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Resumen
Las interacciones entre microalgas y bacterias constituyen un componente
fundamental de los ecosistemas acuaticos, ya que favorecen el intercambio de
nutrientes, vitaminas y metabolitos que influyen en el crecimiento y la estabilidad de
ambas comunidades. No obstante, los mecanismos metabdlicos que sustentan
estas asociaciones aun son poco comprendidos. En este trabajo se desarroll6 una
estrategia bioinformatica integrativa para caracterizar el potencial funcional de
bacterias asociadas a Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus mediante el analisis

conjunto de datos metagendémicos y metatranscriptomicos.

A partir del ensamblaje metagendmico se reconstruyeron genomas bacterianos
ensamblados por metagenoma (MAGs) de alta calidad, los cuales fueron evaluados
y anotados funcionalmente utilizando bases de datos especializadas.
Posteriormente, se integrd la informacion de expresidon génica para construir
matrices funcionales enfocadas en rutas metabdlicas relacionadas con la
comunicacién e intercambio de metabolitos, incluyendo biosintesis de biotina,
riboflavina, sideréforos y mecanismos de percepciéon de quérum. Asimismo, se
desarrollaron redes metabdlicas que permitieron visualizar la distribucion de

funciones entre los MAGs e inferir posibles interacciones ecoldgicas.

Como complemento, se implementd un modelo de aprendizaje automatico basado
en Random Forest para identificar las funciones metabdlicas con mayor contribucion
a la importancia funcional de los MAGs dentro de la red, permitiendo priorizar
procesos metabdlicos potencialmente relevantes en la interaccion microalga-
bacteria. En conjunto, los resultados proporcionan un marco reproducible para
explorar asociaciones microbianas mediante datos dmicos y aportan evidencia
sobre los mecanismos metabdlicos que podrian favorecer relaciones mutualistas
con potencial aplicacién en biotecnologia y optimizacion de cultivos microalgales.
Palabras clave: Microalgas, metagendmica, bioinformatica, aprendizaje

automatico.



Abstract.

Microalgae-bacteria interactions are fundamental components of aquatic
ecosystems, promoting the exchange of nutrients, vitamins, and metabolites that
influence the growth and stability of both partners. However, the metabolic
mechanisms underlying these associations remain poorly understood. This study
presents an integrative bioinformatics framework to characterize the functional
potential of bacterial communities associated with Chlorella vulgaris and
Scenedesmus acutus through the combined analysis of metagenomic and

metatranscriptomic data.

Metagenomic assembly enabled the reconstruction of thirteen high-quality
metagenome-assembled genomes (MAGs), which were subsequently assessed and
functionally annotated using specialized databases. Gene expression data were
integrated to generate functional matrices focused on metabolic pathways involved
in microbial communication and metabolite exchange, including biotin biosynthesis,
riboflavin production, siderophore metabolism, and quorum sensing. In addition,
metabolic networks were constructed to visualize the distribution of these functions

among MAGs and to infer potential ecological interactions.

To complement these analyses, a Random Forest machine learning model was
implemented to identify the metabolic functions that contributed most strongly to the
functional importance of each MAG within the reconstructed network, enabling the
prioritization of pathways potentially involved in microalgae-bacteria interactions.
Overall, this work provides a reproducible computational framework for studying
microbial associations using multi-omics data and offers new insights into the
metabolic mechanisms that may promote mutualistic interactions, with potential
applications in biotechnology, biomass production, and the optimization of

microalgal cultivation systems.

Keywords: Microalgae, metagenomics, bioinformatics, machine learning.
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1. Introduccion.

El desarrollo de la genébmica moderna comenzdé con la implementacion del método
de secuenciacion de Sanger durante la década de los 1970. Este avance impulsé
los primeros proyectos de secuenciacion a gran escala, incluyendo el Proyecto
Genoma Humano. Asimismo, permitié el estudio de organismos modelo como
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae, esta ultimo considerado el primer
organismo eucariota cuyo genoma fue secuenciado por completo. Estos avances
permitieron no solo explorar secuencias nucleotidicas, sino también comprender su
funcionalidad mediante la identificacion de genes, regiones promotoras y el
aprovechamiento de estas, sentando las bases de la biologia molecular y la

ingenieria genética modernas.

El avance continuo de las tecnologias de secuenciacion ha permitido desarrollar
plataformas con mayor capacidad, precision y rendimiento. Entre ellas, la tecnologia
lllumina se ha consolidado como una de las mas utilizadas debido a su elevada
fidelidad y capacidad para generar millones de lecturas en una sola corrida de
secuenciacion. Estas caracteristicas facilitan la secuenciacion de genomas
completos y el estudio de comunidades microbianas complejas, al reducir tanto los
tiempos de procesamiento como los costos, por lo tanto, son deseables para la
secuenciacion de genomas pertenecientes a organismos con una carga genética

considerable a un menor tiempo y costos razonables.

La tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (next- generation sequencing
o NGS) comprende una serie de técnicas capaces de generar de manera paralela
y de forma masiva millones de fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) en

un unico proceso de secuenciacion, optimizando el rendimiento y los costos.

En términos generales, el procedimiento inicia con una fragmentacion del ADN
asistida por ultrasonicacién, rompiendo las cadenas de esta en fragmentos
pequefios de 100 a 300 pb. Una vez finalizada la fragmentacion, se procede a la

ligacion de adaptadores a los fragmentos de ADN. Estos adaptadores son



esenciales para el proceso de secuenciacion y permiten identificar los fragmentos.
El conjunto de fragmentos de ADN ligados a adaptadores constituye una biblioteca
de ADN. Una vez preparadas las librerias, comienza la hibridacion de estas a la
superficie solida donde se llevara a cabo la amplificacion; uno de los adaptadores
contiene extremos compatibles con sondas hibridadas covalentemente al material
donde se llevara a cabo la amplificacion (superficie del flow cell), en este paso
comienzan ciclos de amplificacion por puentes. Su nombre es debido a que los
adaptadores crearan un puente entre sondas hibridadas covalentemente en el
material, formando un arco y exponiendo el fragmento de ADN a amplificar, una vez
obtenidos los amplicones, estos se hibridaran con otros adaptadores y repitiendo el
mismo proceso hasta obtener clusters de millones de copias de un mismo
fragmento. Finalizada la amplificacion, los amplicones que conforman los clusters
son sometidas a una secuenciacidn por sintesis, en donde se incorporan
nucleodtidos marcados con fluoréforos que emiten sefiales detectables para el
secuenciador, de tal manera que en funcién del tipo de sefal detectado sera el
nucledtido correspondiente a la secuencia. Por ultimo, estas secuencias se alinean
y ensamblan entre si para formar contigs, es decir, secuencias largas y continuas

tal como ser observa en la Figura 1.
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Figura 1. Proceso de secuenciaciéon masiva de ultima generacion lllumina.

2. Antecedentes.

2.1. Consorcios de microorganismos
El incremento en la resolucién y sensibilidad de las tecnologias de secuenciacion

permitid la deteccion y caracterizacion simultanea multiples genomas bacterianos
inmersos en una misma matriz, incluso cuando algunos de estos se encuentren en
bajas abundancias. En condiciones naturales, estos microorganismos no se
encuentran aislados entre si. Por el contrario, establecen interacciones con otros

microorganismos que pueden contribuir a su supervivencia(Chen et al., 2020).

Este avance favorecié el estudio de comunidades microbianas completas y condujo
al desarrollo de la metagendmica. Segun el Instituto Nacional de Investigaciéon
Humana, el término “metagenoma” constituye a la estructura y funcion de todas las
secuencias de nucledtidos aisladas y analizadas de una matriz en donde convergen
y conviven varios microorganismos. A su vez, surge un nuevo campo de estudio

relacionado con la gendmica, denominado “metagendmica”, la cual, se dedica



analizar mediante recursos moleculares e informaticos las secuencias de ADN de

un consorcio de algun microbioma a estudiar (Metagenémica, s. f.-b).

