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Resumen

La biorremediacion mediante el uso de microalgas representa una alternativa
sostenible para el tratamiento de aguas contaminadas debido a su capacidad de
asimilacion de nitratos, fosfatos, amonio, materia organica e incluso metales pesados.
En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo caracterizar genéticamente
a Chlorella vulgaris mediante datos de secuenciacion masiva y anotacion funcional del
genoma para la seleccion de genes relacionados a la biorremediacion. Se realizd un
ensamblaje de novo y analisis funcional utilizando diversas herramientas
bioinformaticas, incluyendo anotacién con eggNOG-mapper y mapeo en KEGG (Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes).

De acuerdo con los resultados, se obtuvo un ensamble a nivel contigs con un tamafno
total de 143.33 Mb utilizando la herramienta Unicycler. Asimismo el analisis funcional
revel6 una alta proporcion de proteinas hipotéticas, o0 que sugiere la presencia de
multiples secuencias aun no caracterizadas. En contraste con lo anterior, la evaluacion
mediante COG (Clusters of Orthologous Groups) mostré una prevalencia de genes con
funcidn desconocida, junto con categorias relacionadas con metabolismo,
transcripcion y sefializacién, lo que refleja un genoma altamente regulado con la
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ambientales. De manera
complementaria, se identificaron genes asociados a la asimilacion de metales
pesados, farmacos y compuestos inorganicos (como nitrégeno y fésforo), dentro de
los que se incluyen transportadores, enzimas y proteinas asociadas al estrés
ambiental. Finalmente, el analisis de rutas metabdlicas confirmé la capacidad de C.
vulgaris para transformar diversos contaminantes, evidenciando su potencial en

aplicaciones de procesos biorremediacion.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, Biorremediacion, ensamblaje de novo, Anotacién
funcional, Rutas metabolicas



Abstract

Bioremediation using microalgae represents a sustainable alternative for the treatment
of contaminated water due to their ability to assimilate nitrates, phosphates,
ammonium, organic matter, and even heavy metals. In this context, the present study
aims to genetically characterize Chlorella vulgaris using high-throughput sequencing
data and functional genome annotation for the identification of genes related to
bioremediation. A de novo assembly and functional analysis were performed using
various bioinformatics tools, including annotation with eggNOG-mapper and mapping

in KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes).

According to the results, a contig-level assembly with a total size of 143.33 Mb was
obtained using the Unicycler tool. Likewise, the functional analysis revealed a high
proportion of hypothetical proteins, suggesting the presence of multiple sequences that
are still not functionally characterized. In contrast, the evaluation using COG (Clusters
of Orthologous Groups) showed a prevalence of genes with unknown function, along
with categories related to metabolism, transcription, and signaling, reflecting a highly
regulated genome capable of adapting to different environmental conditions.
Additionally, genes associated with the assimilation of heavy metals, pharmaceuticals,
and inorganic compounds (such as nitrogen and phosphorus) were identified, including
transporters, enzymes, and proteins related to environmental stress. Finally, the
analysis of metabolic pathways confirmed the ability of C. vulgaris to transform various

contaminants, highlighting its potential in bioremediation processes.

Keywords: Chlorella vulgaris, Bioremediation, De novo assembly, Funcional
annotation, Metabolic pathways
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1. INTRODUCCION
La contaminacion del agua se considera una de las problematicas mas apremiantes

en la actualidad, debido a la presencia de contaminantes que son dificiles de manipular
o eliminar como lo son los metales pesados, farmacos y compuesto inorganicos
(Nitrégeno y Fosforo) (Ahmad et al., 2021).

La biorremediacion se fundamenta en el uso de microorganismos para la eliminacion
o biotransformacion de contaminantes en fuente de energia o carbono a partir de
aguas residuales con la produccion consecuente de biomasa. Entre los
microorganismos empleados, las microalgas destacan por su notable capacidad para
remover nitratos, fosfatos, amonio y materia organica, lo que las convierte en una
herramienta eficiente para la eliminaciéon de contaminantes y motiva a la busqueda de
cepas con mayor resistencia a condiciones ambientales extremas (Ortiz-Villota et al.,
2018).

La microalga Chlorella vulgaris ha demostrado una alta tasa de crecimiento y una
rapida adaptaciéon al crecimiento en aguas residuales (Asaad & Amer, 2024). Sin
embargo, la optimizacibn mediante ingenieria genética es actualmente un desafio
debido principalmente a la falta de informacién y conocimientos limitados en gendmica
de microalgas (Wu et al., 2019). De esta manera, la caracterizacion genética aporta un
panorama amplio y detallado de los componentes genéticos que conforman la biologia
de la microalgas que a su vez contribuyen a descifrar los mecanismos y genes

involucrados en el procesos de biorremediacion.




2. ANTECEDENTES
Hoy en dia los cuerpos de agua en su gran mayoria estan sujetos a una presion cada

vez mayor debido al incremento en la demanda de este recurso hidrico, ya sea por el
crecimiento demografico, uso agricola, domestico e industrial, que aunado al uso
inadecuado de este recurso se ha generado un gran deterioro en su calidad (Escapa,
2017) (Ahmad et al., 2021). Los efectos de la contaminacion del agua exigen varios
riesgos tanto para la disponibilidad como para su calidad ya que no solo afecta la salud
humana y aspectos socioecondmicos de la poblacion sino también organismos

acuaticos, terrestres, asi como también al medio ambiente (Ortiz-Villota et al., 2018).

La contaminacion del agua se define como la introduccién de sustancias o
elementos extrafios en fuentes de aguas naturales, que alteran su calidad y que la
hacen inapropiada tanto para el uso como para su consumo. Siendo los principales
contaminantes xenobibticos, microplasticos, metales pesados, asi como también una
gran cantidad de compuestos de carbono, fosforo y nitrégeno (Ahmad et al., 2021). El
tratamiento de aguas residuales presenta una de las problematicas mas apremiantes
en la actualidad ya que no resultan adecuados para la completa eliminacion de dichos
contaminantes. Los sistemas de tratamiento de aguas convencionales consisten en
tratamientos fisicos, quimicos o bioldégicos segun su origen donde hay un
pretratamiento, tratamiento primario, secundario o terciario segun el orden de

actuacion sobre el agua residual (Escapa, 2017) (Ahmad et al., 2021).

2.1. Etapas del tratamiento de Aguas Residuales
El pretratamiento consiste en operaciones mecanicas y fisicas para la separacion de

la materia por su naturaleza o por su tamafo que pueden ocasionar problemas en las
etapas posteriores como: obstruccién de tuberias, bombas, depdsitos de arena,
roturas de equipos, etc. Generalmente esta etapa consta de métodos de tamizado y
desbaste, que contribuyen a la eliminacién de residuos de mediano y gran tamafio,
adicionalmente también se eliminan las grasas y arenas (Gurunathan et al., 2017)
(Escapa, 2017).




Por otra parte, el tratamiento primario se rige por la eliminacion de soélidos en
suspension y coloides mediante procesos como la coagulacion-floculacion, en el cual
las moléculas se aglutinan en particulas mas grandes que permiten su posterior
decantacion, y busca reducir la DBO (demanda biolégica de oxigeno) en un 30 a 40%
(Escapa, 2017). Por consiguiente, los tratamientos secundarios tienen como objetivo
degradar la materia organica biodegradable mediante el uso de diferentes sistemas
como lodos activados y lechos bacterianos, donde diferentes tipos de bacterias se
alimentan de materia organica y los nutrientes presentes en el agua (Escapa, 2017).
No obstante, la mayoria de las plantas cuentan hasta con una segunda etapa, que
generalmente se emplea unicamente para el tratamiento de aguas residuales
municipales que no estan empleados para manipular residuos industriales y por ende
sustancias nocivas. Cabe destacar que dichas sustancias peligrosas son pretratadas
en fuentes de generacion industrial para reducir su concentracion y por consiguiente
se trasladan a plantas de tratamiento convencionales (Figura 1) (Gurunathan et al.,
2017).
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Figura 1. Principales etapas del proceso de trato de Aguas residuales.




A pesar del uso de estos tratamientos, la capacidad de degradacion de las
plantas convencionales es limitada, especialmente con los nutrientes inorganicos
(nitrégeno y fosforo), metales pesados y contaminantes emergentes que persisten aun
en concentraciones elevadas incluso después de la segunda etapa de tratamiento y
que eventualmente son liberadas al medio ambiente, siendo esta una de las principales
causas de la eutrofizacion afectando nuestras reservas hidricas como rios y mares
teniendo un impacto directamente en el medio ambiente, ya que estos puede persistir
en los ecosistemas un tiempo prolongado asi como también acumularse en las
cadenas troficas provocando efectos irreversibles en los seres vivos (Gurunathan
et al., 2017) (Ahmad et al., 2021).

En consecuencia, surgen los procesos avanzados que buscan la degradacion
de compuestos especificos de los efluentes, dichos tratamientos se basan en osmosis
inversa, destilacion, coagulacion adsorcidn mediate carbono activado, oxidacion
quimica, precipitacion o nitrificacion-desnitrificacion, etc. Sin embargo, no es habitual
encontrarlos como tratamientos terciarios debido a sus costos elevados y dificultad de
operacion (Escapa, 2017). Por ende, surge la necesidad de generar diferentes
estrategias sostenibles y de bajo costo para la remediacién de los efluentes y mejorar
la calidad del agua. En este sentido, la biorremediacién es una estrategia eficaz para
tratar los altos niveles de nutrientes inorganicos en aguas contaminadas (Ortiz-Villota
et al., 2018).

2.2. Biorremediacion

La biorremediacion se fundamenta como el uso de microorganismos para la
eliminacién o biotransformacion de contaminantes como fuente de energia o carbono
a partir de aguas residuales con la produccion consecuente de biomasa (Gurunathan
et al., 2017) (Ortiz-Villota et al., 2018). Dentro de los microrganismos utilizados en la
biorremediacion se encuentran las microalgas, las cuales, por su capacidad de
remocion significativa de nitratos, fosfatos, amonio y materia organica resultan
ventajosas para la eliminacién de dichos contaminantes (Ortiz-Villota et al., 2018).

Ademas de que la biomasa producida representa una fuente potencial para la




produccion de biocombustibles u otros compuestos de valor agregado (Ahmad et al.,
2021).

2.3. Microalgas
Las microalgas son organismos fotosintéticos eucariotas y procariotas de

estructura simple que crecen rapidamente debido a su caracter unicelular o multicelular
(Ortiz-Villota et al., 2018), poseen un tamano entre 5y 50 um y tienen la capacidad de
remover materia inorganica como amonio, nitritos, nitratos y fosfatos (Ramos &
Pizarro, 2018), incluso se alimentan de iones metalicos tdxicos (Fe?*, Cu?*, Zn?*, Mn?*)
mediate la acumulacion, bioadsorcidon y biotransformacion en biomasa (EI-Sheekh
et al., 2015). Algunas de las principales caracteristicas de las microalgas incluyen la
capacidad de transformar la energia solar y CO2 en O2 y biomasa; resistencia a
condiciones extremas; tasas de crecimiento altas, incluso con materiales limitados; la
capacidad de acumular grandes cantidades de acidos grasos; ademas de que posee
una notable persistencia a la adaptacion, absorbiendo eficientemente fésforo y
nitrégeno de aguas residuales, reteniendo el oxigeno disuelto y en consecuencia la
eliminacién de bacterias y patégenos (Kusuma et al., 2023). Simultdneamente, esta
acumulaciéon innata de nutrientes les permite sintetizar una amplia gama de
compuestos bioactivos como: pigmentos, carbohidratos, proteinas y lipidos gracias a
su particular fisiologia y bioquimica, a su vez dichos compuestos bioactivos tiene un

potencial significativo en aplicaciones comerciales (Asaad & Amer, 2024).

Los patrones de absorcion de nutrientes pueden variar dependiendo de la
presencia de nutrientes y de la especie de microalga debido a su diferente fisiologia y
morfologia, ya que han demostrado eficiencia y efectividad variable para la eliminacion
de nitrégeno y fosforo, asi como también de otros nutrientes (Asaad & Amer, 2024).
Algunas de las especies mas utilizadas en el tratamiento de aguas residuales son
Chlorella sp., Scenedesmus sp. Desmodesmus sp. Nitzschia sp. Cosmarium sp, entre
otras (Tabla 1) (Wang et al., 2016).




Tabla 1. Tratamiento de aguas residuales mediante microalgas para remover nutrientes y compuestos organicos.

Especie de Microalga Efluente Eficiencia total de Remocion
Scenedesmus sp. Beréaitos La eliminacion de N y P oscil6 entre el
90vyel99 %
Halochlorella rubescens Municipal 83.2% (NO3™-N) y 73.2% (PO4%")
Chlorella vulgaris Industria cervecera 91.43% (DBO), 83.11% (DQO), 83.74%

(NT), y 54.69% (PT)

Scenedesmus obliquus Aguas residuales granja 91,43 % (DBO), 83,11 % (DQO), 83,74

porcina % (NT) y 54,69 % (PT)
Chlorella sorokiniana Aguas residuales
industriales y municipales + = 63.6% (DQO), 4.2% (NT), y 82.7% (PT)
Scenedesmus obliquus aguas pluviales
Scenedesmus obliquus Aguas residuales 99.2% (NH4%), 91.2% (POs), y 83.6%
municipales estimuladas (DQO)
Consorcio de Chlorella A i
guas residuales _
sorokiniana y lodos municipales sintéticas 81% (NHs), 39% (PO4>), y 98% (DQO)
activados
Galdieria sulphurar Aguas residuales tratamiento 6.26 mg L™" d™" (NHs),
aldieria sulphuraria primario 141 mg L' d1 (PO4%), y

16.4mgL™"d™" (DQO)
DBO, Demanda biologica de oxigeno; DQO, Demanda quimica de oxigeno; NHs, Amoniaco; NH4*, Amonio; PO4%,
Fosfato; NT, Nitrogeno total; COT, Carbono organico total; PT, Fésforo total. Fuente: (Abdelfattah et al., 2022)

2.4. Chlorella vulgaris
La cepa C. vulgaris es una microalga verde perteneciente al orden de los

Chlorococcales, de la familia Oocytaceae, del género Chlorella. Tiene una forma
esférica con un tamafo que varia de 2 a 10 um. Esta microalga unicelular dispone de
un genoma de aproximadamente de 37.3 a 48.8 Mb (véase Tabla 2) que consta de 16
cromosomas que varian de 980kb a 4.0 Mb de tamafio (Noutoshi, 1998). Asimismo, su
metabolismo puede ser autétrofo, en el cual requiere Unicamente compuestos
inorganicos (CO2, sales y luz), para sintetizar las moléculas necesarias para su
crecimiento, o heterétrofo, que toma fuentes de carbono organico como azucares,
glicerol y ciertos acetatos o glutamatos. Por otra parte, también puede adoptar un
metabolismo mixotréfico, es decir, combinar simultaneamente ambos tipos de fuente
de energia para optimizar su crecimiento. En particular, este organismo presenta una

organizacion celular similar a la de las plantas superiores, pues contiene pared celular,




mitocondrias y cloroplastos, siendo estos ultimos esenciales para la fotosintesis.
Ademas de contener clorofila, posee una cantidad significativa de proteinas
intracelulares, carbohidratos, lipidos, vitamina C, B-carotenos y vitaminas B (B1, B2,
B6 y B12). Por ello, ha sido ampliamente utilizada en la industria alimentaria como
suplemento, asi como en la cosmética y en el tratamiento de aguas residual
(Coronado-Reyes et al., 2020).

