemas biologicos de biomoléculas de interés alimenticio, agricola,
industrial y medicinal, tal como se describe en “Bacteriocinas y sus aplicaciones: Mini-
Revision”, “Los insectos como aliados de la biotecnologia: Siete afios de exploracion en avispas
sociales para la busqueda nuevos compuestos antibidticos”, “Didlogo entre hongos y plantas
en laraiz y el suelo”, “Exploracion de las condiciones de cultivo del hongo Ganoderma curtisii
para la produccion de enzimas con actividad lignoceluldsica”, y “Psilocybe cubensis: Potencial
neuropsicofarmacéutico de la psilocibina y psilocina”.

Por su parte, los articulos “Microalgas como sistemas de expresion para la produccion de
proteinas recombinantes”, “Avances en biotecnologia microalgal en Costa Rica: Contribuciones
del Instituto Tecnologico de Costa Rica”, y “Efecto de azitromicina sobre el crecimiento de
Chlorella sorokiniana” demuestran el potencial de las microalgas como una plataforma para
la articulacion de las cuatro areas de investigacion del CIB, mostrando el potencial de estos
organismos para la produccion de alimentos para humanos y animales, para la biorremediacion
de aguas contaminadas, para la produccion de moléculas de interés biomédico, y para la
generacion de nuevos fertilizantes eco amigables, entre muchas otras aplicaciones.

Finalmente, las investigaciones en el area de Aplicaciones Biomédicas del CIB buscan
entender, prevenir, o mejorar aspectos relacionados con la salud humana mediante la
aplicacion de técnicas innovadoras y el desarrollo de nuevas tecnologias, ejemplificado en los
articulos “Agentes quimicos que dafian al ADN: Induccién de genotoxicidad en la vida diaria,
riesgo y prevencion”, “Disbiosis de la microbiota intestinal y el papel de su transmision de
persona-a-persona en el desarrollo de enfermedades no transmisibles”, “Evaluacion preclinica
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de un ventilador mecéanico de bajo costo”, “Procesamiento y esterilizacion de tejido éseo para
Su uso terapéutico: Bases preclinicas desde una universidad tecnolégica”, e “Incorporacion
de extracto de hoja de fresa procedente de biomasa residual en prototipos de formulaciones
topicas de gel y crema”.

Cabe mencionar que para esta Edicion Especial se dio especial apoyo a estudiantes de la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Escuela de Biologia del ITCR, quienes colaboraron
con algunos articulos de revision de literatura en temas de alto impacto para el futuro de la
biotecnologia, asi como en diversas investigaciones formales, demostrando el compromiso
académico y la capacidad de produccién cientifica de nuestros profesionales desde etapas
tempranas.
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Palabras clave
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Resumen

El Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) de la Escuela de Biologia del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica (TEC) cuenta con 14 laboratorios especializados en los cuales
se desarrollan mas de 40 proyectos de investigacion multidisciplinarios en las éareas de
Biotecnologia Vegetal, Biotecnologia Ambiental, Aplicaciones Biomédicas y Bioprocesos. El
objetivo del CIB es generar conocimiento cientifico-tecnolégico, capacitacion y servicios, en
las diferentes areas de aplicacion de la biotecnologia, para contribuir con el desarrollo nacional
y regional. En su 30 aniversario, el CIB sigue a la vanguardia en investigacion bioldgica vy
desarrollo tecnoldgico, proporcionando soluciones concretas para las diversas necesidades del
sector productivo y la sociedad costarricense.

Keywords
Environmental biotechnology; plant biotechnology; biocontrol; biomedicine; bioprocess.

Abstract

The Biotechnology Research Center (CIB) of the School of Biology of the Technological Institute
of Costa Rica (TEC) has 14 specialized laboratories and hosts more than 40 multidisciplinary
research projects in Plant Biotechnology, Environmental Biotechnology Biomedical Applications,
and Bioprocesses. The objective of CIB is to generate scientific-technological knowledge,
training, and services, in the different areas of application of biotechnology, to contribute to
national and regional development. In its 30th anniversary, CIB continues to generate science
and technology in biological and life sciences topics, providing concrete solutions to different
needs of the productive sector and general society in Costa Rica.

Introduccién

El término “biotecnologia” fue acufiado en 1919 por el ingeniero agricola hangaro Karl Ereky
[1]; sin embargo, su uso se popularizd hasta la década de los anos 60 para designar las
actividades técnicas con seres vivos y sus aplicaciones [2]. Actualmente, la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) define la biotecnologia como “la
aplicacion de la ciencia y la tecnologia a organismos vivos, asi como a sus partes, productos
y modelos, para alterar materiales vivos o no vivos, para la produccion de conocimiento,
bienes y servicios”, y categorizan las acciones en biotecnologia en siete categorias: ADN/ARN;
proteinas y otras moléculas; cultivo e ingenieria de células y tejidos; bioprocesos; vectores
de genes y ARN; bioinforméatica; y nanobiotecnologia [3]. EI Manual de Frascati [4] considera
cinco areas de accion de la biotecnologia: biotecnologia ambiental, biotecnologia industrial,
biotecnologia médica y biotecnologia agricola. Sin embargo, la biotecnologia es una actividad
multidisciplinaria, que comprende una gran variedad de técnicas, y se considera como un area
de tecnologias convergentes con gran potencial de apoyar la productividad cientifica de otros
sectores [5].
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Antecedentes

En Costa Rica, las actividades formales en biotecnologia iniciaron en la década de los ochenta,
particularmente en el area de Biotecnologia Vegetal [6]. La Biotecnologia se ha incluido como
una de las areas prioritarias de intervencion de los Planes Nacionales de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion 2011-2014 [5] y 2015-2021 [7], y es parte de los temas de Bioeconomia e Investigacion
en salud humana y ciencias de la vida del Plan Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
2022-2027 [8]. Ademas, el Programa de Innovacion y Capital Humano para la Competitividad
incluye a la biotecnologia como una de las estrategias “claves para el estimulo de la innovacion
por parte de las empresas domésticas, la atraccion de actividades de innovacion por parte de
empresas globales y el fomento al emprendimiento de base tecnoldgica” (Ley 9218) [9]. La
Biotecnologia es también una de las areas de interés del Plan de Medio Siglo de la Estrategia
Siglo XXI [9]

Creacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB)

El “Area de Biologia” fue creada en el TEC en 1982 para la administracién de los cursos de
biologia y genética que se impartian desde 1976 para las carreras de ingenieria en el campo
agroforestal. Las primeras actividades de investigacion de esta éarea iniciaron formalmente en
1986, y estuvieron enfocadas en temas de biotecnologia vegetal, particularmente en cultivo
de tejidos vegetales y mejoramiento genético de especies de interés agricola y ornamental
(chayote, papa, mora, orquideas), y domesticacion de especies forestales nativas. Esto llevd
a la creacion de la Escuela de Biologia en 1991; al establecimiento del primer laboratorio de
biotecnologia en el TEC en 1992, donde se sumaron actividades de transferencia de tecnologia
y venta de servicios biotecnolégicos; y culminando con la fundacion del Centro de Investigacion
en Biotecnologia (CIB), el 10 de marzo del 1994, con la M.Sc. Dora Flores como su primera
coordinadora. Ademas, la creacion del CIB sirvié como base para la instauracion en 1996 del
programa de Bachillerato en Ingenieria en Biotecnologia del TEC (con énfasis en cultivo de
tejidos vegetales y recursos fitogenéticos), siendo por varios afios el unico plan de estudios en
esta disciplina en el pais y en la region centroamericana [6].

Objetivo, Misidn y Vision del CIB

El Reglamento del Centro de Investigacion en Biotecnologia del ITCR, aprobado por el Consejo
Institucional, sesion No. 1810/9, del 23 de febrero de 1995, establece que el Objetivo General del
CIB es generar conocimiento cientifico-tecnoldgico, capacitacion y servicios, en las diferentes
areas de aplicacion de la biotecnologia, para contribuir con el desarrollo nacional y regional. La
Mision del CIB es desarrollar investigacion, extension y servicios en biotecnologia, ofreciendo
soluciones pertinentes y de excelencia mediante el trabajo multidisciplinario. La Vision del CIB es
ser un Centro de Investigacion lider en biotecnologia que impacte positivamente en el ambiente
y en la calidad de vida de la sociedad [10]. Actualmente, las actividades de investigacion del
CIB contribuyen en las acciones de al menos 12 de los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible
de las Naciones Unidas (figura 1).



‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
10 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

SALUD EDUCACION
DE CALIDAD

YBIENESTAR

INDUSTRIA,
INNOVACIONE
INFRAESTRUCTURA

13 :gﬁlglNClIMA 14 g:ﬂl':dARINA

L 2

AGUALIMPIA
Y SANEAMIENTO

u

12 PRODUCCION
Y GONSUMO
RESPONSABLES

O

17 ALIANZAS PARA
LOGRAR
L0S OBJETIVOS

Figura 1. Objetivos de Desarrollo Sostenible a los cuales contribuyen las acciones de
investigacion del Centro de Investigacién en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico
de Costa Rica (2024) (https://www.un.org/sustainabledevelopment/).

Proyectos de investigacion en el CIB

En el CIB se desarrollan proyectos de investigacion y extension en cuatro areas (cuadro 1):
Biotecnologia Ambiental, Biotecnologia Vegetal, y Aplicaciones Biomédicas, establecidas
desde el 2009; ademas, en el 2023 se formalizé la creacion de una nueva area de investigacion
en Bioprocesos.

Cuadro 1. Areas de investigacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia, 2024.

Biotecnologia
Ambiental

Involucra estudios relacionados con
biodiversidad, aplicaciones de la
biotecnologia para la produccion sostenible,
recursos naturales, y fuentes renovables de
energia, enfocados hacia la identificacion,
aislamiento, cultivo a gran escala, y
obtencién de subproductos de valor.

1. Cultivos bio-energéticos y micro-algales.

2. Bioprospeccion con microorganismos e
insectos.

3. Escalamiento de microorganismos y
compuestos bioactivos de interés.

4. Estudio de comunidades microbianas de
potencial agricola y ambiental.

5. Control biolégico de plagas y enfermedades
como estrategia agricola y ambiental.

Biotecnologia
Vegetal

Uso de plantas para el estudio de su

potencial biotecnolédgico y desarrollo

de productos o servicios. Involucra la

aplicacion de técnicas de fitome-joramiento,
ingenieria genética, cultivo in vitro 'y todas
aquellas requeridas para la conservacion,
produccion o escalamiento de materiales
vegetales.

1. Produccién, bio-prospeccioén y escalamiento
de biomasa y compuestos funcionales de origen
vegetal.

2. Conservacion y caracterizacion genética de
germoplasma vegetal.

3. Aplicaciones oomicas al fitomejoramiento.

4. Fitopatologia molecular

5. Estudio, produccioén y evaluacion de moléculas
con aplicaciones en sistemas biolégicos
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1. Biologia molecular, estructural, y bioquimica de

Comprende actividades de investigacion, 3
proteinas

docencia y extension relacionadas a la
aplicacion de los principios y técnicas de 2. Sistemas de regulacion y expresion génica

RIS la ingenieria y la biotecnologia para aportar
Biomédicas ) . - D 3. Ingenieria de tejidos y medicina regenerativa
a la innovacion, prevencion, promocion y
atencion de la salud humana, veterinaria y 4. Bioactividad
poblacional.

5. Toxicologia

Comprende investigaciones consolidadas 1. Disefio
dirigidas al disefio, escalamiento,
prototipado y validacion de tecnologias y
Bioprocesos procesos biotecnolégicos que promuevan 3. Escalamiento
el desarrollo cientifico y tecnolégico del
pais, en alianza con sectores académicos y
comerciales, a nivel nacional e internacional. 5. Validacion

2. Bioeconomia

4. Prototipado

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Desde su creacion, se han desarrollado en el CIB mas de 250 proyectos de investigacion
y extension inscritos en la Vicerrectoria de Investigacion y Extension del ITCR, asi como
numerosos trabajos de tesis (desde Bachillerato hasta Doctorado), proyectos estudiantiles, e
investigaciones contratadas a través de la Fundaciéon Tecnoldgica de Costa Rica (FUNDATEC).
En los dltimos 5 afios, se han realizado en el CIB alrededor de 40 proyectos de investigacion
y extension en promedio por afio (Figura 2). En el 2023, en el CIB se ejecutaron actividades
de cuatro proyectos de extension y 40 proyectos de investigacion (Cuadro 2), 36 de ellos
coordinados por la Escuela de Biologia y ocho coordinados por otras Escuelas del TEC. La
mayoria de los proyectos han sido financiados mediante fondos otorgados por la Vicerrectoria
de Investigacion y Extension del ITCR; asi como por el Fondo del Sistema del Consejo Nacional
de Rectores (CONARE) del Sistema de Educacion Superior Universitaria Estatal de Costa Rica;
el Ministerio de Ciencia, Innovacion, Tecnologia y Telecomunicaciones (MICITT); el Ministerio
de Planificacion Nacional y Politica Econdmica (MIDEPLAN); el Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, y otros fondos publicos de Costa Rica. Ademas, también se ha contado con
financiamiento por parte de diversos entes internacionales.

2024
2023
2022 lis
202218
2021

2020

1 I I I 1 1
0 10 20 30 40 50
= Vegetal B8 Ambiental B8 Biomédica == Externos

Figura 2. Cantidad de proyectos de investigacion desarrollados en el CIB en Biotecnologia Vegetal, Biotecnologia
Ambiental, Aplicaciones Biomédicas, y colaboracion en proyectos de otras Escuelas del TEC (externos), del
2020 al 2024. Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Instituto Tecnolégico de Costa Rica.
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Cuadro 2. Listado de los proyectos de investigacion y extension
ejecutados en el CIB en los ultimos 5 afios (2020-2025).

Vigencia Nombre del proyecto
Biotecnologia Ambiental
Nanobiofertilizantes: uso de arcillas en la preparacion de emulsiones de Pickering para formulados
2020-2023 ) ) ; ) L
agricolas a base de biomasa microalgal de Arthrospira maxima
Caracterizacion de actividad lipasa endégena de especies de microalgas y desarrollo de
2020-2023 | transesterificacion in situ para la produccion de ésteres etilicos de acidos grasos, como materia prima
para biocombustibles
2020-2023 Alimentémica de microalgas: determinacion de metabolitos primarios y secundarios en biomasas
microalgales para la elaboracion de alimentos funcionales
Desarrollo de un producto alimenticio a partir de biomasa microalgal de Arthrospira maxima con alto
2020-2023 o ) L
valor nutricional (Financiamiento CONARE)
Desarrollo sostenible en acuacultura: Nutricion de alevines con nuevo suplemento microalgal rico en
2022-2023 . . e
proteina (Financiamiento MICITT)
Acuacultura descarbonizada: Mitigacion de carbono mediante la generacion de suplementos
2022-2023 : - ; . ) N
alimenticios con microalgas nativas (Financiamiento MIDEPLAN)
Biorefineria de microalgas: Desarrollo de un proceso integral sostenible para la produccion
2021-2023 de compuestos bioactivos a base de microalgas para la agricultura, ganaderia y acuicultura
(Financiamiento MICITT)
Contaminacién del maiz costarricense por especies toxigénicas de Fusarium spp (Financiamiento
2022-2023
CONARE)
Genodmica de actinobacterias asociadas a avispas sociales para estudio de elementos genéticos
2022-2024 - ;
antimicrobianos
Vida en el extremo: Novedoso abordaje para la exploracion genémica y fisioldgica de
2022-2024 . : S v
microorganismos fotosintéticos extremofilos
Desarrollo de una estrategia interinstitucional para la reducciéon de contaminantes emergentes en
2022-2024 .
cuerpos de agua de la GAM, Costa Rica
Caracterizacion y aprovechamiento de micorrizas como herramienta de produccién sostenible y
2022-2024 . . PNV ;
resistencia ante el estrés hidrico en Coffea arabica
Interaccioén entre plantas de pifia (Ananas comosus), mediada por hongos micorricicos, sometidas a
2023-2024 . . .
diferentes condiciones de estrés
2024-2025 Metabolémica de compuestos antimicrobianos obtenidos de actinobacterias aisladas de avispas
sociales
Implementacion de un plan de manejo con bioestimulantes de microalgas para la produccion de
2023-2024 : P
hortalizas (Proyecto de Extension)
Implementacion de bioestimulantes a base de microalgas en la producciéon comercial de fresa
2024-2025 s
(Proyecto de Extension)
2024-2025 Humedales productivos: pasos iniciales para un redso seguro de agua residual tratada
Acceso a fuentes novedosas de productos naturales: Alcance multiomico innovador y transdisciplinar
2024-2025 | para el descubrimiento de metabolitos bioactivos en Actinobacterias y Cianobacterias de ambientes
extremos
Biotecnologia Vegetal
Desarrollo y transferencia del conocimiento cientifico y métodos agroforestales para la produccion
2020-2024 optima y sostenible de fibras naturales de abacéa (Musa textilis Née) para la exportacion
(Financiamiento MICITT)
Formulaciéon de un prototipo de uso tépico a partir de extractos de fresa (Fragaria x ananassa.,
2020-2023 : . : S
variedad Festival) ricos en antocianinas
2022-2024 | Validacion de un método de cuantificacién de metabolitos de Cannabis sp. mediante HPLC-DAD-FL
Desarrollo de un método rapido de deteccion de la enfermedad viral del camote (SPVD) y estudio del
2022-2025 | comportamiento de insectos vectores asociados, como estrategia de prevencion y control fitosanitario
en apoyo a la competitividad del sector productivo de Costa Rica (co-financiado por INTA)
Desarrollo de lineas de cafa de azucar (Saccharum officinarum) producidas por mutagénesis
2022-2025 - : . ) o .
radioinducida para una agricultura mas resiliente y productiva
Produccion biotecnolégica de dos variedades comerciales de fresa (Fragaria x ananassa) y
2023-2024 o - ) )
fortalecimiento de las capacidades para su manejo en invernadero y campo
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Vigencia Nombre del proyecto
Fortalecimiento de la capacidad productiva de agricultores de papa a través de la biotecnologia
2023-2025 p L P >
agricola como respuesta de reactivacion econémica: Il etapa (Proyecto de Extension)
20232024 Establecimiento de una estrategia de cultivo in vitro de Cannabis sativa en Saccharomyces cerevisiae
para la produccién de fibra y cannabinoides (CBD, CBG)
Implementacion de un protocolo para la identificacion de Organismos Genéticamente Modificados en
2023-2024 L B b : ) . .
Piha Rosé, algodon y soya de interés comercial de Costa Rica
Aprovechamiento de residuos de cascarilla de arroz para la produccion de xilitol mediante biologia
2023-2024 o
sintética
Caracterizacion molecular nivel nuclear y plastidial de especies medicinales asociadas al tratamiento
2023-2024 :
de la diabetes
Evaluacion y transferencia de un recubrimiento protector postcosecha a base de quitosano contra
2023-2024 Ry : ) . .
Botrytis cinerea en bayas de interés comercial (Proyecto de Extension)
Produccion de lineas mutantes de arroz tolerantes a suelos acidos para contribuir con la
2024-2026 . p )
productividad agricola nacional
Determinacion del perfil fitoquimico de hoja y fruto de Jatropha curcas (tempate) en Costa Rica (Fase
2024-2025 Iy
Aplicaciones Biomédicas
Determinacion de los mecanismos moleculares de proteinas pro-coagulantes humanas mediante
2022-2024 . . p R
cristalografia de rayos X de macromoléculas biolégicas, Fase I
Comparacion del escenario de exposicion a toxicos para Nefropatia Mesoamericana (Enfermedad
2022-2023 Renal Cronica ERC) entre Costa Rica y Panama y su correlacion con la salud de la poblacion
afectada
Papp Fase I: Establecimiento de un modelo intestinal in vitro para el calculo del coeficiente de
2022-2024 P : .
permeabilidad aparente de compuestos bioactivos
Determinacion del potencial hipoglicémico de Kalanchoe pinnata, mediante un modelo agudo vs
2023-2024 - L
cronico en ratas diabéticas
INNOrganic: INNovation in ORGANIC study models for preclinical testing Fase | (Gl): Prueba de
2023-2024 - ) ) L ) )
concepto en la modelacion de un sistema digestivo in vitro en un sistema organ-on-a-chip
5023-0025 Extra-synaptic Neuregulin-2 signaling functions in GABAergic and glutamatergic cortical networks
(Fondo CONARE - Instituto Max Plank)
Proyectos coordinados por otras Escuelas del TEC
Desarrollo de sistema para evaluacion biomecanica de implantes para proétesis 6seo-integradas
2020-2023 en modelos mimicos de hueso impresos en 3D (Aplicaciones Biomédicas). Escuela de Ciencia e
Ingenieria de Materiales
Uso de hongos micorrizicos arbusculares asociados naturalmente a tres especies forestales
2022-2024 ) P ) C
(Biotecnologia Ambiental). Escuela de Ingenieria Forestal
Fabricacion de celdas biosolares a partir de biomasa de microalgas: Doble cosecha de la energia
2022-2024 solar para produccion de proteinas fotosintéticas y energia fotovoltaica (Biotecnologia Ambiental).
Escuela de Ciencia e Ingenieria de Materiales
2002-2005 Manejo integrado de la marchitez de la melina (Gmelina arborea Roxb.) y de la muerte descendente
de la teca (Tectona grandis L.) (Biotecnologia Ambiental). Escuela de Ing. Forestal
Determinacion de impactos inmediatos y a largo plazo sobre la dinamica en el habitat acuatico
2022-2024 disponible comparando las condiciones en cola de embalse, el trayecto critico y aguas abajo de la
restitucion del Proyecto Hidroeléctrico del rio Pirris (Biotecnologia Ambiental). Escuela de Ingenieria
Agricola
Desarrollo de patron de estimulacion mecanica para inducir la diferenciacion de mioblastos a
2022-2024 ., " o L L o .
musculo esquelético (Aplicaciones Biomédicas). Escuela de Ciencia e Ingenieria de Materiales
Obtencion de materiales porosos producidos a partir de biopolimeros extraidos de residuos
2022-2023 ) h o L S o e
agroindustriales para aplicaciones biomédicas (Aplicaciones Biomédicas). Escuela de Quimica
Caracterizacion de la arquitectura vernacula de la ciudad de Puntarenas (Biotecnologia Ambiental).
2023-2024 . .
Escuela de Arquitectura y Urbanismo
Determinacion del caudal ambiental para el mejoramiento de la gestion integrada del recurso
2024-2025 hidrico en el rio Sarapiqui mediante una metodologia holistica (Biotecnologia Ambiental). Escuela de
Ingenieria Agricola

Fuente: Centro de Investigacion en Biotecnologia, Instituto Tecnolégico de Costa Rica.
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Publicaciones cientificas del CIB

Histéricamente, los proyectos de investigacion y extension del CIB se enfocaron inicialmente
en la transferencia de tecnologias y en la resolucién de problemas de los productores
agricolas locales. Debido a esto, durante los primeros afios de existencia del CIB, la mayoria
de las publicaciones de resultados fueron en boletines y medios de comunicacién masiva. Sin
embargo, el crecimiento en personal, infraestructura y equipamiento cientifico ha permitido el
aumento y mayor diversificacion de las actividades de investigacion del CIB, lo cual se refleja
en un crecimiento exponencial en la cantidad de articulos cientificos publicados en revistas
internacionales de alto impacto en los ultimos 10 afos (Figura 3). El aumento en la cantidad de
publicaciones anuales es una tendencia que se repite en casi todos los centros de investigacion
del TEC, con un incremento marcado a partir de 2018 (Figura 3). Es posible que esto se deba a
las nuevas politicas institucionales, que exigen la entrega de al menos una publicacion cientifica
por proyecto de investigacion y extension. Ademas, en el 2018 inicio la reinsercion de mas de
30 investigadores que recibieron becas institucionales para realizar estudios doctorales en los
afos inmediatamente anteriores.

25-

- N
A o
1 1

Publicaciones
—
o
1

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
—e— CIF (13) == CIPA(2) = CIC (11) -+ CIAEG (5) -= CIDASTH (6)

8 CIB(11) -~ CIGA (2) e~ CIVCO (4) - CIEMTEC (3) -« CEQUIATEC (1)

Figura 3. Cantidad de articulos cientificos publicados (articulos de investigacion original + revisiones de
literatura) en revistas cientificas indexadas en la base de datos Scopus por los investigadores de mayor
produccion cientifica (entre paréntesis) de los centros de investigacion del TEC, del 2013 al 2023. CIF,
Centro de Investigacion en Innovacion Forestal; CIB, Centro de Investigacion en Biotecnologia; CIPA, Centro
de Investigacion en Proteccion Ambiental; CIGA, Centro de Investigacion en Gestion Agroindustrial; CIC,
Centro de Investigaciones en Computacion; CIVCO, Centro de Investigacion en Construccion; CIAEG,
Centro de Investigaciones en Administracion, Economia y Gestion Tecnologia; CIEMTEC, Centro de
Investigacion y Extension en Ingenieria de los Materiales; CIDASTH, Centro de Investigacion y Desarrollo
en Agricultura Sostenible para el Tropico Himedo; CEQUIATEC, Centro de Investigacion y de Servicios
Quimicos y Microbiolégicos. Fuente: Pure, Elsevier; febrero 2024; hitps://www.elsevier.com/products/pure.

Sumando los articulos cientificos publicados en otras plataformas ademéas de Scopus, los
investigadores del CIB generaron mas de 30 articulos cientificos por afio en el 2022 y 2023.
Ademas, muchas de las publicaciones cientificas del CIB se han realizado en colaboracion con
otras instituciones académicas a nivel nacional e internacional (figura 4).
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Figura 4. Algunas colaboraciones internacionales (articulos publicados en revistas cientificas indexadas
en la base de datos Scopus) de los once investigadores de mayor produccion cientifica del CIB en
los ultimos 5 afos. (Pure, Elsevier; febrero 2024; https://www.elsevier.com/products/pure).

Recurso humano del CIB

En promedio, en los Ultimos 5 afios han trabajado en el CIB 40 profesores investigadores y
extensionistas, de los cuales (para el 2023) 20 fueron mujeres y 20 hombres; tres con grado
de Licenciatura, 16 con grado de Maestria, y 21 con grado de Doctorado (52.5%). Trece de
estos investigadores cuentan con grados académicos obtenidos fuera del pais. Ademas,
por semestre, alrededor de 90 estudiantes (en su mayoria de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia) participan en los proyectos como asistentes de investigacion y extension,
incluyendo estudiantes de tesis en programas desde bachillerato hasta doctorado.

Infraestructura y equipamiento del CIB

El Centro de Investigacion en Biotecnologia se localiza en la zona este del Campus Central
del TEC, en el Cantén Central de la provincia de Cartago, Costa Rica. Actualmente cuenta con
14 laboratorios especializados (Figura 5), un campo experimental fruticola, un invernadero vy
dos estanques para cultivo de microalgas a gran escala, ocupando una superficie de 15 mil
metros cuadrados. También se cuenta con un cuarto frio a 4°C, una bodega para solventes, dos
bodegas para materiales, una sala de reuniones para 8 personas, un aula para 30 personas y
un pequefo comedor.
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Figura 5. Distribucién de los principales laboratorios del CIB y algunos equipos de
investigacion (plano cortesia de la Oficina de Ingenieria del ITCR).

Ademaés de los equipos de laboratorio basicos (balanzas, microscopios, agitadores, pHmetros,
incubadoras, bafio maria, centrifugas, ultracongeladores, autoclaves, destilador), el CIB también
cuenta con equipos especializados como cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad
(FPLC, por sus siglas en inglés); cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus
siglas en inglés) acoplada con un detector de arreglo de diodos, un detector de fluorescencia
y un detector de indice de refraccion; sistemas de biorreactores para microorganismos
y células vegetales; gPCR; espectrofotometros (UV, luz visible, y fluorescencia; para
microvolumen, cubetas o multiplacas); termocicladores; electroporador; contadores de células;
almacenamiento de muestras en nitrégeno liquido; microscopios de fluorescencia; incubadoras
de CO,; un sistema documentador de geles; liofilizadores; entre otros.

La importancia del CIB para Costa Rica

Comunicacion de resultados. Los conocimientos y las tecnologias generadas en el CIB se
divulgan mediante diversas estrategias de comunicacion, incluyendo publicaciones cientificas,
notas en medios de comunicacion masiva y publicaciones en redes sociales. Las multiples
publicaciones cientificas derivadas de los proyectos de investigacion, incluidos articulos,
libros, y ponencias, dan respuesta a problemas y necesidades actuales, sirven de base para
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realizar otras investigaciones, y apoyan los diversos procesos de ensefianza. La produccion
académica del CIB también aporta a los indices de impacto institucionales y nacionales en
redes internacionales, aumentando el alcance y visibilidad de la ciencia costarricense.

Impacto en la oferta académica. El desarrollo de nuevos conocimientos y tecnologias a través
de los proyectos de investigacion ejecutados en el CIB ha permitido actualizar los planes de
estudio de los programas académicos en Ingenieria en Biotecnologia que imparte el TEC,
mejorando el contenido de los diferentes cursos, incluyendo practicas de laboratorio con
técnicas actuales de ultima tecnologia. Asimismo, aproximadamente la mitad de los estudiantes
de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia participan como asistentes en algun proyecto de
investigacion del CIB, mejorando su formacion académica durante su paso por la universidad,
y las horas laboradas les pueden ser reconocidas como experiencia laboral en el futuro.

Oferta de bienes y servicios. Algunas de las tecnologias desarrolladas en el CIB han permitido
establecer una variada oferta de servicios y productos que se ponen a disposicion del sector
productivo y la sociedad costarricense en general, incluyendo analisis de laboratorio, venta de
productos terminados (plantas, bioinsumos agricolas), asesorias, consultorias y capacitaciones,
atendiendo necesidades principalmente del sector industrial y agropecuario del pais. Ademas,
los recursos generados por la venta de servicios y productos en el CIB permiten la reinversion
en actividades de investigacion e incluso la generacion de empleo.

Transferencia de tecnologia. Muchos de los proyectos de investigacion del CIB estan
estrechamente comprometidos con la resolucion de problemas locales, e incluyen actividades
de capacitacion y transferencia de practicas y tecnologias al sector productivo. Ademas,
cuando las tecnologias son protegidas por alguna modalidad de propiedad intelectual, como el
secreto industrial, estas son puestas a disposicion por medio de licenciamientos que adquieren
las empresas, para mejorar asi sus procesos productivos y su insercion en el mercado,
incrementando su competitividad mediante innovacion.

Perspectivas a futuro de la Biotecnologia en Costa Rica

Dado que Costa Rica posee gran diversidad en riqueza natural y cuenta con una poblacion
con altos indices educativos y una reconocida vocacion por la sostenibilidad, la biotecnologia
juega un papel fundamental en el desarrollo econémico del pais. El Plan Nacional de Ciencia
Tecnologia e Innovacion aprobado para el periodo 2022-2027 [8] consider6 la Bioeconomia 'y
la Investigacion en Salud Humana y Ciencias de la Vida como tematicas transversales, donde
las aplicaciones biotecnoldgicas tendran un gran impacto para lograr los objetivos propuestos.
La identificacion de Costa Rica como un pais de gran riqueza en recursos de biodiversidad
sienta las bases para fortalecer la investigacion, desarrollo e innovacion (I+D+i), especialmente
en temas como el desarrollo de nuevos farmacos, la agricultura de precision, los biomateriales,
la biotecnologia y la nanotecnologia, generando importantes ventajas competitivas para el pais
en mercados internacionales.

En el afio 2020 el Ministerio de Ciencia, Innovacion, Tecnologia y Telecomunicaciones (MICITT),
en conjunto con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), el Ministerio de Economia,
Industria y Comercio (MEIC) y el Ministerio de Ambiente y Energia (MINAE) presentaron la
Estrategia Nacional de Bioeconomia para el periodo 2020-2030, la cual busca posicionar
al pais como un centro regional en esta tematica y aprovechar la ubicacion geogréfica de
Costa Rica para la integracion a cadenas de valor en América del Norte y Europa [11]. La
vision de la Estrategia Nacional de Bioeconomia es “cimentar una Costa Rica con produccion
sostenible de alto valor agregado en todas sus regiones y biociudades emergentes, basada en
el aprovechamiento justo y equitativo de su biodiversidad, el uso circular de la biomasa y en el
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progreso biotecnolégico del pais como sociedad del conocimiento” [11], quedando asi claro
como la biotecnologia tendréa un rol importante para lograr el cumplimiento de las politicas y
estrategias de desarrollo econémico planteadas para el pais en los afios venideros.

En el estudio denominado “Mapeo de biotecnologia: caracterizacion de la industria”, realizado
por la Promotora del Comercio Exterior de Costa Rica (PROCOMER) y presentado en el 2020
[12], se indict que el sector biotecnoldgico costarricense habia generado en el 2018 un total de
6.821 empleos directos entre empresas, emprendimientos y centros investigacion relacionados
con esta area. El analisis reveld ingresos alrededor de USD $629 millones, equivalente al 1,05%
de la economia nacional al compararlo con el PIB. Es de esperar que, si las condiciones del
pals se ven favorecidas por un ambiente apto para realizar negocios y actividades de [+D+i en
biotecnologia, los indices de empleo e inversion aumentarian y con ello el desarrollo econémico
del pais. De ahi la importancia de generar un “ecosistema” amigable con la inversion generada,
para que pueda desarrollarse de manera 6ptima, sin verse minimizada o reducida por otras
politicas equivocas que entorpezcan la actividad.

Algunos de los retos que presenta el pais para contar a futuro con un adecuado clima de
negocios y para una adecuada realizacion de actividades de |+D+i en biotecnologia, es
la adquisicion (importacién, compra, almacenamiento y distribucion) de insumos para la
docencia, investigacion, desarrollo e innovacion en este sector, tales como reactivos quimicos
e insumos bioldgicos (enzimas, acidos nucleicos, proteinas, cepas de bacterias, hongos,
células animales, entre otros). El pais tiene una brecha importante comparado a otros paises
cientificamente competitivos debido a la limitacion en tiempo y forma para obtener la materia
prima para la investigacion. Las consecuencias de esta situacion la sufren los importadores,
los comercializadores y los usuarios finales de estos bienes, docentes e investigadores, a nivel
publico y privado.

Por otro lado, se ha identificado la necesidad de promover el trabajo colaborativo entre la
industria, la academia y el gobierno. Es esencial mejorar la coordinacion y la cooperacion
a través de relaciones y alianzas estratégicas mas eficientes y dinamicas. Existe una gran
necesidad de reducir las complicaciones administrativas, los procesos complejos a nivel
regulatorio, de tramitologia, de registro de productos y servicios biotecnoldégicos nacionales e
internacionales, que generan trabas e impiden la agilidad a nivel publico y privado. También
se sefala la importancia de incrementar las alianzas publico-privadas, en especial en las
relaciones de las universidades con las empresas, impulsando un incremento de la innovacion
a partir de las investigaciones realizadas en los centros de investigacion mediante mecanismos
de transferencia tecnoldgica.

Otro elemento que harfa de Costa Rica un pais atractivo para la inversion extranjera en
biotecnologia es la generacion de encadenamientos dentro del sector productivo que favorezcan
la transferencia de tecnologia, la implementacién de mejores practicas, y el desarrollo de
actividades 0 servicios especializados en biotecnologia de mayor valor agregado. Las
inversiones realizadas en el pais en infraestructura, instalaciones de laboratorios y capacidades
cientifico-tecnolégicas son una base soélida y necesaria para lograr dichos encadenamientos.

Finalmente, para poder superar estos retos mencionados, se requieren programas fuertes e
integrales que permitan formar recurso humano altamente calificado y técnico, y promover
actividades de investigacion y desarrollo de alto impacto y con aplicaciones reales, basadas
en necesidades de los diferentes grupos productivos del pais.


http://sistemas.procomer.go.cr/DocsSEM/603DD5ED-88F2-4A4E-A819-74FA70D19CA6.pdf
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Conclusiones y recomendaciones

Dadas las capacidades del CIB en términos de infraestructura, equipo y recurso humano, queda
claro que este centro de investigacion tiene un papel fundamental al sumarse a las instancias
que conforman el sistema de innovacion costarricense, generando ciencia y tecnologia en el
area biolégica, para dar soluciones concretas a diferentes necesidades del sector productivo y
de la sociedad costarricense.
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Resumen

La biotecnologia es un motor de desarrollo global para el sector agropecuario, influyendo en
la economia mundial y el avance de las metas de desarrollo sostenible. El control bioldgico,
la seguridad alimentaria y el secuestro de carbono, son solo algunas de las areas de mayor
impacto. En este contexto, Costa Rica se destaca en la region gracias a sus desarrollos e
investigaciones en biotecnologia, contando con 87 empresas, 42 centros de investigacion
y generacion de empleos, 10 que equivale al 1,05% del PIB nacional. Desde 1998, el pais
ha establecido el marco legal que regula el uso de organismos convencionales, organicos,
organismos vivos modificados (OVM) y editados, fomentando asi el desarrollo econémico
basado en biotecnologia. Este marco incluye mecanismos que aseguran la gestion de los OVMs
y la coordinacion interinstitucional para evaluar y otorgar permisos de uso. El presente articulo
detalla la normativa de biotecnologia moderna y edicion génica. Gracias a estos esfuerzos, se
han establecido manuales, instructivos y documentos, que orientan a los usuarios en el uso
de OVMs. En cuanto a la edicion génica, la normativa costarricense guarda similitudes con
otras normas internacionales. Los organismos resultantes de esta tecnologia son comparados
y definidos como equivalentes a los obtenidos por métodos convencionales. La percepcion
positiva de la tecnologia en el sector agricola fortalece aun mas este panorama para un
desarrollo econdémico. De esta manera, Costa Rica se posiciona como un entorno amistoso para
el desarrollo econdmico e inversiones impulsadas por biotecnologia, en linea con las metas de
desarrollo sostenible.

Keywords
Legislation; Biotechnology; agriculture; living modified organism; genome editing.

Abstract

Biotechnology catalyzes developmentin the agricultural and livestock sectors, exerting significant
influence on the world economy and advancing sustainable development goals. Examples of its
considerable impacts include biocontrol, food security, and carbon sequestration. Costa Rica
stands out in the region for its extensive research and development efforts in biotechnology,
boasting 87 companies and 42 research centers and creating jobs equivalent to 1.05% of the
national GDP. Since 1998, the country has established a legal framework to regulate the use of
conventional, organic, living-modified organisms (LMOs) and gene-edited organisms, promoting
economic growth rooted in biotechnology. This legal framework includes mechanisms for
managing LMOs and facilitating inter-institutional coordination for evaluating and granting use
permits. The present article elaborates on Costa Rica’s modern biotechnology and genome
editing regulatory framework, encompassing manuals, guidelines, and forms to assist users
in using LMOs. Regarding genome editing, Costa Rican legislation shares similarities with
current legislation in several countries. Genome Editing breed organisms are compared and
defined as equivalent to those obtained from conventional methods. The agricultural sector’s
favorable perception of this technology further enhances the country’s prospects for economic
development. Consequently, Costa Rica provides a friendly environment for biotechnology-
driven economic growth and investment, aligning with sustainable development goals.
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Introduccién

La biotecnologia es un motor de desarrollo a nivel mundial en el sector agropecuario debido
a que ofrece soluciones sostenibles para el control de patdgenos, la conservacion del suelo,
reduccion del desperdicio, seguridad alimentaria, secuestro de carbono, preservacion del agua
y reduccioén de emisiones [1]. En particular, la biotecnologia moderna se traduce en beneficios
que superaron los 261.3 billones de ddlares entre 1996 al 2020, con una adopcion del 53% de
agricultores en paises desarrollados, donde tienen un retorno de inversion de 5.22 USD por
délar invertido [2].

En Costa Rica, el sector de biotecnologia actual esta integrado por 87 empresas vy
emprendimientos, 42 centros de investigacion y genera 6 821 empleos, asi como ingresos por
USD $629M, lo que corresponde a un 1.05% del Producto Interno Bruto del pais [3]. El potencial
de Costa Rica para el desarrollo de investigaciones y atraccion de inversiones dispone de un
fuerte componente de regulacion y soporte juridico. El pais dispone de un marco juridico que
permite el uso de organismos convencionales, organicos, organismos vivos modificados y
editados; todos ellos integran el ecosistema de biotecnologia convencional y moderna [1].

En el caso de los Organismos Vivos Modificados (OVM), se utilizan en el mundo de manera
comercial desde 1995 sin que exista reportes de dafos [4], [5], [6], [7], [8]. Costa Rica fue
uno de los primeros paises en Latinoamérica en contar con normas para el uso regulado de
Organismos Vivos Modificados, previo a la existencia del Protocolo de Cartagena, por lo que
dispone de experiencia en el uso seguro de la tecnologia desde 1991 en convivencia con otras
tecnologias [9].

Costa Rica también es pionero en investigacion en la region centroamericana usando edicion
génica mediada por CRISPR-Cas9 gracias alos esfuerzos del Espacio de Estudios Avanzados de
la Universidad de Costa Rica (UCR) (UCREA; Proyecto 801-B7-294) para la edicion de genoma
de arroz, con participacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) y con produccion cientifica [10], [11], [12], [13]. El proyecto
UCREA permitié adicionalmente compartir experiencias en el foro centroamericano Programa
Cooperativo Centroamericano para el Mejoramiento de Cultivos y Animales (PCCMCA) en el
2023 [14]; la colaboracion con investigadores de Alemania [15]; la expansion del uso de las
herramientas para levadura [13], arroz [16], [17], [18] y café [19]; asi como tesis de posgrado
[20], [21]. Adicionalmente, en el marco de la colaboracion interinstitucional entre el Instituto
Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (IICA), el ITCR y la UCR, se realizaron tres
versiones de cursos practicos sobre edicion de génica (2021, 2022 y 2024) con 38 personas
capacitadas de nueve paises.

El presente articulo compila la normativa costarricense relacionada con biotecnologia moderna
agropecuaria, lo que incluye el sistema normativo para la edicién génica. La regulacion se
encuentra dispersa en distintas leyes, decretos, politicas e instructivos lo que representa un reto
para la comprension de un sistema integrado. Es por ello que el presente articulo presenta la
normativa en tres etapas. La primera etapa donde se presenta el cuerpo normativo, la segunda
etapa donde se aclara como funciona el sistema, y la tercera trata sobre edicién génica.

Cuerpo normativo

El marco juridico actual comprende la Ley Fitosanitaria N° 7664, el Reglamento N° 26921-MAG
que cuenta con los procedimientos de Edicion de Genomas, el Reglamento de Auditorias N°
32486-MAG, el Protocolo de Cartagena Ley N° 8537, Ley de Salud Animal 8495, la Ley de
Biodiversidad N° 7788 y la Ley de Agricultura Organica N° 8591. En esta Ultima Ley se define
como organica aquella “actividad agropecuaria y su agroindustria que se sustente en sistemas
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naturales para mantener y recuperar la fertilidad de los suelos, la diversidad biolégica vy el
manejo adecuado del recurso hidrico, y que propicie los ciclos bioldgicos en el suelo”; la Ley
N° 8591 excluye del sistema el uso de “agroquimicos sintéticos” y “transgénicos”; y la Ley N°
8591 indica en su articulo 22 las medidas para lograr esta convivencia con lo que denomina
“transgénicos”. La Sala Constitucional de Costa Rica reconoce en resolucion N° 2014015017
que la legislacion regula de manera suficiente el tema de biotecnologia moderna [22]. Asimismo,
el Servicio Fitosanitario del Estado indica que el pais tiene 23 eventos, 16 apilamientos, siete
especies y 14 000 ha cultivadas de organismos vivos modificados en los 26 afios de operacion
que tiene el sistema a partir de 1998. Todo lo anterior es evidencia de un sistema normativo
que permite el uso regulado de la biotecnologia de forma segura y en convivencia con otras
tecnologias catalizado con una politica del Ministerio de Agricultura y Ganaderia que promueve
la adopcion de tecnologias (cuadro 1).

Un elemento adicional de la legislacion costarricense es el sdlido cuerpo normativo que
favorece la innovacion. Lo anterior esta plasmado en la proteccion de datos mediante normas
de informaciéon no divulgable (Ley de Informacion No Divulgada N° 7975 y su reglamento), la
proteccion de derechos de obtentor en caso de nuevas variedades (Ley de Convenio Internacional
para la Proteccion de Obtenciones Vegetales N° 8635 y su reglamento) y la normativa interna
en instituciones publicas que promueven la innovacion como las universidades e institutos de
investigacion. Se destaca que el pais fue muy activo en la construccion e implementacion de
leyes en el periodo del 2006 al 2013 con méas de una norma implementada por afio (cuadro
1). También es notable que del periodo de 2013 al 2023 existié poca actividad en materia de
legislacion que reforzara la adopcion de biotecnologias en beneficio del sector agropecuario
(cuadro 1).

En términos del sector académico, el marco juridico respeta la autonomia universitaria publica y
aclara los mecanismos para facilitar la investigacion y docencia en espacios confinados segun
el Articulo 117 inciso d, el Articulo 119 inciso a, y el Articulo 119bis inciso a, del Reglamento N°
26921-MAG (cuadro 1).

Cuadro 1. Marco Juridico de Costa Rica relacionado con la Biotecnologia Moderna.

Protocolo de Cartagena sobre
Seguridad de la Biotecnologia Diversidad Biologica.

8537 2006 Acuerdo internacional que deriva del Convenio de

Articulos 40-42. Declara al Servicio Fitosanitario
Ley de Proteccion Fitosanitaria 7664 1997 como entidad competente en temas agricolas y crea
la Comisién Técnica Nacional de Bioseguridad.