Un consorcio microbiano es una comunidad de microorganismos que coexisten en
un mismo nicho ecologico y establecen interacciones que pueden ser de naturaleza
mutualista, cooperativa, comensalista o antagonista, entre otras. Regularmente
estas interacciones pueden estar mediadas por la produccidon e intercambio de
metabolitos, la competencia por nutrientes o la produccion de compuestos que
modifican el ambiente con el fin de contribuir a la supervivencia, adaptacion y
estabilidad de un consorcio. Un ejemplo ampliamente estudiado de este tipo de
interaccidén se encuentra entre los hongos micorrizicos del filo Glomeromycota y
diversas especies arboles, donde el hongo incrementa la disponibilidad y
adquisiciéon de fésforo para la planta mediante la movilizacion de formas organicas
e inorganicas del nutriente, a cambio de compuestos carbonados derivados de la

fotosintesis de la planta (Chen et al., 2020).

Estos consorcios no solamente son propios de los suelos o de potenciacion en la
absorcion de nutrientes para algunos productos agricolas de interés, también son
de interés ecolégico debido a su potencial caracter remediador en cuerpos de agua.
Por ejemplo, hay consorcios bacterianos para la eliminacion de nitrégeno en altas
concentraciones mediante procesos de nitrificacion y desnitrificacion usando
bacterias como Nitrosomas, Nitrobacter y Pseudomonas (Cao et al., 2022). Los
mismos corales en colaboracion con algunas especies de cianobacterias
(Prochlorococcus, Synechococcus) constituyen uno de los sistemas fototroficos

mas importantes en los mares a nivel de produccion de oxigeno (Dong et al., 2022).

Estas caracteristicas de fijacién y aumento de biodisponibilidad de nutrientes hacen
a estos consorcios sumamente atractivos para la biorremediacion; tal es el ejemplo
de algunas especies de bacterias como Alcanivorax, Pseudomonas y Rhodococcus
capaces de degradar hidrocarburos (Juarez et al., 2023). Estas caracteristicas
resaltan el potencial biotecnolégico de dichas comunidades para la recuperacion de

ambientes contaminados.



2.1.1. Consorcios microalga-bacteria frente a contaminantes de interés.

Entre los diferentes tipos de consorcios microbianos, las asociaciones establecidas
entre microalgas y bacterias han despertado interés creciente debido a su
capacidad para favorecer procesos de biorremediacion y produccién de metabolitos
de interés biotecnoldgico. La presencia creciente de contaminantes constituye un
problema ambiental relevante debido a sus efectos sobre los ecosistemas terrestres
y acuaticos, que incluyen desde alteraciones de las comunidades biologicas hasta
la acumulacién de metales pesados en las cadenas troficas (Ali & Khan, 2018). En
este contexto, ciertos desechos que antes se pensaban como inocuos o que al ser
descartados de manera normal por la baja que concentracion que representarian
en cuerpos acuaticos, pasaron a ser de importancia ecoldgica, a los cuales
denominaron como contaminantes emergentes , estos tienen la caracteristica de no
estar regulados por alguna normativa federal, siendo que su diseminacién se ha
descrito en varios lugares del mundo, convirtiéndose en un factor de aumento a

problematicas graves como lo es la resistencia a antibidticos (Deblonde et al., 2011).

Se ha observado ampliamente como microalgas del género Chlorophyta son
capaces de la degradacion y/o biotransformacién de antibidticos en presencia de
ciertas bacterias. Estudios recientes apuntan que estas microalgas en simbiosis con
bacterias del género Silanimonas son capaces de degradar antibiéticos de amplio
espectro como lo es la ceftiaxona en agua residual aun estando bajo

concentraciones de nitrogeno y fosforo (Zaytsev et al., 2024).

Uno de los ejemplos mas relevantes es la interaccién entre microalgas y bacterias,
donde se ha observado que ciertas bacterias pueden incrementar la biomasa algal,
en algunos estudios se ha demostrado que la produccién de biomasa de algunas
microalgas se ve beneficiada por la presencia de algunas bacterias. También la
remocion de ciertos contaminantes tales como nitrégeno (N), fosforo (P), carbono
(C) y algunos metales pesados como el plomo (Pb), el niquel (Ni) y el cobre (Cu)

son optimizados por este tipo de consorcios (Aditya et al., 2022).

Aunado a estos estudios, Peng y colaboradores en el 2021 reportaron que la
bacteria Azosprillum brasilense reducia el estrés oxidativo de la microalga Chlorella

5



sorokiniana ante diferentes tipos de estrés como las altas concentraciones de
salinidad y concentraciones altas de metales pesados. Recientemente en el 2024,
Cai y colaboradores generaron un consorcio entre las bacterias Rhodococcus
erythripolis y Cupriavidus metallidurans junto con la microalga Coelastrella terrestris
y observaron un aumento en la produccién de biomasa, asi como la remocién de
benceno, tolueno y fenol, llegando a porcentajes de remocion de 95.75% 92.7% y

100% respectivamente a los 7 dias de crecimiento.

La interaccion entre microalgas y bacterias en consorcios simbdlicos es una de las
estrategias mas prometedoras para el desarrollo de soluciones biotecnologicas con
enfoque a la biorremediacion y compuestos con interés industrial. Las microalgas
Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus han demostrado ser una buena opcién en
la remocién de contaminantes y sintesis de metabolitos valiosos con capacidad de
ser potenciados significativamente en la presencia de ciertos géneros de bacterias.
Estos consorcios microbianos se presentan de forma natural en cuerpos de agua y
constituyen un sistema complejo donde las interacciones aun no se comprenden
completamente. En este contexto, la integracién de herramientas de secuenciacion
masiva, analisis bioinformaticos e inteligencia artificial representa una estrategia
prometedora para estudiar sistemas biologicos, identificar rutas metabdlicas
compartidas, inferir relaciones funcionales y comprender los procesos moleculares
que sustentan estas asociaciones, siendo importantes para encontrar herramientas
innovadoras para la biorremediacion de contaminantes tradicionales como los
metales pesados e hidrocarburos y para contaminantes emergentes como farmacos

y compuestos organicos de uso médico.

2.2. Bioinformatica e inteligencia artificial.

La bioinformatica es una disciplina que integra herramientas computacionales para
el analisis e interpretacion de datos bioldgicos, particularmente aquellos generados
mediante tecnologias de secuenciacion masiva. Para ello, emplea recursos y
metodologias provenientes de areas como la programacion, el desarrollo de
software, el analisis estadistico y las bases de datos, permitiendo procesar y

analizar grandes volumenes de informacion gendémica, transcriptémica, protedmica



y metagendmica. Estos datos se encuentran disponibles en repositorios publicos
como el Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI), que proporciona
acceso a bases de datos y recursos para el almacenamiento, consulta y analisis de

informacion biologica.

Uno de los retos mas complejos de esta rama es el volumen y la complejidad de
datos que se obtienen después de una secuenciacién y estos datos crudos
requieren flujos de trabajo robustos para realizar tareas como la limpieza de
secuencias, el ensamblaje del metagenoma, anotacion de genes, clasificacidon
taxondmica y su prediccion funcional. Todos estos resultados del tratamiento de los
datos crudos no solo permiten identificar la diversidad microbiana presente, sino
también inferir su potencial metabdlico y ecologico. De esta manera, la
bioinformatica no es solamente un recurso auxiliar, sino el motor analitico que hace
posible la exploracion y el analisis de comunidades microbianas complejas (Jovel
et al., 2016).

La bioinformatica ha sido esencial para el procesamiento de los grandes volumenes
de datos generados por la secuenciacion masiva, estos conjuntos datos pueden
alcanzar un espacio de varios cientos de gigabytes incluso algunos cuantos
terabytes de solamente datos crudos. Herramientas como ensambladores,
anotadores funcionales, clasificadores taxondmicos y bases de datos de la Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) permiten transformar estos datos
crudos en conocimiento biolégico significativo (Stephens et al., 2015). Sin embargo,
el procesamiento de estos datos puede requerir un tiempo de considerable,
pudiendo demorarse horas y dias de procesamiento continuo inclusive en sistemas
computacionales avanzados con altas prestaciones. En este contexto, la
inteligencia artificial ofrece un enfoque complementario y altamente escalable,
mediante el uso de algoritmos de machine learning es posible automatizar la
deteccion de patrones, inferir relaciones funcionales y acelerar tareas de

clasificacion y prediccion en menores periodos de tiempo (Eraslan et al., 2019).

