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Resumen

El uso de microalgas como materia prima para la produccién de biocombustibles
representa una alternativa sostenible frente a los combustibles fésiles. La
manipulacion de las condiciones de cultivo, como la calidad de la luz, puede
optimizar la acumulacion de lipidos, pero los mecanismos moleculares subyacentes
no se comprenden completamente. Este estudio tuvo como objetivo analizar el
transcriptoma de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus en respuesta a la
fotoestimulacion con luz LED azul (400-500 nm) y roja (650-700 nm), en
comparacion con luz blanca de amplio espectro, para identificar las rutas
metabdlicas asociadas a la producciéon de lipidos. Se evaluaron parametros
cinéticos, contenido de clorofila, lipidos neutros y totales, y perfil de acidos grasos.
Posteriormente, se realizé un analisis de secuenciacion de ARN (RNA-Seq) para
obtener los perfiles de expresion génica diferencial. Los resultados mostraron que,
aunque la biomasa final no varia significativamente, la tasa maxima de crecimiento
especifico (uMax) fue mayor bajo luz azul. Contrario a lo esperado, el contenido de
lipidos no aumentd bajo luz azul en las condiciones estudiadas. Sin embargo, el
analisis transcriptomico revel6 una reprogramacion masiva del metabolismo celular.
La luz azul indujo la sobreexpresion de genes clave en la biosintesis de lipidos como
KAS y BCR en C. vulgaris en el dia 12, coincidiendo con la transicion a la fase
estacionaria. En S. acutus, la luz azul y roja aumentaron la proporcion de acidos
grasos poliinsaturados, lo que se correlaciond con la sobreexpresion del gen de la
desaturasa. El analisis funcional del transcriptoma mostré un enriquecimiento
significativo en categorias de transcripcion y traduccion, sugiriendo que la luz actua
como una sefal regulatoria maestra que reconfigura la maquinaria informacional de
la célula, preparandola para un nuevo estado metabdlico. Se concluye que la luz
azul modula la respuesta lipogénica de manera dependiente del estado fisioldgico
del cultivo, actuando como un potenciador de la respuesta al estrés nutricional mas

gue como un inductor directo.

Palabras clave: microalgas, lipidos, transcriptémica, RNA-Seq, luz LED, Chlorella
vulgaris, Scenedesmus acutus
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Abstract

The use of microalgae as a feedstock for biofuel production represents a sustainable
alternative to fossil fuels. Manipulating cultivation conditions, such as light quality,
can optimize lipid accumulation, but the underlying molecular mechanisms are not
fully understood. This study aimed to analyze the transcriptome of Chlorella vulgaris
and Scenedesmus acutus in response to photostimulation with blue (400-500 nm)
and red (650-700 nm) LED light, compared to broad-spectrum white light, to identify
metabolic pathways associated with lipid production. Kinetic parameters, chlorophyll
content, neutral and total lipids, and fatty acid profiles were evaluated. Subsequently,
RNA sequencing (RNA-Seq) analysis was performed to obtain differential gene
expression profiles. Physiological results showed that although final biomass did not
vary significantly, the maximum specific growth rate (uMax) was higher under blue
light. Contrary to expectations, lipid content did not increase under blue light in the
studied conditions. However, the transcriptomic analysis revealed a massive
reprogramming of cellular metabolism. Blue light induced the overexpression of key
lipid biosynthesis genes such as KAS and BCR in C. vulgaris on day 12, coinciding
with the transition to the stationary phase. In S. acutus, blue and red light increased
the proportion of polyunsaturated fatty acids, which correlated with the
overexpression of the desaturase gene. Functional analysis of the transcriptome
showed significant enrichment in transcription and translation categories, suggesting
that light acts as a master regulatory signal that reconfigures the cell's informational
machinery, preparing it for a new metabolic state. It is concluded that blue light
modulates the lipogenic response in a manner dependent on the physiological state
of the culture, acting as an enhancer of the nutritional stress response rather than a

direct inducer.

Keywords: microalgae, lipids, transcriptomics, RNA-Seq, LED light, Chlorella
vulgaris, Scenedesmus acutus.
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1. Introduccién

En la actualidad los insumos energéticos de amplia demanda suelen producirse
dejando secuelas ecoldgicas derivado de su obtencidn; la explosidén demografica
impacta en el aumento de su produccién por la alta demanda que estos representan,
por lo que se prevé que en los proximos afos la tendencia de consumo aumente
(Hu et al., 2020). La crisis del petréleo en los afios 70 despertd un gran interés en
la busqueda de nuevas opciones energéticas renovables, principalmente
biocombustibles como fuentes alternas directas de los derivados del petroleo
(Timilsina & Shrestha, 2011), el cual representa el 73% de la produccion de didéxido
de carbono, uno de los principales gases asociados al cambio climatico (Balat,
Balat, & Oz, 2008). Una alternativa a la actual crisis energética es el uso de
biocombustibles, definidos como combustibles potencialmente renovables, liquidos
0 gaseosos, que pueden utilizarse para la generacion de electricidad, calor y
energeéticos.

Entre las opciones con mas futuro se encuentra el empleo de microalgas como
fuente de energia. Se ha demostrado que la biomasa de estos microorganismos es
un potencial energético debido a sus diferentes productos, los cuales pueden ser el
metano producido por la digestion anaerobia de la biomasa, biodiesel derivado del
aceite microalgal, biohidrogeno producido fotobiolégicamente, bioetanol producido
por la fermentacién de los azucares y la biomasa de las microalgas (Ganesan et al.,
2020), ademas de la obtencion de productos de valor comercial como carotenoides,
acidos grasos poliinsaturados, polisacaridos, ficobiliproteinas, compuestos
bioactivos para la industria de los alimentos, farmacéutico, cosmético e industrial

(Valverde, Romero-Campero, Leon, Guerrero, & Serrano, 2016).

La incursion en los estudios genéticos y metabdlicos de ultima generacion permite
dirigir la produccién de biomoléculas de interés con la modificacion de rutas
metabdlicas conocidas, pero también trazar otras nuevas segun la expresion de
transcritos derivados de la activacion de rutas no estudiadas en las microalgas
(Guimera & Sales-Pardo, 2016).



2. Antecedentes

2.1.Potencial biotecnolégico de las microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos que pueden crecer de
forma mono o multicelular. Tienen la capacidad de fijar hasta 200 veces mas dioxido
de carbono que los arboles, ademas de poseer la cualidad de almacenar en su
interior moléculas de alto valor comercial (Morais Junior et al., 2020). Son faciles de
cultivar por los pocos requerimientos nutricionales, poco espacio de crecimiento y
por la resistencia hacia las condiciones climaticas asi como la capacidad de
adaptacion metabdlica que presenta en las fluctuaciones a estas condiciones
(Valverde et al., 2016).

Las microalgas mas usadas con interés biotecnologico son Dunaliella,
Botryococcus, Chlamydomonas y Chlorella, siendo estas dos ultimas conocidas
como organismos modelo por la gran cantidad de estudios que se han reportado.
En la Tabla 71 se muestran diferentes microalgas usadas en la produccién de
biocombustibles y su relacidon en porcentaje de lipidos que pueden producir
(Montero-Sanchez, 2012).



Tabla 1.- Contenido de lipidos y productividad de biomasa en diferentes

microalgas.
Prod. Prod.
Lipidos Biomasa
Especie % de Lipidos (mg-L™-d™") (g-L™'-d™)
Scenedesmus acuminatus 15.3 2.4 0.020
Nannochloris sp. 51.0 1.46 0.003
Dunaliella salina 29.2 5.42 0.020
Chlorella vulgaris 27.8 42.49 0.15
Haematococcus pluvialis 13.4 11.96 0.090
Scenedesmus sp. 16.6 19.5 0.174

2.2. Chlorella vulgaris

Es una célula fotosintética de forma esférica, que ronda entre 2-10um de diametro,
y posee estructura y compartimentos similares a las plantas. Posee solo un
cloroplasto capaz de sintetizar clorofila A y B para soportar la demanda metabdlica
de la célula y, ademas, de producir otros pigmentos como la luteina. Posee una
rapida tasa de crecimiento en comparacion con otras microalgas, y responde con
facilidad a diferentes factores (estimulos bidticos y abidticos) que se refleja en
diferentes variables de respuesta, como concentraciones de diferentes
biomoléculas y metabolitos, modelos de crecimiento, generacion de biomasa, entre
otros. Esta microalga se considera que es una microalga oleaginosa por poseer un
porcentaje superior al 10% de su peso correspondiente a lipidos (Loera-Quezada &
Olguin, 2010). Soporta condiciones extremas y no se ve limitada en presencia de
otro microrganismo en co-cultivo o en consorcios. Esta flexibilidad permite que sea
una microalga ampliamente estudiada, llegando a convertirse en un organismo
modelo para la aplicacion de diferentes técnicas en laboratorios segun el area de

estudio. Por ejemplo, la acumulacion de lipidos para la bioconversion a biodiesel en



el sector energético por estrategias fisicas, gendmicas y quimicas (Safi, Zebib,
Merah, Pontalier, & Vaca-Garcia, 2014).

2.3. Scenedesmus acutus

Esta microalga normalmente se encuentra en forma de cenobios de entre 4 a 8
células de forma fusiforme, unidas paralelamente. Es de agua dulce, por lo que se
suele encontrar en diferentes sistemas acuaticos en diversas condiciones
climaticas. Al igual que Chlorella vulgaris, produce clorofila Ay B y se considera una
microalga oleaginosa, siendo uno de los sistemas para la produccién de lipidos con
fines bioenergéticos. Puede crecer en condiciones de poca o mucha luz,
desarrollando mecanismos similares a las plantas superiores en la adaptacion
metabdlica bajo estas condiciones, como la hiper-acumulaciéon de biomoléculas
como mecanismos de defensa, activacion de fotosistemas segun le beneficie, hasta
bajar su metabolismo en condiciones de estrés para asegurar largos periodos hasta
encontrar nuevamente los estimulos favorables para el crecimiento (Safi et al., 2014;
Trainor, Cain, Shubert, Review, & Trainor, 2016).

2.4 Eficiencia fotosintética en cultivos de microalgas

La fotosintesis es el proceso de las plantas, y otros organismos fotosintéticos como
las microalgas, por el cual se produce la conversion de la energia solar a energia
quimica en la forma de carbohidratos y oxigeno. La energia luminosa es absorbida
por la clorofila y es convertida en compuestos de alta energia. Esto conlleva a la
produccion de oxigeno a partir de agua y a la generacién simultanea de agentes
reductores de alto nivel (NADPH) que son utilizados en la reduccién de CO> (Calvin,
1950); sin embargo, estudios sugieren que la intensidad de luz que recibe el
organismo fotosintético puede afectar este proceso de conversién catalitica de
energia luminica a energia quimica, produciendo fotoinhibicién con una intensidad
mayor de irradiancia o una foto limitacion cuando esta es baja (Abu-Ghosh, Fixler,
Dubinsky, & lluz, 2016; Cheirsilp & Torpee, 2012).



2.5.Biosintesis de lipidos en microalgas

Uno de los principales fendbmenos que impacta la fotosintesis es la biosintesis de
carbohidratos, que en consecuencia a la cascada de reacciones alimenta la
generacion de lipidos dentro de la célula, los cuales son compuestos organicos
insolubles en disolventes polares pero solubles en disolventes no polares debido al
predominio de hidrocarburos hidrofobos (Lenka et al., 2016). Se componen de
acidos grasos unidos por un enlace éster a un glicerol que forman parte estructural
de las membranas en una célula, y en microalgas se producen biosintéticamente en
el cloroplasto y terminan su andamiaje en el reticulo endoplasmatico para dar origen

a triacilglicéridos (TAG) y fosfolipidos.

La biosintesis de acidos grasos se desarrolla en el plastidio, mientras que su
elongacion para la generacion de triacilgliceroles se lleva a cabo en el reticulo
endoplasmatico. Comienza en la conversion del acetil coenzima A (CoA) a malonil
CoA catalizada por la enzima aceti CoA carboxilasa (ACC), beta-
carboxiltransferasa (BCX1) y biotina carboxilasa (BCR1), y el grupo malonil se
transfiere a un cofactor de proteinas transportadoras de acilo mediante una enzima
llamada malonil transferasa (MT). Las reacciones de condensacion son catalizadas
de forma ciclica por el complejo enzimatico (3-cetoacil ACP (KAS |, KAS Il y KAS IlI)
para después ser reducidas por la enzima B-cetoacil ACP reductasa (KAR) y
deshidratada por hidroxiacil ACP deshidratasa (HAD) para luego ser nuevamente
reducida por enoil ACP reductasa (ER) para formar acidos grasos saturados como
el acido palmitico o acido estearico de 16 y 18 carbones respectivamente, mientras
que los acidos grasos insaturados se producen por la accion de enzimas
desaturasas sobre los acidos grasos para promover dobles enlaces y con ello,
cadenas insaturadas de carbonos para dar origen, por ejemplo, al acido oleico de
18 carbonos con una insaturacion (C18:1), principal precursor del biodisel.

Posteriormente los acidos grasos producidos en el cloroplasto son liberados hacia
el reticulo endoplasmatico por efecto de la acil ACP tioesterasa que hidroliza el acil
ACP aciltranferasa y transfieren los acidos grasos a glicerol-3-fosfato por accion de



glicerol-3-fosfato aciltrasnferasa (GPAT) para dar origen al acido lisofosfatidico que,
catalizado por la lisofosfatidico aciltransferasa (LPAAT) origina el acido fosfatidico,
que al ser desfoforilada por la fosfatasa (PAP) forma diacilgliceroles. La enzima
diacilglicerol aciltransferasa (DGAT) transfiere un tercer acido graso a estas
estructuras y asi se completa la biosintesis de tracilgliceridos, los cuales son
almacenados en cuerpos oleosos dentro de las microalgas (Salas-Montantes et al.,
2018; Sharma, Gour, Kant, & Chauhan, 2015)

2.6.Tecnologias de fotoestimulacion en cultivos de microalgas con luz LED

Se ha demostrado que el fotosistema Il se ve mejorado por longitudes de onda roja
y el fotosistema | por la luz azul, lo que convierte a este tipo de luz en las mas
adecuadas para el cultivo de microalgas. El uso de diferentes tipos de radiacion,
longitud de onda y fotoperiodos afectan el crecimiento de las microalgas, asi como
la concentracién de acidos grasos que una célula puede producir, por lo cual,
diversos estudios sugieren que la manipulacion de estas condiciones es una
alternativa al mejoramiento metabdlico para aumentar la produccién de lipidos (Ra
et al., 2016; Béchet et al., 2013). En 2014, un estudio realizado con C. vulgaris
demostr6 que la longitud de onda afecta el crecimiento de las microalgas, y que la
luz blanca y azul es mas eficiente para el estimulo de generacién de biomasa que
la luz roja o verde. Ademas del tipo de radiacion, si ésta se complementa con
diferentes concentraciones de nitrégeno y fosforo, el crecimiento de la biomasa
puede ser 50% mayor, lo que equivale a un ahorro econémico en la produccion a
escala de la microalga (Blair, Kokabian, & Gude, 2014; Hultberg, Jonsson,
Bergstrand, & Carlsson, 2014).

Particularmente los diodos emisores de luz (LED por sus siglas en inglés) son una
de las luces mas utilizadas para el crecimiento microalgal, siendo la principal fuente
de energia en fotobiorreactores de crecimiento de plantas y algas para su estudio
in vitro y produccion en sistemas cerrados. La luz LED puede mejorar los cultivos
de microalgas con una mezcla equilibrada de longitudes de onda, ya que responden
de diversas maneras segun la exposicion, siendo la longitud de onda de 420-470nm



para luz azul y 660nm para luz roja las que muestran una mejor respuesta en el

crecimiento (Schulze et al., 2017; Schulze et al., 2014).

En cultivos de Nannochloropsis oculata y Tetraselmis sp, que son microalgas de
interés biotecnologico, se lograron crecimientos del 24% en la produccion de
biomasa con LED azul a 450nm de longitud en comparacion con luz blanca (Schulze
et al., 2016). La luz LED azul permite en C. vulgaris reducir el tiempo de residencia
en un fotobiorreactor, logrando acumular una mayor cantidad de lipidos en
comparacion a la luz blanca, asi como una mayor acumulacion de biomasa en el
mismo periodo de incubacioén (Atta, Idris, Bukhari, & Wahidin, 2013). Ademas se ha
demostrado que a nivel celular, la microalga muestra una mayor robustez frente a
la luz roja, lo que permite también una mayor acumulacién de lipidos de forma
significativa (Kim, Lee, Park, & Choi, 2014). A pesar de conocer que los efectos que
la luz LED a longitudes de onda ajustadas al tipo de microalga pueden mejorar
metabdlicamente una cepa, es necesario conocer cuales son los mecanismos
moleculares que se activan bajo estas condiciones, con el fin de mejorar las técnicas
y caracterizar las rutas metabdlicas para su mejor comprension (Kumaresan et al.,
2017). Una de las técnicas usadas para el estudio de los mecanismos de fijacion
del carbono y biosintesis de moléculas como lipidos que derivan directamente de la
actividad fotosintética, es el uso de los analisis transcriptomicos, que comprende el
estudio de las moléculas de acido ribonucleico (ARN) que posee una célula y sus
procesos de regulacion génica, funciones bioldgicas o expresion de redes de
sistemas bioldgicos (Ronga 2019, & Karuturi, 2018) . En la actualidad la tecnologia
de secuenciacion de ARN (RNA-seq, por sus siglas en inglés) permite el estudio
eficiente de transcriptomas de forma rapida y eficiente, posicionandose como la
técnica mas usada para este tipo de analisis de perfil molecular (Kuram Tirumala et
al., 2019; Chen & Wong, 2018).



