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RESUMEN 

 

El fósforo (P) es un macronutriente esencial para varios procesos biológicos y su limitación en 

el cultivo de microalgas es una estrategia eficiente para inducir la acumulación de lípidos. El 

objetivo de este estudio fue analizar el transcriptoma de Chaetoceros muelleri en respuesta a 

diferentes concentraciones limitantes de P y su relación con la acumulación de aceites. Se 

cultivó esta diatomea en medio F bajo diferentes concentraciones de P: control (72 μM), exceso 

(144 μM) y dos concentraciones limitantes (7 μM y 18 μM). Se evaluó el efecto de la limitación 

y exceso de P en el crecimiento, producción de biomasa y composición bioquímica; además, se 

cuantificó el perfil de ácidos grasos siendo los más abundantes: mirístico, palmítico, 

palmitoleico y eicosapentaenoico. En el análisis de RNA-seq se identificaron 959, 405 y 34 

transcritos expresados diferencialmente en C. muelleri bajo las concentraciones de P de 7, 18 y 

144 µM respectivamente. El análisis de enriquecimiento GO mostró que los transcritos que se 

inducen ante la limitación de P están relacionados con el metabolismo de fósforo, síntesis de 

sulfolípidos, biosíntesis de carbohidratos y metabolismo de lípidos, mientras que los transcritos 

que se encontraron reprimidos se encontraron relacionados con la traducción de proteínas y el 

metabolismo del nitrógeno principalmente. Bajo condiciones de exceso de P no se identificaron 

procesos biológicos enriquecidos. Estos resultados sugieren que ante la limitación de P esta 

diatomea implementa estrategias para satisfacer sus requerimentos vitales y asegurar su 

supervivencia. Finalmente, cuatro genes que codifican a proteínas transportadoras de P y 

enzimas involucradas en el metabolismo de ácidos grasos fueron analizadas in silico, 

encontrándose similitudes estructurales y funcionales con otras especies de diatomeas; estos 

resultados permitirán a futuro plantear estudios que amplíen la comprensión de la regulación de 

la biosíntesis de lípidos en C. muelleri bajo la limitación de nutrientes. 
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ABSTRACT 

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for several biological processes and its limitation 

in microalgae culturing it is an efficient strategy to induce lipid accumulation. The aim of this 

study was to analyze the transcriptome of Chaetoceros muelleri in response to different P 

conditions and its relationship to lipid accumulation. This diatom was cultured in F medium 

under different P concentrations: control (72 μM), excess (144 μM) and two limiting 

concentrations (7 μM and 18 μM). The effect of P limitation and excess on growth, biomass 

production and biochemical composition was evaluated. In addition, the fatty acid profile was 

quantified being the most abundant: myristic, palmitic, palmitoleic and eicosapentaenoic. RNA-

seq analysis identified 959, 405 and 34 differentially expressed transcripts in C. muelleri under 

P concentrations of 7, 18 and 144 µM, respectively. GO enrichment analysis showed that 

transcripts induced under P limitation were related to phosphorus metabolism, sulfolipid 

synthesis, carbohydrate biosynthesis and lipid metabolism, whereas transcripts that were found 

repressed were mainly related to translation and nitrogen metabolism. Under conditions of P 

excess, no enriched biological processes were identified. These results suggest that under P 

limitation this diatom implements strategies to satisfy its vital requirements and ensure its 

survival. Finally, four genes encoding P transporter proteins and enzymes involved in fatty acid 

metabolism were analyzed in silico finding structural and functional similarities with other 

diatom species; these results will allow future studies to improve the understanding of the 

regulation of lipid biosynthesis in C. muelleri under nutrient limitation. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Las diatomeas son el grupo más abundante de fitoplancton y el quinto grupo más diverso de 

células eucarióticas (Malviya et al., 2016; de Vargas et al., 2015). Se consideran un grupo 

filogenéticamente reciente, ya que se estima que aparecieron hace aproximadamente 190 

millones de años a partir de una endosimbiosis seriada primero con algas verdes y 

posteriormente con alga rojas (Nakov et al., 2018; Petersen et al., 2014). Se estiman entre 8, 

000 y 10, 000 especies descritas de diatomeas distribuidas en 1200 géneros y 45 órdenes, sin 

embargo, se cree que hay entre 20, 000 y 200, 000 especies en la naturaleza (D’ippolito et al., 

2015; Fields, 2014). Además, están involucradas en varios procesos biogeoquímicos en el 

océano, entre ellos el del carbono (C), nitrógeno (N) y silicio (Si) y, además, se les atribuye el 

20 - 25 % de la productividad primaria mundial y se ha reportado que poseen una gran capacidad 

de adaptación a condiciones extremas (Jain, 2020; Armbrust, 2009). 