La inteligencia artificial (IA) comprende un conjunto de métodos orientados al

desarrollo de sistemas capaces de realizar tareas que requieren capacidades



asociadas con el razonamiento, el aprendizaje y la toma de decisiones. Dentro de
la IA se encuentra el aprendizaje automatico (machine learning), mediante el cual
los algoritmos pueden identificar patrones y relaciones a partir de datos sin requerir
que todas las reglas de decisidon sean definidas explicitamente. Entre los algoritmos
de aprendizaje automatico se encuentra Random Forest, un método de aprendizaje
supervisado que combina multiples arboles de decision para realizar tareas de
clasificacion o regresion y que puede ser utilizado para identificar las variables con
mayor contribucién a la prediccion de una respuesta determinada (Schéaferling,
2023).

En los ultimos afnos, la integracidon de algoritmos propios de IA ha resultado ser de
gran utilidad en sistemas complejos, desde planteamientos financieros vy
economicos, hasta sistemas de detecciones de enfermedades mediante el
procesamiento de muestras provenientes de imagenologia donde, el analisis de
estos datos y el limitado recurso humano en estas areas tan especializadas suelen
ser un importante factor para el diagndstico ya sea tardio (Behera et al., 2023). No
obstante, también las ciencias dmicas se han beneficiado de estos algoritmos, en el
ambito del a bioinformatica, dichos algoritmos se han empleado como herramientas
complementarias para tareas como la clasificaciéon taxonémica, prediccion funcional
de genes y proteinas e, inclusive, la identificacion de patrones en grandes conjuntos

bioldgicos.

La integracién de técnicas bioinformaticas con algoritmos de |A ofrece una
oportunidad sin precedentes para analizar grandes volumenes de datos y la
automatizacién de ciertos procesos los cuales implican un gran tiempo de
procesamiento y recursos informaticos amplios. La bioinformatica y la IA son dos
herramientas que estan relacionadas; al tener secuencias gendmicas, las cuales
codifican a una proteina, es sencillo otorgarles una identidad. No obstante, al tener
una gran cantidad de variaciones per se en cada gen y segun cada organismo, el
clasificarlo da como resultado un trabajo extenuante, mas aun si este involucra
organismos eucariotas o consorcios complejos de microorganismos (Camacho

et al., 2018). En este ambito, los algoritmos de machine learning permiten analizar



multiples variables simultaneamente e identificar relaciones o caracteristicas
relevantes que pueden resultar dificiles de detectar mediante aproximaciones
convencionales. Estos algoritmos han potenciado el estudio de consorcios
microbianos donde, la elevada dimensionalidad y complejidad de la informacion
dificultan su interpretacion. Bajo este punto, se presenta este trabajo con el objetivo
de analizar metagenomas complejos aplicando herramientas bioinformaticas y de
machine learning de manera exploratoria, destacando el flujo de trabajo utilizado

para llegar a un analisis con estas nuevas herramientas.

2.3. Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus como candidatos en la remocion

de contaminantes emergentes y metales pesados.

Chlorella vulgaris es una microalga verde del filo Chlorophyta de la familia
Chlorellaceae, este organismo esta presente en la mayoria de los cuerpos de agua,
siendo un bioindicador de ecosistemas acuaticos sanos (Singh et al., 2025). Por otro
lado, Scenedesmus acutus es una microalga verde del filo Chlorophyta pero
perteneciente a la familia Scenedesmaceae. Sus usos biotecnoldgicos son bastos:
desde la produccién de lipidos para la sintesis verde de biodiesel (Torres, 2025), la
remocién de contaminantes emergentes como farmacos y antibiéticos (Ndlela et al.,
2023) hasta la generacion de péptidos antimicrobianos mediante la transformacion
génica de estas (Wang et al., 2025). Aunque ambas microalgas tengan una extensa
lista de posibles usos biotecnoldgicos, estas no cuentan con la suficiente
informacion genética suficiente en repositorios publicos tales como NCBI, donde
apenas hay 7 genomas de C. vulgaris reportados y uno usado como referencia, por

el contrario, en S. acutus no existe un genoma reportado en dicho repositorio.

En este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo caracterizar el
metagenoma asociado a Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus; las cuales
fueron aisladas de una planta tratadora de aguas residuales. La secuenciacion
genomica de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus fueron
obtenidos por colaboradores del grupo de trabajo interno (Gémez Torres, 2025). A
partir del procesamiento de estos datos, se analizaron funciones relacionadas con

las posibles interacciones microalga-bacteria que pudieran desarrollarse:



biosintesis de biotina y riboflavina, adquisicion de hierro mediante sideroforos y los
mecanismos de comunicacion bacteriana mediados por quorum sensing. En este
enfoque, se integraron y compararon datos de ARN secuenciados por RNA-seq,
obtenidos en el mismo grupo de trabajo (Torres, 2025) con el fin de complementar
la caracterizacién del potencial funcional de las comunidades bacterianas y evaluar

su posible contribucion a procesos asociados con la biorremediacion.

3. Justificacion.

El potencial que tienen los consorcios entre bacterias y microorganismos complejos,
tales como los que se encuentran inmersos en los metagenomas de C. vulgarisy S.
acutus son de gran importancia biotecnolégica debido a su alta capacidad de
remocion de contaminantes. Sin embargo, la densidad de datos que implica esta
clase de analisis es extenso, demandando una capacidad de computo superior.
Debido a esta problematica, se plantea el uso de flujos de trabajo robustos, el uso
de equipo de supercémputo y algoritmos de IA para develar interacciones
microalga-bacteria que potencien la capacidad metabdlica, como lo es la remocion

de contaminantes.

4. Hipoétesis.

Las herramientas bioinformaticas y de inteligencia artificial permitiran el analisis de
caracterizacion de los metagenomas de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus,
elucidando interacciones bacterianas de interés que pueden participar de manera
positiva o0 negativa en rutas metabdlicas compartidas para la remocion de
contaminantes como metales pesados, biotransformacion de farmacos y resistencia

a antibiodticos.

5. Objetivo.

Analizar el metagenoma de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus a partir de
datos de secuenciacion masiva para la elucidacion de rutas metabdlicas

interrelacionadas entre microalgas y bacterias.
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6. Objetivos especificos.

e Disenar y aplicar un flujo de trabajo bioinformatico para el procesamiento,
ensamblaje y anotacién de los metagenomas asociado a Chlorella vulgaris y
Scenedesmus acutus.

e Ejecutar el disefio metagenomico para identificar y clasificar las bacterias
asociadas a ambas microalgas.

e Identificar genes que pueden atribuir resistencia a antibidticos,
biorremediacion de metales pesados y biotransformacion de farmacos.

e FElucidar rutas metabdlicas compartidas entre microalgas y bacterias para el
mapeo funcional y la prediccion de vias metabdlicas relacionadas a estos

contaminantes.

e Modelar las redes de co-ocurrencia y patrones de interaccion microalga-
bacteria mediante algoritmos de aprendizaje automatico (Machine Learning)

o analisis de redes complejas.

7. Materiales y métodos.

7.1. Control de calidad y preprocesamiento.

Las lecturas obtenidas mediante secuenciacion masiva, fueron sometidos a un
control de calidad utilizando la herramienta FastQC con el propésito de evaluar la
calidad, localizacion de adaptadores y posibles sesgos o errores del proceso de
secuenciacion. Posteriormente, se realizaron cortes de las secuencias que
resultaron con una baja calidad utilizando el software Trimmomatic (Babraham
Bioinformatics - FastQC A Quality Control Tool For High Throughput Sequence
Data, s. f.).