Articulos 111- 134. Reglamenta la Ley 7664 para
Biotecnologia Agricola. Nétese los articulos de
exclusion a las Universidades Publicas en virtud de
la autonomia universitaria en 117.d, 119.a. y 119bis.a

Reglamento a la Ley Fitosanitaria 26921-MAG 1998

Ley General del Servicio Nacional de Art 6.b, 6h, Declara al SENASA como entidad

8495 2006

Salud Animal (SENASA) competente en temas Biotecnologia Animal.
Ar. 46 y 48. En particular relacionados a los permisos
de acceso a los elementos bioquimicos y genéticos,
bioprospeccién y manipulacion genética. Notese
Ley de Biodiversidad 7788 1998 que en Dictamen PGR-C-42-2022[23] y PGR-C-

183-2022 [24] se aclara la facultad de revocar
de manera concreta los permisos que habilitan
actividades de manipulacién genética o de acceso a
la biodiversidad.
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Art 76. Presenta la opcién de acceso y transferencia
tecnolégica relacionada con biotecnologia.

Reglamento a la Ley de Biodiversidad 34433 2008

Ly els lesaliiell, [Freimeelen Art 22. Medidas de convivencia con Agricultura

Fomento de la Actllead Agropecuaria 8591 2007 Orgénica- Biotecnolégica.
Orgénica

Aprobacién del Convenio Internacional

para la Proteccion de las Obtenciones 8635 2008 Proteccién de las obtenciones vegetales.
Vegetales

Reglamento a la Ley de Proteccion de Reglamento para la protecciéon de obtenciones

35677-MAG 2009

las Obtenciones Vegetales vegetales.
Aplica de manera general y protege la informacién
Ley de informacién no divulgada 7975 2000 no divulgada referente a los secretos comerciales e

industriales, incluyendo aquella que se presente en
instituciones publicas con caracter confidencial.

Articulo 6.1 Se refiere a informacién presentada
a una autoridad administrativa. Se protege la

FEglanEnts & [ Ley O Inermesin o 34927-J-COMEX-S-MAG 2009 informacién no divulgable necesaria para el registro

el g ante las autoridades, y sin que resulte en pérdida de

novedad ante una eventual solicitud de patente.
Reglamento de la Estructura Articulo 37. Crea el Departamento de Biotecnologia
Organizativa del Servicio Fitosanitario 36801-MAG 2006 conformado por tres unidades, incluyendo la Unidad
del Estado de Organismos Genéticamente Modificados (UOGM).

Comunica el “Sistema Digital para el Manejo de
Sistema Digital para el Manejo de . . Informacioén de Organismos Vivos Modificados

Organismos Vivos Modificados (OVMs) B Seleive] sy A (OVM's)”, el cual se encuentra en la pagina

web www.ovm.go.cr. Gaceta 113, 2013.

Inciso 6.6. La interaccion entre la informatica y la
biologia (en particular herramientas de mejoramiento
genético, biotecnologias) abren importantes
oportunidades para las personas productoras de
incorporarse activamente al uso y aplicacion de esas
nuevas tecnologias.

Politica Publica para el Sector Linea de accién 9.3.5. En el &mbito de la ciencia,
Agropecuario Costarricense 2023-2032 Politica 2023 tecnologia e innovacion (CTI), se hace necesario
[25] la planificacion a largo plazo y la coordinacion

desde el nivel politico para impulsar la generacion
de tecnologias apropiadas que respondan a
la demanda del sector y avanzar en aspectos
relacionados con la biotecnologfa y desarrollar
metodologias que permitan su aprovechamiento por
parte de todas las personas productoras y empresas
agroindustriales.

Fuente: [26]

Funcionamiento del sistema juridico en Costa Rica

El sistema juridico de Costa Rica es consecuente con los tres grandes pilares que conforman
el andlisis de riesgos en biotecnologia. El primero es la evaluacion de riesgos, el segundo es
el control en campo, también llamado gestion de riesgos, y el tercero es la comunicacion de
riesgos, segun se describe a continuacion.


http://www.ovm.go.cr
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Evaluacién de Riesgos

En la etapa de Evaluacion de Riesgos, el Servicio Fitosanitario del Estado (SFE) del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia aplica el Procedimiento DB-OGM-PO-06 en congruencia con el Acuerdo
Fundamentado Previo del Protocolo de Cartagena (Articulo 7). La Evaluacion de Riesgos esta
basada en criterios cientifico-técnico que estan descritos en el Articulo 15 y en los anexos
del Protocolo de Cartagena. El usuario presenta la informacion al SFE quien realiza un primer
analisis y lo somete a la Comision Nacional de Bioseguridad segun se detalla a continuacion. La
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) dispone de guias sobre
la Evaluacion de Riesgos [27] y los métodos que histéricamente Costa Rica usa para la toma
de decisiones tales como la formulacion de problema, el abordaje comparativo, la familiaridad,
las metas de proteccion, los puntos finales de valoracion, el analisis de efecto adverso basado
en la ruta al dafio, el planteamiento de hipoétesis y la determinacion de riesgo [27], [28], [29].

La Comision Técnica Nacional de Bioseguridad (CTNBio) tiene una funcion asesora segun
el articulo 111 del Decreto Ejecutivo N° 26921-MAG y esta conformado por el Articulo 112
de la misma norma. La integracion de la CTNBIo es la siguiente: a) El Ministerio Agricultura y
Ganaderia, b) El Servicio Fitosanitario del Estado, ¢) El Servicio Nacional de Salud Animal, d) La
Oficina Nacional de Semillas, e) El Ministerio de Ambiente y Energia, f) El Ministerio de Salud,
g) La Academia Nacional de Ciencias, h) La Federacion para la Conservacion de la Naturaleza,
i) La Camara Nacional de Agricultura y Agroindustria.

El rol de la CTNBIio es reconocido no solo por las Leyes N° 7664, N° 8495 y la N° 7788, sino
también por la Sala Constitucional que indica en su resolucion N° 2014015017 que “En el caso
que nos ocupa, la funcion de la Comision Técnica Nacional de Bioseguridad cumple un rol
esencial en todo esto, porque el abordaje es multidisciplinario del sector publico que vela por
el interés publico y de la sociedad civil que coadyuva en la observancia de ese interés. Asi sus
miembros son aquellos llamados a contrarrestar los sesgos que se podria considerar provienen
de los patentados o de sus detractores, al analizar los datos de las autoridades nacionales del
exportador, asi como otras evidencias cientificas que respaldan la certificacion del producto
fransgénico, todo mediante la aplicacion del procedimiento de acuerdo fundamentado previo.
Este conocimiento cientifico reduce el grado de opiniones personales o la libertad de criterio
en una determinada materia, para llegar a resultados mas exactos en la actuacion del Estado,
regla que puede aparejarse al articulo 16.1 de la Ley General de la Administracion Publica
cuando establece que en ningun caso podran dictarse actos contrarios a las reglas univocas
de la ciencia o de la técnica”.

La normativa y procedimiento (Cuadro 2) de obtencion de permisos para el uso de cultivos
biotecnologicos se basa en un dictamen técnico. Este dictamen brinda los elementos de
razonabilidad y proporcionalidad mediante la evaluacion de riesgos, que es el instrumento
de especializacion juridica que corresponde segun lo validé el pronunciamiento de la Sala
Constitucional en Resolucion N° 2014015017. Es importante sefalar que el principio de
precaucion es el que da origen al Protocolo de Cartagena, por lo que la Sala Constitucional
indicé en Resolucion N° 2014015017 que el mismo plasmado en la Ley N° 7788, no alcanza el
grado de especializacion juridica que tiene el Protocolo de Cartagena sobre Organismos Vivos
Modificados en la Ley N° 8537 de Costa Rica, y por tanto prevalece el Protocolo.
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Cuadro 2. Procedimiento para la obtencion de un Certificado de Liberacion al Ambiente (CLA)
para uso experimental, produccion de semillas o uso comercial en Costa Rica.

Primera Revision del Expediente por parte de
Revision de Expediente 15 - la Unidad punto 6.2 Procedimiento DB-OGM-
PO-06.

Si la autoridad solicita mas

informacion, debe completar ) 50 Depenee et soleiEzmie,

En caso de que la empresa no responda a
Prérroga 5 - tiempo, punto 6.5 Procedimiento DB-OGM-
PO-086, el SFE puede otorgar una prérroga.

Revisiéon de Edicto por parte El SFE-UOGM dispone de 5 dias para revisar el
de la UOGM edicto.

Publicacion en Diario de
circulacion nacional

- 5 Publicacion en Periddico del primer Edicto.

Segun 6.12 del Procedimiento DB-OGM-PO-06

Clpeseion ek 19 ) existe la ventana de oposicion fundada.
Recursos de revocatoria, apelacion 6.14.
Reenvio de expediente a ) ) Unidad envia el expediente a cada miembro
CTNBio junto con la oposicién fundada.
CTNBio revisa el expediente 30 ) Cada miembro tiene 30 dias para revisar segun

6.17 del Procedimiento DB-OGM-PO-06.
Se compilan los dictdmenes y las consultas se

Presidente compila los

dictamenes v las consultas 10 - remiten al solicitante, 6.18 del Procedimiento
y DB-OGM-PO-06.
Solicitante contesta las ) 30 El solicitante dispone de 30 dias para contestar,
consultas 6.18 del Procedimiento DB-OGM-PO-06.
Presidente- CTNBio somete a 5 ) Reunion de CTNBio para votacion, lo que se
andlisis final del expediente lleva a acuerdo en firme para siguiente sesion.
Miembros que pidieron mas 30 ) Tienen 30 dias para analizar la informacién de
informacion respuesta (6.19 6.12 del DB-OGM-PO-08).
Presidente- CTNBio 10 - Votacion en firme.
Decision se publica en L
GACETA 7 - Publicacion en GACETA.
Oposicién fundada 15 - Oposicién fundada.
Entrega del Certificado 1 = Entrega del Certificado.

Gestion de Riesgos

Las autoridades de gobierno cuentan con facultades para dar seguimiento y control. Estas
facultades estan tipificadas en los procedimientos; por ejemplo, el registro de cada proyecto
que se ejecuta segun el procedimiento DB-OGM-PO-04. EI control por medio de este
procedimiento permite el registro de las coordenadas de georreferenciacion de cada proyecto,
asi como la coordinacién en caso de ser necesario de la convivencia con otros cultivos. La
convivencia consiste en la posibilidad de sembrar cultivos destinados a diferentes mercados en
la misma vecindad, sin que se mezclen y, por lo tanto, sin que se puedan comprometer el valor
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econdmico. Para ello existe una guia de buenas practicas agricolas elaborada por el SFE con
el apoyo de Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) [30]. Algunas de
las recomendaciones de la guia de buenas practicas agricolas son mostradas en la Figura 1.

Figura 1. Gestion de Riesgo mediante protocolos de limpieza de equipos y maquinaria utilizados en
las labores de manipulacion de los Organismos Vivos Modificados en Cafas, Costa Rica. A: Limpieza
de las llantas de un tractor con agua a presion; B: Personal realizando la limpieza de una maquina
cosechadora; C: Extraccion minuciosa de semilla en una deslintadora de algodon; D: Encargado de la
planta de equipo utilizado para desmotar algodén; ndtese que en su mano tiene un registro. Fotografias
de gira de campo del curso Seguridad de la Biotecnologia IB-3403 (Bioseguridad) 2023 de la carrera
de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Prof. Giovanni Garro.

Una vez autorizado el proyecto, el control en campo es realizado por el Servicio Fitosanitario
del Estado y la Oficina Nacional de Semillas como entidades de gobierno, asi como un auditor
externo establecido por el Reglamento de Auditorias N° 32486-MAG. El auditor funciona
como un tercer validador del sistema, realiza informes mensuales, dispone de una bitacora,
y es responsable de mantener una estrecha comunicacion con la Unidad de Organismos
Genéticamente Modificados del SFE y la empresa que desarrolla el proyecto. El SFE cuenta
con un funcionario que funge como supervisor de los auditores, por ende, la empresa auditora
y el auditor funcionan como una extension adicional de monitoreo y control de gobierno [31].
De igual manera, el SFE es quien acepta o rechaza una candidatura de auditor segun el
procedimiento DB-OGM-PO-03. Una vez con el proyecto y el auditor, cada importacion de
material reproductivo es ademas autorizado segun el formulario DB-OGM-PO-10_F-01.

Los funcionarios del SFE realizan ademas una labor de validacion del auditor y pueden revisar
a las entidades auditadas y a las empresas auditoras. En suma, la bitacora e informes son
digitales segun lo publicado en la Gaceta 113 del 1 de junio del 2012, en el “Sistema Digital
para el Manejo de Informaciéon” (Cuadro 1). Adicionalmente, el SFE esta facultado para tomar
muestras en areas fuera de los sitios autorizados mediante el formulario DB-OGM-PO-09, de tal
manera que se controla el uso no autorizado de tecnologias.

La Ley N° 7664 y la Ley N° 8495 le brinda las herramientas al Estado mediante el Servicio
Fitosanitario y el Servicio de Salud Animal para actuar con base en evidencia cientifica, técnica
y de seguridad. Adicionalmente, la Ley de Agricultura Organica N° 8591 indica en su articulo 22
que, para otorgar los permisos de organismos genéticamente modificados y, en casos en los
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que “exista duda razonable sobre los efectos adversos que pueda tener el material transgénico
en la solicitud sobre cultivos organicos presentes en la zona, el Estado le solicitara al productor
que ha pedido permiso para sembrar transgénicos, la evidencia técnica correspondiente para
minimizar el riesgo de dichos efectos”. Lo anterior significa las medidas de gestion de riesgo
que aplicara el agricultor que se encuentra utilizando la tecnologia.

Comunicacion de Riesgos

El SFE dispone de tres herramientas de comunicacion de riesgo (cuadro 3) creadas por la
normativa nacional e internacional.

Cuadro 3. Sitios web disponibles en Costa Rica para el manejo de los Organismos Vivos
Modificados que permiten el intercambio de informacion y la comunicacion de riesgo.

. - https://www.sfe.go.cr/SitePages/OVM Tramites, actas de la CTNBio,
Sitio web oficial del SFE _— D .
InicioOVM.aspx procedimientos y normativa.

Informacion regulatoria,
procesos, procedimientos,
acceso a expedientes via digital.

Sistema Digital para el www.ovm.go.cr . Gaceta 113, del 1 de
Manejo de Informacion junio del 2012

Sitio web creado por el Protocolo de

. Cartagena en su articulo 20 http:// Autoridades competentes,
SO .qe Inite reeilelo .de h.cbd.in ntryprofile. decisiones, guias, noticias,
Informacion sobre Seguridad shtml?country=cr ountos focales, reportes de

de la Biotecnologia . _ _ _ imi
El sitio web nacional esta disponible en cumplimiento.

http:/bch.go.cr/Views/default.aspx

De igual manera, durante las etapas de revision de los expedientes, existen dos publicaciones
en un periédico de circulacion nacional y en La Gaceta segun el formulario DB-OGM-PO-
06_F-02. Lo anterior facilita los espacios de participacion ciudadana en caso de que existan
dudas técnicas sobre las tecnologias en evaluacion.

Sistema detallado de procedimientos, formularios e instructivos

Los anteriores tres pilares del analisis de riesgos estan claramente documentados mediante
procedimientos, formularios e instructivos. El sistema regulatorio para organismos vivos
modificados se rige por los procedimientos del SFE-MAG, DB-OGM-PO-01, DB-OGM-
PO-02, DB-OGM-PO-03, DB-OGM-PO-04, DB-OGM-PO-05, DB-OGM-PO-06, DB-OGM-PO-07,
DB-OGM-PO-08, DB-OGM-PO-09 y DB-OGM-PO-10 (Cuadro 4). De igual manera cada
procedimiento dispone de formularios que estan claramente indicados con el mismo ndmero
mas la indicacion con la letra “f”, como se puede notar en el Cuadro 5. Finalmente, también se
dispone de dos instructivos para casos especificos (Cuadro 6) [26].


https://www.sfe.go.cr/SitePages/OVM/InicioOVM.aspx
https://www.sfe.go.cr/SitePages/OVM/InicioOVM.aspx
http://www.ovm.go.cr
http://bch.cbd.int/about/countryprofile.shtml?country=cr
http://bch.cbd.int/about/countryprofile.shtml?country=cr
http://bch.cbd.int/about/countryprofile.shtml?country=cr
http://bch.go.cr/Views/default.aspx
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Cuadro 4. Procedimientos de Costa Rica de la Unidad de Organismos Genéticamente Modificados del Servicio
Fitosanitario del Estado relacionados con la regulacion de Organismos Vivos Modificados de uso agricola.

Cédigo Nombre Proposito
Manual interno de organizacion
DB-OGM-M-01 y operacion de la Comision Establecer los lineamientos de organizacion interna y el
Técnica Nacional de alcance de las operaciones de la CTNBio.
Bioseguridad.
Igfg:}%%'?giz;swﬂﬁ;?gg dﬁe Establecer los pasos requeridos para inscribir o
DB-OGM-PO-01 per sicas y | d actualizar personas fisicas y juridicas que desean realizar
realizan actividades con OVM de - . y
; actividades relacion con OVMs de uso agricola.
uso agricola.
R o Establecer los pasos requeridos para autorizar o actualizar
BTN Y EElElEe e personas juridicas que cumplan con los requisitos
e ©2 EMPIEEER ENLRIERES & establecidos en la normativa nacional vigente para fungir
bioseguridad agricola. ; . b .
como empresa auditora en bioseguridad agricola.
Presentacion de candidatos E | | . . :
ara fungir como auditores en stab_ ecer los pasos requeridos para acreditar auqhtores
DB-OGM-PO-03 pe . ) en bioseguridad agricola presentados como candidatos
bioseguridad agricola de una : : ;
. por las empresas auditoras en bioseguridad.
empresa auditora.
Este procedimiento orienta y guia a las personas fisicas
o juridicas que deseen importar, investigar, exportar,
Registro y seguimiento de experimentar, movilizar, liberar al ambiente, multiplicar y
DB-OGM-PO-04 proyectos con organismos Vivos comercializar OVM de uso en la agricultura, producidos
modificados de uso agricola. dentro o fuera del pais, para cumplir con los requisitos
necesarios para la correcta aprobacion, planificacion y
gestion de los proyectos con dichos organismos.
Solicitud de autorizacion
de apilados de organismos Establecer los pasos requeridos para autorizar apilados
DB-OGM-PO-05 genéticamente modificados en de organismos genéticamente modificados en el que sus
el que sus eventos individuales | eventos individuales cuentan con su respectivo Certificado
cuentan con Certificado de de Liberacién al Ambiente (CLA).
Liberacion al Ambiente (CLA).
Establecer los pasos para emitir, cuando proceda,
Solicitud del certificado de el Certificado de Liberacion al Ambiente (CLA) de
liberacion al ambiente para Organismos Vivos Modificados, con base en la revision
DB-OGM-PO-06 la importacion, liberacion y/o y andlisis de aspectos e informacion técnica-cientifica
movilizacion de organismos presentes en el formato Bio-02: DB-OGM-PO-06_F-01
genéticamente modificados de “Solicitud de Certificado de Liberacion al Ambiente
uso agricola. (CLA) para la importacion, liberacién y/o movilizaciéon de
organismos genéticamente modificados de uso agricola”.
P o Aplica a todo el personal de la Unidad de Organismos
rocedimiento para el respaldo " . e
DB-OGM-PO - L Genéticamente Modificados (UOGM) del Servicio
- -PO-07 de Informacion Institucional en . - o )
- Fitosanitario del Estado que tramite informacion
formato electrénico de la UOGM. o
electronica.
Manejo del Centro de .
Intercambio de Informacion Estableoer los pasos requendps para mantener
DB-OGM-PO-08 . actualizado el Centro de Intercambio de Informacién sobre
felge ll Beielzel ée g la Seguridad de la Biotecnologfa (BCH)
Biotecnologia (BCH). 9 9 '
Eventual cultivo de Organismos Vivos Modificados (OVM)
fuera de los proyectos autorizados oficialmente y en areas
Procedimiento inspecciones no reguladas para tal fin, sea por motivo de sospecha,
DB-OGM-PO-09 P y denuncia o seguimiento de incidentes previos, asi como
toma de muestras de OGM. ) . :
para la toma y custodia de muestras de tejidos bajo
sospecha de ser OVM para el andlisis de presencia de
indicadores de modificacién genética.

Fuente: [26]
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Cuadro 5. Formularios de Costa Rica de la Unidad de Organismos Genéticamente Modificados del Servicio
Fitosanitario del Estado relacionados con la regulacion de Organismos Vivos Modificados de uso agricola.

Cédigo

Nombre

DB-OGM-PO-01_F-01

Registro de personas fisicas o juridicas que desean utilizar organismos producto de
la biotecnologia moderna.

DB-OGM-PO-02_F-01

Autorizacion y actualizacion de empresas auditoras en bioseguridad agricola.

DB-OGM-PO-03_F-01

Presentaciéon de candidatos para fungir como auditores en bioseguridad agricola.

DB-OGM-PO-04_F-01

Registro de proyectos con organismos vivos modificados de uso agricola.

DB-OGM-PO-04_F-02

Declaracion de no conflicto de interés.

DB-OGM-PO-04_F-03

Plan y programa de inspeccion para la valoracion técnica del sitio propuesto para la
ejecucion de proyectos con OVM de uso agricola.

DB-OGM-PO-04_F-04

Plantilla de Resolucién Técnica — Administrativa.

DB-OGM-PO-04_F-05

Plan y programa de inspeccion de proyectos con OVM de uso agricola.

DB-OGM-PO-04_F-06

Formato BIO-08. Registro de proyectos de investigacion o desarrollo que apliquen
la biotecnologia moderna para manipular el genoma de un organismo de uso en la
agricultura.

DB-OGM-PO-05_F-01

Formato BIO-06. Solicitud de autorizaciéon de apilados de organismos vivos
modificados de uso agricola en el que sus eventos individuales cuentan con el
Certificado de Liberacion al Ambiente, uso confinado o comercializacion.

DB-OGM-PO-06_F-01

Formato Bio-02. Solicitud del Certificado de Liberaciéon al Ambiente, uso confinado o
comercializacion.

DB-OGM-PO-06_F-02

Formato Bio-05. Edicto a publicar en un diario de circulacion nacional o en el diario
oficial La Gaceta.

DB-OGM-PO-06_F-03

Formato BIO-03. Plantilla del Certificado de liberacion al ambiente, uso confinado o
comercializacion.

DB-OGM-PO-06_F-04

Formato BIO-04. Boleta de identificaciéon de OVM para movilizacién, almacenamiento
o comercializacion.

DB-OGM-PO-06_F-05

Formato BIO-07. Solicitud del uso de organismos producto de las nuevas técnicas de
mejoramiento genético, incluida la edicion del genoma.

DB-OGM-PO-08_F-01

Informacion solicitada para la publicacion en el ClIISB-BCH Costa Rica.

DB-OGM-PO-09_F-01

Actividades de divulgacion de politicas y normas sobre la siembra de OVMs fuera de
proyectos autorizados.

DB-OGM-PO-09_F-02

Denuncia de posibles siembras de OVMs fuera de los proyectos autorizados y en
areas no reguladas.

DB-OGM-PO-09_F-03

Acta de Inspeccion por investigacion de posibles siembras de OVMs fuera de los
proyectos autorizados y en areas no reguladas.

DB-OGM-PO-09_F-04

Identificacion de muestras de material vegetativo tomadas para analisis de presencia
de indicadores de modificacién genética.

DB-OGM-PO-09_F-05

Cadena de Custodia de Muestras de material vegetativo tomadas para analisis de
presencia de indicadores de modificacion genética.

DB-OGM-PO-10_F-01

Solicitud de importaciéon de organismos vivos modificados de uso agricola.

Fuente: [26]

Cuadro 6. Instructivos de Costa Rica de la Unidad de Organismos Genéticamente Modificados del Servicio

Fitosanitario del Estado relacionados con la regulacion de Organismos Vivos Modificados de uso agricola.

Cadigo

Nombre

DB-OGM-PO-04_1-01

Instructivo para la valoracion técnica del sitio propuesto para la ejecucion de
proyectos con OVM de uso agricola.

DB-OGM-PO-09_I-01

Instructivo para la toma de muestras de presunto material OVM.

Fuente: [26]
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Otros elementos juridicos

Los pronunciamientos de la Procuraduria General de la Republica (PGR) son utiles en la
interpretacion de la norma costarricense. Existen dos tipos de pronunciamientos que son
ampliamente informativos y aclaran la aplicacion de la norma en este tema especifico.

El primero esta relacionado con el criterio que solicita la Asamblea Legislativa a la PGR a
los proyectos de Ley tales como el expediente del Protocolo de Cartagena N° 14800 criterio
0J-054-2005 vy los expedientes N° 18941 criterio OJ-055-2016, expediente N° 19477 criterio
0J-085-2017, expediente N° 21376 criterio OJ-092-2021 y expediente N° 22789 criterio OJ-164-
2022 (Cuadro 7). En todos ellos, la Procuraduria General de la Republica, respetuosa de la
Asamblea Legislativa, le aclara la importancia del Protocolo de Cartagena y recuerda que la
Sala Constitucional llama a un anélisis de razonabilidad y proporcionalidad en la resolucion
N° 2014015017. Notese que la Sala Constitucional llama al uso de las herramientas descritas
en el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia para el correspondiente
analisis de razonabilidad y proporcionalidad. Lo anterior debido a que en el Anexo Il inciso (2)
del Protocolo de Cartagena se indica que las autoridades competentes utilizaran la evaluacion
de riesgos para adoptar decisiones fundamentadas en relacién con los Organismos Vivos
Modificados, segun los principios y metodologia que el mismo Anexo Il tipifica en los incisos
2 al 9.

El segundo pronunciamiento esta relacionado con las competencias de la Oficina Técnica
de la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad descritas en la Ley N° 7788, en
comparacion con las competencias del Servicio Fitosanitario del Estado dadas en la Ley N°
7664. La PGR aclara que le corresponden competencias distintas: la primera corresponde al
acceso a elementos de la biodiversidad para crear un nuevo OVM, y la segunda al acceso de
OVMs que ya existen que son sujetos de control y seguimiento (Cuadro 7).

Cuadro 7. Dictamenes de la Procuraduria General de la Republica sobre
proyectos de prohibicion de OVMs que fueron archivados.

Dictamen Detalle

“El protocolo de Cartagena, segun lo visto, establece disposiciones
tendentes a proteger el ambiente, en particular la biodiversidad, en

0J-054-2005 al proyecto
“Procotolo de Cartagena
sobre seguridad de la
biotecnologia”. Expediente N°
14.800

relacion con el peligro que los OVM o OGM pueden significar para
este y la salud publica. Ambos son bienes juridicos tutelados en la
constitucion (articulo 50 y 21). En consecuencia, el protocolo, una
vez aprobado por la Asamblea Legislativa y ratificado por el Estado
costarricense, se convertira en un instrumento juridico de desarrollo de
los principios constitucionales que obligan al estado a proteger y tutelar
dichos bienes.”

0J-055-2016 al Proyecto
N° 18.941 Ley de moratoria

nacional a la liberacion y
cultivo de organismos vivos
modificados (transgénicos)

“En razon de lo anterior, la aprobacion o no del proyecto se enmarca

dentro del ambito de la politica legislativa, donde ha de observarse el

Derecho de la Constitucion, la razonabilidad y proporcionalidad de la
medida.”

0J-085-2017 al Proyecto N°
19.477 Ley para la restriccion
de la liberacion al ambiente de
organismos vivos modificados

“La aplicacion del principio precautorio, mediante el dictado de
moratorias de actividades como la que se pretende, deben pasar
primero por un andlisis de proporcionalidad y razonabilidad, tal y como
lo dispuso la Sala Constitucional en el voto recién transcrito”.

0J-092-2021 al Proyecto N°

21.376 Ley de moratoria a

la liberacion al ambiente de
organismos vivos modificados

“Tal y como lo dispuso la Sala Constitucional en el voto recién
transcrito, la aplicacion del principio precautorio, mediante el dictado
de moratorias de actividades como la que se pretende, deben pasar

primero por un andlisis de proporcionalidad y razonabilidad”.
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Dictamen Detalle
0J-164-2022 al Proyecto N°
22.789 Ley reguladora de los “La decision del legislador de dictar una moratoria como la propuesta
organismos genéticamente requiere valorar los intereses y derechos fundamentales en juego y
modificados de polinizacion determinar la razonabilidad y proporcionalidad de la medida.”
abierta

Aclara competencias distintas del SFE regulatorias y de CONAGEBIo
que brinda permisos de acceso a la biodiversidad. Sobre los
organismos que se producen con base en ese acceso tendria
competencia CONAGEBIO. “En materia de uso y gestion de la

biodiversidad, las competencias de CONAGEBIO estan dirigidas

al ambito de la conservacion, el uso ecolégicamente sostenible

y la restauracion de la biodiversidad y el acceso a los elementos
bioquimicos y genéticos, bioproseccion y manipulacion genética. La

PGR-C-42-2022 [23] Ley de Proteccion Fitosanitaria y la Ley de Biodiversidad marcan un

reparto de competencias diferenciado entre el SFE y CONAGEBIO y
su Oficina Técnica, pues las autorizaciones que otorga el SFE estan
referidas a distintas actividades relacionadas con el uso de organismos
genéticamente modificados ya creados u organismos ya producidos con
fines agricolas, mientras que, los permisos de acceso que corresponde
otorgar a la Oficina Técnica de CONAGEBIO son los que se requieren

para llevar a cabo actividades de acceso a los elementos bioquimicos y

genéticos, bioprospeccion y manipulacion genética”.

“Se aclara y adiciona, de oficio, el dictamen PGR-C42-2022 de 25 de

febrero de 2022 en el sentido de que aun en los casos en que medie

un peligro inminente o situaciones imprevisibles, la Oficina Técnica de

la Comision Nacional para la Gestion de la Biodiversidad, no puede

revocar las autorizaciones que haya otorgado el Servicio Fitosanitario
para la importacion, investigacion, exportacion, experimentacion,
movilizacion y liberacion al ambiente de organismos modificados

genéticamente para uso agricola.”

PGR-C-183-2022 [24]

Edicion génica

La norma costarricense es similar a otras normas internacionales que regulan el tema de edicion
génica [10], [32], [33]. Los organismos que resultan de la edicion génica representan una
oportunidad dado que proveen soluciones equivalentes a los de mejora convencional pero en
menor tiempo de desarrollo, con una alta precision [34], [35] y, en el pals, la percepcion de la
tecnologia es favorable para el sector agricola [11]. La norma plantea que los productos de la
edicidon génica sean analizados en comparacion con la mejora convencional para definir si son
equivalentes a un organismo convencional o si disponen de informacion genética adicional lo
que los haria sujetos de las regulaciones de Organismos Vivos Modificados. La discriminacion
se basa en la presencia de una “nueva combinacion de material genético” (Figura 2). El término
“‘nueva combinacion de material genético” tiene su origen en las normas internacionales como
el Protocolo de Cartagena sobre seguridad de la biotecnologia, que define como organismo
vivo modificado, cualquier organismo vivo que posea una “nueva combinacion de material
genético” que se haya obtenido mediante biotecnologia moderna. El acuerdo centroamericano
RT 65.06.01:18 GT-HN-SV define lo que se entiende como “nueva combinacion de material
genético” en su articulo 4.6 y que en esencia corresponde a una secuencia genética adicional
gue no podria ser obtenida por mejoramiento convencional o no se encuentra en la naturaleza
(Figura 3).
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Figura 2. Proceso de decisiones del Servicio Fitosanitario del Estado para discriminar si un organismo
producido por biotecnologia moderna esté sujeto a la regulacién de OVM o es equivalente a un convencional
segun la norma costarricense. Fuente: Reglamento N° 26921-MAG. Imagen creada con BioRender.com

La norma costarricense dispone de cuatro elementos clave para poder establecer la
discriminacion y que corresponden a elementos juridicos y técnicos segun se presentan a
continuacion (ver Figura 3 para detalles). El primer criterio aclara que los “organismos producto
de la biotecnologia moderna” son muy amplios y corresponden a los indicados en otras normas
como la Ley de Biodiversidad y la Ley Fitosanitaria. A partir del uso de la biotecnologia moderna
se puede o no obtener un Organismo Vivo Modificado. El Reglamento N° 26921-MAG lo define
como “Organismo vivo de uso agricola obtenido a partir de las técnicas de biotecnologia
moderna, incluida la edicion del genoma, el cual podria resultar en un organismo vivo modificado
o, por el contrario, ser equivalente, de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas y genéticas,
de un organismo producido a partir de técnicas convencionales de mejoramiento. Comprende
lo definido como organismo genéticamente modificado segun la Ley de Biodiversidad, Ley N°
7788, del 30 de abril de 1998, en su articulo 7 inciso 24 y la Ley de Proteccion Fitosanitaria, Ley
N° 7664, del 08 de abril de 1997, en su articulo 5 inciso q.”

El segundo criterio define el concepto de Organismo Vivo Modificado a la luz de la normativa
internacional, esto es el Protocolo de Cartagena sobre Seguridad de la Biotecnologia Ley N°
8537. Esto es, Organismo Vivo Modificado es definido como “Cualquier organismo vivo que
posea una nueva combinacion de material genético que se haya obtenido mediante la aplicacion
de la biotecnologia moderna. Esta definicion es idéntica a la del Protocolo de Cartagena y se
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aclara que comprende lo denominado como: “organismo alterado o manipulado”, “organismo
transgénico”, “material transgénico”, “vegetales transgénicos” o “producto manipulado o
transgénico”.

El tercer elemento define “nueva combinacion de material genético” como “Insercion estable
en el genoma, de uno o mas genes o secuencias de ADN, que codifique ADN de doble hebra,
ARN, proteinas, péptidos de senalizacion o secuencias regulatorias, que no podria ser obtenida
por mejoramiento convencional”. Esta aclaracion es consecuente con normativa internacional
de referencia como lo es el Acuerdo Centroamericano de Biotecnologia RT 65.06.01:18 HN-GT-
SV y es consecuente a los indicado por normas de otros paises en donde también se le
denomina “ADN foraneo”.

El cuarto elemento es una aclaracion sobre la equivalencia con mejoramiento convencional. Las
técnicas modernas de mejoramiento genético permiten que se realicen ajustes en el material
genético que son comparables a las que se obtienen con el mejoramiento convencional, de ahi
que en las definiciones de la norma N° 26921-MAG se indica esa equivalencia.

Normativa Nacional Normativa Internacional de Referencia
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Figura 3. Comparacion de la normativa nacional con la internacional de referencia que aclara
las definiciones de “organismo producto de la b|otecno|og|a moderna”, “Organismo Vivo
Modificado”, “combinacion nueva de material genético” y “organismo equivalente a los obtenidos
por técnicas de mejoramiento convencional”. Imagen creada con BioRender.com

Conclusiones y recomendaciones

Costa Rica se destaca en la region por su notable inversion en educacion y en investigacion
cientifica y tecnoldgica, especialmente en el ambito de la biotecnologia agricola. Esta inversion
ha dado lugar a una estructura especializada y a un equipo humano preparado para la
transferencia de conocimientos y la produccion continua de nuevas variedades vegetales
adaptadas a los desafios del cambio climatico. Estas variedades son requeridas para reducir
la dependencia de agroguimicos y aumentar la productividad.
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El apoyo politico y legal ha sido fundamental para asegurar que los resultados de estas
investigaciones lleguen a los usuarios finales. Gracias al robusto marco normativo y a los
proyectos de accidon social implementados, se han despejado dudas y mitos en torno a la
biotecnologia moderna, 10 que ha contribuido a una mayor aceptacion por parte de la sociedad
de los productos biotecnoldgicos.

Costa Rica ha establecido diversos mecanismos, manuales, instructivos, formularios y guias
para regular y orientar el uso seguro de los OVMs, lo que también ha generado confianza
en la poblacion. La experiencia acumulada, la investigacion continua y la rica biodiversidad
convierten a Costa Rica en un pais con amplio potencial para la produccion econdmica
mediante el uso de la biotecnologia vegetal.

Aungue los avances mencionados han permitido a nuestros productores agricolas ser
competitivos, aun queda mucho por hacer y existen numerosas oportunidades de mejora que
se iran identificando a medida que se adopten mas ampliamente estas biotecnologias.
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Abstract

In the field of biotechnology, recombinant proteins have revolutionized many industries,
including pharmaceuticals, agriculture, and bioenergy. By producing high-value proteins
in heterologous hosts, cell factories may offer a more efficient, cost-effective, scalable, and
environmentally friendly solution to traditional protein production and extraction methods,
which can be highly laborious and resource intensive. Microalgae have emerged as attractive
hosts due to their Generally Recognized as Safe (GRAS) status, versatile metabolism, genetic
diversity between species, ease of cultivation and scale-up, and general cost-effectiveness.
For genetic engineering, their capability for complex protein synthesis and post-translational
modifications and ease of transformation in comparison with chasses outside of their category
make microalgae an advantageous solution on many fronts. Microalgae can be transformed to
enable efficient protein expression, most commonly in the nucleus and the chloroplast, each
with their specific advantages and limitations. The present literature review compiles some
of the techniques, features, and latest advances related to recombinant protein production
in microalgae, exploring different genetic transformation techniques and their limitations.
Recombinant protein production is only one of the many processes that can become more
sustainable and efficient by using microalgae as a platform.

Palabras clave
Transformacion genética; ingenieria genética; proteina recombinante; microalgas.

Resumen

En el campo de la biotecnologia, las proteinas recombinantes han revolucionado muchas
industrias, incluyendo la farmacéutica, la agricultura y la bioenergia. Al producir proteinas de
alto valor en huéspedes heterélogos, las fabricas celulares pueden ofrecer una solucion mas
eficiente, rentable, escalable y amigable con el ambiente, en comparacion con la produccion
de proteinas y métodos de extraccion tradicionales, que pueden exigir muchos recursos y
mano de obra. Las microalgas han emergido como huéspedes atractivos debido a su estatus
como organismos Generalmente Reconocidos como Seguros (GRAS), su metabolismo versatil,
diversidad genética entre especies, facilidad de cultivo y escalabilidad y su rentabilidad general.
Para la ingenieria genética, su capacidad para sintesis compleja de proteinas y modificaciones
post-traduccionales y su relativa facilidad de transformacion hacen a las microalgas una solucion
ventajosa en muchos aspectos. Las microalgas pueden ser transformadas para permitir la
expresion eficiente de proteina, mas comunmente en el nicleo y el cloroplasto, cada uno con
Sus ventajas y limitaciones. La presente revision de literatura compila algunas de las técnicas,
caracteristicas y Ultimos avances relacionados con la produccion de proteinas recombinantes
en microalgas, explorando diferentes técnicas de transformacion genética y sus limitaciones.
La produccion recombinante de proteinas es solo uno de los muchos procesos que se pueden
convertir mas sostenibles y eficientes al usar microalgas como una plataforma.
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Introduction

Prior to the advent of recombinant proteins, proteins of interest were extracted from their natural
sources through expensive processes and poor yields. With the arrival and development of this
technology, proteins can now be expressed in a variety of hosts, making the yields much higher
and the costs much lower, thus allowing the production of these proteins on an industrial scale
[1], [2]. The production of these proteins has a wide spectrum of uses in the pharmaceutical
industry; recombinant approaches have been used to produce monoclonal antibodies,
antigens, therapeutic proteins, and enzymes [3]. They are also implemented in the nutritional,
environmental, industrial, bioenergetics, and biomaterials sectors [4].

Amongst the most popular hosts for recombinant protein expression are bacteria, yeasts,
insect cell lines, plants, mammalian cell lines, and transgenic animals, each with their strengths
and limitations [5]. Some of these hosts are limited by lacking the ability to generate complex
molecules, their high costs, or their difficult scalability; as a result, in recent years, microalgae
have emerged as an alternative with valuable capabilities to produce complex proteins due to
their great genetic diversity [6], genetic modification possibilities, and ease of management,
including biomedical applications in tissues [7].

Microalgae are unicellular organisms characterized by their versatile metabolism, representing
efficient and economic platforms to gather organic compounds like proteins, lipids, pigments,
sterols, and carbohydrates for several commercial applications such as nutraceuticals,
pharmaceuticals, and biofuels [5]. They have a short doubling time when compared with
other microorganisms, are inexpensive to grow due to their basic nutrient requirements and
have the potential to express high value recombinant proteins using synthetic biology [8], [9].
Furthermore, proteins of microalgal origin tend to be more biocompatible with humans; this is
because, unlike bacterial expression systems, eukaryotic microalgae can carry out complex
protein folding, glycosylation, and extensive post-translational modifications (PTMs). In fact,
many eukaryotic algal species produce proteins with minimal changes to the universal core
glycosylation pattern also present in human proteins and are generally considered safe, as they
do not share any common pathogens with humans [8], [10].

Through an updated review of literature, this work aims to analyze microalgae as versatile,
efficient, and sustainable biofactories, highlighting their usefulness to produce complex proteins
of recombinant origin.

Methodology

The sources used for this review were selected to highlight the use of microalgal platforms to
achieve efficient and complete production of recombinant proteins. The search was based
on a criterion of no more than five years since the publication of the submission to showcase
current trends, apart from standout older case studies. When using databases, only indexed
publications were selected using search terms such as “microalgae”, “cyanobacteria”, “protein
expression”, “chloroplast”, “genetic transformation techniques”, “recombinant proteins”, and

“heterologous gene expression”.

Heterologous protein production systems

Recombinant protein technology is based on the expression of modified genes, originally from
a different species, in a host cell [10]. Due to their extensive applications in various fields,
there is a demand for large-scale and cost-effective production [11]. One of the most important
decisions is an appropriate expression system [10]. This decision must consider factors like the
physicochemical and structural properties of a protein, the structural need for glycosylations
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and post-translational modifications, projected costs of production, yield and time to market,
biosafety, plasticity of the organism, and the effect of cellular degradative processes such as
proteolysis and autophagy [4], [10], [12], [13]. Limitations in various expression systems include
the inability to carry on certain molecular modifications, lack of genetic tools and techniques,
and toxic by-products [11]. If an organism lacks the required protein processing machinery, the
stability and functionality of the resulting protein will be negatively affected [4].

Recombinant proteins can be expressed in a wide variety of hosts, including bacteria, yeast,
insect cells, mammalian cells, plants, and microalgae [10]. In general terms, prokaryotic
expression systems are less expensive and have short processing times and overall relative
genetic and physiological simplicity; however, these systems are unable to produce extensive
post-transcriptional and post-translational modifications, such as intron splicing, multimeric
protein assembly and glycosylation [10], [14], [15]. On the other hand, eukaryotic systems can
produce complex proteins, but they are generally more expensive, complex, highly sensitive
to their environment, and have lower expression levels [10]. Biopharmaceuticals production is
commonly developed in mammalian Chinese hamster ovary (CHO) cells, followed by expression
systems such as Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, and Pichia pastoris [4].

Characteristics of non-microalgae recombinant protein expression systems

Bacteria

Common bacterial species used as expression systems include E. coli, Lactobacillus sp., and
Bacillus subtilis. E. coliis a widely used model organism in genetic engineering [10]. Usually,
bacteria have low production costs, low protein quality, medium recombinant product yield,
high immunogenicity, and short production times [10], [16]. They are characterized by the
lack of specific molecular machinery to perform PTMs such as N-glycosylation during protein
biosynthesis [14]. Other drawbacks of choosing bacteria cells as hosts include the unintended
production of inclusion bodies as insoluble aggregated forms of recombinant protein, toxic
accumulation of protein in the periplasm, and general inability to assemble multidomain,
complex proteins [4], [10], [16].

Yeast

The most used yeast species in genetic engineering and industrial biotechnology include S.
cerevisiae and P. pastoris [10]. These eukaryotic microorganisms are characterized by low
production cost, low protein quality, high recombinant product yield, high immunogenicity,
and short-to-medium production times [10], [16]. Yeast presents distinct advantages such as
the secretion of proteins to culture media, cellular machinery to perform PTMs and assemble
complex proteins, and general cost-effectiveness [16]. However, some drawbacks of using
these expression systems include their preference for highly glycosylated recombinant proteins,
which are immunogenic to humans [4], [10], [16], limited enzymatic reactions to support proper
folding [10], and occasionally incorrect PTMs [4].

Insect cells

Insect cells are characterized by low production cost, low protein quality, medium-to-high
recombinant product vyield, high immunogenicity, and varying production times [10], [16].
Baculovirus-infected insect cells are an often-used expression system for recombinant proteins
[16], [17], [18], [19]. These cells allow for the assembly of oligomeric, complex proteins, as
well as various PTMs like glycosylation, phosphorylation, formation of disulfide bonds, and
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myristylation [16]. Some drawbacks of using insect cells include their high sensitivity to stress,
their non-status as GRAS organisms, and potential degradation of proteins as a result of cell lysis
by late stages of baculovirus infection [10], [16], [19].

Mammalian cells

Mammalian cells are preferred expression systems due to the resemblance of their processing
machinery to human cells. Currently, CHO cells are a reliable and relatively well-established
technology for biopharmaceutical production in the global market [10]. Mammalian cells are
characterized by high production cost, high protein quality, medium-to-high recombinant
product yield, low immunogenicity, and long production times [10], [16]. Some of the drawbacks
of these expression systems include low levels of expression, highly immunogenic murine
glycosylation, difficulty to scale-up, sensitivity to contamination by prions and human viruses,
general instability due to being highly sensitive, and overall lengthy and laborious downstream
processing [4], [10], [16], [20], [21].

Plant cells

Like microalgae, plants hold an advantage regarding cultivation and medium costs. Both
organisms are photosynthetic and have lower initial investment costs, contrary to bacteria and
mammalian cells [4]. They are characterized by an overall high production cost, high protein
quality, high recombinant product yield, high immunogenicity, and very long production times
[10], [16]. The main limitations of these expression systems include concerns for allergic
reactions, slow growth cycles, less uniform production due to the presence of functional parts,
and significative differences in N-glycosylation processes [4], [11], [16], [22].