3. Justificacion

Las microalgas son de gran importancia debido a la cantidad y calidad de lipidos
que acumulan, ademas de que son muy eficientes en la produccion de biomasa en
un corto periodo de tiempo y con muy pocos requerimientos. Los lipidos en las
microalgas son una fuente importante para obtener bioproductos con alto valor
agregado, tales como biodiesel y suplementos alimenticios, o bien, para su uso
directo en la acuacultura como alimento vivo. Existen reportes que indican que al

crecer los cultivos bajo luz azul o roja se estimula la produccion de lipidos.

La falta de analisis del transcriptoma de microalgas oleaginosas limita nuestro
conocimiento sobre los mecanismos que utilizan estos microorganisos para

aumentar sus niveles de lipidos.



4. Hipoétesis

El estudio del transcriptoma de las microalgas Chlorella vulgaris OW-01 y
Scenedesmus acutus UTEX 72, expuestas a luz azul, roja y blanca, permitira
identificar rutas metabdlicas relacionadas con la produccién de lipidos precursosres

para la generacion de biocombustibles de tercera y cuarta generacion.



5. Objetivos

Objetivo general:
Analizar cuantitativamente el transcriptoma de las microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus acutus asociado a la produccién de lipidos por efecto de la luz azul y

roja empleando la tecnologia de secuenciacion masiva NGS-RNAseq.
Objetivos especificos:

a) Generar biomasa de las microalgas C. vulgaris y S. acutus bajo diferentes
calidades de luz: azul (400-500 nm), roja (650-700 nm) y blanca de amplio espectro
(400-700 nm).

b) Estandarizar y aplicar metodologias para la cuantificacion de lipidos y la
extraccion de ARN de alta calidad a partir de la biomasa generada.

c) Determinar y comparar los parametros cinéticos de crecimiento y la produccion
de clorofilas, lipidos neutros y lipidos totales en ambas microalgas bajo cada

condiciéon de luz.

d) Caracterizar y comparar el perfil de acidos grasos de cada microalga para evaluar

el efecto de los tratamientos luminicos en su composicion.

e) Generar y ensamblar de novo los transcriptomas de C. vulgaris y S. acutus

mediante secuenciacion masiva (RNA-Seq).

f) Identificar, mediante analisis de expresion diferencial, las rutas metabdlicas clave

en la produccion de lipidos que son moduladas por la luz azul y roja.

g) Validar por RT-qPCR los perfiles de expresion de los genes mas relevantes
identificados en las rutas lipogénicas.
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6. Materiales y métodos

6.1.Construccion de camara de crecimiento

Con el objetivo de garantizar homogeneidad en las condiciones de cultivo, fue
necesaria la construccion de camaras de crecimiento, las cuales son un espacio
fisico cerrado que posee una fuente de iluminacion que aisla del exterior el material

biolégico fotosintético, y garantiza su propagacion.

Se disefd una estructura cubica de 20"x15”, con una altura de 20”, para cada
condicion de luz (Figura 1), la cual permite instalar un panel LED en la parte
superior. Fue construida con melamina, y en la parte interna recubierta con espejo
para reflejar el maximo posible la radiacion luminica, y garantizar una respuesta

homogénea en la intensidad de luz en todo el espacio.

20"

Figura 1.- Esquema de la camara de crecimiento.
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Con el uso de un luxémetro, se cuantifico la intensidad del flujo luminoso dentro de
la cdmara de crecimiento (Figura 2), y por medio de la plataforma “Convert Lux to
PPFD”, se pudo obtener la cantidad de moles de fotones que son irradiados por
segundo en un area de 1m? (umol/s/m?) que la Tabla 2 muestra, esto con el fin de

definir el mejor lugar para colocar los reactores y mantener flujos luminicos

constantes.
Camara Luz LED azul Camara Luz LED roja
(Valores en Lux) (Valores en Lux)
1290 1350 1420 942 1228 1083
2590 2580
1520 1820 1690 1284 1229 1282

Figura 2.- Esquema de la toma de lectura de intensidad luminica en Lux (lumen
/m?) dentro de la camara de crecimiento.

Tabla 2.- Cuantificacion de Lux y equivalente en ymol/s/m2 para los paneles LED.

Parametro LED Azul LED Rojo

Lux 1560.00 2640.00

pumol/s/m?  119.89 305.06
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La estructura final soporta experimentacion por lotes. Seis matraces de 1L con
espacio suficiente para su manipulacion, logrando correr dos condiciones por
triplicado para cada especie de microalga, o bien, 10 reactores de 250mL o 12
reactores de 125mL segun sea necesario, logrando mantener un flujo luminoso y
una temperatura homogénea de 25°C en ambas camaras, ademas de garantizar un

espacio aislado del exterior (Figura 3).

Figura 3.- Camaras de incubacion con luz LED roja y azul abiertas.

6.2. Propagacioén de las cepas de C. vulgaris y S. acutus

Las microalgas C. vulgaris y S. acutus fueron crecidas en el medio de cultivo Basal
Bold; el suministro de carbono, en forma de aire atmosférico, se realizé mediante
un sistema de aeracion (difusion de aire) el cual se disefié a base de mangueras de
PVC flexible transparente de 2 mm de radio conectadas a una bomba de aire de 2.2
L/min; el flujo de aire en los experimentos esta controlado mediante valvulas

reguladoras de flujo de 74 de pulgada.

Para la propagacion de las cepas se prepararon pre-inoculos y se colocaron en 1 L
de medio Bold utilizando una alicuota de 20 mL de cultivos stock y se mantuvieron
a una temperatura de 25 °C con agitacion continua y fotoperiodos de 16 h luz/8 h
de oscuridad hasta alcanzar una densidad optica (DO) de 0.1; la lectura se registro
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mediante el espectrometro GloMax®-Multi Microplate Reader (Promega
Corporation, Madison, WI, USA) a una longitud de onda de 750 nm.

Las curvas de crecimiento pueden mostrar el incremento de biomasa con respecto
al tiempo y puede ser estimada de manera indirecta usando la densidad optica de
un cultivo. Esto permite conocer el comportamiento del crecimiento particular para
cada tipo de microalga, identificar las diferentes etapas de crecimiento y estimar la
duracion de proximos experimentos. En este caso, ambos cultivos de microalgas
fueron leidos a una absorbancia de 750nm, y por medio de la ecuacion propuesta
en trabajos anteriores en el equipo de trabajo, se puede estimar la concentracion
celular por mililitro:

S. acutus y =4.636F - 8x + 2.556F - 2 R?=0.9957

C. vulgaris y=1415E - 8x +3.304E -2  R?=10.9968

Donde: y = DO 750 nm x = #cel/ml
(Castro Tapia, 2021)

Una vez que se alcanzo la DO deseada, se colocaron 150 mL del cultivo de cada
microalga en matraces de 250 mL, eventualmente se coloco el sistema de
venoclisis, el cual tiene como propdsito garantizar condiciones axénicas del cultivo
al momento de tomar muestra, pues al ejercer presion negativa en el espacio de
toma de muestra, se utiliza una jeringa estéril en cada momento del muestreo,
tomando el volumen necesario segun se requiera (Figura 4). Los cultivos se
mantuvieron con fotoperiodo 16h luz / 8h obscuridad y aireacidén constante de aire
ambiental para suministrar CO> como fuente de carbono. Los reactores se
posicionaron dentro de las camaras de cultivo segun el tratamiento de luz al que
fueron sometidos; tres replicas para C. vulgaris y tres replicas para S. acutus en luz
led azul, roja y blanca. Las microalgas se propagaron a temperatura de 25 °C, cada
24 h y se tomaron 3 muestras de 1 mL hasta que los cultivos llegaron a la fase
estacionaria. Cada mililitro tomado fue destinado para diferentes procedimientos,
como medicién de absorbancia para estimacién de densidad celular, cuantificacion
de clorofila, cuantificacién de lipidos neutros; y al final de la cinética, la biomasa fue

recuperada para la determinacién de lipidos totales.
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Figura 4.-Transferencia de 150 mL del pre-indculo a reactores de 250mL que
seran crecidos en diferentes condiciones de luz.

Para asegurar la correcta manipulacion de las muestras y evitar contaminacion
luminica, la camara se encuentra en un cuarto oscuro, en el cual para entrar el
operador fue auxiliado con una linterna RGB que permite seleccionar el tipo de luz
con cual estaria trabajando. Por ejemplo, luz roja para los tratamientos con luz LED
roja y facilitar la manipulacién dentro del cuarto oscuro (Figura 5). Una vez dentro
de la camara, los reactores no fueron expuestos a ningun tipo de luz diferente a su

longitud de onda hasta el final del experimento (Figura 6).

Figura 5.- Interior de las camaras de cultivo. Las cadmaras de cultivo para luz
LED roja y azul mantienen la propagacion de las cepas.
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Figura 6.- Luz auxiliar en el cuarto oscuro. Dentro del cuarto oscuro, se
emplean diferentes tipos de luz para la manipulaciéon dentro del mismo, siendo la
verde utilizada para el acondicionamiento del material de muestreo, pero al
momento de trabajar con muestra

En este caso particular, se utilizo la absorbancia a 750nm como indicador de la
concentracion celular de las microalgas. Se aplicdé una ecuacién previamente
propuesta por otros investigadores en el equipo de trabajo para realizar esta
estimacién. Las microalgas fueron cultivadas en medio Bold basal y se compararon

las diferencias entre aquellas expuestas a luz blanca, azul y roja.

6.3. Parametros cinéticos de las cepas de C. vulgaris y S. acutus

Para poder hacer uso de este modelo matematico representado por la ecuacién

(Mohd, Yasin, & Takriff, 2021):

1

i max*e .,
Y=y max Y max_ A-t)+1

Los datos obtenidos en la cinética de crecimiento en cel/mL deben ser
transformados a su version logaritmica usando LogN/No, que permiten definir una
curva sigmoidea, correspondiente al tipico crecimiento poblacional. El modelo

cinético de Gompertz se realizdé con el lenguaje de programacién RStudio para
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encontrar las constantes y con ellas describir los parametros cinéticos. La ecuacion
Y=a*exp(-exp(b-c*x)) es la sintaxis de la resolucion de la ecuacion de Gompertz que

se usara en la estimacion dentro del software.

Para evaluar el ajuste del modelo, se correlacionan los datos experimentales con
los valores predichos por la ecuacidn para obtener el coeficiente de correlacion (R?).
Un valor de cercano a 1 confirma que el modelo describe adecuadamente el
comportamiento microbiano tipico; un valor significativamente menor indicaria que
la cinética de crecimiento no es estandar y la experimentacion deberia repetirse.
Graficamente, esta correlacion genera una curva sigmoidea que permite visualizar
las fases de crecimiento y la correspondencia entre los datos reales y la prediccion
del modelo. Finalmente, el software realiza un analisis no lineal para calcular las
constantes (a, b, y c) de la ecuacion, las cuales se utilizan para estimar los
parametros cinéticos fundamentales: la velocidad maxima de crecimiento (uMax), la

fase de latencia (A) y el tiempo de generacion (G).

6.4. Extraccion y cuantificacion de clorofila

Durante la toma de muestra diaria en las cinéticas de crecimiento, uno de los
microtubos de 1,500uL que se recolectaron fue destinado para el analisis de
clorofila. Para la recoleccion de biomasa generada, los tubos fueron centrifugados
durante 5 min a 10,000 rpm, se retir6 el sobrenadante y se afiadi6 1 mL de agua
destilada para posteriormente resuspender y provocar un lavado de la biomasa.
Nuevamente se centrifugd la biomasa en las mismas condiciones para eliminar el
agua que se adicion¢ y se anadio 1.5 mL de metanol y se homogeniz6 dentro del
tubo. Se incub6é a una temperatura de 60°C durante 10 min para permear la
membrana celular y permitir el paso del solvente, y posteriormente fueron sometidas
a una refrigeracion durante 24 h a 4°C para realizar una extraccion por solvente en
frio, y asi no degradar los pigmentos. Trascurridas las 24 h se centrifugaron los
tubos a 10,000rpm durante 5 min para separar los residuos celulares del extracto

rico en pigmentos, por lo que se recupero el sobrenadante y se coloco en una celda
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de medicion espectrofotométrica, y se leyo en las longitudes de onda 652 nm y 665
nm y por medio de las siguientes ecuaciones, se estimd la concentracion de Chl a
y Chl b, y con ellas, la concentracion de clorofila total en pg/mL que se leen por
triplicado (Castro Tapia, 2021).

Clorofila a: Ch a = 16.72 A665.2 - 9.16 A652.4
Clorofila a+b: Ch a+b = 1.44 A665.2 + 24.93 A652.4
Clorofila b: Ch b = 34.09 A652.4 - 15.28 A665.2

Se cuantifico la concentracion de clorofila en el dia cero (TO) como medida control
para evidenciar la estimulacién de su produccion en las diferentes longitudes de
onda, y al final de la cinética (15 dias = T15) se mide para cuantificar y estimar el

estado fisiolégico de C. vulgarisy S. acutus.

Para el analisis entre tratamientos y control de cada microalga se realizé un analisis
de varianza (ANOVA p<0.05) utilizando la prueba de Dunnett para identificar
diferencias estadisticamente significativas entre los cultivos sometidos a diferente
longitud de onda, y utilizando el lenguaje de programacion Rstudio y se determiné

si existen estas diferencias.

6.5.Extraccion y cuantificacion de lipidos neutros

Durante la toma de muestra diaria en las cinéticas de crecimiento, uno de los
microtubos de 1,500uL que se recolectaron fue destinado para la cuantificacion de
lipidos neutros. Se centrifugaron a 6000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente
para separar la biomasa del medio Bold donde crecieron, y eliminar alguna
contaminacion que pudiera estar presente durante el crecimiento celular, posterior

a ello se resuspendié en 1mL de medio Bold estéril para homogenizar la muestra.

Previo a la cuantificacidon, se registré una lectura en las placas de fondo oscuro
donde se estimo la fluorescencia. Estas lecturas se tomaron en el equipo GloMax®-
Multi Microplate Reader (Promega Corporation, Madison, WI, USA), utilizando el
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filtro Optico Verde (525nm de Excitacion y 580-640nm de Emision) del moédulo de

fluorescencia.

Una vez que se tomaron los valores de la placa vacia, en cada pozo se colocaron
200 pL de muestra de cada tratamiento por triplicado y nuevamente se tomo lectura
en el equipo. Después de registrar la lectura, se afiadieron 5 pyL de rojo Nilo (2.5
pug/mL en isopropanol) y se dejé reposar por 5 min a 40°C antes de realizar una
nueva lectura. Posteriormente se resto el valor de la fluorescencia obtenida después
de anadir la solucion de rojo Nilo al valor de la fluorescencia de las microalgas sin
solucion y la lectura de las placas vacias. Por interpolacidon, usando la ecuacion
dada por la curva de trioleina, se estimo la concentracion de lipidos neutros presente
en las microalgas. Se cuantifico la concentracion al final de la cinética de C. vulgaris
y S. acutus, que fue a los 15 dias después de iniciar la propagacion.

Para el analisis entre tratamientos y control de cada microalga se realizé un analisis
de varianza (ANOVA p<0.05) utilizando la prueba de Dunnett para identificar
diferencias estadisticamente significativas entre los cultivos sometidos a diferente
longitud de onda, y utilizando el lenguaje de programacion RStudio se determiné si

existen estas diferencias.

6.6.Extraccion de lipidos totales por radiacion infrarroja (IR)

Para la extraccién de lipidos, se uso la totalidad de la biomasa al final de la cinética,
y para su recuperacion en tubos conicos de 50mL se centrifugd a 6000 rpm durante
20 min a temperatura ambiente para separar la biomasa del medio Bold donde
crecieron las células. La biomasa recolectada se seco en una estufa a 60°C durante
8 h y se macer6 en mortero hasta obtener un polvo seco. Posteriormente se
agregaron 0.20 £ 0.001 g de biomasa seca de cada microalga bajo cada tratamiento
a un matraz de fondo redondo de 250 mL acoplado a un condensador con solvente
de extraccion (en proporcion 0.57/2.43 de acetato de etilo y metanol) segun la
relacion 1:129.9 m/v. Los lipidos se extrajeron bajo irradiacion infrarroja con la ayuda
de una lampara de IR (250 W) colocada a 2 cm de distancia de la solucion por 43
min (Figura 7).
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Figura 7.-Sistema de extraccion de lipidos totales con radiacion infrarroja.