7.2. Ensamblaje del metagenoma.
las lecturas filtradas se ensamblaron mediante MEGAHIT, con este programa se

obtuvieron contigs de longitud variable y se filtraron aquellas con longitud menor a
500 pb (Dong etal., 2022). La calidad del ensamble fue evaluada mediante el
software QUAST para la validacion de métricas como N50, numero de contigs y el

tamafio total del ensamblado (Gurevich et al., 2013).
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7.3. Analisis taxonémico.

Para la determinacién de la composicién taxondomica de ambos metagenomas se
utilizé el ensamble obtenido en conjunto con el software Kraken2, utilizando la base
de datos de RefSeq (Wood et al., 2019). Posteriormente, se realizé un analisis de
abundancias relativas usando las herramientas KronaTools y siendo representadas

por la paqueteria grafica de ggplot en Rstudio (Ondov et al., 2011).

7.4. Anotacién funcional.
Para la anotacién funcional en ambos metagenomas, los datos fueron tratados con

el software funannotate para la identificacion de genes y secuencias codificantes
(Seemann, 2014). Para obtener anotaciones funciones basados en ortologia, se
empled el software eggNOG-mapper, asignando funciones COG (Clusters of
Orthogous Groups) y rutas metabdlicas (Huerta-Cepas etal., 2018). Para el
aislamiento de genomas bacterianos (binning metagendémico) en formato de
Genoma Ensamblado a partir de Metagenoma (Metagenome-Assembled Genome,
MAG) se usé el software MaxBin2 y el software CheckM2 para evaluar parametros
de calidad, posteriormente, con el software Prokka se anotaron estos genomas y se
les asignaran categorias KO (KEGG Orthology) para la inferencia de rutas

metabdlicas compartidas.

De manera complementaria, se integraron datos de ARN obtenidos mediante RNA-
seq de cada microalga. Estos datos metatranscriptomicos fueron alineados contra
los ensamblajes metagendmicos utilizando el software Rsubread y cuantificados por
otro software llamado featureCounts (Liao et al., 2013). Se normalizaron los datos
en forma de TPM (transcripts per million), permitiendo validar la expresién activa de

genes de interés (Liao et al., 2013b).

7.5. Inferencia de rutas metabdlicas compartidas.

Una vez obtenidas las anotaciones funcionales, los genes anotados se mapearon
con la base de datos KEGG usando BlastKoala para inferir rutas metabdlicas
compartidas entre microalgas y bacterias presentes en ambos consorcios
(Kanehisa, 2000). Se identificaron rutas relacionadas a resistencia de metales

pesados y sintesis de metabolitos de interés bioldgico (Kanehisa et al., 2015).
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7.6. Analisis exploratorio mediante aprendizaje automatico.

7.7. Visualizacion de resultados.

Los resultados fueron integrados y visualizados con el lenguaje de programacion R,
con paqueterias como ggplot2, Phyloseq y Vegan para demostrar la diversidad
taxonomica, distribucién funcional y redes de co-ocurrencia microalga-bacteria
(McMurdie & Holmes, 2013). También se generaron mapas metabdlicos interactivos
con KEGG Mapper y se disefiaron diagramas de Sankey para visualizar las rutas

metabolicas compartidas. Todos los softwares mencionados son de uso libre.
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8. Resultados.

8.1. Calidad del ensamblado metagenémico.

El proceso de ensamblado de novo se llevo a cabo con el ensamblador MEGAHIT,
especificando sensibilidad para un ensamble metagendmico. Con el software Quast
en su modalidad para metagenomas (metaQuast) obteniendo los siguientes

resultados.

En la Tabla 1 y 2 podemos observar las caracteristicas de cada uno de los
ensambles. En estos, podemos observar el numero de contigs generados a partir
de las lecturas de la secuenciacion masiva. Se observa que el metagenoma de S.
acutus tiene un mejor ensamblado debido a poseer menos contigs pequefios y tener
un mayor numero de contigs mas grandes. En la Tabla 3 podemos observar valores
métricos de interés tales como el estadistico N50 y N90, estos se definen como una
mediana tal que el 50% o 90% del ensamble esta contenido en contigs que son
iguales a ese valor. Las métricas L50 y L90 estan relacionadas con las anteriores,
estas representan el numero de contigs que constituyen el 50% y el 90% del
ensamble. Para este caso, podemos observar que las métricas de S. acutus son
superiores con respecto a las de C. vulgaris, teniendo contigs mas grandes en los
valores de N50 y completando su ensamblaje al 90% con un menor numero de
contigs, ademas de que su contig mas largo es el de mayor tamafio entre ambos

ensambles.

Tabla 1. Caracteristicas del ensamblado del metagenoma de C. vulgaris



Tabla 2. Caracteristicas del ensamblado del metagenoma de S. acutus.

Tabla 3. Parametros de calidad de cada ensamble donde N50 y N90 es la longitud de contigs con
la cual se completa el 50% y 90% del ensamblado respectivamente. L50 y L90 es el numero de
contigs con la cual se completé el 50% y 90% del ensamblado. auN (area under Nx curve)
representa todos los valores de N50 hasta N100 en un ensamble.

8.2. Analisis taxonémico.

En ambas Figuras (2 y 3) se observa una amplia gama de microorganismos; desde
bacterias, arqueas y algunos virus, esto denota la capacidad de resolucion de la
tecnologia de secuenciacion. Sin embargo, podemos observar que, tanto para C.
vulgaris y S. acutus no hay una clasificacion hacia sus especies, en el caso de C.
vulgaris se le clasifica como Chlamydomonas reinhardtii y para S. acutus como
Parachlorella kessleri. Esto es debido a las bases de datos utilizadas para la
clasificacion taxondmica, si bien esta base de datos es una de las completas a
disposicion, estas no cuentan con la informacion necesaria para clasificar
organismos eucariontes como lo es S. acutus, en el cual, no existe un genoma de

referencia en NCBI para realizar una comparacién mas clara y dirigida.
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Figura 2. Anélisis taxonémico (diagrama de Sankey) del metagenoma en C. vulgaris hecho con el
software Kraken2 y Pavian, ordenado desde dominio hasta especie.
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Figura 3. Andlisis taxonémico (diagrama de Sankey) del metagenoma en S. acutus hecho con el
software Kraken2 y Pavian, ordenado desde dominio hasta especie.

No obstante, estos resultados son relevantes debido a la cantidad de bacterias que
existen en ambos metagenomas. Para ambos metagenomas, se tomaron en
consideracion solo las bacterias que tuvieran un numero de lecturas mayores a
100,000 pares de bases (bp).

En la Tabla 4 podemos observar las bacterias mas representativas en cada
metagenoma, siendo las mas representativas en C. wulgaris la bacteria
Pseudomonas oryzihabitans el cual es un bacilo gram negativo de caracter
saprofito, se ha observado que en co-cultivo con microalgas ayuda a la absorcion
de grandes cantidades de nitrdgeno en ausencia de carbono (Tian et al., 2025),
también esta bacteria comun observarla en relaciones simbibticas entre microalgas

y bacterias (Ashraf et al., 2022). En caso de S. acutus la bacteria con mayor
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abundancia relativa fue Stutzerimonas stutzeri la cual es un bacilo gram negativo de
caracter saprofito, el cual es un gran objetivo de interés biotecnolédgico ya que esta
potencia la remocion de farmacos como el acetaminofén y diclofenaco (Vargas-
Ordoiez et al., 2023).

Tabla 4. Bacterias mas representativas de cada metagenoma.

8.2.1. Recuperaciéon de genomas bacterianos (binning metagenémico).

MaxBin2 se utilizé para recuperar bins a partir de los ensamblajes metagendmicos.
Este software es capaz de detectar y aislar potenciales genomas de bacterias de un
metagenoma, la completitud y contaminacién se evaluaron mediante el software
CheckM2. Se recuperaron los genomas (bins) que obtuvieran valores mayores a
90% de completitud y menores a 20% de contaminacion. Estos valores son
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deseables debido a que estos pueden ser aportaciones de gran valor cientifico en
bases de datos publicas como el NCBI.
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Figura 4. Bins recuperados del metagenoma de C. vulgaris.
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Figura 5. MAGs recuperados del metagenoma de S. acutus.