Given the disadvantages of the previously discussed expression systems, unicellular eukaryotes
constitute a well-founded alternative that combines the high productivity and simplicity of the
bacteria and yeast with the advanced cellular machinery mechanisms of insect, mammalian,
and plant cells [10].

Characteristics of microalgae as recombinant protein expression systems

Microalgae are unicellular photosynthetic microorganisms that inhabit saline, freshwater, and
terrestrial ecosystems [4], [16], [23]. These microorganisms constitute an emerging platform to
produce recombinant proteins [4], [10], [11], [13], [24].

In general terms, microalgae are known for their cost-effectiveness [4], [10], [11], [12], [16]. The
previously discussed expression systems are mostly heterotrophic naturally and have higher
cultivation costs; meanwhile, microalgae can generate biomass on carbon dioxide and light,
lowering the carbon footprint in commercial processes [4]. Lower production costs are also
associated with their rapid photoautotrophic growth rates [4], [11], [25]; easy maintenance and
cultivation requirements, such as the lack of need for growth regulators or complex media [4],
[11], [23], [26]; and reduced investment in downstream processing protocols such as isolation
and purification [10].

Normally, downstream processing costs can account for up to 80% of total costs in industrial
bioprocesses [10]. The reduction of downstream processing costs is related to microalgae’s
general biocompatibility, given their classification as GRAS by the Food and Drug Administration
(FDA); this means they are safe for human consumption as they are free of pathogens, endotoxins,
human viruses, and prion-like contaminants [4], [10], [11], [12], [23]. Additionally, microalgae
have a large-scale growing capacity and are easily grown in isolated bioreactors and large
areas; these characteristics facilitate the implementation of good manufacturing practices (GMP)
and protect the environment from the flow of transgenes [4], [11], [23], [26]. Compared to plants,
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they lack functional parts such as roots and therefore allow for uniform batch production and
aren’t restricted by seasonal-environmental conditions [4], [10]. On the other hand, compared to
mammalian cells, they are easily adapted to more extreme environments and are not as sensitive
to stress factors [12], [25].

Eukaryotic microalgae are known to offer distinctive advantages in comparison with traditional
expression systems. Recently, they have gained relevance due to their potential commercialization
in the biomedical industry [10]. In principle, they can perform extensive PTMs and complex
protein synthesis and maturation, including the capability of glycosylation and disulfide bond
formation [10], [11], [12], [23], [26]. Compared to mammalian cells, this can be advantageous
as microalgae are more easily scalable at lower costs [10].

Despite the promising prospects of large-scale microalgae production, there are still relevant
bottlenecks to defeat for advancing their proper commercialization. Limitations are currently
tested by a series of genetic engineering and scaling techniques [24]. The main challenges
are associated with insufficient yields and physiobiological barriers, such as thick cell walls;
additional cellular membranes; inconsistent glycosylation patterns in different eukaryotic
microalgae; interference by immune responses at mucosal surfaces; and gaps in knowledge
regarding microalgae genetics [4], [10], [11]. It is worth noting that microalgae protein-based
drugs have yet to pass Phase Il clinical trials due to deficiencies in yield [10], [27]. A relevant
bottleneck reported is the drying stage, for which spray drying has been proposed as an
alternative to developing microalgae-based oral vaccines [26].

If these issues are solved and research gaps are filled, microalgae hold as potential cell bio
factories to produce different bioactive compounds, including protein-based drugs in the
pharmaceutical industry. This could potentially address issues with the high consumer prices
that are associated with biopharmaceutical proteins [10].

Chlamydomonas reinhardtii as a model organism for protein production

The microalgal species Chlamydomonas reinhardtiiis a model organism for genetic engineering
and to produce different recombinant proteins and metabolites. It has been employed in metabolic
engineering methods for over 100 recombinant proteins [28]. Its characteristics favor its extensive
use, such as its unicellular morphology; growth in simple media; autotropic, heterotrophic, and
mixotrophic growth ability; haploid genome; and sexual mating for genetic complexity [13]. C.
reinhardtii is commonly used for recombinant protein production due to its high protein content
with minimal nutrient requirements [11]. It can be easily cultivated in bioreactors, minimizing
contamination risk in laboratory settings and facilitating its biocontainment, ensuring the security
of transgenes from the environment [11]. The species is also among the first engineered algal
species to be studied in commercial settings, which allows academic and industrial researchers
to understand the challenges involved in scale-up and product recovery using genetically
modified microalgae for commercial-scale production [29].

C. reinhardtii was the first microalgal species with complete sequencing available for all
three genomes: nuclear, mitochondrial, and chloroplastic (ctDNA), all of which are amenable
to multiple transformation methods [30]. It has a prominent molecular toolkit for plastome
engineering among photoautotrophs, serving as a convenient chassis for recombinant protein
expression [31]. Another unique advantage is the availability of an easily accessible, near-
complete mutant library for C. reinharatii [28].

The C. reinhardtii chloroplast genome was the first ctDNA to be manipulated by transgenesis
[32]. The number of resources available for the C. reinhardtii manipulation has increased
exponentially since then. These include well-defined protocols for growth, sexual propagation,
and mutagenesis, as well as humerous published biochemical, analytical and reporter assays.
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Supporting the C. reinhardtii research are important collections such as the Chlamydomonas
Resource Center, a collection by the University of Minnesota with stock centers, and practical
protocols; a collection of photosynthesis mutants is provided by Chlamy Station, hosted by the
National Centre for Scientific Research with the Sorbonne University; and The Chlamy Sequence
Optimizer is another publicly available tool for sequence optimization in C. reinhardtii chloroplasts
[33]. Resources for C. reinhardtii use are under consistent growth and development, which
promotes the development of new studies related to heterologous engineering in C. reinhardltii
[34], [35].

Genetic transformation methods in microalgae

In the past two decades, genetic transformation methods have been reported for over 40
different microalgae species [23], [36]. Common subjects of study include C. reinharditii,
Dunaliella salina, Volvox cartieri, and Haematococcus pluvialis [23]. The method of choice can
depend on factors such as the target organelle; for instance, electroporation is often used for
nuclear transformation, while biolistics is preferred when transforming the chloroplast genome
[13]. Table 1 summarizes some reported microalgae transformation methods.

Table 1. Summary of reported cases of microalgae transformation.

Trar;fgcz;rggtlon Microalgae species Reported efficiency Expression site Reference
Chlamydomonas
reinhardtii 10-20 TF/ug DNA Chloroplast [37]
Haematococcus
pluvialis 8.5-9.5 TF/ug DNA Chloroplast [38]
Microparticle "
bombardment RETEl el NR Chloroplast [39]
purpureum
Volvox carteri 2.5x10° [40]
Nucleus
Pha_eodacty/um NR [41]
tricornutum
Dunaliella salina 4.0 x 10° TF/cells Nucleus [42]
AT T Dictyosphaerium
mediated yosp 6.5 x 10* TF/mL Nucleus [43]
. pulchellum
transformation
Parachlorella kessleri 2.5 x 10°TF/cells Nucleus [44]
= Gl meelEle AIEERC e 1.0 x 10° TF/cells Nucleus [45]
transformation tricornutum
Neochloris ”
oleoabundans 5.2 X 10* TF/ug DNA Nucleus [46]
Schizochytrium sp.
TI01101 NR Nucleus [47]
Electroporation Dunaliella salina 0.7-19.1 x 10* Nucleus [48]
Na”/’?OCh/Qr G 10-11 x 10° Nucleus [49]
imnetica
Acutodesmus
oy 125 TF/ug DNA Nucleus [50]
Chlamydomonas
reinharatii NR Chloroplast [26]
Glass beads Plat
atymonas 1X 10° Nucleus [51]
subcordiformis

TF = transformants (transformed colony forming units), NR = Not reported.
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Microparticle bombardment

Microparticle bombardment (or biolistics, short for “biological ballistics”) consists of using DNA-
coated particles as delivery systems for exogenous genetic material; these particles pierce
through the cell wall and algal membrane at high speeds and are usually made of gold or
tungsten [10], [11], [23]. Tungsten binds to DNA more efficiently, but it can inhibit cell growth
and damage DNA integrity [52]. This method is said to be effective for nuclear and chloroplast
genome transformation [13]. It has been widely adopted for microalgae transformation due
to its simplicity and efficiency [24]. The success of this method is determined by the type of
microparticle used, distance from target cells, release pressure, and microalgae species [13]. It
is also reported to be highly reproducible and does not significantly damage the cell wall [23].

This method is particularly effective for DNA insertion into the chloroplast because it can pierce
through the chloroplast membrane, even after penetrating the cell wall and membrane, due to its
ballistic motion and speed [13], [24]. The earliest report of particle bombardment for chloroplast
genome editing was done in order to restore photosynthetic capacity in C. reinhardtii mutants
[37]. Some examples of this method include the transformation of H. pluvialis to increase
production of astaxanthin, a commercially valuable carotenoid [38]; the introduction of the
CRISPR-Cas9 ribonucleoprotein (RNP) delivery system into Tetraselmis sp. to enhance lipid
productivity through a gene knockout [53]; and the transformation of Porphyridium purpureum
for the chloroplast-expression of antimicrobial peptides [39]. Other species that have been
transformed through biolistics include Chlorella vulgaris [24], Dunaliella salina [54], Volvox
carteri [40], and Cylindrotheca fusiformis [55].

Bacteria-mediated transformation

Agrobacterium tumefaciens is a phytopathogenic bacterium used to transfer DNA into plant
cells [10], [13]. Through maodification, A. tumefaciens has also been used to infect microalgae
for transferring exogenous DNA [10], [11]. This method is known to be fast and non-laborious
[23]. One disadvantage is the inability to formulate oral products based on microalgae
transformed through Agrobacterium; this drawback is mainly due to the possible presence of
residual bacteria [23]. Some examples of Agrobacterium-mediated transformation in microalgae
include the insertion of a 3-carotene hydroxylase gene into D. salina to enhance the production
of violaxanthin and zeaxanthin [42], and the modification of Dictyosphaerium pulchellum to
produce erythropoietin, a therapeutic protein for anemia-related disorders [43]. Other species
that have been transformed through this method include Parachlorella kessleri [44], Dunaliella
bardawil [56], Dunaliella tertiolecta [57], Euglena gracilis [58], and Scenedesmus almeriensis
[59].

Additionally, there have been at least three reports of genetic modification through bacterial
conjugation using E. coli [13], [45], [60], [61]. In the case of Phaeodactylum tricornutum,
conjugation through E. coli was reported to be significantly more efficient than microparticle
bombardment transformation [45].

Electroporation

Electroporation consists of applying electric pulses of high intensity to allow exogenous DNA
to enter the cell through the creation of temporary micropores in the membrane [10], [13],
[16], [23]. An optimized electroporation protocol balances the membrane permeability and cell
survival rate [13], [16]. Successful electroporation protocols are usually established empirically,
and their effectiveness can vary depending on factors such as growth phase, electroporation
conditions, pretreatment of cells, membrane and cell wall composition, organism size, and
microalgae species [13], [23]. However, it remains a routine method utilized for microalgae and
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microalgal nuclear transformation [10], [16], [23]. Some cases of successful electroporation
protocols include the modification of Neochloris oleoabundans to enhance its lipid content and
usage as diesel feedstock [46], the transformation of Chlorella sp. DT to enhance hydrogen
production [62], and the transformation of Schizochytrium sp. TIO1101 to improve growth rates
previously limited by the accumulation of acetate content [47]. Other species that have been
transformed through this method include Nannochloropsis salina [63], Dunaliella salina [48],
Nannochloropsis limnetica [49], and Scenedesmus obliquus [64].

Other notable transformation methods

Other less common transformation methods have been reported for microalgae. For example,
glass bead disruption is a fast and practical method for transgenesis, where beads induce
cell permeabilization and DNA transfer through agitation [10], [23]. This method was used in
C. reinhardtii to produce a vaccine against salmonoid alphavirus (SAV) [26]. The agitation with
glass beads is limited due to microalgae’s rigid cell wall, and low survival rates are associated
with this method [16]. On the other hand, the use of viral vectors to insert genetic material is
a promising technology but is not yet widely used in microalgae [10]. Common viruses used
for eukaryotic microalgae infection include Chlorella viruses (PBCV-1, OSy-NE5, ATCV-1);
Chaetoceros viruses (CdebDNAV and ClorDNAV); and Tetraselmis viruses (TetV and Tsv-N1)
[65]. Other methods that are used in microalgal genetic engineering include chemically induced
transformation [66], [67] and lipid-based transfection methods [68].

Limitations for the genetic transformation of microalgae

A very significant limitation when it comes to the genetic transformation of microalgae is the cell
wall. This component consists of a thick, complex, and highly recalcitrant structure that usually
ensures cell viability and stability [11], [13], [69]. The algal cell wall composition depends on
the genus, species, and strain of microalgae; it is usually a heteropolymer composed of a
series of carbohydrates, lipids, proteins, and hydrocarbons [13], [69], [70]. As an example,
the cell wall of Chlorella sp. is composed of irregular stereo-polysaccharides, chitin, chitin-like
polysaccharides, rhamnose, and galactose [71]. Even so, complete cell wall disruption is not
needed for transformation; instead, this structure needs to remain in a damaged but recoverable
state to produce viable cells [13].

Another limitation associated with microalgae is genomic ploidy. When there is more than one
copy of the genome, there is a higher chance of unintended repair of transgenes due to the
presence of a repair template; this has been the case for diploid and polyploid microalgae
species [13].

Thirdly, some microalgae are particularly resistant to antibiotics. This can influence the growth of
untransformed microalgae in selection plates. Therefore, antibiotics must be used in very high
concentrations [13].

Other limitations that are linked to low levels of expression in microalgae for heterologous
proteins include nuclease activity, codon bias, silencing of transformants, requirement for special
equipment (e.g., for microparticle bombardment), and low efficiencies related to temperature
and consistent light source [16], [23].
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Organelle-directed protein expression in microalgae

The demand for high-value molecules has been the driving force behind the engineering of
eukaryotic microbial platforms, whether in their nuclear, mitochondrial, or chloroplastic genome.
All three systems can be transformed for organelle-directed protein expression in microalgae
[72], each with their unique advantages and disadvantages, which will be explored further.

Nuclear protein expression

In microalgae, modifications in the nuclear genome are more common than chloroplast-directed
engineering efforts [73]. One advantage of nucleus-directed expression is the protein availability
for PTMs and intracellular targeting, such as the endoplasmic reticulum or the Golgi apparatus
for export and localization to the cell membrane [10], [16]. In the case of chloroplast expression,
the proteins are retained within the organelle, limiting PTMs [74]. Although chloroplast
expression may permit other bioactivity-dependent modifications such as the formation of
disulfide bonds [73], PTMs like N-glycosylations are necessary in many proteins to ensure
stability, correct folding, protein localization, and may impact functions such as immunogenicity,
pharmacokinetics, and catalytic activity [75].

However, compared to chloroplast-targeted expression, relatively few methods, regulatory
elements, and transformation vectors have been identified for the nucleus. Significant efforts
are being made to expand a molecular toolbox, allowing an efficient and robust expression
of transgenes from microalgal nuclear genomes [30], [76]. Another limitation of nucleus-
directed heterologous protein expression is the consistently lower yields compared to protein
accumulation in the chloroplast; in fact, gene expression in the nucleus can occupy up to 9% of
the total soluble protein content, whereas chloroplasts can reach up to 21% of the total soluble
protein content [10]. This phenomenon is likely due to nuclear silencing mechanisms, which have
been a challenge to engineer out of the system because it is hypothesized that they evolved as
a protective measure against intracellular pathogens or viruses [77]. These mechanisms can
cause excising, truncating, or rearrangement of the gene of interest, and random integration in
the nucleus can result in variable expression among clones [13]. Avoiding gene silencing will
represent a principal barrier before recombinant proteins can be expressed in the nucleus at
commercially viable levels [24].

New methods have helped overcome this problem, such as the development of strains with
impaired transgene silencing by using UV mutagenesis and selection and media that permit
higher antibiotic tolerance proportional to higher expression of the exogenous product for
selecting strains with improved protein accumulation [78], [79]. The development of CRISPR-
Cas9 systems in microalgae may also offer a solution for targeting transgenes into specific sites
in the nuclear genome, which can help avoid random integration events [32].

Protein expression in the chloroplast

In the model organism C. reinhardtii, plastid genes are arranged on a circular chromosome
with high polyploidy, around 83 copies, which is uniparentally inherited [73]. Algal plastomes
are displayed in a quadripartite structure with small and large single-copy regions, divided by
two large, inverted repeat regions [73]. The high copy number in chloroplast expression can
enable efficient expression of recombinant proteins, and chloroplasts have their own ribosomes
and translation elements for this process [24], [32]. Another advantage is that the proteins
synthesized and reserved within the chloroplast, come to show higher effectiveness of cell
transformation and consequently greater yields than those proteins released to the extracellular
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medium from the nucleus [4]. In the case of C. reinhardtii, there is a single large chloroplast,
which allows it to accumulate high amounts of expressed proteins with high homogeneity [16],
[73].

The use of chloroplast transformation can integrate exogenous genes at specific sites in
the chloroplast genome via homologous recombination [72]. One significant advantage of
chloroplast transformation is that transgenes can be easily directed to integrate via homologous
recombination, whereas nuclear transformation of microalgae usually results in random
integration events [80]. Homologous recombination has been successfully accomplished in
the C. wulgaris chloroplast genome using the 16S-tml/tmA-23S as the flanking fragments in the
inverted repeat region [24].

Many methods have been well established for C. reinhardtiii chloroplast transformation, and over
100 different proteins have been successfully produced [81]. In almost all reported cases, the
complexity of the genetic engineering is low and typically involves introduction into the plastome
of just a single transgene together with a selectable marker [81]. Chloroplast transformation
systems have been established for various microalgae species, such as C. reinhardtii, H.
pluvialis, and Tetraselmis subcordiformis 1o express industrially valuable biomaterials and
recombinant therapeutic proteins as oral vaccines [24], [82].

Protein expression in the mitochondria

Targeted expression in the mitochondria is the least common of all three transformation systems.
Due to each cell possessing multiple mitochondria, the maintenance of genetic engineering
stability is limited [13]. However, mitochondria could be an attractive target for modification
towards energy, biomass production, and manipulation of oxidative stress [83]. Few cases
have been reported of successful recombinant protein expression in mitochondria, however, C.
reinhardtii mitochondria have been transformed to revert a mutation involved in the biosynthesis
of cytochrome b, via biolistics and homologous recombination [84].

Conclusions

The use of microalgae for the biomanufacturing of therapeutic recombinant proteins has
great potential, even though its development has not been sufficient. The microalgae-based
expression also offers real potential for cost savings, thus making it an alternative to increase
production vyields. Moreover, different transformation techniques have been exploited in
microalgae, and some of them must be selected according to each species’ characteristics
to guarantee a successful transformation. Microalgal platforms consist of promising sources
for treatments, industrial products, and services. Therefore, it is important to focus efforts on
research and development for optimized protocols to enhance recombinant protein production
in microalgae. At the Biotechnology Research Center of the Costa Rica Institute of Technology,
researchers such as Dr.rer.nat. Montserrat Jarquin-Cordero and Master Luis Barboza-Fallas
conduct studies in this field, such as the expression of human pro-angiogenic growth factors [7]
and the production of a bioherbicide in microalgae.
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Abstract

Microalgal biotechnology in Costa Rica is a constantly growing field of research. The Microalgae
research group of the Biotechnology Research Center (CIB) at Costa Rica Institute of Technolgy
(ITCR) carries out research with microalgae in different areas, including environmental and
agricultural applications, and food and biofuel development.In these fields, microalgae have
been used to develop solutions to various national needs. This review addresses the main
applications of microalgae in four key areas: environment, food, agriculture and bioenergy, at
the national level, highlighting the contribution of this research group in the country. In addition,
the challenges and opportunities that microalgal biotechnology must face for its effective
integration in society and its potential to contribute to the environmental, social and economic
development of Costa Rica are discussed.
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Biotecnologia; ambiente; agricola; alimenticio; biocombustible; microalgas.

Resumen

La biotecnologia microalgal en Costa Rica es un campo de investigacion en constante
crecimiento. El grupo de investigacion en Microalgas del Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR) realiza investigaciones con
microalgas en distintas areas, incluyendo aplicaciones ambientales y agricolas, y desarrollo de
alimentos y biocombustibles. En estos campos, las microalgas se han utilizado para desarrollar
soluciones a diversas necesidades nacionales. Esta revision aborda las principales aplicaciones
de las microalgas en cuatro areas clave: ambiente, alimentacion, agricultura y biocombustibles,
a nivel nacional, destacando el aporte de este grupo de investigacion en el pais. Ademas, se
discuten los desafios y oportunidades que la biotecnologia microalgal debe de enfrentar para
su integracion efectiva en la sociedad y su potencial para contribuir al desarrollo ambiental,
social y econdmico de Costa Rica.

Introduccién

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos y pueden crecer en diversos
ambientes acuaticos y terrestres. Son productoras primarias, aportando nutrientes a las
cadenas alimenticias y afectando los ciclos del carbono, nitrdgeno y otros elementos. Se
han cultivado en estanques abiertos y fotobiorreactores, y aunque son productivas, el cultivo
en estanques presenta desafios como la autolimitacion de la luz y las plagas. Por su parte,
los fotobiorreactores ofrecen una producciéon mas controlada, pero mayores costos [1]. Su
capacidad para capturar CO, y degradar sustratos diversos las convierten en una herramienta
valiosa para combatir el cambio climatico y en procesos de biorremediacion [1]; por su diverso
metabolismo y perfil nutricional presentan aplicaciones en la elaboracion de alimentos [2]; por
su rol en los ecosistemas pueden utilizarse en agricultura sostenible [3]; y por el contenido
lipidico de algunas especies, son utiles en la produccion de biocombustibles [4]. Sin embargo,
los avances en el uso y aplicacion de las microalgas son limitados por la falta de financiamiento
para la investigacion, operaciones a pequefia escala y en su implementacion [6].



‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
56 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

Desde el 2020, el ITCR es contraparte nacional a la Red RENUWAL, una colaboracion
multidisciplinaria que impulsa el uso sostenible de microalgas para el reciclaje de residuos en
la industria y el medio ambiente, en concordancia con la Economia Circular (Figura 1). Esta red
redne a 35 grupos, incluidos centros de investigacion y desarrollo (I+D) y empresas de nueve
paises iberoamericanos —entre ellos Costa Rica—, ademas de entidades de Portugal, Brasil
y Espafa, todos comprometidos con el objetivo de desarrollar estrategias innovadoras para la
valorizacion de la biomasa algal [14].

BIOMASA DE
MICROALGAS

RESIDUOS
_AGROINDUSTRIALES

Cosecha para obtener algas
himedas o en pelvo.

Agua residual de procesos agropecuarios
y de industria alimentaria.

AGROINSUMOS
AGUA LIMPIA

Productos eficaces para la agricultura y la
alimentacion. Agua residual tratada.

Moléculas con actividad bioestimulante,
bactericida, funcional y alimentaria.

Tecnologico
de Costa Rica

Equipo de Investigacion Microalgas, TEC
Centro de Investigacidn en Biotecnologia

Figura 1. Revalorizacion de efluentes agroindustriales y producciéon de microalgas bajo un modelo de economia
circular desarrollado en el Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (Adaptado de Faith y Ferreira, 2022) [15].

En la actualidad, el ITCR cuenta con un prototipo de modelo del montaje de tanquetas y
estanques para el escalamiento del cultivo microalgal, con el fin de obtener biomasa para
diferentes aplicaciones (Figura 2).
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Figura 2. Prototipo modelo del montaje de las tanquetas y estanques para el escalamiento del cultivo de
microalgas implementado en el Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Aplicaciones de las microalgas en el campo ambiental

La eficiencia en la captura de CO, de las microalgas es notablemente alta con respecto a las
plantas terrestres; en comparacion, se estima que las microalgas pueden capturar hasta 10
veces mas CO, que las plantas; por ejemplo, 280 toneladas/ha/afo de microalgas secuestran
514 toneladas de CO, consumiendo un 10% de energia solar [7]. Esta alta eficiencia se debe
a varios factores, incluyendo su rapida tasa de crecimiento, y su capacidad para crecer en
condiciones adversas y para utilizar diferentes fuentes de carbono, como el CO, atmosférico, el
bicarbonato, y el diéxido de carbono disuelto en el agua [8]. Por lo anterior, pueden emplearse
en sistemas de captura y almacenamiento de carbono, donde aprovechan CO, de emisiones
industriales o de combustién y lo convierten en biomasa que puede ser utilizada para la
produccion de biocombustibles o productos quimicos [1]. También son Utiles en sistemas de
tratamiento de aguas residuales para eliminar contaminantes y nutrientes como el nitrégeno vy el
fosforo [9] y, durante este proceso, capturan CO, y producen oxigeno, lo que ayuda a mejorar
aun mas la calidad del agua y reducir la huella de carbono del proceso de tratamiento de aguas
residuales en general [10].

La capacidad unica de las microalgas para degradar una amplia gama de contaminantes
organicos e inorganicos, como hidrocarburos, metales pesados y pesticidas [11], las convierte
en una herramienta eficaz para la biorremediacion de aguas y suelos contaminados. Ademas,
producen enzimas y compuestos bioactivos, que las hacen ideales para la recuperacion de
entornos contaminados porque aceleran los procesos naturales de restauracion [12].

El grupo de investigacion en microalgas del Centro de Investigacion en Biotecnologia del ITCR
inicio sus investigaciones estudiando las propiedades de algunas microalgas nativas de Costa
Rica. Las aplicaciones ambientales (Cuadro 1) iniciaron en el afio 2013, cuando se inici¢ el
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primer proyecto enfocado en el aprovechamiento de residuos, en donde se aprovecho parte
del efluente de un biodigestor y un emisor de CO,. Algunos de los proyectos mas recientes
desarrollados en esta area se han centrado en la disminucion de las huellas de carbono en
la produccion de peces de cultivo. Los resultados preliminares han mostrado que el uso de
microalgas acoplado a un aprovechamiento de los efluentes del cultivo puede reducir la huella
de carbono de la produccion de tilapia a valores cercanos a cero cuando se comercializan las
tilapias en comunidades cercanas al sitio de produccion.

Por otro lado, el proyecto “Desarrollo de una estrategia interinstitucional para la reduccion de
contaminantes emergentes en cuerpos de agua de la GAM, Costa Rica” busca aprovechar
las capacidades de las microalgas para la recuperacion de cuerpos de agua urbanos. Los
resultados preliminares del proyecto muestran que las aguas de cuerpos de agua urbanos
analizados presentan toxicidad a pesar de que no se detecten contaminantes comunes o
emergentes conocidos. Se analizaron por cromatografia de gases-espectrometria de masas
mas de 80 compuestos relacionados con contaminacion por aire, plaguicidas, farmacos y otros,
sin encontrar ninguno en niveles elevados, por lo que se considera que las cantidades estan
por debajo de limites de alerta o deteccion; sin embargo, es posible que la accion conjunta
de varios compuestos genere toxicidad, que se evidencid mediante la prueba de inhibicion
del crecimiento segun directrices de la OCDE para el ensayo de sustancias quimicas, seccion
2, prueba 201 “Algas de Agua Dulce y Cianobacterias”. A pesar de que el origen certero de
la toxicidad se desconoce, el cultivo de microalgas elimind el efecto toxico, evaluado como
inhibicion del crecimiento, de las muestras de cuerpos de agua urbanos, y se estan realizando
pruebas de ajustes de dosis en condiciones de campo variables, con lo cual se busca generar
una guia para la implementacion de procesos de biorremediacion en cuerpos de agua
contaminados.

Cuadro 1. Proyectos desarrollados en el campo ambiental por el Laboratorio de Microalgas del
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR).

. L Vigencia y estado
Proyecto Productos Financiamiento actual
Sistema de cultivo de Consejo Nacional
Biorrefineria de microalgas: microalgas mediante para Investigaciones
Desarrollo de un proceso consorcios. Cientificas y
integral sostenible para la Articulo publicado COL?STT‘"_OS'C""S 2021-2023
produccién de compuestos eehErces [ e ( ); Programa -
bioactivos a base de Development of Iperqamerlcano d(? Finalizado
microalgas para la agricultura, Bisianilizes ndl Ciencia y Tecnologia
ganaderia y acuicultura BesiuEniE e para el Desarrollo
Microalgae” [13] (CYTED)
Acuacultura Descarbonizada: | Modelos de produccion Ministerio de
Mitigacion de carbono y aprovechamiento de Planificacion Nacional 2022 - 2023
mediante la generacion de biomasa microalgal y Politica Econémica -
suplementos alimenticios con | con muy baja huella de (MIDEPLAN)-Unién Finalizado
microalgas nativas carbono Europea
Desarrollo de una estrategia
ORI Desarrollo de procesos . .
interinstitucional para la 2 o Vicerrectoria de 2023 - 2024
. . de biorremediacion con L
reduccion de contaminantes microalaas en cuernos de Investigacion y
emergentes en cuerpos de a ug Contaminagos Extension, ITCR En proceso
agua de la GAM, Costa Rica 9
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Aplicaciones de las microalgas en el campo alimenticio

Las aplicaciones de las microalgas en la alimentacion humana y animal son campos en auge
en Costa Rica, siendo mas diversos los reportes en el sector agropecuario y mas recientemente
dirigidos a la alimentacion humana.

Productos alimenticios en el sector agropecuario

El primer proyecto del ITCR en este tema realizd un estudio de factibilidad para la produccion
de la microalga espirulina y su utilizacién en el concentrado para cerdos en el afio 2019 [16]. La
colaboracion entre el ITCR y Grupo Zamora concluyé en el disefio del proceso e infraestructura
requerida para el aprovechamiento de las microalgas para el tratamiento de aguas residuales,
la captura de carbono y como fuente de alimento rico en proteinas para animales. La inversion
proyectada para una produccion en 1 ha de terreno fue de aproximadamente USD 1.3 millones
para operar durante 5 afos, lo cual se considera un valor promedio para proyectos de esta
dimension. Ademas, se resalté que el costo del recurso humano es elevado, debido a la mano
de obra intensiva necesaria por la falta de tecnologia especializada.

En 2017, se estudiaron dietas con y sin microalgas para pollos de engorde y se evaluo¢ la
conversion alimenticia de la progenie resultante. Tras el analisis de la penetracion espermatica
durante 24 semanas, se encontré una mayor fertilidad en las aves tratadas con microalgas [17].
Una investigacion subsiguiente desarrollada conjuntamente por el Laboratorio de Microalgas
del ITCR y la escuela de Zootecnica de la Universidad de Costa Rica (UCR) revelo el potencial
de Arthrospira maxima como aditivo en alimento para gallinas ponedoras. La inclusion de 4% de
microalgas en las dietas no afecto el rendimiento productivo, mientras que un 6% de microalgas
generd un color de yema aceptable para el mercado local sin necesidad de colorantes en el
concentrado [18].

En el campo acuicola se emplea el fitoplancton cultivado para satisfacer necesidades
nutricionales en fases larvarias de peces y especies marinas; el fitoplancton se utiliza en
forma de pasta preservada congelada o incorporada en los alimentos formulados [19]. En esta
linea, el Laboratorio de Fitoplancton de la Universidad Nacional (UNA), ubicado en la Estacion
de Biologia Marina en Puntarenas, suministra /sochrysis sp. para alimentar ostras [20]. En
colaboracion con este laboratorio, el ITCR investigo los efectos de la longitud de onda de luz,
el fotoperiodo vy la salinidad en la produccion de Isochrysis galbana[21].

El ITCR, en colaboraciéon con el Instituto Costarricense de Pesca y Acuicultura (INCOPESCA),
ha progresado en la investigacion del potencial de la microalga A. maxima como suplemento
en dietas acuicolas, lo que resultd en el desarrollo de un alimento suplementado que reduce
el factor de conversion alimenticia en tilapia de 2.3 a 1.67 en ejemplares de 141 dias de edad.
Ademas, se ha proporcionado capacitacion en este tema a 87 productores, con el apoyo de la
Unién Europea y la Promotora Costarricense de Innovacion e Investigacion [22].

Investigacion y aplicaciones para el consumo humano

Mas alld de la alimentacion animal, las microalgas son reconocidas por sus beneficios
nutricionales en la dieta humana. Ricas en proteinas, hierro, vitamina B, acidos grasos y
antioxidantes, las microalgas se consideran alimentos de alto valor nutricional y un complemento
ideal de las dietas basadas en plantas. A nivel nutraceutico, se ha evidenciado el efecto
positivo del consumo de capsulas de espirulina en la reduccion de ansiedad y reduccion de
tejido graso en mujeres universitarias [23]. Investigaciones recientes han identificado isébmeros
de a-tocomonoenol en microalgas [24], subrayando el valor nutricional que aportan estos
microorganismos. Tales hallazgos apuntan hacia las microalgas como una fuente prometedora
de compuestos esenciales beneficiosos para la salud y la nutricion.



‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
60 M 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

La investigacion del ITCR sobre tecnologias de cultivo y procesamiento ha sido sumamente
importante para obtener biomasa microalgal de alta calidad, que conserve sus propiedades
nutricionales y sensoriales, con miras al uso de las microalgas como materia prima de diversos
alimentos, en porcentajes mayores a una dosis nutraceutica.

En esta linea, el Laboratorio de Microalgas del ITCR ha gestado varios proyectos (Cuadro 2)
para buscar soluciones tecnolégicas para incorporarlas en alimentos, con un enfoque centrado
en el consumidor, para satisfacer las necesidades nutricionales y maximizar la aceptacion
sensorial. El proyecto “Desarrollo de un producto alimenticio a partir de biomasa microalgal
de Arthrospira maxima con alto valor nutricional”, con la participacion del ITCR, la UCR y
el Centro Nacional de Innovaciones Biotecnolégicas (CENIBiot), permiti6 desarrollar una
metodologia de procesamiento de la biomasa de A. maxima'y la creacion de una férmula citrica
de una bebida con espirulina. Por su parte, en el proyecto "Alimentdmica de microalgas”, se
investigod la produccion de biomasa de diversas microalgas enriquecida con oligoelementos,
y posteriormente la incorporacion en prototipos de alimento animal y humano. En este mismo
proyecto Corrales [26], investigd diversos tratamientos de desodorizacion de la biomasa del
alga A. maxima con miras a la incorporacion en una barra de cereal; entre estos, se probd
la fermentacion de la biomasa microalgal con levaduras y bacterias, y la adicion de esencias
naturales previas al secado. Los resultados mostraron el potencial de la fermentacion alcohdlica
para mejorar el aroma, asi como el aumento de la aceptabilidad general de la biomasa seca
con la adicion de esencia de menta [26].

Cuadro 2. Proyectos desarrollados en el campo alimenticio por el Laboratorio de Microalgas del
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR).

Proyecto Productos Financiamiento V'g:tr; %‘3 y
Proceso para produccion/
Desarrollo de un producto | cosecha/secado y caracterizacion
alimenticio a partir de biomasa | fisicoquimica de A. maxima Consejo Nacional de 2020 - 2023
microalgal de Arthrospira . : R CONARE o
maxima con alto valor Producto minimo viable de una ectores ( ) Finalizado
nutricional bebida verde fuente de proteina
microalgal de A. maxima
Protocolo de produccion de
Alimentémica de microalgas: microalgas suplementadas con
o gas: Manganeso y Selenio
determinacion de metabolitos . .
N . L : Vicerrectoria de 2020 - 2023
primarios y secundarios en Protocolo para obtencion de nibs Investioacion
biomasas microalgales para de A. maxima suplementada y 9 y Finalizado
., . . Extension, ITCR
la elaboracion de alimentos deodorizada
funcionales

Foérmula de una barra de cereal
suplementada con /. galbana

Caracterizacion del contenido
proteico y lipidico de

biomasas obtenidas de Caracterizacion fisico quimica de Vloerre.ctorllg de 2018- 2019

las microalgas /sochrysis Investigacion y

galbanay Arthrospira maxima 1255 [eIEME S M Gl EE e Extension, ITCR Finalizado
como fuente potencial en
alimentos funcionales (FASE )
Desarrollo sostenible en
acuacultura: Nutricion Un producto minimo viable de Vicerrectoria de 2021-2022
de alevines con nuevo alimento extrusado para tilapia, Investigacion y o
suplemento microalgal rico en suplementado con A. maxima Extension, ITCR Finalizado

proteina
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Aplicaciones de las microalgas en el campo agricola

Las microalgas juegan un papel importante ante los retos de la agricultura, que garantizan la
seguridad alimentaria y, a la vez, de hacerlo con préacticas sostenibles. Diversas investigaciones
han demostrado el efecto de las microalgas como fijadoras de nitrégeno [28], participantes del
ciclo del fésforo [29], efectos moduladores en las comunidades microbioldgicas [30], promotoras
de crecimiento de otras especies, reciclaje de nutrientes, liberacion de fitohormonas, efectos
biocontroladores [31], [32] y de estabilizacion del suelo [31], [33]. Las microalgas tienen
también la capacidad de fijar el didxido de carbono CO, [34] y producir carbohidratos simples
0 exopolisacéaridos que ayudan a mejorar la estructura del suelo [35].

Las microalgas incluyen a un diverso grupo de microorganismos fotosintéticos que incluye
Cianobaterias (organismos procariotas) y eucariotas. Las cianobacterias pueden utilizarse
como biofertilizantes porque pueden de fijar nitrogeno atmosférico (N,) y solubilizar el fésforo
que se encuentra inmovilizado en el suelo [36].

También se pueden utilizar las microalgas como bioestimulantes, en donde diversas
investigaciones han mostrado efectos positivos en cultivos agricolas, como incremento en la
longitud de las raices, aumento en las cosechas, mejora en la calidad de los frutos, tolerancia a
la salinidad, aumento en la actividad fotosintética y resistencia al ataque de patégenos.

En el ITCR se ha desarrollado la investigacion en el uso de las microalgas en la agricultura en
diversos proyectos (Cuadro 3); desde el afio 2017 se inicid con el proyecto “Evaluacion del
potencial biofertilizante de la biomasa de especies de microalgas nativas de Costa Rica” el cual
tenfa como objetivo determinar el potencial biofertilizante de la biomasa microalgal utilizando tres
especies de microalgas nativas de Costa Rica. En este primer abordaje fue posible demostrar
el efecto positivo de la aplicacion de las microalgas en cultivos como chile dulce, alcanzando
incrementos en la produccién de hasta un 20%. Posteriormente, por medio del proyecto
“Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas y evaluacion de la viabilidad econdmica de
un prototipo de biofertilizante a base de microalgas costarricenses (Fase 1)’ se logré avanzar
en el desarrollo de microalgas como bioinsumo agricola mediante una formulacién que permitié
mantener la viabilidad de las microalgas a temperatura ambiente. Posteriormente se inicio el
proyecto “NanoBiofertilizantes: Uso de arcillas en la preparacion de Emulsiones de Pickering
para formulados agricolas a partir de biomasa microalgal de Arthrospira maxima”, en el cual
se combinaron los beneficios de las arcillas con las microalgas, en este caso como agentes
surfactantes para la generacion de bioinsumos en los que se reduce el uso de ingredientes
derivados del petréleo.

Con estos avances a nivel académico, se detectd la necesidad de poder llevar estas tecnologias
a los agricultores, por lo que actualmente se trabaja en propuestas de proyectos de extension
para poder validar y transferir la implementacion de las microalgas en los programas de manejo
de diversos cultivos en Costa Rica.
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Cuadro 3. Proyectos desarrollados en el campo agricola por el Laboratorio de Microalgas del
Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR).

Proyecto Productos Financiamiento Vigencia y estado

Resultados de campo
del efecto de las
microalga en hortalizas.

Evaluacion del potencial

biofertilizante de la biomasa |  Articulo publicado Yice”ﬁcmrﬁ? de 2017 - 2018
i [ “Biotecnologia nvestigacion y -
de especies de microalgas g i T Fializado

nativas de Costa Rica ‘microalgal en Costa
Rica: Oportunidades de

negocio para el sector
productivo nacional” [37]

Determinacion de las
caracteristicas fisicoquimica -
- L Formulacion de : .
y evaluacion de la viabilidad , . Vicerrectoria de 2019- 2021
L : bioestimulantes con . L
economica de un prototipo Investigacion y

de biofertilizante a base de SHOTMERE 1D Ol Extension, ITCR Finalizado
: . (secreto industrial)
microalgas costarricenses
(Fase 1)
NanoBiofertilizantes: Uso de
arcillas en la preparacion Vicerrectoria de
de Emulsiones de Pickering Formulacion de L 2020 ~2023
ara formulados agricolas a emulsiones Pickering Im7ESeeIe i imil
P Extension, ITCR Finalizado

partir de biomasa microalgal
de Arthrospira maxima

Aplicaciones de las microalgas en el campo de los biocombustibles

Desde hace unos afios, Costa Rica ha estado promocionando el uso de biocombustibles
como una alternativa sostenible a los combustibles fosiles. En el pais la principal fuente
de biocombustibles es el etanol derivado de los cultivos de la cafia de azucar [38] y el
biodiesel obtenido de los cultivos de aceite de palma [39] y de Jatropha [40]. La produccion
de biocombustibles se realiza principalmente a nivel local, 1o que contribuye a la seguridad
energética y al desarrollo econdmico rural. En el sector de transportes los biocombustibles
derivados de los cultivos de la cafia de azucar y de la palma aceitera [41], se mezclan con la
gasolina y el diésel convencionales [42] para reducir las emisiones de carbono [43] y mejorar
la calidad del aire.

En Costa Rica el uso de microalgas como materia prima para elaborar biocombustible, es un
area de investigacion y desarrollo que ha ganado interés en los ultimos afios, por su potencial
para ofrecer una fuente de energia renovable y sostenible [35],[44]. El pais posee ecosistemas
adecuados para el cultivo de microalgas, incluyendo estanques, lagunas y areas costeras. La
alta radiacion solar y las condiciones climaticas idoneas en algunas regiones del pais también
favorecen el crecimiento de microalgas [45], [46], [47]. Estos microrganismos pueden ser una
fuente prometedora de biocombustibles debido a su alta productividad en la fotosintesis [48]
y a su capacidad para acumular lipidos [49], [50], que pueden ser convertidos en biodiesel
[51], [52]. El cultivo de microalgas para biocombustibles ofrece varios beneficios ambientales,
incluyendo la captura de dioxido de carbono (CO,) atmosférico durante la fotosintesis [44], [53]
y la capacidad de crecer en aguas residuales, lo que podria contribuir a la depuracion de estas
[54].
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El ITCR ha estado investigando de forma proactiva el uso de microalgas para la produccion de
biocombustibles como parte de su compromiso con la investigacion en energias renovables y
sostenibles. El Laboratorio de Microalgas ha realizado proyectos de investigacion para estudiar
el cultivo de microalgas para producir biocombustibles (Cuadro 4). Estos proyectos se han
centrado tanto en identificar regiones del pais donde las condiciones climatoldgicas favorezcan
el cultivo de las microalgas, asi como en identificar cepas de microalgas adecuadas para
optimizar las condiciones de cultivo localmente y en desarrollar métodos eficientes de cultivo y
extraccion de lipidos.

Cuadro 4. Proyectos desarrollados en el campo de los biocombustibles por el Laboratorio de Microalgas
del Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR).

Vigencia y estado

Proyecto Productos Financiamiento actual
. Vicerrectoria de
Desarrollo de un sistema Investigacion y
integrado de microalgas Prototipo modelo del montaje Extension [TCR
para la produccion de de las tanquetas y estanques ’ 2013 -2015
aceites, acoplado a un para el escalamiento del Banco Interamericano Finalizado
biodigestor y a un emisor de cultivo microalgal de Desarrollo (BID)
CQO,

$185,000 USD

Caracterizacion de . ., "
Perfil de ésteres metilicos

. ESivieEe I|pas§1 de acidos grasos (FAMESs)
endégena de especies de . :
determinados mediante

microalgas y.(jesa'r/roll'o andlisis por cromatografia Vlcerre.ctorllg de 2020-2023
de transesterificacion in Investigacion y

situ para la produccion de ee 9?39899 una Extension, ITCR Finalizado
. oy e transesterificacion in situ por
ésteres etilicos de acidos

. ) medio de catalisis enzimatica
grasos, como materia prima

para biocombustibles Gl GENOETE)

Durante la ejecucion del proyecto “Desarrollo de un sistema integrado de microalgas para la
produccion de aceites, acoplado a un biodigestor y a un emisor de CO," se instalaron estanques
de produccion microalgal acoplados a biodigestores, utilizados por las industrias para mitigar
la contaminacion por desechos solidos; ademas, se les integraron a los cultivos de microalgas
fuentes emisoras de CO,,. Los tres sistemas integrados funcionan sosteniéndose uno al otro. Las
microalgas necesitan CO, para su crecimiento que viene de la industria emisora, y nutrientes
que fueron extraidos de los fluidos desechados en el proceso final de la descomposicion
organica del biodigestor, y la energia producida por el biodigestor se utiliza para mover el
sistema microalgal (Figura 2). Los tres procesos son de bajo costo, lo que permiti6 que se
lograran instaurar en diversos sitios del pais. La produccion de biomasa y lipidos a partir de
Chlorella vulgaris en este sistema gener6 0.16 g/L/dia de biomasa y 0.025 g/L/dia de lipidos, lo
cual es comparable con otros estudios con Chrorella que han obtenido entre 0.01 — 0.20 g/L/
dia de biomasa y entre 0.004 — 0.037 g/L/dia de lipidos [55], [56], [57].Por su parte, el proyecto
“Caracterizacion de actividad lipasa enddégena de especies de microalgas y desarrollo de
transesterificacion in situ para la produccion de ésteres etilicos de &cidos grasos, como materia
prima para biocombustibles” tuvo como objetivo principal investigar las lipasas enddgenas
presentes en las microalgas, y caracterizar su actividad enzimatica. Estas enzimas tienen la
capacidad de catalizar la hidrdlisis de lipidos en acidos grasos y glicerol; esto es fundamental
para producir biocombustibles (acidos grasos que pueden transformarse en biodiesel) a partir
de materiales biologicos [58]; también pueden utilizarse aceites vegetales o grasas animales
como sustratos.
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El trabajo desarrollado en el Laboratorio de Microalgas del ITCR sobre biocombustibles de
microalgas no se ha limitado a la investigacion académica, sino que se ha enfocado en la
transferencia de tecnologia y en la promocion de aplicaciones industriales. A su vez, se
mantiene el objetivo del desarrollo de proyectos piloto o la colaboracién con empresas publicas
o privadas interesadas en la produccion comercial de biocombustibles a partir de microalgas. A
medida que avanza la investigacion y el desarrollo en esta area, se espera que las microalgas
jueguen un papel importante en la transicion hacia una economia mas sostenible y respetuosa
con el ambiente.