C. vulgaris se ha aplicado frecuentemente en el tratamiento de aguas residuales

debido a su alta tasa de crecimiento y a su rapida adaptacion (Asaad & Amer, 2024).
Asaad y Amer (2024) mencionan que C. vulgaris pude emplearse eficientemente para

el tratamiento de aguas con un tiempo de equilibrio 6ptimo para la adsorcion de iones
fosfatos y nitratos de 24h con un pH 6ptimo de 7 obteniendo una relaciéon de biomasa
y concentracion de aniones del 80%. Asimismo, El-Sheekh & cols. (2016) reportan que
C. wulgaris y C. salina han demostrados ser altamente eficientes en la reduccion de
nitratos, amonio, fosfatos, sulfatos, calcio, magnesio incluso metales pesados (Zn, Cu,
Mn, Ni, Co, Fe y Cr) alcanzando una eficiencia de eliminacion de estos ultimos del 13.6
al 100%.




Chlorella vulgaris
(211/11P)"

Chlorella vulgaris
(PKVL7422)?

Chlorella
sorokiniana
(SLA-04)2

Chlorella variabilis
(NC64A)?

Chlorella ohadii
(12

Chlamydomonas
reinhardtii

(CC-503 cw92 mt+)?

Ostreococcus tauri

(RCC 4221)?

Scenedesmus
quadricauda
(LWG 002611)2

1Cecchin et al., 2019

Tabla 2. Caracteristicas gendmicas de diversas microalgas.

Tecnologia de
secuenciacion

PacBio RSII;
lllumina HiSeq

PacBio Sequel lle

Oxford Nanopore
MinION

Sanger

lllumina HiSeq;
PacBio RS

ABI 3739

lllumina GAllx

lon Proton

Tamaiio del
genoma (Mb)

40.2

40.7

38.6

46.2

57.1

111.1

12.9

65.4

°National Center for Biotechnology Information [NCBI], n.d.

Nivel

Scaffold

Contig

Genoma
Completo

Scaffold

Scaffold

Cromosoma

Cromosoma

Contig

N50 (Mb)

1.8

0.0279

0.0317

7.8

0.7702

0.0081

GC
(%)

62

61.5

66

67

64

64

89

63

Numero
de genes

10,809

6,293

9,780

10,866

17,742

7.833




2.5. Metabolismo del nitrégeno
El nitrégeno (N) es un macroelemento esencial y de sefializacion para las microalgas

qgue pude incorporarse tanto en forma organica como inorganica siendo el orden de
asimilacion de este NH4* > NO3s >NO2 -(amonio, nitrato y nitrito respectivamente) ya
que se prefiere la forma mas reducida de nitrégeno entre las fuentes de N inorganico
debido a que requiere un menor costo energético (Sanz-Luque et al., 2015) (Su, 2020).
Sin embargo, el dinitrégeno su forma mas abundante en la atmosfera o disuelta en
agua solo puede asimilarse mediate una relacion simbidtica con bacterias fijadoras. En
las microalgas la asimilacién de nitrato se realiza en dos pasos, uno de transporte y

otros de reduccion (Sanz-Luque et al., 2015).
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Figura 2. Mecanismos de remocion de nitrégeno por microalgas en aguas residuales (Abdelfattah et al., 2022).

En la primera etapa el nitrato se trasporta al interior de la célula, luego una nitrato
reductasa (NR) citosdlica que cataliza la reduccidn del nitrato a nitrito que
posteriormente se trasporta al cloroplasto donde la enzima nitrito reductasa (NiR)
cataliza su reduccion a amonio (Sanz-Luque et al., 2015). La NR requiere Hierro y
Molibdeno, y su actividad esta estrechamente relacionada con factores abiéticos como

iluminacion, la disponibilidad de N y la fuente de C. Por ultimo, el amonio se incorpora




a los esqueletos carbonados originando glutamato, mediante el ciclo glutamina
sintetasa/ glutamina oxoglutarato aminotransferasa o glutamato sintetasa
(GS/GOGAT). Donde primero se incorpora amonio como grupo amida de la glutamina
en una reaccion que involucra glutamato y ATP catalizados por GS después el grupo
amida se trasfiere de la forma reducida a a-oxoglutarato para originar dos moléculas
de glutamato (Figura 2). Se ha reportado la interacciéon entre diferentes fuentes de
nitrdgeno que causan interferencia en la adsorcién de N, aunque no hay una inhibicion
completa la adsorcién de NOs puede reducirse parcialmente por la concentracion
ambiental de NH4, adicionalmente otros factores como la luz aumenta la inhibicion de
NOs por NH4 (Su, 2020).

2.6. Metabolismo del fésforo
El fésforo (P) es un elemento fundamental en el crecimiento y metabolismo de las

células eucariotas fotosintéticas ya que participa en varios procesos de vital
importancia como en la sintesis de acidos nucleicos (ADN y ARN), expresidn genética,
como ATP en el requerimiento energético en procesos metabadlicos, asi como también
formando parte de los fosfolipidos, que es el principal componente de las membranas
celulares. La asimilacion del fésforo inorganico (Pi) (PO4%, HPO4? y H2POs’) por las
microalgas esta dada principalmente por pH, ya que cuando estos poseen una carga
mas baja generalmente estan mas biodisponibles que los que tienen una carga mayor.
Existen multiples transportadores involucrados en el trasporte Pi, que estan
fuertemente regulados por la disponibilidad de este, dado que existe una menor
distribucion de trasportadores de alta afinidad de Pi con condiciones escasas de P y
de forma contraria, una mayor disponibilidad de trasportadores de Pi pero de abaja
afinidad, se acumulan en condiciones ricas de P (Figura 3). Asimismo, la concentracién
de otros nutrientes como el N, e incluso la intensidad luminosa, también influyen en la

tasa de captaciéon maxima de Pi (Su, 2020).
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Figura 3. Metabolismo del fésforo en microalgas.

La flecha roja indica las condiciones de abundancia de Pi, mientras que la flecha azul sefala las condiciones de

deficiencia de Pi. ASP: polifosfato acido soluble; AlIP: polifosfato acido insoluble (Bossa et al., 2024).

2.7. Metabolismo de metales pesados

El término metales pesados hace referencia a metales con una densidad superior a
5g/m3, dentro de los que se incluyen el Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Cobre
(Cu), Hierro (Fe), Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Plata (Ag), Zinc (Zn) entre otros, los
cuales son altamente utilizados en actividades humanas y que posteriormente son
liberadas al medio ambiente a través de aguas residuales u otras vias. Dichos metales
son de caracter no biodegradable por lo que tienden a persistir en el ambiente
provocando una bioacumulacién en las cadenas tréficas causando graves problemas
ambientales y de salud para el ser humano. Dichos contaminantes, incluso en

concentraciones muy bajas, son altamente toxicos y cancerigeno (Leong & Chang,

2020).
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Figura 4. Mecanismos de interaccién metal-microalga (Abdelfattah et al., 2022).

Las microalgas pueden absorber metales pesados como Boro (B), Cobalto (Co),
Molibdeno (Mo), Magnesio (Mn) y Zinc (Zn) como oligoelementos para llevar a cabo
procesos enzimaticos y metabdlicos (véase Tabla 3), sin embargo, algunos metales
pesados (As, Cd, Cr, Pb y Hg) pueden ser téxicos para las microalgas. Por lo que
generalmente diversas especies de microalgas tienen estrategias para contrarrestar la
toxicidad de los metales pesados, como la inmovilizacién, exclusién y quelacion, asi
como también antioxidantes o enzimas que reducen los metales pesados mediate
reacciones redox (Tabla 4) (Gémez-Jacinto et al., 2015) (Leong & Chang, 2020).
Debido a que la pared celular de las microalgas esta compuesta principalmente de
polisacaridos (celulosa y alginato), lipidos y proteinas, que proporcionan una gran
cantidad de grupos funcionales (amino, carboxilo, hidroxilo, imidazol, fosfato,
sulfonato, tiol entre otros) capaces de unirse a los metales pesados. Las microalgas
pueden formar complejos organometalicos en el interior de vacuolas que contribuye a
la regulacion de iones metalicos en el citoplasma, lo que mitiga los efectos toxicos de
los metales (Leong & Chang, 2020). Adicionalmente, los metales pesados activan la
biosintesis de fitoquelatinas (proteinas/péptidos ricos en tioles) que reducen el estrés

causado por estos (Gémez-Jacinto et al., 2015).
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Tabla 3. Asimilacion de metales pesados por diferentes especies de microalgas.

Cepa de microalga Conc. Inicial del Max. Sorcién Eficiencia de
metal (mg/L) (mgl/g) remocion (%)
As
Maugeotia genuflexa 10 2.4 96
Clamydomonas reinhardltii 12 4.63 38.6
Chlorella vulgaris 12 3.89 324
Scenedesmus almeriensis 12 5.0 41.7
Ulothrix cylindricum 10 2.45 98
Cd
Parachlorella sp. 100 96.2 -
Scenedesmus 200 48.4 60.5
Chilorella sp. Inmovilizada?® 10 15.51 92.5
Cr (VI)
Chlorella vulgaris 250 140 56
Chlorella vulgaris 147 63.2 43
Scenedesmus quadricauda 10 -- 100
Spirulina platensis 2050 148.64 59.5
Pb
Chaetoceros sp. 20 8 60
Chlorella sp. 20 10.4 78
Clamydomonas reinhardltii 500 308.7 -
inmovilizada®
Phormidium sp. 10 2.305 92.2
Hg
Chlorella vulgaris 5 17.49 72.9
Chlorella sp. DT 8 3.33 12.5
Spirogyra sp. 1 0.253 76

Fuente: Adaptado de Leong & Chang, 2020
@ Chlorella sp. Inmovilizada en un complejo de pllets de biocarbdn derivados de hojas de jacinto de agua.
b Chlamydomonas reinhardtii inmovilizada en perlas de alginato de calcio.

La asimilacion de metales pesados se lleva a cabo mediante un proceso rapido
de adsorcion sobre la superficie de la célula (EI-Sheekh etal., 2015), y puede
producirse por diferentes vias: formando enlaces covalentes entre la pared celular
ionizada y los metales pesados o por intercambio de iones con cationes de la pared
celular. En cuanto al proceso de acumulacién es mas lento ya que los iones son
trasportados activamente a través de la membrana hasta el citoplasma, seguido de la
difusion y posterior union a proteinas y péptidos transportadores de metales, agentes

reductores y fitoqueratinas) (Leong & Chang, 2020).
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2.8. Metabolismo de Farmacos

Los farmacos son considerados contaminantes emergentes, los cuales pertenecen a
un grupo diverso de compuestos organicos que contienen en su formulacién principios
activos, responsables de combatir infecciones, aliviar el dolor, regular el metabolismo,
etc. Estas moléculas estan disefiadas para mantener su estructura quimica durante
largos periodos de tiempo, con el fin de ejecutar su funcion terapéutica dentro del
organismo. En consecuencia, suelen ser persistentes, no biodegradables y, por lo
tanto, bioacumulables en el medio ambiente. No obstante, aunque la mayoria de las
concentraciones identificadas en el medio ambiente estan en niveles de ng/L a mg/L,
hay evidencia que demuestra que dichas concentraciones pueden inducir efectos
ecoloégicos adversos en organismos objetivo y no objetivo, como alterar las
comunidades microbianas, inhibir el crecimiento de microorganismos, reducir la
actividad microbiana en el suelo, la tasa de desnitrificacion de las bacterias, asi como
también fomentar el desarrollo de cepas resistentes a los antibidticos (Xiong et al.,
2017).
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Tabla 4. Degradacion de farmacos a través del metabolismo de microalgas.

Cepa de - Tipo de Mecanismo de remocion y Eficiencia
. Farmaco . e : - . -
microalga Efluente Bioadsorcion = Bioacumulacidon = Biodegradacion
o,
Diclofenaco Sintético -- -- 67%
_ANO,
Chlorella Diclofenaco Doméstico 9% -- 4?083/"
Sorokiniana Ibuprofeno después del 0.6% -- 1000;
Paracetamol tratamiento en 0.1%. - o
Tri . o 60%
rimetoprima reactor 7.6% -- o
Carbamazapina anaerdébio 16.7% - 30%
) 60 —19.7%
. Diclofenaco e - -- 71%
Chiorella vulgars | | o\ ofioxacina Sintético 4 35_0.56%  0.85-1.1% 2.8-92.3%
Cefalexina s 71.2-82.7 -- --
Chlorella sp. Florfenico Sintético % 1.4 % 1.3 %. 72-97%
Norgestrel - -- 60 — 100%
Chiorela Cefalexina Sintético - - 92.7%
4 7-ACA = = 96%
Chlamydomonas Ciprofloxacina Municipla 5.5% - 65%
sp. Sulfadiazina modificado 0.55% -- 17%
Erltromlc’lna con Sintético _ _ 99%
Chlamydomonas cafeina 2
; ; : . - -- 65 — 93%.
acidophila Claritromicina o
. - -- 50 — 64%
Carbamazapina
Chlamydomonas | o, amazapina Sintético - 194 — 135 mglg 35.21%
mexicana
Scenedesmus Progesterona -- -- 99%
obliquus Diclofenaco Sintético -- - 99%
q Carbamazapina - 226 — 104 mg/g 21 -28%
Picocystis sp. Diclofenaco Sintético 0.17% 0.17% 24 - 73%

Fuente: Adaptado de Rempel et al., 2021

Como ya se ha mencionado, las microalgas se alimentan de nutrientes
presentes en su entorno circundante, lo que les confiere una gran flexibilidad para
crecer y sobrevivir en ambientes extremos. Por ello, la adaptabilidad de las microalgas
mixotréficas las convierte en candidatas prometedoras, ya que se ha demostrado que
pueden eliminar, transformar y absorber farmacos presentes en aguas residuales
(Tabla 4). Los mecanismos de asimilacion de farmacos en microalgas incluyen la
bioadsorcidén, la bioacumulacion y la biodegradacion, tanto intracelular como
extracelular. Asimismo, se citan otros mecanismos e interacciones, como la
volatilizacion (extraccién), biotransformacion, bioprecipitacion (biomineralizacién) y

mediante precesos de oxidacién-reduccion (Figura 5) (Xiong et al., 2017).
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Figura 5. Procesos implicados en la remocién de farmacos por microalgas (Abdelfattah et al., 2022).