Al igual que otras especies de microalgas, las diatomeas se han utilizado en varias 

aplicaciones biotecnológicas (como suplementos alimenticios, producción de biocombustibles, 

productos farmacéuticos, nutracéuticos y cosméticos), ya que se ha reportado que dentro de su 

composición bioquímica hay varios compuestos y metabolitos secundarios de interés y además 

poseen  ventajas que otros recursos naturales como los cultivos terrestres no tienen como a) 

crecimiento rápido, b) medios de cultivo relativamente baratos para su producción, c) no 

necesitan tierras cultivables ni una estación específica del año para su cultivo, y d) pueden 

utilizarse para el tratamiento de aguas residuales (Khan et al., 2018; Griffiths et al., 2011). 

Dentro de la composición bioquímica de las diatomeas, el silicio (SiO2) es un componente clave 

en sus paredes celulares; también son ricas en compuestos de almacenamiento, entre ellos 

carbohidratos, como la crisolaminarina, y en cuanto a los lípidos, específicamente los ácidos 

grasos, los más abundantes son los ácidos mirístico, palmítico, palmitoleico y eicosapentaenoico 

(Jónasdóttir, 2019; Pérez-García et al., 2011; Wilhelm et al., 2006).  

La composición bioquímica de las diatomeas, al igual que la de otras especies de 

microalgas, depende de las condiciones de cultivo y de la disponibilidad de nutrientes. Se ha 

reportado que en condiciones de estrés abiótico y de limitación de nutrientes, una de las 



2 
 

principales respuestas de las microalgas es la acumulación de compuestos de almacenamiento 

como los lípidos en forma de triacilglicéridos (TAG), lo que ha generado interés ya que pueden 

utilizarse en algunas aplicaciones como la producción de biodiésel (Khan et al., 2018; Paliwal 

et al., 2017). Las diatomeas son excelentes acumuladores de lípidos y tienden a almacenarlos 

en el interior de la célula en organelos llamados gotas lipídicas, las cuales representan un 

reservorio de energía durante periodos de desbalance en el flujo de electrones o ante la 

deficiencia de nutrientes y además poseen un papel importante en la homeostasis redox celular 

(Murphy, 2012); sin embargo, hasta el momento la comprensión del efecto de diferentes factores 

abióticos y la disponibilidad de nutrientes para diatomeas es escasa en comparación con otras 

microalgas como las clorofitas y las cianobacterias (Maeda et al., 2017).  

Una de las estrategias más eficaces para inducir la acumulación de lípidos en las 

microalgas es la limitación del fósforo (P) (Yang et al., 2018). El P es un macronutriente vital 

para el cultivo de microalgas, ya que participa en el crecimiento celular y en procesos 

metabólicos como la transferencia de energía, la biosíntesis de macromoléculas (fosfolípidos y 

ácidos nucleicos) y la fotosíntesis. Dentro de las respuestas que han observado en microalgas 

expuestas a la limitación de P son: a) disminución del crecimiento y la proliferación celular, b) 

remodelación de la membrana celular mediante la sustitución de fosfolípidos por compuestos 

que no poseen P como los sulfolípidos o los lípidos de betaína, c) síntesis de proteínas 

inorgánicas de transporte de P, d) síntesis de hidrolasas como las fosfatasas alcalinas, que 

hidrolizan los enlaces de los ésteres a partir del fósforo orgánico disuelto (DOP) para facilitar 

su asimilación por las células, e) uso de polifosfatos (Poli-P) (como reservorio de P) que fueron 

sintetizados mientras que las concentraciones de P inorgánico (Pi) en el medio ambiente eran 

favorables para cubrir sus necesidades y, f) síntesis de compuestos de almacenamiento como los 

carbohidratos y los lípidos (Dyhrman et al., 2016).  

Chaetoceros muelleri es una diatomea central representativa del género Chaetoceros (uno 

de los géneros de diatomeas más abundantes) que es nativa del Noroeste de México. Uno de los 

principales usos de esta diatomea en la región es como alimento vivo para diferentes especies 

de peces y crustáceos en acuacultura. Se han realizado varios estudios para comprender las 

respuestas fisiológicas y bioquímicas a la limitación por P en C. muelleri; sin embargo, a nivel 

molecular esta información es escasa y no es clara (Wang et al., 2014; López-Elías et al., 2005).  
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Las ciencias ómicas han permitido una amplia comprensión de la biología de los 

organismos, su interacción con el medio ambiente y su respuesta a diferentes factores bióticos 

y abióticos (Ibraheem et al., 2018). RNA-Seq es una poderosa herramienta empleada para el 

desarrollo de estudios transcriptómicos que ha permitido dilucidar los mecanismos que utilizan 

los distintos organismos para responder a diferentes factores, que tiene la ventaja de no requerir 

un genoma de referencia para realizar este tipo de estudios y obtener resultados fiables que 

pueden ser de relevancia para aplicaciones futuras (Lowe et al., 2017; Pereira et al., 2017).  