Desafios y oportunidades de las aplicaciones microalgales en Costa Rica

El uso de microalgas para la producciéon de biocombustibles representa una prometedora
alternativa ambiental y econdmica ya que son productoras de aceites, carbohidratos [59]
(materia prima para biocombustibles); o bien comprimida la biomasa en forma de pellets para
produccion de calor y energia [60], [61]; ademas, a partir de esta biomasa es posible obtener
enzimas, proteinas, pigmentos o producir biofertilizantes [62]; produccion de compuestos
bioactivos para usos terapéuticos bajo modelos sostenibles[27]; y alimento para humanos y
animales, lo que permitiria aplicar el concepto de bioeconomia [63].

Entre los desafios que deben abordarse para que el uso de microalgas como biocombustible
sea viable en Costa Rica, se sefialan la seleccion de cepas adecuadas, la optimizacion de las
condiciones de cultivo, la maximizacion de la productividad y la viabilidad econdmica de la
produccion a gran escala.

A nivel ambiental y alimentario, a pesar de los reconocidos beneficios y aplicaciones de las
microalgas, la limitada capacidad de produccion local para satisfacer la demanda de alimentos
y piensos, especialmente para acuicultura, ha requerido la importaciéon de microalgas. Esta
dependencia resalta la oportunidad para el desarrollo e investigacion y subraya la necesidad
de inversiones en capacidades de produccion local. Ademas, la expansion de las microalgas
en los sectores agricola y de alimentos enfrenta desafios como la aceptacion del mercado,
limitaciones tecnoldgicas para el cultivo a gran escala, y la competencia con fuentes de
proteinas ya establecidas. Incentivos para la investigacion, el desarrollo y la comercializacion
de productos basados en microalgas podrian catalizar avances en este sector.

En los andlisis y estudios de factibilidad realizados para los proyectos de microalgas en le
ITCR, se ha determinado que los costos de produccion son superiores a los comparados con
el uso de materias primas convencionales debido a las economias de escala y requerimientos
de mano de obra especializada, entre otros. Los proyectos resultan viables, con indicadores
financieros favorables, como la tasa interna de retorno (TIR) y valor actual neto (VAN), donde
se ha determinado que se recupera la inversion inicial y se proyectan ganancias adicionales, lo
que indica una viabilidad financiera de los proyectos y potencial econémico a futuro.

Ademas, se han identificado limitaciones para llevar los productos al mercado, sobre todo
relacionados con la transferencia de tecnologia y conocimientos al sector productivo desde la
universidad, ya que no hay un modelo para la transferencia de resultados de investigacion ni
mecanismos de apoyo que favorezcan el proceso.

Conclusiones

Las investigaciones en el tema de biotecnologia microalgal en el ITCR han mostrado que
estos organismos pueden ser utilizados para resolver necesidades en areas como la
ambiental, la alimenticia, la agricola y la de los biocombustibles. Pese a las bondades de
estos microorganismos, hay retos; entre ellos, la seleccién adecuada de cepas, direccionadas
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para las diferentes aplicaciones, mejorar los rendimientos productivos en sistemas abiertos
de cultivo y disminuir los costos de produccion. También se requiere aumentar la conciencia
sobre los beneficios nutricionales y ambientales de las microalgas entre consumidores y partes
interesadas para impulsar la demanda y la aceptacion de estos productos y aplicaciones.

Los 20 anos de estudios del ITCR en diversas microalgas autdctonas y las aplicaciones mas
recientes que aprovechan las propiedades de las microalgas para captura de CO, y para
biorremediacion, han trazado una ruta hacia la sostenibilidad y la mitigacion del cambio
climético. En el futuro, se espera que la investigacion en microalgas continie avanzando en
el ITCR, explorando nuevas aplicaciones y optimizando los procesos existentes. Ademas, es
fundamental continuar fomentando la colaboracién entre la academia, la industria y el gobierno
para impulsar el desarrollo y la implementacion de tecnologias basadas en microalgas. Estas
colaboraciones pueden facilitar la transferencia de conocimientos, acelerar la adopcion de
tecnologias sostenibles y promover el crecimiento econdmico y ambientalmente responsable.
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Resumen

Mediante cultivos mixotroficos se analizd el efecto de la Azitromicina como contaminante en
el medio de cultivo, para esto, se evaluo la cinética de crecimiento de la microalga Chlorella
sorokiniana. Se evaluaron tres concentraciones de azitromicina en el medio de cultivo: 10, 15
y 25 ppm. Para la evaluacion de la cinética se calculd la tasa de crecimiento exponencial,
tiempo de duplicacion y tasas de rendimiento. Aunque la viabilidad de Chlorella sorokiniana fue
significativamente reducida por la presencia de azitromicina, esta microalga logré crecer hasta
por 18 dias en concentraciones de azitromicina (< 25 ppm) superiores a las reportadas en plantas
de tratamiento de aguas, lo cual demuestra su potencial para ser empleada en estrategias
de biorremediacion de este antibidtico. Hasta donde es de nuestro conocimiento, este es el
primer reporte de la cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana en concentraciones de
azitromicina de 10 a 25 ppm.

Keywords
Kinetics, microalgae, microorganism, antibiotics, biotechnology.

Abstract

By employing mixotrophic cultures, the effect of Azithromycin as a contaminant in the culture
medium was analyzed, evaluating the growth kinetics of the microalga Chlorella sorokiniana.
Three concentrations of azithromycin were evaluated in the culture medium: 10, 15, and 25
ppm. Growth kinetics were assessed by calculating the exponential growth rate, doubling
time, and yield rates. Although the viability of Chlorella sorokiniana was significantly reduced
by the presence of azithromycin, this microalga managed to grow for up to 18 days in
azithromycin concentrations (< 25 ppm) higher than those reported in water treatment plants,
which demonstrates its potential to be used in bioremediation strategies. To the best of our
knowledge, this is the first report of the growth kinetics of Chlorella sorokiniana at azithromycin
concentrations of 10 to 25 ppm.

Introduccién

La microalga Chlorella sorokiniana es un alga verde de agua dulce, de la familia de las
Chlorophyta [1]. EI género Chlorella es cosmopolita, por lo tanto, es capaz de adaptarse a
diversas condiciones ambientales y nutricionales [1], [2]; ademas, se caracteriza por poseer
células esféricas, con un cloroplasto en forma de copa y pirenoide [3].

C. sorokiniana puede desarrollarse en condiciones heterotréficas, fototréficas y mixotréficas;
estas Ultimas involucran dos procesos simultaneamente, la fotosintesis (fijacion del CO,
inorganico) y la fosforilaciéon oxidativa, en donde se da la asimilacién del carbono organico [4],
[5]. Esto le permite a C. sorokiniana ser una alternativa prometedora dentro de las microalgas,
ya que puede aprovechar simultaneamente el CO, y otras fuentes de carbono organico como
acetatos, glicerol o azucares [6].
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Las aguas residuales son una fuente de carbono abundante y econdémica que se puede
utilizar como medio para el cultivo de microalgas, con el beneficio asociado de que estos
microorganismos pueden ayudar en la remediacion de efluentes y el secuestro de CO, [7]
Ademas de lograr la biodegradacion de contaminantes, el cultivo de microalgas utilizando
aguas residuales permite también producciéon de biomasa para otros usos [8]

Las microalgas también pueden utilizar los antibiodticos como fuentes de carbono y energia [9],
y pueden realizar la descomposicion de antibidticos mediante distintos procesos, tales como la
biodegradacion. Este proceso puede describirse como una catélisis enzimatica de dos fases;
en la primera etapa, los antibidticos son metabolizados en compuestos mas hidrofilicos; en
la segunda fase, estos compuestos pueden ser catalizados por otro grupo de enzimas para
producir moléculas mas pequefnas con distintos efectos bioldgicos [9], [10].

La azitromicina es un antibidtico ampliamente utilizado en infecciones del tracto respiratorio,
oidos y transmision sexual, debido a sus aplicaciones variadas y a un mal manejo de los
desechos médicos, se ha reportado la presencia de azitromicina en plantas de tratamiento
de agua residual (PTAR), alcantarillados y en otros cuerpos de agua [11], [12], [13], [14]. En
América Latina, la azitromicina se ha identificado como un contaminante emergente en aguas
residuales, donde se cuantificd con una concentracion de 6000 a 11000 ngL" [15].

En Costa Rica, el Centro de Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR) de la
Universidad de Costa Rica (UCR), tras realizar un estudio en muestras de agua superficial de
86 cantones a nivel nacional, detectd la presencia de antibidticos macrdlidos, grupo al que
pertenece la azitromicina [16]. Ademas, segun el Centro de Investigaciones en Contaminacion
Ambiental (CICA) de la UCR, en 2020 se determiné que la azitromicina era uno de los
contaminantes mayoritarios en los efluentes tomados en 11 regiones alrededor del pais [17].

La azitromicina puede tener un efecto dual en el crecimiento de las microalgas. En Chlorella
pyrenoidosa, concentraciones de azitromicina de 0.005 a 0.1 ppm inhibieron el crecimiento,
pero lo aumentaron a 0.0005 y 0.001 ppm [18] Por su parte, en Chlorella vulgaris la azitromicina
mostro alta toxicidad desde concentraciones desde 0.35 ppm, aunque esta microalga logro
biodegradar hasta el 100% de la azitromicina [19]

Tomando lo anterior en consideracion, debido a que la microalga Chlorella sorokiniana posee
una gran adaptabilidad en su crecimiento, se evalud la cinética de crecimiento de esta
microalga en cultivos mixotroficos con diferentes concentraciones de azitromicina, con el fin de
determinar la tolerancia de esta microalga a dicho antibiético.

Materiales y métodos

Reactivos y microalgas. Los materiales empleados fueron: agua destilada; medio de cultivo
BG11, PhytoTechnology Laboratories [20]; azitromicina 96,6% pura (C,H,,N,O.,-2H,0), grado
analitico, CAS 117772-70-0, Sigma Aldrich; y metanol 99,5%, grado reactivo, CAS 67-56-1,
Sigma Aldrich. La microalga Chlorella sorokiniana pertenece a la coleccion del Laboratorio
de Microalgas del Centro de Investigacion de Biotecnologia del Tecnoldgico de Costa Rica,
Cartago, Costa Rica. No se realizaron accesiones bioguimicas ni genéticas al material biol6gico

empleado en este estudio.

Cultivo de Chlorella sorokiniana utilizando azitromicina en el medio de cultivo. Se utilizd un
indculo inicial de 5.0 x 108 células mL". Se realizd una prueba preliminar a una temperatura
de 25°C y 1135 Luxes en agitacion por 72 h utilizando concentraciones de azitromicina de
25, 50, 75 y 100 ppm en el medio de cultivo (n = 3), tomando como referencia el rango de
concentraciones propuesto por El-Yazbi et al. [21]. Con los resultados obtenidos, se realizaron
curvas de crecimiento de la microalga en las mismas condiciones durante 18 dias, con


https://www.sigmaaldrich.com/CR/es/search/67-56-1?focus=products&page=1&perpage=30&sort=relevance&term=67-56-1&type=cas_number
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concentraciones de azitromicina de 0 (control), 10, 15y 25 ppm (n = 3), y manteniendo un flujo
de aire en los matraces de manera constante. Por otra parte, se realizd un punto de comparacion
maxima entre tratamientos al dia 14, con el fin de analizar la productividad en relacion con la
concentracion de azitromicina.

Cuantificacion del crecimiento microalgal y la viabilidad. En cada iteracion experimental se
extrajo 1 mL de muestra diariamente durante el periodo de cultivo, donde se determind la
concentracion celular y la viabilidad celular con el citdmetro de flujo Muse Cell Analyzer para
cuantificar la proporcion de células vivas y muertas presentes en el cultivo. Este andlisis se
realizd6 mediante el protocolo de ensayos denominado “Muse Algae Count & Viability Kit” segun
las recomendaciones del fabricante (Luminex Corporation).

Andlisis de la cinética de crecimiento microalgal. Primeramente, se analizé el comportamiento
de la concentracion celular con respecto al tiempo, para asi definir la fase exponencial, ya
que la tasa de crecimiento especifico de células por unidad de tiempo (r) es proporcional al
numero de células presentes en el cultivo (N) en un intervalo de tiempo (t) [20]. Siguiendo las
ecuaciones propuestas por [20], se tiene:

dn N
E =T
Donde la solucion corresponde a:
Ny = Nj-e'
Despejando la ecuacion para r, se tiene:
_InN —InN
"= At

Cuando el tiempo (t) se expresa en dias, la tasa de crecimiento especifico puede ser expresada
en términos de duplicaciones por dia (k), de la siguiente forma:

T
T In(2)

El tiempo de duplicacion (T,), para el cultivo, expresado en las mismas unidades de tiempo que
r, se puede calcular a partir de una estimacion de r con el uso de la ecuacion:

k

In (2)
r

Tz =

La tasa de rendimiento (Y) del cultivo, se determind calculando la diferencia entre la
concentracion del indculo inicial y la concentracion después de algun intervalo de crecimiento,
dividido entre este mismo intervalo de tiempo:

Nt — No

Y =
At

Analisis estadistico. Se utilizd un disefio de ANOVA de un factor con un 95% de confiabilidad
para determinar el efecto de la dosis de azitromicina en el crecimiento de Chlorella sorokiniana.
Se evaluaron las variaciones en la concentracion utilizando diferentes dosis de azitromicina, con
tres réplicas por tratamiento. El analisis estadistico se realizd con el software STATGRAPHICS
Centurion version XIX, utilizando el método ANOVA de un solo factor. Se establecieron
diferencias estadisticas a un nivel de confianza del 95,0% mediante el método de la diferencia
menos significativa (LSD) de Fisher para evaluar el efecto de la concentracion de azitromicina en
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la concentracion celular, con las barras de desviacion estandar en las graficas representando
el error para cada tratamiento. Se determiné el area bajo la curva (AUC, por sus siglas en
inglés) de las curvas de crecimiento de microalga en presencia de diferentes concentraciones
de azitromicina, para ello se utilizd el programa Graph Pad Prism (version 10.2 para Windows,
GraphPad Software, Boston, Massachusetts, USA).

Resultados y discusion

Con el fin de determinar un rango de concentracion para la evaluacion de la microalga, se
evaluo6 primero el porcentaje de viabilidad de Chlorella sorokiniana en presencia de azitromicina
en un rango de 25 a 75 ppm (Cuadro 1). A una concentracion de 50 ppm la viabilidad se redujo
hasta un 58.8%; por lo cual, se decidi6 realizar las evaluaciones posteriores en un rango de
trabajo de 10 a 25 ppm de azitromicina.

Cuadro 1. Porcentaje de células viables de la microalga Chlorella sorokiniana luego de
cultivo durante 72 horas empleando  diferentes concentraciones de azitromicina.

25 412 x 10¢ 7.50 x 10° 84.6
50 2.28 x 108 1.60 x 10° 58.8
79 5.00 x 10* 2.53 x 10¢ 1.9
100 0.00 x 1Q° 1.72 x 10° 0

Al evaluar la curva de crecimiento de C. sorokiniana en medios de cultivo con concentraciones
crecientes de azitromicina, se observd la ausencia de la etapa de latencia en todos los
tratamientos, ya que se observa un crecimiento exponencial desde los primeros dias de cultivo
(Figura 1). Por otra parte, se muestra una disminucion de la concentracion de microalgas con
respecto al control, esta diferencia aumenta de manera proporcional a la concentracion de
azitromicina. Esto se comprobd mediante el andlisis del area bajo la curva (AUC), donde se
observd que al aumentar la concentracion de azitromicina disminuy6 el valor del area con
respecto al control (Cuadro 2). Ademas, a los 14 dias con 15 ppm de azitromicina se obtuvo la
mayor concentracion celular, por lo que esto se utilizd como punto de referencia para realizar
las comparaciones de concentracion maxima.

Por otra parte, se realizé un anédlisis de tendencia del area bajo la curva vs la concentracion de
azitromicina (Figura 2) mediante una regresion no lineal de modelo inhibidor vs respuesta (r? =
0.999); donde se demuestra graficamente que la concentracion de microalgas disminuye de
forma proporcional al aumentar la concentracion de azitromicina en comparacion con el control.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en respuesta a diferentes
concentraciones de azitromicina durante 18 dias (promedio + desviacion estandar, n = 3).

Cuadro 2. Andlisis de correlacion AUC de tiempo maximo vs LOG de concentracion celular méxima de la microalga
Chlorella sorokiniana al emplear diferentes dosis de azitromicina (promedio + desviaciéon estandar, n = 3).

0 1255; 7.57 18
10 S 6.96 18
15 1101' 4431 6.84 14
25 1%7_433”—’ 6.52 18
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Figura 2. Crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana (AUC) en respuesta a diferentes
concentraciones de azitromicina en el medio de cultivo durante 18 dias (promedio, n = 3).

Con base en las curvas de crecimiento se calcularon los valores de tasa de crecimiento y
duplicaciones por dia (Cuadro 3). Al aumentar la concentracion de azitromicina se redujo la tasa
de crecimiento y las duplicaciones al dia, demostrando con ello la sensibilidad de la microalga a
los cambios de concentracion del farmaco. Ademas, a los 14 dias de comparacion maxima, 1os
resultados confirmaron que todos los tratamientos con azitromicina causaron concentraciones
celulares significativamente reducidas respecto al control (Cuadro 4). Estos resultados
muestran que Chlorella sorokiniana puede crecer a concentraciones de azitromicina superiores
a las reportadas en plantas de tratamiento de aguas (2.8 x 103 ppm) [10], por lo cual tendria
potencial para tolerar estas concentraciones y ser empleada en estrategias de biorremediacion.

Cuadro 3. Tasas de crecimiento de la microalga Chlorella sorokiniana en medios de cultivo con
diferentes concentraciones de azitromicina (promedio + desviacion estandar, n = 3).

5.773200511t
0 0.785 = 1.13+0.015 | 0.88 + 0.012 3.18 x 10°
0.010 r2: 0.957
5.851500907 ¢
10 0.458 = 0.66 + 0.031 | 1.51 +0.085 9.9 x 10°
0.021 2. 0.976
5.8782600%501
15 0.369 = 0.53 + 0.020 | 1.88 = 0.061 6.8 x 10°
0.014 2. 0.977
5.9126600145
o5 0.205 = 0.30 + 0.035 | 3.38 + 0.493 2.8 x 108
0.024 2. 0.999
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Cuadro 4. Concentracion celular (promedio = desviacion estandar, n = 3) de Chlorella sorokiniana alcanzada
en el dia 14 a diferentes concentraciones de azitromicina. Las letras iguales, corresponden a grupos
estadisticamente homogéneos segun el método LSD de Fisher, con un nivel de confianza el 95%.

0 3.04 x 107+ 1.12 x 10¢ 98.04 + 0.29 a
10 7.58 x 10° + 7.62 x 10° | 94.46.67 + 2.01 b
15 6.87 x 10°+ 3.46 x 10° 91.67 + 1.19 b
25 3.07 x 10° = 1.22 x 10° 85.82 + 0.66 c

La comparacion estadistica entre los resultados de concentracion celular alcanzados a los 14
dias empleando las diferentes dosis de azitromicina (Cuadro 4) indican que no existe diferencia
significativa al emplear 15 ppm o0 25 ppm, pero estas dosis son significativamente diferentes
a 10 ppm; por otra parte, todos los tratamientos empleando azitromicina son estadisticamente
diferentes al control (Cuadro 4). Con esto se logra demostrar que la microalga Chlorella
sorokiniana es capaz de crecer en concentraciones de azitromicina mayor a las reportadas
anteriormente, potenciando asi su aplicacion en biorremediacion.

Adicionalmente, se realizd microscopia electréonica de barrido (MEB) para verificar posibles
dafios estructurales inducidos por azitromicina en la microalga Chlorella sorokiniana. A una
concentracion de 10 ppm de azitromicina se observd que las microalgas sobrevivientes
presentan una morfologia muy similar a las microalgas no tratadas, conservando la forma
esférica caracteristica de la microalga (Figura 3).

Figura 3. Muestras de la microalga Chlorella sorokiniana en ausencia y presencia de azitromicina en
una concentracion de 10 ppm. A) muestra sin azitromicina (30.0 upm); B) muestra con azitromicina
(20.0 um); C) muestra sin azitromicina (2,0 um) y D) muestra con azitromicina (2,0 pm).
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Conclusiones

Los resultados mostraron que, aunque la viabilidad de Chlorella sorokinianafue significativamente
reducida por la presencia de azitromicina, esta microalga puede crecer hasta por 18 dias
en concentraciones de azitromicina (< 25 ppm) superiores a las reportadas en plantas de
tratamiento de aguas, lo cual demuestra su potencial para ser empleada en estrategias de
biorremediacion. Hasta donde es de nuestro conocimiento, este es el primer reporte de la
cinética de crecimiento de Chlorella sorokiniana en concentraciones de azitromicina de 10 a
25 ppm. En investigaciones futuras sera necesario evaluar la concentracion de azitromicina
durante el tiempo de incubacion con la microalga, con el fin de estudiar el metabolismo del
antibidtico.
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Resumen

Las bacteriocinas son moléculas con actividad antibacteriana, lo cual las convierte en
herramientas importantes para uso humano. Actualmente, estas moléculas son promisorias
para la preservacion de alimentos sin aditivos quimicos y para el tratamiento clinico de
infecciones bacterianas. Dentro de las caracteristicas favorables de las bacteriocinas destacan
la sinergia con otras bacterias y su actividad contra biopeliculas. La aplicacion de estrategias
biotecnoldgicas como la activacion de grupos biosintéticos de genes, la induccion por ingenieria
genética o co-cultivos, y la incorporacion en bioprocesos, hacen que cada vez sea mas cercano
el uso de estas moléculas en distintas industrias. El objetivo de esta mini revision de literatura
es ofrecer informacion reciente y actualizada sobre las aplicaciones de las bacteriocinas en los
ambitos de salud, agronomia e industria, desde una perspectiva biotecnoldgica.

Keywords
Antibiotics; antimicrobial; biotechnology.

Abstract

Bacteriocins are molecules with antibacterial activity, which makes them important tools for
human use. Currently, these molecules show promise for food preservation without chemical
additives and for the clinical treatment of bacterial infections. Some favorable characteristics
of bacteriocins are their synergy with other bacteria and their activity against biofilms.
Biotechnological strategies such as the activation of biosynthetic groups of genes, induction
by genetic engineering or co-cultures, and incorporation in bioprocesses, can make the use of
these molecules in different industries increasingly closer. The objective of this mini literature
review is to offer recent and updated information on the applications of bacteriocins in the fields
of health, agronomy and industry, from a biotechnological perspective.

Introduccién

La resistencia antimicrobiana (RA) es la capacidad de algunos microorganismos de adquirir
mecanismos varios que les confieren resistencia a moléculas antimicrobianas (AMB) como los
antibidticos [1]. La emergencia continua de patdégenos multirresistentes, principalmente por
el uso indebido de los antibidticos disponibles [2], asi como la amenaza creciente que esto
representa para la humanidad [3], [4], hacen necesaria la busqueda de terapias alternativas.
Este escenario se ve empeorado por la baja tasa de descubrimiento de nuevas moléculas
antimicrobianas en las ultimas décadas [5], [6], [7], aunado a la falta de compresion sobre los
mecanismos de adquisicion de RA.

Ante esto, una alternativa promisoria para combatir la RA son las bacteriocinas [8] (Cuadro
1). Las bacteriocinas son péptidos o proteinas con actividades antibacterianas, las cuales
son secretadas por ciertas bacterias en contextos de estrés; por ejemplo, cuando existe
competencia por recursos en los habitats de las comunidades microbianas [9].
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Cuadro 1. Principales tipos de bacteriocinas y sus caracteristicas.

Definicion Caracteristicas

Proteinas bacterianas con capacidad
de inhibir el crecimiento o de causar la
muerte de otras bacterias, usualmente

contra parientes cercanos de la bacteria
que las produce. Actualmente se
clasifican en dos grupos principales:
Clase |, péptidos modificados post-
traduccionalmente (RiPPs, por sus
siglas en inglés); y Clase Il, péptidos no
modificados.

Bacteriocinas

Péptidos termolabiles grandes. Su modo
de accion es principalmente mediante
la formacion de poros en la membrana,

Colicinas actividad nucleasa contra ADN, ARNr
16S y ARN, e inhibicion de la sintesis

de peptidoglicano. Se han encontrado

codificadas sélo en plasmidos.

“Bacteriocinas pequefas”; péptidos
mas termoestables pequefios (< 10
kDa) secretados principalmente por
Enterobacteriaceae, con capacidad
de inhibir a otras bacterias. Estan
codificadas en plasmidos o en el
cromosoma bacteriano. Tienen multiples
mecanismos de accion (ver Cuadro 2).

Microcinas

Fuentes: [10], [11].

Las bacteriocinas suelen ser moléculas cationicas, lo que facilita su interaccién con las
cargas negativas de la pared celular bacteriana; ademas, son hidrofébicas, para facilitar la
ruptura de la membrana celular; generalmente actian bajo un alto rango de pH; y son menos
termolabiles que los antibidticos [12]. Poseen multiples mecanismos inhibitorios (Cuadro 2),
tales como formacion de poros en la membrana, actividad anti-biofilm, inhibicién en la sintesis
de pared celular, y disrupcion del metabolismo celular [13]. Ademas, las bacteriocinas y
sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas (BLIS, por sus siglas en inglés) han mostrado
baja toxicidad en humanos [14] y, debido a que son altamente especificas, pueden inhibir
patdgenos sin alterar la homeostasis del microbioma local [11].

La mayor parte de las bacterias producen al menos una bacteriocina [11]. Firmicutes y
Bacteroidetes, los filos de bacterias mas comunes en la microbiota humana, producen la mayor
cantidad de bacteriocinas estudiadas a la fecha; sin embargo, las bacteriocinas producidas
por las Proteobacterias son ricas en cargas cationicas y hélices alfa, por o que podrian tener
mayor efecto antibacteriano [10].

La diversidad y variabilidad de las bacteriocinas, el contexto de su ocurrencia (competencia
intraespecifica e interespecifica), y su naturaleza molecular, hace que estas moléculas sean
candidatas promisorias para atacar la crisis de RA. Por eso, el objetivo de la presente mini
revision de literatura es ofrecer informacion reciente y actualizada sobre las aplicaciones
de las bacteriocinas en los ambitos de salud, agronomia e industria, desde una perspectiva
biotecnologica.
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Cuadro 2. Algunas bacteriocinas y sus caracteristicas.

Bacteriocina

membrana

Modo de accién Organismo(s) productor(es) Blanco(s)
Staphylococcus aureus, Clostridium
. Formacion de poros en la ) difficile, Clostridium botulinum,
Nisina Lactococcus lactis

Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Salmonella spp.

Mutacina 1140

Desestabiliza membrana celular,
inhibiendo el transporte de
aminoacidos y la sintesis de ATP

Streptococcus mutans

Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniaée

Pediocina PA-1

Formacion de poros en la

Pediococcus acidilactici

L. monocytogenes

membrana

membrana
EmiEee]ie) Interfiere con replicacion viral OB (UL Herpes virus
CRL35 P Enterococcus faecium P
Garvicina FeMTEETen €@ [pares e l& Lactobacillus garvieae Staphylococcus aureus
membrana
Plantaricina Formacion de poros en la Lactobacillus plantarum Staphylococcus spp., Porphyromonas

gingivalis, L. monocytogenes

Inhibiciéon de la ADN girasa,

Salmonella typhimurium, Shigella

proteinas

Microcina B17 causando rompimientos en el E. coli ) .
flexneri, E. coli
ADN
Inhibicién de ARNIt sintetasa, Enterobacter,
Microcina C esencial para sintesis de E. coli

Escherichia, Klebsiella, Morganella,
Salmonella, Shigella, Yersinia

Microcina E492

Formacion de poros en la
membrana

Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae

Anticancer (mama, colon)

Microcina H47

Blogueo del canal de protones
celular o de la ATP sintetasa

E. coli

Enterobacteriaceae

Microcina J25

Impide la transcripcion e inhibe
la respiracion celular

E. coli

Salmonella spp., E. coli

membrana

Salmonella enterica

Microcina S Desconocido E. coli, Citrobacter freundii Letal contra E. coli ent,erohemorragma
y enteropatégena
. ; Formacion de poros en la E. coli, Shigella sonnei, Escherichia, Klebsiella, Salmonella,
Microcina V

Shigella

Fuentes:[10], [11], [15], [1€], [17].

Aplicaciones farmacologicas y biomédicas

En la préactica clinica, se ha sugerido que las bacteriocinas podrian utilizarse en combinacion
con otros agentes antimicrobianos ya existentes, lo cual podria reducir la probabilidad de
desarrollo de resistencia como resultado de la participacion de dos mecanismos antimicrobianos
distintos [18]. Adicionalmente, la actividad sinérgica antimicrobiana podria reducir los costos de
tratamiento por medio de la reduccion en la concentracion de antimicrobianos mas costosos o
al utilizarlos junto con otros mas econémicos. Asimismo, estas combinaciones podrian ampliar
el espectro de accién [19], asi como reducir los efectos secundarios y toxicidad asociados al
uso de antibiéticos en altas dosis [20].
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Algunas microcinas (bacteriocinas pequefias, compuestas por sélo unos pocos aminoacidos)
[10] bacterianas se podrian utilizar para regular la colonizacion de agentes patdégenos en el
intestino y reducir la inflamacion intestinal [21]. Por ejemplo, se ha demostrado que la bacteria
Escherichia coli Nissle 1917 limita la expansion de bacterias del género Enterobacteriaceae,
incluyendo E. coli comensal, E. coli adherente-invasiva y Salmonella enterica [21]. Esta
actividad se da en medios limitados en hierro, donde las bacterias secretan siderdforos para
captar este metal, posteriormente se da la captacion bacteriana de sideréforos unidos al hierro
a través de receptores de membrana [21]. En estas condiciones, E. coli Nissle 1917 es capaz
de secretar siderdforos conjugados con microcinas que pueden atacar otras bacterias a través
de dichos receptores, en un mecanismo que se conoce como “caballo de Troya”. De modo que,
en condiciones de limitacién de hierro, como ocurre en el intestino inflamado, estas bacterias
son capaces de competir gracias a las bacteriocinas [21].

Otro de los retos que existe es el combate de las biopeliculas (o biofilm), donde las bacterias
estan inmersas en una matriz polimérica compleja, que las hace resistentes a los antibidticos
por la imposibilidad que tienen los mismos de penetrar los estratos mas profundos [22].
Por ejemplo, la nisina, un péptido antimicrobiano producido por Lactococcus lactis y usado
como preservante en alimentos [23] ha mostrado actividad anti-biofilm contra patégenos de
importancia médicay veterinaria como Staphylococcus aureus meticilino resistente, enterococos
resistentes a la vancomicina, y Staphylococcus y Streptococcus asociados a mastitis bovina
[22], [24]. También se han identificado derivados de nisina que son capaces de interferir con
la formacion de las biopeliculas, asi como de reducir la densidad de biopeliculas previamente
establecidas [22].

Por otro lado, las bacteriocinas no solamente pueden servir como moléculas antimicrobianas,
sino que también se han encontrado bacteriocinas con posible capacidad antitumoral [25]. Por
ejemplo, la microcina MccE492, producida por Klebsiella pneumoniea, ha mostrado toxicidad
contra células de adenocarcinoma colorrectal (HT29), mientras que la nisina ha mostrado
actividad citotdoxica contra células de cancer de colon (SW620) [25].

Aplicaciones agrondémicas

En el ambito agrondmico, las bacteriocinas han permitido la proteccion de cultivos ante
fitopatdgenos de relevancia como Erwinia o Ralstonia [26]. Las tailocinas, bacteriocinas
multiproteicas derivadas de fagos codificadas por regiones gendmicas que se activan
cuando se dafia el ADN [27], [28] han protegido contra la infeccion del fitopatégeno
Pseudomonas syringae en plantas de Nicotiana benthamiana [29]. Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas aeruginosa 'y Pseudomonas putida, ademas de producir bacteriocinas en contra
de fitopatdégenos, también pueden inducir resistencia sistémica y promover el crecimiento de
las plantas [30]. La bacteriocina Bac IH7 de Bacillus subtilis IH7 tiene actividad bactericida
contra Agrobacterium tumefaciens, Candida tropicalis y otros patdégenos de transmision a partir
de las semillas; y esta bacteriocina también contribuye al aumento de brotes, longitud de raices
y porcentaje de germinacion [31].

Destacan las bacteriocinas de bacterias fijadoras de nitrégeno en la rizésfera. Por ejemplo,
Bacillus thuringiensis NEB17 elimina a competidores de su nicho en el fitomicrobioma, pero
no afecta a las bacterias fijadoras de nitrégeno, necesarias para el crecimiento de plantas
como las leguminosas [26]. Por su parte, Gluconacetobacter diazotrophicus produce una
bacteriocina conocida como gluconacina, la cual se ha logrado expresar, purificar y ha
mantenido su actividad de manera heteréloga en E. colide manera in silico contra fitopatdgenos
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como Xanthomonas axonopodis o Acidovorax vasculorum [32]. Esto puede funcionar como un
mecanismo de control bioldgico, el cual puede servir para eliminar patdégenos, a la vez que se
favorece el crecimiento de las plantas [33], [34], [35].

Por otra parte, se ha reportado que algunas bacterias productoras de bacteriocinas se pueden
utilizar para producir Extractos Fermentados de Plantas (FPE), los cuales se han asociado
con posibles beneficios para la salud humana [36]. Los FPE son alimentos de origen vegetal,
usualmente plantas medicinales, cereales o frutas, las cuales se inoculan con organismos
como levaduras o bacterias acido lacticas para obtener bebidas o alimentos funcionales
[37], [38]. Los FPE son también una fuente de bacteriocinas, producidas por bacterias como
Lactobaciullus plantarum, Enterococcus faecium y Leconostoc lactis, las cuales han logrado
inhibir el crecimiento de E. coli, Klebsiella pneumoniae 'y Enterococcus spp. [39].

Aplicaciones en la industria alimentaria

Los alimentos pueden deteriorarse a través de la contaminacion por microorganismos como
bacterias, virus, protozoos, hongos y parasitos, lo que afecta las propiedades organolépticas y
la calidad del producto alimentario; ademas, los alimentos pueden servir como vehiculos para
la transmision de enfermedades gastrointestinales, ya sea intoxicaciones o infecciones, lo cual
incide en la morbilidad y mortalidad, asi como la generacion de pérdidas econémicas [40].

A pesar de que el empleo de conservantes quimicos y el tratamiento térmico han funcionado
en el pasado para reducir posibilidades de intoxicacion alimentaria, estas técnicas tienen un
impacto en las propiedades organolépticas de los alimentos debido a la secrecion de lipasas
y proteasas que cambian la composicion quimica de los productos [41]. Asimismo, existe la
creciente preferencia de los consumidores por ingerir alimentos mas seguros, de alta calidad
y minimamente procesados, lo que ha generado un interés por el uso de bacteriocinas para
controlar patégenos transmitidos por alimentos [18], [41].

En este sentido, la incorporacion de bacterias productoras de bacteriocinas en alimentos
aumenta su vida en anaquel [36], [42]. Recientemente, se ha reportado la utilizacion de la
nisina producida por Lactococcus lactis para reemplazar el uso de conservantes quimicos en
alimentos como carne, productos lacteos, pescado, bebidas alcohdlicas, ensaladas y vegetales
fermentados. Otro ejemplo es la pediocina PA,, producida por Pediococcus, la cual se ha
comercializado como conservante de alimentos para la aplicacion en industria [14], [41].

La incorporacion de bacteriocinas para la conservacion de alimentos se puede realizar de varias
formar: a) inoculando el alimento con la cepa productora de bacteriocinas, b) adicionando la
bacteriocina purificada o semipurificada como aditivo alimentario, y ¢) la fermentacion previa
del producto con una cepa productora de bacteriocinas como ingrediente en el procesamiento
del alimento [41].

Las bacteriocinas se han utilizado en la industria alimentaria solas o en combinacion con otros
métodos de conservacion. Destaca especialmente su actividad contra Salmonella, debido a
gue es un patégeno usual en la industria alimenticia [21].

Tendencias actuales y perspectivas futuras

Se deben mejorar las tecnologias y herramientas disponibles para producir bacteriocinas
gue sean seguras para su uso en humanos. Una opcidn consiste en utilizar estrategias
similares a las que se utilizan en el descubrimiento de antibidticos, tales como la activacion
de grupos de genes biosintéticos (BGCs, por sus siglas en inglés), metagendmica, co-cultivo,
bioprospeccion en ambientes inusuales, y nuevas técnicas de ingenieria genética y quimica
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[43]. Cabe destacar que ya se han aislado e identificado un gran numero de bacteriocinas
a partir de microorganismos Gram positivos y Gram negativos, de los cuales se han creado
bases de datos con toda la informacion Util para detectar de forma automatizada los genes de
bacteriocinas [41].

Algunas bacteriocinas suelen estar en grupos de genes biosintéticos (BGCs), es decir, genes
relacionados entre si, pero los cuales no se suelen expresar juntos [44]. Una técnica para
la activacion de (BGCs) son los co-cultivos con microorganismos productores e inductores
de bacteriocinas, ya que se ha encontrado que el “quorum sensing” (percepcion de cudrum
0 autoinduccién) es un mecanismo que puede inducir la produccion de estas moléculas
antimicrobianas [45]. Esta estrategia ha permitido un aumento en la produccién de bacteriocinas
conocidas, tales como la nisina [46], asi como el descubrimiento de inducciones poco usuales
como las sustancias inhibidoras similares a bacteriocinas (BLIS) entre bacterias Gram positivas
y Gram negativas, en particular con actividad contra Aeromonas [47]. La combinacion
de estas técnicas con transcriptomica y protedmica llevd también a la identificacion de la
plantaricina, una bacteriocina inducida en el co-cultivo entre Lactiplantibacillus paraplantarum
y Wickerhamomyces anomalus [48].

La induccion de moléculas bioactivas también se puede realizar de manera fisica. Por ejemplo,
la irradiacion con luz azul puede promover la produccion de bacteriocinas; ademas, este tipo
de luz puede ser beneficiosa para el crecimiento de algunas especies de bacterias productoras
bacteriocinas de uso alimenticio como las Lactobacillus lactis [49].

También, se puede hacer la inducciéon de BGCs por medio de técnicas mas novedosas, como
la edicion genética por CRISPR, al alterar promotores, activadores y diferentes secuencias
reguladoras [50].

Otro punto por destacar es la necesidad de aumentar la rentabilidad y la sostenibilidad de los
procesos para la produccion de bacteriocinas. Para esto se han dado diferentes avances en el
area de los bioprocesos y el enfoque OSMAC (en inglés, One Strain Many Compounds) para
determinar diferentes respuestas segun el tipo de medio que se use [50]. Un ejemplo es el uso
de fermentacion en sustrato solido (en inglés, Solid Substrate Fermentation) a partir de arroz
para la produccion de bacteriocinas de Bifidobacterium [51], asi como el uso de subproductos
de otros procesos productivos como sustrato en bioprocesos con el objetivo de obtener
bacteriocinas como la nisina o la termofilina [52]. También es necesario desarrollar mecanismos
de administracion adecuados, debido a que la actividad de las bacteriocinas puede verse
afectada por la digestion proteolitica en la via oral [13], [53].

La expresion heteréloga es una alternativa promisoria para la produccion de bacteriocinas.
Por ejemplo, E. coli se ha utilizado para la expresion de sakacina P de Lactobacillus sakei
o para producir enterocina A [54], [55]; Lactococcus lactis para producir enterocina A [55];
y Saccharomyces spp. para la expresion de leucocina C proveniente de Leuconostoc y
plantaricina 423 proveniente de Lactobacillus plantarum [56], [57]. Gracias a los avances en
expresion heterdloga, se pueden lograr mayores rendimientos en la produccion de bacteriocinas
a partir de estas técnicas [58].

Por otro lado, el uso de las bacteriocinas podria ser una estrategia viable para el futuro control
y prevencion de pandemias [59] . Se ha observado que algunas bacteriocinas tienen actividad
contra capsides virales; por lo tanto, es importante investigar su actividad frente a diferentes
cepas de virus. Otra alternativa es tratar posibles zoonosis con bacteriocinas antes de que el
patdgeno sea capaz de infectar humanos, y asi reducir la probabilidad de un salto zoondtico
a futuro [59]. Cabe mencionar que ya se han identificado bacterias resistentes a bacteriocinas
[15].
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Conclusiones

A pesar de los grandes esfuerzos en la ampliacion en el conocimiento de bacteriocinas, aun
es necesario realizar mas estudios para la aplicacion efectiva de las bacteriocinas en distintas
areas. Es necesario conocer la posibilidad de la implementacion de las bacteriocinas en
conjunto con otras herramientas tecnolégicas. Para lograr el uso seguro de estas moléculas
aun se debe ampliar la investigacion relacionada a su toxicidad tanto en la industria alimentaria
como farmacéutica, asi como mejorar los métodos de administracion para que las bacteriocinas
puedan alcanzar el sitio de accion sin ser degradadas.

Actualmente, en el Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica se realizan investigaciones para la identificacion de sustancias con potencial
antimicrobiano a partir de distintos origenes, tales como microorganismos comensales
presentes en el ecosistema de las avispas sociales, asi como microorganismos de ambientes
extremos, y se promueve para el futuro proximo la aplicacion de estrategias biotecnoldgicas
como la ingenieria genética, la biologia sintética, y los bioprocesos, para la produccion de
bacteriocinas y otras moléculas.
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Resumen

Los insectos son de los organismos mas importantes en los ecosistemas terrestres, pero también
son indispensables en aquellos ambientes modificados por el hombre como los cultivos y las
ciudades. Los insectos han sido estudiados desde hace mucho tiempo pero, con el surgimiento
de la biotecnologia, el enfoque que se le ha dado a los estudios esta cambiando. Por ejemplo,
los insectos sociales estan siendo investigados debido a las relaciones simbidticas que
mantienen con microorganismos productores de sustancias antimicrobianas. Es por este motivo
qgue en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnolégico de Costa
Rica (ITCR) se han realizado investigaciones para determinar la presencia de actinobacterias
en colonias de avispas sociales, y probar su actividad antibidtica. Este manuscrito tiene como
objetivo realizar una revision de los resultados obtenidos hasta el momento a partir de los
proyectos de investigacion realizados en el CIB. De los diferentes proyectos se consolidd una
coleccion de 60 actinobacterias, que también inhibieron el crecimiento de cepas relacionadas
con patégenos humanos y de insectos. Debido a los resultados obtenidos, actualmente se
estan desarrollando dos proyectos de investigacion para analizar el genoma de las cepas con
mayor inhibicion, y para caracterizar los metabolitos secundarios. A partir de las investigaciones
realizadas, se ha demostrado que las avispas de la tribu Epiponini mantienen asociaciones
con diversos géneros de actinobacterias que presentan actividad antibidtica, ademas de que
estas poseen una variedad de genes asociados a la produccion de compuestos bioactivos.
Los resultados demuestran que estos organismos tienen un gran potencial para la obtencion
de nuevos productos naturales antimicrobianos.

Keywords
Actinobacteria; antibiotics; breed cells; social wasps; workers.

Abstract

Insects are one of the most significant organisms in terrestrial ecosystems, but they are also
crucial in human-modified environments such as crops and cities. Insects have been the subject
of study for a long time, but with the advent of biotechnology, the focus of these studies is
shifting. For instance, social insects are being researched due to the symbiotic relationships
they maintain with microorganisms that produce antimicrobial substances. For this reason, the
Biotechnology Research Center (CIB) of the Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) has
conducted two studies to determine the presence of actinobacteria in colonies of social wasps
and to test their antibiotic activity. The main objective of this paper was to perform a review of the
results obtained from the research projects conducted at the Biotechnology Research Center
(CIB). As a result of these studies, a collection of 60 actinobacteria has been established, which
also inhibited the growth of strains related to human and insect pathogens. Due to these findings,
two research projects are being conducted to analyze the genome of the strains with the highest
inhibition, and to characterize the secondary metabolites. The findings have shown that wasps
belonging to the Epiponini tribe maintain associations with several genera of actinobacteria
that exhibit antibiotic activity, and that these strains possess a variety of genes associated with
the production of bioactive compounds. The results demonstrate the great potential of these
organisms for the discovery of new natural antimicrobial products.
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Introduccién

Los insectos son los organismos mas diversos y abundantes [1] de los ecosistemas terrestres,
representan aproximadamente dos tercios del total de especies que hay en el planeta [2]. Su
diversidad y abundancia se debe a la gran capacidad adaptativa que han desarrollado, ya que
pueden vivir bajo diferentes condiciones de temperatura, humedad y luz, o que ha permitido la
colonizacion de una gran variedad de héabitats (con excepcion de la Antartida). Ademas, tienen
diversos tipos de dieta, algunos son sapréfagos, detritivoros, herbivoros, carnivoros, entre otros.