Se recuperaron los bins de origen bacteriano de ambos metagenomas y se
seleccionaron aquellos que cumplian con los criterios de calidad antes mencionados
Se observan una amplia variedad de bins bacterianos que corresponden al
metagenoma de C. vulgaris (Figura 4) al igual que en el metagenoma de S. acutus
(Figura 6), en ambos casos, se observan genomas con porcentajes de completitud
elevadas y porcentajes de contaminacion que cumplen con los parametros
establecidos, no obstante, también existen genomas con porcentajes de
contaminacién elevadas o incompletos, descartando estos. Se realizd su
clasificacion taxonémica con el software Kraken2 usando la base de datos Refseq
(2024) y se anotdé su genoma con el software Prokka. Para finalizar, con los genes
anotados se inicié una busqueda masiva de genes implicados en la resistencia de

antibiéticos usando el software ABRicate con las bases de datos Card y Resfinder,

obteniendo las Tablas 5,6, 7y 8
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Tabla 5. Bins clasificados taxonémicamente en el metagenoma de C. vulgaris.

Tabla 6. Bins clasificados taxonémicamente en el metagenoma de S. acutus.
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Tabla 7. Genes de resistencia a antibiéticos detectados en el metagenoma de C. vulgaris.
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Tabla 8. Genes de resistencia a antibiéticos detectados en el metagenoma de S. acutus.

En las Tablas 7 y 8 podemos visualizar una amplia gama de genes implicados en la
resistencia a antibiéticos (concretamente a los B-lactamicos) y a algunos péptidos
antimicrobianos catidnicos lo cual converge en consorcio microbiano sumamente
capacitado para degradar antibiéticos. Este tipo de genes suelen aparecer debido a
una presion selectiva ambiental, ya sea por una presencia de estos antimicrobianos

o por la alta concentracion de metales pesados presentes en su medio natural.

Una vez identificados posibles los genes de resistencia a antibidticos es necesario
determinar los resistomas presentes en ambos metagenomas. Un resistoma
corresponde al conjunto de genes relacionados con resistencia antimicrobiana
presentes en un genoma o comunidad microbiana (Biocodex Microbiota Institute,
2025). Estos resistomas son identificados con un software llamado RGI (Resistence

Gen Identifier) el cual usa un compendio de bases de datos con los cuales identificar
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y develar secuencias de proteinas de las enzimas implicadas en este proceso
(Kwatra, 2021).

Figura 6. Resistomas encontrados en C. vulgaris.

Figura 7. Resistomas encontrados en S. acutus.
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Las Figuras 6 y 7 fueron generadas a partir del software RGI (Resistance Gene
Identifier), dichos mapas de calor (heatmaps) muestras la variedad de genes que,
en conjunto, conforman a los resistomas de cada metagenoma, el color verde indica
un valor conservador en los conteos de cada gen, el color amarillo indica una
presencia mayor a comparacion de los demas genes. En el caso de S. acutus, se
identificaron genes que le otorgan resistencia a los aminoglicosidos,
diaminoprimidinas, fluoroquinolonas, glucopéptidos, fenicoles y tetracilinas. Por otra
parte, en el metagenoma de C. vulgaris, aparte de que se identificaron los mismos
genes de resistencia de S. acutus, destacan genes capaces de degradar antibiéticos
de diferentes grupos como las cefalosporinas, monobetalactamicos penicilinas y
fenicoles; aunque este ultimo es un quelante para metales, también posé actividad
antimicrobiana (Goda et al., 2025). En conjunto, el metagenoma de C. vulgaris
podria presentar una mayor capacidad para tolerar espectro mas amplio de
antibidticos en comparacién con el metagenoma de S. acutus. No obstante, estas
observaciones deben validarse bajo experimentos controlados, evaluando efectos

de estos antibioticos en comparacion con cepas puras.

8.2.2.1. Genes de transferencia horizontal.

Con el fin de determinar si estos genes encontrados pueden ser transferidos de
bacterias a otras, se determind realizar ensayos BLAST con una base de datos
conocida como “MOB-Suite”, la cual, contiene varias secuencias de nucleétidos
relacionados con proteinas de transferencia horizontal (Robertson, 2023). Mediante
la herramienta Diamond BLASTp con la base de datos ya antes mencionada, se
obtuvieron hits positivos, se depuraron los datos de hits con un bitscore mayores a
100% y con un porcentaje de identidad minimo de 70%, obteniendo los siguientes

resultados.
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Figura 8. Genes de transferencia horizontal encontrados en el metagenoma de C. vulgaris.

Figura 9. Genes de transferencia horizontal encontrados en el metagenoma de S. acutus.

En las Figuras 8 y 9, podemos observar cdmo cada uno de los genomas aislados
(BINs) comparten proteinas de transferencia horizontal, concretamente “MOBP”.
Este, no es mas que una familia de proteinas llamadas “relaxasas” que estan muy
relacionadas con la transferencia de genes de bacteria a bacteria. Estas proteinas
son enzimas que inician el proceso de transferencia conjugativa de ADN y son
piezas centrales del moviloma bacteriano (Guzman-Herrador & Llosa, 2019). Estas
son fundamentales para la transferencia horizontal, que existan en varios genomas
bacterianos de ambos metagenomas denota una transferencia activa de genes y

posibles plasmidos entre bacterias.
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8.2.3. Analisis de potenciales genomas nucleares.

Las Tablas 5 y 6 muestran que los metagenomas de C. vulgaris y S. acutus
contienen diversos genomas (bins) correspondientes a genomas bacterianos. No
obstante, entre ellos destacan el bin005 y el bin003, los cuales se les considera
como candidatos a representar los genomas nucleares de C. vulgaris 'y S. acutus,
respectivamente. Esta interpretacion se sustenta debido a que los pesos de estos
bins son significativamente mayores en comparacion a los potenciales bins
bacterianos, ademas, dichos valores de son concordantes con tamafos de
genomas reportados en microalgas Para evaluar esta posibilidad, se utilizé BUSCO
para estimar la completitud de los bins candidatos y determinar el numero de

ortélogos conservados. Los resultados se muestran en la Figura 10.

Figura 10. Analisis de completitud BUSCO.
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Figura 11. Estadisticas de los genomas nucleares.

8.2.4. Analisis ANI para la confirmacion de genomas nucleares de C. vulgaris

y S. acutus.

Los genomas encontrados y aislados con Maxbin se tienen que evaluar con
genomas reportados en otras bases de datos para corroborar su identidad. El
analisis de identidad nucleotidica (ANI) es un método bioinformatico el cual compara
por ortologia de genes la similitud entre 2 0 mas genomas. En este caso, se utilizd
el software Pyani en su modalidad de “ANIm” en conjunto con varios genomas

reportados como genomas de referencia.
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Figura 12. Porcentaje De identidad obtenido con el anélisis ANI comparando diferentes cepas de
ambas microalgas (C. vulgaris y S. acutus), de igual manera, la misma comparacion con el genoma
de Chlamydomonas reinhardtii como ancenstro comun.
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No obstante, también es necesario corroborar el porcentaje de cobertura. El
porcentaje de cobertura en un analisis ANI representa la proporcidén del genoma que
logré alinearse con el genoma evaluado con el calculo de identidad nucleotidica.
Este valor indica el alcance real de la comparacion de identidad nucleotidica, es

decir, que fraccion del genoma participd realmente en el analisis.

Figura 13. Porcentaje de cobertura obtenido con el analisis ANI con los mismos genomas antes
mencionados.
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8.3. Anotacion funcional

Para la anotacién funcional se utilizo el software Prokka, posteriormente, se utilizé
el software EggNOG para otorgarle una funcionalidad a las secuencias de proteinas
anotadas basadas en ortologia. En la tabla 9 se muestra la cantidad de proteinas

anotadas con dicho software.

Tabla 9. Proteinas anotadas e hipotéticas de cada metagenoma.