Particularmente la bioadsorcion de farmacos por las células de las microalgas
ocurre de forma pasiva, ya que la pared celular de las algas presenta una carga
negativa debido a los grupos funcionales dominantes, como el carboxilo (OH"), sulfato
(804%), amino (NH?%) y carboxilato (COO") (Xiong et al., 2017). Estos actian como
sitios de uniéon y también como intercambiadores de iones que contribuyen a la
acomplejacion de iones metalicos y a la adsorcion de sustancias organicas presentes
en aguas contaminadas. En este sentido, ya que la adsorcion es extracelular, el
proceso de sorcion varia significativamente dependiendo de la hidrofobicidad, la

estructura y los grupos funcionales de los farmacos, asi como también de la especie
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de la microalga. Por otro lado, los contaminantes con grupos catiénicos son atraidos
activamente hacia la superficie las microalgas mediante interacciones electrostaticas,
resultando en una biosorcién eficaz. Asimismo, la tasa de biosorcién esta influenciada
por el oxigeno disuelto, la concentracion del contaminante, el nivel inicial de pH vy el

tiempo de retencion hidraulica (Kundu et al. 2024).

A diferencia de la bioadsorcidon, que se limita a la retencion superficial de
compuestos, la bioacumulacién, es un proceso metabdlico activo de internalizacion
que involucra la absorcidn impulsada por energia, donde los contaminantes organicos
son absorbidos por las microalgas en conjunto con los nutrientes presentes en el medio
a través de la membrana celular. Cabe resaltar que la acumulacion de farmacos en las
células puede provocar la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS). A las
ROS se les asignan dos funciones celulares principales, en el que la primera, en
niveles normales, las ROS actuan como moléculas de sefializacién esenciales en el
control del metabolismo celular, que incluye la defensa contra patégenos, la muerte
celular programada, asi como también el comportamiento de los estomas. En el
segundo caso, el exceso de estas, las fuertes propiedades oxidativas provocan dafios
graves a los componentes celulares (lipidos, proteinas y ADN), asi como también un
aumento en la tasa de mutagénesis, lo cual finalmente conduce a la muerte celular

programada (Xiong et al., 2017).

Por otra parte, la biodegradacion consiste en la eliminacion completa o parcial
de contaminantes de una fase acuosa, convirtiéndolos en intermediarios poco téxicos
o incluso no toxicos. Las microalgas poseen un sistema enzimatico complejo, mediante
el cual catalizan la descomposicion metabdlica de los contaminantes durante la
biodegradacion, a través de varios procesos enzimaticos como la hidroxilacion, la
deshidrogenacion, la glicosilacion, la hidrogenacion, la carboxilacién, la desmetilacion,
la hidrdlisis, entre otros (Xiong et al., 2017). En particular, la biodegradacién de
contaminantes mediante el uso de microalgas ocurre en tres etapas, en las que actuan
diversas enzimas que facilitan las reacciones cataliticas. La primera fase se caracteriza

por los ataques iniciales de la enzima citocromo P450, que aumenta la hidrofobicidad
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de un compuesto mediante la adicion o el enmascaramiento de un grupo hidroxilo, lo
gue generalmente implica reacciones de hidrolisis, oxidacion o reduccion (Abdelfattah
et al., 2022). En la segunda etapa, enzimas como la glutation-S transferasa (GST)
catalizan la reaccion de conjugacion entre los compuestos electrofilicos y el glutation,
lo que protege a la célula del dafio oxidativo. Por ultimo, en la tercera etapa participan
diversas enzimas (como la carboxilasa, la deshidrogenasa, las lacasas y la
descarboxilasa, entre otras) para completar la degradacion de los contaminantes. No
obstante, la biodegradabilidad de los compuestos estara determinada por la

complejidad de su estructura (Xiong et al., 2017) (Kundu et al. 2024).

Igualmente, las microalgas tienen la capacidad de realizar una degradacion
extracelular de farmacos mediante la liberacion de varias sustancias poliméricas
extracelulares incluyendo polisacaridos, proteinas, enzimas, sustituyentes (grupos
metilo (CHs) y acetilo (-COCHs) unidos a polisacaridos), que pueden actuar como
surfactantes y emulsificantes, aumentando la biodisponibilidad de los contaminantes
y, a su vez, influyendo en la degradacién intracelular a través de los subproductos
formados. Por lo tanto, dichas sustancias poliméricas tienen la posibilidad de formar
una biopelicula que actua como un sistema digestivo externo, permitiendo metabolizar
compuestos organicos, que se encuentran de forma disuelta, coloidal o solida (Xiong
etal., 2017

A pesar de los beneficios que ofrece el empleo de microalgas en la degradacion
de contaminantes, aun persisten desafios por delante, de los cuales las aguas
residuales son un ambiente hostil para la mayoria de las de microalgas debido al
desequilibrio nutricional, la falta de ciertos oligoelementos esenciales y presencia de
compuestos toxicos. Esto con lleva a la busqueda de mejores cepas para condiciones
extremas, especialmente para desequilibrios de nutrientes. Sin embargo, la
optimizacion mediante ingenieria genética es actualmente un desafio debido
principalmente a la informacién y conocimientos limitados en genémica de microalgas
(Wu et al., 2019).
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En este sentido, la caracterizacién génica proporciona una cobertura muy
amplia acerca de la informacidén genética sobre los sistemas bioldgicos de las
microalgas (Azaman et al., 2020). Por ejemplo, Azaman et al. (2020) reportan la
expresion genética diferencial de un total de 937 y 1124 genes regulados positiva y
negativamente en muestras mixotréficas respectivamente. Adicionalmente, el analisis
transcriptémico revelo que a condiciones mixotréficas causa una regulacién positiva
de los genes implicados en la produccion de carotenoides, biosintesis de acidos grasos
y acumulacién de triacilgliceroles en Chlorella sorokiniana. Por otro lado, un estudio de
gendmica comprada entre tres cepas de Chlorella revelo que las vias metabdlicas
implicadas en la asimilacion de nitrégeno y fésforo se enriquecieron en la cepa
Chlorella sorokiniana BD09 durante su crecimiento en aguas residuales.
Adicionalmente, descubrieron que la variacion estructural de los genes y el
reordenamiento genémico podria contribuir a las capacidades diferenciales en la
tolerancia en aguas residuales entre las cepas, como lo indica la variacion del numero

de copias del gen, la reorganizacion de dominios de los ortdlogos involucrados, asi
como también una inversion cromosomica de ~1Mb de longitud observada en

Chlorella sorokiniana BD08 y Dachan. Ademas, especulan que identificaron una
bacteria (Microbacterium chocolatum) asociada, que desempefia un posible papel en

la sinergia de la eliminacion de nutrientes en Dachan (Wu et al., 2019).

2.9. Caracterizacion genética
La caracterizacidon genética permite evaluar la construccidén genética de una especie y

la relacion que guarda esta con otras, asi como también la expresion de ciertas
caracteristicas especificas a partir del entorno mediante técnicas de secuenciacion, la
cuales consisten en la determinacion del orden de las bases nitrogenadas Adenina (A),
Timina (T), Citosina (C) y Guanina (G) del ADN de un organismo a partir de diferentes
técnicas como la secuenciacion de Sanger, que consiste un método enzimatico que
emplea desoxirribonucledtidos terminales, o la secuenciacion automatica empleando
geles y capilares. Sin embargo, a comienzos del siglo XXI surgen nuevas técnicas

basadas en la pirosecuenciacion o la secuenciacion en paralelo que emplea la
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secuenciacion de nueva generacidén (NGS, por sus siglas en inglés, Next Generation

Sequencing) (Hernandez et al., 2019).

2.10. Secuenciacion masiva
La secuenciacion masiva o HTS (por sus siglas en inglés, High-Throughput

Sequencing) es una herramienta de NGS que permite el procesamiento masivo de
genomas completos para la identificacion rapida de genes de un organismo, es decir
proporciona el catalogo completo de genes que una especie puede expresar a través
de su ciclo de vida, reduciendo notablemente costos y tiempo en comparacion con
otras técnicas. Las NGS es aplicable a varias areas de la biologia, como la gendémica,
transcriptomica, epigenética, genémica de poblaciones, metagenémica entre otros
(Aguilar-Bultet & Falquet, 2015). Entre las NGS que destacan estan: la secuenciacion
por ligacion (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) del equipo SOLID,
secuenciacion por sintesis y semiconducion por el equipo lon Torrent y la
secuenciacion por sintesis del equipo Hiseq de la empresa llumina (Reuter et al.,
2015).

La secuenciacion masiva consiste en 4 etapas principales: la extraccion de ADN
o ARN de la muestra o aislado, la preparacion de bibliotecas o librerias, la
secuenciacion previamente mencionada y por ultimo el analisis bioinformatico e
interpretacion de resultados. Donde el primero consiste la obtencién y purificacién del
ADN o ARN de interés, seguido de la creacion de bibliotecas que consiste en la
fragmentacion de ADN o ARN en secuencias de un tamafo determinado por métodos
bioquimicos (enzimaticos), fisicos (nebulizacién o ultrasonidos) o la amplificacion de
fragmentos del ADN por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Por consiguiente,
los fragmentos son marcados con indices para la posterior secuenciacién de multiples
muestras y un adaptador de ADN complementario a uno existente en el secuenciador
que permite adherir los fragmentos a un soporte para ser secuenciados. Por
consiguiente, la etapa del analisis bioinformatico, donde a partir de diferentes

programas se puede realizar la generacion y control de calidad, el alineamiento contra
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bases de datos especificos, ensamblaje de novo, anotacion del genoma, etc. para su

posterior analisis e interpretacion (Hernandez et al., 2019).

2.11. Secuenciacion por sintesis (illumina)
La secuenciacién por sintesis consiste en la amplificacion clonal de fragmentos de

ADN ligados a un adaptador en la superficie de un portaobjetos de vidrio. Las bases
se leen utilizando una estrategia de terminacion ciclica reversible que se encarga de
secuenciar la cadena plantilla un nucledtido a la vez, a través de rondas consecutivas
de adicion de bases, lavado, formacién de imagenes y escisidén. Adicionalmente esta
técnica incorpora 3°-O-azidometil-dNTP marcados con fluorescencia para detener la
reaccion de polimerizacién permitiendo la eliminacion de bases no incorporadas y la
posterior lectura de los nucleétidos agregados. Por consiguiente, se eliminan los restos
fluorescentes y el bloque 3" repitiendo el proceso nuevamente. En este tipo de
secuenciacion la tasa de error esta por debajo del 1% siendo el error mas comun la

sustitucion (Figura 6) (Reuter et al., 2015).
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Figura 6. Proceso de secuenciacion llumina.

(A) Biblioteca de ADN. Se rompe el ADN del genoma para formar fragmentos de ADN, se afiaden adaptadores
en ambos extremos y se construye una biblioteca de ADN monocatenario (ssDNA). Después de agregar la
biblioteca de ADN a la celda de flujo, los fragmentos de ADN se uniran a la superficie de la celda de flujo al pasar
a través de ella. (B) PCR de puente. Cada fragmento de ADN se agrupa en su posicion. Después de la
amplificacion por puente, cada grupo contiene muchas copias de la plantilla ssDNA. (C) SBS (Sequencing by
Synthesis). La ADN polimerasa, los cebadores y cuatro dNTP con fluorescencia especifica se afiaden al sistema
de reaccion al mismo tiempo. El extremo 3' de estos ANTP esta conectado con un grupo de azida, que bloquea la
incorporacion de la siguiente base, por lo que solo se puede extender una base a la vez. Después de lavar los
dNTP y la enzima restantes con agua, se escanean las imagenes. Tras el escaneo, se agrega un reactivo quimico,
se corta el grupo de azida y se atenua la fluorescencia, iniciando el siguiente ciclo. (D) Recepcion de la sefial
fluorescente (Zhang et al., 2021).

2.12. Ensamblaje del genoma

El ensamblaje del genoma consiste en la construccion de una secuencia genomica
desconocida a través de la deteccidn de superposiciones entre un conjunto de lecturas
gendmicas redundantes (Di Genova et al., 2020). Proceso en el cual secuencias o
reads (lecturas o secuencia de ADN obtenida de un secuenciador), que son
fragmentos secuenciados continuos, se solapan en fragmentos mas grandes llamados

contigs que a su vez se ensamblan en fragmentos aun mas prologados (scaffolds)
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hasta la reconstruccion del genoma (Figura 7) (Hernandez et al., 2019). Cabe destacar
que el uso de lecturas pareadas (paired-end reads), que consisten en secuenciar los
dos extremos de la misma molécula de ADN, proporciona informacion adicional sobre
la distancia y orientacién entre secuencias, mejorando significativamente la precision
del ensamble y facilitando la identificacion de regiones repetidas (Basantani et al.,
2017).
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Figura 7. Flujo de trabajo general del ensamblaje de novo de un genoma completo.
Mediante la superposicion de lecturas, se ensamblan contigs a partir de lecturas cortas antes de realizar
el scaffolding con lecturas de insercion larga, y los huecos restantes se rellenan. Los pasos de scaffolding y de
relleno de huecos pueden realizarse de manera iterativa hasta que no se ensamblen mas contigs o no se resuelvan
huecos adicionales antes de la finalizacion. A través de este procedimiento, se construye un genoma en borrador
compuesto por cromosomas. Algunos huecos sin rellenar pueden permanecer en el genoma en borrador (Sohn &
Nam, 2016).

2.13. Ensamblaje de novo
En este aspecto, el ensamblaje de novo es una estrategia de ensamblaje del genoma

en la cual se utiliza la informacién obtenida a partir de una secuenciacion previa para
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la reconstruccion del genoma en cuestion, sin conocimiento previo del mismo. Dicha
herramienta es de mucha utilidad ya que permite determinar el tamafno del genoma, el
contenido de G y C, ademas del contenido de regiones repetidas (Aguilar-Bultet &
Falquet, 2015). Por otro lado, existe el ensamblaje hibrido que consiste en el armado
del genoma utilizando secuencias cortas y secuencias largas (Di Genova et al., 2020).
Una vez obtenido en el ensamblaje del genoma, es posible hacer una asignacion a las
funciones de este, mediante su anotacion lo que sugiere una serie de procesos como
la busqueda de posibles genes, su traduccion a proteinas, asi como también la
identificacion de dichas proteinas mediante la comparacion con bases de datos
(Hernandez et al., 2019).