Al ser los insectos organismos clave en los ecosistemas, las poblaciones humanas dependemos
de muchos de los servicios ecosistémicos que ofrecen, tales como la polinizacion, dispersion de
semillas, y la descomposicion y reciclaje de nutrientes; ademas, muchas especies mantienen
bajo control otras poblaciones de insectos, y también son fuente de alimento para otras especies
de animales. Adicionalmente, las poblaciones humanas han domesticado algunos grupos de
insectos para su beneficio, como es el caso de las abejas para la produccion de miel y sus
derivados, los gusanos de seda, asi como una gran cantidad de especies que son utilizadas
como fuente de alimento para animales domésticos y humanos [3]. Unas pocas especies
también tienen importancia debido a sus efectos negativos en las actividades agricolas y la
salud humana como transmisores de enfermedades [4].

Es por estas razones que los cientificos han estudiado los insectos desde hace muchos afos;
sin embargo, con el surgimiento de areas como la biotecnologia, el enfoque que se le ha
dado a los estudios ha ido cambiando por las multiples aplicaciones que estos organismos
tienen. Por ejemplo, en el campo de la agricultura se han aislado péptidos antimicrobianos de
los insectos para proteger cultivos, y se ha aplicado la tecnologia del ARN de interferencia y
organismos transgénicos para combatir insectos plagas [5], [6]. En biomedicina, los insectos
estan siendo utilizados como organismos modelo para estudiar diferentes infecciones y sus
tratamiento, como es el caso del uso del gusano o polilla de la cera (Galleria mellonella) como
un hospedero para el estudio de patégenos que afectan los humanos y la mosca de la fruta
(Drosophila melanogaster) como modelo en investigacion biomédica asociada al asma y
muchas otras patologias [7], [8]. Asi también, se ha reportado la obtenciéon de compuestos
antibidticos producidos por los mismos insectos o por los microorganismos asociados a
ellos, pues estos funcionan como una defensa quimica y genética contra las enfermedades
que pueden afectar a sus hospederos [9], [10], [11]. Por ejemplo, se han descrito especies
endosimbiontes de Streptomyces en las antenas de las avispas solitarias cavadoras del género
Philanthus [12]. Estos simbiontes de Streptomyces han demostrado un importante papel en la
profilaxis antibidtica combinada para la descendencia de estas avispas [13].

Muchos grupos de insectos tienen un gran potencial para la obtencion de compuestos
antimicrobianos, como es el caso de los insectos sociales (abejas, hormigas, avispas y
termitas), ya que varias caracteristicas del ciclo de vida colonial pueden favorecer el desarrollo
de microorganismos infecciosos. Por ejemplo, los insectos sociales comparten un espacio
comun (nido) con miles de individuos en donde se mantiene una temperatura y humedad
confortable, y donde también se da la acumulacion de desechos. Otro aspecto importante es
que los individuos de una colonia tienen un alto grado de parentesco [14], o que significa una
menor variabilidad genética, y mayor probabilidad de transmisién de enfermedades. Dados
estos argumentos, para mantener las colonias libres de parasitos, los insectos sociales han
desarrollado estrategias para conservar los nidos limpios, incluyendo comportamientos para
controlar y eliminar los parasitos, asi como el establecimiento de relaciones simbidticas con
microorganismos que producen sustancias antimicrobiana [15], [12]. Por ejemplo, es conocido
que las hormigas cultivadoras de hongos utilizan bacterias que producen antibidticos para
controlar los parasitos en sus jardines [16], entre ellas se han reportado cepas de Burkholderia
sp. productoras de antibiéticos presentes en sus colonias [15]. Por su parte, las hormigas
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tejedoras, Polyrhachis dives, mostraron resistencia a enfermedades debido a sus glandulas
productoras de antibiéticos [17], [18]. Tanto hormigas cortadoras de hojas, como tejedoras,
han demostrado utilizar esta produccion de antibidticos para desinfectar sus nidos y defender
a las crias de patégenos [10], [19], [20]. Otras actinobacterias con actividad antimicrobiana
han sido aisladas también de avispas del género Polistes (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae,
Polistini) [21].

En Costa Rica, investigadores de la Universidad de Costa Rica también evidenciaron la
presencia de multiples asociaciones de insectos del Neotropico con actinobacterias, mostrando
la presencia de estos microrganismos en hormigas, avispas sociales, abejas sin aguijon, abejas
de la tribu Euglossini, y avispas solitarias de las familias Pompilidae y Crabronidae [22], [23].
Debido a la relevancia de los insectos para las poblaciones humanas y los ecosistemas, este
manuscrito tiene como objetivo mostrar algunos de los resultados obtenidos en los proyectos
de investigacion realizados en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnologico de Costa Rica (ITCR) sobre los microorganismos asociados a las avispas
sociales Neotropicales (Epiponini) y su potencial para la obtencién de nuevos compuestos
antimicrobianos.

Actinobacterias asociadas a nidos de avispas

Dentro del grupo de los insectos sociales, se decidio trabajar con especies de avispas de
la tribu Epiponini (Fig. 1A) ya que el grupo presenta un gran potencial para realizar estudios
exploratorios sobre la presencia de actinobacterias y otros microorganismos productores de
sustancias antibiéticas, porque en las celdas de cria se acumulan desechos fecales (meconio)
producidos por las larvas (Fig. 1B). Como en las avispas sociales hay reutilizacion de las
celdas de cria, los organismos de estadios inmaduros (huevo, larvas y pupas) se desarrollan
por encima de los desechos dejados por las larvas que ocuparon previamente la celda [24].
Dado gue el meconio es un sustrato ideal para el desarrollo de parasitos, deberia secretarse
0 producirse algun tipo de sustancia antimicrobiana para evitar infecciones en los inmaduros.
Ademas, este grupo de avispas también fue seleccionado ya que hasta el momento se han
realizado pocos estudios sobre los microorganismos asociados a las colonias [22], [23].
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Figura 1. Nido de avispas Epiponini del género Parachartergus (A). Panal de un nido de avispas con detalle de
meconia en circulo (B). Actinomicetos aislados de las celdas de cria Amycolaptosis (C) y Streptomyces (D).

Dentro de los microorganismos asociados a las avispas, se seleccionaron las actinobacterias
ya que son un grupo con un gran valor econémico y cientifico debido a que muchas especies
producen sustancias antibidticas; ademas, se ha determinado su presencia en otros grupos
de insectos sociales [21], [23], [25], [26]. En este contexto, en 2017 se inicid el proyecto
de investigacion exploratorio “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana
asociados a nidos de avispas sociales” que consistio en determinar la presencia de
actinobacterias en las celdas de cria de los nidos. El proyecto fue desarrollado en el CIB, en
colaboracion con el Centro Nacional De Innovaciones Biotecnoldgicas (CENIBiot), que estuvo
encargado de realizar pruebas para determinar si las actinobacterias inhibian el crecimiento de
cepas bacterianas no infecciosas relacionadas con patdgenos humanos y de insectos (ATCC).
Para esta investigacion, se estudiaron muestras de cinco géneros de avispas, de donde se
aislaron 28 cepas de actinobacterias (Cuadro 1; cepas A-5B) identificadas molecularmente,
mostrando que las especies de Epiponini mantienen relaciones con diversas actinobacterias
[27].
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Cuadro 1. Cepas de actinobacterias con mayor actividad antibiética aisladas de las celdas
de cria 'y de las obreras de diferentes géneros de avispas sociales en Costa Rica.

Geénero de Avispa Actinobacteria Cepa Lugar de Colecta
Protopolybia sp. Nocardiopsis A ITCR*
Polybia sp. Streptomyces R ITCR
Polybia sp. Saccharopolyspora 2R SBG**
Polybia sp. Pseudonocardia 2W SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis 2Y SBG
Chartergellus golfitensis |  Pseudonocardia 3C RFSG#
Parachartergus sp. Amycolaptosis 3E SBG
Metapolybia sp. Streptomyces 3L SBG
Polybia sp. Pseudonocardia 30 RFSG
Polybia sp. Pseudonocardia 3V RFSG
Polybia sp. Streptomyces 3Y RFSG
Metapolybia sp. Pseudonocardia 4A PND+
Polybia sp. Streptomyces 40 RFSG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 4R PND
Parachartergus sp. Pseudonocardia 4S SBG
Parachartergus sp. Kocuria ZAV) SBG
Parachartergus sp. Kocuria 5B SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6A SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6B SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6F SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6G SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora ol SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6J SBG
Polybia sp. Saccharopolyspora 6K SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6M SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6N SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 60 SBG
Metapolybia sp. Brevibacterium 6P SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6Q SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6S SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6T SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6uU SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora % SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 6w SBG
Metapolybia sp. Saccharopolyspora 67 SBG
Metapolybia sp. Nocardiopsis 7B SBG
Protopolybia sp. Saccharopolyspora 7F SBG
Protopolybia sp. Streptomyces 7G OET++
Polybia sp. Streptomyces 7K ITCR
Polybia sp. Saccharopolyspora 77 SBG
Polybia sp. Tsukamurella 8F RFSG
Polybia sp. Tsukamurella 8J RFSG
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Género de Avispa Actinobacteria Cepa Lugar de Colecta
Protopolybia sp. Streptomyces 8L RFSG
Polybia sp. Streptomyces 8X RFSG
Parachartergus sp Streptomyces MA ITCR
Parachartergus sp. Kocuria MB ITCR
Parachartergus sp. Microbacterium MN ITCR
Parachartergus sp. Microbacterium MO ITCR
Parachartergus sp. Streptomyces MP ITCR
Parachartergus sp. Nocardiopsis P1A SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis P1P SBG
Parachartergus sp. Amycolaptosis P1S SBG

*ITCR = Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Cartago, 9° 51’ 17.9” N, 83° 54’ 33.9” O.
**SBG = Santa Barbara, Santa Cruz, Guanacaste, 0° 10’ 23.7” N, 85° 35’ 38.5” O.

# RFSG = Refugio de Fauna Silvestre Golfito, 8° 39’ 15.8” N, 83° 10’ 45.1” O.

+ PND = Parque Nacional Diria, Santa Cruz, Guanacaste, 10° 10’ 23.7” N, 85° 35’ 38.5” O.
++ OET = La Selva, Sarapiqui, Heredia, 10° 25" 19” N, 84° 00’ 54" O.

Al finalizar este proyecto se concluyd que era importante determinar si las asociaciones se
establecian solo entre los microorganismos y los estadios inmaduros de las avispas, o si también
se podian establecer con los adultos. Esta suposicion estd basada en las observaciones que
se han realizado sobre el comportamiento de los individuos dentro de las colonias, ya que
cuando un nuevo adulto completamente desarrollado abandona una celda de cria, las obreras
permanecen aproximadamente media hora insertando y sacando la cabeza de la misma [28],
[29], [30]. Hasta el momento, no se ha logrado determinar exactamente qué es lo que hacen las
obreras en las celdas, pero se cree que podrian estar desinfectando para evitar la propagacion
de microorganismos patdégenos desde el meconia acumulado hacia el resto del nido y los
inmaduros. Estas observaciones indican que probablemente los microorganismos productores
de antibidticos establecen asociaciones con los adultos quienes son los encargados de limpiar
las celdas y el nido en general.

Actinobacterias asociadas a adultos de avispas

En el proyecto titulado “Evaluacion de microorganismos con actividad antimicrobiana asociados
a adultos de avispas sociales (Hymenoptera: Vespidae; Polistinae, Epiponini)” se aislaron
actinobacterias a partir de la cuticula y glandulas salivales de obreras de cinco géneros. Con
los aislamientos se realizaron pruebas de actividad antibidtica en el Laboratorio de Biocontrol
del CIB. Como resultado de esta investigacion se obtuvieron 48 cepas de actinobacterias
(Cuadro 1; cepas 6A-P1S) [31]. Se determiné que la mayor parte de las cepas inhibia el
crecimiento de cepas bacterianas no infecciosas relacionadas con patdégenos humanos y de
insectos [31]. Debido a la importante actividad antibiética mostrada por las cepas se contd
con la colaboracion del Instituto Pasteur de Paris (Francia) para realizar preliminarmente la
secuenciacion del genoma de seis de las cepas que presentaron mayor grado de inhibicion.

Identificacion de elementos genéticos con potencial antimicrobiano

Los genomas de las actinobacterias aisladas fueron analizados para identificar elementos
genéticos relacionados con la produccion de metabolitos secundarios con potencial
antimicrobiano; los detalles sobre los analisis biocinformaticas realizados se encuentran en
[31], [32]. A partir de estas investigaciones se logré identificar clister de genes biosintéticos
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(BGCs) relacionados con la produccion de moléculas antibidticas, ademéas de definir que la
mayor parte de las cepas de actinobacterias aisladas corresponde a nuevas especies segun
su comparacion genémica [31].

Debido a los resultados obtenidos a partir del analisis preliminar de los genomas, se estan
desarrollando actualmente dos proyectos: “Gendmica de actinobacterias asociadas avispas
sociales para estudio de elementos genéticos antimicrobianos”, donde se cuenta nuevamente
con la colaboracion del Instituto Pasteur (Paris, Francia), para analizar el genoma de todas
las cepas que presentaron mayor actividad antibiotica e identificar los genes asociados con
el potencial antimicrobiano observado, asi como establecer las relaciones filogenéticas entre
las cepas aisladas y otras asociadas a insectos sociales. Como resultado de este proyecto,
se ha caracterizado el genoma de varias cepas [33], y se han identificado BGCs asociados
con compuestos antimicrobianos (en desarrollo). Finalmente, el proyecto mas reciente titulado
“Metabolomica de compuestos antimicrobianos obtenidos de actinobacterias aisladas de
avispas sociales” tiene como objetivo caracterizar la produccion de metabolitos secundarios
a partir de las cepas que presentaron mayor actividad antibidtica en distintas condiciones de
cultivo, a través del estudio del metaboloma basado en deteccion por espectrometria de masas,
lo cual se llevara a cabo en colaboracion con la Universidad de Costa Rica (UCR).

Gracias a la colaboracion recibida y los avances que obtuvimos en estos siete afios de
investigacion, hemos logrado formar un grupo de trabajo que esperamos consolidar en los
proyectos que estan en desarrollo y en los que se espera realizar segun nuestra planificacion
futura. Ademas, se espera contar con nuevas fuentes de colaboracién nacional e internacional
para estudiar todas las cepas obtenidas hasta el momento y caracterizar sus metabolitos,
con el fin Ultimo de proponer uso a los compuestos obtenidos, y transmitir el conocimiento
a la sociedad a través de una solucidon biotecnolégica a base de compuestos derivados de
simbiontes de las avispas sociales.

Conclusiones

Los insectos son organismos que tienen un gran potencial para realizar estudios biotecnolégicos.
Esto se ha demostrado en los estudios que se estan desarrollando en el Centro de Investigacion
en Biotecnologia, donde se encontraron varias cepas nuevas de actinobacterias asociadas
a las celdas de cria y adultos de los nidos de diferentes especies de avispas sociales. La
mayor parte de las cepas obtenidas han inhibido el crecimiento de cepas no infecciosas
relacionadas con patdégenos de humanos y de insectos, lo que demuestra que este grupo
tiene un gran potencial para encontrar nuevos compuestos antimicrobianos. Los resultados
obtenidos son muy prometedores debido al problema de la resistencia que un creciente niumero
de microorganismos patdgenos esta desarrollando contra los medicamentos tradicionalmente
utilizados. Por estos motivos, es importante continuar con esta investigacion, ya sea utilizando
otras especies de avispas e insectos para caracterizar los metabolitos que puedan estar
produciendo los microorganismos asociados, asi como realizar pruebas de inhibicion contra
otras cepas patdégenas de humanos, animales y plantas de produccion.
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Resumen

El consumo generalizado de plésticos de un solo uso ha ocasionado una crisis ambiental
debido a su sobreacumulacion en los ecosistemas. Este articulo explora el estado actual de
las cutinasas, uno de los principales tipos de enzimas con potencial para degradar plasticos
de un solo uso. Las cutinasas (EC 3.1.1.74) son serina hidrolasas del grupo de las hidrolasas
a/B capaces de catalizar reacciones que degradan polimeros, principalmente tereftalato de
polietileno (PET) y polibutilenadipato-co-tereftalato (PBAT), y son producidas por bacterias,
hongos filamentosos y levaduras. Cada enzima posee caracteristicas diferentes segun su
microorganismo de origen, siendo las de hongos y levaduras mas similares entre si que las
bacterianas. Las herramientas biotecnoldgicas, como la biologia sintética, han demostrado ser
estrategias innovadoras capaces de mejorar la eficiencia y estabilidad de las cutinasas en la
degradacion de plasticos, capaces de ofrecer una posible solucion sostenible para la crisis
ambiental causada por estos materiales.

Keywords
Biodegradation; enzymes; hydrolases; polyethylene.

Abstract

The widespread consumption of single-use plastics has caused an environmental crisis due to
their overaccumulation in ecosystems. This article explores the current status of cutinases, one
of the main types of enzymes with the potential to degrade single-use plastics. Cutinases (EC
3.1.1.74) are serine hydrolases of the group of a/B hydrolases capable of catalyzing reactions
that degrade polymers, mainly polyethylene terephthalate (PET) and polybutylene adipate-
co-terephthalate (PBAT), and are produced by bacteria, flamentous fungi and yeasts. Each
enzyme has different characteristics depending on its microorganism of origin, with those of
fungi and yeast being more similar to each other than those of bacteria. Biotechnological tools,
such as synthetic biology, have proven to be innovative strategies capable of improving the
efficiency and stability of cutinases in the degradation of plastics, capable of offering a possible
sustainable solution to the environmental crisis caused by these materials.

Introduccién

El plastico es un material polimérico sintético derivado del petroleo crudo, gas natural o carbon
[1]. El empleo generalizado de plasticos de un solo uso surgié en el transcurso del siglo XX, con
un incremento significativo a partir de la década de 1950, crecimiento que se le atribuye en gran
medida al ser un material con amplia disponibilidad, versatilidad, durabilidad y resistencia al
deterioro [2]. En el afio 2014, solo en los Estados Unidos, fueron utilizadas mas de 100 millones
de bolsas de plastico que, con su potencial de reciclaje extremadamente bajo, pasan a ser
en su mayoria fuente significativa de contaminacion en ecosistemas terrestres y marinos [3].
Para el 2024, se estima que se han producido mas de 9200 millones de toneladas métricas de
plastico a nivel global [4]. Esto es equivalente a aproximadamente 1500 veces el volumen de
la gran piramide de Giza, 0 a cubrir la superficie entera del planeta con poco méas de 60 cm
de pléstico. Las précticas de gestion de residuos no son suficiente para lidiar con el impacto
medioambiental que este material genera; datos del 2023 indican que del total de plastico
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producido solamente se ha reciclado alrededor de un 9%, un 12% ha sido incinerado, y el 79%
restante ha sido depositado en vertederos o liberado indiscriminadamente al medio ambiente

[5].

En el escenario actual, el uso masivo de plasticos de un solo uso se ha convertido en una
amenaza ambiental al representar un 95.3% de la contaminacion en tierra [6]. A pesar de
los esfuerzos para gestionar los residuos, las alternativas actuales de degradacion suelen
tener como producto final plasticos secundarios y microplasticos, los cuales corresponden a
particulas con menor trazabilidad que de igual forma representan una amenaza para la vida
marina y terrestre [7].

Bajo este contexto, es necesario investigar como mejorar las estrategias de degradacion de
plasticos de un solo uso con el fin de que no generen subproductos contaminantes adicionales
ni aumenten la huella de carbono, al mismo tiempo que presenten efectividad en costos y
tiempos [8]. En este ambito, la degradacion ejecutada por microorganismos mediante enzimas
ha surgido como una solucién prometedora ante la crisis medioambiental que afecta el mundo
[9]. Estas moléculas bioldgicas, gracias a su capacidad catalitica especifica, pueden llegar a
ser una alternativa real para solucionar la crisis global de los plésticos y alcanzar una economia
plastica circular [10].

Diversos microorganismos producen enzimas con capacidad de degradacion de plasticos,
tales como las PETasas (degradan tereftalato de polietileno) [11]; las MEHTasas (descomponen
mono-(2-hidroxietil) tereftalato, un producto de la degradacion del PET) [12]; las enzimas
degradadoras de poliuretano [13]; la cutinasas (degradan polimeros vegetales pero también
pueden degradar PET) [14]; y las lacasas (degradan compuestos fendlicos como la lignina y
pueden degradar plasticos con estructuras fendlicas) [15]. El presente articulo cientifico tiene
como objetivo principal compilar la informaciéon mas reciente respecto al potencial enziméatico
de diversos tipos de cutinasas para la degradacion de plasticos de un solo uso.

Metodologia

Se seleccionaron Scopus y PubMed como bases de datos académicas. Fue incluido todo
articulo de investigacion, publicado en un rango temporal no mayor a 5 afios y revisado por
pares, que abordase el tema especifico de la cutinasa en la biodegradacion de plasticos de

[EINT

un solo uso. Fueron utilizadas como palabras clave: “plasticos o microplasticos”, “polietileno”,
“biodegradacion”, “enzima” y “cutinasa”. Se excluyeron todos los articulos que no cumplieron
con los criterios. Fueron encontrados 41 articulos via Scopus y 20 mediante PubMed, de los
cuales 52 se descartaron, resultando en 9 articulos recuperados. Durante la revision de estos

articulos, se referenciaron ademas otros articulos relacionados relevantes.

Resultados y discusion

Enzimas degradadoras de pléastico

Yoshida et al. documentaron en 2016 el primer mecanismo de hidrélisis in vivo de tereftalato de
polietileno (PET), en un sistema de degradacion desarrollado a partir de la bacteria Ideonella
Sakaiensis con las enzimas PETasa y MHETasa [10]. La primera enzima funciono para hidrolizar
parcialmente el PET hasta sus monémeros estructurales del acido mono (2-hidroxietil) tereftélico
(MHET), la segunda enzima degrada el MHET hasta acido tereftélico (TPA) y etilenglicol (EG)
[16]. Estos compuestos tienen la posibilidad de ser incorporados en el metabolismo de /.
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sakaiensis y Pseudomonas putida; el TPA y el EG pueden ser transportados al interior de la
célula y ser convertidos en PCA que se integra directamente al ciclo del acido tricarboxilico
[17, 18].

Algunas de las enzimas degradadoras de plastico que se destacan en los articulos mas
recientes son las enzimas hidrolizadoras de PET (EC 3.1.1.101), las enzimas lipasas de
triacilglicerol (EC 3.1.1.3) destacadas por su potencial degradador de polimeros de polietileno,
las carboxilesterasas (EC 3.1.1.1.) y las cutinasas (EC 3.1.1.74.) [10, 19, 20, 21].

Las cutinasas

Inicialmente identificada en el afio 1960, pero caracterizada a inicios de la década siguiente,
la cutinasa proveniente del hongo filamentoso Fusarium solani pisi se convirtid en el primer
modelo sistematico para el estudio de la estructura, la funcién y la reactividad de dicha enzima
capaz de efectuar una respuesta por parte del microorganismo con el propdsito de hidrolizar el
polimero cutina presente como barrera protectora en organismos vegetales [22].

Las cutinasas (EC 3.1.1.74) son serina hidrolasas que pertenecen al gran conjunto de las
hidrolasas a/B; estas enzimas presentan una triada catalitica clasica SHD compuesta por
Serina, Histidina y Aspartato; en la cual la serina actua como catalizador en contacto con el
sustrato (Figura 1) [23, 24]. A diferencia de las lipasas tradicionales, las cutinasas no cuentan
con una cubierta hidrolégica sobre la serina del sitio activo, sino que presenta un sitio activo
amplio que le permite interactuar con sustratos de alto peso molecular, como lo es el caso de
la cutina, e incluso con polimeros sintéticos [22]. Entre otras de sus capacidades, en sistemas
acuosos pueden hidrolizar ésteres de bajo peso molecular y triacilgliceroles de cadena corta o
larga; en sistemas no acuosos pueden catalizar procesos de esterificacion o transesterificacion
[25].

Figura 1. Estructura tridimensional de la enzima cutinasa de F. solani pisi (Elaborado
en Alphafold Server a partir del locus FSOCUT, accesion K02640, NCBI).

Segun la informacion disponible en el Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica
(NCBI), la enzima cutinasa de F. solani pisi se encuentra codificada a partir del locus FSOCUT
(accesion K02640). Esta proteina se encuentra compuesta por 230 aminoacidos y 883 pares
de bases; comienza con un péptido sefial (de la base 79 a la 171) seguida del péptido maduro
(de la base 172 a la 768); finalmente, la triada catalitica de serina activa y un puente disulfuro
(importante en el mantenimiento de la actividad catalitica) se encuentran presentes en los pares
de bases 484 y 688, respectivamente [26, 27]. La cutinasa TfCut, proveniente de Thermobifida
fusca, es estructuralmente similar con la cutinasa encontrada inicialmente en F. Solani pisi, pero
posee mejor estabilidad [28].
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Las cutinasas se podrian clasificar en dos grupos segun sus temperaturas Optimas de
actividad, a saber, las que trabajan a temperatura ambiente y las termofilicas. Por ejemplo,
la TfCut2 de T. fusca, la HiC de Humicola insolens, y la LCC de compost de hojas (sintética),
poseen termoestabilidad cercana a los 60 °C [28]. Por otro lado, se reportan variantes de la
cutinasa que trabajan a temperatura ambiente, tales como la nueva cutinasa MtCut proveniente
de Marinactinospora thermotolerans, un organismo que habita en el mar profundo y presenta
una capacidad hidrolizante eficiente del PET a temperatura ambiente, de manera exotépica y
que no posee afectacion alguna ante la acumulaciéon de producto [29].

El uso de las cutinasas abarca multiples industrias: fabricacion de detergentes, procesamiento
de fibras textiles, tratamiento de cueros v fibras sintéticas; optimizacion de la produccion de
productos lacteos, deshidratacion de frutas, extraccion de ingredientes naturales a partir de
la cuticula vegetal y recientemente sus aplicaciones han avanzado a la sintesis de productos
quimicos con centros quirales y la degradacion de polimeros y moléculas toxicas como los
ésteres de ftalatos (ftalato de dimetilo, ftalato de bis(2-etilhexilo) y ftalato de bencilo butilo) [30].

Microorganismos productores de cutinasas con capacidad
enzimatica para la degradacién de plasticos

Los principales microorganismos con capacidad degradadora de plastico son las bacterias,
los hongos, y las levaduras, en ese orden de capacidad para la biodegradacion (Figura 2) [1,
6, 7, 18, 28, 29].

Organismos con potencial
enzimatico para la biodegradacion
de plasticos

Hongos Filamentosos Levaduras Bacterias

Citrobacter

Enterobacter

Aspergillus Thermobifida

I

e

Pseudozyma I Stenotrophomonas |

Fusarium

Mycobacterium

III‘

Penicillium Cryptococcus Comamonas
Streptomyces

Trichoderma

Moniliophthora

Fulvimonas

Marinactinospora

Bacillus

Figura 2. Algunos microorganismos que presentan potencial para la
degradacion de plasticos de un solo uso [1, 6, 7, 18, 28, 29].

Las cutinasas presentan diferencias estructurales segun su origen. Las cutinasas de hongos y
levaduras son mas similares entre si, con una menor proporcion de hélices alfa respecto a las
cutinasas bacteriana; estas diferencias estructurales reflejan adaptaciones especificas de cada
enzima a su entorno natural (Figura 3) [24, 31, 32].
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T. fusca F. solani pisi Cryptococcus sp.

Figura 3. Comparacion de la estructura tridimensional de algunas cutinasas
segun su microorganismo de origen. Adaptado de [19, 31, 32].

La plasticidad de estas enzimas para funcionar en diversas condiciones es esencial para

obtener una degradacion de plasticos eficiente; cada proteina posee cualidades especificas y
diferentes entre si que les permite actuar sobre distintos sustratos (Cuadro 1) [1].

Cuadro 1. Descripcién de algunas cutinasas para la degradacion de plasticos de un solo uso.

TPA,
TfCut2 Thermobifida fusca Cutinasa PET ~60°C MHET, [29]
BHET
Marinactinospora TPA
thermotolerans i QKo ,

MtCut Cutinasa PET 35°C MHET [29]
TfCut Thermobifida fusca Cutinasa PBAT ~65°C TPA [33]
AnCut2 | Aspergillus nidulans | Cutinasa N/A N/A N/A [1, 34]
FsC Fusarium solani pisi | Cutinasa PET N/A W - [35]

MHET
Thermobifida : PBS, PHBV, o
TcCut cellulosilytica Cutinasa PET ~60°C TPA [38, 36]
Thielavia terrestris .
Cut NRRL 8126 Cutinasa PVAC, PCL N/A N/A [36]
Thermobifida alba
Cut AHK119 Cutinasa PLA N/A N/A [30]
Cut AMyCOIAIOPSIS | o inasa | PBS, PCL N/A N/A [30]
mediteranei

PET, tereftalato de polietileno; PBAT, polibutileno adipato-co-tereftalato; PBS, succinato de polibutileno; PHBV,
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato); PVAC, acetato de polivinilo; PCL, policaprolactona; PLA, &cido
polilactico; MHET, mono (2-hidroxietil) tereftalico; TPA, acido tereftalico, BHET, acido bis(2-hidroxietil) tereftalico.
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Herramientas biotecnolégicas para el uso de las cutinasas

La aplicacion biotecnolégica de la enzima cutinasa como una herramienta novedosa en el area
de la biologia sintética merece una mayor investigacion, y el uso de herramientas relacionadas
a la ingenieria genética puede ofrecer opciones valiosas para el mejoramiento de estas enzimas
con la finalidad de obtener cutinasas mas robustas, con mayor eficiencia y estabilidad [29].

Un ejemplo en este ambito es la enzima ThcCut1 de Thermomyces cellullosilytica; esta cutinasa
fue fusionada con dos moédulos de unidén para mejorar la adsorcion y consecuentemente el
proceso de hidrélisis, los modulos provenian de la enzima celobiohidrolasa | de Hypocrea
jecorina (CBM) y de una polihidroxialcanoato depolimerasa de Alcaligenes faecalis (PBM); las
proteinas fueron expresadas en Escherichia coli[18].

Una de las dificultades es la localizacion que posee la enzima dentro de las células, lo que se
advierte como un factor limitante para el contacto directo con el sustrato; afortunadamente, la
solucioén radica en el desarrollo de sistemas donde la proteina se excrete fuera de las células
[18].

También se han explorado estrategias de fusion de proteinas, como por ejemplo la fusion con
el Dermaseptin Sl (DSI) al extremo amino de TfCut2, lo cual resulté en una mejor actividad en
la degradacion del PET, de manera que se alcanza una tasa de descomposiciéon con mayor
efectividad al compararla con la presentada por la TfCut2 basal [37].

La TfCut basal también se ha utilizado para generar cepas mejoradas derivadas de T. fusca
como la TFH, TfU_0882 y TfCut2, las cuales presentan una eficiencia superior en la degradacion
de PET en comparacion a su enzima silvestre [38].

Conclusiones

El estudio de las cutinasas es crucial para avanzar en las tecnologias de degradacion del
plastico debido a su notable capacidad para descomponer los polimeros sintéticos, en
particular el tereftalato de polietileno (PET), que prevalece en los desechos globales. Estas
enzimas, originalmente desarrolladas para degradar la cutina natural en los tejidos vegetales,
han demostrado una eficacia prometedora para romper los enlaces éster del PET y otros
plasticos, 10 que lleva a su descomposicion en moléculas mas pequefnas y manejables.
Comprender y optimizar las cutinasas para la degradacion del plastico no solo proporciona una
posible solucidon biotecnoldgica para mitigar la contaminacion ambiental, sino que también se
alinea con practicas sostenibles al promover el desarrollo de procesos de reciclaje ecolégicos.
En consecuencia, la exploracion de las cutinasas representa un paso vital para abordar el
apremiante problema de los residuos plasticos y mejorar la eficiencia del reciclaje de una
manera mas responsable con el medio ambiente.
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Resumen

Los hongos son organismos presentes en todos los ecosistemas terrestres y cumplen diversos
papeles ecoldgicos en los nichos que habitan. El suelo es una matriz de intenso intercambio
de sefales, que los hongos han aprovechado para establecer todo tipo de interacciones. Sus
relaciones particulares con las raices de las plantas estan determinadas por procesos de
comunicacion que se establecen entre ambos organismos a nivel celular y tisular. Si bien el
concepto de inteligencia en organismos que no sean animales es todavia un tema controversial,
existen evidencias cientificas que apuntan al menos a un nivel basal de inteligencia para guiar
estos procesos de comunicacion y respuesta. En este contexto se describen los conocimientos
mas recientes sobre los hongos rizosféricos, micorricicos y enddéfitos; donde se destacan sus
efectos en la regulacion del crecimiento de las plantas, la nutricion y el intercambio de carbono
y agua, la induccion o la supresion de la resistencia sistémica, la colonizacion celular y la
produccion de metabolitos secundarios, ya sea en relaciones simbidticas o patogénicas. Pese
a los nuevos avances, existen grandes oportunidades de investigacion basica y aplicada para
el aprovechamiento de este dialogo molecular. El objetivo de esta revision fue presentar algunos
de los fenémenos descritos en la interaccion hongo-planta en el suelo y mostrar su relevancia
desde la perspectiva de una “comunicacion inteligente”.

Keywords
Endofites; fungi; hyposphere; rhizosphere; symbiosis; mycorrhizae.

Abstract

Fungi are organisms present in all terrestrial ecosystems and play diverse ecological roles in the
niches they inhabit. Soil is a matrix of intense signal exchange, which fungi have taken advantage
of to establish all kinds of interactions. Their relationships with plant roots are determined by
communication processes established between both organisms at the cellular and tissue
level. Although the concept of intelligence in non-animal organisms is still a controversial
issue, there is scientific evidence that points to at least a basal level of intelligence to guide
these communication and response processes. In this context, the most recent knowledge on
rhizospheric, mycorrhizal and endophytic fungi is described; where their effects on plant growth
regulation, nutrition and carbon and water exchange, induction or suppression of systemic
resistance, cell colonization and production of secondary metabolites, either in symbiotic or
pathogenic relationships, are highlighted. Despite new advances, there are great opportunities
for basic and applied research to exploit this molecular dialogue. The aim of this review was to
present some of the phenomena described in fungal-plant interactions in soil and to show their
relevance from the perspective of “intelligent communication”.

La raiz y el suelo: un universo de relaciones

En términos microscopicos, la matriz del suelo es un espacio de proporciones casi infinitas y de
posibilidades para todas las formas orgéanicas. El suelo puede ser visto como un biomaterial de
alta complejidad pero también como un ecosistema en si mismo 0 como parte del ecosistema
terrestre total [1]. Las diferentes comunidades establecidas poseen sus propias caracteristicas
y dinamicas, por lo que su andlisis ha cobrado relevancia [2]. Para efectos de investigacion,
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existen tres espacios en los que se ha centrado el andlisis de las asociaciones de organismos
del suelo: la rizésfera, la micorrizésfera y las partes mas internas de la raiz de las plantas (Figura

1).

La rizosfera es el espacio inmediatamente cercano a los pelos radiculares. Algunos autores
lo han definido como el espacio del suelo que rodea el tejido vegetal y donde se concentra
la mayoria de los microorganismos [3], otras definiciones la consideran como el ecosistema
que rodea cada pelo o raiz y que es afectado por la planta [4]. Suele, ademas, incluirse
la superficie de la raiz y las primeras capas de células vegetales. Sin lugar a duda, es el
sitio biolégicamente mas diverso del planeta y concentra los grupos mas importantes de
microorganismos en relacion con las plantas [5]. Aca se desarrollan las poblaciones de
fitopatdgenos, biocontroladores, promotores del crecimiento vegetal, inductores de resistencia,
fijadores de nitrégeno, solubilizadores de fosforo, ecto y endomicorrizas, simbiontes de células
vegetales, entre otros [5] .

4\% Micelio HMA

™ Raiz

Rizosfdra Endosfera Hifésfera

Figura 1. Espacios de influencia biolégica en la relacion plantas-hongos. Endésfera, espacio dentro
la planta huésped que alberga microorganismos endosimbiontes; rizésfera, espacio de influencia
exclusivo de la raiz e hifésfera, espacio de influencia de las hifas de hongos simbiontes de la raiz.

A lo interno de la raiz, existe un ambiente para el desarrollo de organismos que guardan una
relacion muy estrecha con las funciones de las plantas. En términos de espacio, hablamos
de las células vegetales que se ubican a lo interno del coértex y que pueden incluir los tejidos
vasculares. Los organismos que han logrado colonizar este espacio han recibido el nombre
de enddfitos [6]. Estos microorganismos, a diferencia de los hongos patégenos, pueden vivir
dentro de las células en sus tejidos internos sin causar dafio o enfermedad [7]. Los enddfitos
son simbiontes que pueden afectar la resistencia de la planta contra patégenos o promover
el crecimiento [8], [9]. Muchos de estos organismos tienen una funcién desconocida hoy dia,
pero es evidente su capacidad de sintesis de metabolitos secundarios, lo que ha incentivado
su investigacion con fines industriales y farmacéuticos [10]

La micorrizésfera o hifésfera es el espacio inmediato que rodea las hifas extra-radiculares de
los hongos micorricicos arbusculares [11]. Este espacio de vida es rico en diversas especies
de hongos y bacterias que conforman comunidades particulares, donde el rol ecoldgico de casi
todas estas especies asociadas es desconocido [12]. La hifésfera es un ecosistema bastante
reciente en cuanto a investigacion, pero las evidencias apuntan a que estas comunidades
desempefian importantes tareas para la nutricion y comunicacion de las plantas, a nivel inter e
intra-especies [13] . La hifésfera suele unir micorrizas de plantas distintas, por lo que se puede
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establecer un tejido altamente complejo que engloba millones de especies de microorganismos,
particularmente hongos, bacterias y nematodos; y ocupa grandes extensiones de terreno,
formando redes muy complejas de transito [14].

Si bien, cada uno de estos tres espacios tiene sus caracteristicas particulares, no existe claridad
en los limites de cada uno, y tratar de delimitarlos es util para el estudio de las comunidades
del suelo y su relacion con las plantas. En términos reales, el suelo es un enorme ecosistema
con microorganismos que se integran en éste, aprovechando el potencial de beneficios que
pueden encontrar, y las plantas, son un recurso mas con el que han establecido relaciones de
diversa indole [15], [16], [17]. Las plantas han desarrollado respuestas para cada una de estas
relaciones y han aprovechado a los microorganismos de forma reciproca [18].

Dialogo inteligente entre hongos y plantas

El mantenimiento de la vida en la Tierra depende de una adecuada sincronia entre las plantas
y los microorganismos. Las plantas son productores primarios que incorporan la energia solar
en las cadenas tréficas, pero ninguno de los procesos biolégicos actualmente conocidos seria
posible sin la participacion de los organismos que viven entre el suelo y estan adheridos a
las particulas de éste. En este caso, el suelo actia como una matriz 0 como un material que
posibilita la transferencia de biomasa, moléculas, energia y sefales de todo tipo entre las
diferentes poblaciones de microorganismos y plantas [19], [20].

En términos de tamafio, el suelo brinda un universo de posibilidades para las relaciones
entre hongos, bacterias, nematodos, virus, protozoos, invertebrados y plantas. Los recursos
disponibles, la variabilidad genética presente y los factores evolutivos han promovido el
desarrollo de las comunidades de seres vivos en casi cualquier condicion en respuesta a la
dinamica del suelo [21], [22], [23].

El establecimiento exitoso de una comunidad en un ecosistema necesita de una intensa y clara
comunicacion entre todas las especies participantes, a fin de encontrar nichos suficientes
y promover relaciones diversas [24], [25]. La comunicacion o el “dialogo” inter-especies
implica validar la posibilidad de la inteligencia para otros seres que no sean animales y que
la comunicacion se dé mediante elementos no verbales o de movimientos. Este concepto de
inteligencia ha sido un tema de intenso debate en las Ultimas década [26], [27], [28].

La mirada tradicional de la inteligencia como una cualidad exclusiva de los animales ha sido
cuestionada en numerosas oportunidades[29] [30], y se ha ido esbozando una definicién de
la inteligencia como la capacidad de responder a estimulos y transmitir informacion, sin que
este proceso sea coordinado por un érgano central conocido (cerebro) [31], [32]. Bajo este
nuevo enfoque, una gran cantidad de seres vivos podrian estar desarrollando comportamientos
inteligentes.

En el caso de los hongos, desde hace algunas décadas, se han buscado respuestas acerca
de posibles conductas inteligentes relacionadas con el crecimiento y la supervivencia [33].
Experimentos han mostrado que algunos hongos son capaces de mostrar actividad eléctrica
de forma similar a las neuronas [34], en especies como Ganoderma sp. Psilociybe cubensis y
Pleurotus djamor, mediante las oscilaciones determinadas con electrodos de iridio. Ademas,
los hongos son capaces de exhibir comportamientos y solucionar problemas de forma similar
a algunas especies animales [35], [36], [37].

No obstante, hablar de dialogo entre especies supone una mayor complejidad y coordinacion
[38]. Involucra procesos de percepcion, emision y recepcion de informacion entre organismos
que pueden estar en dominios y reinos diferentes; tal es el caso de la comunicacion entre
hongos y plantas [39], [40]. Ademas, se deben considerar los aspectos ambientales, fisicos,
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quimicos y estructurales del sistema suelo, y el espacio donde esa comunicacion se desarrolla:
la rizosfera, la micorrizésfera y probablemente mas alla. Hoy en dia, existen evidencias de
procesos de comunicacion inter-especificos en el suelo y sus consecuencias para la vida
vegetal. Estas muestran como las plantas son capaces, mediante sefiales bioquimicas vy la
activacion de rutas metabdlicas, de memorizar y aprender de estimulos ambientales promovidos
por microorganismos [41], [42].

Las micorrizas y la red de informacion, materia y energia

Los hongos micorricicos son organismos edaficos que forman una estrecha relacion simbidtica
con las raices de mas del 90 % de especies vegetales, siendo una de las relaciones bioldgicas
mas antiguas de la Tierra, con registros fosiles desde hace 450 millones de afios; es decir, han
sido parte fundamental de la evolucion de la vida en tierra firme [43].

Los hongos micorricicos pueden agruparse de una forma simple en endomicorrizas y
ectomicorrizas, dependiendo de las estructuras que forman durante el proceso simbidtico.
Las endomicorrizas forman estructuras conocidas como arbusculos y vesiculas, mientras que
las ectomicorrizas forman estructuras en la epidermis radical, conocida como mantillo [44].
Actualmente, la clasificacion de las micorrizas es mas compleja que esto, pero en términos
practicos, estos dos tipos han centrado el interés de los investigadores por su potencial agricola
y ecolégico.

Esta relacion tan estrecha ha sido ampliamente estudiada desde hace unos 150 afios, y se ha
llegado a comprender que no se limita al intercambio de nutrientes, donde el hongo le brinda
elementos de dificil acceso a la planta y esta le da fotosintatos al hongo. También involucra
complejos procesos en un didlogo molecular que no se limita solo a su huésped, sino a toda la
biota edafica [45].

La comunicacion entre el hongo y el hospedero se basa en la produccion y reconocimiento
de moléculas de sefializacion, conocidas como infoquimicos. Por parte de la planta se conoce
la estrigolactona, y por parte del hongo, los oligbmeros de quitina de cadena corta (Myc-Cos)
son los mas evidentes, pero se tienen evidencias de otras moléculas involucradas en estos
procesos de comunicacion, como NOPE1 (NO PERCEPTION1), DLK2 (DWARF14-LIKE2), SP7
(Secreted Protein?), la co-chaperona tipo Il de HSP40 SIS1, entre otros [46], [47].

Las hifas de los hongos micorricicos pueden llegar a asociarse a otras plantas distintas a su
huésped inicial, inclusive de diferentes especies [48], formando una conexién entre ambos
organismos por la cual pueden intercambiar nutrientes e infoquimicos mediante cinco vias
descritas hasta el momento. Estas vias son mediante el citoplasma del hongo, usando el
apoplasto y la mediacion por transportadores de membrana, mediante la hifésfera, por el flujo
de agua en la superficie de la hifa, y por un corddn micelar [49]. Existen otros mecanismos
diferentes a las moléculas infoquimicas, como los impulsos eléctricos por polarizacion de la
membrana plasmatica por gradientes de Ca?* y especies reactivas de oxigeno [50].

Los hongos micorricicos también cumplen un papel importante en la ecodinamica edéfica,
ya que logran modificar su ambiente mediante la produccion de glomalinas y proteinas
relacionadas con la glomalina (GRSP) que afectan la agregacion de las particulas de suelo
y disminuyen la toxicidad de metales pesados, generando asi un ambiente estable para el
desarrollo microbiano. Ademas, la red micorricica sirve de “autopista” que permite la migracion
de microorganismos benéficos hacia la rizésfera de plantas aun no colonizadas [51], [52].

Los compuestos exudados por los hongos micorricicos son capaces de favorecer el crecimiento
de grupos especificos de bacterias en su hifésfera, tales como Betaproteobacteriales,
Myxococcales, Fibrobacterales, Cytophagales, Chloroflexales, y Cellvibrionales, donde los
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Myxococcales y Fibrobacterales son los mas comunes. Ademas, estos exudados son parte
fundamental de los circuitos del Quorum Sensing (comunicacién microbiana, denominada
percepcion de cudérum o autoinduccién), ya que son capaces de inducir la sintesis de
compuestos antibidticos en bacterias del género Pseudomonas, como el 2,4-diacetilfloroglucinol
(DAPG) [52].