Previo al analisis gravimétrico, se pusieron en peso constante tubos conicos de
50mL que recibieron el filtrado de la extraccion. Al terminar el tiempo de extraccion,
se filtraron las soluciones para eliminar los desechos celulares del extracto lipidico
y en los tubos conicos de 50 mL se dejaron secar por 8 h a 60°C. Una vez que
transcurrié la evaporacion del solvente, quedd un precipitado color verde oscuro, el
cual se peso, y por diferencia de peso se estima el peso de los lipidos totales
extraidos. Para calcular el rendimiento de la extraccion, se uso la ecuacion (Hadrich
et al., 2018):

L . Peso de aceite extraido (g)
Rendimiento de lipidos = , x100
Peso de biomasa seca (g)

que permite conocer el porcentaje de lipidos totales existentes en cada tratamiento
de microalgas con respecto al peso seco obtenido al final de las cinéticas de

crecimiento.
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6.7.Obtencién y analisis de ADNc

En la obtencion de genotecas para RNA-seq, es importante conocer el momento
donde los transcritos pueden tener una concentracion mayor para poder ser
evaluados, es por eso que se sometieron a las microalgas en condiciones de luz
roja, azul y blanca como control, y durante su crecimiento realizar extraccion de
ARN en cada etapa de crecimiento importante, como la fase exponencial,
estacionaria e inicio de muerte, por lo que se realizé la extraccién en los dias 7, 12
y 15.

Para la obtencion del material nucleico, un paso critico y fundamental para el éxito
de los analisis de expresién génica y la secuenciacidn masiva, se realizé una
evaluacion comparativa de diferentes protocolos comerciales de extraccion de ARN.
El objetivo era seleccionar el método que garantizara la mayor pureza,
concentracion e integridad del ARN extraido a partir de las microalgas C. vulgaris 'y

S. acutus.

Se evaluaron tres kits comerciales: Quick-RNA™ Plant Miniprep (Zymo Research),
un kit de Invitrogen y el PureLink™ RNA Mini Kit (Ambion). La calidad del ARN total
extraido con cada método fue inspeccionada mediante electroforesis en geles de
agarosa en condiciones semi-desnaturalizantes, lo que permite visualizar la
integridad de las bandas correspondientes al ARN ribosomal (ARNr), indicadores

clave de la calidad del material.

Una vez generados los ADNc se cuantificaron, y se realiz6 una PCR con los
cebadores para el 18S para evaluar su integridad y verificar que sean aptas para el
analisis de expresién en PCR tiempo real.
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6.8. Evaluacion de genes implicados en la sintesis de lipidos

Para la evaluacion de los posibles genes implicados en la sintesis de lipidos en las
microalgas, se propuso trabajar con genes codificantes de enzimas ya descritos en
su funcidn anteriormente, por lo que se realiz6 un disefio de oligonucleétidos
empleando la plataforma de NCBI y las herramientas Oligocalc, OligoAnalyzer y
SnapGene® 2.3.1. Para ello, se buscaron diferentes ID de genes correspondientes
a las secciones codificantes para las enzimas involucradas que presentaron mayor
probabilidad de réplica, de acuerdo a la literatura, en toda la sintesis de

triacilglicéridos; ademas de genes constitutivos para cada microalga.

Para la estandarizarizacion las condiciones de amplificacion con los oligos
disefiados, se realizaron extracciones de ADN para cada microalga con PureLink®
Genomic DNA kit de Invitrogen.

Con este material genético, se realizaron reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) de punto final para determinar la presencia de los genes de interés en el ADN
genomico de cada microalga y, fundamentalmente, para validar la especificidad de
los oligonucleotidos disefiados.

Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final de 25 yL, conteniendo
una mezcla de reaccion estandar compuesta por: buffer de PCR 1X, una
concentracion optimizada de MgCl,, 200 uM de cada desoxinucleétido trifosfato
(dNTPs), 0.5 uM de cada oligonucledtido (Forward y Reverse), 1.25 U de ADN
polimerasa Taq y aproximadamente 50 ng de ADN gendmico como templado. Las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador bajo las siguientes condiciones
de amplificacion: un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 5 minutos; seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, una temperatura de
anillamiento optimizada para cada par de oligos (entre 59-60°C) por 40 segundos,
y una extension a 72°C por 45 segundos; finalizando con una extension final a 72°C

por 7 minutos.
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Posterior a la amplificacion, los productos de PCR se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa. Se prepar6 un gel al 2% (p/v) en buffer TAE 1X,
una concentracion elevada seleccionada para obtener una mejor resolucion y
separacion de los amplicones esperados, cuyo tamafo era relativamente pequefio
(entre 83 y 257 pb). Una alicuota de cada producto de PCR se mezcl6 con un buffer
de carga 6X y se depositd en los pozos del gel. Se incluyé un marcador de peso
molecular (escalera de ADN) para estimar el tamafo de los fragmentos
amplificados. La corrida electroforética se realizé a 90 V por 50 minutos. Finalmente,
el gel fue tefido con un agente intercalante (bromuro de etidio) y las bandas de ADN
fueron visualizadas y fotografiadas bajo luz ultravioleta en un fotodocumentador. Se
considerd una validacién exitosa la observacion de una unica banda nitida del

tamano esperado para cada gen.

6.9. Evaluacion de niveles de expresiéon por PCR en tiempo real.

Para el analisis de expresion por cuantificacion relativa se utilizé el kit SyBR Green
Master Mix Fast (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante en
reacciones de 10uL con 40 ciclos. Todas las reacciones se prepararon por triplicado
en una placa de grado 6ptico de 96 pocillos y se realiz6 en el equipo 7500 Fast Real-
Time PCR System. Posterior a ello, los resultados fueron analizados utilizando el
software Real-Time PCR System (Applied Biosystems) Applied Biosystems
StepOne™, usando el gen 18S constitutivo como gen de referencia para normalizar
la cuantificacion de los genes.

6.10. Identificacion y cuantificacidon de acidos grasos.

La identificacidén y cuantificacion del perfil de acidos grasos se realizé a partir de los
extractos de lipidos totales obtenidos de la biomasa de Chlorella vulgaris y
Scenedesmus acutus. Las muestras fueron recolectadas al final de la cinética de
crecimiento (dia 15) para cada uno de los tres tratamientos luminicos estudiados:
luz blanca (control), luz LED azul y luz LED roja.
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Previo al analisis, los lipidos extraidos fueron sometidos a una reaccion de
transesterificacion para convertir los acidos grasos en sus formas de ésteres
metilicos (FAMEs), que son mas volatles y adecuados para el analisis
cromatografico. La separacion e identificacion de estos FAMEs se llevo a cabo
usando un sistema de cromatografia de gases acoplado a un detector de ionizacion
de flama (GC-FID). La identificacion de cada acido graso se basé en la comparacion
de los tiempos de retencion de los picos en las muestras con los de un estandar
comercial de FAMEs de composicidén conocida.

Para la cuantificacion precisa, se utilizé acido heptadecanoico como estandar
interno, afadido a las muestras antes de la derivatizacion. El porcentaje relativo de
cada acido graso se calculo a partir de las areas de los picos. Todo el procedimiento,
desde el cultivo hasta el analisis, se realizé por triplicado biolégico y técnico para
garantizar la robustez y reproducibilidad de los resultados. Este protocolo se basa
en la metodologia descrita por Salazar-Montes y colaboradores en 2018 (Castro-
Tapia et al., 2022).

6.11. Numero de cetano

El numero de cetano (NC) es el parametro estandar universalmente aceptado para
cuantificar la calidad de ignicidn de los combustibles para motores diésel, incluyendo
el biodiésel (Sanchez Borroto, Piloto Rodriguez, Goyos Pérez, & Ferrer Frontela,
2012). Este valor numérico adimensional es inversamente proporcional al retardo
de la ignicion, que corresponde al lapso entre la inyeccion del combustible en la
camara de combustion y el inicio de la combustion. Un numero de cetano elevado
indica un retardo de ignicion corto, lo que se traduce en un arranque del motor mas
suave y rapido, una reduccion del ruido de combustion y una disminucion en la
emisidon de contaminantes como hidrocarburos no quemados y monoxido de
carbono (Sanchez Borroto et al., 2012). Por consiguiente, la determinacién del NC
es un paso critico para evaluar la viabilidad y el potencial comercial de cualquier

biocombustible desarrollado.
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La determinacidn del NC se puede realizar mediante la relacion entre la estructura
molecular de los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs), que son los
componentes principales del biodiésel, y su comportamiento durante la combustién.
La facilidad con la que un combustible se autoenciende depende de la estabilidad
de sus enlaces quimicos. Moléculas con cadenas largas, lineales y saturadas, como
los ésteres metilicos de los acidos palmitico (C16:0) y estearico (C18:0), se
descomponen mas facilmente bajo la presion y temperatura de la camara de
combustion, lo que resulta en un retardo de ignicion corto y, por lo tanto, un NC alto.
Por el contrario, la presencia de insaturaciones (dobles enlaces) en la cadena
hidrocarbonada, como en los ésteres de los acidos oleico (C18:1), linoleico (C18:2)
y linolénico (C18:3), aumenta la estabilidad de la molécula. Se requiere mas energia
para romper estos dobles enlaces, lo que prolonga el retardo de la ignicién y
disminuye significativamente el numero de cetano. De este modo, el perfil de FAMEs
de un biodiésel encapsula la informacion fundamental necesaria para predecir su

calidad de ignicion (Sanchez Borroto et al., 2012).

En este contexto, el trabajo de Sanchez-Borrotto et al. (2012) es particularmente
relevante, ya que desarrollaron y validaron modelos de alta precision para la
estimacion del NC a partir de la composicién de FAMEs, utilizando tanto regresion
lineal multiple como redes neuronales artificiales . Sus modelos, entrenados con
una extensa base de datos de 48 tipos de biodiésel, demostraron una capacidad
predictiva superior, con coeficientes de correlacion mayores al 95% y un error
absoluto medio de solo 1.6 para el modelo redes neuronales. Es por eso que se
empled el modelo de regresion lineal multiple propuesto por dichos autores, cuya
ecuacion se basa en los porcentajes en peso de los principales FAMEs:

Numero de cetano = (0.342 *LL) + (0.427* L) + (0.561*0) + (0.742*P) + (0.858*E)

donde LL, L, O, P y E representan los porcentajes de los ésteres metilicos de los

acidos linolénico, linoleico, oleico, palmitico y estearico, respectivamente.

Los valores de NC estimados se comparan con los requisitos minimos estipulados
en las normativas que rigen los mercados de América del Norte y Europa. Estas
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normas representan diferentes niveles de calidad y aplicaciones, desde el diésel de
uso general (que puede contener mezclas de bajo porcentaje de biodiésel) hasta el
biodiésel puro de alta especificacion (B100) destinado a ser utilizado como
componente de mezcla. La norma ASTM D975 establece las especificaciones para
combustibles diésel de petréleo en Estados Unidos, permitiendo mezclas de hasta
un 5% de biodiésel (BS) y exigiendo un NC minimo de 40 (ASTM International,
2021). La Norma Oficial Mexicana NOM-EM-005-CRE-2015, por su parte, establece
para el diésel automotriz un NC minimo de 45 Comisién Reguladora de Energia,
2015). A un nivel mas exigente, la norma ASTM D6751 regula el biodiésel puro
(B100) que se utiliza como material de mezcla, requiriendo un NC minimo de 47
(ASTM, 2020) para asegurar que la mezcla final cumpla con los estandares.
Finalmente, la norma europea EN 14214, considerada una de las mas estrictas a
nivel mundial, exige un NC minimo de 51 para el B100, reflejando los requerimientos
de la tecnologia de motores avanzada en esa region (European Committee for
Standardization, 2012).
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6.12. Analisis transcriptomico

Los datos transcriptdmicos fueron obtenidos a través de la secuenciacion masiva
de ARN total obtenido de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus. Se llevé a cabo
el procesamiento de las muestras a través del paquete de servicios RNA-Seq
proporcionado por Zymo Research, que incluyo la limpieza de ARN, la elaboracion
de bibliotecas y la secuenciacion, logrando una cobertura cerca de 30 millones de

pares de lecturas por muestra.

6.12.1. Analisis de calidad y filtrado de lecturas

Para evaluar la calidad de las lecturas pareadas, tanto las crudas obtenidas de la
secuenciacion como las filtradas, se empledé FastQC (Andrews, 2010), version
0.11.8. Este analisis incluyé parametros fundamentales como la cantidad de
lecturas, la longitud promedio, el rango de las lecturas y el porcentaje de contenido
GC.

Posteriormente, las lecturas fueron sometidas a un proceso de filtrado mediante
Trim Galore v0.6.6, el cual eliminé adaptadores y secuencias de baja calidad o no
deseadas. Los parametros aplicados correspondieron a los valores
predeterminados del software, siguiendo lineamientos ampliamente documentados

en la literatura (Bryant et al., 2017; Huerta-Cepas et al., 2019).

6.12.2. Ensamblado de novo del transcriptoma
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128 nucleos de procesamiento y una capacidad de 512 GB de memoria RAM. Por
su parte, el analisis en el CCG utilizé 64 nucleos y 1 TB de memoria RAM.

En ambos sistemas fue necesaria la activacion de la alternativa -normalize_reads,
creada para modificar la cobertura de las lecturas y reducir posibles errores en el
ensamblado. Esto posibilitd la creacion de un transcriptoma fiable e integral al
utilizar eficazmente las habilidades computacionales de ambas instituciones.
Ademas, se definieron parametros especificos, como un limite de longitud minima
para los contigs disefiados con 200 pares de bases y la alteracion de -max_memory
a 500 GB para optimizar el uso de los recursos tecnolégicos. Se realiz6 una
evaluacion de la calidad del ensamblado a través del uso de Trinity Stats y BUSCO
(Sim&o et al., 2015), herramientas que confirmaron la totalidad, redundancia y

consistencia del transcriptoma completado.

6.12.3. Anotacion funcional de genes a partir del ensamblado de novo

Las anotaciones incluyeron la identificacion de rutas metabdlicas, proteinas
funcionales y genes relacionados con procesos especificos. Para validar la calidad
de las anotaciones, se aplicaron filtros de e-value (s1e-5) y se realizaron revisiones
manuales de los genes mas relevantes. Este enfoque permitié generar una base de
datos de transcritos anotados con informacion funcional, lista para su integracion en
analisis posteriores, como el estudio de patrones de expresion diferencial bajo

distintas longitudes de onda de luz.
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6.12.4. Analisis de los Genes Diferencialmente Expresados (DEGs) utilizando
categorias tipo Clusteres de grupos ortélogos (COG)

El estudio de genes diferencialmente expresados (DEGs) en Chlorella vulgaris y
Scenedesmus acutus bajo diferentes longitudes de onda de luz se llevé a cabo
utilizando instrumentos bioinformaticos que facilitaron la identificacion de sus
funciones y su categorizacion en grupos funcionales denominados COG (Clusters

of Orthologous Groups).

Los datos se examinan de manera estadistica con el paquete edgeR en R para
identificar qué genes presentaban alteraciones importantes en su expresion. Luego,
los resultados se registraron automaticamente a través de los programas Trinotate
y EggNOG v5.0. Como medida extra, se examinaron manualmente las anotaciones
para confirmar su exactitud y que estuvieran en concordancia con los procesos
biolégicos particulares de las microalgas. Para la categorizacion en grupos
funcionales COG, se utilizaron instrumentos especializados de EggNOG, los cuales
organizaron los genes de acuerdo a sus funciones generales como el metabolismo
energético, la sefalizacion celular y el transporte, ademas de abarcar aquellos
genes cuya funcion aun no ha sido definida. Finalmente, se visualizaron los datos
procesados utilizando los paquetes ggplot2 y pheatmap en R, creando diagramas

que simplificaron la comprensién de los resultados.

6.12.5. Analisis funcional con KEGG

El estudio funcional de los genes derivados del nuevo ensamblaje del transcriptoma
de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus se llevd a cabo utilizando la base de
datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), lo que facilitd la
asociacion de los genes expresados de manera diferenciada con vias metabdlicas
y procesos biolégicos particulares. Los transcritos producidos se anotaron con
Trinotate, mientras que las proteinas pronosticadas fueron procesadas a través de
BLASTP para vincularlas con numeros KEGG (KO). Luego, estos identificadores

fueron mapeados en KEGG Mapper, lo que facilitd la categorizacion de los genes
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en rutas metabdlicas y procesos bioldgicos pertinentes. Los mapas producidos
proporcionaron una ilustracion visual de las interacciones genéticas y su implicacion
en caminos determinados. Ademas, se realizd un estudio de enriquecimiento
funcional empleando instrumentos como clusterProfiler en R, con la finalidad de
reconocer caminos metabdlicos significativamente representados de acuerdo a las
condiciones experimentales analizadas. Finalmente, se realizaron revisiones
manuales a las anotaciones y resultados obtenidos para confirmar su relevancia en
el ambito bioldgico de las microalgas, particularmente en relacion con las diferentes
longitudes de onda de luz utilizadas.

6.13. Validacion de los resultados del RNA-Seq mediante RT-qPCR

Para validar los resultados obtenidos del analisis bioinformatico de genes, se realizo
un ensayo de RT-qPCR, para lo cual, . el ARN total se extrajo de Chlorella vulgaris
y Scenedesmus acutus empleando un protocolo optimizado para plantas (kit Quick-
RNA™ Plant Miniprep de Zymo Research), asegurando su calidad con mediciones
espectrofotométricas y analisis en geles de agarosa. Tras el tratamiento con DNasa
para eliminar restos de ADN gendmico, se sintetizo ADN complementario (ADNc) a
partir del ARN purificado.