Dentro de los retos a superar en la obtención de metabolitos de interés a partir de 

microalgas, se encuentra la producción baja de biomasa, así como la necesidad de mejorar el 

rendimiento de los subproductos derivados del efecto de uno o varios factores de estrés; de ahí 

que la integración generada por cada una de las ciencias ómicas, podría permitir una 

comprensión más amplia de la respuesta ante condiciones de estrés y mediante ingeniería 

genética se podría llevar a cabo el mejoramiento genético de cepas a fin de aprovechar todo su 

potencial (Lauritano et al., 2019; Guarnieri y Pienkos, 2015; Wijffels, 2015). Por lo tanto, el 

objetivo de este estudio fue analizar el transcriptoma de Chaetoceros muelleri en respuesta a 

diferentes concentraciones limitantes de P y su relación con la acumulación de aceites. 
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I. ANTECEDENTES  

 

1.1 Generalidades de las microalgas 

La palabra ‘plancton’, proveniente del griego y que fue acuñada por Victor Hensen en 1887, 

hace alusión a aquello que es ‘errante’ o que ‘se encuentra a la deriva’ y se utiliza para definir 

al conjunto de organismos que se encuentran suspendidos en la columna de agua (planctónicas) 

o habitando los sedimentos marinos o sobre diferentes sustratos (bentónicas), con o sin la 

capacidad de desplazarse por sí mismos. Estos organismos se clasifican en fitoplancton 

(organismos unicelulares vegetales) y zooplancton (organismos unicelulares animales) 

(Pachiappan et al., 2019). El fitoplancton, o también conocidas como microalgas, son un 

conjunto de microorganismos unicelulares que poseen la capacidad de fijar el dióxido de 

carbono (CO2) por medio de la fotosíntesis y sintetizar biomoléculas. De acuerdo con un 

estimado, las microalgas pueden utilizar el 9 % de las radiaciones solares y así producir 280 

toneladas de biomasa seca por hectárea y por año (Chen et al., 2018; Dhillon y von Wuehlisch, 

2013) al consumir alrededor de 513 toneladas de CO2 y además producir cerca del 50 % de 

oxígeno (O2) del planeta (Lü et al., 2011). 

Las microalgas poseen una pared celular, membrana plasmática, citoplasma, núcleo, 

organelos y plástidos. El tamaño de las células microalgales puede variar de unos pocos μm a 

aproximadamente 200 μm. La biodiversidad de especies microalgales es considerada abundante 

ya que se estima la existencia de alrededor de 200, 000 y 800, 000 especies, aunque sólo se han 

descrito en la literatura entre 40,000 y 50,000 especies (Suganya et al., 2016). Se caracterizan 

por crecer en diversos hábitats acuáticos, presentando una capacidad alta de adaptarse 

rápidamente a condiciones extremas, produciendo a su vez una gran variedad de metabolitos 

secundarios (biológicamente activos) conformados por estructuras particulares y actividades 

biológicas que generalmente no se encuentran en otros organismos (Anbuchezhian et al., 2015; 

Herrero et al., 2013). 
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1.1.1 Características adaptativas de las microalgas 

La capacidad de las microalgas para adaptarse a una amplia diversidad de ecosistemas se debe 

principalmente al proceso de evolución, el cual, ha sido moldeado por procesos tales como 

endosimbiosis, transferencia genética vertical y horizontal. Existe evidencia de que estos 

procesos han contribuido considerablemente al origen de genomas mosaico que se caracterizan 

por una mezcla y homología alta de genes que provienen de diferentes organismos 

fotosintéticos, eucariotas heterótrofos y bacterias (Hopes y Mock, 2015; Armbrust, 2009). 

Las microalgas han desarrollado diversos mecanismos de adaptación en varios 

ecosistemas acuáticos para su crecimiento y supervivencia. En regiones costeras y estuarios, las 

especies de microalgas que predominan son diatomeas y prasinofitas (Rodrigues et al., 2014); 

estas regiones se caracterizan por niveles altos y fluctuantes de nutrientes y condiciones de luz 

que pueden ser tanto bajas como variables. Las especies que habitan estas regiones han 

desarrollado varios mecanismos de adaptación entre ellos "estrategia de velocidad" para la 

adquisición de nutrientes cuando se encuentran en concentraciones altas en el ambiente (Kwon 

et al., 2013, Litchman et al., 2007). La elevada asimilación de nutrientes y las tasas menores de 

crecimiento permiten que algunas diatomeas almacenen nutrientes en sus vacuolas durante las 

temporadas de altas concentraciones (Litchman et al., 2007), asegurando su supervivencia 

cuando los niveles son fluctuantes.  

Otro mecanismo de adaptación aprovechado por diatomeas que habitan regiones costeras 

y estuarios para la adquisición de nutrientes es su morfología, ya que al girar sobre sí mismas, 

generan microturbulencia con sus setas permitiendo una mayor asimilación de nutrientes; por 

otro lado, la forma de la frústula en diatomeas, principalmente pennadas, puede auxiliar la 

asimilación y distribución de nutrientes, así como la captación de luz cuando esta se encuentra 

limitada (De Stefano et al., 2007, Pahlow et al., 1997). 