Ademas de la influencia en la poblacién bacteriana, se han determinado interacciones
micorricicas con hongos como Penicillium sp., nematodos e insectos, mediante la induccion y
produccion de compuestos volatiles atrayentes o repelentes [53], [54], [55]. Estas interacciones
han influenciado el que muchos autores sugieran que la correcta interaccion entre la biota
edéfica y la planta depende de la interaccion fisica y quimica con los hongos micorricicos [56].

Hongos rizosféricos y endofitos como inductores de resistencia sistémica

Las plantas poseen sistemas de defensa que pueden actuar de forma local en los puntos donde
los patdgenos atacan el tejido directamente, o de forma sistémica a través de mecanismos de
memoria y respuesta quimica mediada por proteinas e induccion de genes de resistencia [57].

Los hongos que han logrado establecerse en la rizésfera y han atravesado las primeras capas
de la corteza de la planta, incluso los que se consideran enddfitos y viven en los tejidos mas
internos, son capaces de generar sefiales que activan o desactivan estos mecanismos de la
resistencia sistémica [58]. Actualmente se reconocen al menos tres tipos de resistencia: la
estimulada por organismos fitopatégenos, la mediada por microorganismos benéficos, y la que
desencadenan los herbivoros en los ataques foliares [59].

Los hongos patdgenos y sus plantas hospederas han co-evolucionado para maximizar
sus opciones de supervivencia. La planta ha desarrollado mecanismos de reconocimiento
de moléculas inductoras para disparar las reacciones de defensa y evitar el desarrollo de
enfermedades [60]. El patdégeno por su parte, ha buscado formas de evasion de estos sistemas
de reconocimiento y defensa, lo que le permite infectar el tejido, crecer y dispersarse [61]. El
fendmeno de patogénesis es la relacion méas estudiada entre plantas y hongos. Las reacciones
de reconocimiento y resistencia entre un hongo patdégeno y su hospedero forman parte de un
mecanismo complejo denominado resistencia sistémica adquirida (SAR) [62].

En el caso de los hongos benéficos y los enddfitos, éstos han desarrollado estrategias para
desactivar los mecanismos de reconocimiento inicial por parte de la planta, de forma tal que
estos organismos pueden penetrar dentro de los tejidos sin ocasionar una aparente reaccion
de defensa. Los organismos enddfitos no activan sefiales de resistencia y pueden colonizar
células en la parte mas interior de los tejidos vegetales [63]. Los organismos benéficos son
tolerados hasta cierto punto en los tejidos vegetales, pero vuelven a activar la resistencia de la
planta una vez que han alcanzado ciertas capas de la corteza. Este tipo de resistencia se llama
a resistencia sistémica inducida (RSI) [64].

Coordinar los eventos de reconocimiento y defensa por parte de una planta durante la
interaccion con la diversidad de microorganismos presentes en el suelo es una tarea compleja
gue involucra el manejo de una gran cantidad de informacion y de energia [65], [66]. A lo interno
de la planta este flujo se realiza mediante cascadas moleculares de proteinas o intermediarios
metabdlicos, que en algunos casos son todavia desconocidos y que tedricamente pueden
moverse de forma intercelular y entre los diferentes érganos de la planta [67]. Ademas, existe
un nivel de comunicacion entre plantas, la cual se lleva a cabo con la ayuda de compuestos
volatiles (VOCs) en algunos casos, y mediante la red de micorrizas del suelo en otros casos
(68] [38].
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Crecimiento vegetal mediado por hongos del suelo

Existe una variedad de hongos que promueven el crecimiento vegetal mediante relaciones
simbidticas en la raiz, donde el hongo le da a la planta acceso a recursos del suelo, como
agua y nutrientes a los que las raices no pueden llegar, o bien a modo de proteccion de la
planta huésped del atague de patdégenos, o aumentando la adaptabilidad del hospedero a
condiciones adversas [69], [70].

Dentro de estos hongos que promueven el crecimiento vegetal encontramos hongos micorricicos
y rizosféricos como Trichoderma, Penicillium, y Fusarium en Taxuss baccata, Xylaria en citricos
y canela, Phomopsis en Allanmands catharticay Plumeria, Botrytis en Ficus sp., Alternaria sp. en
pinoy Aspergillus sp. en Bauhinia, entre otros [70], [71]. Asi mismo, algunos géneros de hongos
como Gliocladium, Phoma, Phytophthora, Rhizoctonia, Talaromyces mejoran el crecimiento en
plantas como tomate, manzana, pera, zanahoria, pepino, entre otras [72].

Los hongos enddfitos también han demostrado su capacidad para afectar el crecimiento del
hospedero de manera positiva en su mayoria son ascomycetes, aunque se pueden encontrar
representantes de basidiomicetes, zygomycetes y oomycetes [73]. Se ha reportado que
Phomopsis sp. es capaz de secretar compuestos organicos volatiles con capacidad antifungica
como benzeno, etanol, 2-propano y un monoterpeno conocido como sabineno; compuestos
similares han sido detectados en el hongo enddfito Penicillium decumbens. Ademas de las
capacidades antimicrobianas, muchos de los compuestos voléatiles también presentan efectos
benéficos sobre el crecimiento vegetal [71] .

Los compuestos promotores del crecimiento vegetal producidos por hongos son fitohormonas
como el acido indolacético, acido giberélico, el jasmonato, citoquininas, el acido salicilico y una
variedad de metabolitos secundarios y vitaminas. Estas biomoléculas son capaces de brindar
una mayor capacidad de adaptacion a las condiciones adversas, como el caso del hongo
Epichloé bromicola, que es capaz de aumentar la tolerancia de la cebada silvestre al estrés
salino [74].

Algunos otros hongos simbiontes, como es el caso de Aspergillus niger, Trichoderma harzianum
y Penicillium chrysogenum, ademéas de proteger la raiz del ataque de patdégenos, también
han demostrado promover la transferencia y captacion de amonio en plantas de maiz, y son
capaces de aumentar el largo y peso de las raices [74]. Casos similares se han reportado
en otros cultivos como en chile con el hongo Xylaria regalis, que incrementa la absorcion de
nitrégeno y la sintesis de clorofila [74]. También se ha descrito un aumento en la solubilizacion
y absorcion de fésforo, hiero di y trivalente, potasio, calcio, zinc, entre otros [74].

Los hongos fitopatdgenos también pueden producir fitohormonas [75]. Una de las estrategias
para facilitar la penetracion de tejidos por parte de estos hongos es promover el crecimiento
celular de forma localizada o en ¢rganos completos para encontrar espacios donde la
penetracion sea mas sencilla [76]. Mediante estas estrategias, el fitopatdgeno puede lograr el
adelgazamiento de paredes celulares o su desprendimiento, el aumento del volumen celular, el
ensanchamiento de espacios intercelulares y aberturas entre capas de células, o la inactivacion
de sefiales de defensa [77], [78]. Ademas, al incrementar el tamafio de érganos infectados,
estos organismos pueden tener mayor espacio para su reproduccion y mayor oportunidad de
diseminacion o sobrevivencia.

Ya sea en relaciones simbidticas o patogénicas, los hongos del suelo son capaces de imitar
la produccion de compuestos que estimulan el crecimiento vegetal, y son los procesos
de coevoluciéon y sobrevivencia quienes dictan el resultado de la interaccion entre ambos
organismos en un ecosistema particular.
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Conclusiones y Perspectivas

Las evidencias actuales senalan que las interacciones de las plantas y los hongos son muy
variadas y muchas de sus causas y efectos son totalmente desconocidos, lo que abre grandes
oportunidades de investigacion basica y aplicada.

El estudio del dialogo entre estos dos reinos biolégicos esta en pleno auge y, aungue tiene
grandes vacios de conocimientos, ofrece enormes oportunidades, sobre todo en el sector
agricola de produccion de alimentos. La idea de dirigir el crecimiento y la productividad
vegetal a través de sefiales moleculares iniciadas por los hongos del suelo es apasionante y
prometedora.

El Laboratorio de Biocontrol del Centro de Investigacion en Biotecnologia del Instituto
Tecnolégico de Costa Rica tiene mas de una década estudiando el dialogo molecular entre
hongos y plantas, enfocado en las relaciones que se establecen en los agroecosistemas
tropicales. Se ha puesto particular énfasis en dos areas de trabajo: la resistencia sistémica
promovida por hongos antagonistas, y los efectos de las micorrizas arbusculares en cultivos de
exportacion.

En el primer caso, se han buscado evidencias para relacionar el crecimiento, la defensa vy la
productividad con la induccién de resistencia sistémica vegetal de parte de hongos que han
sido considerados antagonistas de fitopatégenos. Particularmente, se ha analizado la respuesta
en el cultivo de cebolla y ajo a los patdégenos Setophoma terrestris, Fusarium oxysporum
y Stromatinia cepivora mediada por hongos del género Trichoderma. Los resultados han
mostrado evidencias de estimulacion de resistencia sistémica inducida (RSI) y resistencia
mediada por acido salicilico (SA-dependent), no asi de resistencia sistémica adquirida (SAR),
asi como incrementos sensibles en la productividad al final de la estimulacion [79], [80].

En cuanto a los efectos de las micorrizas arbusculares, se estan buscando evidencias de
la trasferencia de sefiales entre plantas separadas, pero conectadas a través de redes de
micorrizas previamente caracterizadas y clasificadas, usando los modelos del café y la
pifia como cultivos de interés en el Tropico. Con esto, se busca optimizar la elaboracion de
inoculantes de media y alta tecnologia, cuyo uso pueda aportar en los esquemas de fertilizacion
de estos cultivos y reducir la dependencia de fertilizantes sintéticos.

El estudio de la composicion de las comunidades de microorganismos del suelo y del filoplano
son elementos clave para avanzar en la comprension del didlogo molecular y sus efectos
fisioldgicos en las plantas. Las técnicas de biologia sintética y herramientas como CRISPR-Cas
permitiran a muy corto plazo, incorporar los beneficios de la comunicacién hongo-planta, dentro
de sistemas agricolas altamente eficientes.

La posibilidad de descifrar e imitar la comunicaciéon que se da entre los organismos del
suelo y las plantas, sumado a las nuevas herramientas de trabajo molecular (metagendémica,
protedmica y transcriptémica), y con las potentes herramientas de analisis de datos, permitira el
desarrollo de insumos y tecnologias biolégicas que colaboren con la sostenibilidad alimentaria
y ambiental.
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Resumen

Ciertos hongos de pudricion blanca, como Ganoderma sp., son capaces de secretar ligninasas,
tales como las manganeso peroxidasas y las lacasas. Estas enzimas tienen un alto valor
econdmico debido a su potencial para la degradacion de residuos agroindustriales, tales
como los residuos de la actividad pifiera, los cuales tienen graves impactos negativos a nivel
medioambiental en Costa Rica, y se ha resaltado la necesidad de integrar esos desechos a
algun proceso para convertirlos en productos con mayor valor agregado. El objetivo de esta
investigacion consistié en determinar las condiciones Optimas de una fermentacion en estado
liquido para la produccion de enzimas del hongo Ganoderma curtsii. con el potencial para la
degradacion lignocelulésica. Para obtener la mayor actividad enzimatica se requirio el uso de
un medio bajo en nutrientes, con un pH acido, en ausencia de fibras de pifia, y al menos 12
dias de incubacion. Los resultados mostraron que es posible el aprovechamiento de residuos
agricolas, especificamente enfocado en la integracion de rastrojos de la actividad pifiera en
Costa Rica, a un proceso de economia circular.

Keywords
Laccase; lignocellulosic degradation; manganese peroxidase; white rot fungus.

Abstract

Certain white rot fungi, such as Ganoderma sp., are capable of secreting ligninases, such as
manganese peroxidases and laccases. These enzymes have a high economic value due to their
potential for the degradation of agroindustrial waste, such as waste from the pineapple activity,
which has serious negative environmental impacts in Costa Rica, and the need to integrate
these wastes into products with greater added value has been highlighted. The objective of this
research was to determine the optimal conditions of a liquid fermentation for the production of
enzymes from the fungus Ganoderma curtsii with the potential for lignocellulosic degradation. To
obtain the greatest enzymatic activity, the use of a medium low in nutrients, with an acidic pH,
in the absence of pineapple fibers, and at least 12 days of incubation was required. The results
showed that it was possible to use agricultural waste, specifically focused on the integration of
stubble from the pineapple activity in Costa Rica, into a circular economy process.

Introduccién

Actualmente, la actividad pifiera en Costa Rica tiene una alta importancia debido a su impacto
econdmico, social y ambiental [1]. Dicha relevancia se refleja en el crecimiento acelerado
de esta industria, impulsado por la venta internacional de pifia, segun datos de la Secretaria
Ejecutiva de Planificacion Sectorial Agropecuaria (SEPSA) [2]. Sin embargo, la actividad pifiera
ha generado cuestionamientos sobre sus implicaciones negativas, especificamente a nivel
ecoldgico y de salud publica [3], debido a los residuos lignocelulésicos que no han logrado
ser integrados a algun proceso para convertirlos en productos con mayor valor agregado,
como la alimentacion animal o como abono [4] y que generan problemas de contaminacion y
proliferacion de plagas [5].
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Lavalorizacion de residuos agroindustriales se puede lograr através de procesos biotecnolégicos,
particularmente mediante el uso de los residuos como sustrato [6]. Por ejemplo, se ha reportado
el uso de hongos de pudricion blanca en residuos agroindustriales para la produccion de
enzimas [7]. Ciertos hongos de pudricién blanca, como Ganoderma sp., son capaces de
secretar ligninasas, enzimas con alto valor econémico [8], como por ejemplo las manganeso
peroxidasas y las lacasas [10], las cuales se podrian utilizar para el manejo de residuos de pifia,
entre otros residuos agroindustriales.

En esta investigacion se buscd determinar las condiciones Optimas de una fermentacion en
estado liquido del hongo Ganoderma curtisii para la produccion de enzimas con potencial
lignoceluldsico, con miras a la generacion de alternativas para integrar los residuos de la
actividad pifiera en Costa Rica (rastrojos) a procesos de economia circular.

Materiales y métodos

Material vegetal. El proyecto se realizd6 en los laboratorios del Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CIB), del Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR). El hongo Ganoderma
curtisii fue obtenido de la Coleccion de Hongos de la Escuela de Ingenieria Forestal del Instituto
Tecnologico de Costa Rica (accesion numero CIIBI-007A; permiso de acceso a la biodiversidad
CONAGEBIO N° R-CM-ITCR-002-2022).

Preparacion de cultivo en placa de G. curtisii. El cultivo de G. curtisii en placa se realizdé en
medio agar papa-dextrosa (PDA) durante una semana a 30 °C [9].

Medios liquidos para el cultivo de G. curtisii. Se probaron dos medios de cultivo liquido a
diferentes pH (pH 3.5y pH 5.5), con el fin de determinar las condiciones ¢ptimas para el cultivo
del hongo y la produccion enzimatica: medio control reportado previamente [9] y un medio
Sabouraud OXOID™ modificado para la produccion enzimatica (Cuadro 1). Ademas, ambos
medios se probaron con 1 g de rastrojo de pifia micronizada (3.35 mm, malla #6), como posible
elicitor de actividad enzimatica.

Cuadro 1. Composicion de los medios de cultivo liquidos para el cultivo de Ganoderma curtisii.

Medio Control [9] | Medio Modificado
Componente > -~
Concentracién Concentracion
Agua destilada 1L 1L
Glucosa 30 g/L 4 g/L
K,HPO, 0.5 g/L -
KH,HPO, 0.5 g/L -
Peptona 5 g/L 0.8 g/L
MgSO,7H,0 0.5 g/L -
Tiamina 0.05 g/L -
Aceite de oliva 4 mL -
Caldo Sabouraud - 1g/L

Condiciones de crecimiento del hongo. En Erlenmeyers de 150 mL se montaron, por triplicado,
cultivos con 75 mL medio (control y modificado) con tres granulos de G. curtisii obtenido en
placa y se incubaron a temperatura ambiente y agitacion orbital a 100 rpm por 12 dias. Se
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probaron cuatro tratamientos en el medio control y cuatro tratamientos en el medio modificado,
para evaluar los efectos del nivel de acidez (pH 3.5y pH 5.5) y de la presencia y ausencia de
fibra de pifia micronizada (Cuadro 2) en la produccion enzimatica.

Cuadro 2. Nomenclatura asignada a los tratamientos empleados para el
cultivo de Ganoderma curtisii con residuos del cultivo de pifia.

Nomenclatura Composicion del medio de cultivo
1AX Medio control con pH 3.5 sin fibra de pifia
1BX Medio control con pH 5.5 sin fibra de pifia
1AC Medio control con pH 3.5 con fibra de pifia
1BC Medio control con pH 5.5 con fibra de pifia
2AX Medio Sabouraud modificado con pH 3.5 sin fibra de pifia
2BX Medio Sabouraud modificado con pH 5.5 sin fibra de pifia
2AC Medio Sabouraud modificado con pH 3.5 con fibra de pifia
2BC Medio Sabouraud modificado con pH 5,.5 con fibra de pifia

Cuantificacion de actividad enzimatica. Se evalud la actividad enzimatica de dos ligninasas,
la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa (Lac) en muestras de los medios de cultivo
empleando la metodologia descrita por Solano-Meza [10]. Se realizaron cuatro repeticiones
en cada condicion de cultivo. Cada cuatro dias, durante 12 dias se tomaron muestras de 1
mL de cada cultivo para su posterior andlisis de cuantificacion de actividad enzimatica en
espectrofotometro.

La actividad enzimatica de MnP se evalud utilizando el método de oxidacion de rojo fenol
propuesto por Glenn y Gold [11]. La mezcla de reaccidon contenia lactato de sodio 25 mM,
sulfato de manganeso 2 mM, albumina de huevo al 0.1%, rojo fenol al 2%, amortiguador
succinato-lactato (pH 4.5) 20 mM, y 150 uL de muestra de medio de cultivo. La reaccion se
inicid con peroéxido de hidrogeno (2 mM) y se detuvo a los 5 min con hidroxido de sodio (2 N),
midiendo la absorbancia a 431 nm en un espectrofotometro UV-VIS. La actividad del MnP (Ul)
es la cantidad de enzima requerida para transformar 1 umol de rojo fenol y es expresada como
actividad especifica volumétrica (Ul/mL) en la fermentacion liquida.

La actividad enzimatica de Lac se basd en el método de oxidacion del radical ABTS (acido
2,2>-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfénico) descrito por More et al. [12]. La mezcla de
reaccion consistio en 5.0 mM de ABTS, 100 mM de amortiguador acetato de sodio a pH 4.5, y
150 pL de muestra de medio de cultivo. El cambio en la absorbancia se midié a 420 nm. Una
unidad de actividad Lac (Ul) es definida como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1
umol de ABTS y se reporta como actividad especifica (U/mL) en la fermentacion liquida.

Cinética enzimatica de G. curtisii bajo las condiciones Optimas. Luego de determinar los
tratamientos con las mejores condiciones para la actividad enzimatica de MnP y Lac, se
evaluo la cinética enzimatica de G. curtsii en términos de MnP y Lac bajo estas condiciones.
En Erlenmeyers de 250 mL se montaron seis réplicas, con 75 ml del medio optimizado, con
tres granulos de G. curtisii obtenido en medio semisdlido, a temperatura ambiente, en agitador
orbital a 100 rpm, durante 12 dias. Cada tres dias, se tomaron muestras de 1 mL de cada
cultivo, para su posterior anélisis de MnP y Lac como se indico previamente.

Microscopia electronica de barrido. En el Laboratorio Institucional de Microscopia (LIM) del
ITCR se analizaron muestras de rastrojo de pifia micronizado, incubado en las condiciones
Optimas con extracto de G. curtsii por 12 dias y 62 dias. Se utilizé un microscopio electrénico
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de barrido (Hitachi TM3000) siguiendo la metodologia descrita por [13] para el andlisis de
microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). Las muestras se fijaron al
vacio por 30 min con fijador de Karnovsky, luego de 48 h se realizé un lavado con amortiguador
Sorensen por 15 min, una post fijacion con tetradxido de osmio (concentracion) por dos horas,
y dos lavados con agua destilada, para su posterior deshidratacion por 10 minutos utilizando
etanol a diferentes concentraciones (30, 50, 70, 80, 90, 95, 100%) y por ultimo, un secado de
punto critico con diéxido de carbono.

Andlisis estadistico. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA)de tres vias utilizando GraphPad
Prism v. 10.1.1. a los datos obtenidos en la optimizacion de produccion enzimatica, donde se
analizaron los factores “tipo de medio de cultivo”, “presencia o ausencia de fibra de pifia en
el medio de cultivo” y el “tipo de enzima producida” bajo circunstancias de pHa 3.5y a 5.5, a
partir de los resultados del area bajo la curva (AUC) en la cinética enzimatica. Adicionalmente,
se realizd una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) por el método de Tukey para concluir
estadisticamente bajo cudles condiciones se obtuvieron los mejores resultados en obtencion de

produccion enzimatica, a través del software MINITAB version 2018®.

Resultados y discusion

Se analizaron las condiciones Optimas para la actividad enzimatica de MnP y Lac producidas
por G. curtsii. En todos los casos, se obtuvo mayor actividad enzimatica de MnP respecto a Lac
(Figuras 1, 2 y 3). La mejor actividad enzimatica de MnP se obtuvo en los medios Sabouraud
modificados a pH 3.5 y pH 5.5 sin fibra de pifia (Figura 3A, medios 2AX y 2BX), mientras que
la actividad enzimatica de Lac fue muy similar en todas las condiciones, con pocas diferencias
significativas, aunque con resultados levemente mejores en los medios control a pH 3.5 y pH
5.5 con fibra de pifia (Figura 3A, medios 1AC y 1BC).

Se obtuvo poca diferencia significativa entre pH 3.5 y pH 5.5 para la actividad MnP y ningun
efecto significativo del pH en la actividad Lac (Figura 3, Cuadro 3). Esto concuerda con estudios
previos, que han mostrado maxima actividad enzimatica para las lacasas fungicas en valores
de pH entre 2.5y 6.0 [14], [15], [16], [17] y con un pH &ptimo alrededor de 3 [18], [19], v
maxima actividad enzimatica para las manganeso peroxidasas en valores de pH entre 4 y 6 con
un pH 6ptimo alrededor de 5 [20], [21].
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Figura 1. Cinética de las enzimas manganeso peroxidasa (MnP) (azul) y lacasa (Lac) (rojo) producidas por
G. curtsii en dos medios de cultivo liquidos (medio control y medio Sabouraud modificado) a pH 3.5y 5.5
cada uno, con y sin fibra de pifia micronizada (FP), durante 12 dias (promedio + desviacion estandar, n =

4). A) 1AX B) 2AX C) 1BX D) 2BX E) 1AC F) 2AX G)1BC H) 2BC. (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

No hubo diferencia significativa en la actividad enzimatica de MnP y Lac producidas por G.
curtsii entre el medio de cultivo control y el medio Sabouraud modificado (p > 0.05) (Cuadro 3).
Esto significa que el medio de cultivo por si solo no influyd significativamente en la produccion
enzimatica por parte del hongo, a pesar de que el medio control estda mas enriquecido con sales,
vitaminas y nutrientes respecto al medio Sabouraud modificado, el cual tiene una composicion
mas reducida en nutrientes (Cuadro 1).
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Figura 2. Area bajo la curva (promedio + desviacién estandar, n = 4) de la actividad enzimética
de manganeso peroxidasa (MnP; A) y lacasa (Lac; B) producidas por G. curtisii cultivado
durante 12 dias en medio control y medio Sabouraud modificado, con presencia y ausencia de
fibra de pifia (FP) micronizada, a pH de 3.5y 5.5. (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

Cuadro 3. Valor de significancia (p) del anélisis de ANOVA de tres vias del area bajo la
curva de la actividad enzimatica de manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) producidas
por G. curtisii cultivado durante 12 dfas en medio control y medio Sabouraud modificado,
con presencia y ausencia de fibra de pifia (FP) micronizada, a pH de 3.5y 5.5.

Fibra de pifia (presencia vs. ausencia) 0.0008 ns*

pH (3.5 vs. 5.5) 0.0085 ns*

Medio de cultivo (control vs. Sabouraud modificado) ns* ns*
Fibra de pifia x pH x Medio de cultivo 0.0409 ns*

*ns = no significativo con p > 0.05 (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

La fibra de pifia micronizada se agregd al medio de cultivo como un posible inductor de la
actividad enzimatica. Investigaciones previas [22] han demostrado que es posible desencadenar
la induccion de actividad ligninolitica con la presencia de altos niveles de lignina proveniente
de sustratos lignoceluldsicos naturales, ya que funcionan como un inductor natural y fuente de
carbono para la producciéon enzimatica. Otros autores han mostrado que al afadir rastrojos
de pifia se ofrece mayor disponibilidad de carbohidratos solubles, compuestos aromaticos y
microelementos, que sirven como promotores de la produccion de enzimas [23].

Sin embargo, la mejor fuente de carbono para Lac y MnP es la glucosa [24]. En otros hongos
de pudricion blanca, un nivel alto de glucosa en el medio de cultivo reprimio la sintesis de
estas dos enzimas, posiblemente por la represion de catabolitos de carbono, donde los hongos
asimilan glucosa antes de cambiarse a fuentes de carbono menos favorables, reprimiendo los
genes que codifican las enzimas lignoceluloliticas para utilizar fuentes secundarias de carbono
como la lignocelulosa [25]. Esto coincide con los resultados obtenidos, donde la presencia
de fibra de pifia no tuvo efectos significativos en la actividad Lac, y la actividad de la MnP fue
significativamente mejor en los medios sin fibra de pifia (Cuadro 3, Figura 3).
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Figura 3. Actividad enzimatica (promedio + desviacion estandar, n = 4) de manganeso peroxidasa (MnP;
A) y lacasa (Lac; B) producidas por G. curtisii a los 12 dias de incubacién en medio control y medio
Sabouraud modificado, con presencia y ausencia de fibra de pifia micronizada, a pH de 3.5y 5.5. Letras
diferentes indican una diferencia significativa (p < 0.05). (Anélisis de varianza ANOVA con el método Tukey
al 95% de confianza, MINITAB v. 2018; grafico obtenido mediante GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

Para la eleccion del medio de cultivo optimizado, se eligié el medio 2AX (medio Sabouraud
modificado, pH de 3.5 y sin fibra). Se priorizé la actividad enzimatica de MnP, ya que esta
enzima se produjo en una cantidad considerablemente mayor que Lac. Ademas, la enzima
MnP contribuye en gran manera a la obtencion de biopulpa, que es de gran interés industrial
para la elaboracion de diversos productos [26], lo cual atribuye a su atractivo econdémico.
Adicionalmente, la produccion de ambas enzimas mostré una tendencia de aumento bajo
este tratamiento (Figura 1). Ademas, el medio Sabouraud modificado presenta menos macro
y micronutrientes que el medio control, abaratando los costos de eventuales fermentaciones
(Cuadro 1).

Al evaluar la cinética de la actividad enzimatica de G. curtsii en el tratamiento 2AX (medio
Sabouraud modificado, pH 3.5y sin fibra de pifia) (Figura 4), la mayor actividad enzimatica para
MnP (1725 U/mL) se presentd a los 12 dias, lo cual corresponde con lo reportado con otros
autores [27], quienes indican que la actividad de MnP aumenta al llegar al 10 dia y llega a su
maximo en el dia 15 al utilizar tres hongos de pudricion blanca en residuos lignocelulésicos.
En el caso de la actividad enzimatica de Lac de G. curtsii, se evidencidé como desde el dia 9
surge una tendencia a su disminucion, 1o cual coincide con otros estudios donde Lac llega a su
maxima actividad (1059.2 U/L) en el dia 10, después del cual empieza a reducirse [28].
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Figura 4. Cinética de las enzimas manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac)
de Ganoderma curtsii en medio Sabouraud modificado a pH 3.5 durante 12 dias
(promedio + desviacion estandar, n = 6). (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).
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Finalmente, mediante microscopia electronica de barrido, se observo la ultraestructura de un
rastrojo de pifia micronizado sin ningun tratamiento (Figura 5A y 5B) y de un rastrojo de pifia
sometido a un tiempo de incubacion de 12 (Figura 5C y 5D) y de 62 dias (Figura 5E y 5F) en
las condiciones optimizadas de cultivo para Ganoderma curtsii. En las muestras control, los
rastrojos de pifia muestran solamente los efectos del tratamiento mecanico (la molienda de los
rastrojos), donde se visualizan fibras definidas y pequefios blogues de hojas. Tras solamente
12 dias de degradacion, es posible visualizar erosion en la pared celular de las fibras pifia asf
como las esporas del hongo Ganoderma curtisii colonizando la lamina celular. Luego de dos
meses, se observa como el tejido vegetal ha sido colonizado por micelio de Ganoderma curtisii,
el cual es posible reconocer por sus esporas de forma ovalada y su tamafio [29]. En un estudio
similar de degradacion por hongos de pudricion blanca en palma aceitera, estos cambios
sugieren una modificacion de la lignina [30]. Las cavidades microscopicas formadas dentro
de los tejidos (Figura 5E) y la migracion de las hifas fungicas son signos de una avanzada
degradacion en tejidos vegetales [31].

Figura 5. Microscopia electrénica de barrido (SEM) de rastrojos de pifia micronizada
sin tratamiento (A y B), e incubada por 12 dias (C y D) o 2 meses (E y F) con el hongo
Ganoderma curtisii cultivado en medio liquido Sabouraud modificado a pH 3.5.
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Conclusiones

Las condiciones Optimas para la produccion enzimatica de MnP de G. curtsii fueron las
obtenidas a pH 3.5 en un medio Sabouraud modificado bajo en nutrientes durante un periodo
de 12 dias. La adicién de fibras de pifia no mejoro la produccion de ninguna de las enzimas de
interés (MnP y Lac); sin embargo, se verificd la capacidad de ambas enzimas para degradar
rastrojos de pifia. En experimentos futuros, se recomienda utilizar medios de cultivo con minima
o nula fuente de carbono en la forma de glucosa, lo cual podria mejorar la produccion de estas
enzimas.
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Palabras clave

Alcaloides psicoactivos; hongos; potencial biomédico; farmaco con fines médicos; farmaco
alucinégeno.

Resumen

Los hongos juegan un papel clave en el mantenimiento de la vida en la tierra, ya que
desempefian multiples funciones a nivel ecoldgico. Adicionalmente, son productores de
diversos metabolitos secundarios, entre estos, los alcaloides, los cuales en ciertos casos
pueden proveer propiedades alucindégenas. Psilocybe cubensis es una especie comun de
hongos alucinégenos conocida como “hongos magicos”. Esta especie del filo Basidiomycota,
originaria de Mesoamérica, produce alcaloides como la psilocibina y su derivado desfosforilado,
la psilocina. Se ha estudiado el potencial de estos compuestos en el tratamiento contra distintas
enfermedades como la depresion, la ansiedad, el trastorno de déficit de atencidn, el estrés
postraumatico y el trastorno obsesivo-compulsivo. Los hongos que acumulan psilocibina no
suelen ser toxicos para el consumo, pero si pueden tener efectos colaterales como nauseas,
vomito, dolor de cabeza, aumento del ritmo cardiaco y de la presién sanguinea. Dado esto y a
limitaciones legales, este hongo y sus compuestos no se encuentran inmersos en el mercado;
sin embargo, nuevas investigaciones demuestran su potencial y evidencian la necesidad de
considerar su comercializacion.

Keywords

Psicoactive alcaloid; fungi; biomedical potential; drug for medical purposes; hallucinogenic
drug.

Abstract

Fungi play a key role in maintaining life on Earth, as they perform multiple ecological functions.
Besides, they are producers of various secondary metabolites, among these, alkaloids, which
in certain cases can provide hallucinogenic properties. Psilocybe cubensis is a common
species of hallucinogenic mushrooms known as “magic mushrooms”. This species of the
phylum Basidiomycota, native to Mesoamerica, produces alkaloids such as psilocybin and its
dephosphorylated derivative, psilocin. The potential of these compounds in the treatment of
various illnesses such as depression, anxiety, attention deficit disorder, post-traumatic stress
disorder, and obsessive-compulsive disorder has been studied. Mushrooms that accumulate
psilocybin are usually not toxic for consumption, but they can have side effects such as nausea,
vomiting, headache, increased heart rate, and blood pressure. Given this and legal limitations,
this mushroom and its compounds are not available in the market; however, new research
demonstrates their potential and why their commercialization should be considered.

Introduccién

Los hongos son los microorganismos eucariotas y heterétrofos que conforman el reino Fungi
[1]. Las especies dentro de este reino se clasifican en los filos Neocallimastigomycota,
Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Mucoromycota, Glomeromycota, Zoopagomycota,
Ascomycota y Basidiomycota [2]. De estos, solo las especies de los dos ultimos filos son
capaces de producir cuerpos fructiferos [3]. Los hongos han sido utilizados por el ser humano
para diversos fines, incluyendo la ingesta directa, la produccién de diversos alimentos como el
pan y distintas bebidas alcohdlicas, y la produccion de antibidticos y enzimas para procesos
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guimicos [4]. En el ecosistema, los hongos juegan un papel clave, debido a su alta produccion
de enzimas descomponedoras de materia organica [5]. Algunos desempefian un rol simbidtico
y otros, parasitico, tanto para plantas como animales [6]. También pueden ser utilizados como
biocontroladores por la competencia natural que tienen con otros organismos [7].

Los hongos producen una amplia diversidad de metabolitos secundarios, incluyendo terpenos,
indol alcaloides y policétidos [8]. En algunos casos, los alcaloides confieren propiedades
alucinégenas, las cuales pueden causar ilusiones visuales y auditivas durante varias horas [9].
El género Psilocybe, perteneciente al filo Basidiomycota [10], agrupa hongos alucinégenos,
utilizados ampliamente por sus caracteristicas psicotropicas [11]. En México se han descrito 57
especies de Psilocybe con estas cualidades, originalmente utilizadas para rituales en distintas
culturas alrededor del mundo [12].

Psilocybe cubensis es una de las especies mas comunes de hongos “psicodélicos” [13]. Los
principales componentes activos de esta especie son la psilocibina y su derivado desfosforilado,
la psilocina [12]. Recientemente, se ha determinado que dichos compuestos tienen potencial
terapéutico en el tratamiento de diversas enfermedades neurolégicas por sus propiedades
neuropsico-farmacolégicas [14]. Ademas, al igual que otros hongos, también producen
compuestos con propiedades antibacterianas, antivirales, antiparasitarias, antitumorales,
antioxidantes, antidiabéticas, cardiovasculares, hepatoprotectoras e inmunomoduladoras [15].

El objetivo de este articulo es sintetizar la informacion mas reciente sobre Psilocybe cubensisy
sus metabolitos secundarios, psilocibina y la psilocina, asi como sus efectos, contradicciones,
mercado y potencial neuropsico-farmacéutico. Para ello, se realizaron busquedas de articulos
cientificos publicados en los Ultimos cinco afios en Google Scholar y Pubmed.

P. cubensis a través de la historia

La utilizacion de P. cubensis se puede rastrear a principios de los afios 1500 en Mesoamérica
[12]. Sin embargo, se cree que su consumo se extiende hasta hace aproximadamente 3000
anos [16]. Las investigaciones con estos hongos iniciaron en la década de 1950, gracias
a expediciones realizadas por R. Gordon Wasson [17]. Posteriormente, en 1957, multiples
especies del género Psilocybe fueron clasificadas sistematicamente por Roger Heim [17]. La
psilocibina y la psilocina fueron aisladas e identificadas por primera vez en 1958 y sintetizadas
en 1959 [18].

Actualmente, el uso de Psilocybe spp. continla en grupos autdctonos de laregion mesoamericana
como parte de ceremonias sagradas y para tratar enfermedades como ansiedad, reumatismo,
dolor de muelas y estbmago [12]. Los usuarios le atribuyen experiencias subjetivas y encuentros
sobrenaturales, que han impactado positivamente su vida [17].

Descripcion del hongo Psilocybe cubensis

Perteneciente a la familia Strophariaceae, P. cubensis es un hongo nativo de Mesoamérica, el cual
se caracteriza por su naturaleza estercolera, coprofilica y gregaria, pues sus esporas germinan
en el estiércol de mamiferos rumiantes durante los meses de mayo y junio, especificamente en
la region centroamericana [19]. La mayoria de las especies de Psilocybe son hongos pequefios,
de tallo delgado, largo y fibroso, los cuales presentan basidiosporas de color café oscuro en un
sombrerillo convexo [12], [20]. P. cubensis presenta un anillo senescente y hematomas azules
en el estipe, el pileo y el micelio (Figura 1), y se encuentran en una diversidad de sustratos,
incluidos estiércol de herbivoros, pastos, raices, madera y suelo [20].
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Pileo (sombrero)
Himenio

Anillo

Estipe (pedunculo, pie)

Micelio (hifas)
Figura 1. Morfologia macroscopica de P. cubensis. Modificado de [21].

En extractos de Psilocybe se han encontrado alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas y
carbohidratos [11]. Se han reportado distintas concentraciones por érgano de los alcaloides
psilocina y psilocibina, entre las cuales se ha determinado que la concentracion de psilocina es
de 0.17% - 0.78% en el sombrerillo y 0.09% - 0.30% en el tallo [22]; mientras que de psilocibina
se han reportado concentraciones de 0.44% - 1.35% en el sombrerillo y 0.05% - 1.27% en el
tallo [22].

Descripcion de la psilocibina

La psilocibina (Figura 2), 3-[2-(dimetilamino)etil]-1H-indol-4-ol dihidrégeno fosfato o 4-fosforiloxi-
N,N-dimetiltriptamina (C,,H,,N,O,P), es un alucinégeno serotoninérgico y dopaminérgico,
termolabil, fotosensible e hidrosoluble, perteneciente al grupo de las triptaminas [14], [15], [17].
La psilocibina es un compuesto derivado de la ruta del shikimato y, por ende, de la ruta de las

pentosas fosfato, siendo el triptéfano su principal precursor [12] [21].

En la biosintesis de la psilocibina, el triptéfano es descarboxilado a triptamina por accion de
la enzima triptéfano descarboxilasa (PsiD), compuesto que es hidroxilado por la psilocibina
hidroxilasa (PsiH) para formar 4-hidroxitriptamina [12], [21]. Posteriormente, la 4-hidroxitriptamina
sufre una fosforilacion mediada por la psilocibina fosfotransferasa (PsiK), dando origen a la
norbaeocistina, la cual, mediante una metilacion por parte de la psilocibina N-metiltransferasa
(PsiM), da origen a la baeocistina [12], [21]. Finalmente, la baeocistina es metilada por PsiM,
obteniendo psilocibina como producto de dicha reaccion [12], [21], [23].

Debido a su sintesis a partir de triptamina, la psilocibina comparte similitudes estructurales con
neurotransmisores enddégenos como la serotonina [24]. Sin embargo, es importante destacar
que la psilocibina es rapidamente desfosforilada por una fosfatasa alcalina o esterasas no
especificas, produciendo psilocina [25], [26].



‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
136 M 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

(o)
[
_P N(CH3), N(CH3),
HOZ"~
o~ ©OH OH
AN A\
N N
H H
Psilocibina Psilocina

Figura 2. Estructura quimica de la psilocibina (izquierda) y la psilocina (derecha). Modificado de [21].

Descripcion de la psilocina

La psilocina o 3-[2-(dimetilamino)etil]-1H-indol-4-ol, es una molécula que corresponde a la
forma activa de la psilocibina [27]. Ambas moléculas pueden existir en equilibrio bioquimico a
nivel metabdlico en los hongos del género Psilocybe gracias a la enzima PsiK [27]. La psilocina
presenta una hidrosolubilidad menor que la de la psilocibina; sin embargo, presenta una mayor
liposolubilidad que su precursor [28]. Al igual que la psilocibina, la psilocina es un analogo
estructural de la serotonina, razén por la cual, la psilocina es capaz de unirse a 15 receptores
relacionados a la serotonina [26].

Mecanismo fisioldgico de la psilocibina y psilocina

Posterior a ser ingerida, la psilocibina es rapidamente desfosforilada en las condiciones &cidas
del estbmago; o bien, por la accién de fosfatasas alcalinas y otras esterasas en la mucosa
intestinal y el higado, previo a ingresar al sistema circulatorio en forma de psilocina [29], [30].
Este ultimo compuesto se caracteriza por poseer una mayor actividad metabdlica y psicoactiva
qgue su precursor [29], [30]. Ademas, su hidrosolubilidad facilita su paso a través de la barrera
hematoencefélica [31].

De acuerdo con Dodd et al. [32], la concentracion maxima de psilocina en sangre se alcanza 2-3
horas después de la ingesta. Sus efectos pueden durar entre 4 y 6 horas [31]. Metabdlicamente,
la psilocina es degradada en el higado por accién de la monoamina oxidasa; o bien, de la
aldehido deshidrogenasa [30]. Finalmente, los metabolitos producto de la degradacion de la
psilocina son eliminados via urinaria, siendo el principal de estos, la psilocina-O-glucuronida
[31]. Por otra parte, entre el 2% y el 4% de la psilocina es excretada sin haber sufrido ninguna
modificacion [31].

En el cerebro, la psilocina presenta una fuerte afinidad hacia los receptores de la familia
5-HT; especialmente, los receptores 5-HT,,, 5-HT,, y 5-HT,, [30], [32]. Producto de dicha
interaccion, se desencadena una cascada metabdlica que finaliza con la movilizacion del calcio
intracelular y la despolarizacion de la membrana de las neuronas [30], [33]. La despolarizacion
de las neuronas incrementa la liberacion de glutamato al medio extracelular [30]. Esta ultima
molécula es considerada el principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central
(SNC) y posee un rol fundamental en diversas funciones cerebrales como la modulacion de la
plasticidad sinaptica [34].
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La activacion de los receptores 5-HT,, en la corteza prefrontal del cerebro genera cambios en
las conexiones neuronales y en el flujo sanguineo en regiones como el I6ébulo parietal inferior,
el hipocampo y la amigdala [30]. Estos cambios generan modificaciones en procesos como
la cognicion, el procesamiento de emociones y la percepcion sensorial [30]. Adicionalmente,
existe evidencia de coémo la activacion de estos receptores puede influenciar la expresion
y modulacion de genes, lo cual podria causar cambios neuronales beneficiosos para las
personas afectadas por un padecimiento mental [35].

Uso de la psilocibina y psilocina con fines terapéuticos

Los trastornos de la salud mental y la adiccién al consumo de drogas representan una carga
global importante [36]. Para el afio 2020, se estimé que cerca de mil millones de personas
podrian estar afectadas por alguna enfermedad mental [14]. Especificamente, la ansiedad
se posicioné como la enfermedad mas comun, afectando a 284 millones de personas a nivel
mundial en 2018; seguida de la depresion, la cual afecté a 264 millones de personas; mientras
que, el consumo de alcohol y otras drogas perjudicéd a cerca de 200 millones de personas
[14]. Después de décadas de investigacion, se ha demostrado la utilidad de la psilocibina
como un tratamiento potencial para el manejo de multiples trastornos de la salud mental por
su capacidad para inducir cambios en la conectividad funcional [37], [38]. Se han demostrado
efectos beneficiosos contra la depresion, la ansiedad, el consumo de drogas, el trastorno
obsesivo compulsivo, el trastorno de estrés postraumatico, el desorden bipolar, la fobia social
y los trastornos dismorficos corporales [14], [37], [38], [39].

La terapia asistida por psilocibina para la depresion posee la evidencia clinica mas sélida hasta
el momento [40]. La depresion suele ser una enfermedad crénica y recurrente que perjudica
en gran medida la calidad de vida de los pacientes y de las personas a su alrededor; ademas,
se relaciona con cierta discapacidad funcional [41]. Los principales tratamientos actuales se
enfocan en el apoyo de un profesional de la salud en conjunto con en el uso de farmacos;
especificamente, se acostumbra utilizar los antidepresivos de segunda generacion, tales como
los inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS) o de serotonina y norepinefrina
(IRSN) [41]. No obstante, estos antidepresivos suelen tener efectos secundarios como el
aumento de peso y disfuncion sexual; ademas, gran parte de los pacientes no responde
apropiadamente a este tipo de terapias vy, si lo llegase a hacer, la reincidencia es bastante
comun [41].

Se han reportado ensayos con personas con depresion resistentes a los tratamientos
convencionales y se descubrié que una dosis activa de psilocibina (25 mg) mostré una
mayor capacidad de respuesta de la amigdala, mostrando gran eficacia en comparacion con
métodos antes probados [42]. Por su parte, los tratamientos antidepresivos tipicos, como los
ISRS, pueden tardar de semanas a meses en surtir efecto [42]. Un ejemplo de este efecto se
encuentra en estudios mencionados por Nichols [17], los cuales tratan pacientes con depresion
y ansiedad relacionada al cancer; en los cuales se demostré que la psilocibina redujo en gran
medida la desmoralizacion y desesperanza, al mismo tiempo que mejoro6 el bienestar espiritual
y la calidad de vida. Tras seis meses de seguimiento a los pacientes tratados, entre el 60 y 80%
mantuvieron reducciones significativas de su depresion y ansiedad.

Haijen et al. [43] llevaron a cabo una revision donde se demuestran efectos beneficiosos de
la psilocibina en comparacion con los tratamientos convencionales para el tratamiento del
trastorno por déficit de atenciéon e hiperactividad (TDAH). Por otra parte, Bogadi & Kastelan
[37] describieron el caso de un adolescente de 16 afios diagnosticado con fobia social, el cual
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presentd problemas de aprendizaje, falta de motivacion y aislamiento. Posterior al consumo de
psilocibina, presentd mejoras en su comportamiento, pues tuvo mayor facilidad para expresar
Sus emociones y para participar en actividades grupales.