Generalmente, los programas de ensamblaje de genomas utilizan dos clases
de algoritmos: Superposicion—Disefio—Consenso (Overlap—Layout—Consensus, OLC)
y De Bruijn Graph (DBG). El primero busca identificar el solapamiento entre todas las
lecturas, luego construye un grafo que representa dichas superposiciones v,
finalmente, genera la secuencia consenso, es decir, una secuencia representativa
altamente conservada entre las lecturas de ADN. El enfoque OLC es el mas adecuado
para el ensamblaje de lecturas largas y de baja cobertura, y es empleado por
ensambladores como Arachne, Celera Assembler, CAP3 y PCAP, entre otros
(Basantani et al., 2017). El enfoque DBG utiliza lecturas cortas para ensamblar el
genoma. Como primer paso, descompone las lecturas en subsecuencias de longitud
k, llamadas k-mers. Después, construye un grafo definiendo primero un prefijo (un k-
mer sin el ultimo nucleétido) y un sufijo (un k-mer sin el primer nucledtido). La
superposicion del conjunto total de prefijos y sufijos unicos forma los nodos del grafo,
y los bordes se agregan en funcién de los k-mers que vinculan un sufijo y un prefijo
dados. El ensamblaje de secuencias mas largas se realiza encontrando un ciclo
euleriano en el grafo, es decir, un recorrido que pasa por cada borde exactamente una
vez, y luego colapsando la secuencia de los k-mers en dicho recorrido para reconstruir
secuencias mas extensas. Muchos ensambladores de genomas de lectura corta se

han desarrollado en base al enfoque DBG, como Euler-USR, Velvet, ABySS,
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SOAPdenovo y MEGAHIT, siendo estos tres ultimos disefiados con un enfoque en la
mejora de la eficiencia computacional y en el manejo de volumenes de datos mas
extensos, como ocurre en el caso de los metagenomas, lo que permite obtener

ensamblajes mas precisos (Figura 8) (Dufault-Thompson & Jiang, 2022).
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Figura 8. (A) K-mers con una longuitud de 4 bases a partir de una secuencia. (B) Construccion del grafico de bruijn
a partir de los k-mers. (C) En el enfoque hamiltoniano, los k-mers (o secuencias) son nodos, mientras que son los
bordes en el anfoque euleriano.

2.14. Control de Calidad

El flujo de trabajo en analisis gendmicos implica un control de calidad como parte
integral de su proceso de analisis, debido a que la mayoria de los secuenciadores
pueden generar errores, contaminaciones o sesgos técnicos, que pueden afectar de
forma significativa los andlisis posteriores, asi como su interpretacién. Generalmente,
los secuenciadores realizan un informe de control de calidad, sin embargo,
habitualmente solo se centran en identificar problemas generados por el propio equipo.
Por ello, existen varias herramientas de control de calidad de secuencias, como
FastQc, Sickle y RNA-SeQC (Castellanos-Rodriguez et al., 2023) (Shin & Xu, 2016).
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En el que FastQC permite visualizar la calidad de las lecturas, tanto en paired-
end reads como en single-end. En el caso de doble extremo (paired-end), Sickle
elimina simultdneamente el segmento de lectura inversa correspondiente y, al mismo
tiempo filtrar el segmento de lectura directo con muchas bases de baja calidad. Por
otra parte, RNA-SeQC calcula los indicadores de calidad en datos de RNA-seq para
verificar si los datos generados cumplen con los estandares para un analisis confiable.
Entre las métricas que reporta se encuentran la profundidad de secuenciacion (es
decir, la cobertura), la distribucién de lecturas en regiones génicas (exones, intrones,

genes) y el contenido de ARNr, entre otras (Castellanos-Rodriguez et al., 2023).

El paso de evaluacion de calidad mide un conjunto de estadisticas en un archivo
de lecturas secuenciadas para evaluar si su contenido coincide con las expectativas
del experimento y si los datos son adecuados para analisis posteriores. Por
consiguiente, los datos que superan el control de calidad se someten después a etapas
adicionales de analisis, que pueden incluir el recorte de adaptadores, el filtrado de
contaminantes y de lecturas de baja calidad, y finalmente el mapeo de las lecturas

resultantes a un genoma o transcriptoma de referencia (Shin & Xu, 2016).
2.15. Anotacion genémica

La anotacion del genoma se refiere al proceso de identificar las posiciones y funciones
correspondientes a todos los genes, regiones codificantes, elementos reguladores,
etc., en el genoma de un organismo. Puede dividirse conceptualmente en dos etapas:
anotacion estructural y anotacion funcional. La anotacion estructural se ocupa de
encontrar las posiciones y la estructura de genes (codificantes de proteinas y no
codificantes) y otros sitios de relevancia bioldgica, como regiones reguladoras,
pseudogenes y elementos repetitivos como transposones. Mientras que la anotacion
funcional busca determinar las funciones de toda la informacion bioldgica relevante de

cada uno de los sitios anotados en la primera etapa (Ejigu & Jun, 2020).

Como ya se menciono la identificacidn de genes codificantes y otros elementos

reguladores son el centro de la anotacidén génica, por lo que resulta fundamental la
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prediccidon genética como principio de la anotacién estructural, un procesos complejo,
especialmente para el ADN eucariota. Esta prediccion se logra mediante el uso de
diferentes enfoques, entre ellos: el método estadistico (o0 método ab initio), el método
de similitud de secuencias, es decir, anotacién basada en homologia o por la
combinaciéon de ambos. El método ab initio se basa en modelos estadisticos, como el
modelo oculto de Markov (HMM), para identificar los promotores, las regiones
codificantes y no codificantes, asi como las uniones intrén-exon de la secuencia del
genoma mediante informacion intrinseca de la secuencia gendmica (patrones, sefiales
o caracteristicas estadisticas). Este método implementa programas como
AUGUSTUS, FGENESH, GENSCAN basados en HMM. Por otra parte, el enfoque de
homologia alinea la secuencia con etiquetas de secuencias expresadas (EST), ADN
complementario (ADNc) o evidencia de proteinas, y utiliza las similitudes detectadas
para la prediccion de genes. Utilizado herramientas de alineamiento como BAST (por
sus siglas en inglés, Basic Local alignment Search Tool) y TWINSCAN. En cambio, el
otro grupo comprende a programas que combinan ab initio y el enfoque basados en
homologia para la prediccion de genes. Dentro de las herramientas que comprenden
este grupo son FGENESH-C basado en HMM y cDNA para las predicciones y
GenomeScan que utiliza informacién extrinseca de alineamiento de proteinas BLAST
(Ejigu & Jun, 2020).

Como siguiente paso es la asociacion de informacidn biolégica con secuencias
de genes o proteinas que fueron identificadas durante la anotacion estructural, en el
gue su objetivo es asignar una descripcién funcional a cada gen, lo que incluye su
funcidn molecular, componentes celulares en los que actuan y los procesos biolégicos
en los que estan involucrados. La prediccion de la funcion se puede lograr
automaticamente y directamente utilizando herramientas de alineacion local, como
BLAST, donde se busca en una base de datos de proteinas alineaciones de alta
puntuacion. Después, la funcion se asigna a la secuencia de consulta desconocida
basada en una secuencia conocida, siempre y cuando la puntuacién de alineacion sea

la mas alta, por encima de algun valor umbral especificado. En otras palabras, las
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herramientas identifican las relaciones evolutivas en base a relaciones ortdlogas y
paralogas entre secuencias. Los ortélogos son genes que se han originado a partir de
un solo gen ancestral en el ultimo ancestro comun de los genomas comparados,
mientras que los paralogas son genes dentro del mismo genoma que han surgido de
duplicaciones. Dentro de las bases de datos para anotaciones funcionales se
encuentra la Ontologia Génica (GO), un recurso ampliamente utilizado y considerado
la base de conocimientos mas completa para la asignacion de funciones a genes y
proteinas. GO clasifica la informacion en tres categorias principales: funcion molecular
(la actividad de un producto genético a nivel molecular), componentes celulares
(ubicacién del producto genético) y procesos bioldgicos (actividad bioldgica en la que
participa la funcion de un gen) (Ejigu & Jun, 2020). Ademas de GO, KEGG Orthology
(KO), en conjunto con KEGG (por sus siglas en inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes), actia como un vinculo entre los datos gendémicos y la base de datos.
Esto permite integrar los genes en rutas metabdlicas y esquemas de sefalizacion,
facilitando la comprension de las funciones y la utilidad a alto nivel de un sistema
biolégico, ya sea a nivel celular, de organismo o de ecosistema (Kanehisa
Laboratories, s.f.). (Ejigu & Jun, 2020). Por otra parte, se encuentra COG (por sus
siglas en inglés, Clusters of Orthologous Genes), que es una base de datos que realiza
una clasificacion filogenética de las proteinas codificadas en 2,103 genomas
completos de bacterias y 193 de arqueas (National Center for Biotechnology
Information, s. f.). Los COG se organizan en 17 categorias funcionales, representadas
por una letra. Por ejemplo: J, traduccion (incluye la estructura y biogénesis de los
ribosomas); L, replicacion, recombinacién y reparacion; K, transcripcion; O,
chaperonas moleculares y funciones relacionadas; M, estructura y biogénesis de la
pared celular y membrana externa; N, secrecion, motilidad y quimiotaxis; T,
transduccion de senales; P, transporte y metabolismo de iones inorganicos; C,
produccion y conversion de energia; G, metabolismo y transporte de carbohidratos; E,
metabolismo y transporte de aminoacidos; F, metabolismo y transporte de nucleétidos;
H, metabolismo de coenzimas; |, metabolismo lipidico; D, divisidon celular y particion

cromosomica; R, prediccion funcional general; y S, sin prediccion funcional o
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desconocida. Cabe resaltar que la asignacion de cada letra a una funcion puede variar

dependiendo de la bibliografia consultada (Figura 9) (Tatusov, 2000).
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Figura 9. Flujo de trabajo de anotacion del genoma (Ejigu & Jun, 2020).
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2. HIPOTESIS
Las técnicas de secuenciacion masiva permiten la Identificacién funcional de genes de

la microalga Chlorella vulgaris utiles para la biorremediacion de aguas.

3. JUSTIFICACION
La biorremediacion es un proceso bioldgico en el cual los microorganismos incorporan

contaminantes en sus procesos bioldgicos para usarlos como energia. La microalga
Chlorella vulgaris presenta cualidades de adaptacién ambiental que la hacen un buen

candidato para el analisis de biorremediacion.

4. OBJETIVO
Realizar la caracterizacion gendmica de Chlorella vulgaris mediante datos de
secuenciacion masiva y anotacion funcional del genoma para la seleccion de genes

relacionados a la biorremediacion.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obtener la secuenciacion del genoma de C. vulgaris a partir de la secuenciacion
masiva.

b) Establecer el ensamblaje de novo de C. vulgaris mediante estrategias
bioinformaticas.

c) Anotar y caracterizar genes funcionales del genoma.

d) Identificar genes asociados a la degradacién de contaminantes.

e) Determinar las rutas mas relevantes relacionadas con la asimilacion de

contaminantes.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cultivo de la microalga y extraccion de ADN

C. wulgaris fue cultivada en medio Bold a un volumen de 50 mL, y crecida a 25°C con
agitacion continua y mantenido en condiciones estériles, posteriormente la biomasa de
la microalga se recuperd en la fase media exponencial (6 dias) y se cosech6é mediante
centrifugacion a 4000 rpm por 5 min, posteriormente, para la extraccion del ADN se
hizé uso del kit ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kit siguiendo las indicaciones del

fabricante.

6.2. Comprobacion de la cantidad y calidad del ADN genémico

Se cuantificé y verificd la calidad e integridad del ADN extraido mediante el uso de
NanoDrop™2000 (ThermoFisher Scientifun) y mediante un gel de agarosa de

electroforesis al 1% usando Super Buffer 1x.

La cuantificacion del ADN se realizé mediante espectrofotometria por medio de
la lectura de absorbancias con una longitud de onda especifica de 260 nm. La pureza

del ADN se determin6é mediante los parametros 260/230 y 260/280.

6.3. Secuenciacion masiva de la microalga C. vulgaris

El ADN se fragment6 mediante un ultrasonicador y las bibliotecas de secuenciacion se
generaron utilizando el kit NEB Next Ultra Dna library, posteriormente la secuenciacién
de estas bibliotecas se llevo a cabo mediante la tecnologia de secuenciacién por
sintesis desarrollada por lllumina, utilizando un equipo HiSeq 2500, empleando

lecturas pareadas (paired-end reads) de 100 nucledtidos.
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6.4. Ensamble del genoma

Para el analisis de calidad y filtrado de las secuencias obtenidas, se utilizé el software

FastQc y Trimgalore respectivamente.

Una vez realizado el analisis de calidad y filtrado de las lecturas (en ingles reads), se
ejecutd el software KmerGenie este nos permitié calcular el mejor valor de K para
optimizar el proceso de ensamble, una vez obtenido este valor se procedié a generar
el ensamble de novo para ello se utilizaron cuatro softwares (ABySS, MEGAHIT,
SPAdes y Unicycler) los cuales permitieron generar ensambles a nivel contig y

scaffold.

Posteriormente con el fin de evaluar la calidad del ensamble se utilizo el software
QUAST el cual llevo a cabo el andlisis de calidad del ensamble a nivel contig y/o
scaffold. Por ultimo, se utilizd la herramienta bioinformatica Sealer para cerrar gaps

presentes en el ensamble a nivel scaffold.

6.5. Anotacion del genoma, anotaciéon de ontologia génica (GO) clasificacién en
categorias, componentes celulares (CC), funcién molecular (FM), y procesos
biolégicos (PC).

Una vez obtenido el ensamble a nivel contig y/o scaffold, se utilizaron distintos
softwares como Augustus (3.2.1), GeneMark-ES y NCBI-blast (V2.2.29).
Primeramente, se utiliz6 GeneMark-es para la prediccion de genes ab initio utilizando
Chlamydomonas reinhardtii como referencia, una vez obtenida las secuencias
codificantes predichas se ejecuté en BLASTp con la opcidn habilitada de “analisis con
bases de datos no reduntantes (nr)’ y con un e-value <1e -5, posteriormente se utilizd
Augustus (3.21) con el fin de predecir el total de genes codificadores. Para la anotacién

funcional de genes se utiliz6 NCIB-blast (V2.2.29) junto con algunas bases de datos
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como Swiss-Prot, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y Ontologia
génica(GO), esta ultima permitidé clasificar los genes en varias categorias como,

componente celular (CC), proceso bioldgico (BP) y funcién molecular (MF).