Para validar los resultados obtenidos del analisis bioinformatico (seccién 6.12), se
selecciond un subconjunto de los genes que mostraron la expresion diferencial mas
significativa o que eran de particular relevancia bioldgica segun el analisis funcional
(GO y KEGG). Para este grupo de genes de interés, se diseiid un nuevo conjunto
de cebadores especificos, siguiendo los mismos principios bioinformaticos descritos
en la seccion 6.8. Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en un
termociclador utilizando una mezcla con SYBR Green (SYBR Green Master Mix),
cebadores especificos y diluciones de ADNc. Las condiciones del protocolo
incluyeron etapas de amplificaciéon y una curva de disociacién para confirmar la

especificidad de los productos generados.

Los resultados se analizaron empleando un gen constitutivo como referencia para

normalizar la expresién y compararon los niveles de transcripcion bajo diferentes

30



condiciones de iluminacion (blanca, roja y azul) en tiempos especificos empleando
el método 2*(-AACt) en el software Bio-Rad CFX Manager. Este enfoque permitié
confirmar la expresion diferencial observada en los analisis previos, con réplicas

técnicas y biolégicas que garantizaron la confiabilidad de los datos obtenidos.
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7. Resultados

7.1.Propagacion de las cepas de C. vulgaris y S. acutus

En el estudio realizado, se investigd el crecimiento de las microalgas utilizando
curvas de crecimiento y la medicion de la densidad oOptica de los cultivos. Esta
metodologia permitid obtener estimaciones indirectas de la biomasa en funcién del
tiempo, lo cual resulta util para comprender el comportamiento de crecimiento
especifico de cada tipo de microalga. Ademas, se logré identificar las diferentes

etapas de crecimiento y se estimo la duracion de futuros experimentos.

Los resultados obtenidos indican que no se observaron diferencias significativas en
el crecimiento de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus bajo las diferentes
condiciones de luz mencionadas. Esto sugiere que estas microalgas no son
sensibles a los diferentes espectros de luz evaluados en términos de su crecimiento

(Figura 8).

Ademas, se observd que las microalgas no mostraron una fase de latencia en su
crecimiento, lo que implica que comenzaron a crecer activamente desde el inicio del
experimento. La etapa estacionaria, que es una etapa en la que el crecimiento se
detiene o se ralentiza considerablemente, comenz6 a definirse a partir del dia 10

del experimento.
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Figura 8.- a) Cinética de crecimiento de C. vulgaris y b) S. acutus.
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7.2.Parametros cinéticos de las cepas de C. vulgaris y S. acutus

Los resultados muestran para ambas microalgas que los puntos de datos reales se
encuentran muy cerca de las predicciones realizadas por el modelo de Gompertz
(R=.96 para C. vulgaris y R=.93 para S. acutus), lo cual indica una adecuada

correlacién en ambos tratamientos de luz (Figura 9).

Se observa que, en la fase de latencia (A), los valores son negativos, lo que sugiere
que, al momento de agregar el pre-indculo al reactor, las microalgas se encuentran
en una fase de crecimiento totalmente exponencial. Esto indica un rapido inicio de

la fase de crecimiento activo.

El tiempo de generacion celular (G) es otro parametro evaluado a partir de los datos
cinéticos, y en general, se mantiene por debajo de las 2 horas. Esto indica que las

microalgas tienen una alta capacidad de reproduccion y crecimiento rapido.

Al analizar el modelo cinético de Gompertz, se puede determinar un tiempo de
cosecha sugerido, que se encuentra alrededor de los doce o trece dias. En este
punto, los cultivos de ambas microalgas presentan un comportamiento similar entre
si y se encuentran en una fase estacionaria completa. Esto puede ser util para

realizar comparaciones entre tratamientos o planificar la cosecha de los cultivos.

También se puede observar que la uMax, que es la tasa maxima de crecimiento
especifico, es ligeramente mayor en ambas microalgas cuando se someten a luz
azul en comparacion con los otros tratamientos de luz. Esto sugiere que la luz azul
puede tener un efecto estimulante en la tasa de crecimiento de estas microalgas en

particular.
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Figura 9.- Modelo cinético de Gompertz en a) C. vulgaris, b) S. acutus.
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7.3.Extraccion y cuantificacion de clorofila

Se observé que, en ambos tratamientos de luz, se presentdé un aumento en la

concentracion inicial de clorofila en comparacion con los niveles iniciales. Este

aumento indica que las microalgas fueron capaces de desarrollarse y responder a

las diferentes longitudes de onda de luz, lo que estimulé la produccion de clorofila y

les permitié continuar con su metabolismo y crecimiento celular. La concentracion

de clorofila en ambas microalgas alcanzé aproximadamente los 12.50 pg/mL,

partiendo de una concentracion inicial de alrededor de 3 pyg/mL (Figura 10).
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Figura 10.- a) Concentracion de clorofila total en C. vulgaris y b) S. acutus al inicio
(TO) y final de las cinéticas de crecimiento (T15).
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Es importante destacar que la clorofila es esencial para la fotosintesis, el proceso
mediante el cual las microalgas convierten la energia luminica en energia quimica,
utilizada para su crecimiento y metabolismo. El hecho de que las microalgas
respondieran positivamente a las diferentes longitudes de onda de luz, mostrando
un aumento en la concentracion de clorofila, indica que son capaces de adaptarse

y utilizar eficientemente la luz disponible para su beneficio.

Estos resultados son relevantes, ya que proporcionan informacion sobre la
respuesta de las microalgas a diferentes condiciones de luz y como esto puede
influir en su crecimiento y metabolismo. Ademas, sugieren que la eleccion de una
longitud de onda especifica de luz puede ser utilizada como una estrategia para
estimular la produccion de clorofila y mejorar el rendimiento de las microalgas en
aplicaciones relacionadas, como la produccion de biocombustibles o la remediacion

ambiental.

7.4.Extraccion y cuantificacion de lipidos neutros

Después de 15 dias de propagacion, se observo que la concentracion de lipidos
neutros fue de cerca el 40mg/mL para C. vulgaris y S. acutus cuando se cultivaron
en luz blanca (Figura 11).

En cuanto a los experimentos con luz LED azul, no se encontraron diferencias
significativas en la concentracion de lipidos totales en comparacion con el control
de luz blanca. Esto sugiere que la luz azul no tuvo un impacto significativo en la

acumulacion de lipidos en ambas especies de microalgas.

Sin embargo, en el caso de la luz LED roja, se observo una concentracion inferior
de lipidos totales, aproximadamente del 20 mg/mL. Esto indica que la luz roja tuvo
un efecto negativo en la acumulacion de lipidos en comparacion con el control de

luz blanca.
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Figura 11.- a) Concentracién de lipidos neutros en C. vulgaris y b) S. acutus
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7.5.Extraccion de lipidos totales por radiacion infrarroja

Los resultados del estudio indican que la luz blanca favorece la acumulacion de
lipidos totales en C. vulgaris y S. acutus, con concentraciones de alrededor del 30%
y 23%, respectivamente, después de 15 dias de propagacion. La luz LED azul no
tuvo un efecto significativo en la acumulacion de lipidos en ninguna de las especies,
mientras que la luz LED roja resulté en una reduccion de la concentracion de lipidos,

siendo mas notable en S. acutus (Figura 12).
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7.6.Seleccidén y validacion de oligonucleétidos para analisis de expresiéon
génica

Como paso previo al analisis cuantitativo, se validé un conjunto de oligonucleétidos
para evaluar la expresion de genes clave en la biosintesis de lipidos. El gen 18S
ribosomal amplificé correctamente en ambas especies, por lo que fue seleccionado
como el gen constitutivo de referencia para la normalizacion de los datos de

expresion.

Para los genes metabdlicos, los resultados de la validacion inicial mostraron que,
de los primers disefiados especificamente para este trabajo (Tabla 3), solo el par
correspondiente al gen KAS amplificé exitosamente en C. wvulgaris. Ante este
resultado, se procedio a probar un panel de oligonucleotidos disefiados a partir de
secuencias homologas del alga modelo Chlamydomonas reinhardtii, cuya eficacia
ha sido previamente reportada en la literatura para el estudio de rutas lipidicas.

Tabla 3.- a) Oligonucleottidos disefiados para C.vulgaris y b) S. acutus.

Longitud

ID de referencia . ot . " de o
(NCBI) Oligonucleétido Forward Oligonucleétido Reverse amplicén Tm (°C)
(pb)

DGAT 196 55-55 60.03 — 60.04
SAD 137 50-55 59.83 - 60.11
KAS 120 60-50 60.03 — 59.97
Alfa- 257 5560  59.96 - 59.97

tubulina
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Longitud
ID de referencia de
amplicon
(pb)

Tm (°C)

(NCBI) Oligonucleétido Forward Oligonucleétido Reverse

SAD 83 55 -55 59.82 - 60.61

KAS 3 166 55-50 59.96 - 60.03

KAR 1 124 60-50 60.18 — 59.96

188 122 55-55 60.03 — 59.96

Tras la validacion mediante PCR de punto final y electroforesis en gel de agarosa,

se confirmd la amplificacion especifica y eficiente de los siguientes genes:

o Para C. vulgaris: Se seleccionaron los genes KAS, BCR y GPAT.
o Para S. acutus: Se seleccionaron los genes KAR, BCX1, KAS y SAD.

Este conjunto final de oligonucledtidos validados fue el que se utilizé para llevar a
cabo los analisis de cuantificacion de la expresion por RT-gPCR descritos en la
seccion 7.8.

7.7.0btencidn y analisis de ADNc

Una vez extraido el ARN total de las muestras, se evalu6 su integridad y pureza. Un
paso crucial antes de la sintesis de ADNc es asegurar la ausencia de ADN genémico
contaminante, ya que su presencia podria generar resultados falsos positivos en los

analisis de expresion posteriores.

Para verificar esto, se realizé una PCR de punto final de control directamente sobre
las muestras de ARN extraido, utilizando los cebadores especificos para el gen 18S.
La aparicion de bandas de amplificacion en esta PCR (ver Figura 16) confirmo la

presencia de trazas de ADN gendmico en las extracciones.

Para eliminar este contaminante, todas las muestras de ARN fueron tratadas con la
enzima DNasa | (libre de ARNasa) de BioLabs®, siguiendo las instrucciones del

fabricante. Una vez purificado el ARN y libre de ADN gendmico, se procedi6 a la
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sintesis del ADN complementario (ADNc) mediante retrotranscripcion, utilizando el
kit ThermoScientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Este
ADNCc de alta calidad fue el material de partida para los analisis de expresion por
RT-gPCR.

Como se observa en los resultados preliminares (Figura 13), el kit Quick-RNA™
Plant Miniprep de Zymo Research demostré un rendimiento superior, produciendo
bandas de ARNr nitidas, bien definidas y con una relacion estequiométrica
adecuada, lo que indica una minima degradacion y una alta integridad del ARN.
Esta alta calidad es un requisito indispensable para la construccion de bibliotecas
de ADNCc robustas y fiables para la secuenciaciéon (RNA-Seq). En contraste, los
otros kits evaluados mostraron un mayor grado de degradacidon o un menor

rendimiento.

Basado en esta evidencia empirica, se tomé la decision de estandarizar el protocolo
utilizando el kit de Zymo Research para todas las muestras destinadas a la
secuenciacion masiva, asegurando asi la maxima calidad de los datos
transcriptomicos. Para las pruebas de validacion y la evaluacion de la expresion de
genes especificos mediante RT-qPCR, se utilizo el kit PureLink™ RNA Mini Kit de
Ambion, el cual proporcioné un material con la calidad suficiente para estas

aplicaciones.
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Figura 13.- ARN de C. wulgarisy S. acutus en carril 1,3,5y 2,4, 6
respectivamente.
Por consiguiente, se utilizé este kit para procesar todas las muestras de C. vulgaris
y S. acutus recolectadas en los dias 7, 12 y 15 bajo las tres condiciones de luz. La
calidad de este conjunto de extracciones fue evaluada mediante cuantificacion
espectrofotométrica, donde se midié la concentracion y pureza de cada muestra en
un NanoDrop ND-1000, confirmando relaciones de absorbancia A260/280 y
A260/230 adecuadas, y el analisis de integridad por electroforesis. Como se aprecia
en la Figura 14, las muestras de ARN extraidas con el kit de Ambion mostraron las
bandas del ARN ribosomal, indicando una integridad suficiente para proceder con

la sintesis de ADNc y los analisis cuantitativos.
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Figura 14.- ARN de los dias 7, 12y 15 en C. vulgaris y S. acutus en luz blanca
(B), azul (A) y roja (R).
Para asegurar la calidad del material de partida para la retrotranscripcion, se realizo
un control para detectar la posible contaminacién con ADN gendomico en las
muestras de ARN extraido. Para ello, se llevdé a cabo una PCR de punto final
utilizando el ARN total como molde y los cebadores que amplifican el gen 18S.

Como se observa en la Figura 15, la amplificacion de bandas en estas reacciones
confirmd la presencia de ADN gendmico residual en las muestras de ARN. Para
eliminar este contaminante, las muestras fueron tratadas con la enzima DNasa |
(libre de ARNasa) de BioLabs®.

Una vez verificado que el ARN estaba libre de ADN, se prosiguié con la generacion
de ADN complementario (ADNc) mediante retrotranscripcion, utilizando el kit
ThermoScientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). El molde
para esta reaccion fue el ARN purificado de cada tratamiento y dia de muestreo

para C. vulgarisy S. acutus.
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Figura 15.- PCR de ARN de C. vulgarisy S. acutus para el gen 18S en diferentes
tratamientos en los dias 7, 12, 15. Con blanco de reaccion para 18S (-) y como

positivo ADN gendmico de cada microalga segun corresponde (+).

Una vez generados los ADNc se cuantificaron, y se realiz6 una PCR con los
cebadores para el 18S para evaluar su integridad y verificar que sean aptas para el

analisis de expresion en PCR tiempo real. La Figura 16 muestra este analisis.
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Figura 16.- PCR con ADNc de C. vulgaris y S. acutus para el gen 18S en
diferentes tratamientos en los dias 7, 12, 15. Con blanco de reaccion para 18S (-)
y como positivo ADN gendmico de S. acutus (+S), C. vulgaris (+C).

7.8.Evaluacién de niveles de expresion por PCR en tiempo real.

En la Figura 17 se muestra el perfil de expresion de los genes KAS, GPAT y BCR
en C. vulgaris bajo la influencia de luz blanca, roja y azul en los dias 7, 12y 15
(Gréfica 6 a). En el dia 7, se observa una sobreexpresion significativa del gen KAS
en presencia de luz roja, alcanzando un nivel cercano a 5. Sin embargo, los genes
GPAT y BCR muestran niveles de expresion inferiores a 3 tanto en luz blanca como

en luz azul.

En el dia 12, se observa una marcada sobreexpresion de KAS, aproximadamente
30 veces mayor en luz azul y cercana a 4 en luz roja. Ademas, el gen BCR también
presenta sobreexpresion significativa de hasta 6 veces en presencia de luz azul.

En el dia 15, tanto en luz roja como en luz azul, se registra una sobreexpresion
ligeramente superior a 3 para el gen BCR. Estos datos indican que el dia 12 provoca
una sobreexpresion de dos genes, KAS y BCR, en presencia de luz azul, mientras
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que en luz roja se observa una sobreexpresion unicamente en el gen KAS. Cabe
destacar que ninguno de los genes supera el nivel de expresion 2 en presencia de

luz blanca.

En cambio, en el caso de S. acutus (Figura 17b), en el dia 7 se observa una
sobreexpresion significativa de los genes SAD y BCX1 en presencia de luz roja,
superando el nivel 3. En el dia 12, el gen BCX1 muestra una sobreexpresion notable
en luz azul, alcanzando hasta 35 veces mas de su nivel de expresiéon normal,

seguido por una sobreexpresion de hasta 12 veces en luz roja.

En el dia 15, todos los genes muestran una sobreexpresion de tres veces mayor en
presencia de luz azul con respecto a la expresion en luz blanca. Entre ellos, el gen
SAD presenta la mayor sobreexpresion, llegando hasta 20 veces, seguido por BCX1
con una sobreexpresion de 6 veces. Aunque los genes BCX1 y KAR muestran una
sobreexpresidon apenas superior al nivel 3 en presencia de luz roja, el gen SAD logra
una sobreexpresion de hasta 6 veces. Por lo tanto, el dia 15 se puede considerar
como el dia con la mayor sobreexpresion de los genes bajo la influencia de luz azul

y roja.
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Figura 17.- a) Expresion relativa de genes en C. vulgaris y b) S. acutus en los dias
7,12 y 15 después de iniciada la propagacion de biomasa en luz blanca, azul y
roja.
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7.9.ldentificacion y cuantificacion de acidos grasos.

La identificacién de acidos grasos se realizé utilizando un estandar comercial como
referencia, y se compararon los tiempos de retencién de cada pico identificado en
las muestras analizadas. Posteriormente, se calcularon los porcentajes de cada
acido graso identificado en cada muestra para realizar comparaciones entre las

diferentes cepas y condiciones establecidas en el experimento.