En el mar abierto las microalgas están representadas por grupos tales como cocolitóforos, 

prasinofitos, dinoflagelados y pelagófitos; estas regiones se caracterizan por aguas 

estratificadas, bajo contenido de nutrientes y alta irradiación (Litchman et al., 2007; Rodrigues 

et al., 2014). Dentro de los nutrientes limitantes para dichas especies se encuentra el hierro, y 

entre los mecanismos que estas especies han desarrollado para hacer frente a dicha limitación 
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se ha observado la producción de varias enzimas, que utilizan zinc, cobre, manganeso y níquel 

en lugar de hierro, ayudando así a reducir las demandas de este nutriente, mientras que las 

proteínas transportadoras de hierro y aglutinantes optimizan su adquisición (Read et al., 2013; 

Worden et al., 2009).  

 

1.1.2 Importancia económica y ecológica de las microalgas 

Los organismos marinos comprenden aproximadamente la mitad de la biodiversidad presente 

en la tierra y el ecosistema marino es un reservorio enorme de recursos potenciales para uso 

humano (Boeuf, 2011). Dentro de los organismos presentes en el océano, las microalgas son los 

microorganismos fotosintéticos responsables de alrededor de la mitad de la producción primaria 

global de materia orgánica mediante un proceso de conversión del CO2 en carbono orgánico, 

del cual, un porcentaje es empleado en el ciclo del carbono (Hülse et al., 2017). Además, las 

microalgas contribuyen ampliamente en la producción global de oxígeno (hasta un 50 %). Su 

participación en estos procesos, así como en el reciclaje de nutrientes las hace un cimiento 

importante para la mayoría de la vida en el planeta (Basu y Mackey, 2018). También poseen la 

capacidad de mitigar la contaminación del agua como del suelo provocada por desechos 

industriales tales como sustancias orgánicas e inorgánicas y metales pesados; por otro lado, la 

remoción del exceso de nitrógeno y carbono del agua es de utilidad para prevenir la 

eutroficación en los ambientes acuáticos (Abdel-Raouf et al., 2012). Con lo que respecta al 

suelo, el rol que desempeñan las microalgas es el mejorar las condiciones físicas y químicas del 

mismo, sintetizando y secretando metabolitos promotores del crecimiento vegetal y con diversas 

actividades biológicas proveyendo así un balance ecológico (Barone et al., 2018a).  

Asimismo, las microalgas son consideradas excelentes indicadores de cambios en el 

ecosistema ya que son altamente sensibles a los cambios en la calidad de luz, temperatura, 

disponibilidad de nutrientes y contaminación; un ejemplo de lo anterior, son las diatomeas, las 

cuales son utilizadas ampliamente para monitorear el estado ecológico de ecosistemas lóticos 

ya que proporciona varias ventajas tales como que su uso para este objetivo es económico, los 

resultados generados son comparables, su implementación es rápida y precisa (Bere y Tundisi, 

2009). Las diatomeas al poseer un ciclo de vida corto permiten detectar rápidamente los cambios 
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en la calidad de agua relacionados con actividades antropogénicas y en su forma fósil, las 

diatomeas también son buenas indicadores de las variaciones climáticas (Bigler y Hall, 2002). 

Por otro lado, el crecimiento rápido de la población mundial ha resultado en un incremento 

continuo en la demanda de energía y alimentos sustentables (Banerjee y Ramaswamy, 2019). 

Asímismo, como resultado de la creciente demanda de recursos renovables adecuados para 

combatir el cambio climático global, surge la necesidad de extender la búsqueda de recursos 

sustentables para la producción de productos de alto valor agregado a escala comercial. Las 

microalgas son consideradas un recurso adecuado para la obtención de energía, alimentos y 

compuestos bioactivos (Laurens, 2017); poseen algunas ventajas en comparación de los cultivos 

terrestres, tales como productividad alta, no requieren de tierras de cultivo y pueden crecer en 

agua de baja calidad. De ahí que la evaluación precisa del costo de la obtención de biomasa 

microalgal posee una importancia económica crucial para su aprovechamiento en aplicaciones 

diversas (Banerjee y Ramaswamy, 2019). 

El uso de microalgas como un recurso eficiente y asequible para la obtención de energía 

es una realidad que no se espera alcanzar a corto plazo ya que el costo producción y biorefinería 

actual es alto, por lo que no es competitivo ante el costo de producción de combustibles fósiles 

y el uso de recursos renovables tradicionales (García et al., 2019); sin embargo, la biotecnología 

microalgal se está orientando hacia la obtención de productos de alto valor agregado cuyos 

precios de venta pueden garantizar la recuperación de la inversión (Barsanti y Gualtieri, 2018). 