6.6. Obtencion de rutas metabodlicas asociadas a la degradacion de
contaminantes

La base de datos “Encyclopedia de Genes y Genomes de Kyoto” (KEGG) se utilizo
para reconstruir las rutas metabodlicas relacionadas a la degradacion de
contaminantes. Para identificar los grupos de genes ortdlogos, las secuencias se
presentaron a KEGG Automatic Annotation Server (KAAS) y se anotaron las

secuencias con un identificador unico de ortdlogo (KO) de KEGG.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Comprobacion de la cantidad y calidad del ADN genémico

7.1.1. Cantidad y calidad del ADN genémico

Chlorella vulgaris fue cultivada hasta alcanzar la fase exponencial bajo condiciones
axénicas. La biomasa se recuperd por centrifugacion a los 6 dias, posteriormente se

utilizé para la extraccion de ADN.

La extraccion de ADN se realizé con el fin de obtener material genético de alta
calidad para los analisis metagendmicos y trazar los mecanismos moleculares
responsables de la asimilacion de contaminantes. Se utilizé el kit ZymoBIOMICS™
DNA Miniprep kit siguiendo las instrucciones del fabricante con la finalidad de
garantizar la calidad y pureza requeridos para los analisis posteriores. Para validar la
extraccion del genoma se cuantific6 por espectrofotometria obteniendo una
concentracion de 49.4 ng/uL, con una relacion de absorbancia de 260/280 de 1.988
las cuales cumplen con las especificaciones del laboratorio de secuenciacién (Figura
10a). Por otra parte, se verifico la calidad e integridad del ADN extraido a partir de un
gel de agarosa de electroforesis al 1% (Figura 10b), mostrando una banda clara y
definida con un poco de barrido que se le puede atribuir a la fragmentacion del genoma
a consecuencia de la extraccion. Sin embargo, se obtuvo un tamafio superior a 5Kb
correspondiente al tamafo esperado, lo que indica que el ADN esta intacto y libre de
contaminantes, garantizando la calidad necesaria para el analisis de secuenciacion

por la tecnologia lllumina.
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a)

Especificaciones para la secuenciacion ADN

Concentracion DNA = 20ng/mi
Absorbancia: relacion 260/280 217
Resultados
Concentracion DNA = 49.4ng/ml
Absorbancia: relacion 260/280 > 1.988

Figura 10. Resultados de la extraccion de ADN de C. vulgaris.
a) Especificaciones de la extraccion del ADN requeridas y resultados a partir de la extracciéon. b) Resultados de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, que muestra la integridad del ADN extraido de la microalga. Carril M,
marcador de peso molecular. Carril A, muestra de ADN extraido.

7.1.2. Verificacion de calidad
La construccion de las librerias (Kit NEB Next Ultra Dna library) y la secuenciacion se

llevé a cabo por Zymo Reasearch (Orange, California, EUA) con la tecnologia de
secuenciacion por sintesis en el equipo llumina HiSeq 2500, empleando lecturas
pareadas (paired-end reads) de 100 nucleétidos. Se recibieron 2 archivos de 1MB de
salida en formato Fasta cada uno. Con el fin de determinar la calidad de las secuencias
se realizé un control de calidad a cargo de la herramienta FastQC (Fast Quality
Control), que usualmente es el primer paso en los procesos de analisis de datos de
alto rendimiento. Este software se encarga de medir un conjunto de estadisticas en un
archivo de lecturas secuenciadas para verificar si su contenido coincide con las
expectativas del experimento y si estas son éptimas para los siguientes analisis (De
Sena Brandine & Smith, 2021) (Figura 11ay Figura 11b).

Se desarrollé un analisis de calidad de las lecturas pareadas crudas a partir de
la secuenciacion y de las lecturas pareadas filtradas por Trimgalore, este ultimo con la
finalidad de obtener lecturas de mejor calidad. Para ello se utilizé el sofware FastQC.

Donde se evaluaron los principales valores de interés como: La cantidad de lecturas,
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bases totales de las lecturas, rango de longitud de las lecturas y el porcentaje de los
nucledtidos guanina y citosina (GC), ademas de la calidad resultado de distintos
modulos de FastQC.

a) b)
Nombre del archivo Zr12871_3 S547 _LOO Nombre del archivo Zr12871_3 S547 _LOO
8_R1_002.fastqc.gz 8_R2_001.fastqc.gz
Tipo de archivo Llamandas de bases Tipo de archivo Llamandas de bases
convencionales convencionales
Codificacion Sanger /llumina 1.9 Codificacion Sanger /llumina 1.9
Secuencias totales 84849392 Secuencias totales 84849392
Bases totales 12,8 GBP Bases totales 12,8 GBP
Secuencias Secuencias
marcadas como de 0 marcadas como de 0
mala calidad mala calidad
Longitud de las 151 Longitud de las 151
%GC 59 %GC 59

Puntuaciones de calidad en todas las bases (codificacion Sanger/lllumina 1.9)  Puntuaciones de calidad en todas las bases (codificaciéon Sanger/lllumina 1.9)

N e e 11 T m

=

S n e e ® 5 5 Es B8N

19 30-34 4549 6064 7578 9084 105-106 120124 135-138 15015 123456780 1518 3033 4546 6064 7576 9094 105106 120-124 1351396 150151

Posicion en las lecturas(pb) Posicion en las lecturas(pb)

Figura 11. Analisis de calidad realizado por el sofware FastQC para las lecturas crudas del genoma de C. vulgaris.
a) Parametros basicos de calidad para las secuencias sentido crudas. b) Parametros basicos de calidad para las
secuencias anti-sentido crudas. c¢) Grafico de calidad para las secuencias sentido crudas. d) Grafico de calidad
para las secuencias anti-sentido crudas.

En el proceso de secuenciacion del genoma de C. vulgaris se generaron un total
de 169 698 784 de lecturas pareadas con un tamafo de 151pb y el contenido de GC
fue del 59%. En la parte inferior de la figura 11(c y d) se representan los graficos de
calidad por base para las secuencias, sentido y anti-sentido. Donde estos graficos
representan en el eje las abscisas cada una de las bases de una secuencia y en el eje

de las ordenadas los valores de calidad phred (Q). El valor Q representa la probabilidad
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de que una base se llame incorrectamente en la secuenciacién, donde Q=30
corresponde nominalmente a una tasa de error del 0.1% (Liao et al., 2017). Estos
valores dividen el grafico horizontalmente en 3 franjas: verde, amarilla y roja, donde la
primera representa valores de calidad altos (valores mayores a 30), la segunda valores
de calidad intermedios (valores menores a 30 y mayor a 20) y la ultima valores de
calidad bajos (valores menores a 20) (Cortese et al., 2021). En la Figura 11c se
observa que las lecturas sentido-crudas mostraron una distribucion completa sobre la
franja verde obteniendo un valor Q superior a 30. Mientras que las lecturas anti-sentido
mostraron una distribucion menos homogénea indicando una mayor variabilidad de las
bases en diferentes posiciones. Sin embargo, se obtuvo un valor Q superior a 20 lo

que indica que se obtuvo un valor intermedio en la calidad (Figura 11d).

Las lecturas filtradas mostraron una disminucion en el numero total de lecturas,
asi como también una disminucion en la longitud de las secuencias con un tamarno
entre 20 y 135 pb. Las lecturas sentido-filtradas mantuvieron la misma calidad que las
lecturas sentido crudas en todas las bases. Por otra parte, las lecturas anti-sentido
filtradas presentaron una mejoria en la calidad de las primeras bases en comparacion
con lo observado en las lecturas anti-sentido crudas. Sin embargo, se conservé un

valor Q intermedio (Figura 12).
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C):

Zr12871_3 _S547_LOO
8_R2_001.fastqc.gz
Llamandas de bases

convencionales

Nombre del archivo

Tipo de archivo

Zr12871_3 _S547_LOO
8_R2_002.fastqc.gz
Llamandas de bases

convencionales

Nombre del archivo

Tipo de archivo

a) O] Medida | Valor ___ |

Cadificacion Sanger /llumina 1.9 Caodificacion Sanger /llumina 1.9
Secuencias totales 84263036 Secuencias totales 84263036
Bases totales 11 GBP Bases totales 11 GBP
Secuencias Secuencias
marcadas como de 0 marcadas como de 0
mala calidad mala calidad
Longitud de las 20-135 Longitud de las 20-135
%GC 59 %GC 59
Puntuaciones de calidad en todas las bases (codificacion Sanger/lllumina 1.9) Puntuaciones de calidad en todas las bases (codificacion Sanger/lllumina 1.9)

- d)

i

Posicién en las lecturas(pb) Posicién en las lecturas(pb)

Figura 12. Analisis de calidad realizado por el sofware FastQC para las lecturas filtradas del genoma de C. vulgaris.
a) Parametros basicos de calidad para las secuencias sentido filtradas. b) Parametros basicos de calidad para las

secuencias anti-sentido filtradas. c) Grafico de calidad para las secuencias sentido filtradas. d) Grafico de calidad
para las secuencias anti-sentido filtradas.

Por consiguiente, se utilizd la herramienta Kraken para asignar etiquetas
taxondmicas a las lecturas obtenidas tras el filtrado con Trimgalore y, de esta manera,
estimar la composicion taxondémica de la muestra en cuestion. De un total de
84,263,036 lecturas procesadas, solo el 83.3% pudo clasificarse, de las cuales
50,671,528 (72.83%) estaban taxondmicamente afiliadas al clado Viridiplantae, donde
el 70.73% (49,206,966 lecturas) pertenece al filo Chlorophyta y, por consiguiente, el
70.61% (49,124,981 lecturas) corresponde a la especie C. reinhardtii. Adicionalmente,
también se clasificaron 18,254,181 (26.24%) lecturas pertenecientes a bacterias, entre
las cuales predomind el género Pseudomonas con el 11.82% (8,226,888 lecturas)
(Figura A1). En esta direccion, se ha observado que la interaccidon sinérgica entre
microalgas y bacterias puede ser fundamental en la eliminacion de contaminantes, en
de metabolitos entre dichos

base a un complejo intercambio nutricional
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microorganismos (Nagarajan et al., 2022). No obstante, el presente estudio se centra
en los genes de C. vulgaris para comprender el papel que pueden desempenar las

microalgas dentro de esta comunidad microbiana.

7.2 Ensamble del genoma
Para el ensamblaje de novo del genoma de C. wvulgaris se utilizaron cuatro

ensambladores (ABySS, MEGAHIT, SPAdes y Unicycler), con el objetivo de obtener
un mejor ensamble en términos de contiglidad y completitud funcional. Una vez
realizados los ensambles, los mismos fueron evaluados usando la herramienta QUAST
(Quality Assessment Tool), la cual permite evaluar y comparar la calidad de
ensamblajes gendmicos utilizando diversas métricas (numero de contigs, mayor
contig, Longitud total, N50, L50, etc.). Los resultados estadisticos de los ensamblajes,

obtenidos mediante QUAST, se presentan la Tabla 5.

A partir del ensamblaje con las diferentes herramientas, se observa que
Unicycler logré ensamblar el genoma con 12,466 contigs, mientras que ABySS,
MEGAHIT y SPAdes, lo hicieron con 31,809, 27,018 y 25998 contigs,
respectivamente. Esto sefala que Unicycler generd contigs mucho mas largos, lo que
resulté en un genoma menos fragmentado y mas contiguo. Asimismo, con MEGAHIT
se obtuvo el contig mas largo, de 1,413,394 pb seguido por Unicycler (909,350), en
comparacion ABySS (479,042) y SPAdes (630,416), lo que sefiala que MEGAHIT y
Unicycler generaron fragmentos individuales mas largos, lo que sugiere un ensamble
de mayor calidad. Sin embargo, MEGAHIT (27,018 contigs) generd mas contigs que
Unicycler (12,466 contigs), lo que evidencia una mayor fragmentacion del genoma por
parte de MEGAHIT. Otra métrica relevante es el valor de N50, que describe la longitud
de contig minima de los contigs mas largos que se necesitan para cubrir el 50% del
genoma. En este caso, el valor mas alto de N50 se obtuvo con Unicycler, con un N50
de 24,335 pb, lo que sugiere que se necesitan menos fragmentos para cubrir la mitad
del genoma. Por lo tanto, a partir de la evaluacion realizada por QUAST, el mejor

ensamble esta dado por la herramienta de ensamble Unicycler.
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Tabla 5. Evaluacion de la calidad entre los ensambles realizados con ABySS, MEGAHIT, SPAdes y Unicycler
mediante la herramienta QUAST.

Ensamble ABySS MEGAHIT SPAdes Unicycler
# contigs (>= 0 bp) 361781 56409 124170 17177
# contigs (>= 1000 bp) 19197 17229 17646 11627
# contigs (>= 5000 bp) 7090 7195 7544 6316
# contigs (>= 10000 bp) 3285 3902 3923 3748
# contigs (>= 25000 bp) 680 1141 963 1182
# contigs (>= 50000 bp) 140 311 257 342
Longitud total (>= 0 bp) 189686651 173152234 172872623 144323546
Longitud total (>= 1000 bp) 128418324 156863471 151156539 142743515
Longitud total (>= 5000 bp) 97515425 133366296 126927293 129192635
Longitud total (>= 10000 bp) 70856074 109911876 100957344 110743465
Longitud total (>= 25000 bp) 31385964 66773538 55694566 70630264
Longitud total (>= 50000 bp) 13419153 38615642 32071122 42045565
# contigs 31809 27018 25998 12466
Contig mas grande 479042 1413394 630416 909350
Longitud total 137196880 163606752 156989699 143330750
GC (%) 64.12 64.91 65 64.48
N50 10497 18485 15793 24335
N90 1770 2470 2546 5051
auN 25184 71624.3 53560.9 86254.9
L50 3065 1841 2127 1224
L90 15662 11067 11491 6278
# N's por 100 kbp 149.57 0 0.04 0
# prediccidn genes (Unico) 38166 52684 51786 40415
# genes predichos (>= 0 bp) 160394 + 0 226889 + 0 220883 + 0 197729 + 0

# genes predichos (>=300bp) 40729 + 0 part 72082 + 0 72737 +0 59188 + 0 part
# genes predichos (>= 1500bp) = 2763 + 0 part 6428 + 0 6502 + 0 part = 6268 + 0 part
# genes predichos (>= 3000 bp) 220 + 0 part 589 + 0 part 621 + 0 part 620 + 0 part

Al comparar el ensamblaje realizado (en adelante, C. vulgaris LBCVB) con los
genomas de referencia de C. vulgaris disponibles en NCBI, se percibe que el genoma

ensamblado presenta un tamafo aproximadamente de tres a cuatro veces mas,
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alcanzando los 143.33 Mb. En cambio, los genomas reportados, como el de C. vulgaris
211/11P (40.18 Mb), presentan tamanos entre 37.34 y 48.87 Mb. Asimismo, en
contraste con el analisis de Kraken, el tamafio del genoma puede reflejar la presencia

de organismos asociados.