Microalga Proteinas anotadas | Proteinas hipotéticas
Chlorella vulgaris 29204 175884
Scenedesmus acutus 36862 129879

Podemos apreciar en las Figuras 14 y 15 las distribuciones de las funciones de
proteinas anotadas presentes en cada metagenoma, proporcionando un visén
general Dsde las funciones metabdlicas de cada una. En ambos casos existen un
porcentaje importante de proteinas con una funciéon desconocida, esta tendencia
refleja lo poco caracterizados (o exclusivos) que suelen ser este tipo de consorcios

de microorganismos, sugiriendo una diversidad funcional sin explorar.

Al comparar ambos metagenomas, también observamos un comportamiento
diferencial en la distribucion de categorias funcionales, por ejemplo, en la
transduccion de sefiales, en el metagenoma de C. vulgaris representa el 22.33% de
toda la anotacion, mientras que en el metagenoma de S. acutus solo representa el
11.17%. Sin embargo, en la produccion y conversion de energia, el metagenoma de
S. acutus tiene una mayor cantidad de proteinas anotadas (13.17%) a comparacion
del metagenoma de C. vulgaris, esto demuestra el nivel de especializacién entre

ambos metagenomas y como estos se adaptan segun las necesidades de cada
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comunidad. No obstante, las funciones dominantes en ambos metagenomas son
las metabdlicas, desde el metabolismo y transporte de aminoacidos, lipidos,
aniones metalicos y carbohidratos, hasta proteinas relacionadas con la transcripcion

y modificaciones post traducciones.

Figura 14. Distribucion de categorias funcionales COG en el metagenoma de C. vulgaris.
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Figura 15. Distribucién de categorias funcionales COG en el metagenoma de S. acutus.

8.3.1. Asignacion funcional de proteinas hipotéticas y validacion funcional

mediante alineamientos con BLASTp.

Con la finalidad de otorgar una funcionalidad a las proteinas hipotéticas de ambos
metagenomas se utilizd el software Diamond BLASTp con la base de datos NR,

obteniendo los siguientes resultados.

En las Figuras 16 y 17 podemos evaluar la calidad global de los alineamientos
obtenidos. El bitscore refleja la fuerza de los alineamientos, mientras que el valor de
-log1o (E-value) representa la significancia estadistica, entre mas altos sean estos,

son mas confiables. En ambas figuras se observa una tendencia lineal, en donde
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los alineamientos de importancia se encuentran con un mayor bitscore y un mayor

-log1o (E-value). Los alineamientos restantes presentaron menor significancia.

Figura 16. Dispersién de Bitscores contra -Log10(E-value) en el alineamiento con BLASTp en C.
vulgaris.
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Figura 17. Dispersion de Bitscores contra -Log10(E-value) en el alineamiento con BLASTp en S.
acutus.

En las Figuras 18 y 19 se aprecia la distribucion de las frecuencias de identidades
y proteinas homologas mas cercanas contenidas en la base de datos. Podemos
observar que algunos alineamientos muestran identidades moderadas (de 60% a
80%), no obstante, La mayoria de los hits correspondientes a proteinas hipotéticas

presentd porcentajes de identidad elevados (>90%).
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Figura 18. Distribucién del porcentaje de identidad contra su frecuencia en C. vulgaris.
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Figura 19. Distribucién del porcentaje de identidad contra su frecuencia en S. acutus.

Para una mejor visualizacién de estos resultados, se elaboré un grafico de burbujas,
combinando el porcentaje de identidad, el bitscore y la significancia estadistica,

mostrando los siguientes resultados.
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Figura 20. Calidad de los alineamientos en C. vulgaris.

39



Figura 21. Calidad de los alineamientos en S. acutus.

En las Figuras 20 y 21 se puede apreciar cada uno de los alineamientos obtenidos,
cada circulo representa un hit positivo con la base de datos, los puntos mas grandes
poseen una mayor significancia estadistica, a su vez, cuanto mas estén a la
izquierda, estos hits presentaran un porcentaje de identidad mas elevado y estos
que tengan una mayor coloracién azul poseen un bitscore mayor. Comparando
ambas figuras podemos observar que el analisis en las proteinas hipotéticas del
metagenoma de C. vulgaris tiende a ser mayor en cuestion de numero de hits, sin
embargo, las proteinas hipotéticas del metagenoma en S. acutus hay una mejor
homogenizacion entre los hits en funcion el bitscore y el porcentaje de identidad. En
cualquiera de los casos, en ambos analisis se obtuvieron hits de alta calidad. Cada

uno de los hits positivos fueron guardados en un archivo txt en formato tsv.
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8.3.2. Deteccion de genes implicados en la biorremediacién de farmacos y

metales pesados.

Para la deteccién de secuencias genéticas implicadas en la biorremediacién de
metales pesados y farmacos se comparé la anotacion obtenida y se corrieron el
software de alineamiento BLASTp con una base de datos interna del laboratorio, los
cuales contienen genomas de Arabidopsis thaliana, Chlamydomonas reinhardtii y
Chlorella vulgaris. Se tomaron los principales hits con los mejores valores de

bitscore y E-value, obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 10. Principales hits de proteinas implicados en la biorremediacion de metales pesados en el
metagenoma de C. vulgaris.
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Tabla 11. Principales hits de proteinas implicados en la biorremediacion de farmacos en el
metagenoma de C. vulgaris.

Tabla 12. Principales hits de proteinas implicados en la biorremediacion de metales pesados en el
metagenoma de S. acutus.
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Tabla 13. Principales hits de proteinas implicados en la biorremediacion de farmacos en el
metagenoma de S. acutus.

Por otro lado, la presencia de mono
oxigenasas dependientes de flavinas (FMOs) indica que ambas microalgas
participan en la biotransformacion de compuestos organicos y farmacos, afirmando
que ambas microalgas son capaces de degradar/transformar farmacos u otros
xenobidticos (Huang et al., 2021). También, la deteccién de peptidasas (como
aminopeptidasas, oligopeptidasas A, prolina endopeptidasas) apunta a la capacidad
de degradar péptidos antimicrobianos, estos mecanismos son conocidos por
inactivar péptidos bioactivos y modular resistencia microbiana (De la Nieta et al.,
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2020). Del mismo modo, dichas predicciones se encuentran en un archivo txt en

formato tsv.

8.4. Elucidacion de mapas metabdlicos de interés.

Para la elucidacion de los mapas interactivos de interés se utilizaron las anotaciones
de las funciones KO por parte de EggNOG vy se limpiaron usando el lenguaje de
programaciéon R con paqueterias como Dplyr, Stringr y Tidyr. Por ultimo, los mapas
fueron reconstruidos por repositorio en linea llamado KEGG Mapper. Debido a las
limitaciones que presenta este repositorio, los mapas metabdlicos se dividieron en
tres mapas metabdlicos de interés: biosintesis de lipidos, resistencia a
antimicrobianos y secuestro de metales pesados (antineoplasicos), a su vez, cada
grupo de mapas metabdlicos se subdividioé en los diferentes genomas bacterianos
aislados, esto para lograr una correcta visualizacion y analisis de cada uno de

dichos mapas metabdlicos.

8.4.1. Ruta de biosintesis de lipidos.

Esta ruta es una de las mas importantes desde un punto de vista biotecnologico
debido al alto valor que tienen los lipidos, desde usos como biocombustibles,
bioplasticos, aditivos, etc. La diferenciacién de colores entre verde, rojo y azul dan
lugar a qué microorganismos poseen el gen que esta siendo coloreado, si este lo
comparten entre los mismos microorganismos o0 estos mismos completan su ruta

metabdlica.
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Figura 22. Mapa metabdlico de la biosintesis de &cidos grasos. Verde: Pseudomonas
oryzihabitans. Rojo: Microvirga Sp VF16.

Figura 23. Mapa metabdlico de la biosintesis de acidos grasos. Verde: Chlorella vulgaris.
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Figura 24. Mapa metabdlico de la biosintesis de acidos grasos. Verde: Methylobacterium bullatum.
Rojo: Cellulomonas sp. Y8. Azul: Streptomyces sp. Verde: Sphingomonas sp.