La mayoría de los metabolitos encontrados en microalgas poseen importantes actividades 

antioxidantes, antiinflamatorias, antifúngicas, antibióticas, antivirales, inmuno-estimulantes y 

antitumorales. Adicionalmente, poseen designación GRAS que por sus siglas en inglés significa 

“generalmente reconocido como seguro”, lo que permite su uso para consumo humano y animal 

(FDA, 2016). 

 

1.2 Clasificación de las microalgas 

Las microalgas pueden clasificarse en dos grandes grupos: procariotas y eucariotas (Harun et 

al., 2010). Dentro del grupo de microalgas procariotas se encuentran las cianobacterias (algas 

verdeazuladas) las cuales se caracterizan principalmente por su crecimiento rápido, 
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almacenamiento de nutrientes y compuestos tales como fosfatos, cianoficina (un polímero 

compuesto por ácido aspártico y arginina) y un poliglicano ramificado; algunas de las especies 

pertenecientes a este grupo poseen la capacidad de sintetizar neurotoxinas y hepatotoxinas 

mientras que otros producen compuestos terapéuticos (Villarruel-López et al., 2017).  

Por su parte, en el grupo de microalgas eucariotas se pueden distinguir varios grupos: 

clorofitas (considerado uno de los grupos más numerosos), euglenofitas (organismos 

unicelulares y flagelados), rodofitas (se caracterizan por tener dentro de su composición 

bioquímica ficoeritrina que les da su color rojizo), criptofitas (las especies pertenecientes a este 

grupo se caracterizan por ser unicelulares y que poseen capacidad de moverse por sí mismas), 

dinoflagelados (son considerados un grupo de microalgas amplio, sin embargo, algunas especies 

no son utilizadas comercialmente por su producción de toxinas), haptofitas  (este grupo de 

microalgas se caracterizan por la presencia de carbonato de calcio que cubre sus células y son 

responsables del 50 % de la precipitación de este compuesto en el océano), glaucofitas (especies 

de agua dulce cuyo organelo fotosintético principal  recibe el nombre de cianela), las 

cloraracniofitas (un grupo pequeño de microalgas eucariotas flageladas) y por último las 

heterocontofitas (dentro de este grupo se encuentran varias especies de  microalgas 

pertenecientes a las clases Phaeophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae y Bacillariophyceae; 

en esta última se encuentra las diatomeas) (Duong et al., 2012; Barsanti et al., 2008).  

 

1.2.1 Diatomeas 

Las diatomeas, pertenecientes a la clase Bacillariophyceae, son el grupo de microalgas más 

ubicuo y rico en especies representando alrededor del 40 % del total de organismos 

fitoplanctónicos, teniendo registrados hasta el momento alrededor de 500 géneros, de los cuales 

350 (12,000 especies) aún existen y 150 (5,000 especies) se encuentran extintos (Jain, 2020; 

Williams y Kociolek, 2011; Hoek et al., 2009); se estima que el número de especies de este 

grupo oscila aproximadamente de entre 200, 000 y 10 millones de especies; esta variación es 

resultado del conocimiento limitado de su diversidad, en particular de las especies que habitan 

en los trópicos (Kale y Karthick, 2015). Se estima que estas especies son responsables de entre 

un 20 y 25 % de la producción de oxígeno y fijación de carbono en el mundo, una cifra que es 
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mayor a la productividad de todos los bosques tropicales existentes (Jain, 2020; Kale y Karthick, 

2015). 

Previo a la secuenciación de genomas, estudios bioquímicos y ultraestructurales han 

generado evidencia convincente de que las diatomeas han evolucionado a partir de una 

endosimbiosis secundaria ocurrida en algas rojas que se estima tuvo lugar entre 700 y 1200 

millones de años (Parker et al., 2008; Gibbs, 1981). Más adelante, de acuerdo a estudios de 

metabarcoding realizados por la campaña de muestreo global de plancton de Tara Oceans 

analizando la región hipervariable V9 del gen 18S ADNr han señalado a las diatomeas como el 

grupo fotosintético más abundante y el quinto grupo marino más numeroso (Malviya et al., 

2016; de Vargas et al., 2015). 

Las diatomeas en función del hábitat en donde se desarrollan se clasifican en planctónicas 

y bentónicas. Las primeras son aquellas que se encuentran suspendidas en la columna de agua 

mientras que las últimas se encuentran en los sedimentos marinos adheridas a una superficie 

(Kale y Karthick, 2015). Otra de las características distintivas de las diatomeas se encuentra la 

composición de la pared celular, principalmente de silicio, que son conocidas como frústulas 

(Kale y Karthick, 2015). Por otro lado, se ha reportado que algunas diatomeas sintetizan varios 

compuestos bioactivos con actividad antibiótica, inhibición enzimática entre otras (Kale y 

Karthick, 2015). Dentro de los compuestos más comercializados de las diatomeas se encuentran 

los lípidos y se distinguen por ser uno de los principales productores de ácidos grasos 

poliinsaturados en la cadena trófica acuática y se sabe que bajo ciertas condiciones algunas 

especies son capaces de producir hasta un 70 % de su peso seco en lípidos, por lo que se 

consideradan como un recurso potencial para la producción de biocombustibles (Cuellar-

Bermúdez et al., 2015; Draaisma et al., 2013). 