Adicionalmente, este resultado puede deberse a diversos factores, entre ellos
la presencia de regiones repetidas, las cuales ejercen una gran influencia en la calidad
y la contiguidad del ensamblaje, ya que afectan la capacidad del software para
reconstruir correctamente el genoma (Schatz et al., 2010). De manera consistente, las
microalgas verdes como C. reinhardtii y Volvox carteri se caracterizan por una alta
densidad gendmica de repeticiones en tandem en las regiones intronicas y en regiones

de secuencias codificantes (CDS) (Zhao et al., 2013).

Para evaluar aun mas la calidad y la integridad del genoma, se realizé un
analisis Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs (BUSCO) con base en 425
genes ortélogos de referencia del linaje Chlorophyta, por lo que este analisis identifico
informacion completa, es decir, completitud para 289 (65.65 %) ortélogos e informacién
fragmentada para 51 (12.00 %) y 95 (22.35 %) faltantes, mientras que se identificaron
27 duplicados, lo que sugiere una calidad intermedia del genoma ensamblado de novo

para C. vulgaris (Figura A2).

En este sentido, se llevd a cabo un analisis de identidad promedio de
nucledtidos (ANI, Average Nucleotide Identity) utilizando la herramienta pyANI,
mediante el método ANIm, con el objetivo de evaluar la similitud genémica entre C.
vulgaris y otras especies de microalgas verdes. Los resultados se muestran en
la Figura 13, en forma de un mapa de calor con agrupamiento jerarquico, donde los
valores representan los porcentajes de identidad promedio entre cada par de
genomas. Los bloques en la diagonal principal del grafico indican grupos de genomas
coherentes entre si, delimitando una especie bioldgica u otro taxon, lo que constituye
una buena aproximacién para la diferenciacion de especies (Interpreting The

Graphical Output — Pyani 0.2.9 Documentation, s. f.).
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Figura 13. Mapa de calor del porcentaje de identidad promedio (ANI, %) entre genomas de C. vulgaris y
microalgas relacionadas.
Los valores dentro de cada recuadro representan el porcentaje de identidad nucleotidica promedio entre pares de
genomas, mientras que el dendrograma muestra la relacion filogendmica entre las cepas analizadas. La escala de
colores indica el nivel de similitud gendmica con base en el umbral propuesto para la delimitacion de
especies: tonos azul marino (295-100 %) corresponden a genomas pertenecientes a la misma especie, mientras

que tonos amarillos (<85 %) reflejan una divergencia significativa, es decir, especies distintas. (Interpreting The
Graphical Output — Pyani 0.2.9 Documentation, s. f.).

Asimismo, se observa en el dendrograma asociado al mapa de calor una
separacion clara entre los genomas pertenecientes al género Chlorella y los de otros
géneros (Ostreococcus, Scenedesmus, Chlamydomonasy algunas especies del
género Chlorella). Por otro lado, los valores de ANI dentro del clado de C.
vulgaris fueron superiores al 94% en comparacion con el genoma de estudio (C.
vulgaris LBCVB), lo que indica una alta similitud genémica y sugiere una relacion

filogenética muy cercana, posiblemente correspondiente a variantes o subespecies
altamente conservadas.
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En particular, C. reinhardtii mostré un porcentaje relativamente alto (99.61 %)
en comparacion con las demas cepas de C. vulgaris. Esto podria deberse a la
conservacion de genes esenciales entre ambas especies, que aunque
taxondmicamente lejanas, pertenecen al mismo filo Chlorophyta dentro de las algas
verdes unicelulares. Ademas, dicho resultado también puede explicarse por la similitud
en el tamano de sus genomas: C. vulgaris LBCVB (143.33 Mb) y C. reinhardtii (111.1
Mb). En contraste, los valores de ANI entre C. vulgaris LBCVB y otras especies
cercanas, como C. sorokiniana 'y C. variabilis, fueron de aproximadamente 89 %, lo
cual indica que pueden pertenecer al mismo género, pero no a la misma especie. Por
lo tanto, se deduce que C. vulgaris LBCVB puede clasificarse dentro del especie C.

vulgaris por su por su alta similitud genodmica.

Ademas del porcentaje de identidad nucleotidica, se evalud la cobertura de
alineamiento entre los genomas comparados para complementar la evaluacién de la
identidad nucleotidica promedio (ANI). La cobertura se refiere a la proporcion del
genoma que se alinea a un genoma de referencia durante la comparacién entre dos
organismos (Interpreting The Graphical Output — Pyani 0.2.9 Documentation, s. f.). En
este caso, los valores de cobertura obtenidos a partir del método ANIm (integrado en
pYANI) se representan en la Figura 14 mediante un mapa de calor con agrupamiento

jerarquico.

Los resultados muestran que los genomas pertenecientes al género C.
vulgaris presentan altos porcentajes de cobertura entre si, superiores al 87%, lo que
refleja una alta conservacion gendmica entre las cepas. Por lo tanto, se puede decir
que este patrén es comparable con los valores de porcentaje de identidad observados
anteriormente, lo que indica que comparten la mayoria de las regiones genémicas
alineadas entre si, caracteristica tipica de organismos que pertenecen a la misma
especie. Asimismo, las coberturas entre los genomas de C. vulgaris LBCVB vy los de
otros géneros, como Ostreococcus, Scenedesmus 'y algunas especies del
género Chlorella, son menores al 1%, lo que refleja una variacion gendmica

significativa; es decir, son taxondmicamente diferentes a nivel de género y especie. De
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igual manera, C. reinhardtii presentd un valor alto de cobertura (84.59%), lo que
sugiere que una gran parte de su genoma pudo alinearse con C. vulgaris LBVCB, sin
embargo, de forma opuesta, se obtuvo una cobertura menor (65.12%), lo que puede

reflejar un alineamiento asimétrico entre este par de genomas (Interpreting The
Graphical Output — Pyani 0.2.9 Documentation, s. f.).
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Figura 14. Mapa de calor del porcentaje de cobertura de alineamiento entre genomas de C. vulgaris y microalgas
relacionadas.

Los valores dentro de cada recuadro representan el porcentaje de cobertura entre pares de genomas, mientras que
el dendrograma muestra la relacion filogendmica entre las cepas analizadas.
La escala de colores indica el nivel de conservacion gendémica con base en el umbral propuesto para la delimitacién
de especies: tonos azul marino (> 50 %) corresponden a genomas pertenecientes a la misma especie, mientras
que tonos amarillos (< 50 %) reflejan una divergencia significativa, es decir, especies distintas. Interpreting The
Graphical Output — Pyani 0.2.9 Documentation, s. f.).
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7.3 Anotacioén y Prediccion de Genes

Tras obtener el ensamblaje gendémico de C. vulgaris LBCVB, se procedi6 a realizar la
etapa de anotacion y prediccion de genes, con el objetivo de identificar genes
funcionales asi como caracterizar sus posibles funciones. Para ello se empled el
pipeline de Funannotate, el cual es un software que integra multiples herramientas de
prediccion, anotacidon y comparacion gendmica, incluyendo para este caso programas
de predicciéon ab initio como GeneMark-ES/ET, Augustus y NCBI-BLAST.
Adicionalmente, se utilizan Diamond y Exonerate para alinear evidencia de proteinas
con bases de datos (por defecto, UniProtKB/SwissProt) y mapear proteinas al genoma
(Gene Prediction — Funannotate 1.8.16 Documentation, s. f.).

La anotacion del genoma identific6 un total de 47,825 genes, de los
cuales 47,192 son codificantes, es decir, aquellas proteinas con funcion predicha
basada en bases de datos, de acuerdo con la Figura 15. El numero de genes
codificantes para proteinas es significativamente mayor en comparacién con el
genoma de referencia de C. wulgaris 211/11P, donde se predijeron 10,724
genes (Cecchin et al., 2019). En concordancia con lo anterior, mas del 83.92 % de los
genes codificantes identificados en C. vulgaris LBCVB no tuvieron un equivalente
detectado en el genoma de referencia C. vulgaris 211/11P al realizar una comparacion
por BLASTp con valor E < 1e-5.

Por otro lado, se detectaron 47,139 proteinas hipotéticas, las cuales son
proteinas que se predice que se expresaran a partir de un marco de lectura (ORF),
pero para las cuales no hay evidencia experimental de traduccion (ljaq et al., 2015).

En este sentido, solo se identificaron 2,687 con funcién asignada.
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Figura 15. Distribucion de genes y proteinas anotados en el genoma de C. vulgaris LBCVB.

Se evalué la anotacion funcional del genoma basada en ontologias mediante la
herramienta EggNOG-mapper. El reporte informo que, de un total de 41,025 genes, el
92.39 % (37,904) estd asociado a términos de grupos de genes ortélogos (COG),
mientras que el 9.95 % (4,081) esta asociado a términos de ontologia génica (GO) y
el 33.62 % (13,795) presenta rutas metabdlicas asociadas (Figura 16). En este sentido,
la mayoria de los genes fueron anotados en la categoria COG, esto se debe
principalmente a que esta base de datos asigna funciones a nivel de genes ortélogos,
los cuales son genes que se han originado a partir de un solo gen ancestral, pero que
se encuentran en distintas especies, lo que permite clasificar un mayor numero de
proteinas, incluso algunas con funciéon desconocida, como las proteinas hipotéticas.
Por otro lado, las bases de datos GO y KEGG son mas estrictas, ya que requieren
evidencia funcional o asignacién a rutas metabdlicas especificas, por lo que

generalmente anotan un menor numero de genes.
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Figura 16. Numero de genes anotados por categoria funcional.
Ontologia Génica (GO); COG (Grupos de genes ortélogos); KEGG (Enciclopedia de Kioto de Genes y Genomas).

Como parte de la anotacidn funcional, las proteinas predichas se
clasificaron de acuerdo con el sistema COG, el cual agrupa genes ortélogos en
categorias funcionales bien definidas. Del total de 41,025 genes, el grupo mas grande
pertenece a genes con “Funcion desconocida” (8315, 20.27%), lo que sugiere que gran
parte de los genes si tiene anotacion, sin embargo, no se conoce su funcion bioldgica.
En contraste, el 7.76% (3285) se clasific6 como genes implicados en la “Transduccion
de senal”, seguido de genes “No asignados” (es decir, que no recibieron ninguna
anotacion) (3121, 7.61%), “Transporte y metabolismo de aminoacidos” (3005, 7.32%),
“Transcripcion” (2994, 7.30%), asi como también el “transporte y metabolismo de
carbohidratos” (2445, 5.96%).

Por consiguiente, en una proporcion similar de 5.59% a 4.31% (2295 a
1769), se clasificaron las funciones de “Replicacion, recombinacién y reparacion”,
“Modificacién postraduccional”, “Produccion y conservacion de energia”, “Transporte y
metabolismo de iones inorganicos”, “Produccién y conversion de energia’,

“Traduccion/ Biogénesis ribosomal”’, “Transporte y metabolismo de lipidos” vy
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“Biogénesis de la membrana”. Por ultimo, las siguientes categorias contienen el menor
numero de genes asignados: “Biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos
secundarios” (1363, 3.32%), “Transporte y metabolismo de coenzimas” (1294, 3.15%),
“Tréfico intracelular, secrecion y transporte vesicular” (1198, 2.92%), “Transporte y
metabolismo de nucledtidos” (856, 2.09%), “Control del ciclo celular” (627, 1.53%),
“Procesamiento y modificacion del ARN” (590, 1.44%), “Mecanismos de defensa” (559,
1.36%), “Motilidad celular” (383, 0.93%), “Citoesqueleto” (320, 0.78%), “Estructura y
dindmica de la cromatina” (290, 0.71%), “Estructura nuclear” (78, 0.19%) y “Estructuras

extracelulares” (31, 0.08%).

Lietal. (2016) en C. sorokiniana reportan una proporcién similar en cuanto
a algunas categorias, aunque realizaron la asignacion a nivel contigs. En ambos casos,
las categorias mas abundantes en comun son “Replicacion, recombinacién y
reparacion” (1251, 19.22 %), “Transcripcion” (1000, 8.07 %), “Transporte y
metabolismo de aminoacidos” (836, 9.34 %), “Modificacién postraduccional” (829, 9.26
%) y “Transduccion de senal” (842, 9.42 %) . Adicionalmente, en la categoria
“Prediccion de la funcién general” (2380, 19.22 %) mostraron la mayor proporcion de
contigs asignados, mientras que en este estudio no se clasificaron genes en esa
categoria, sin embargo, esto puede indicar una relacion en algunos grupos de genes

funcionales principales en el genoma del clado Chlorella.
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Figura 17. Clasificacion funcional de genes por categorias COG.
Distribucion porcentual de los genes anotados en cada categoria funcional COG.

El analisis de anotacion funcional mediante las categorias COG y GO permitio
identificar distintos grupos de genes implicados en diversos procesos metabdlicos,
moleculares y estructurales, asi como su organizacién funcional en categorias
biolégicas como transporte, transcripcion, sefializacion, etc. Asimismo, este analisis se
complementé mediante la herramienta BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool),
empleando bases de datos personalizadas construidas a partir de proteinas
previamente reportadas en procesos de asimilacion y transformacion de
contaminantes en otras microalgas del filo Chlorophyta (Género Chlorella y C.
reinhardtii). Para ello, se utiliz6 como referencia la base de datos UniProt, lo que
permitid la identificacion especifica de genes potencialmente involucrados en la

asimilacion de contaminantes en agua.
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Tabla 6. Genes y proteinas homologas identificadas mediante BLASTp en microalgas verdes relacionados con
metales pesados.

C. reinhardtii

D Identidad Cobertura Valor
(%) (%) E
100 100 0
0
100 100
100 100 0
100 100 0
100 100 0
100 100 0
100 100 0
Chlorella
92.42 100 0
.05E-
95.146 100 152
71E-
98.883 94 14
Chlorella

Proteina

Gen

Funcion

Reparacion del
ADN (en procesos
como la replicacion,

recombinacion y

reparacion por escision
de bases). Union de
iones metalicos.
Desintoxicacion de
iones metalicos (Cu o
Cd). Biosintesis de
fitoquelatinas.