En cuanto a la dependencia del consumo de sustancias, se han realizado estudios acerca de la
adiccion al tabaco y al alcohol y como la psilocibina ayuda a tratarla. Por ejemplo, Bogenschutz
et al. [44], llevaron a cabo un estudio en el que administraron psilocibina (25-30 mg/70 kg) a
pacientes con un diagnostico de dependencia al alcohol. Este tratamiento, en conjunto con
sesiones de psicoterapia, permitid observar una considerable y sostenida disminucion en
el consumo de alcohol sin efectos adversos severos. Por otra parte, Santos & Marques [45]
mencionan dos estudios clinicos en los que se evalud la eficacia de la psilocibina para tratar
la adiccion al tabaco en pacientes con un consumo minimo de 10 cigarrillos diarios. Después
de administrar una dosis moderada del psicodélico, estos autores observaron abstinencia en el
80% de los participantes después de tres meses del consumo de la ultima dosis de psilocibina
y en el 67% luego de 9 meses.

Es importante destacar que la psilocibina no sélo resulta Util para tratar enfermedades mentales,
sino que también puede utilizarse para la psicologia positiva, la cual puede ser una de las
aplicaciones mas beneficiosas del compuesto [46]. El enfoque actual consiste en aplicar
terapias psicoterapéuticas unicamente cuando se sufre de un trastorno mental; sin embargo, la
psilocibina también podria funcionar como una terapia preventiva para disminuir la probabilidad
de que las personas con una salud mental estable desarrollen alguno de los trastornos
mentales mencionados con anterioridad [46]. Algunos autores describen que el uso de este
alucindbgeno se encuentra asociado a una menor probabilidad de ser participe de diversas
conductas delictivas, un mayor aprecio y respeto por la naturaleza, y una baja en la simpatia
por comportamientos politicos autoritarios [47], [48].

Contraindicaciones

Los hongos que acumulan psilocibina han demostrado aumentar el ritmo cardiaco y la presion
sanguinea; por ende, aumentan el riesgo de sufrir lesiones 0 enfermedades cardiovasculares,
tales como infartos [21], [49]. Generalmente, los hongos alucinégenos no son considerados
toxicos; no obstante, las intoxicaciones fatales debido a la exposicidon a este tipo de hongos
son extrafias y suelen darse por combinarlos con otras drogas [50]. De acuerdo con Sottile et
al. [33], la dosis letal media de psilocibina en humanos corresponde a 22.1 g/kg para un adulto
de 77.5 kg.

Regularmente, la dosis de consumo recreativo varia entre 0.1% y 0.2% del peso seco [17].
Los efectos psicologicos perceptibles de la psilocina han sido correlacionados con répidos
aumentos de los niveles de plasma entre 4 ng/mL y 6 ng/mL [14]. Por otro lado, se estima que
la biodisponibilidad del compuesto es de 52.7%, después de una ingesta de 10-20 ng/mL [14].

Otros sintomas principales causados por la ingesta de estos hongos incluyen distorsion
perceptual (incluyendo alucinaciones visuales), nausea, vomito, dolor de cabeza, escalofrios,
somnolencia, euforia, ansiedad, agitacion, midriasis y enrojecimiento; estos sintomas suelen
presentarse entre 20 y 60 minutos después de la ingesta y se disipan aproximadamente entre
4y 6 horas después [12], [46]. Las intoxicaciones por hongos alucindgenos también conllevan
otros riesgos un poco mas severos tales como enfermedades gastrointestinales como la
gastroenteritis, eritromelalgia, rabdomiolisis, fibrosis intestinal, hipertension, hiperreflexia,
insuficiencia hepatica, convulsiones, bradicardia y taquicardia [14], [46]. Cabe destacar que
no es recomendable la ingesta de psilocibina ni psicodélicos similares si dicho individuo tiene
historial personal o familiar de trastornos psicéticos o psiquiatricos severos [51].
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Mercado

La eficacia de la psilocibina para el tratamiento de diversas enfermedades mentales ha
despertado el interés cientifico y comercial en este compuesto; sin embargo, no es un compuesto
qgue se encuentre disponible en el mercado [52]. El estudio de Kargbo [53] resalta el interés
qgue la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas
en inglés) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés) han tenido
en la psilocibina, describiendo este compuesto para el tratamiento de estrés postraumatico,
desordenes mentales y adiccion.

Se estima que el mercado de las drogas psicodélicas alcanzara los $10.000 millones en
2027 [54], y se proyecta que la integracion de un nuevo narcético de este tipo al mercado
norteamericano podria requerir una inversion de 3 billones de ddlares; sin embargo, su valor
econdmico podria superar en gran medida dicha cifra [53]. Del mismo modo, este tipo de
compuesto podria ser incluido en el mercado con relativa facilidad debido a que es producido
naturalmente, se necesita una dosis muy baja, no es adictivo, y puede servir para tratamientos
de por vida [53].

En los dltimos 20 afos, se han registrado mas de 130 ensayos clinicos con psilocibina en
ClinicalTrials.gov, no obstante, ninguno de ellos ha sido clasificado como Fase 4, debido a la
falta de aprobacion de la FDA [55]. Ademas, actualmente, existen 24 patentes registradas de
psilocibina para estudios farmacolégicos y ensayos clinicos; sin embargo, estos productos no
han llegado a ser formulados ni incorporados al mercado para su comercializacion, debido a la
situacion legal y dilemas éticos asociados a este alucinégeno [56].

Conclusiones

El hongo Psilocybe cubensis, originario de Mesoamérica, ha sido histéricamente utilizado
en rituales culturales y ha captado el interés cientifico debido a sus potenciales beneficios
terapéuticos. La psilocibina y la psilocina han demostrado tener efectos prometedores en el
tratamiento de enfermedades como la depresion, la ansiedad, el trastorno obsesivo-compulsivo,
y el estrés postraumatico. A pesar de estos hallazgos positivos, el consumo de estos hongos
puede causar efectos secundarios como nauseas, vomitos y aumentos en la presion sanguinea,
y Su comercializacion esta restringida por limitaciones legales.

En Costa Rica, en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica se cuenta con experiencia en investigaciones con hongos de interés biotecnoldgico
con aplicaciones a nivel industrial, biomédico y ambiental; el desarrollo en el futuro de
investigaciones en sustancias psicoactivas de origen fungico seria de gran valor para revelar el
gran potencial biomédico de estos compuestos en el pais.
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Resumen

Las mutaciones y la variabilidad genética causada por estas desempefian un rol fundamental
en el mejoramiento genético de las plantas. La induccion de mutaciones o mutagénesis
representa una opcion rapida y efectiva para el desarrollo de nuevas variedades que conservan
los niveles 6ptimos de productividad en entornos desafiantes para la agricultura. La induccion
de mutaciones puede ser llevada a cabo mediante el uso de agentes fisicos, agentes quimicos
0 herramientas de edicion génica. El empleo conjunto de la mutagénesis con técnicas de
cultivo in vitro de tejidos permite establecer estrategias de seleccion eficientes y rentables. El
presente articulo ofrece una breve recopilacion sobre la inducciéon de mutaciones, las técnicas
mas empleadas para dicho fin y algunas mejoras obtenidas en diferentes cultivos, con relacion
al estrés bidtico, al estrés abidtico y al rendimiento productivo. Finalmente, se examina el
panorama histérico del mejoramiento genético mediante la induccién de mutaciones en Costa
Rica; especificamente, en los cultivos de mayor relevancia econdmica y social para el pals.

Keywords
Agricultural production; agricultural genetics; sustainable development; mutation; atomic energy.

Abstract

Mutations and the genetic variability caused by them play a fundamental role in the genetic
improvement of plants. Mutation induction or mutagenesis represents a rapid and effective
option for the development of new varieties that maintain optimal productivity levels in
challenging agricultural environments. Mutation induction can be carried out using physical
agents, chemical agents, or gene editing tools. The combined use of mutagenesis with in vitro
tissue culture techniques allows for the establishment of efficient and cost-effective selection
strategies. This article provides a brief overview of mutation induction, the most commonly used
techniques for this purpose, and some improvements achieved in various crops in relation to
biotic stress, abiotic stress, and productive yield. Finally, it examines the historical landscape
of genetic improvement through mutation induction in Costa Rica, specifically in the crops of
greatest economic and social relevance to the country.

Introduccién

El mejoramiento de cultivos se basa en la variabilidad genética de las plantas [1]. Las mutaciones
son la mayor fuente de esta variabilidad, que es posteriormente amplificada por recombinacion
genética de cromosomas homadlogos durante la meiosis [2]. El término “mutacion” fue acufiado
a finales del siglo XIX por Hugo de Vries en referencia a cambios o “saltos” en caracteristicas
que llevan al desarrollo de variaciones y de nuevas especies, como resultado de redescubrir las
leyes de la herencia mendeliana [3], [4]. El principio de la mutaciéon se encuentra en producir
cambios en el material genético [5].

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una biomolécula cuya estabilidad le permite almacenar
la informacion genética en diferentes organismos [6], [7]. EIl ADN no soélo es fundamental en
los procesos de herencia genética [6], sino que también esta sujeto a lesiones producto de la
division celular y de factores exégenos como la luz ultravioleta, radicales libres de oxigeno y
exposicion a radiaciones y quimicos [8]. Si estas lesiones no son reparadas correctamente se
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puede generar la aparicion de mutaciones [8]. Las mutaciones son cambios en la secuencia de
ADN de un organismo [9], que pueden darse en tres niveles distintos: molecular, cromosémico y
genodmico. Lo anterior corresponde a afectar genes, segmentos del cromosoma y el nimero de
juegos cromosoémicos, respectivamente [5]. Estas mutaciones pueden ser aprovechadas para
la induccién de variabilidad genética en plantas y, por ende, en programas de mejoramiento
vegetal [10].

La induccion artificial de mutaciones (mutagénesis) representa una opcion rapida y efectiva
para el desarrollo de programas de fitomejoramiento [11], [12]. Las técnicas de mutagénesis
permiten obtener caracteristicas de interés agronémico y econémico en las plantas, tal como
mejor rendimiento, mayor diversidad genética, y tolerancia a estrés bidtico y abidtico [13].
La induccion de mutaciones puede realizarse, en condiciones in vitro o in vivo, mediante
la exposicion a agentes genotoxicos, la insercion de fragmentos de ADN, o el empleo de
herramientas de edicion génica [2].

Actualmente, la mayoria de las variedades mutantes de plantas que se utilizan en agricultura
son producidas mediante la induccion de mutaciones por métodos fisicos, particularmente por
radiacion gamma, cuya fuente es usualmente el cobalto radiactivo (°Co) o Cesio ('*'Cs) [14],
[15]. La preferencia de este sistema para el mejoramiento por induccion de mutaciones se
debe a su habilidad para penetrar el tejido y la simplicidad de la metodologia de irradiacion
[16]. En contraste, el uso de mutadgenos quimicos requiere de incubaciones y exposiciones,
con especial cuidado de los reactivos y desechos, y el control del efecto residual en los tejidos
tratados [17], [18].

En Costa Rica, existen multiples investigaciones relacionadas al empleo de la mutagénesis
para el desarrollo de variedades con nuevas caracteristicas. El Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica (TEC), la Universidad de Costa Rica (UCR) y la Universidad Nacional de Costa
Rica (UNA) encabezan dichas investigaciones [19], [20], [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27],
[28]. Adicionalmente, en la base de datos de variedades mutantes de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQ) y del Organismo Internacional de
Energia Atémica (OIEA) se reporta que en Costa Rica se han desarrollado nuevas variedades
de arroz (Oryza sativa L.), de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y de chicharos (Vigna unguiculata
Walp.), mediante la induccién de mutaciones [29], [30], [31], [32].

Mutaciones

Las mutaciones son descritas como cambios estables en la secuencia de ADN de determinado
locus en un organismo [9], [18]. Estas pueden ocurrir de forma simultanea durante la division
celular; o bien, por la exposicion a agentes externos como mutagenos o infecciones virales [5],
[9]. Shelake et al. [16] sefialan a las mutaciones como la base de la variabilidad genética y de
la evolucion y diferenciacion entre organismos.

Las mutaciones pueden presentar sus efectos a nivel molecular de forma puntual, a nivel
cromosdémico, o a nivel gendmico (Figura 1). Las mutaciones génicas o puntuales afectan la
composicion quimica de los genes o de las regiones intergénicas; especificamente, modificando
una o pocas de las bases nitrogenadas que los conforman [5]. Las mutaciones puntuales
incluyen las inserciones, las deleciones y las sustituciones [5], [16]. Por su parte, las mutaciones
cromosomicas cambian la estructura de los cromosomas, pudiendo ocurrir duplicaciones,
translocaciones, o la inversion de regiones completas del cromosoma, entre otras alteraciones,
y aneuploidias (2n + cromosoma) [5], [16]. Finalmente, las mutaciones gendmicas conllevan a
alteraciones en el numero de juegos cromosomicos, produciendo poliploidias [5], [16].
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Figura 1. Representacion gréafica de tipos de mutaciones: Puntuales (A),
cromosoémicas (B) y genémicas (C) (Elaborado en BioRender.com).
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Las mutaciones desempefian un papel clave en términos evolutivos debido a que permiten
el desarrollo de caracteristicas nuevas en los cultivos [18], [33]. A pesar de lo anterior, las
mutaciones espontaneas son poco frecuentes en la naturaleza, por lo que la busqueda de
metodologias para acelerar dicho proceso es uno de los problemas clave en el desarrollo de
nuevas variedades [33].

Mutagénesis

La mutagénesis consiste en la exposicion de material bioldégico a agentes mutagénicos con
el fin de incrementar, de forma artificial, la tasa de mutaciones respecto a la frecuencia de
mutaciones espontaneas en condiciones naturales [34], [35]. De esta manera, la mutagénesis
permite incrementar la variabilidad genética en plantas para obtener caracteristicas de interés
en la produccion agricola [36]. La eficiencia de la induccion de mutaciones depende de factores
como el tipo de mutageno, el explante vegetal, la duracion de la exposicion y la concentracion
utilizada [34].

Los agentes mutagénicos empleados pueden ser clasificados como agentes fisicos, agentes
guimicos y herramientas de edicion génica, tal como plantean Bhoi et al. [13]. La mutagénesis
fisica emplea, mayoritariamente, radiaciones de caracter ionizante, por ejemplo, los rayos
gamma Yy la radiacion de neutrones réapidos [13], [35]. Dichas radiaciones producen gran
cantidad de radicales libres que interactian con el ADN, causando pérdidas de nucledtidos y



Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024 ‘
30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia M 147

deleciones cromosémicas [13]. Asimismo, las radiaciones ionizantes pueden generar cambios
en la estructura del ADN debido a la ionizacion directa o a la ruptura de enlaces [37]. En la
mutagénesis quimica se emplean agentes mutagenos como azida de sodio, etilmetanosulfonato
(EMS) y 1-metil-1-nitrosourea (MNU), entre muchos otros [13], [35]. Los mutagenos quimicos
inducen cambios en el ADN mediante procesos como la clastogénesis, la aneugénesis y el
dafio oxidativo [38]. Es importante sefalar que la inducciéon de mutaciones mediante estos dos
métodos no es posible dirigirla hacia determinado gen o regién del material genético [13].

Las técnicas de edicion génica utilizando herramientas moleculares tales como las nucleasas
con dedos de zinc (ZFNs), las nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion
(TALENS) y las secuencias de repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (CRISPR, por sus siglas en inglés) asociadas a endonucleasas tipo Cas
permiten inducir mutaciones en sitios y genes especificos (Figura 2) [13]. Estas herramientas
emplean nucleasas dirigidas para generar cortes en un sitio especifico en una o las dos hebras
de la molécula de ADN [2], [13]. De acuerdo con Holme et al. [39] y Kashtwari et al. [34], el
empleo de estos sistemas para la induccion de mutaciones resulta ser eficiente y preciso.
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de zinc (ZFNs) activador de la transcripcién
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Figura 2. Representacion de nucleasas mas comunes usadas para la induccion de mutaciones dirigidas:
nucleasas con dedos de zinc (ZNFs), nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALENS) y
CRISPR-Cas9. Notese que la doble ruptura (DSB) de la hebra de ADN puede resultar en los mecanismos
de reparacion mediados por recombinacion homaologa o no homdloga. En la primera se requiere de
una hebra donadora y el resultado final es una insercién o reemplazo; mientras que, en la segunda el
resultado final es mayoritariamente una insercion o una delecion (Elaborado en BioRender.com).
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Aplicaciones de la mutagénesis utilizando cultivo de tejidos

El mejoramiento genético por induccion de mutaciones ha permitido la produccion de miles
de variedades de cultivos. La mutagénesis inducida ha sido utilizada para producir altos
rendimientos, mayor calidad de cosechas, resistencia a plagas y enfermedades y tolerancia al
estrés [40]. La induccioén de las mutaciones debe apoyarse en estrategias de seleccion eficientes
y rentables, para lo cual el cultivo de tejidos representa un apoyo vital a esta metodologia
de mejoramiento genético [41]. Esta técnica permite la identificacion de las caracteristicas
de interés controlando las condiciones de cultivo, y manteniendo miles de individuos en un
espacio reducido, condiciones controladas, independencia de condiciones climaticas que son
requeridas y menor inversion de mano de obra; adicionalmente, los terrenos, insumos y mano
de obra que se utilizarian en el mejoramiento, pueden liberarse para la produccion de alimentos
[41]. A continuacion, se mencionan algunas aplicaciones de la induccién de mutaciones
utilizando protocolos de cultivo de tejidos.

Produccioén de cultivos resistentes al estrés biodtico

Los factores bidticos tienen influencia sobre el comportamiento de las plantas [13]. Mdltiples
organismos comoinsectos, bacterias, nematodos, hongosy virus pueden impactar negativamente
el rendimiento de los cultivos [13], [42], [43]. Mediante la induccién de mutaciones, las
proteinas receptoras de moléculas que median la interaccion planta-patégeno pueden ser
modificadas con el fin de conferir resistencia o tolerancia a estos [44]. En la ultima década,
se han desarrollado multiples investigaciones para obtener plantas tolerantes o resistentes al
estrés bidtico, tales como las que se recopilan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Ejemplos de produccion de cultivos resistentes al estrés biético mediante inducciéon de mutaciones.

Especie Agent:tiﬁmzuatggémco Tolerancia o resistencia inducida Fuente
Saccharum officinarum Radiacion gamma Colletotrichum falcatum [45]
Citrus x sinensis Etilmetanosulfonato Xanthomonas citri [46]
Solanum melongena Etilmetanosulfonato Leucinodes orbonalis [47]
Citrus x sinensis CRISPR/Cas Xanthomonas citri [48]
Triticum aestivum CRISPR/Cas Blumeria graminis [49]
Oryza sativa CRISPR/Cas Xanthomonas oryzae [50]
Solanum lycopersicum CRISPR/Cas Phelipanche aegyptiaca y Orobanche spp. [51]
Solanum lycopersicum CRISPR/Cas Oidium neolycopersici [52]

Produccioén de cultivos resistentes al estrés abibtico

La produccion mundial de alimentos ha enfrentado una serie de retos en los ultimos afos, dentro
de los que destacan fendmenos antropogénicos como la contaminacion y el cambio climatico
[33]. Consecuentemente, las lluvias excesivas, las temperaturas extremas, el agotamiento del
suelo y de los recursos hidricos y otras situaciones han conducido a una reduccion significativa
en la produccion agricola [53], [54]. Investigadores como Raina et al. [53] y Rai et al. [55]
sefialan que dichos retos pueden enfrentarse mediante la obtencién de nuevos alelos gracias al
uso de técnicas biotecnologicas de fitomejoramiento como la mutagénesis. Las investigaciones
realizadas en diversos cultivos con el objetivo de conferirles tolerancia o resistencia a factores
causantes de estrés abidtico en las plantas han permitido generar variedades resistentes a
salinidad, herbicidas y sequias (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Ejemplos de produccion de cultivos resistentes al estrés abidtico mediante inducciéon de mutaciones.

Oryza sativa cv. Nagina 22 Etilmetanosulfonato Salinidad [56]
Triticum aestevium Etilmetanosulfonato Herbicida [57]
Triticum aestevium Etilmetanosulfonato Salinidad [58]

Oryza sativa Radiacién gamma Salinidad y sequia [25]
Oryza sativa Radiaciéon gamma Herbicida [27]
Saccharum sp. Radiacion gamma Salinidad [59]
Saccharum officinarum Radiacion gamma Salinidad [60]
Arabidopsis thaliana CRISPR/Cas9 Sequfa [61]

Produccién de cultivos con mayor rendimiento

Teshome et al. [62] sefalan que la exposicion de las plantas a agentes causantes de estrés
bidtico o abidtico puede reducir considerablemente el desempefio de estas. Animasaun y
Oguntoye [40] sefialan la mutagénesis como una herramienta clave para el desarrollo de
variedades con mayores rendimientos productivos. Diversos estudios han empleado diferentes
agentes mutagénicos para incrementar dicho parametro en cereales como Triticum aestivum
(trigo) y Oryza sativa (arroz) [63], [64]. En el Cuadro 3 se detalla informacion referente a algunas
investigaciones realizadas con dicho propdsito durante la ultima década.

Cuadro 3. Utilizacion de mutagenos para incrementar la productividad en cultivos de interés agricola.

Triticum Se obtuvieron 16 lineas con mutaciones
. Etilmetanosulfonato en el gen Rht-1, asociado a un incremento [63]
aestivum o T o
significativo en la productividad de la planta.
El nimero de semillas incremento
Sesamum : significativamente en las plantas regeneradas
indicum EllimeizncsLlieneio a partir de las semillas expuestas a 1% de EMS [65]
durante 4 h.
Se obtuvieron 38 lineas mutantes con un
o incremento significativo en el ndmero de tallos
Saccharum spp. Radiacién gamma . [66]
aptos para su procesamiento y en los grados
Brix.
Cuatro lineas presentaron mayor concentracion
Saccharum o . o o
officinarum Radiacion gamma de azlcares (° Brix) a los 10 meses respecto a [60]
los cultivares Co86032, CoM0265 y Co740.
Se obtuvieron 7 lineas mutantes con mayor
Oryza sativa CRISPR/Cas rendlmleqto por hec'ta'r’ea respecto al cultivar [64]
base, gracias a la edicién de los genes Gnlay
DEP1.

Produccion de mutantes de importancia agricola en Costa Rica

Durante la segunda mitad del siglo XX, en Costa Rica se obtuvieron cuatro nuevas variedades
de plantas de interés agricola y comercial producto de la inducciéon de mutaciones, tal como
se muestra en la base de datos de variedades mutantes de la FAO y del OIEA [29], [30], [31],
[32]. La variedad de frijol (Phaseolus vulgaris) NEP-2 fue registrada en 1975 tras su desarrollo
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mediante el uso de EMS como agente mutagénico [29]. Una de las principales caracteristicas
de esta variedad de frijol es su resistencia a enfermedades [29]. En 1986, se registrdé la variedad
Uneca-Gama de chicharo (Vigna unguiculata), producto de la exposicion de semillas a 100 Gy
de radiacién gamma [31]. Esta nueva variedad se caracterizé por poseer un mayor rendimiento
productivo respecto al material parental [31].

Las variedades de arroz (Oryza sativa L.) UNP 9027 y Camago-8 fueron registradas en 1994
y 1996, respectivamente; esta ultima fue desarrollada por investigadores de la Escuela de
Ciencias Agrarias (ECA) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA) [30], [32]. Estas se
produjeron mediante la exposicion de semillas a rayos gamma, a 200 y 250 Gy, respectivamente
[30], [32]. Ambas variedades se caracterizan por su resistencia a Pyricularia oryzae, agente
causal del tizon del arroz; mientras que, la variedad Camago-8 también presenta resistencia a
diferentes virosis [30], [32]. Adicionalmente, en la UNA se han desarrollado mutantes de frijol
(P. vulgaris) con mayor tamafio de semilla y tolerante a bajas temperaturas; banano (Musa
spp.) con resistencia parcial a Mycosphaerella fijiensis; y, iame (Dioscorea alata) resistente a
Colletrotrichum gloesporioides [67].

En el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa
Rica (UCR) se han desarrollado diversos proyectos para el mejoramiento genético de plantas
mediante la induccién de mutaciones [19], [20], [21], [22]. Dentro de estas, destacan la soya
(Glycine max) y el arroz (O. sativa) [19], [20], [21], [22]. En el caso del arroz, se han empleado
mutagenos de naturaleza quimica como el EMS y azida de sodio [19]. Adicionalmente, se
han ejecutado proyectos en especies ornamentales como la heliconia (Heliconia sp.) y la cala
(Zantedeschia aethiopica) [19], [20], [21], [22].

La UCR en conjunto con el Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR) han ejecutado diferentes
proyectos relacionados al mejoramiento genético del café (Coffea arabica) mediante procesos
de mutagénesis quimica [24], [28]. Bolivar-Gonzélez et al. [24] expusieron suspensiones
celulares embriogénicas de dicha planta a diferentes concentraciones de EMS y azida de
sodio (NaN,). Las suspensiones mutagenizadas y las plantulas regeneradas posteriormente
a partir de estas fueron cultivadas en medios con diferentes concentraciones de cloruro de
sodio (NaCl) [24]. Esto se realizé con el fin de seleccionar plantas de C. arabica tolerantes a
condiciones de alta salinidad [24].

El interés por el mejoramiento genético del café radica en que es un cultivo con baja diversidad
genética y reproduccion autégama, por 10 que las variedades de interés productivo presentan
alta susceptibilidad a factores bidticos y abidticos. Gatica-Arias et al. [26] evaluaron el efecto
de tres agentes mutagenicos (NaN,, EMS y rayos gamma) en la sobrevivencia de embriones
cigdticos de café, permitiendo optimizar los protocolos para la induccion de mutaciones en este
material. Por otra parte, Rojas-Chacon et al. [28] expusieron semillas de C. arabica a 50 mM
de azida de sodio por 8 h. Posterior a este tratamiento, dichos autores evaluaron el efecto de
este mutageno sobre diferentes caracteristicas en las plantulas regeneradas a partir de semillas
tratadas.

Adicionalmente, investigadores de la Universidad de Costa Rica han desarrollado proyectos
para obtener plantas de frijol resistentes a Rhizoctonia solani [23]. En la investigacion, se
irradiaron ejes embrionarios desde 0 a 100 Gy, y determinaron que la dosis de 20 Gy fue la
adecuada para inducir las mutaciones de interés [23]. Posteriormente, realizaron la seleccion
de lineas promisorias utilizando concentraciones crecientes de filtrado de Rhizoctonia solani
[23].

Multiples investigaciones lideradas por el ITCR, en colaboracion con la UCR, han empleado
radiacion gamma para el desarrollo de nuevas variedades de arroz (O. sativa) [25], [27].
Abdelnour-Esquivel et al. [25] expusieron callos embriogénicos de arroz a 80 Gy de radiacion



Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024 ‘
30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia M 151

gamma. Este tratamiento se realizé con el fin de obtener plantas tolerantes a condiciones de
sequia y salinidad [25]. Producto de dicha investigacion, se obtuvieron 60 mutantes tolerantes
a condiciones de sequia, 58 lineas tolerantes a condiciones de salinidad y 15 lineas tolerantes
a ambas condiciones de forma simultanea [25].

En 2022, Hernandez-Soto et al. [27] irradiaron semillas de arroz con dosis dentro del rango
50-350 Gy. A partir de semillas irradiadas se indujo la formacién de callo embriogénico y
posteriormente, la regeneracion de plantulas mutantes [27]. Estos mutantes fueron cultivados
en concentraciones crecientes de fluazifop-p-butil, donde se identificaron 31 lineas mutantes
con tolerancia putativa a dicha molécula herbicida [27].

Los proyectos para la produccion de mutantes de interés agricola en Costa Rica en el ITCR
han sido desarrollados principalmente por el Laboratorio de Crioconservacion del Centro
de Investigacion en Biotecnologia (CIB), el Laboratorio de Radiacion Gamma del Centro de
Investigacion y Extension en Materiales del TEC (CIEMTEC) y el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Agricultura Sostenible para el Tropico Himedo (CIDASTH). Estos proyectos
han sido financiados gracias a la Vicerrectoria de Investigacion y Extension del ITCR (VIE),
convocatorias realizadas por el Consejo Nacional de Rectores (CONARE), la Sociedad Alemana
de Investigacion (DFG, por sus siglas en aleman) y el sector productivo representado por
organizaciones de productores de cafia de azucar a través de la Liga Agricola Industrial de la
Cana de Azucar (LAICA) y productores arroceros, asi como colaboraciones con colegas de la
UCR y UNA (Cuadro 4).

Cuadro 4. Hoja de ruta de proyectos de investigacion relacionados con la produccion de
mutantes en cultivos de interés agricola del Laboratorio de Crioconservacion del Centro
de Investigacion en Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica.

Linea de investigacion: Produccion de lineas mutantes de plantas de interés agricola para contribuir con el
desarrollo del sector agroproductivo en zonas rurales.

Objetivo a largo plazo: Desarrollar nuevas variedades vegetales mejoradas por su adaptacion a condiciones de
cambio climatico y mayor productividad.

Fase Financiamiento Periodo Proyecto de investigacion

Generacion de variabilidad genética en el arroz: una

FEEHGOINARIE Y 2016-2018 | alternativa para enfrentar el cambio climatico y favorecer la

| (3 afios)

lleale seguridad alimentaria en Costa Rica.
ITCR-VIE y Produccion de mutantes de arroz (Oryza sativa) tolerantes
Il (3 afios) productores de 2020-2022 | a herbicidas utilizando rayos gamma para contribuir con el
arroz manejo sostenible del cultivo.

Desarrollo de lineas de cafia de azucar (Saccharum
[l (3 afios) ITCR-VIE y LAICA 2022-2025 officinarum) producidas por mutagénesis radioinducida
para una agricultura mas resiliente y productiva.

New Plant Breeding Technologies (NPBTSs) strengthening
research capacities between Costa Rica and Germany

i, using rice as a model.
IV (3 afios) IR VJ/EE,)'EGONARE 2024-2026 ¢
Produccion de lineas mutantes de arroz tolerantes a
suelos acidos para contribuir con la productividad agricola
nacional.
Induccién de variabilidad genética en cafia de azucar
V (3 afios) Por solicitar 2025-0027 para la obtencion de cultivos resilientes a sequia y el

favorecimiento de la productividad en zonas marginales
dependientes de las lluvias.

Evaluacién de la metodologfa DUS (Distincion, Uniformidad
VI (3 arios) Por solicitar 2027-2029 y Estabilidad) en mutantes resistentes a acidez y
herbicidas.
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Actualmente, en el CIB se continta con el desarrollo de proyectos de mejoramiento genético via
mutagénesis radioinducida en plantas de la familia Poaceae. Tanto en arroz (O. sativa), como
en cafa de azucar (Saccharum sp.), se trabaja en la obtencién de lineas mutantes tolerantes
a las altas concentraciones de aluminio (AlI**) en suelos acidos (Cuadro 4). Ademas, en cafa
de azucar (Saccharum sp.) se desea obtener nuevas variedades cuya tasa de floracion sea
inferior a la del material parental, o bien, nula, caracteristica con la que se busca aumentar el
rendimiento productivo.

Adicionalmente, en el CIB se ha realizado edicién genémica como parte del proyecto del
Espacio de Estudios Avanzados de la Universidad de Costa Rica (UCREA; Proyecto 801-B7-
294) para la edicion del genoma de arroz y del proyecto “New Plant Breeding Technologies
(NPBTs) strengthening research capacities between Costa Rica and Germany using rice as
a model” financiado por CONARE vy la DFG de Alemania (Cuadro 4) [68], [69], [70], [71].
Adicionalmente, también se ha realizado produccion cientifica relacionada con la edicién de
genomas en levaduras [71], arroz [72], [73], [74] y café [75]; tesis de posgrado [76], [77];
y, en colaboracion con el Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura (lICA),
tres cursos practicos sobre ediciéon génica (2021, 2022 y 2024). Por otra parte, también se
han realizado trabajos sobre la percepcion de la poblacion costarricense respecto a dichas
tecnologias [68], [69].

Las metodologias desarrolladas en el CIB han permitido la produccion de plantas a partir de
tejidos irradiados. Estas plantas han sido seleccionadas utilizando la técnica de cultivo de
tejidos por la simplicidad con la que se puede modificar las condiciones in vitro. Ademas, en
un espacio reducido se pueden evaluar miles de mutantes de forma simultanea, lo que reduce
el tiempo y costo en los programas de mejora. De esta forma, es posible obtener una segunda
generacion de plantas mutantes (M2) en invernadero a partir de una primera generacion
mutante con dos ciclos de multiplicacion (M1V2) seleccionada en condiciones in vitro en menos
de un afio (Figura 3).

Figura 3. Etapas para la induccion de mutaciones en arroz (O. sativa) y cafia de azlcar (Saccharum sp.) utilizando
cultivo de tejidos e irradiaciéon gamma en el Laboratorio de Crioconservacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia
del ITCR: Induccién de callos embriogénicos de arroz a partir de semilla (A), callos embriogénicos de arroz irradiados
a 60 Gy (B), plantas de arroz regeneradas a partir de callos embriogénicos irradiados (C), poblacién M1V2 de arroz
(D), plantas de arroz de la poblacién M2 desarrollandose en invernadero (E), induccién de callo embriogénico de
cafia de azucar (F), callos embriogénicos de cafa de azUcar irradiados tras 1 semana en medio de regeneracion (G),
plantulas mutantes de cafa de azlcar regeneradas a partir de callos embriogénicos irradiados tras 4 semanas en
medio de regeneracion (H) y plantas de cafia de azlcar tras 4 semanas de cultivo en condiciones de invernadero (1).
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En el cultivo de arroz son requeridas aproximadamente 2 semanas en la etapa de induccion de
callo embriogénico (Figura 3A), 4 semanas evaluando la regeneracion de los callos después
de la irradiacion (Figura 3B), 8 semanas obteniendo plantas a partir de callos irradiados (Figura
3C), 2 a 3 semanas estableciendo la primera generacién mutante (M1) in vitro (Figura 3D) y
entre 5 a 6 meses obteniendo la poblacién de semilla M2 a partir de plantas M1 aclimatadas
en invernadero y 2 a 3 semanas adicionales obteniendo plantulas M2 a partir de semilla (Figura
3E).

Por su parte, en cafa de azucar se requieren, aproximadamente, 10 semanas para la
obtencion de callo embriogénico (Figura 3F), 4 semanas para obtener plantas a partir de
los tejidos embriogénicos irradiados (Figuras 3G y 3H) y posteriormente, cada linea mutante
es micropropagada cada 6 semanas. Asimismo, transcurrido dicho periodo, las vitroplantas
pueden ser cultivadas en condiciones de invernadero (Figura 3l).

Conclusiones

Gracias a la emergencia de diferentes tecnologias (radiaciones ionizantes, herramientas de
edicion génica y otras) ha sido posible modificar artificialmente el material genético de plantas
de gran relevancia agricola. Este aumento en la variabilidad genética de plantas de gran
relevancia agricola mediante la induccion artificial de mutaciones (mutagénesis) ha permitido
desarrollar materiales vegetales aptos para su cultivo ante condiciones agricolas marginales,
y a su vez, garantizando un rendimiento productivo 6ptimo. En Costa Rica, el avance de las
investigaciones en produccion de mutantes de interés agricola ha permitido el desarrollo de
protocolos y metodologias afinadas, la adquisicion de equipo e infraestructura, la produccion
de conocimiento, la formacién de capital humano, la generacion de lineas mutantes que
actualmente se encuentran en evaluacion, y diferentes publicaciones cientificas. Por otra parte,
estas estrategias benefician a los productores agricolas del pais, contribuyendo a que su
actividad econdmica siga siendo rentable, y a que Costa Rica, como pals, pueda acercarse
cada vez mas al ansiado autoabastecimiento y mejorar la seguridad alimentaria en la poblacion
nacional.
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Resumen

El cultivo del café (Coffea arabica) en Costa Rica afronta diversos desafios debido a los
cambios climaticos y a las fluctuaciones del mercado. La busqueda de variedades mas
resistentes y de mayor calidad ha llevado a explorar métodos de propagacion alternativos,
como la embriogénesis somatica (ES), que permite la multiplicacion de nuevas variedades en
condiciones controladas de laboratorio. Cuando se realiza directamente, sin callo de por medio,
la orientacion del segmento foliar y el punto de origen de la muestra poseen influencia evidente
en el éxito del explante. Para comprobarlo, en este estudio se evalud el efecto de la disposicion
adaxial y abaxial de las hojas de C. arabica obtenidas de puntos distales, proximales vy
mediales de vitroplantas para la induccion de embriogénesis somatica directa. Secciones de
las hojas fueron introducidas en un medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado.
Se realiz6 un analisis multivariado para conocer cual combinacion de tratamientos generé
una mejor respuesta en la ES, denotado mediando un mapa de calor. Se obtuvo un 36% de
callo de regeneracion al introducir explantes de forma adaxial con una oxidacion reducida.
Asimismo, la parte distal y medial exhibieron mayor capacidad de regeneracion. La orientacion
adaxial de las hojas de café aument6 la induccion de embriones somaticos, posiblemente al
favorecer el intercambio gaseoso por la caracteristica hipoestomatica de C. arabica. Con esta
optimizacion, se podria facilitar el proceso de introduccion de plantas a partir de hojas con un
mayor porcentaje esperado de éxito.

Keywords
In vitro culture, callus, coffee, leaf, vitroplant.

Abstract

Coffee (C. arabica) farming in Costa Rica is facing several challenges due to climatic changes
and market fluctuations. The search for higher quality and more resistant varieties has led to
the research of new alternative propagation methods, such as somatic embryogenesis (SE),
which allows the generation of new subspecies under controlled laboratory conditions. Direct
propagation, without callus, has a significant influence on explant success depending on leaf
orientation and the origin of the sample. To prove this, this work evaluates the effect of the adaxial
and abaxial orientation of C. arabica leaves obtained from distal, proximal and medial points
of vitroplants for the induction of direct somatic embryogenesis. Leaf sections were placed into
supplemented Murashige and Skoog (MS) culture medium. Multivariate analysis was performed
to know which combination of treatments led to a better response to SE, and it is shown using a
heat map. About 36% regeneration callus was produced by introducing explants in adaxial form
with decreased oxidation. Furthermore, distal and medial parts exhibited higher regenerative
capacity. Adaxial orientation of C. arabica leaves promoted somatic embryo induction possibly
by enhancing gas exchange due to hypostomatic leaf feature. By optimizing this protocol, the
plant introduction process from leaves may beimproved with a higher expected success rate.
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Introduccién

El café (Coffea arabica) es uno de los principales cultivos de interés agricola en el ambito
mundial, con méas de 11 millones de hectareas sembradas y el 80% cultivado en América Latina
[1]. En Costa Rica, desempefia un destacado papel agricola, social y comercial, al ocupar la
mayor extension de tierras dedicadas a cultivos permanentes en el pais con 74 437 hectareas
sembradas segun la ultima Encuesta Nacional Agropecuaria [2], [3]. Actualmente, el cultivo
de café enfrenta importantes desafios debido a su alta sensibilidad a las variaciones en los
patrones climaticos, aumento de costos de produccion, y a las fluctuaciones en el precio del
mercado [4]. Esto ha motivado a los productores a explorar nuevas alternativas para asegurar
una produccion eficiente con variedades con mayor resistencia a enfermedades como la roya
(Hemileia vastatrix), y variedades con mayor calidad en grano, como Hibidro F1 y Venecia,
respectivamente, para adaptarse mejor a las condiciones cambiantes del entorno [5].

El aumento del numero de plantas de dichos genotipos potenciales dentro de un programa de
mejoramiento genético tradicional es un proceso complejo, considerando que la generacion de
nuevas variedades con caracteristicas mejoradas y estables mediante dichas técnicas puede
tomar alrededor de 30 afios [6]. Ante esto, el cultivo in vitro se proyecta como una alternativa
para la multiplicacion de variedades de C. arabica a través del aislamiento de explantes
vegetales obtenidos de la planta madre, con caracteristicas potenciales para su crecimiento en
condiciones reguladas dentro de un laboratorio y en un menor periddo de tiempo, demostrado
a través de métodos basados en técnicas cada vez mas optimizadas [7], [8]. Entre ellas, la
embriogénesis somatica (ES) es uno de los métodos biotecnolégicos mas viables para la
micropropagacion del café debido a su condicion de especie lefiosa y con un largo ciclo de
vida, facilitando la produccién clonal masiva de individuos élite [9].

Durante la ES, las células somaticas tomadas de tejidos como las hojas pueden desdiferenciarse
en células totipotentes y reprogramar su desarrollo hacia la via embriogénica con el estimulo
apropiado [10]. En C. arabica, el proceso se puede lograr por una via somatica directa con
células proembriogénicas formadas directamente desde células del explante foliar, o indirecta
con el desarrollo previo de un callo friable del cual emergen estructuras embriogénicas [11]. Se
ha reportado la obtencion directa de embriones soméaticos globulares y torpedo desde la hoja
de vitroplantas posterior a 10 semanas de introduccion en variedades como Catuai y Caturra
[12]; sin embargo, se ha sefialado que en Coffea sp. el método indirecto genera mayor cantidad
de estructuras tipo torpedo, donde la etapa de desarrollo del explante, edad de la planta, y la
orientacion de la hoja hacia el medio de cultivo durante la introduccion in vitro toman relevancia
si se busca la eficacia en la embriogénesis directa [13].

La orientacion adaxial o abaxial del explante foliar permite el intercambio de gases dentro del
frasco de cultivo in vitro segun la posicion de las estomas de la especie, siendo fundamental
en la embriogénesis y morfogénesis, a pesar de que las tasas fotosintéticas y respiratorias en
cultivos in vitro son bajas [14]. Ademas, la capacidad embriogénica in vitro puede depender
del equilibrio entre los reguladores del crecimiento enddégeno y exdgeno, en particular de los
niveles de auxinas enddgenas, las cuales se concentran en mayor proporcion en zonas distales
0 apicales con respecto a la totalidad de la planta [15]. Para evaluar la incidencia de estos
factores, en este trabajo se buscé evaluar la eficiencia en la embriogénesis somatica directa
segun la disposicion adaxial o abaxial de hojas de vitroplantas de C. arabica var. Caturra
obtenidas de desde un punto de origen distal, proximal o medial con respecto a la totalidad de
la planta.
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Materiales y métodos

El ensayo se llevd a cabo como parte de las préacticas del curso “Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales” de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto Tecnholdégico de
Costa Rica (ITCR), en Cartago, Costa Rica, siguiendo metodologias descritas en [16], [17].

Material vegetal. El material vegetal utilizado consistio en vitroplantas de C. arabica var. Caturra
disponibles para las practicas docentes de dicho curso. Estas plantas se encontraban en el
cuarto de crecimiento del Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia (ITCR) en un medio con sales M&S [18], complementado con vitaminas [19], 5
mg/L de benciladenina (BA), 15 g/L sacarosa, 125 mg/L de estreptomicina y 3 g/L de Phytagel,
con un pH de 5.7, a una temperatura promedio de 24 + 2° C y a un fotoperiodo de 16 horas
luz/8 horas oscuridad, con 90 dias de crecimiento [20].

Medio de cultivo. Para la ES de C. arabica var. Caturra, se empled un medio de cultivo basal
M&S al 25% (Macroelementos) y 50% (Microelementos) [18], FEEDTA al 50%, asi como los
siguientes componentes: fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 42,5 mg/L, piridoxina 1 mgl/L,
acido nicotinico 1 mg/L, tiamina 10 mg/L, mionositol 100 mg/L, bencilaminopurina (BAP) 1 mg/L,
sacarosa 30g/L, 3 g/L de Phytagel, y se ajusté el pH a 5.6 [16]. El medio se dispenso en frascos
de vidrio de 5.2 x 6 x 6-7 cm; con 60 ml para el cultivo in vitro.

Preparacion del material e inducciéon de embriogénesis somatica. Se extrajeron secciones de
hojas de café de aproximadamente 1 cm? de los puntos de origen distales (primer par de hojas
de la parte superior de la vitroplanta), medias (hojas de la parte media) y basales (hojas de la
parte inferior, mas cercanas al medio de cultivo) de vitroplantas seleccionadas. Cada explante
se cultivd en un frasco con la orientacion de la hoja en posicion abaxial (envés hacia el medio
de cultivo) o adaxial (haz hacia el medio de cultivo). El material se incubd a una temperatura
constante de 26 °C en condiciones de oscuridad durante 60 dias, tras los cuales se expusieron
a luz directa durante 20 dias adicionales [17]. Al final del proceso sobrevivieron 72 explantes.

Andlisis estadistico. Las variables de respuesta para este experimento fueron oxidacion,
regeneracion o embriogénesis, y formacion de callo, mientras que los tratamientos fueron
disposicion de la hoja (abaxial, adaxial) y la parte del explante de donde se tomd la hoja (basal,
medial y proximal). La evaluacion del material se llevd a cabo luego de 80 dias del ensayo.
Se realizd un analisis multivariado utilizando la herramienta RStudio (v 2023.09.1), utilizando
los paquetes; agricolae, factoextra, FactoMineR, pheatmap, RColorBrewer, colorspace y
grid, con las variables de respuesta (oxidacion, callo y regeneracion) y la interaccion entre
los dos tratamientos establecidos (origen y posicion del explante). Para ello se definid una
matriz, los componentes principales analizados mediante andlisis de covarianza y el analisis
de conglomerados, por medio de la determinaciéon de distancias euclidias. En base a esto se
realizd un mapa de calor para determinar cual combinacion de factores (orientacion de la hojay
punto de origen en la planta) generd una mayor regeneracion en la inducciéon de embriogénesis
somatica.