 

1.2.1.1 Género Chaetoceros 

El género Chaetoceros es considerado el más abundante y diverso de las diatomeas y que se 

encuentra ampliamente distribuido alrededor del mundo, principalmente en ecosistemas 

costeros y regiones de surgencia (Li et al., 2017). Estudios metagenómicos recientes han 

avalado que este género es efectivamente uno de los más numerosos de las especies de 
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diatomeas planctónicas (Piredda et al., 2018; Malviya et al., 2016). Los miembros de este grupo 

abundan primordialmente en ecosistemas marinos y sólo unas cuantas especies en agua dulce; 

la mayoría se encuentran en la zona nerítica (10 a 200 metros de profundidad) del ecosistema 

marino y sólo unas pocas se encuentran en la región oceánica (Cupp, 1943). Actualmente se 

estiman entre 400 y 529 especies, sin embargo, debido a las numerosas descripciones 

inadecuadas y al gran número existente de sinónimos, el número actual de taxones aceptados 

son 218 (Guiry y Guiry, 2016). 

Las especies del género Chaetoceros son diatomeas centrales cuyo tamaño puede oscilar 

entre 2 – 85 µm de diámetro y de 2 - 45 µm de longitud y que pueden crecer bajo temperaturas 

que pueden ir entre los – 2 °C hasta los 30 °C y salinidades que varían desde 18 hasta 38 ups 

(OBIS, 2012). Además, se caracterizan porque sus miembros forman cadenas de varias células, 

las cuales se encuentran separadas por aberturas y estructuras largas que sobresalen de cada uno 

de los extremos de las células que reciben el nombre de setas; también en la naturaleza pueden 

encontrarse las células de forma solitaria; se reproducen de forma asexual por división mitótica; 

cada división deriva en la disminución del tamaño de las células. Una vez que las células ya no 

pueden dividirse por mitosis, la reproducción cambia a sexual por medio de auxosporas.  Se ha 

reportado que gran parte de este grupo de diatomeas se distingue por la formación de esporas 

en condiciones desfavorables de crecimiento y además de que dichas esporas pueden tolerar 

condiciones extremas tales como la deficiencia de nutrientes (Itakura, 2000). 

Las especies de este género también han despertado un interés comercial por su contenido 

lipídico, enfocándose algunas industrias en la obtención de ácidos grasos poliinsaturados para 

la producción de nutracéuticos o bien para su uso en acuacultura como alimento vivo para 

distintas especies de curstáceos y peces en su etapa larval (López-Elías et al., 2003). 

 

1.2.1.1.1. Chaetoceros muelleri 

Chaetoceros muelleri es una diatomea marina planctónica considerada una de las especies más 

representativas del género Chaetoceros perteneciente a la clase Bacillariophyaceae (Wang et 

al., 2014). Se caracteriza por ser unicelular, de morfología central, su tamaño varía entre 3 y 10 

µm de diámetro y presenta cuatro setas en sus extremos (Brotosudarmo et al., 2019; Pacheco-
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Vega y Sánchez-Saavedra, 2009) (Figura 1). Además, se caracteriza por poseer un complejo de 

proteínas de unión de fucoxantina y clorofila, siendo fucoxantina el pigmento más abundante 

involucrada en la asimilación de luz y responsable del 60 % de la transferencia de energía a la 

clorofila a en diatomeas (Brotosudarmo et al., 2019; Wang et al., 2018). Por otra parte, dentro 

de su composición química destaca la presencia de silicio en su pared celular y se caracteriza 

por su capacidad de acumular compuestos de reserva tales como carbohidratos (principalmente 

crisolaminarina) y lípidos al ser cultivada bajo ciertas condiciones de cultivo o limitación de 

nutrientes (Lin et al., 2018; De Stefano et al., 2009; Størseth et al., 2005) 

C. muelleri es una de las especies más importantes utilizadas en acuacultura en el Noroeste 

de México como alimento vivo por su crecimiento rápido, capacidad de adaptación a 

condiciones adversas, relativa facilidad de cultivo y su alto valor nutricional, particularmente 

por su contenido lipídico rico en ácidos grasos poliinsaturados (principalmente el ácido 

eicosapentanoico, EPA) (Martínez-Córdova et al., 2012; Pacheco-Vega y Sánchez-Saavedra, 

2009; López-Elías et al., 2005). Se ha demostrado que su uso en acuacultura es adecuado por 

su fácil digestión e influencia directa en el desarrollo y supervivencia de poslarvas de camarón 

promoviendo el fortalecimiento de su sistema inmune (Lemus et al., 2006; Gutiérrez, 2002). Por 

otro lado, ha sido considerada como una de las especies de microalgas más adecuadas para su 

uso comercial y como un recurso potencial para la producción de biodiesel por el perfil de ácidos 

grasos obtenido al ser cultivada bajo concentraciones limitantes de nutrientes (De Jesus-Campos 

et al., 2020; Lin et al., 2018).  
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Figura 1. Célula de Chaetoceros muelleri, vista cingular. Barra de escala = 10 µm. 
 