Transporte,
detoxificacion y
tolerancia a iones
metalicos.

Transportador de iones
metalicos divalentes
(Mn?* Fe?*y Cd?*).
Trasnsporte de iones
de hierro.
Biosintesis de
aminoacidos y
aminoacidos
aromaticos.
Metilacién

Cataliza la fijacion de
CO, en el ciclo de
Calvin,
transformando ribulosa-
1,5-bisfosfato
(RuBP) en dos
moléculas de 3-
fosfoglicerato, primer
paso en la sintesis de
azucares durante la

fotosintesis.
Detoxificacion de

cianuro y metabolismo
del azufre.
Sintesis de ATP
durante la fotosintesis,
al permitir el flujo de
protones a través de la
membrana tilacoidal.
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Identidad

ID (%)

93.141

83.79

95.59

87.50

86.64

C. vulgaris

68.263

69.10

68.23

61.48

Cobertura | Valor
(%) E

Proteina Gen Funcioén

Desintoxicacién de
86 0 iones metalicos (Cu o
Cd). Biosintesis de
fitoquelatinas.

Unién de clorofila.
99 0 Transporte de
electrones en el
fotosistema |II.

Actividad del
100 0 transportador
transmembrana de
iones de Cd, Mg y Fe.

En el proceso de

82 0 traduccion, se une el
ARNr.
100 0 Metilacion. Union de
iones zinc.

En la metilacién del
arsenito (As(lll)), un
proceso de
desintoxicacion que
98 0 convierte esta forma
toxica de arsénico en
una forma menos
peligrosa, el
monometilarsénico
(MMA(III)).

Biosintesis de

97 0 aminoacidos y
aminoacidos
aromaticos.

Reparacion del ADN
(en procesos como la
replicacion,
recombinacion y
reparacion por escision
de bases). Union de
iones metalicos.
Desintoxicsacion de
84 0 iones metalicos (Cu o
Cd). Biosintesis de
fitoquelatinas.

91 0

Fuente: Elaboracion propia a partir del BLASTp y informacién obtenida de Uniprot (UniProt, s. f.).
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En la Tabla 6 se presentan los resultados del analisis BLASTp realizado contra
la base de datos de proteinas relacionadas con la asimilacion de metales pesados.
Primeramente, se seleccionaron los alineamientos con las proteinas de C. reinhardltii,
que mostraron coincidencias del 100% de identidad, 100% de cobertura y un valor E
menor a 1 x 107°, con el fin de realizar una asignacion funcional confiable. Bajo estas
condiciones se identificaron siete proteinas de C. reinhardtii. Entre las mas relevantes
se encuentran , involucrada en la reparacion del ADN
bajo estrés metalico, una glutation transferasa asociada a la detoxificacion de iones
como Cu y Cd, ademas de participar en la biosintesis de fitoquelatinas, y

, la cual transfiere grupos metilo (—CH;) de un
donador a un aceptor que puede ser ADN, proteinas u otras moléculas. De igual
manera, se identificaron algunos transportadores, como

, el transportador de iones y el transportador

De manera complementaria, se realizdé el mismo analisis con las proteinas de
microalgas del género Chlorella. En este caso, se eligieron aquellas con un porcentaje
mayor al 95% de identidad y cobertura, y con un valor E menor a 1 x 107°. Bajo estos
criterios se detectaron diversos componentes, entre ellos

, la cual cataliza dos reacciones:

(primera etapa en la fijacion de dioxido de carbono) y la
fragmentacion oxidativa del sustrato de pentosa durante la fotorrespiracion. Asimismo,
se identifico , localizada en el cloroplasto y
encargada de la sintesis de ATP durante la fotosintesis,

, asociado al centro de reaccion y vinculado con la generacion de ATP a

partir de ADP en presencia de un gradiente de protones a través de la membrana, y el
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, perteneciente a la subunidad pequefa e involucrado en el
proceso de traduccion. También se registro el
y una , la cual contribuye a la
detoxificacion de cianuro y participa en el metabolismo del azufre.

Posteriormente, se aplicé el mismo procedimiento para la alineacion de
proteinas correspondientes a C. vulgaris, utilizando como criterios una identidad y
cobertura mayores al 60% y un valor E < 1 x 107°. Si bien no se encontraron genes
asociados a estos procesos, si se detectaron proteinas que participan en la
detoxificacion y el metabolismo de compuestos metalicos. Entre los polipéptidos se
identificaron una , involucrada en la metilacion del arsénico
(As(I1)), un proceso de desintoxicacion que convierte esta forma toxica en compuestos
menos peligrosos, como el monometilarsénico. Asimismo, se registro la enzima

, que participa en la biosintesis de aminoacidos y

otros compuestos aromaticos. Adicionalmente, se

En conjunto, los resultados sugieren que la presencia de genes como

en mas de un geénero indica una conservacion
de los mecanismos de homeostasis y detoxificacion en el filo Chlorophyta. Cabe
destacar que, de acuerdo con los resultados obtenidos, una parte importante de los
genes y proteinas identificados corresponde a transportadores, lo cual es de
esperarse, ya que representan la primera linea de defensa frente al desequilibrio en la
homeostasis de metales a nivel celular y subcelular. Cuando las reservas metalicas
disminuyen, estos transportadores permiten la captacion y distribucién de cofactores
necesarios para evitar sintomas de deficiencia, por el contrario, cuando los metales se

acumulan por encima de la capacidad celular, facilitan su expulsion para prevenir
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efectos téxicos (Blaby-Haas & Merchant, 2012). Por lo tanto, los resultados
demuestran que C. wvulgaris podria presentar una mayor disposicion para el

procesamiento principal de Fe, Cd y As asociado con la presencia de genes como

En contraste, Qian et al. (2009) reportan que el Cu (0.5y 1.5 mM) y el Cd (1.0
y 2.0 mM) pueden provocar una disminucion significativa en el crecimiento de C.
vulgaris, ademas, pueden aumentar la formacion de ROS y de clorofila de forma
sinérgica. Asimismo, observaron que ambos metales inhiben de forma independiente
la expresion de los genes psbA y rbcl, mientras que estimulan de forma adaptativa la
expresion del gen psbB, el cual forma parte del operén psaA/B del genoma del
cloroplasto y codifica las apoproteinas P700 clorofila A2, relacionadas con el

Fotosistema | (PSI).

Bajo las mismas condiciones metodolégicas, se realizé la identificacion de
proteinas que podrian intervenir en la asimilacion, transformacion o degradacién de
compuestos farmacéuticos presentes en el agua. Por consiguiente, el BLASTp
procesado contra la base de datos de proteinas correlacionadas con estos
contaminantes, se extrajeron las coincidencias con proteinas de C. reinhardtii, las
cuales presentaron alineaciones con 100% de identidad, 100% de cobertura y un valor
E menor a 1 x 1073, con el objetivo de realizar una anotacion funcional precisa. Del

analisis se caracterizaron 5 proteinas validadas por Uniprot, codificadas por los genes

De igual manera se

encontrd un transportador implicado en la detoxificacion.
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participa como catalizador en la hidrolisis de pirofosfato inorganico

(PPi) en dos fosfatos asi como también en mantener el equilibrio de fosfato en el

cloroplasto, mientras que

oxidativo. Por otro lado,

se relaciona con la respuesta al estrés

interviene en la sintesis y modificacion de tRNA

y en la traduccion mitocondrial. En cuanto al

protones y la sintesis de ATP en la mitocondria, en cambio,

la sintesis de clorofila.

esta involucrado en el paso de

participa en

Tabla 7. Genes y proteinas homodlogas identificadas mediante BLASTp en microalgas verdes asociados a

C. reinhardtii

medicamentos.

ID Identidad Cobertura Valor Proteina

(%) (%) E

100 100 0

100 100 0

100 100 0

100 100 0

100 100 0

/ 100 100 0
Chlorella

96.59 100 0

Gen

Funcion

Cataliza la hidrdlisis de
pirofosfato inorganico
(PPi) en dos fosfatos

inorganicos. Equilibrio de
fosfato en el cloroplasto.

Respuesta al estrés
oxidativo.

Enzima dependiente de
ATP que participa en la
sintesis/modificacion de
tRNA 'y en la traduccién
mitocondrial.
Subunidad de la ATP
sintasa mitocondrial
involucrada en el paso
de protones y la sintesis
de ATP.
Oxigenasa dependiente
de hierro que participa
en la sintesis de
clorofila.

Transportador
transmembrana
involucrado en la

exportacion y

desintoxicacion de
xenobioticos.

Proceso metabdlico de
compuestos que
contiene fosfatos.
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Chlorella

ID
(%)

93.36

94.92

95.27

98.95

C. vulgaris

94.52

85.80

80.52

Identidad Cobertura Valor

(%)

95

100

93

100

100

99

83

Funcion

Componente del
fotosistema Il
involucrado en la
transferencia de
electrones y la
produccién de oxigeno.

Transportador
transmembrana de
xenobidticos para su
desintoxicacion.

Enzima que fija CO; en
el ciclo de Calviny
participa en el primer
paso de la sintesis de
azucares.
Biosintesis del grupo
hemo y clorofila.

Enzima que fija CO; en
el ciclo de Calvin y
participa en el primer
paso de la sintesis de
azucares.

Componente del
fotosistema Il
involucrado en la
transferencia de
electrones y la
produccién de oxigeno.

Biosintesis de acidos
grasos y acetyl-CoA.

Fuente: Elaboracion propia a partir del BLASTp y informacion obtenida de Uniprot (UniProt, s. f.).

En este mismo sentido, el analisis comparativo con los polipéptidos de

microalgas de género Chlorella, vy tras aplicar un cribado con un margen minimo del

70 % de identidad y cobertura, asi como también un valor E menor a 1 x 1075, se

obtuvo como resultado los genes verificados psbB y RbcL, ademas de proteinas como

la enzima difosfatasa inorganica y un transportados de xenobiéticos. De igual manera

se percibié una tendencia similar en la evaluacion con proteinas de la misma especie

ya que de forma analoga se identificaron

, ademas de

con los mismos criterios de filtrado del analisis
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anterior(es decir, alineamiento con identidad y cobertura del 70% asimismo un valor E
menora 1 x 107%).

, que codifica para la subunidad CP47, esta involucrado en la
transferencia de electrones y la produccion de oxigeno el e fotosistema Il (PSIl). Por
otro lado, el corresponde a la gran subunidad de RuBisCO, implicada en el
proceso de fotorrespiracion. La exposicidon a largo plazo de microalgas a altas
concentraciones de productos farmacéuticos y de cuidado personal generalmente
resulta en una disminucion en el contenido de proteinas y clorofilas debido a la sintesis
de ROS y a alteraciones en la regulacion de los genes fotosintéticos (rbcL, psbA, psbB
y psbC). Sin embargo, la respuesta positiva o negativa a la interaccién con compuestos
farmacéuticos es especifica de cada cepa (Bai et al., 2025). Como en el caso de la
cianobacteria Microcystis aeruginosa, la presencia de los antibidticos espiramicina y
amoxicilina aumento significativamente la expresiéon de los genes relacionados con la

fotosintesis (psbA, psbB, rbcL y mcyB) (Xiong et al., 2017).

En este contexto, Wang et al. (2019) reportaron en C. vulgaris que la
combinacién de eritromicina y enrofloxacina incrementé de forma sinérgica la
abundancia de los transcritos de psaB y chIB, siendo este aumento significativamente
mayor que el observado en los tratamientos individuales. Asimismo, el analisis
detallado mostré que, en el caso de psbC, el aumento de transcritos se debid

principalmente a la enrofloxacina aplicada de forma individual.

De igual manera, el estudio de Xiong et al. (2016) describe que, en C. vulgaris,
el aumento de la salinidad promovi6 significativamente la bioacumulacion de
levofloxacina y su posterior degradacién en productos mas simples y menos téxicos
por el sistema enzimatico intracelular. Se observé un aumento significativo en la
cantidad de una proteina similar a la ferroxidasa bajo el estrés salino, esta proteina
dirige electrones hacia la hidroxilacion catalizada por el citocromo P450, lo que mejord

la degradaciéon de contaminantes organicos dentro de la célula.

Nuevamente, utilizando la misma estrategia de analisis, se compard la base de

datos exclusiva de componentes inorganicos (P y N) con el proteoma anotado por
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EggNOG-mapper. El resultado fue filtrado bajo los criterios de identidad y cobertura
del 100 % y un valor E menor a 1 x 107® para el caso de C. reinhardtii. Como era de
esperarse, se obtuvo una mayor cantidad de alineamientos asociados a proteinas con
genes validados, dado que C. reinhardtii es considerado un organismo modelo. Entre
los principales genes identificados, en términos funcionales, se encontraron diversos

transportadores y enzimas cataliticas.

Entre ellos destacan los ,
pertenecientes a la familia AMT1(Gonzalez-Ballester et al., 2004), asi como las
proteinas transportadoras , que corresponden a la familia
NNP (por sus siglas en inglés, Nitrate Nitrite Porter), la cual forma parte, a su vez, de
la superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily). Los polipéptidos NRT2 constituyen
un sistema transportador biespecifico de alta afinidad para nitrato/nitrito. En particular,
NRT2.1 y NRT2.2 forman parte de un sistema de dos componentes que requiere una
segunda proteina, NAR2, para ser completamente funcional en C. reinhardtii y en otras
algas como Chlorella NC64A (Sanz-Luque et al., 2015). Por otro lado,

esta implicado en el transporte de molibdato

dependiente de energia, el cual es fundamental para una asimilacion adecuada de
nitrato. lgualmente, se detecto el , el cual cataliza
la reaccion reductora de amonio y a-oxoglutarato para producir glutamato,
especialmente bajo ciertas condiciones de estrés. codifican
enzimas clave en el metabolismo del nitrogeno: cataliza la sintesis de glutamina
a partir de glutamato y amonio para su reasimilacion en el citoplasma, mientras que
cataliza la sintesis de glutamina en el cloroplasto. Por ultimo, AS (Arilsulfatasa)

esta implicada en el metabolismo de compuestos.

Para los alineamientos con proteinas de algas del género Chlorella, se
identificaron los genes

y , los

cuales pertenecen a la microalga Nannochloris sp. (desiccata). Ademas, se

encontraron otras proteinas como la subunidad alfa del coatdmero y una glutamina
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sintetasa. El umbral de seleccién empleado fue del 70 % de identidad y cobertura, con
un valor E menor a 1 x 1072, Complementariamente, en el analisis comparativo de
secuencias de C. vulgaris no se asignaron genes especificos, sin embargo, si se
identificaron diversas proteinas, entre ellas: ,

involucrada en el proceso biosintético de polifosfatos, una
, asociada al metabolismo de ciertos aminoacidos; la enzima

fosfoglicerato mutasa, asi como

, previamente asociadas a los genes
presentes en Nannochloris sp. (desiccata). La
presencia de estas proteinas en C. wvulgaris y su correspondencia con genes
identificados en Nannochloris sp. sugiere un grado de conservacion funcional dentro

del grupo de microalgas verdes (Chlorellales).