Cabe destacar que se llevaron a cabo triplicados técnicos y biologicos para cada
muestra, asegurando asi la precision y reproducibilidad de los resultados obtenidos.
Este enfoque riguroso permitio6 una evaluacion confiable de los porcentajes de
acidos grasos presentes en cada muestra y facilitd la comparacién entre las

diferentes condiciones experimentales (Figura 18).

En el perfil de acidos grasos de C. vulgaris, se observa una predominancia de acido
linolénico y acido linoleico, que representan casi el 30% de la composicién total. El
acido palmitico se encuentra cerca del 20%, seguido por el acido butirico y el acido
oleico, que se encuentran en proporciones similares y cercanas al 10%. Por ultimo,
el acido estearico constituye un poco mas del 5% del perfil de acidos grasos. Se
destaca que en presencia de luz azul se observa una disminucion en la produccion
de acido linoleico en comparacion con la luz control y la luz roja, pero se observa un
aumento en la produccion de acido linolénico. Los demas acidos grasos presentan

un comportamiento similar al grupo de control.

En el caso de S. acutus, se observa una mayor produccion de acido butirico en
presencia de luz azul y luz roja en comparacion con la luz control. Al igual que en C.
vulgaris, el acido palmitico se encuentra cerca del 20% de la composicion total. Sin
embargo, el acido oleico muestra una concentracién duplicada en comparacion con
C. wulgaris, aunque en presencia de luz control se ftriplica. Se observa que la
concentracion de acido linoleico y acido linolénico puede ser similar a la de C.
vulgaris, pero su produccién se incrementa considerablemente en presencia de luz

azul y luz roja.
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Estas observaciones en el perfil de acidos grasos de C. vulgaris y S. acutus
proporcionan informacion valiosa sobre las diferencias en la composicion lipidica y
la respuesta a la luz en estas microalgas. Los altos niveles de acido linolénico y
acido linoleico en C. vulgaris sugieren su potencial como fuentes ricas en acidos
grasos poliinsaturados. Por otro lado, la mayor produccion de acido butirico en S.
acutus bajo condiciones de luz azul y roja indica una posible regulacién enzimatica

especifica en respuesta a diferentes longitudes de onda.
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Figura 18.- a) Perfil de acidos grasos en C. vulgaris y b) S. acutus al final de la
cinética en luz blanca, azul y roja.
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En cuanto a la concentracion de acidos grasos saturados e insaturados (Figura 19),
en ambas microalgas, se observo una presencia de acidos grasos insaturados
superior al 60%, mientras que los acidos grasos saturados representaron
aproximadamente el 30% en las condiciones de luz control, azul y roja. En el caso
de C. wulgaris, no se encontraron diferencias significativas en la composicién de
acidos grasos entre las diferentes condiciones de luz. Sin embargo, en S. acutus,

se observo un aumento de acidos grasos saturados en presencia de luz roja y azul.

Estos resultados indican que ambas microalgas son ricas en acidos grasos
insaturados, lo cual es deseable desde el punto de vista bioenergético y de
aplicaciones industriales. Sin embargo, es importante destacar que S. acutus
muestra una respuesta diferencial a la luz roja y azul, con un incremento de acidos

grasos saturados en estas condiciones.
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Figura 19.- a) Perfil de acidos grasos saturados e insaturados en C. vulgaris y b)
S. acutus al final de la cinética en luz blanca, azul y roja.
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El analisis de los acidos grasos insaturados (Figura 20) en C. vulgaris muestra que
su composicion consiste en aproximadamente un 50% de acidos grasos
poliinsaturados y mas de un 15% de acidos grasos monoinsaturados. No se
observaron diferencias significativas en la proporcion de estos acidos grasos entre
los tratamientos de luz roja, azul y control. Esto sugiere que la exposicidn a
diferentes condiciones de luz no afecta significativamente el perfil de acidos grasos
insaturados en C. vulgaris. Por otro lado, en S. acutus se observé un incremento en
la concentracién de acidos grasos poliinsaturados, pasando del 40% al 50%, en
presencia de luz azul y roja. Ademas, se observé una disminucion de acidos grasos
monoinsaturados, reduciéndose del 33% al 20% en las mismas condiciones de luz

en comparacion con la luz control.

Estos resultados indican que S. acutus es mas sensible a la variacion de la luz,
mostrando cambios significativos en la composicion de acidos grasos

poliinsaturados y monoinsaturados en respuesta a la luz azul y roja.

Estos hallazgos podrian tener implicaciones importantes para la produccion y
calidad de lipidos en S. acutus, y sugieren que la manipulacion de la luz puede ser
utilizada como una estrategia para modular la composicion de acidos grasos en esta

especie de microalga.
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Figura 20.- a) Perfil de acidos grasos insaturados en C. vulgaris y b) S. acutus al
final de la cinética en luz blanca, azul y roja.
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7.10. Estimacion del numero de cetano

A partir de los perfiles de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMEs), determinados
mediante cromatografia de gases , se procedio a la estimacion del numero de
cetano del biodiésel que se obtuvo de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus. El
calculo se realizé aplicando el modelo de regresion lineal multiple validado por
Sanchez-Borrotto et al. (2012), que correlaciona la composicion de FAMEs con la
calidad de ignicion del combustible. Los valores estimados para cada especie bajo
las diferentes condiciones de cultivo luminico fueron los siguientes: para Chlorella
vulgaris, el NC fue de 46.76 bajo luz blanca (control), 43.24 bajo luz azul y 44.89
bajo luz roja. En el caso de Scenedesmus acutus, los valores correspondientes
fueron de 49.17 (control), 45.56 (luz azul) y 44.14 (luz roja).

El cumplimiento de los valores de NC estimados para cada muestra frente a estas

normativas se resume en la Tabla 4.

Tabla 4.- Cumplimiento normativo del numero de cetano para el biodiésel de

microalgas.
Cumple ASTM Cumple NOM-EM- Cumple ASTM Cumple EN
Especie Condicién NC D975 (>40) 005-CRE-2015 (>45) D6751 (>47) 14214 (>51)
de Luz Estimado (Diésel de uso (Diésel automotriz, (B100 para (B100,
general, EE. UU.) México) mezcla, EE. UU.) Europa)

Luz Blanca 46.76 Si Si No No
C. vulgaris LED Azul 43.24 Si No No No
LED Roja 44.89 Si No No No
Luz Blanca 49.17 Si Si Si No
S. acutus LED Azul 45.56 Si Si No No
LED Roja 44 14 Si No No No

El analisis comparativo revela que la totalidad de los biodiésel producidos a partir
de ambas microalgas y bajo todas las condiciones luminicas cumplen con el
requisito minimo de la norma ASTM D975, lo que los califica para ser utilizados en
mezclas de bajo porcentaje en el mercado estadounidense. Sin embargo, se
observa una clara diferenciacion en los niveles de calidad superiores. El biodiésel
derivado de S. acutus cultivado bajo luz blanca de control es el unico que satisface
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los criterios de la norma ASTM D6751, con un NC de 49.17, posicionandolo como
una mezcla B100 de alta calidad apto para el mercado de América del Norte. Los
biodiésel de C. wvulgaris (control) y S. acutus (luz azul) también cumplen con la
normativa mexicana NOM-EM-005-CRE-2015. Es importante destacar que ninguna
de las condiciones experimentales evaluadas en este estudio produjo un biodiésel
capaz de cumplir con la exigente norma europea EN 14214, que demanda un NC

superior a 51.

711. Analisis bioinformaticos

Una vez obtenidas las lecturas crudas de la secuenciacion de ARN (RNA-Seq), fue
indispensable la implementacion de un flujo de trabajo bioinformatico. Este proceso
es fundamental para transformar los datos masivos en informacion biolégicamente
coherente y fiable. En esta seccion se detalla el analisis computacional realizado,
desde el control de calidad inicial de las secuencias y el ensamblaje de novo de los
transcriptomas, hasta la anotacién funcional de los genes y la cuantificacion de su

expresion.

7.11.1. Control de calidad y estabilizacion de la varianza de los datos de

expresioén transcriptémica

Previos al analisis de expresion génica diferencial, se realizé un control de calidad
de los datos de conteo crudos para evaluar la relacion media-varianza, un fendmeno
inherente a los datos de secuenciacion de ARN que puede sesgar los analisis

estadisticos posteriores.

La Figura 21 muestra la relacion entre la media de expresion (en escala log,) y la
varianza (representada como desviacion estandar) para los datos normalizados por
el método convencional. Se observa una tendencia clara en la que la varianza de
los conteos génicos aumenta proporcionalmente con el nivel de expresion media.
Este patrén, conocido como dependencia de la media de la varianza (mean-variance

dependence), confirma la necesidad de aplicar métodos de transformacion de datos
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que estabilicen la varianza a lo largo de todo el rango de expresion para cumplir con
los supuestos de los modelos estadisticos que se utilizaran en la identificacién de

genes diferencialmente expresados.

Para corregir este efecto, se aplicé una transformacion de los datos utilizando el
método rlog (regularized logarithm). Esta transformacion logré estabilizar
eficazmente la varianza en casi todo el rango de expresion. Tras la transformacion,
la desviacion estandar se mantuvo constante (aproximadamente entre 0 y 4) para
la gran mayoria de los genes, independientemente de su nivel de expresién media
(que abarco desde aproximadamente 5 hasta 20 unidades en log,). Este resultado
demuestra que la transformacion rlog fue exitosa en homogeneizar la varianza,
eliminando la dependencia observada en los datos crudos y permitiendo asi la
aplicacidn robusta y confiable de analisis estadisticos downstream, como las
pruebas para expresion diferencial.
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Relacion Media-Varianza (Transformacion rlog)
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Figura 21.- Relacion media-varianza después de la transformacion estabilizadora
de varianza (rlog). La transformacién logré homogenizar la varianza a lo largo de
todo el rango de expresidon, cumpliendo con los supuestos para los analisis
estadisticos posteriores.

Este paso de preprocesamiento y control de calidad es fundamental para minimizar
falsos positivos y garantizar que los resultados posteriores de expresion génica
diferencial reflejen verdaderas alteraciones bioldgicas y no artefactos técnicos o
estadisticos de los datos de secuenciacion.

7.11.2. Evaluacion de la influencia de muestras en el modelo mediante

distancias de Cook

Para identificar posibles valores atipicos (outliers) o muestras con una influencia
desproporcionada en el modelo estadistico utilizado para el analisis de expresion
diferencial, se calcularon las distancias de Cook. Esta métrica evalua cuanto

cambiarian las estimaciones de los coeficientes del modelo (en este caso, los
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asociados a los diferentes tratamientos de luz) si se excluyera una muestra
particular. Un valor alto de distancia de Cook indica que una sola muestra tiene un

peso excesivo en las conclusiones del modelo, lo que podria sesgar los resultados.

El analisis, representado en un diagrama de caja y bigotes (Figura 22), muestra la
distribucion de los valores de logio (distancia de Cook) para todas las réplicas
biolégicas de cada condicion: control (luz blanca) y los tratamientos con luz azul y

luz roja.

Distancias de Cook para el modelo de expresion

— [ W e N S
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Figura 22.- Distribucion de las distancias de Cook para el modelo de expresion
diferencial. La ausencia de valores atipicos extremos indica que ninguna muestra
individual ejercié una influencia desproporcionada en el modelo, confirmando su
robustez.

Se observa que la gran mayoria de las distancias de Cook para todas las muestras
se agrupan en un rango bajo y consistente (valores de log10 préoximos a 0). La
distribucion es homogénea entre las réplicas de cada condicion y entre las
diferentes condiciones experimentales. No se detectaron valores atipicos extremos,
lo que indica que ninguna réplica individual ejercié una influencia desproporcionada

o anomala en el modelo de expresion génica.

Este resultado confirma la robustez y confiabilidad del modelo estadistico empleado,
ya que las inferencias sobre la expresion génica diferencial no estan dominadas o

sesgadas por una o unas pocas observaciones extremas. La consistencia entre
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réplicas biolégicas dentro de cada tratamiento valida la calidad de los datos y la
correcta ejecucion del experimento, permitiendo proceder con confianza a la

identificacion de genes diferencialmente expresados.

7.11.3. Andlisis de similitud global entre muestras mediante heatmap de
distancias

Se realizé un analisis de agrupamiento basado en distancias euclidianas de los
perfiles de expresion transformados con transformacion estabilizadora de la
varianza para evaluar la similitud transcripcional global entre las muestras y
confirmar la consistencia de las réplicas biolégicas en cada condicion experimental.
El heatmap de distancias obtenido representa la matriz de distancias entre todos los
pares de muestras analizadas (Figura 23). Los tonos mas oscuros indican mayor
similitud entre muestras, mientras que los tonos mas claros reflejan mayor
disimilitud.En este grafico, un color mas oscuro (valores mas bajos en la escala, ej.
0-100) indica una mayor similitud (menor distancia) entre los perfiles de expresion
de dos muestras, mientras que un color mas claro (valores mas altos, ej. 300-400)

indica una mayor disimilitud.
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Figura 23.- Heatmap de distancias entre muestras (transformacion VST). La
agrupacion compacta de réplicas bioldgicas dentro de cada tratamiento (bloques
diagonales oscuros) y la mayor distancia entre tratamientos diferentes validan la

consistencia experimental y el fuerte efecto del factor luminico.

Se observa un patrén de agrupamiento claro y consistente, las réplicas bioldgicas
de un mismo tratamiento (por ejemplo, Control rep1, rep2, rep3) muestran distancias
muy bajas entre si, como lo indica el color oscuro en los bloques de la diagonal
correspondientes a cada grupo. Esto demuestra una alta concordancia y
repetibilidad técnica y bioldgica dentro de cada condicién experimental.

60



Los perfiles de expresion de los diferentes tratamientos (Control, Luz Azul, Luz Roja)
son claramente distinguibles. Esto se evidencia por los cuadrados de color mas
claro (mayores valores de distancia) en las intersecciones entre los distintos grupos
de tratamiento. Este patrén confirma que el factor experimental principal (la longitud
de onda de la luz) induce cambios globales y reproducibles en el transcriptoma de

ambas microalgas.

Este analisis proporciona una validacion robusta de la calidad del experimento,
confirmando que la sefial biolégica asociada a cada tratamiento es fuerte y
consistente, y es mucho mayor que la variabilidad inherente entre las réplicas. Por
lo tanto, los cambios transcriptdmicos observados posteriormente pueden atribuirse

con confianza al efecto de los diferentes tratamientos de luz.
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7.11.4. Analisis de correlacion entre muestras mediante heatmap de

coeficientes de correlacion

Se calculé la matriz de coeficientes de correlacion de Pearson a partir de los datos
transformados con rlog para obtener una medida cuantitativa de la similitud entre
los perfiles de expresién globales.

La matriz se muestra de forma grafica en el heatmap de correlaciones
correspondiente (Figura 24). Los tonos azul intensos corresponden a valores de
correlacién cercanos a 1, indicando alta similitud en el perfil transcripcional entre
muestras. Los colores azules o claros reflejan valores de correlacion bajos,

indicando baja similitud o ausencia de correlacion. Por el contrario, los colores
oscuros reflejan valores de correlacion altos.
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Figura 24.- Heatmap de coeficientes de correlacion de Pearson entre muestras
(transformacion rlog). Los altos valores de correlacién (azul intenso) dentro de
cada grupo de tratamiento (>0.9) y los valores menores entre grupos confirman la

62



repetibilidad y la solidez de la respuesta transcriptomica especifica para cada
condicion de luz.

Los resultados revelan un patrén de agrupamiento muy definido, se observan
bloques diagonales de color azul intenso (valores de correlacion superiores a 0.9)
que corresponden a las comparaciones entre las réplicas bioldgicas de un mismo
tratamiento. Esto confirma una elevada concordancia y reproducibilidad dentro de
cada grupo experimental (Control, Luz Azul, Luz Roja).

Las correlaciones entre tratamientos diferentes son notablemente menores, como
lo indican los colores anaranjados y amarillos (valores en el rango de ~0.6 a 0.8).
Esto demuestra que cada tratamiento de luz induce un perfil de expresion
transcriptomica global unico y distintivo.

Se observa que la intensidad del color y, en consecuencia, el valor del coeficiente
de correlacion es notablemente mas alta dentro de cada grupo de tratamiento que
entre grupos distintos. Esto confirma que la variabilidad asociada a la condicion
experimental (luz blanca, azul o roja) es significativamente mayor que la derivada

de variabilidad biolégica o técnica no controlada.

Este resultado corrobora cuantitativamente lo observado en el analisis de
distancias, reafirmando la solidez de los agrupamientos por tratamiento y la
confiabilidad de los datos para realizar los analisis de expresion diferencial. La
elevada correlacion dentro de cada grupo garantiza que los cambios de expresion
identificados sean consistentes y puedan atribuirse especificamente al efecto de la
longitud de onda de la luz aplicada.
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7.11.5. Visualizacién de la estructura global de los datos mediante analisis de

componentes principales (PCA)

Con el objetivo de visualizar la estructura global de los datos de expresion y
identificar las principales fuentes de variacion entre las muestras, se llevé a cabo un
Analisis de Componentes Principales (PCA) utilizando los perfiles de expresion

transformados mediante el método rlog.