 

1.3 Aplicaciones de las microalgas 

Desde un punto de vista comercial, el objetivo de la biotecnología microalgal es desarrollar 

productos rentables y para ello es necesario identificar algún metabolito de interés y a las 

especies de microalgas que lo produzcan y acumulen (Pachiappan et al., 2019). El conocimiento 

de la composición de la biomasa microalgal es esencial para seleccionar las especies adecuadas 

para la producción de una fracción específica, identificar los componentes presentes con 

potencial para ser considerados subproductos y a su vez estos puedan ser integrados a un proceso 

de biorefinería y evaluar estrategias en función de estos metabolitos de interés que faciliten su 

obtención y procesamiento (Velazquez-Lucio et al., 2018). Las especies de microalgas de los 

géneros Chlorella, Arthrospira y Dunaliella son las más utilizadas comercialmente debido su 

contenido proteico alto, su perfil aminoacídico, valor nutricional y por contar con protocolos 

estandarizados para la obtención de un rendimiento alto de biomasa. Actualmente, el mercado 
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global de microalgas está valuado en 40 millones de dólares al año (Pachiappan et al., 2019; 

Ventura et al., 2017; Vigani et al., 2015). 

Las microalgas han despertado interés en investigación ya que son un recurso rico en 

compuestos bioactivos, los cuales han manifestado actividad antibacterial, antifúngica, 

antiprotozoo y antiviral (Sosa-Hernández et al., 2019). Otra de las propiedades característica de 

las microalgas, especialmente observada en cianobacterias, es el potencial para la degradación 

de surfactantes y herbicidas así como la capacidad de metabolizar o biotransformar compuestos 

químicos tales como el petróleo, fluometurón y lindano, obteniendo resultados prometedores al 

mezclar diferentes especies de microalgas (Mansy et al., 2002); por otro lado, el tratamiento de 

aguas residuales mediante el uso de microalgas para disminuir los niveles de contaminación ha 

permitido que este grupo de organismos sea considerado con potencial para su uso en 

biorremediación (Scherer et al., 2017). 

En los últimos 20 años se ha incrementado el número de publicaciones relacionadas con 

la biotecnología microalgal, siendo el periodo comprendido entre 2015 y 2016 donde se registró 

la mayor cantidad de estudios (Vingiani et al., 2019). También se ha observado un incremento 

en la generación de estudios ómicos, los cuales brindarán información que permitirá mejorar las 

cepas para la producción de compuestos de alto valor agregado mediante la sobreexpresión de 

genes, la identificación y caracterización de las rutas metabólicas involucradas en la producción 

de compuestos bioactivos y la búsqueda de genes con aplicación biotecnológica directa en 

genomas y transcriptomas de microalgas y así expandir el potencial de las microalgas como un 

recurso de interés biotecnológico (Lauritano et al., 2019; Vingiani et al., 2019; Lauritano et al., 

2018).  

 

1.3.1 Biocombustibles 

El término “biocombustible” se define como el combustible producido por organismos vivos y 

se clasifican en cuatro generaciones principales (Demirbas, 2011). La "primera generación de 

biocombustibles" se produce directamente a partir de cultivos comestibles como maíz, trigo y 

soja, sin embargo, a pesar de que se pueden obtener beneficios a partir de ellos, su principal 

objetivo que es el rubro alimenticio se ve desvirtuado (Olabi, 2013). La "segunda generación de 
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biocombustibles" comprende cultivos no comestibles o residuos orgánicos (biomasa 

lignocelulósica) (Gómez et al. 2008); sin embargo, el uso tierras de cultivo es un inconveniente 

para varios biocombustibles de segunda generación. Para dar solución a los inconvenientes 

anteriores surge la " tercera generación de biocombustibles" que se derivan principalmente de 

algas (Singh et al. 2011), mientras que una “cuarta generación” utiliza algas o microorganismos 

fotosintéticos modificados mediante ingeniería metabólica para producir biocombustibles 

mediante la mejora de la fotosíntesis (Ravindran et al., 2017). 

Debido a su capacidad de síntesis de biomoléculas tales como carbohidratos, proteínas y 

lípidos, las microalgas están siendo consideradas como un sistema renovable viable para la 

producción de biocombustibles (Musa et al., 2019). La producción sostenible de bioproductos 

a partir de microalgas tiene un gran potencial para convertirse en un biocombustible de próxima 

generación debido a su mayor productividad, su capacidad para crecer en tierras no cultivables 

y su alta eficiencia en la conversión de la energía solar (Khan et al., 2018). Recientemente, ha 

aumentado el interés por la explotación de microalgas y cianobacterias para la producción de 

precursores de biocombustibles, como los lípidos en forma de TAG y almidón, que pueden ser 

transformados en biodiesel y bioetanol, respectivamente (Shuba y Kifle, 2018). 