Tabla 8. Genes y proteinas homdlogas identificadas mediante BLASTp en microalgas verdes vinculadas al
transporte de Ny P.

C. reinhardtii

ID Identidad Cobertura Valor Proteina Gen Funcién
(%) (%) E
99.80 0 Transporte de amonio.
98.86 100 0 Transporte de amonio.

Participa en la
degradacion del
94.60 100 0 glutamato mediante la
actividad de la enzima
glutamato
deshidrogenasa (NAD+).

Transportador de
molibdato de alta
afinidad, a través de un
proceso dependiente de
la energia.
Cataliza la sintesis de
glutamina a partir de
glutamato y amonio
(Asimilacion y reciclaje
del nitrogeno).
Transportador
transmenbrana y
asimilacién de nitratos.

100 100 0

100 100 0

100 96 0
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C. reinhardtii

ID Identidad Cobertura
(%) (%)
100 100
100 100
90.14 95
Chlorella
86.09 97
76.04 99
71.20 98
71.34 100
C. vulgaris
78.75 78
78.09 78
73.17 99
72.91 99
70.09 94

Valor

Proteina

Gen

Funcion

Transportador
transmenbrana y
asimilacién de nitratos.
Cataliza la sintesis de
glutamina y participa en
la reasimilacion de
amonio en el cloroplasto.

Enzima implicada en el
metabolismo de
compuestos fendlicos.

Transporte de proteinas
biosintéticas desde el
ER, a través de Golgi

hasta la red trans Golgi.

La IP6K convierte IP6 en

IP7 y participa en la
regulacion de diversos
procesos celulares.
Asimilacion de
amoniaco. Biosintesis
del glutamato.
Metabolismo del
nitrégeno y del
glutamato.

Proceso biosintético de
polifosfato.

Proceso biosintético de
la glutamina.

Proceso metabdlico de
asparagina, glutamina y
oxalacetato.

La IP6K convierte IP6 en
IP7 y participa en la
regulacion de diversos
procesos celulares.

Cataliza la conversion
entre intermediarios de
la glucdlisis.

Fuente: Elaboracion propia a partir del BLASTp y informacién obtenida de Uniprot (UniProt, s. f.).
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7.4 Rutas metabdlicas identificadas en C. vulgaris

En esta seccidn se presentan las rutas metabdlicas encontradas a partir de la
anotacion funcional del genoma de C. vulgaris LBCVB, con énfasis en aquellas
relacionadas a la degradacion de los agentes contaminantes estudiados. Se utilizé la
base de datos Enciclopedia de Kyoto de Genes y Genomas (KEGG) para la
reconstruccion de las rutas a partir de la anotaciéon realizada por eggNOG-mapper,
asignando cada gen a su correspondiente identificador unico ortélogo (KO). Se evalud
la presencia de genes clave en rutas de interés relacionados a metales pesados,
farmacos y compuestos inorganicos (N y P).

Se identificaron un total de 9 rutas metabdlicas en C. vulgaris LBCVB, 5
relacionadas con el metabolismo de metales pesados, 5 asociadas a farmacos y 3
implicadas en la asimilacion de P y N, las cuales, al mismo tiempo, muestran una fuerte
correlacién funcional entre si. En la Tabla 9 se reporta el conjunto de rutas esenciales
para llevar a cabo el proceso de biorremediacién en C. vulgaris LBCVB, que incluyen:
Carcinogénesis quimica (especies reactivas de oxigeno), Fotosintesis, Fijacion de
carbono mediante el ciclo de Calvin, Metabolismo de farmacos (citocromo P450),
Metabolismo de farmacos (otras enzimas), Transportadores ABC, Metabolismo del

nitrégeno, Via de las pentosas fosfato y Replicacién del ADN.
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Tabla 9. Vias metabdlicas identificadas en C. vulgaris LBCVB relacionadas con la respuesta a contaminantes en

No

ID

05208

00195

00710

00982

00983

Nombre

Carcinogénesis
quimica: Especies
reactivas de
oxigeno

Fotosintesis

Fijacion de
carbono mediante
el ciclo de Calvin

Metabolismo de
farmacos -
citocromo P450

Metabolismo de
farmacos: otras
enzimas

agua.

Genes extraidos Contaminante Figura

Metales pesados

A3

Farmacos; A4
Metales pesados

Farmacos; A5
Metales pesados

Fatmacos A6

Farmacos A7
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No ID Nombre Genes extraidos Contaminante

Metales pesados;

Transportadores Farmacos;

6 02010 ABC Compuestos

inorganicos
7 | @uege | WSS Nitrogeno
Nitrogeno

8 00030 Via de las Fésforo
pentosas fosfato

9 03030 Replicacionlue! Metales pesados

ADN

Nota: Los genes marcados en color rojo son aquellos obtenidos a partir del analisis BLASTp.

Figura

A8

A9

A10

A11
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Diversos estudios sefialan que la fotosintesis es una de los procesos mas
susceptibles a alteraciones durante la fitorremediacion de diversos contaminantes
mediante microalgas, debido a su estrecha relacion con el estrés celular, el crecimiento
y disponibilidad de energia. Una gran parte de los genes que codifican subunidades
de los complejos de membrana y transportadores de electrones asociados a la fase
luminica de la fotosintesis se encuentra en el genoma nuclear o en el cloroplasto de

C. vulgaris (Cecchin et al., 2019). Del fotosistema Il, se identificaron

mientras que en el fotosistema I, se
detectaron la mayoria de los genes
Cabe destacar que en C. reinhardltii, estiduos como Mehra et al. (2024) han reportado
la presencia de subunidades adicionales en el fotosistema Il como: psbA , psbC, psbD
ademas de psbB, lo que podria reflejar una mayor complejidad estructural y funcional
en comparacion con C. vulgsris LBCVB. Para el complejo citocromo b6/f solo se
identificaron las subunidades centrales , mientras que en el conjunto
proteico encargado del transporte de electrones en el proceso fotosintético,

. Por lo tanto,
el transporte de electrones también puede verse afectado bajo ciertas condiciones de
estrés. Ghariani et al. (2025) reportan que el complejo citocromo b6/f, encargado del
acoplamiento entre los fotosistemas y de la generacion del gradiente de protones en
la fotosintesis, presenta una regulacion negativa del gen petB que codifica el citocromo
b (N-terminal)/b6 al exponer a Chlamydomonas sp. a Ben-Ag (bentonita intercambiada

con plata).

A su vez, la fotosintesis esta estrechamente relacionada con el ciclo de Calvin,

ya que el ATP y el NADPH producidos durante el proceso fotosintético son necesarios
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para impulsar la sintesis de gliceraldehido-3-fosfato (G3P), el cual se utiliza en la
produccion de azucares, lipidos y aminoacidos. Se recupero un conjunto completo de
genes que codifican para las enzimas del ciclo de Calvin en C. vulgaris LBCVB. Entre
ellos se identificd principalmente el gen rbcl, que codifica la subunidad grande de la
RuBisCO, encargada de la fijaciéon de CO, en la fotosintesis (Figura A4). El rbcL es
altamente conservado en organismos fotosintéticos, por lo que ha sido ampliamente
utilizado como marcador molecular en diversos estudios (Bai et al., 2025) lo que
contribuye a corroborar que la informacion recuperada independientemente del

tamano del ensamble pertenece a un organismo fotosintético.

El metabolismo del nitrégeno es una de las rutas mejor descritas, sobre todo en
C. reinhardtii. Para el caso de C. vulgaris LBCVB, entre los genes involucrados en esta
ruta se encuentran varios sistemas para captar nitrato y nitrito extracelular, como
, enzimas reductoras como
utilizados para la incorporacion de NH,* en glutamina y glutamato. Asimismo, se
recuperaron genes relacionados con la fijacién de nitrégeno
a NH,*, ademas de otras proteinas involucradas,

, entre otras (Figura a9).

La via de carcinogénesis quimica: especies reactivas de oxigeno implica genes
relacionados con la generacién, detoxificacion y sefalizacion celular frente al estrés

oxidativo. En C. vulgaris LBCVB se identificaron multiples elementos que componen

esta ruta, incluyendo los complejos mitocondriales , enzimas antioxidantes
como , ademas de enzimas detoxificadoras (oxidorreductasas) como
y elementos cinasa claves en la sefializacion Esta es

una de las vias principales que a menudo son inducidas por la exposicion a metales
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pesados y farmacos. Dependiendo del tipo de contaminante, las microalgas pueden
generar radicales hidroxilo, anién superéxido, peroxido de hidréogeno y oxigeno
singlete. Cuando la produccion de ROS excede la capacidad celular para manejarlos,
la célula se deteriora. Sin embargo, generalmente los contaminantes como los
farmacos no exhiben una inhibicion letal de las actividades de la microalga en sus
concentraciones ambientales relativas. C. reinhardltii utiliza el oxigeno singlete como
molécula de sefalizacion para regular la fotoproteccion en cambio, C. sorokiniana
experimenta una remodelacién tilacoidal con regulacion a la baja de las enzimas

involucradas en la eliminacion de ROS (Bai et al., 2025).

En cambio, las vias metabdlicas de farmacos (citocromo P450 y otras enzimas)
exhiben la presencia de monooxigenasas y diversas deshidrogenasas
encargadas de la oxidacion inicial de xenobi6ticos. La segunda via reune enzimas de
conjugacion y detoxificacion , carboxilesterasas y catalasas

. En conjunto, estos genes reflejan un amplio sistema de biotransformacién que
permite a las microalgas modificar, neutralizar o eliminar compuestos toxicos, como el
farmaco azatioprina, relacionado estructuralmente con 6-mercaptopurina, y
medicamentos como fluoruracilo. Estudios realizados sugieren que microalgas verdes
como N. oculata, al ajustar las concentraciones de N y C en el medio, resulta en una
alta capacidad de remocién del farmaco diclofenaco (alrededor del 68%), lo que indica

que la absorcion celular es mecanismo principal (Sanchez-Sandoval et al., 2021).

La ruta KEGG 02010 agrupa a los transportadores ABC, los cuales constituyen
un conjunto amplio de proteinas de membrana impulsadas por ATP mediante la
importacion y exportacién de una gran variedad de sustratos. En C. vulgaris LBCVB

se identificd una gran diversidad de genes ABC, incluidos los sistemas transportadores
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de iones minerales y organicos , asi como también
exportadores de compuestos tdxicos y xenobidticos ( ,

entre otros) (Figura A8).

En este sentido, en la Tabla 9 también se observa la via de las pentosas fosfato,
conformada principalmente por enzimas clave como ademas
de transaldolasas y transquetolasas , esenciales en la produccion
de NADPH, indispensable para el transporte, sintesis de lipidos y la asimilacion de

nitrégeno (Figura a10).

Por ultimo, el proceso de replicacion del ADN, que alberga una gran variedad
de enzimas y proteinas encargadas de duplicar el material genético durante la division
celular, también se ve afectado por el exceso de ROS inducido por la presencia de
contaminantes, lo que causa un dafio severo a los componentes celulares como
lipidos, proteinas y ADN. Esto provoca un aumento en la tasa de mutagénesis, que

puede conducir a la muerte celular programada (Xiong et al., 2017).
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8. CONCLUSIONES

0

La extraccion de ADN gendmico de C. vulgaris fue eficiente, obteniendo ADN
de alta pureza (A260/280=1.98)y concentracion (49.4 ng/mL).

Se logré el ensamblaje del genoma a nivel de contigs (143.33 Mb) utilizando la
herramienta Unicycler.

El analisis gendmico reveld una gran proporcion de proteinas hipotéticas, lo que
sugiere la presencia de numerosas secuencias aun no caracterizadas
funcionalmente.

El analisis COG mostré una alta proporcién de genes con funciéon desconocida,
junto con funciones clave relacionadas con el metabolismo, la transcripcion y la
sefalizacion, lo que sugiere que el genoma de C. wvulgaris LBCVB esta
altamente regulado permitiéndole adaptarse a diferentes condiciones.

Se identificaron genes involucrados en la asimilacion de metales pesados,
farmacos y compuestos inorganicos (N y P). Entre las proteinas con mayor
similitud se encontraron transportadores, enzimas y proteinas asociadas al
estrés ambiental, de forma directa o indirecta.

Se determinaron las rutas metabdlicas mas relevantes, lo cual confirma la
capacidad del organismo para asimilar y transformar diversos contaminantes, y

por ende su potencial para los procesos de biorremediacion.
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10. ANEXOS
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Figura A1. Distribucion taxondémica de las secuencias asignadas a partir de las lecturas filtradas por Trimgalore.
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Figura A2. Evaluacion de completitud del ensamblaje del genoma de C. vulgaris mediante BUSCO
(Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs).
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[ CHENICAL CARGINGGENESES - REACTIVE OXYGEN SPECIES_]

Figura A3. Ruta de carcinogénesis quimica asociada a especies reactivas de oxigeno en C. vulgaris LBCVB. Los
recuadros en verde indican genes presentes en el genoma (KEGG: ko05208).
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Figura A4. Ruta de la fotosintesis en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde indican genes presentes en el

genoma (KEGG: ko00195).
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Figura A5. Ruta de Fijacion de carbono mediante el ciclo de Calvin en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en
verde indican genes presentes en el genoma (KEGG: ko00710).
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Figura A6. Ruta de Metabolismo de farmacos - citocromo P450 en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde
indican genes presentes en el genoma (KEGG: ko00982).
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CARBON FIXATION BY CALVIN CYCLE I
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Figura A7. Ruta del Metabolismo de farmacos: otras enzimas en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde
indican genes presentes en el genoma (KEGG: ko00983).
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ABC TRANSPORTERS
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Figura A8. Ruta del metabolismo de transportadores ABC en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde indican
genes presentes en el genoma (KEGG: ko02010).
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Figura A9. Ruta del Metabolismo Nitrégeno C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde indican genes presentes
en el genoma (KEGG: ko00910).
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Figura 10. Via de las pentosas fosfato en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde indican genes presentes en
el genoma (KEGG: ko00030).
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Figura A11. Ruta de Replicaciéon del ADN en C. vulgaris LBCVB. Los recuadros en verde indican genes
presentes en el genoma (KEGG: ko03030).
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