En el grafico de PCA resultante (Figura 25), las muestras se proyectan en un plano
bidimensional definido por los dos primeros componentes principales (PC1y PC2),
los cuales capturan la mayor proporcion de la varianza total presente en el conjunto

de datos.

20
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Figura 25.- Analisis de Componentes Principales (PCA) de los perfiles de
expresion transcriptomica. La clara separacion de los tratamientos a lo largo del
PC1 (83% de varianza) demuestra que la longitud de onda de la luz es el principal
factor driving que reorganiza globalmente el transcriptoma.

Los resultados son contundentes, el primer componente principal (PC1) explica por
si solo el 83% de la varianza total de los datos. Este alto porcentaje indica que la
mayor fuente de variabilidad en el transcriptoma esta directamente asociada a los

diferentes tratamientos de luz aplicados.

El segundo componente principal (PC2) explica una proporcion menor de la
varianza (6%), que probablemente representa variabilidad biolégica o técnica menor

no asociada al factor experimental principal.

La disposicion de las muestras en el grafico muestra una separacion clara y evidente

entre los tres grupos de tratamiento (Control, Luz Azul y Luz Roja). Las réplicas
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biolégicas de un mismo tratamiento se agrupan estrechamente entre si, formando
clusters compactos y bien definidos. Esta agrupacion confirma la alta

reproducibilidad del experimento.

La segregacion clara de las muestras a lo largo del PC1 demuestra que la longitud
de onda de la luz ya sea blanca, azul o roja es el factor que mayor influencia ejerce
sobre el perfil de expresion génica global en ambas microalgas, induciendo una
reorganizacion masiva del transcriptoma. Este hallazgo valida experimentalmente
la hipdtesis central del estudio, confirmando que los tratamientos luminicos no solo
alteran respuestas aisladas, sino que activan programas transcriptomicos
completos, distintivos y altamente consistentes. Asi, se establece una base soélida
para interpretar los resultados de expresion diferencial en el contexto de la

modulacién luminica aplicada.

7.12. ldentificacion de genes diferencialmente expresados en respuesta a
diferentes longitudes de onda

Se realizaron analisis de expresion génica diferencial a partir de unos 300,000
transcritos obtenidos por ensamblado de novo. Se seleccion6 un subconjunto de
~22,000 transcritos anotados con potencial relevancia bioloégica tras aplicar filtros
de calidad y anotacion funcional. Estos transcritos constituyeron el conjunto de

trabajo para los analisis subsiguientes.

Se identificaron genes diferencialmente expresados utilizando el paquete DESeq2
para todas las comparaciones entre condiciones experimentales. Control vs Luz
Azul, Control vs Luz Roja, y Luz Azul vs Luz Roja. Se establecieron umbrales
estadisticos estrictos para garantizar la robustez de los resultados: |log,(Fold
Change)| > 2 y padj < 0.05.
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7121. Analisis global y graficos de volcan

Los graficos de volcan (Figura 26, 27 y 28) proveen una representacion visual
integral de los resultados para cada comparacion. En estos graficos, cada punto
representa un transcrito, graficado en funcion de su cambio fold (log, Fold Change,
eje X) y su significancia estadistica (-log,, del valor p ajustado, eje Y). Los transcritos
que se ubicaron en las regiones superiores laterales de los graficos (fuera de los
umbrales definidos por las lineas punteadas) fueron considerados como DEGs.
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Figura 26.- Volcano plot del analisis de expresion diferencial para la comparacion
control (luz blanca) vs luz azul. Los puntos que superan los umbrales de
|log2FC|>2 y padj<0.05 (esquinas superiores) representan genes diferencialmente
expresados significativos.
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Figura 27.- Volcano plot del analisis de expresion diferencial para la comparacion
control (luz blanca) vs luz roja. Se observa un perfil distintivo de genes inducidos y

reprimidos en respuesta a la luz roja en comparacion con el control.
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Figura 28.- Volcano plot del analisis de expresion diferencial para la comparacion

directa luz azul vs luz roja. La cantidad de genes diferencialmente expresados
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confirma que cada longitud de onda activa programas genéticos unicos y
especificos.

Un examen visual de los volcanes revela que, para todas las comparaciones, un
numero sustancial de transcritos superé los umbrales de significancia,
congregandose en las regiones laterales superiores de las graficas. Esto indica una
respuesta transcriptobmica masiva y robusta tanto a la luz azul como a la roja en
comparacion con el control de luz blanca, asi como entre ellas mismas. La nube de
puntos distribuida a lo largo del eje de fold change confirma que los tratamientos
luminicos no solo activaron sino también reprimieron pathways metabdlicos clave

de manera significativa.

El alto numero de DEGs identificados en cada contraste corrobora de manera
contundente los hallazgos previos del analisis de PCA, donde la condicidon
experimental (luz) explicaba la mayor fuente de varianza. La magnitud de los
cambios observados (alto |log,FC|) y su significancia estadistica (alto -log,, padj)
para cientos de transcritos confirman que el cambio en la calidad de la luz es un
factor crucial que reorganiza profundamente el transcriptoma de Chlorella vulgaris
y Scenedesmus acutus, modulando conjuntos de genes en parte solapados y en

parte unicos para cada longitud de onda.

Este perfil global de expresion sienta las bases para los analisis funcionales
subsiguientes, dirigidos a elucidar las vias metabodlicas especificas y los
mecanismos regulatorios asociados a la acumulacion de lipidos inducida por la

fotoestimulacion.

Para complementar el analisis global de los graficos de volcan y verificar
visualmente los resultados de DESeq2, se inspeccionaron las cuentas normalizadas
de genes individuales identificados como diferencialmente expresados.

La Figura 29 muestra el perfil de expresidon del transcrito
en las tres condiciones experimentales (Control, Luz Azul y Luz Roja). La grafica de
barras representa los conteos normalizados (provenientes de la transformacion

estabilizadora de varianza de DESeq2) para cada réplica biolégica dentro de un
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tratamiento, permitiendo apreciar tanto la media del grupo como la variabilidad entre
réplicas.

2004

150 1

100 A

Conteos normalizados

504

Control Luz azul Luz roja
Tratamiento

Figura 29.-Conteos normalizados (transformacion VST de DESeq2) para el
transcrito de ejemplo en las tres condiciones
experimentales. El perfil valida visualmente la sobrexpresion reproducible de este
gen bajo los tratamientos de luz azul y roja

En este ejemplo representativo, se observa claramente que la expresion de este
gen es sustancialmente mayor en las condiciones de Luz Azul y Luz Roja en
comparacion con la condicion Control (Luz Blanca). Ademas, la consistencia entre
las réplicas bioldgicas dentro de cada tratamiento (baja dispersidon de las barras)
confirma que la diferencia en la expresion es robusta y reproducible, y no un

artefacto derivado de la variabilidad experimental.

Este tipo de visualizacion valida cuantitativamente lo que los graficos de volcan
muestran de forma global: la existencia de transcritos cuyo nivel de expresion
cambia de manera significativa y confiable en respuesta a los distintos tratamientos

de luz. La inspeccion manual de genes como este sirvi6 como control de calidad
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adicional para los resultados bioinformaticos antes de proceder con el analisis de

enriquecimiento funcional.

7.13. Analisis de enriquecimiento funcional de gene ontology (GO)
Se realiz6 un analisis de enriquecimiento funcional utilizando las categorias de Gene
Ontology para interpretar bioldgicamente los conjuntos de genes diferencialmente
expresados identificados en cada comparacién. El analisis identifica procesos
bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares sobrerrepresentados
entre los DEGs, ofreciendo una vision mecanistica de la respuesta celular a los

tratamientos de luz.

7.13.1. Procesos biolégicos (Biological Processes - BP)

Los DEGs inducidos por la luz azul estan significativamente enriquecidos en
procesos relacionados con la obtencion y conversion de energia, como la fase
fotoquimica de la fotosintesis (Figura 30). Se observo un fuerte enriquecimiento en
procesos de transporte, especificamente de aminoacidos y de iones monoatémicos.
Esto sugiere una reorganizacion del transporte de nutrientes y metabolitos. La luz
azul podria estar desencadenando una amplia reprogramacion transcripcional,

como se evidencia en un enriquecimiento significativo en procesos relacionados con
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la expresion génica, como la iniciacion de la transcripcion dependiente de ADN

molde y la replicacién del ADN.

Luz azul Luz roja
Transporte de aminocidos ]
Iniciacién de la transcripcion |
dependiente de ADN molde 4
Procesos metabélicos primarios | .
Ratio génico p.adjust
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Figura 30.-Analisis de enriquecimiento funcional de Gene Ontology (GO) para
procesos biologicos (BP). Se muestran los términos mas enriquecidos entre los
genes diferencialmente expresados en los tratamientos de luz azul y roja. El tamafio
del punto representa el r epresenta el ratio génico y el color representa el valor de
p ajustado.

Los DEGs modulados por la luz roja mostraron un patron de enriquecimiento en
procesos biolégicos similar pero distintivo, involucrando procesos metabdlicos

primarios y de transcripcion.

7.13.2. Funciones moleculares (Molecular Functions - MF)

El analisis de enriquecimiento funcional proporciond una resolucion mas fina de los
mecanismos de los productos génicos (Figura 31). Las funciones moleculares mas
enriquecidas entre los DEGs bajo luz azul estuvieron vinculadas a la captacion y

conversion de energia luminica, y a la transduccion de sefales.
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Figura 31.- Analisis de enriquecimiento funcional de funciones moleculares (MF)

de Gene Ontology (GO). Se revelaron los mecanismos moleculares detras de la

respuesta, con términos relacionados con la transferencia de electrones, unién a
cofactores, actividad catalitica y unién a DNA altamente enriquecidos.

Estas incluyeron:

e Actividad de transferencia de electrones

e Actividad oxidorreductasa (actuando sobre grupos CH-CH de
transportadores de electrones)

e Unidn a clusteres [4Fe-4S] y unidn a hemo (componentes clave de cadenas
de transporte de electrones).

¢ Actividad de quinasa sensor de retransmisién de fosfato, lo que apunta a la

activacion de rutas de sefalizacion y fosforilacion.

De manera crucial, se observé un fuerte enriquecimiento en funciones relacionadas

con la regulacion de la transcripcion, como:

e Actividad del factor sigma
e Uniodn al ADN con especificidad de secuencia

e Unidén de factores de transcripcion
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e Actividad de ARN polimerasa ADN-dependiente 5'->3'.

Este hallazgo corrobora y da mecanismo a los procesos biologicos identificados,
confirmando que la luz azul induce una masiva reprogramacion del transcriptoma a

través de la modulacion de la maquinaria transcripcional central.

7.13.3. Visidn integrada de la respuesta a la luz LED

El analisis GO general (Figura 32) consolida estos hallazgos, mostrando un

solapamiento y una especificidad entre las respuestas a la luz azul y roja.

Luz azul Luz azul y roja Luz roja

Actividad de transferencia de electrones - °

Actividad de quinasa sensor de retrar ision de fosf
Actividad del factor sigma -
Unién a hemo -
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Transportador de electrones en canales de iones monoatoémicos -
Actividad fotosintética -

Transporte de iones monoatémicos -
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Figura 32.- Visién general consolidada del analisis de enriquecimiento funcional
GO. La grafica integra los términos mas significativos de procesos bioldgicos BP y
funciones moleculares MF, mostrando el solapamiento y las especificidades de la

respuesta molecular a las diferentes longitudes de onda.

En conjunto, los resultados del enriquecimiento funcional pintan un panorama
coherente: tanto la luz azul como la roja desencadenan una respuesta

transcripcional masiva*que afecta centralmente a:

e La fotosintesis y el metabolismo energético (e.g., fase fotoquimica,

transferencia de electrones).
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e El transporte de iones y metabolitos.

e La expresidn y regulacidon génica a nivel transcripcional.

La luz azul, en particular, mostr6 una senal de enriquecimiento mas fuerte y
especifica en funciones relacionadas con la transduccion de sefiales (quinasas) y la
transcripcion (factores sigma, ARN polimerasa), sugiriendo un papel potencialmente
mas destacado en la activacidon de programas genéticos regulatorios. Esto
proporciona una base mecanistica solida para los fenotipos observados de
acumulacion de lipidos, vinculando la percepcion de la luz directamente con la

reprogramacion del metabolismo central.

7.14. Analisis comparativo de la respuesta funcional a la luz azul y roja
mediante categorias de genes ortélogos (COG)

Para cuantificar y comparar de manera integral las funciones celulares mas
impactadas por cada tipo de fotoestimulacion, los genes diferencialmente
expresados (DEGs) en los tratamientos de luz azul y luz roja fueron categorizados
utilizando el sistema de Clusters de Genes Ortdlogos (COG). Este analisis funcional
de alto nivel permite agrupar los genes en categorias funcionales amplias y
comparar el numero de DEGs asignados a cada categoria entre ambos tratamientos
(Figura 33).
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Figura 33.- Analisis comparativo de la asignacion funcional de genes
diferencialmente expresados en categorias COG (Clusters of Orthologous
Groups). El grafico de barras compara el numero de genes asignados a cada
categoria funcional broad entre los tratamientos de luz azul (barras inferiores) y luz
roja (barras superiores), cuantificando el impacto diferencial en los procesos
celulares.

El analisis revel6 una reprogramacion masiva del transcriptoma, con mas de 800
genes de funcion desconocida modulados en cada tratamiento, lo que subraya el
vasto potencial de descubrimiento biolégico que aun representan estas microalgas.
Entre las funciones anotadas, se observaron patrones de respuesta compartidos y
especificos para cada longitud de onda.

Los resultados del analisis comparativo revelan que ambas longitudes de onda azul
y roja indujeron cambios profundos en los procesos de expresién génica, afectando
de manera significativa las funciones informativas de la célula. La categoria mas
enriquecida fue Transcripcion (~350 genes), seguida de Traduccion (~280 genes)

y Modificacion postraduccional, recambio de proteinas y chaperonas (~190-220
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genes). Esto confirma que la respuesta primaria a la fotoestimulacion consiste en
una reprogramacion integral que abarca desde la regulacion transcripcional hasta

la sintesis, el plegamiento y la estabilidad proteica.

Asimismo, se observé una fuerte modulacion en categorias vinculadas al
metabolismo de lipidos y su transporte (~140 genes en ambos casos por
tratamiento), lo que provee una base transcriptomica sélida para la acumulacion de
lipidos observada bioquimicamente. La categoria “Produccidén y conversion de
energia” (~160 genes) también mostré un enriquecimiento notable, reflejando los
reajustes del metabolismo energético necesarios para sostener la biosintesis
lipidica.

La luz azul modul6 genes de biogénesis de pared y membrana celular, transporte y
metabolismo de aminoacidos. La luz roja enriquecié genes de transduccion de

sefales, sugiriendo su papel en la activacidon de vias de sefalizacion especificas.

La fotoestimulacidén podria influir en procesos de divisidn y crecimiento celular al
afectar categorias funcionales como el transporte y metabolismo de carbohidratos,
el transporte de iones inorganicos y el control del ciclo celular y la mitosis.

7.15. Mapeo funcional de rutas metabdlicas mediante la base de datos
KEGG

Para identificar genes diferencialmente expresados y comprender la respuesta
celular, los transcritos significativos de los analisis previos se asignaron a las rutas
metabolicas de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG),
enfocandose en las rutas relacionadas con la sintesis de acidos grasos, precursores

clave para el biodiesel.

La interpretacion de mapas de rutas metabdlicas se basé en un sistema de
codificacion visual: Las enzimas inducidas por luz azul se destacan en fondo verde.
Las inducidas por luz roja se marcan con fondo rojo. Se utilizaron recuadros rojos
para resaltar nodos metabdlicos o sitios de interés regulatorio detectados en el

analisis. Las enzimas mencionadas en las figuras son candidatos prioritarios para
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estudios funcionales en la produccién de biocombustibles, por su relevancia en la
optimizacién de la sintesis de lipidos en microalgas.

7.15.1. Modulacién de rutas metabdlicas de interés bioenergético en

Scenedesmus acutus

El analisis del transcriptoma de S. acutus revelé una profunda reorganizacion de su
metabolismo en respuesta a las diferentes calidades de luz. Las siguientes vias
describen las rutas metabdlicas clave que fueron significativamente moduladas, con
un enfoque en aquellas directamente implicadas en la produccién de precursores
bioenergéticos y la biosintesis de lipidos, construyendo un flujo de carbono desde

su fijacién inicial hasta su almacenamiento final.