Resultados

La embriogénesis somatica de C. arabica var. Caturra expuso el crecimiento de callo de
cicatrizaciéon en las zonas cercanas a los cortes realizados en las hojas luego de 1 mes de
incubacion. Los ejes embrionarios germinaron en gran parte de los tratamientos 80 dias
después de la introduccion de hoja en posicion adaxial desde distintos puntos de origen
(Cuadro 1, Figura 1), al igual que tratamientos con la hoja en posicion abaxial, pero en menor
cantidad.
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Figura 1. Embriogénesis somatica a partir de explantes de hoja de vitroplantas de Coffea arabica var.
Caturra de origen adaxial-distal (A), adaxial-medial (B) y adaxial-proximal (C) luego de 80 dias.

Cuadro 1. Cantidad de explantes obtenidos por tratamiento luego de 80 dias de desarrollo.

Distal 12

Adaxial Medial 13
Proximal 12

Distal 12

Abaxial Medial 10
Proximal 13

El andlisis de conglomerados aplicado para la cuantificacion vectorial dividio los datos en dos
grupos, donde se agruparon los datos considerando la proximidad de las medias; es decir, al
considerar todas las variables de respuesta conjuntamente, las combinaciones de tratamientos
se agruparon en dos conglomerados que presentaron patrones de respuesta similares (Figura
2). La agrupacion 1 se conformé por los tratamientos Abaxial/distal y Abaxial/proximal con una
suma de cuadrados dentro del cluster (SS) de 0.0190, mientras que en la agrupacion 2 se
encontraban los tratamientos Adaxial/distal, Adaxial/medial, Adaxial/proximal y Abaxial/medial
(SS = 0.1493). El conglomerado 2 exhibio el mayor promedio de regeneracion con 0.36 (Cuadro
2). Dicho grupo engloba todas las muestras con disposicion de hoja adaxial, y el tratamiento
abaxial medial. La relacion de SS entre el total de SS es de 46.7% asociado a la dispersion de
los datos dentro del grupo de cada cluster.
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Figura 2. Agrupacion de los datos a partir del andlisis de clUster por K-medias para diferentes
tratamientos de embriogénesis en C. arabica var. Caturra en base a su respuesta en callo, regeneracion
y oxidacion, a partir de una métrica de distancia euclidea, un método de enlace completo y dos
cluster. Representado con un 46.7% de varianza entre los cluster RStudio (v 2023.09.1).

Cuadro 2. Promedios de respuestas asociadas con la induccién de embriogénesis somatica
(callo, regeneracion y oxidacion) obtenidos a partir de explantes de hojas de vitroplantas
de Coffea arabica var. Caturra a partir del andlisis de cluster por K-medias.

Callo 0.68 0.70

Regeneracion 0.12 0.36
Oxidacion 0.36 0.23

Nota: SS = suma de cuadrados dentro del cluster.

Las respuestas de cada tratamiento fueron representadas en forma de un mapa de calor (Figura
3), donde los colores representan diferentes niveles de respuesta junto a la escala de 0 a 1
donde la mayor cercania a 1 representa que el tratamiento tiene una influencia significativa
en la variable observada. El tratamiento con la hoja abaxial/medial gener6é mas callo (0.92),
probablemente relacionado con la cicatrizacion del tejido, y simultaneamente exhibié el mayor
porcentaje de regeneracion (0.46), que es la variable principal de interés en este estudio. El
segundo tratamiento con mayor regeneracion fue el adaxial distal (0.40), seguido del adaxial
medial (0.33), indicando que estas partes de la planta permitieron la regeneracion. Ademas,
los tratamientos adaxiales restantes también mostraron regeneracion, con una oxidacion
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relativamente reducida. Por otro lado, los tratamientos abaxiales distal y proximal muestran
tonos mas azulados en cuanto a regeneracion, con un valor especifico de 0.17 y 0.06,
respectivamente, lo que sugiere una respuesta deficiente en esta variable, junto con mayor

oxidacion.
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Figura 3. Mapa de calor de respuestas asociadas con induccion de embriogénesis somatica (oxidacion,
regeneracion y callo) respecto al tipo de explante de hojas de vitroplantas de Coffea arabica var. Caturra.

Discusion

La embriogénesis somatica es una técnica importante para la propagacion masiva de plantas
como C. arabica var. Caturra. La posicion de la hoja puede contribuir significativamente a la
eficacia del proceso de embriogénesis somatica, con variaciones que pueden representar
hasta un 70% de diferencia en la formacion de embriones dependiendo del protocolo y la
posicion de la hoja [21].

La orientacion adaxial de las hojas hacia el medio de cultivo ha demostrado tener una respuesta
eficiente y significativa en la formacion de callos y embriones en esta especie [22]. Este aspecto
posiblemente se debe a la riqueza en células activas de los tejidos epidérmicos y mesofilos
presentes en el lado adaxial de la hoja, facilitando la absorcién de nutrientes y fitohormonas
esenciales para la embriogénesis somatica. Ademas, la caracteristica hipoestomatica (estomas
en el envés) de las hojas de C. arabica favorece el intercambio gaseoso cuando es cultivada
con la superficie adaxial en contacto con el medio de cultivo, lo que puede resultar en una
formacion de callos mas eficiente [7] .

La regeneracion de embriones en C. arabica también esta estrechamente relacionada con
la biosintesis local de auxinas y sus vias de transporte endégenas [23]. La acumulacion
de auxinas en los tejidos cercanos a las lesiones promueve la regeneracion tisular, siendo
fundamental para el proceso de embriogénesis [24]. Asimismo, el punto de origen de la hoja en
la planta donadora también desempefa un papel crucial en la inducciéon de la embriogénesis
somatica a partir de tejido foliar, ya que las hojas jévenes/adultas ubicadas en la parte media
o distal de la planta son ricas en citocininas y auxinas, estimulando el desarrollo embrionario
significativamente [21]. Adicionalmente, los explantes obtenidos de vitroplantas tienden a
exhibir la mejor respuesta a la induccion de la embriogénesis soméatica debido a su composicion
parenquimatosa, caracterizada por un bajo nivel de diferenciacion celular [25].

Se observd que las hojas tomadas de la parte medial de la planta mostraron una mayor
capacidad de regeneracion. La combinacion de hojas con posicion adaxial medial generd una
respuesta mas favorable, seguida de los tratamientos con hojas adaxiales tanto distales, basales
y proximales, destacando ademas una reducida oxidacion en el grupo 2, donde se observo un
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36% de formacion de embriones, mientras que en el grupo 1 fue del 12%. Estas observaciones
se basan en un total de 72 inducciones de embriogénesis, en las cuales, la mayoria de los
explantes del cluster 2 presentaron una capacidad superior para formar embriones somaticos.

Conclusiones

El cultivo de explantes de hoja de café (C. arabica var. Caturra) en posicion abaxial mostrd
regeneracion de plantas reducida, pues posiblemente se limita el intercambio gaseoso y
conduce a un mayor nivel de oxidacion. En consecuencia, se sugiere priorizar el uso de hojas
tomadas de la parte medial de la planta, las cuales deben ser colocadas en el medio de cultivo
en posicion adaxial para obtener mayor porcentaje esperado de éxito en la induccion de la
embriogénesis somatica con vitroplantas de C. arabica. La capacidad de esta especie para
originar embriones a partir de tejido somatico representa una ventaja en la regeneracion de
plantas por cultivo de tejidos, siendo de interés para procesos de propagacion a gran escala.
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Palabras clave

Solanum lycopersicum; reaccion en cadena de la polimerasa; microscopia electronica de
transmision; Geminiviridae.

Resumen

El presente estudio se enfoco en investigar la presencia del virus del acucharamiento de la hoja
del tomate (TYLCV) en plantas de tomate en el cantén de Sarchi, Costa Rica. Se recolectaron
muestras de plantas con sintomas de la enfermedad, asi como una muestra sin sintomas, y
se realizaron analisis moleculares y microscopicos para detectar y caracterizar el virus. Se
demostrd la presencia del TYLCV en las muestras analizadas mediante PCR, y comparando
con otras secuencias mediante un BLAST y un éarbol filogenético. Ademas, se observaron
diferencias en la gravedad de los sintomas entre las plantas expuestas al sol y a la sombra. En
el analisis por microscopia electrénica de transmision, se identificaron sintomas citopatolégicos
en los cloroplastos de las plantas infectadas, tales como deformacion, presencia de granulos de
almidoén, y cambios en la estructura y organizacion de los tilacoides. Estos hallazgos confirman
la presencia del TYLCV en los cultivos de tomate analizados. Estos resultados pueden ser de
utilidad para los agricultores y cientificos que buscan desarrollar estrategias de manejo y control
de esta enfermedad en los cultivos de tomate en Costa Rica.

Abstract

The present study focused on investigating the presence of tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
in tomato plants in Sarchi, Costa Rica. Samples from plants with symptoms of the disease, as
well as a sample without symptoms, were collected, and molecular and microscopic analysis
were performed to detect and characterize the virus. The results confirmed the presence of
TYLCV in the analyzed samples by PCR amplification and by comparison with other sequences
using a BLAST and a phylogenetic tree. In addition, differences in the severity of symptoms were
observed between plants exposed to sun or in the shade. Cytopathological symptoms were
identified by transmission electron microscopy in the chloroplasts of infected plants, such as
deformation, presence of starch granules, and changes in the thylakoid structure. These findings
confirm the presence of TYLCV in the tomato crops analyzed in this study. These results may be
useful for farmers and scientists seeking to develop management and control strategies for this
disease in tomato crops in Costa Rica.

Keywords

Solanum lycopersicum; polymerase chain reaction; transmission electron microscopy;
Geminiviridae.

Introduccién

En Costa Rica, el tomate (Solanum lycopersicum) ha ocupado lugares relevantes dentro de los
cultivos anuales de mayor area de siembra; en el 2019 ocup? el tercer lugar de la categoria de
hortalizas con 1001 ha (14%) [1] y actualmente se continla monitoreando dentro de los cultivos
de mayor importancia en el pais segun la ultima Encuesta Agricola Nacional del 2022 [2]. El
tomate se caracteriza por ser un cultivo intensivo realizado durante todo el ano por pequefos
y medianos productores [3]. Alrededor de mil agricultores estan dedicados a la produccion de
tomate en diferentes lugares del pais; sin embargo, el 90% de la producciéon se concentra en
el Valle Central [4].
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El cultivo del tomate se ve afectado por gran cantidad de plagas y enfermedades, causadas
principalmente por insectos (Heliothis virescens), acaros (Tetranychus urticae), hongos (Botrytis
cinerea), bacterias (Pseudomonas syringae pv tomato) y virus [5], [6]. Dentro deeste ultimo
grupo de fitopatdbgenos destacan los Begomovirus, pertenecientes a la familia Geminiviridae.
Estos se caracterizan por su alta tasa de recombinacion y tener un amplio rango de plantas
hospederas, ocasionando dificultades en su manejo [7].

ElI TYLCV, también conocido como virus de la cuchara (o del acucharamiento, enrollamiento, o
rizado de la hoja), causa el amarillamiento, reduccion en el area de superficie, y el enrollamiento
hacia arriba de los margenes de las hojas de las plantas de tomate, retrasando su crecimiento
y reduciendo la productividad del cultivo [8], [9]. EI TYLCV es un begomovirus monopartito
[10], [11] de ADN de cadena sencilla sentido positivo (+ssADN), lo que lo coloca en el Grupo |l
segun la clasificacion Baltimore [12], [13]. Este virus fue detectado en Costa Rica en el 2012 en
cultivos de tomate [14] y desde entonces se han realizado estudios para la deteccion de razas,
para conocer su efecto sobre estos cultivos, y para determinar la relacion con su principal
vector Bemisia tabaci (mosca blanca) [10], [11], [15], [16], ya que es considerado uno de los
virus mas importantes en el sector agricola por el dafio que se le atribuye a nivel mundial [17],
[18], [19].

En América Central, los Begomovirus que infectan tomate han ocasionado pérdidas que
sobrepasan el 60% de su produccion; por esta razdn, paises como Guatemala y Nicaragua
dejaron de cultivarlo por temporadas [20]. En cuanto a Costa Rica, ya desde el 2014 se reportan
pérdidas desde el 50 al 80% en algunas de las zonas productoras [21]. En el estudio de
Valverde-Méndez et al. [11], reportaron que las secuencias de los haplotipos encontradas en el
pais durante 2015-2016 presentaron similitud con haplotipos de China, Australia, Japén, México
y Corea del Sur, validando la variabilidad y capacidad de dispersion del virus. Para el 2023, el
virus se habia detectado practicamente en todo el pais, y los agricultores contindan reportando
pérdidas de hasta el 75% de la produccion de tomate [22].

Debido a esta problematica, se hace importante la deteccion y caracterizacion de este virus y
sus variables, para que se puedan identificar y tomar las medidas respectivas. Estudios previos
realizados en Australia [23] y China [24] han realizado pruebas moleculares para la deteccion
de este virus, asi como su debida caracterizacion mediante herramientas bioinformaticas y
arboles filogenéticos. Por lo tanto, el presente reporte de caso tuvo como objetivo documentar
la implementacion de un protocolo para la deteccion molecular del virus del acucharamiento
de la hoja del tomate (TYLCV) en plantas de tomate en una finca especifica de Sarchi, Costa
Rica. Ademas, se busco caracterizar y estudiar los sintomas causados por la infeccién en estas
plantas, proporcionando datos valiosos que pueden contribuir al desarrollo de estrategias de
manejo localizadas para esta enfermedad en Costa Rica.

Metodologia

Los experimentos del presente estudio fueron realizados como parte de las préacticas del
curso “Virologia Molecular de Plantas” de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia del Instituto
Tecnologico de Costa Rica en el 2023.

Recoleccidén de muestras

La zona de muestreo corresponde a una finca de produccion de tomate en la Region Central
Occidental de Costa Rica, especificamente en el canton de Sarchi en la provincia de Alajuela,
durante el mes de marzo del afio 2023.
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Para la colecta de las muestras vegetales se seleccionaron de forma no aleatoria, nueve
plantas individuales de tomate de la variedad "‘Milano’, ocho de las cuales presentaban
sintomas potenciales de la enfermedad (amarillamiento y acucharamiento de las hojas), y una
gue no presentaba dicha sintomatologia. Las muestras consistieron en tejido foliar préximo
al meristemo apical, y especificamente en areas con sintomas atribuibles al TYLCV. De cada
planta se tomaron dos secciones de aproximadamente 1.0 cm?, una de las cuales se coloco
en bolsas estériles y se almacent a -18 °C para las pruebas moleculares, mientras que la otra
seccion se introdujo en tubos con solucién fijadora de Karnovsky [25] y se almacend a 4 °C para
su analisis por microscopia electronica de transmision (MET).

Extraccion de ADN

Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido, luego se molieron con un mortero
previamente enfriado con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. De este polvo se
tomaron aproximadamente 40 mg para realizar la extraccion de ADN. Para esta extraccion se
utilizé el Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Estados Unidos). Las muestras de
ADN se almacenaron a -20° C hasta su uso.

Deteccién del virus por PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizaron los cebadores reportados por Park et al. [26] para la
deteccion de distintas variantes del virus TYLCV (forward 5’-TTTCCTGAATCTGTTCACGGATT-3’
y reverse 5'-AACTAATGCCTGTTCCTTCATTC-3"), los cuales amplifican un producto de
aproximadamente 740 pb e incluyen parte de la region intergénica, el gen de la proteina de
cubierta (CP o V2), y parte de la proteina de movimiento (MP o V1). Ademas, el programa de
termociclado corresponde a una modificacion del propuesto por Park et al. [26]. El programa
utilizado fue el siguiente: 30 s a 98 °C desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos térmicos
(10 s a 98 °C de desnaturalizacion, 10 s a 60 °C de apareamiento, y 45 s a 72 °C de extension)
y una extension final a 72 °C durante 5 min. Los amplicones fueron luego analizados en un gel
de agarosa con amortiguador 1x TAE (Tris-acetato-EDTA). La corrida se realizé durante 30
minutos a 100 voltios.

Analisis bioinformatico

Luego de realizar la secuenciacion de Sanger del amplicon obtenido de la muestra 9, se envid la
muestra a secuenciar a Macrogen USA. Posteriormente, se realizé un ensamblaje de secuencias
mediante CAP3® [27]. Luego, se realizé una comparacion de los nucledtidos utilizando la base
de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/), a través de una busqueda Nucleoide BLAST. Se realizé una reconstruccion filogenética
de Maxima Verosimilitud (ML) [28], usando las accesiones del GenBank mas estrechamente
emparentadas, seleccionadas mediante un analisis BLAST para identificar las secuencias con
mayor similitud. El analisis filogenético se realizd utilizando el software MEGA v11.0.13 [29].
Para calcular la distancia genética entre aislamientos considerando el nimero de sustituciones
de bases y eliminando posiciones con datos faltantes se utilizd el modelo Tamura-Nei [30] y
un bootstrap de 3000. Adicionalmente, se identificd la variante viral de TYLCV mediante in
silico RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion, por sus siglas en inglés),
utilizando el software SnapGene 7.2.0. Se utilizaron las enzimas de restriccion BssSl, Faul, Ddel
y Avall las cuales ya se han utilizado en otros estudios de este tipo [26], [31], [32], [33]. En
el Cuadro 1 se encuentran las secuencias utilizadas tanto para la reconstruccion filogenética
como para la identificacion mediante in silico RFLP.
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Cuadro 1. Accesiones consultadas en el NCBI para variantes del virus TYLCV y su lugar de origen.

TYLCV-IL (SR) Siria ONB864376.1 [34]
TYLCV-IL (US-F10-04) Estados Unidos AY530931 [35]
TYLCV-KR Corea JNB80149 [36]
TYLCV-MdI (Jo-Cuc) Jordania EU143745 [37]
GRBaVv* Canada JX559642 [38]

*Grapevine red blotch virus; grupo externo de referencia.

Analisis citopatol6gicos mediante MET

Segmentos de tejido sintomaticos de infeccion con TYLCV y colectados de hojas de tomate (0.5
cm?) fueron procesadas de acuerdo con lo propuesto por Alvarado et al. [25]. Esto consistio en
una fijacion durante 2 dias a 4 °C en glutaraldehido y paraformaldehido al 2% v/v disuelto en
tampon fosfato 0.1 M a pH 7.2 (solucion de Karnovsky), seguido de una fijacion en tetradxido de
osmio (0s0O,) al 2 % por 2 horas. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas en diluciones
graduales de acetona y fueron luego polimerizadas en resina de baja viscosidad Spurr®. Las
muestras ultrafinas se tifleron con 2% acetato de uranilo y una soluciéon saturada de SATO
plomo durante 10 minutos, respectivamente. Finalmente, las muestras se visualizaron en un
MET Jeol JEM 2010 (JEOL, Japon).

Resultados y discusion

Al realizar el muestreo, se observé una mayor gravedad de la sintomatologia en las plantas
expuestas mayoritariamente al sol respecto a las que se encontraban a la sombra en el tomatal
muestreado (Figura 1). Para descartar la posibilidad de que estos sintomas se debieran a una
simple falta de agua, se verificd que todas las plantas recibieran un riego adecuado y uniforme
durante el periodo de estudio. Ademas, los sintomas observados, como el amarillamiento
y el acucharamiento de las hojas, son caracteristicos de la infeccion por TYLCV y no de la
deshidratacion, lo que refuerza la conclusion de que la sintomatologia se debe a la presencia
del virus [11].

Figura 1. Muestra representativa de las plantas de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano)
colectadas en Sarchi, Costa Rica. A, hoja de planta expuesta al sol y presuntamente infectada con
el virus TYLCV; B, hoja de planta en sombra y presuntamente infectada con el virus TYLCV.
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Investigaciones previas han demostrado que las temperaturas superiores a 25°C pueden
agravar los sintomas de la infeccién viral en las hojas, lo cual concuerda con el hecho de que
algunos tipos de estrés abidtico estan relacionados con el debilitamiento de los mecanismos
de defensa de la planta, aumentando la susceptibilidad a la infeccion de patdgenos [35], [37],
[39], [40]. Por ejemplo, en la interaccion entre el virus SCMV y el maiz se ha demostrado que
los sintomas de la infeccién son mas graves en luminosidad que en sombra [41].

En el tomate, algunos de los genes afectados por las temperaturas elevadas son los
codificantes de proteinas de choque térmico (HSP) [35], [40]. Algunas de las funciones de las
HSP incluyen prevenir agregados proteicos, asi como degradacion y plegamiento inadecuado
de proteinas; no obstante, pueden ser secuestradas por virus de plantas que buscan asociarse
con chaperonas del huésped para potenciar su infeccion [42], [43]. De hecho, el desarrollo
de agregados proteicos formados por proteinas de la capside viral, ADN del virus y proteinas
de estrés celular como las HSP, se considera como un signo de una invasion viral exitosa de
parte del TYLCV [28], [43]. Ademas, al mantener las chaperonas en agregados se disminuye
la eficiencia de la respuesta al estrés, incluso ante una eventual recuperacion de la planta [35].

Deteccion de TYLCV mediante PCR

En la electroforesis realizada para el analisis de los amplicones producto del PCR, se obtuvo
como resultado una banda en todas las muestras con sintomas y en la muestra sin sintomas.
Segun el marcador molecular, estas bandas se encuentran entre las 650-850 pb (Figura 2). Lo
anterior coincide con el tamafo del producto de PCR esperado para los cebadores de ADN
utilizados, el cual se encuentra entre 739-740 pb [26], o que sugiere que la totalidad de las
muestras analizadas, incluyendo la muestra asintomatica, fueron positivas con respecto a la
presencia de TYLCV. Esto indica que la muestra asintomatica también estaba infectada con el
virus, a pesar de no presentar sintomas visibles.

MM CN 1 2 S 4

850pb\_
650pb \ — e — —
500pb

MM 5 6 7 8 9
850pb ~__ .
650ph — e —
500pb

Figura 2. Analisis de ADN viral del TYLCV en gel de agarosa con los productos de la amplificacion
de PCR. MM, marcador molecular (Invitrogen 1kb plus DNA ladder Thermofisher); CN, control
negativo (agua); 1-9, muestras de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano) colectadas
en Sarchi, Costa Rica, con y sin sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV.
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Andlisis citopatoldégico mediante MET

Con el fin de realizar el estudio de citopatologia con MET, se seleccioné la muestra 9 debido
al resultado positivo en la deteccion por PCR (Figura 2) y dado que durante la recoleccion se
observd que la planta de origen presentaba sintomas mas evidentes en comparacion con las
demas.

En la Figura 3 se observan los posibles sintomas citopatolégicos generados por TYLCV en
los cloroplastos de las hojas de tomate analizadas. El cloroplasto tiene apariencia hinchada,
presenta reduccion en las granas, y una organizacion anormal de los tilacoides; ademas, hay
presencia de plastoglobulos y granulos de almidén anormalmente grandes (Figura 3A). La
presencia de estos Ultimos puede ocurrir por la expresion constitutiva de MP virales, las cuales
pueden llegar a desencadenar sintomas tipicos como acumulacion anormal de azUucar, clorosis,
enanismo y fotosintesis reducida [36].

Ademas, tentativamente se observaron particulas virales siendo transportadas a través del
plasmodesmo (Figura 3B). Ya se ha reportado previamente una relacion compleja entre los
geminivirus y los cloroplastos para el movimiento intercelular a través del plasmodesmo [44].
Las anomalias de los cloroplastos son comunes durante la interaccion huésped-virus, 1o cual
se asocia con la sintomatologia [36], y genera disminucion en la capacidad fotosintética de los
cloroplastos [37], lo cual coincide con los sintomas reportados para TYLCV [8], [9].

Figura 3. Microscopia electrénica de transmision de hojas de tomate (Solanum lycopersicum var.
Milano) colectadas en Sarchi, Costa Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV. A,
deformacion de cloroplasto debido a presencia de granulos de almidon (TL, tilacoides presionados contra
la membrana del cloroplasto debido a la presencia de granulos de almidén; GA, granulos de almidén
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dentro del cloroplasto); B, plasmodesmos (flecha); C, presuntas particulas virales transportandose a
través de los plasmodesmos (flecha); D, presunta acumulacién de particulas virales (circulo).

Andlisis bioinformatico

Se realizé un BLAST en el NCBI que dio como resultado un 100% de similitud con la accesion
ONB864376.1 (TYLCV-IL (SR)), la cual corresponde a un estudio realizado en Siria en el afio
2022 [34]. Esto se confirmd mediante el analisis de RFLP in silico, donde se puede observar
qgue la secuencia TYCLV-IL (SR) presenta un patron de restriccion idéntico al amplicon obtenido

experimentalmente, y los fragmentos son cortados por las mismas enzimas (BssSl, Avall)
(Figura 4).
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Figura 4. Resultados del RFLP in silico realizado al amplicén de PCR secuenciado a partir de
una muestra de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano) colectada en Sarchi, Costa
Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV. 1, amplicén del PCR; 2, TYLCV-
IL(SR); 3, TYLCV-IL(US-F10-04); 4, TYLCV-KR; 5, TYLCV-MdI (Jo-Cuc). (SnapGene 7.2.0).

En cuanto al arbol filogenético, este respalda el resultado obtenido con el RFLP, al mostrar el
amplicon experimental en el mismo clado que la secuencia TYCLV-IL (SR); confirmando asi
la identidad del amplicén secuenciado (Figura 5). El uso de un arbol de maxima verosimilitud
produce mejores estimaciones iniciales cuando hay muchas inserciones, eliminaciones y datos
faltantes en las secuencias [45], tal como es el caso del amplicon experimental, el cual no es
el genoma completo. Estudios anteriores han utilizado este arbol para determinar la presencia
de la cepa lIsrael del TYLCV en dos sitios distintos de Espafia [46], permitiendo confirmar la
relacion de los mismos gracias a su proximidad. También en el estudio de Valverde-Méndez
[11] lograron establecer similitud entre las cepas costarricenses y haplotipos reportados en
Corea del Sur, Japén, Estados Unidos, México y Australia, guardando algunas coincidencias
con nuestro analisis.
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TYLCV expe

ONBE437 TYLCV IL (SR)

JNB80149 TYLCV KR

EU143745 TYLCV MdI (Jo Cuc)

AY530931 TYLCV IL (US F10 04)

JX559642 GRBaV (outgroup)

Figura 5. Arbol filogenético de maxima verosimilitud comparando el amplicon de PCR
secuenciado a partir de una muestra de hoja de tomate (Solanum lycopersicum var. Milano)
colectada en Sarchi, Costa Rica, con sintomatologia aparente de infeccion por TYLCV, con las
accesiones del GeneBank (NCBI) méas estrechamente emparentadas (MEGA v11.0.13).

Conclusiones

Se determind la presencia del virus TYLCV correspondiente a la variedad de lIsrael (IL) en
las muestras analizadas provenientes de cultivos de tomate colectadas el cantdon de Sarchi,
Costa Rica, confirmado mediante técnicas moleculares como la PCR, secuenciacion y analisis
bioinformaticos. Ademas, se observaron diferencias en la severidad de los sintomas entre las
plantas expuestas al sol y a la sombra, lo cual sugiere la influencia de factores ambientales en
el desarrollo de la enfermedad. Los anélisis microscépicos revelaron sintomas citopatolégicos
en los cloroplastos de las plantas infectadas, lo cual sugiere alteraciones en el funcionamiento
de estos organulos celulares clave para la fotosintesis y el crecimiento vegetal, y coincide con
la sintomatologia caracteristica de la infeccion viral.

El TYLCV ha sido monitoreado por la Universidad de Costa Rica y el gobierno costarricense
desde hace varios afos, utilizando diversos métodos moleculares. Sin embargo, la deteccion
y caracterizacion del TYLCV en los cultivos de tomate en el cantdn resalta la importancia de
la vigilancia continua y la implementacion de medidas de control para minimizar los impactos
econdémicos y agricolas de esta enfermedad. La colaboracion entre agricultores, cientificos y
autoridades es fundamental para proteger la producciéon de tomate y garantizar la seguridad
alimentaria en el pais. Se recomienda la realizacion de estudios adicionales para comprender
mejor y reforzar la interaccion de los factores intrinsecos y extrinsecos asociados a la
enfermedad, virulencia y patogenicidad. Esto permitira desarrollar enfoques mas eficientes y
especificos para mitigar los efectos del TYLCV y proteger la produccion de tomate en Costa
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Rica. Cabe resaltar que investigadores de la Universidad de Costa Rica han desarrollado
y distribuido una variedad de tomate (llamada Acorazado) resistente al TYLCV, la cual esta
disponible para los agricultores desde el 2023 [22].
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Palabras clave
Epigenética; expresion génica; mutagenos; cancer.

Resumen

Los agentes genotdxicos son sustancias que tienen la capacidad de inducir dafio en el ADN;
este dafo puede ser causado por agentes quimicos, bioldgicos y fisicos. Su capacidad de
inducir dafio esta influida por la dosis recibida, el tiempo y la via de exposicién, y la constitucion
genética del individuo, y puede estar relacionada con habitos de vida y el lugar de residencia.
Relacionado directamente con la genotoxicidad esta la epigenética; esta ciencia es el estudio
de los cambios en la funcion de los genes que son hereditarias y que no se pueden atribuir a
alteraciones de la secuencia de nucledtidos en el ADN. Estos procesos regulan la expresion
de genes por medio de la modulacion de la estructura de la cromatina. La interaccion de
factores genéticos y no genéticos involucrados en el control de patrones hereditarios puede
degenerar en enfermedades o trastornos complejos como cancer, infertilidad, procesos
inflamatorios, enfermedades degenerativas y disrupcion endocrina, padecimientos que pueden
ser transmitidos a la descendencia. Varios estudios epidemioldgicos han demostrado que los
cambios en el estilo de vida y los hébitos alimentarios podrian prevenir o reducir la incidencia
del cancer, especialmente mediante el aumento del nivel de antioxidantes y disminuyendo
la formacion de radicales libres con efecto intracelular. En el Centro de Investigacion en
Biotecnologia del Instituto Tecnolégico de Costa Rica se investigan diversos agentes genotdxicos
a los cuales esta expuesto la poblacion en Costa Rica, incluyendo bacterias como Helicobacter
pylori, microplasticos en especies marinas de consumo humano, y metales pesados en aguas
potables y en suelos. Estas investigaciones son relevantes para determinar la presencia de
estos agentes genotdxicos en el pals, evaluar el riesgo de exposicion de la poblacion, y asi
generar estrategias de prevencion y mitigacion del dafio.

Keywords
Epigenetics; gene expression; mutagens; cancer.

Abstract

Genotoxic agents are substances that can induce DNA damage; this damage can be caused by
chemical, biological, and physical agents. The dose, time and route of exposure, and the genetic
constitution of the individual influence the capacity of these agents to induce damage and may
also be related to lifestyle habits and place of residency. Directly associated with genotoxicity
is epigenetics, which is the study of hereditary changes in the function of hereditary genes
not attributed to alterations in the DNA sequence. These processes regulate the expression of
genes through the modulation of chromatin structure. The interaction of genetic and non-genetic
factors in the control of hereditary patterns of this expression may cause diseases or disorders
such as cancer, infertility, inflammatory processes, degenerative diseases, and endocrine
disruption that could be transmitted to the offspring. Several epidemiological studies have
shown that changes in lifestyle and eating habits could prevent or reduce cancer incidence;
particularly by increasing the level of antioxidants and reducing the formation of free radicals
with intracellular effects. At the Biotechnology Research Center of the Technological Institute
of Costa Rica, various genotoxic agents to which the population in Costa Rica is exposed are
investigated, including bacteria such as Helicobacter pylori, micro plastics in marine species
for human consumption, and heavy metals in drinking water and in soils. These investigations
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are relevant to determine the presence of these genotoxic agents in the country, to evaluate the
risk of exposure of the population, and thus generate strategies for prevention and mitigation of
the damage.

Introduccion

El ADN es la molécula en la cual se almacena la informacion genética de las células [1]. Los
agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotdxicos; segun la Agencia
Internacional de Investigacion en Cancer (IARC por sus siglas en inglés), los genotéxicos que
actuan como carcinégenos se clasifican en tres categorias de acuerdo con su origen: quimicos
(la gran mayoria), fisicos (radiaciones en todo su espectro) y biolégicos (principalmente algunas
bacterias y virus) [2]. La accion o capacidad de inducir dafio al ADN de estos agentes esta
influida por la dosis recibida, el tiempo y la via de exposicion, junto a la constitucion genética del
individuo. La genética toxicoldgica es una rama interdisciplinaria de la ciencia, que se encarga
de evaluar el dafno causado por los potenciales agentes genotdxicos a partir del monitoreo
ambiental y humano por distintos tipos de exposicion [3].

Los genotoxicos pueden clasificarse de acuerdo a su modo de accién o efectos en las personas
en: mutagenos, sustancias que alteran la secuencia del ADN y que pueden o no resultar en un
proceso carcinogénico; carcindgenos, agentes capaces de inducir cancer pudiendo o no ser
revertidos en sus inicios por los mecanismos celulares de defensa; y teratdgenos, los cuales
son el producto del dafio inducido sobre un organismo en desarrollo o en periodo de gestacion,
tiempo en el que los seres humanos son altamente vulnerables a los toxicos externos [3].

La epigenética es una ciencia que hace referencia a todos los mecanismos que regulan la
expresion genética sin alterar la secuencia de nucleétidos en el ADN (Figura 1). La metilacion
del ADN es una marca epigenética que juega un papel esencial en la regulacion de la expresion
genética [4]. Las islas CpG (regiones de pares de citocina — guanina enlazados por un fosfato)
son regiones de metilacion del ADN; en genes promotores, se sabe que regulan la expresion
génica mediante el silenciamiento transcripcional del gen correspondiente. La metilacion del
ADN en estas regiones -islas CpG- es crucial para la expresion genética y los procesos tejido-
especificos. Sin embargo, los niveles de expresion rara vez se ven afectados por la metilacion
del ADN en tejidos adultos normales [4]. La metilacion alterada del ADN se puede dividir en
dos tipos: hipermetilacion e hipometilacion [5]. La hipermetilacion puede conducir a la inhibicion
de la expresion génica (silenciamiento genético) del gen correspondiente; mientras que se ha
observado hipometilacion en elementos repetitivos en todo el genoma [5].

La epigenética incluye procesos de interaccion de factores genéticos y no genéticos
involucrados en el control de patrones hereditarios de expresion génica [6]. El resultado es el
control de la expresion de genes por medio de la modulacion de la estructura de la cromatina
(a nivel de histonas); organizacion cromosoémica; regulacion de la maquinaria transcripcional
ADN-ARN; y la denominada impronta genémica [5]. Este ultimo término se refiere a que, dado
qgue los humanos heredamos dos copias de cada gen (una de cada progenitor), algunas veces
una de esas copias es “apagada epigenéticamente” (a menudo mediante metilacion) en etapas
tempranas del desarrollo, lo cual puede desenmascarar efectos deletéreos, incluyendo una
serie de enfermedades y trastornos con este tipo de impronta genémica, incluidos el sindrome
de Angelan, el sindrome de Prader-Willi y el sindrome de Beckwith-Wiedemann [6].
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Figura 1. Algunas alteraciones epigenéticas: a) transcripcion de ADN en ARN, b) estructura de la
cromatina, c) integridad cromosémica, d) impronta genémica. (Elaborado con BioRender).

Investigaciones recientes en animales proporcionan evidencia de las modificaciones
epigenéticas involucradas en alteraciones fisicoquimicas, que en ultima instancia conducen
a la etiologia de trastornos complejos, como cancer, infertilidad, procesos inflamatorios y
disrupcion endocrina [7]. Los mecanismos de modificacion epigenética pueden ser también
modulados por numerosos factores externos, incluyendo estimulos ambientales como la dieta
extrema, el estrés, la actividad fisica, habitos de trabajo, el fumado, y el consumo del alcohol
[8]. El estudio continuo en epigenética ha demostrado su importancia en las enfermedades
autoinmunes, enfermedades congénitas, impedimentos en el desarrollo cognitivo, y desérdenes
neuropsiquiatricos, entre otros [9].

El medio ambiente como factor causal

Existen compuestos a los cuales estamos en contacto a diario, los cuales han demostrado
poseer efectos genotdxicos segun su concentracion y exposicion. Entre ellos, se encuentran
particulas plasticas; algunos ingredientes en cosmeéticos; algunos aditivos para comida,
tales como sulfito de sodio, acido bodrico, y acido benzoico [10]; colorantes de comida como
carmoisina, y amarillo metanilo [11]; el didxido de titanio [12, 13]; el edulcorante acesulfamo
de potasio [14, 15]; y de manera especial los metales pesados, como cadmio (Cd), plata (Ag),
cobre (Cu), mercurio (Hg) y arsénico (As) [16, 17].

El potencial genotdxico de las particulas de plastico ha sido resaltado en los Ultimos anos.
Se ha demostrado que las nanoparticulas de poliestireno, uno de los plasticos mas usados
actualmente, contiene actividad genotdxica en células humanas [18]. Esto mismo se ha
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encontrado en estudios con nanoparticulas de tereftalato de polietileno -PET, por sus siglas en
inglés- [19, 20]. Por su parte, el bisfenol A (BPA), presenta potencial de inducir genotoxicidad
aun a dosis bajas; lo anterior es importante pues es uno de los componentes mas usados a nivel
industrial para la fabricacion de plasticos y resinas epodxicas como plastificante, utilizado en la
manufactura de materiales de contenedores y empaques de comidas y bebidas, revestimiento
de latas, biberones, juguetes, diversos productos de consumo de papel, entre otros; ademas
del potencial de inducir genotoxicidad, estos plasticos pueden causar diferentes alteraciones
al sistema reproductivo, al metabolismo, al desarrollo puberal, al desarrollo en infantes y al
desarrollo neurolégico [21, 22, 23].

Asimismo, los metales pesados son de gran interés en el estudio de la genotoxicidad. Las
nanoparticulas de 6xido de zinc, las cuales son utilizadas ampliamente en productos de
cuidado personal, blogueadores solares, unguentos, pigmentos, revestimientos (proteccion
contra la luz ultravioleta y fungicidas en pinturas), aditivos alimentarios, catalizadores, cemento,
caucho, y plastico [24], han demostrado ser potencialmente genotoxicas [25].

Por otra parte, los metales pesados tales como As, Cd y Hg tienen efectos nocivos para la salud
humana, y la exposicion a estos se ha incrementado por actividades no solo antropogénicas,
sino también geogénicas; estos metales son contaminantes ambientales de origen natural,
especialmente de suelos volcanicos, los cuales pueden ser especialmente peligrosos cuando
son endémicos en el lugar de residencia y, por ende, la exposicion de las personas a estas
particulas es casi inevitable [26]. Lo anterior es preocupante dado que se ha observado que
algunos metales como el arsénico, cadmio y cromo pueden alterar la sintesis y reparacion del
ADN, ademas de ser carcinogénicos [27].

Mecanismos de accién

Los compuestos genotdxicos y epigenotdxicos pueden causar diferentes dafios en el ADN
y alteraciones en el patrén de transcripcion dependiendo de su naturaleza (Figura 2). Los
agentes ‘reactivos al ADN’ causan principalmente dafo directo por formacion de aductos de
ADN covalente y mediante entrecruzamiento (es decir, enlaces cruzados de ADN intracadena,
enlaces cruzados de ADN entre cadenas, y enlaces cruzados ADN-proteina). Por el contrario,
los agentes ‘no reactivos al ADN’ dan lugar a dafios a través de mecanismos indirectos, por
ejemplo, mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y del nitrégeno (RNS),
o interfiriendo con componentes celulares implicados en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica [28].

En el caso de los metales pesados, estos pueden causar dafios genéticos por medio de multiples
vias; entre ellas se encuentran la creacion de micronucleos, aberraciones cromosoémicas y dafio
del ADN a nivel molecular [28]. También el dafio depende de su identidad quimica [17]; por
ejemplo, el arsénico inorganico tiene la capacidad de causar estrés oxidativo a través de ROS,
los cuales pueden evitar la reparacion del ADN mediante la inactivacion de enzimas vitales para
este proceso, a la vez que rompen las hebras de ADN y generan mutaciones que incrementan
el riesgo de cancer. Ademas, el arsénico puede causar modificaciones epigenéticas a través de
alteraciones en la metilacion del ADN vy la produccion de microARN [29]. Resultados similares
se han reportado en estudios con otros metales como plomo, mercurio, cromo y cadmio [27,
36, 37].

Dafios similares a estos se han descrito producidos por los microplasticos [23, 30, 31],
nanoparticulas de didxido de titanio [32, 33], y nanoparticulas de 6xido de zinc [34, 35]. Otros
compuestos genotdxicos no metalicos como el bisfenol A pueden alterar la metilacion del ADN,
asi como generar modificaciones en las histonas, los cuales pueden desembocar en cancer y
alteraciones neuroldgicas [22], ademas de poder inducir la ruptura del ADN [38, 39].



‘ Tecnologia en Marcha. Vol. 37, especial. Noviembre, 2024
184 M 30 Aniversario del Centro de Investigacion en Biotecnologia

Se han desarrollado diversos ensayos de laboratorio que permiten evidenciar estos procesos,
tales como: mutaciones de genes mediante el Test De Ames, danos en el ADN por medio del
Ensayo Cometa, y dafios cromosémicos mediante Ensayo de Micronucleos [5].

Figura 2. Procesos celulares alterados por el contacto cronico con metales pesados
y plasticos como el bisfenol A (BPA) (Elaborado con BioRender).

Andlisis de riesgo a la salud humana por exposicion a sustancias genotdxicas

Los datos de genotoxicidad se interpretan principalmente de forma cualitativa, lo que
normalmente da como resultado una clasificacién binaria de entidades quimicas (tiene
capacidad de provocar genotoxicidad una sustancia, si 0 no). Actualmente, se discuten las
oportunidades en la determinacion de un punto de referencia (por ejemplo, una dosis de
referencia) a partir de datos genéticos de dosis-respuesta de toxicidad, seguidos del célculo de
un margen de exposicion (MOE, por sus siglas en inglés, margin of exposure) o la derivacion de
una guia basada en valores de salud (HBGV, por sus siglas en inglés, health-based guidance
value). Ademas, con respecto a los mutagenos reactivos al ADN, surge la pregunta de si el
supuesto ampliamente aceptado de una relacion dosis-respuesta sin umbral, es compatible
con la derivaciéon de un HBGV. Por lo tanto, en la actualidad, cualquier enfoque de evaluacion
cuantitativa de la genotoxicidad aun esta por resolverse y es evaluado caso por caso [28].

La interpretacion cuantitativa de los datos de genotoxicidad in vivo con fines de priorizacion,
por ejemplo, en conexion con el enfoque del MOE, podria verse como una oportunidad
prometedora para su aplicacion rutinaria. Para seguir avanzando en la evaluacion cuantitativa
de la genotoxicidad, se debe dar prioridad al desarrollo de nuevos métodos experimentales
para proporcionar una comprension mecanicista mas profunda y una base mas completa para
el analisis de la relacion dosis-respuesta. Los resultados de las pruebas de genotoxicidad
desempefian un papel especial en la evaluacion y gestion de riesgos quimicos para los
consumidores. Este se debe principalmente al caracter irreversible y a la particular gravedad
de los efectos adversos para la salud que pueden derivarse de eventos genotdxicos [28].
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Reversion de dano oxidativo y quimio prevencion

La quimio prevencion se define como el uso de agentes quimicos naturales o sintéticos para
revertir, suprimir o prevenir la progresion cancerigena [40]. Muchos agentes quimiopreventivos
son fitoquimicos, es decir, sustancias quimicas vegetales no nutritivas que tienen propiedades
protectoras o preventivas de enfermedades. Ademas, los compuestos naturales ejercen quimio
prevencion mediante la modulacion del estado oxidacion-reduccion (redox) de las células. En
varios casos, estos cambios en el entorno redox celular pueden conducir a otros resultados; por
ejemplo, algunos fitoquimicos pueden actuar como antioxidantes y proteger del dafio al ADN
inducido por ROS, previniendo asi la mutagénesis y el inicio de la carcinogénesis [40].

Los agentes y suplementos dietéticos son fuentes importantes de antioxidantes y estan
destinados Unicamente a proteger los organismos aerdbicos de los efectos toxicos de los
radicales libres y los oxidantes [41]. Los antioxidantes neutralizan el estrés oxidativo, ya sea
enzimaticamente (superoxido dismutasa [SOD], catalasa [CAT] o glutation peroxidasa) o no
enzimaticamente (vitaminas C, E o (B-caroteno) para proteger las organelas. Varios estudios
epidemioldgicos han demostrado que los cambios en el estilo de vida y los habitos alimentarios
podrian prevenir o reducir la incidencia del cancer (Figura 3), donde lo mas importante es
aumentar el nivel de antioxidantes y disminuir la formacion de radicales libres con efecto
intracelular [41].
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Figura 3. a) Especies reactivas de oxigeno (ROS) interactuando con ADN. b) Antioxidantes provenientes
de los alimentos pueden neutralizar los efectos nocivos de los ROS. (Elaborado con BioRender).

Investigaciones en genotoxicidad en el Centro de Investigacion en Biotecnologia

En las areas de investigacion del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del Instituto
Tecnologico de Costa Rica se incluye el area de “Toxicidad”, liderada por la Dra. Virginia
Montero Campos. Su grupo de investigacion se ha dedicado al estudio de diversos agentes
genotoxicos, incluyendo bacterias, microplasticos y metales pesados. En el caso de Helicobater
pilori [42], se confirmd que en cantones de alta incidencia de cancer gastrico existia un 39%
de prevalencia de esta bacteria en muestras de agua de la zona, mientras que en areas de
baja incidencia la bacteria se encontré solamente en 7.5% de las muestras. Los estudios en
arsénico [43] han demostrado la presencia de este metal pesado en agua potable. Actualmente
se investigan las causas de la Enfermedad Renal Cronica de causas Desconocidas en Costa
Rica en poblaciones de la provincia de Guanacaste, y especificamente se esta explorando
la relacion de genotoxicidad inducida en la poblacion afectada por la presencia de