En las Figuras 22, 23 y 24 podemos observar los mapas metabdlicos referentes a
la biosintesis de lipidos en el metagenoma de C. vulgaris, cada bacteria y microalga
cuentan con rutas completas para la formacion de acidos grasos con diferente

longitud de cadena. Todas las rutas estan completas excepcién de Streptomyces

sp y Sphingomonas sp.
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Figura 25. Mapa metabdlico de la biosintesis de lipidos neutros. Verde: Scenedesmus acutus.

Figura 26. Mapa metabdlico de la biosintesis de lipidos neutros. Verde: Stutzerimonas stutzeri.
Rojo: Roseomonas fluvialis. Azul: Sphingomonas koreensis.
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Figura 27. Mapa metabdlico de la biosintesis de lipidos neutros. Verde: Sphingopyxis sp. Rojo:
Flavobacterium sp. Azul: Nordella sp HKS 07.

Figura 28. Mapa metabdlico de la biosintesis de lipidos neutros. Verde: Enhydrobacter sp. Rojo:
Dyadobacter fermentans DSM 18053.
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En las Figuras 25, 26, 27 y 28 se muestran el mapa metabdlico de la biosintesis de
acidos grasos dividido en las bacterias presentes en el metagenoma de S. acutus.
Podemos observar que, al igual que en metagenoma de C. wulgaris, las rutas
enzimaticas para la elongacion de las cadenas alifaticas de acidos grasos se

mantienen similares entre ambos metagenomas.

8.4.2. Ruta de absorciéon de metales pesados.

La ruta de captacion y secuestro de metales pesados es una de las redes
metabodlicas mas importantes cuando se habla de biorremediacion de
contaminantes. Es necesario describir con exactitud estos sistemas debido a la
importancia que tiene la recuperacién de estos metales mediante el procesamiento

de la biomasa residual posterior a algun tipo de tratamiento.

Figura 29. Mapa metabdlico de la captacion y secuestro de metales pesados en C. vulgaris.
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Figura 30. Mapa metabdlico de la captacion y secuestro de metales pesados en S. acutus.

En las Figuras 29 y 30 se muestra el mecanismo de secuestro de platino. Es
importante enfatizar que esta ruta metabdlica es propiamente para la resistencia de
farmacos que tiene como principal componente al platino, sin embargo, esta ruta
comparte bombas de flujo y eflujo que son necesarias para mantener una
concentracion de metales qué permita mantener una homeostasis. Por ejemplo, en
las figuras ya antes mencionadas, se observa la bomba hCTR1 el cuales es un
transportador transmembranal de cobre, sin embargo, este transportador funciona
con diferentes metales pesados, tales como el plomo y el hierro. Esta ruta
metabdlica hace homologia a la captacion y secuestro de farmacos asociados con
el platino divalente (Zhou & Gitschier, 1997), subsecuentemente, participa una gran
familia de genes los cuales estan definidos como ATP7A/B; los cuales son HSA,
PTR, PPS, GGO, PON, PPYG, NLE, HMH, SSYN y MCC, estos genes actuan como
secuestradores de metales de diferentes valencias para la internializacion (y
posterior contencidén) de metales, algunos metales pudieran ser excretados en
forma de vacuolas, sin embargo, la gran mayoria permaneceran dentro de la célula
en forma de biocontenedores (Vulpe et al., 1993). Este tipo de transporte no es
propio de organismos eucariontes, en algunas bacterias como E. coli se han descrito
estos poros selectivos de iones metalicos, no obstante, estos poros solo funcionan
como manutencién homeostatica y detoxificacién de cobre y otros metales (Fan &
Rosen, 2002).
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8.4.3. Ruta de resistencia a antibiéticos (B-lactamicos).

Aunque se encontraron diversos resistomas en ambos metagenomas, la ruta de
resistencia a los B-lactamicos es una de las mas importantes, debido a que esta
familia de antibidticos es una de las usadas en la medicina general por sus
constantes actualizaciones y nuevos antibidticos de cuarta generacion como los son
las cefalosporinas (Tilanus & Drusano, 2023). Sin embargo, el uso indiscriminado
de estos antibidticos y la presidon ambiental derivada del estrés constate por la
presencia de contaminantes o de antibidéticos a baja concentracion generan

mecanismos de resistencia a estos mismos (Fu et al., 2022).

Figura 31. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los -lactamicos. Verde: Pseudomonas
oryzihabitans. Rojo: Microvirga Sp VF16.
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Figura 32. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los 3-lactamicos. Verde: Chlorella
vulgaris.

Figura 33. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los 3-lactamicos. Verde:
Methylobacterium bullatum. Rojo: Cellulomonas sp. Y8. Azul: Streptomyces sp. Verde:
Sphingomonas sp.
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En las Figuras 31, 32 y 33 se observan los diferentes mapas metabdlicos
relacionados con la resistencia a los antibiéticos B-lactamicos, en ellos, podemos
observar diferentes genes que presentes relacionados con el procesamiento de esta
familia de antibioticos, sin embargo, en la Figura 32 perteneciente a C. vulgaris,
podemos observar una ausencia de estos genes, tanto de poros especializados
para internar estas moléculas (oprD) hasta enzimas especializadas para la
degradacion de estas (blaTEM).

Figura 34. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los B-lactamicos. Verde: Scenedesmus
acutus.
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Figura 35. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los B-lactamicos. Verde: Stutzerimonas
stutzeri. Rojo: Roseomonas fluvialis. Azul: Sphingomonas koreensis.

Figura 36. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los B-lactamicos. Verde: Sphingopyxis
sp. Rojo: Flavobacterium sp. Azul: Nordella sp HKS 07.
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Figura 37. Mapa metabdlico relacionado a la resistencia a los (3-lactamicos. Verde: Enhydrobacter
sp. Rojo: Dyadobacter fermentans DSM 18053.
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No obstante, debido a las limitaciones inherentes al ensamblaje metagenémico y la
dificultad para confirmar la posible integracion de estos genes en organismos
eucariontes y solo partiendo de evidencia bioinformatica, estos resultados deben
interpretarse con cautela. Por lo tanto, estos hallazgos constituyen una evidencia
potencial a la transferencia horizontal de genes, mas que una demostracion

concluyente de la integracidn estable de estos genes en el genoma microalgal.

8.5. Analisis de redes bipartita.

Una red bipartita es un tipo de grafico cuyos nodos se dividen en conjuntos, donde
las aristas solo se conectan con nodos de conjuntos diferentes, pero nunca entre si.
En metagendmica, se utiliza para visualizar el analisis funcional de conjuntos de
genes en de varios genomas bacterianos recuperados y como estos se
interconectan entre si. Con fines de mostrar dichas redes en este trabajo, se
procesaron cada genoma bacteriano anotado con el software Prokka, dichas
anotaciones se procesaron Yy filtraron solamente los KOs relacionados a genes la
biorremediacion de metales pesados y genes relacionados a resistencia a

antibiéticos en R para generar un archivo graphml, donde los nodos son los
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genomas recuperados y cada vértice son estos genes implicados, este analisis se

llevé a cabo en el software Gephi (version: 0.10.1).

Figura 38. Red bipartita del metagenoma de C. vulgaris.

57



Figura 39. Red bipartita del metagenoma de S. acutus.

Las Figuras 38 y 39 muestran las redes bipartitas correspondientes a los
metagenomas de C. vulgaris y S. acutus, respectivamente. En ambos casos,
diversos MAGs comparten genes asociados con la respuesta a metales. En
contraste, algunos genes relacionados con resistencia a antibioticos se concentran
principalmente en determinados MAGs. En C. wulgaris, este patron es
particularmente evidente en Pseudomonas oryzihabitans, mientras que en S. acutus
se observa en Stutzerimonas stutzeri. Este patrén podria estar relacionado con las
condiciones ambientales de origen de los consorcios; sin embargo, esta posibilidad

debera evaluarse experimentalmente (Joseph et al., 2023).