7.15.1.1. Fijacion de carbono y metabolismo central (Rutas ko00710,

ko00010) en Scenedesmus acutus

El analisis de la ruta de Fijacion de Carbono (KEGG: ko00710) revela que la luz azul
induce una sobrerregulacion general en las enzimas del ciclo de Calvin-Benson,
incluyendo RuBisCO, PGK y GAPDH (resaltadas en verde, Figura 34). El aspecto
central de esta respuesta, sin embargo, se ubica en la conversion de 3-PGA a G3P,
un nodo metabdlico fundamental que se destaca en rojo. Este mismo punto de
conexion aparece activado en la ruta de Glucolisis/Gluconeogénesis (KEGG:
ko00010, Figura 35), lo que evidencia un mecanismo coordinado para desviar el
carbono fijado hacia la produccion de piruvato y, a su vez, de precursores para la
sintesis de lipidos.
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Figura 34.- Ruta de fijacion de carbono en S. acutus (KEGG: ko00710). El
mapa ilustra la induccién del ciclo de Calvin-Benson por la luz azul, evidenciada
por la sobrerregulacion de las enzimas RuBisCO, PGK y GAPDH (fondo verde). La
conversion de 3-PGA a G3P se destaca con un recuadro rojo, identificandose
como un punto de control regulatorio clave en esta via.
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Figura 35.- Ruta de glucdlisis / gluconeogénesis en S. acutus (KEGG:
ko00010). El mapa evidencia un mayor flujo de carbono desde el ciclo de Calvin,
mostrando la sobrerregulacion de enzimas que conducen a la produccion de
piruvato. La etapa critica, destacada con un recuadro rojo, es la conversion de 3-
PGA a G3P, un paso fundamental ya que el G3P, cuya sintesis involucra a la
enzima clave GAPDH, es el precursor exportado del cloroplasto para alimentar la
glucdlisis y la biosintesis de lipidos.

7.15.1.2. Biosintesis de acidos grasos (Ruta ko00061) en S. acutus

La ruta de Biosintesis de Acidos Grasos (KEGG: ko00061) presenta una respuesta
regulatoria compleja, donde ciertas enzimas son sensibles a ambas calidades de
luz. Tal es el caso de la subunidad beta-carboxiltransferasa (BCX1) y la beta-
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cetoacil-ACP reductasa (KAR), las cuales muestran induccién transcripcional tanto
con luz azul como con luz roja, segun se observa en la Figura 36. No obstante, el
punto de regulacion mas notable en esta via es la Enoil-[acil-carrier protein]
reductasa (fabV). Esta enzima, enmarcada en rojo, evidencia una fuerte y especifica
sobrerregulacion unicamente bajo el estimulo de la luz roja, identificandola como un

elemento clave en la modulacion de la ruta por esta longitud de onda.
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Figura 36.- Ruta de biosintesis de acidos grasos en S. acutus (KEGG:
ko00061). El mapa ilustra una regulacion compleja por la luz. Las enzimas clave
BCX1 y KAR (fondo verde y rojo) son inducidas transcripcionalmente tanto por luz
azul como por luz roja. El punto de control principal de la ruta, la Enoil-[acil-carrier
protein] reductasa (fabV), enmarcada en rojo, evidencia una fuerte y especifica
sobrerregulacion unicamente bajo el estimulo de la luz roja.

7.15.1.3. Sintesis de glicerolipidos y triacilgliceroles (Ruta ko00561) en

Scenedesmus acutus

La ruta del Metabolismo de Glicerolipidos (KEGG: ko00561) ilustra como se regula

el almacenamiento de acidos grasos en forma de TAGs. El proceso inicia con la
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induccion de las enzimas GPAT y LPAAT, que responden tanto a la luz azul
(indicado con fondo verde) como a la roja (fondo rojo), segun la Figura 37. Sin
embargo, el control principal de la ruta recae sobre el paso final, catalizado por una
DGAT fuertemente sobreexpresada. La centralidad de esta reaccion queda
subrayada por el nodo del acido fosfatidico, localizado en el mapa dentro de un

rectangulo rojo para sefalarlo como punto de interés metabdlico.

[ cLycEROLIPD METABOLISM |

2-Phospho-
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Figura 37.- Ruta del metabolismo de glicerolipidos en S. acutus (KEGG:
ko00561). El mapa muestra la induccién de enzimas clave de la via de Kennedy,
incluyendo GPAT, LPAAT y DGAT, por la luz azul (fondo verde) y roja (fondo rojo).
El intermediario acido fosfatidico, enmarcado en rojo, se identifica como el punto
de ramificacion crucial que desvia el flujo metabdlico hacia la sintesis de
fosfolipidos o de triacilgliceroles (TAGS).
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7.15.2. Reconfiguracion del metabolismo lipidico en Chlorella vulgaris

El analisis funcional del transcriptoma de C. vulgaris también demostré una
reprogramacion metabolica sustancial orientada a la produccion de lipidos. Sin
embargo, la comparacion con S. acutus revela un conjunto distinto de nodos
regulatorios clave, lo que sugiere la existencia de estrategias moleculares especie-

especificas para responder a la fotoestimulacion.

7.15.2.1. Biosintesis de acidos grasos (Ruta ko00061) en Chlorella vulgaris

El mapa de la Biosintesis de Acidos Grasos (ID de KEGG: ko00061) para C.
vulgaris, presentado en la Figura 38, muestra un patron de regulacion distinto. Los
principales puntos de interés regulatorio, enmarcados en rectangulos rojos, son la
subunidad de la proteina transportadora de biotina carboxilo (BCR) del complejo
ACC, la Beta-cetoacil-ACP sintasa (KAS), que incluye la isoforma Beta-cetoacil-
ACP sintasa | (KASI o FabB), y la Proteina transportadora de acilos (ACP o FabA).
De estas, BCR y KAS exhiben la sobrerregulacion mas prominente con un intenso
resaltado verde, indicativo de una fuerte induccion bajo la condicion de luz azul.
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Figura 38.- Ruta de biosintesis de acidos grasos en C. vulgaris (KEGG:
ko00061). El mapa revela una fuerte induccién por luz azul (fondo verde) de dos
enzimas clave: la subunidad BCR del complejo ACC (Fab) y la beta-cetoacil-ACP

sintasa (KAS). Ambas enzimas, enmarcadas en rojo, se identifican como los
principales puntos de control regulatorio, lo que sugiere una estrategia coordinada

para maximizar el flujo de carbono a través de la via.

7.15.2.2. Sintesis de Glicerolipidos y Triacilgliceroles (Ruta ko00561) en
Chlorella vulgaris

En C. vulgaris, el mapa del Metabolismo de Glicerolipidos (KEGG: ko00561) revela
un patron de regulacion positiva en la via de Kennedy, donde isoformas de la
Glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y la Diacilglicerol O-aciltransferasa
(DGAT) son inducidas tanto por la luz azul (resaltado verde) como por la roja
(resaltado rojo), segun la Figura 39. La base de esta ruta se destaca con un
rectangulo rojo que enmarca a la Glicerol quinasa (glpK). Esta enzima es clave,
pues cataliza la fosforilacion del glicerol para producir el esqueleto de sn-glicerol-3-
fosfato, indispensable para toda la sintesis posterior de glicerolipidos.
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Figura 39.- Ruta del Metabolismo de Glicerolipidos en C. vulgaris (KEGG:
ko00561). El mapa muestra un patron de regulacién positiva en la via de Kennedy,
similar al de S. acutus, con la induccion de GPAT y DGAT por luz azul (verde) y
roja (rojo). El punto de interés clave, enmarcado en rojo, es la Glicerol quinasa
(glpK). Esta enzima es fundamental, ya que cataliza la fosforilacion del glicerol
para generar el esqueleto de sn-glicerol-3-fosfato, paso inicial para toda la sintesis
de glicerolipidos.

7.15.3. Sintesis comparativa y estrategias regulatorias especie

El mapeo KEGG confirma que tanto la luz azul como la roja son potentes
moduladores del metabolismo lipidico en S. acutus y C. vulgaris, induciendo una
reprogramacion transcripcional que abarca desde la fijacion de carbono hasta la
sintesis de triacilgliceroles. Sin embargo, a pesar de que ambas condiciones
luminicas conducen a un fenotipo similar, un mayor potencial para acumular lipidos,
los mecanismos moleculares y los puntos de control difieren notablemente entre las
dos especies, lo que sugiere estrategias de adaptacion a la luz evolutivamente
distintas.
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Para facilitar una comparacion directa, la Tabla 5 resume las enzimas clave cuya

expresion fue regulada diferencialmente, junto con la interpretacidn de la estrategia

regulatoria inferida para cada microalga. Estas reconfiguraciones metabdlicas

proporcionan el fundamento de los fenotipos bioquimicos observados, y la

identificacion de estos nodos regulatorios especificos para cada especie abre

nuevas y prometedoras vias para la ingenieria metabdlica dirigida.

Tabla 5.- Resumen de enzimas clave en rutas de biosintesis de lipidos con expresién
diferencialmente regulada por luz azul y roja en S. acutus y C. vulgaris. El Simbolo (7):
Significa "sobreexpresion" o "aumento en la expresién del gen" en comparacion con la
condicion de control (luz blanca).

El numero de flechas (1, 11, 111) indica la magnitud o la fuerza de esa sobreexpresion. 1: Una
sobreexpresion significativa. 11: Una sobreexpresion fuerte. 111: Una sobreexpresion muy fuerte.

Ruta metabdlica

(kegg id)

Enzima clave
(nombre y ec)

S. acutus
(regulacion

C. vulgaris
(regulacion

Interpretacion de la estrategia
regulatoria

Biosintesis de
acidos grasos
(KO00061)

Metabolismo de
glicerolipidos
(KO00561)

Acetil-CoA
carboxilasa (BCX1)
[EC:6.4.1.2]

Acetil-CoA
carboxilasa (BCR)
[EC:6.4.1.2]

B-cetoacil-ACP
sintasa (KAS)
[EC:2.3.1.41]

B-cetoacil-ACP
reductasa (KAR)
[EC:1.1.1.100]

Estearoil-ACP
desaturasa (SAD)
[EC:1.14.19.2]

Glicerol-3-fosfato
aciltransferasa
(GPAT)
[EC:2.3.1.15]

Diacilglicerol O-
aciltransferasa
(DGAT)
[EC:2.3.1.20]

por luz)
11 Azul,
11 Roja

Expresion
basal

Expresion
basal

1 Azul,
1 Roja

111 Azul,
11 Roja

1 Azul,
1 Roja

11 Azul,
1 Roja

por luz)
Expresion

basal

11 Azul,
1 Roja

111 Azul,
1 Roja

Expresion
basal

Expresion
basal

1 Azul,
1 Roja

11 Azul,
1 Roja

Control del flujo de entrada:

S. acutus regula potentemente el primer
paso comprometido para modular la tasa
general de sintesis.

Aumento del sustrato:

C. wulgaris aumenta la produccion de
malonil-CoA para alimentar el motor de
sintesis.

Maximizacion del flujo:

C. vulgaris sobrerregula masivamente el
motor de elongaciébn para una
produccién de alto rendimiento.

Soporte a la elongacién:

S. acutus muestra una induccién de
apoyo, pero no es el principal punto de
control.

Control de la calidad del producto:
S. acutus controla finamente la
composicion de los &acidos grasos,
favoreciendo la produccién de C18:1.

Conservado:

Ambas especies activan el primer paso
del ensamblaje de TAGs de manera
similar.

Control del destino final:

Ambas especies aseguran
potentemente que los diacilgliceroles se
canalicen hacia el almacenamiento de
TAGs, priorizando la reserva de energia.
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7.16. Validacién de los resultados del RNA-Seq mediante RT-qPCR

Se utilizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real para dos
propésitos principales: confirmar la presencia de genes identificados en el
transcriptoma a partir de las rutas KEGG de interés, asegurando que estén
presentes y activamente transcritos en el ARN de las microalgas, y validar la
modulacién, cuantificando la expresion relativa de estos genes bajo condiciones de
luz azul y roja para verificar que las rutas metabdlicas asociadas (lipidos,
carbohidratos y energia) sean efectivamente moduladas por la calidad de la luz,

segun lo sugerido por el analisis bioinformatico.

El analisis de enriquecimiento funcional utilizando las bases de datos de Gene
Ontology (GO) y la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) (revel6 una
sobreexpresion significativa de genes diferencialmente expresados (DEGs) en rutas
metabdlicas centrales. Destacaron especialmente las vias relacionadas con el
metabolismo de lipidos, el metabolismo de carbohidratos, la produccion vy
conversion de energia, y notablemente, los procesos de transcripcién y traduccion,
lo que sugiere una reorganizacion integral de la maquinaria informacional vy

metabdlica de la célula.
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Los genes asociados con el metabolismo de lipidos estan en color morado, los del

metabolismo energético en verde, y los del metabolismo de carbohidratos en azul.

Estos genes se expresaron al ser expuestos a luz roja o azul en la microalga Tabla

6.
Tabla 6.- Genes clave identificados por analisis funcional (GO/KEGG) para
validacion por RT-gPCR
Simbolo Nombre Metabolismo Ruta
fabD,
[Proteina portadora de acilo] S-
MCAT,
maloniltransferasa [EC:2.3.1.39]
MCT1
Enoil-[proteina transportadora de acilo] Biosintesis de
fabV, ter reductasa/trans-2-enoil-CoA reductasa acidos grasos
(NAD+) [EC:1.3.1.9 1.3.1.44]
MCH Acil-[proteina portadora de acilo] hidrolasa
de cadena media [EC:3.1.2.21] Lipidos
E1.3.3.6,
ACOX1, Acil-CoA oxidasa [EC:1.3.3.6] .
Degradacion de
ACOX3 .
acidos grasos
paaF, echA Enoil-CoA hydratasa [EC:4.2.1.17]
Diacilglicerol quinasa (ATP) Metabolismo de
dgkA, DGK
[EC:2.7.1.107] glicerolipidos
rpiA Ribosa 5-Fosfato isomerasa A [EC:5.3.1.6] L
Fijacion de carbono
E ti i
GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa nergeticos en organismos
fotosintéticos.
gapA (fosforilacién) [EC:1.2.1.12] closinteticos
GAPDH, Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa Glucaolisis/
Carbohidratos
gapA (fosforilacion) [EC:1.2.1.12] Gluconeogénesis

87




Utilizando la secuencia de nucledtidos de los genes de interés obtenida de los
conteos funcionales y del gen control housekeeping, que se mantuvo constitutiva y
estable en todos los tratamientos segun el analisis bioinformatico, se disefiaron
oligonucleotidos especificos para la PCR en tiempo real. Estos oligos se
desarrollaron para cada gen de interés en Secedesmus acutus (Tabla 7) y Chlorella

vulgaris

Tabla 8), permitiendo un barrido entre las rutas de produccion de acidos grasos
como potencial bioenergético.

Tabla 7.- Oligonucledtidos disefiados para la validacion por RT-qPCR en S. acutus

Longitud

Gen (pb) Tm (°C) %GC Forward (5’ - 3’) Reverse (5’ - 3%)
ACOX 155 60.04 55-60
PAAF 120 59.97 55
FabD 102 59.97 55-50
FabV 154 59.97 50
MCH 94 60 50-55
dgkA 162 59.97 55
rpiA 198 59.97 55-60
GAPDH 101 60 60-50
GAPDH 129 60 55
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SCTR

(Control) 155 60.05 52-55

Tabla 8.- Oligonucledtidos disefiados para la validacion por RT-gPCR en C.

vulgaris
Longitud a a o o v o
(pb) Tm (°C) | %GC Forward (5' - 3") Reverse (5' - 3')
125 58.35 50-55
FabB
114 58.81 60
fabA
60 60.11 55-60
glpK
97 60.67 52-60 p
petD
131 59.61 60
1659
136 59.89 60
2318
90 59.69 55
41139
114 59.95 46-55
680

SCTR 155 60.05 52-55
(Control)

Los valores de Ct obtenidos en la PCR en tiempo real fueron analizados con el
método de AACt para poder obtener los niveles de expresiéon. Podemos observar
en la Figura 40 la expresion relativa de cuatro genes seleccionados en C.vulgaris
que se detallan a continuacion: Gen CGK: Presenta una sobreexpresién notable
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bajo luz azul, con un nivel de expresion relativa de aproximadamente 7, mucho
mayor que el control de luz blanca (cerca de 1.5) y minima bajo luz roja. Gen CFA:
Exhibe un patron de regulacion opuesto al de CGK, con una fuerte sobreexpresion
selectiva bajo luz roja, alcanzando casi 9. Su expresion es baja bajo luz blanca
(alrededor de 1.2) y casi nula bajo luz azul. Genes CFB y C23: Muestran niveles de
expresion relativamente bajos en todas las condiciones. El gen C23 tiene su mayor

expresion bajo el control de luz blanca, disminuyendo con las luces de colores.
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Figura 40.- Expresion relativa de genes clave en C. vulgaris validada por RT-
qPCR. La grafica muestra los niveles de expresion de los genes C23, CFA, CFB y
CGK bajo condiciones de luz LED azul y roja, normalizados contra el control de luz
blanca. Las barras de error indican la desviacion estandar de las réplicas
biolégicas. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (ns) en este
analisis
Para S. acutus, la Figura 41 muestra el gen PAAF, que se sobreexpreso
significativamente bajo luz azul (aproximadamente 30) y luz roja (aproximadamente
10) en comparacion con el control de luz blanca. La expresién del gen GAPDH

aumentd notablemente en ambas condiciones de luz de color, con un incremento
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mayor bajo luz roja (cerca de 70), superando al observado con luz azul
(aproximadamente 18). Al igual que PAAF, el gen MCH mostré sobreexpresion
significativa bajo luz azul (30) y luz roja (aproximadamente 15) en comparacion con
el control. A diferencia de los otros genes, FAB V no presentd diferencias

significativas en sus niveles de expresion entre los distintos tratamientos de luz.
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Figura 41.- Expresion relativa de genes clave en S. acutus validada por RT-
gPCR. Se comparan los niveles de expresion de los genes FAB V, GAPDH, MCH
y PAAF bajo luz LED azul y roja frente al control de luz blanca. La sobreexpresion
de GAPDH, MCH y PAAF fue estadisticamente significativa, mientras que FAB V
no mostré cambios relevantes. Las barras de error representan la desviacion
estandar. El asterisco (*) indica una diferencia significativa (p < 0.05
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La Figura 42 resume los hallazgos de la localizacion de la expresion relativa en las

microalgas C. vulgaris (recuadros color rosa) y S. acutus (recuadros color azul)
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Figura 42.- Modelo comparativo de la ruta de biosintesis de lipidos y puntos
de regulacion en C. vulgaris y S. acutus. El esquema ilustra las etapas clave de
la sintesis de acidos grasos en el cloroplasto y su ensamblaje en triacilgliceroles
en el reticulo endoplasmatico. Los recuadros rosas resaltan las enzimas
sobreexpresadas en C. vulgaris, mientras que los recuadros azules indican las
enzimas sobreexpresadas en S. acutus, de acuerdo con los hallazgos del estudio.
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8. Discusiones

La respuesta de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus a distintas
calidades de luz muestra una compleja red de adaptaciones fisiologicas vy
moleculares que van mas alla de ajustar la tasa fotosintética. Este estudio revela
que, aunque la luz es la principal fuente de energia, su espectro actuia como una
sefal reguladora que provoca una reprogramacion metabdlica celular profunda,
permitiendo a las microalgas optimizar la particion del carbono y la acumulacion de
lipidos de manera especifica para cada especie. El analisis de las cinéticas de
crecimiento, ajustado con precision por el modelo de Gompertz, presenta una
paradoja central: ambas microalgas mostraron una tasa maxima de crecimiento
especifico (uMax) ligeramente mayor bajo luz azul, indicando una mayor eficiencia
en la division celular. Sin embargo, este aumento en la velocidad de crecimiento no
resultd en una mayor acumulacién final de biomasa ni en un incremento del
contenido de lipidos neutros o totales al final del cultivo. De hecho, mientras que la
luz azul no causé diferencias significativas en el contenido lipidico en comparacion
con la luz blanca, la luz roja disminuy6 la acumulacién de lipidos. Esta desconexion
entre una mayor tasa de crecimiento y la acumulacion de lipidos es un fendmeno
documentado que destaca el compromiso metabdlico entre la proliferacidn celular y
el almacenamiento de reservas energéticas (Wang et al., 2022; Srivastava et al.,
2020).