8.6. Analisis de expresion génica en los ensambles metagendémicos a partir de
datos de RNA-seq.

Para el analisis de expresion génica se partieron de los ensambles metagendmicos
originados por el software MEGAHIT, a su vez, se prepararon las lecturas pareadas

de RNA-seq, los cuales contienen el transcriptoma en condiciones basales de cada
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microalga, asi también como el sometimiento de 2 tratamientos: luz azul y roja. Para
conocer la ubicacion exacta de cada gen anotado, se usaron las anotaciones
originado por Prokka. Los alineamientos se llevaron a cabo en Rstudio con las

paqueterias “Rsubread” y “Biostrings” (Liao et al., 2019. Aboyoun, 2017).

Una vez creados los alineamientos, se obtuvieron transcritos por millén (TPMs)
mediante FeatureCounts de genes participantes en la ruta KEGG 01501 que
describe la ruta hidrolitica de los antibiéticos 3-lactamicos, los cuales se trataron por
el método estadistico de Spearman para observar expresiones diferenciales en
cada tratamiento. Posteriormente con los KOs presentes en la ruta ya antes
mencionada, se mapearon con los MAGs bacterianos aislados para crear redes de

co-expresion, obteniendo los siguientes resultados.

Figura 40. Analisis de Componentes Principales (PCA) de los transcriptomas en Chlorella vulgaris

en los tratamientos con luz azul y roja.
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Figura 41. Andlisis de Componentes Principales (PCA) de los transcriptomas en Scenedesmus

acutus en los tratamientos con luz azul y roja.
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Figura 42. Heatmap con los genes con mayor variablidad en C.vulgaris.
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Figura 43. Heatmap con los genes con mayor variablidad en S. acutus.
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8.6.1. Efecto de los tratamientos luminicos en la actividad transcripcional de

genes relacionados con la resistencia a antibidticos y biosintesis de lipidos.

Para este analisis, se utilizaron las anotaciones KO originadas por EggNOG,
seleccionando dos rutas metabdlicas de interés: Resistencia a antibiéticos B-
lactamicos (ruta en KEGG: map01501) y biosintesis de acidos grasos (ruta en
KEGG: map00061), se trataron con el método de Pearson para correlacionar los

niveles de expresion con los tratamientos.

Figura 44. Expresion de genes en la ruta de Resistencia a 3-lactamicos en el metagenoma de C.

vulgaris bajo luz blanca (control), azul y roja.
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Figura 45. Coexpresion de genes asociados a la resistencia de B-lactamicos bajo luz azul y roja en

el metagenoma de C. vulgaris.

En la Figura 44, podemos observar los niveles de expresion relativa (Log2(TPM +
1)) en C. vulgaris. Podemos apreciar que en ninguna replica de las muestras de los
transcriptomas se pudieron formar clusteres de expresion en funcion del
tratamiento, esto puede ver que la heterogeneidad en el perfil transcripcional de
estos genes no se ve influenciada por el tipo de luz irradiada. En la Figura 45, se
puede confirmar estas observaciones, podemos ver en el heatmap de coexpresion
que muy pocos genes responden entre si, infirendo que la respuesta

transcriptomica derivada del estrés por los tratamientos luminicos es minima.
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Figura 46. Expresion de genes en la ruta de Resistencia a 3-lactamicos en el metagenoma de S.

acutus bajo luz blanca (control), azul y roja.
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Figura 47. Coexpresion de genes asociados a la resistencia de -lactamicos bajo luz azul y roja en

el metagenoma de S. acutus.
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Figura 48. Expresion de genes en la ruta de biosintesis de acidos grasos en el metagenoma de C.

vulgaris bajo luz blanca (control), azul y roja.

67



Figura 49. Coexpresion de genes asociados a la biosintesis de acidos grasos bajo luz azul y roja

en el metagenoma de C. vulgatris.

En la Figura 48 podemos observar la expresion génica de cada uno de los genes
implicados en la biosintesis de acidos grasos, podemos observar que cada uno de
estos genes predomina una expresion basal, infiriendo que, sin importar el
tratamiento luminico, habra una actividad transcripcional basal. En la Figura 49
podemos observar el comportamiento transcriptdmico de estos genes en
comparacion consigo mismos en la misma ruta metabdlica, podemos observar que
la coexpresion de estos genes se comporta de manera irregular, existiendo genes
que se sobre expresan de manera diferencial en comparacién con otros genes. No
obstante, esto no significa que la ruta metabdlica esté inactiva, si no que varios
genes se expresan mas en nodos enzimaticos importantes, segun las necesidades

del microorganismo.
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Figura 50. Expresion de genes en la ruta de biosintesis de acidos grasos en el metagenoma de S.

acutus bajo luz blanca (control), azul y roja.

Figura 51. Coexpresién de genes asociados a la biosintesis de acidos grasos bajo luz azul y roja

en el metagenoma de S. acutus.

69



8.7. Analisis exploratorio basado en algoritmos de IA (Machine Learning).
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8.7.1. Construccion de matrices funcionales.
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_ KOwmac
KODir

(1)
Donde:
FS: Puntuacion de funcionalidad (Functional Score).
KOwmac: Numero de KOs presentes del diccionario en el MAG.
KObir: Numero de KOs totales del diccionario.

Podemos ver en la Ecuacién (1) como es calculado la puntuacion de funcionalidad
(FS), generando valores de 0 a 1, el cual infiere lo siguiente: valores mas cercanos
a 1 tienen una participacidon y presencia mayores en el metagenoma, por
consiguiente, la ruta metabdlica se vuelve mas importante (Romero et al., 2025),

obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 14. Matriz de puntuacion de funcionalidad en el metagenoma de C. vulgaris.
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Tabla 15. Matriz de puntuacion de funcionalidad en el metagenoma de S. acutus.

8.7.2. Calculo de centralidad e influencia ecolégica (Influence Score).

Para comenzar el modelado exploratorio es necesario determinar variables de
respuesta viables que describan la influencia que tienen estas rutas metabdlicas en
el desarrollo del consorcio bacteriano, para este caso, los valores que conforman la
influencia ecolégica son los siguientes: Grado (degree), intermediacion
(betweennsess), cercania (closeness) y Eigenvector. Cada una de estas métricas
de centralidad perimiten identificar “centros” (hubs) clave dentro de la comunidad
microbiana, en este caso, estos centros son cual de estas 4 rutas metabdlicas son

las mas importantes (Peschel et al., 2020).

El grado determina cuantas conexiones tiene un nodo y matematicamente se

calcula con la siguiente ecuacion:

Degree(i) = Z a;j

j
(2)

Donde:
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Degree(i): Grado
aj;: valor de cada conexion.

La intermediacion describe si los nodos conectan con regiones distintas a su red,
es decir, que tanto un nodo funciona como intermediario entre las caracteristicas de
la red. Matematicamente se representa de la siguiente manera:

BC(v) = z 05t (V)

Ost

S #v #t

Donde:
BC(v): intermediacion.
o: Cambios minimos.

En biologia, un MAG con alta intermediacion significa que puede conectar con

procesos metabdlicos distintos.
La cercania es una métrica que permite calcular que tan cerca esta un nodo de otros

y matematicamente se representa de la siguiente manera:

L1
CO=sa@n

Donde:
CC(i): Cercania.
d: distancia de los MAGs.

El Eigenvector es una de las métricas que mas considera caracteristicas de la

misma red. Este valor representa vectores de importancia en los nodos e identifica
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que tantas ramificaciones tiene un nodo. Matematicamente se ejemplifica de la

siguiente manera:

Ax = Ax

Tabla 16. Métricas de centralidad para cada MAG en el metagenoma de C. vulgaris.
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Tabla 17. Métricas de centralidad para cada MAG en el metagenoma de S. acutus.

8.7.3. Planteamiento del modelo de aprendizaje automatico.
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Figura 52. Gréafico de importancia en el modelamiento con Random Forest de las
diferentes rutas metabolicas en el metagenoma de C. vulgaris.
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Figura 53. Grafico de valores observados contra valores predichos por el modelo en el
analisis en el metagenoma de C. vulgatris.

Figura 54. Gréfico de importancia en el modelamiento con Random Forest de las
diferentes rutas metabdlicas en el metagenoma de S. acutus.
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Figura 55. Grafico de valores observados contra valores predichos por el modelo en el
analisis en el metagenoma de S. acutus.
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9. Conclusiones.
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