La célula debe elegir entre invertir el carbono fijado en la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos para dividirse, o desviarlo hacia la produccién de triacilgliceroles
(TAGs) para resistir futuros estréses. La adaptacion a diferentes condiciones
luminicas fue exitosa, evidenciada por el significativo aumento en la concentracion
de clorofila total en ambas especies al final del cultivo, lo que indica una maquinaria
fotosintética activa y saludable. Sin embargo, este aumento en la capacidad
fotosintética no fue suficiente para impulsar la lipogénesis en las condiciones de
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suficiencia de nutrientes de la fase exponencial. La clave para resolver esta
paradoja esta en el analisis transcriptémico, que revela que la luz no actua como un
inductor directo de la acumulacion de lipidos, sino como una sefial preparatoria o
de “cebado” que equipa a la célula con la maquinaria enzimatica necesaria para una
lipogénesis rapida, probablemente desencadenada por una segunda sefal
ambiental, como la limitacién de nutrientes que coincide con la transicién a la fase
estacionaria del cultivo (Bibi et al., 2022; Reitan et al., 1994). Esta hipodtesis se
refuerza por el hecho de que los picos de expresion de los genes lipogénicos clave
se observaron alrededor del dia 12, coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria

y el agotamiento de nutrientes en el medio.

El analisis del perfil de acidos grasos establece el primer vinculo claro entre la
reprogramacion genética y el fenotipo bioquimico. En C. vulgaris, el perfil estuvo
dominado por acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el acido linolénico y
linoleico, manteniéndose estable entre diferentes tratamientos luminicos, aunque la
luz azul favorecio ligeramente la produccion de acido linolénico. En contraste, S.
acutus mostro una respuesta mas adaptable: la luz azul y roja incrementaron
significativamente los PUFAs. Este cambio se correlaciona con la sobreexpresion
del gen de la Estearoil-ACP desaturasa (SAD), una enzima clave que introduce el
primer doble enlace en el acido estearico para formar acido oleico (C18:1), precursor
de los PUFAs (Lopez-Gomollon et al., 2019; Shanklin & Cahoon, 1998). La calidad
del biodiésel depende de este perfil, siendo deseable un alto contenido de acidos
grasos monoinsaturados como el oleico para un equilibrio 6ptimo entre estabilidad
oxidativa y propiedades de flujo en frio (Knothe, 2015; Rashid et al., 2018). La
capacidad de S. acutus para ajustar su perfil de acidos grasos en respuesta a la luz,
mediada por la regulacion de SAD, lo convierte en un candidato prometedor para la

produccion de biodiésel de alta calidad.

La variabilidad observada en el numero de cetano estimado no es un resultado
aislado, sino la consecuencia directa y cuantificable de la reprogramacion del
metabolismo lipidico inducida por la calidad de la luz. La notable disminucion del NC
en el biodiésel de S. acutus cultivado bajo luz roja (NC 44.14) en comparacion con

94



el control de luz blanca (NC 49.17) se correlaciona directamente con el cambio en
su perfil de acidos grasos, que muestra un incremento en la fraccion de acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) y una reduccion de los monoinsaturados. Este
fenotipo bioquimico es consistente con los hallazgos transcriptomicos, que
revelaron una sobrerregulacion especifica y robusta de la Enoil-[acil-carrier protein]
reductasa (fabV) unicamente bajo el estimulo de la luz roja. Este hallazgo sugiere
la existencia de una cascada regulatoria completa y coherente: la sefial luminica
(luz roja) reconfigura la expresion de genes clave en la biosintesis de lipidos, lo que
altera la composicion del perfil de FAMEs, impactando a su vez, y de manera
predecible, en la calidad y el rendimiento del biocombustible final. Aunque el numero
de cetano es un indicador primordial, la optimizacion de microalgas para la
produccion de biodiésel es un desafio multifactorial, y futuras investigaciones
deberian enfocarse no solo en la modulacion del NC, sino también en el ajuste fino
del perfil de FAMEs para cumplir simultaneamente con multiples especificaciones

de calidad.

El analisis transcriptomico, validado por RT-qPCR, revela que S. acutusy C. vulgaris
emplean estrategias moleculares divergentes para la acumulacién de lipidos. S.
acutus utiliza un sofisticado “control de calidad y composicion”, regulando finamente
la entrada de carbono a la sintesis de acidos grasos mediante la sobreexpresiéon de
BCX1, subunidad beta-carboxiltransferasa de la enzima Acetil-CoA carboxilasa, que
cataliza el primer paso comprometido de la ruta (Huerlimann & Heimann, 2013). La
expresion de BCX1 aumentd hasta 35 veces bajo luz azul, mostrando un control
estricto sobre el flujo metabdlico inicial. Su estrategia principal es la induccidn
masiva del gen SAD, cuya expresion se elevd hasta 20 veces, asegurando una
composicion especifica de lipidos rica en C18:1. En contraste, C. vulgaris sigue una
estrategia de “maximizacién de flujo y rendimiento”, activando masivamente puntos
clave para eliminar cuellos de botella y aumentar la tasa de produccion total. Esto
se logra mediante la coordinacion de la sobreexpresién de la subunidad de la
proteina transportadora de biotina carboxilo (BCR) del complejo ACC, que puede
aumentar hasta 6 veces, y de manera crucial, de la beta-cetoacil-ACP sintasa
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(KAS), el “motor” del complejo de la acido graso sintasa (FAS), cuya expresion se
increment6 casi 30 veces bajo luz azul (Aghazadeh et al., 2024; White et al., 2005).
Al aumentar simultaneamente la produccion del sustrato (malonil-CoA, via BCR) y
la velocidad de elongacion de la cadena (via KAS), C. vulgaris se prepara para una
produccion de lipidos a gran escala y alta velocidad, priorizando la cantidad sobre
la composicidon especifica, lo que se refleja en la falta de una sobreexpresion
comparable de SAD. Esta diferencia en la regulacién de genes clave como ACC y
KAS entre diferentes especies de microalgas ha sido sugerida como un reflejo de

adaptaciones evolutivas a distintos nichos (Sharma et al., 2015).

Para mantener el potencial lipogénico, es crucial un suministro coordinado de
precursores de carbono. En S. acutus, el analisis transcriptomico muestra una
cascada metabdlica integrada que canaliza eficientemente el carbono desde su
fijacion hasta los bloques de construccion de lipidos. La sobreexpresion de enzimas
clave del ciclo de Calvin-Benson, como RuBisCO, PGK y GAPDH, bajo luz azul
genera un “empuje” que incrementa la produccion de gliceraldehido-3-fosfato (G3P)
(Yang et al.,, 2017). Este G3P se exporta al citosol, donde la sobreexpresion
simultdnea de las enzimas de la glucdlisis crea un “tiron” que lo convierte
eficientemente en piruvato. Este disefio integrado es notablemente eficiente,
asegurando un suministro robusto y simultaneo de los dos precursores esenciales
para la sintesis de TAGs: las unidades de acetil-CoA (derivadas del piruvato) y el
esqueleto de glicerol-3-fosfato (derivado del G3P) (Tan & Lee, 2016). Esta particion
del carbono, desviando el flujo desde el ciclo de Calvin hacia la glucdlisis y la sintesis
de lipidos, es una estrategia central en la acumulacion de lipidos inducida por estrés
en microalgas (Matamoros et al., 2015; Pancha et al., 2015). A pesar de las
estrategias divergentes en la produccion de acidos grasos, ambas especies
muestran una sorprendente convergencia en la etapa final del ensamblaje de TAGs.
El analisis de la ruta del metabolismo de glicerolipidos revela una regulacion positiva
consistente de la via de Kennedy en ambas microalgas. Se observa una induccion
coordinada de las enzimas Glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), Lisofosfatidato
aciltransferasa (LPAAT) y, de manera crucial, Diacilglicerol O-aciltransferasa
(DGAT), que cataliza el paso final de la sintesis de TAGs (Falarz et al., 2020; Gui et
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al., 2017). La fuerte induccion de DGAT en ambas especies indica una decision
celular convergente: bajo fotoestimulacion, el carbono se almacena a largo plazo
como lipidos neutros. Esto sugiere que, aunque la evolucion ha probado diferentes
métodos para producir acidos grasos, el sistema para empaquetarlos y
almacenarlos es un médulo metabolico mas conservado (Chen & Smith, 2012). La
identificacion de nodos regulatorios especie-especificos (BCX1, SAD, BCR, KAS)
no solo explica las observaciones fisioldgicas, sino que también ofrece un mapa de
ruta para la ingenieria metabdlica, permitiendo disefar cepas optimizadas con alta
productividad y un perfil lipidico ideal para biocombustibles de proxima generacion
(Blatti et al., 2013; Gimpel et al., 2015; Song et al., 2024).
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9. Conclusiones

1. Aunque la produccidn final de biomasa no present6 diferencias significativas,
la luz azul indujo una mayor tasa maxima de crecimiento especifico (Umax) €n
ambas microalgas, sugiriendo una utilizacion mas eficiente de esta longitud
de onda para la division celular.

2. C. vulgaris demostré ser una fuente robusta de lipidos de alta calidad, con un
perfil rico en acidos grasos insaturados (~65%), especialmente
poliinsaturados (PUFAs), lo que le confiere propiedades deseables para la
produccion de biodiesel.

3. S. acutus destacé por una mayor produccion relativa de acido oleico, un acido
graso monoinsaturado de alto valor para biocombustibles, demostrando un
potencial lipidico especifico y diferente al de C. vulgaris.

4. S. acutus bajo luz blanca de amplio espectro produjo un biodiésel de calidad
superior, con un numero de cetano estimado de 49.17, cumpliendo con la
exigente norma ASTM D6751 para su uso como componente de mezcla
B100 en el mercado norteamericano y posicionandolo como el candidato mas
robusto para futuras aplicaciones bioenergéticas.

5. El analisis de expresion confirmd que la luz modula genes cruciales para la
sintesis de lipidos. En C. vulgaris, la luz azul sobreexpresé los genes KAS y
BCR, mientras que en S. acutus se indujeron los genes SAD y BCX1, lo que
provee la evidencia molecular que conecta el estimulo luminico con las rutas
lipogénicas especificas de cada microalga.

6. El principal hallazgo del analisis funcional fue que la luz actia como una sefal
regulatoria maestra que induce una reprogramacion masiva de la maquinaria
informacional de la célula. Las categorias funcionales mas afectadas en
ambos tratamientos fueron la Transcripcidn (con ~350 genes modulados) y
la Traduccion (con ~280 genes), indicando una reorganizacion celular a un
nivel muy fundamental.

7. Se confirmd una fuerte modulacion transcriptomica en rutas directamente

asociadas a la produccién de biocombustibles. Se identificaron cambios
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significativos en un gran numero de genes pertenecientes a las categorias
de Metabolismo y transporte de lipidos (~140 genes) y Produccion y
conversion de energia (~160 genes), proporcionando una base
transcriptomica solida para los fenotipos observados.

8. El analisis bioinformatico también reveldé que cada longitud de onda activa
programas genéticos parcialmente unicos. La luz azul modulé de forma
particular genes de biogénesis de la pared/membrana celular y metabolismo
de aminoacidos, mientras que la luz roja tuvo un mayor impacto en la
categoria de transduccidn de sefiales, sugiriendo mecanismos de accién y

respuesta celular distintos para cada tipo de luz.

Estos resultados resaltan la importancia de investigar y comprender los mecanismos
moleculares y las vias metabdlicas involucradas en la produccion de lipidos en estas
microalgas, lo cual puede contribuir al desarrollo de estrategias eficientes y
sostenibles para la obtencion de biocombustibles a partir de microalgas.
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Abstract

Microalgae can synthesize lipids under controlled settings, making them a viable option as biofuel feedstocks. However,
optimizing culture parameters, such as light quality, to maximize lipid yields and achieve commercial viability remains
challenging. This study examined the effects of blue and red light on the fatty acid profiles and lipid synthesis in two spe-
cies with high biotechnological potential for biofuel production: Chlorella vulgaris and Scenedesmus acutus. When grown
under blue, red, and white light, these microalgae exhibited unique metabolic responses in terms of biomass increase, lipid
content, and fatty acid composition. The expression levels of genes associated with lipid biosynthesis, including glycerol-
3-phosphate acyltransferase (GPAT), B-ketoacyl-ACP synthase (KAS), Biotin carboxyl carrier protein-related gene (BCR),
Stearoyl-ACP desaturase (SAD), 3-ketoacyl-ACP reductase (KAR), and Beta-carboxyltransferase 1 (BCX1) were analyzed.
Blue light significantly increased lipid accumulation in both species, which was correlated with the overexpression of the
GPAT and KAS genes. The generation of high-quality biofuel requires polyunsaturated and monounsaturated fatty acids,
especially oleic acid (C18:1) and palmitic acid (C16:0), which increased significantly after genetic activation. The increase
in oleic acid levels under blue light in C. vulgaris, along with the simultaneous increase in oleic and linoleic acids (C18:2)
in S. acutus, demonstrates these metabolic adaptations by the microalgae to optimize lipid synthesis under different light
conditions. This study examines how blue and red light affects the growth, lipid accumulation, and gene expression of
biofuel-potential microalgae C. vulgaris and S. acutus. We want to optimize light quality for microalgae biofuel precursor
generation by evaluating photobiological reactions under regulated light settings. Previously, light quality has been shown
to affect photosynthetic efficiency and metabolic pathways, but this study examines gene-level responses to lipid production
under blue and red light. The findings show how tailored light conditions can improve lipid biosynthesis gene expression,
which directly affects biodiesel fatty acid profiles.

Keywords Biofuels - Fatty acids - Gene expression - LED light - Lipid production - Microalgae - Chlorophyceae

Introduction

Due to their high lipid yield and CO, sequestration potential,
microalgae are becoming valuable bioresources for sustain-
able energy production. These photosynthetic organisms can
fix 200 times more CO, on a areal basis than trees, helping to
combat climate change while also harboring commercially
valuable molecules (Morais Junior et al. 2020). This dual
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potential makes microalgae attractive for both environmental
and economic sustainability. Their low nutritional needs,
minimal space requirements, and climate resistance make
them ideal for cultivation. Microalgae can thrive in varied
conditions due to their metabolic adaptability, making them
excellent for large-scale production (Li et al. 2023). Stud-
ies show that microalgae, such as Chlorella vulgaris and
Scenedesmus spp., produce key fatty acids like palmitic
(C16:0), oleic (C18:1), and linoleic (C18:2) acids, which
enhance biodiesel viscosity and oxidative stability (criti-
cal factors for meeting industrial standards) (Pekkoh et al.
2024).

The lipid production in these species is significantly influ-
enced by light and nutrient availability. Controlled nitrogen
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Propagacién de las cepas de Chlorella vulgarisy Scenedesmus. acutus
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Cuantificacién de lipidos neutros
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Extraccion de lipidos totales por radiacién infrarroja (IR)
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