El agotamiento de los suministros de combustibles fósiles y el impacto negativo en el 

clima mundial del uso excesivo de recursos no renovables exige la producción de energía limpia, 

renovable y sostenible y las microalgas pueden ser la respuesta a esta problemática ya que varias 

características de su fisiología les permite ser consideradas para su evaluación como fuentes 

potenciales de biocombustibles entre ellas (Dismukes et al., 2008; Hu et al., 2008; Chisti, 2007): 

a) La eficiencia fotosintética de las microalgas es mayor que la de plantas superiores, ya que 

éstas son intrínsecamente convertidores de energía solar más eficientes. 

b) A diferencia de los cultivos terrestres, la ausencia de biopolímeros intratables elimina la 

necesidad de tratamientos previos para descomponer los productos celulares. 

c) Su diversidad metabólica y ecológica permite la selección de taxones que se adaptan para el 

crecimiento en los acuíferos disponibles localmente o que tienen características morfológicas 

que permiten una cosecha rentable.  
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d) La manipulación de sus productos finales mediante el control biosintético de la composición 

química mediante la disponibilidad de nutrientes y estrés abiótico. 

La investigación en la producción de biocombustibles a partir de microalgas es extensa y 

continúa incrementándose; sin embargo, las especies más estudiadas hasta el momento en 

relación a la obtención de biocombustibles son Chlamydomonas reinhardtii y Chlorella 

vulgaris. Por otro lado, la ingeniería genética y las técnicas de biotecnología molecular también 

se están aplicando en microalgas para aumentar la productividad lipídica (Shuba y Kifle, 2018).  

 

1.4  Producción de aceites a partir de microalgas 

Las microalgas son consideradas como organismos oleaginosos, ya que son capaces de acumular 

lípidos. El contenido de lípidos de microalgas está considerablemente influenciado por las 

condiciones ambientales del hábitat y se ha observado que oscila entre 5 y 70 % de su peso seco 

(Mata et al., 2010). Las principales clases de lípidos en microalgas son los lípidos de membrana 

(glicosilglicéridos, fosfoglicéridos y lípidos de betaína) y los lípidos de almacenamiento 

(triacilgliceroles) (Li-Beisson et al., 2016). Las microalgas también poseen pequeñas cantidades 

de otras clases de lípidos como terpenoides, esfingolípidos y esteroles están presentes en 

diferentes porcentajes dependiendo de la especie (Li-Beisson et al., 2019). 

Los TAG son los lípidos más comunes que se encuentran en las microalgas, formados a 

partir de ácidos grasos y glicerol. Estos lípidos son utilizados por las microalgas como un 

compuesto de almacenamiento y son similares a los lípidos que se encuentran en el aceite de 

otros vegetales. Además de los TAG, las microalgas producen otros tipos de lípidos como los 

fosfolípidos (lípidos polares, que están compuestos de dos ácidos grasos y un grupo fosfato 

unidos a una molécula de glicerol, componentes esenciales de la membrana celular), glicolípidos 

(compuestos de una molécula de glicerol combinado con dos ácidos grasos que se encuentran 

en las membranas de cloroplastos) y sulfolípidos (ésteres de sulfato de glicolípidos que también 

se encuentran en las membranas de cloroplastos) (Mondal et al., 2017; Khozin-Goldberg y 

Cohen, 2011).  

En plantas superiores, los ácidos grasos más comunes son aquellos cuya longitud de 

cadenas hidrocarbonadas constan de 16 a 18 átomos de carbono, entre saturados e insaturados 
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con hasta tres dobles enlaces presentes en sus cadenas. Por otro lado, en microalgas, los ácidos 

grasos más abundantes son aquellos que constan con cadenas hidrocarbonadas de 20 a 22 átomos 

de carbono. La producción de lípidos y su regulación en microalgas son específicas de la especie 

y están influenciadas por las condiciones ambientales (Khozin-Goldberg, 2016). 

 

1.5 Producción de biodiesel a partir de aceites de microalgas 

Las microalgas ofrecen ventajas sobre los cultivos oleaginosos tradicionales para la producción 

de biocombustibles y compuestos bioactivos tales como productividad de lípidos alta, eficiencia 

fotosintética, capacidad para adaptación a diferentes condiciones ambientales, no compiten por 

tierra ni con cultivos comestibles, fijan con rapidez el carbono atmosférico y pueden ser 

cultivadas en aguas residuales y durante todo el año (Ahmad et al., 2011). Existen diferentes 

formas de biocombustibles a partir de microalgas que incluyen combustión directa (biomasa), 

combustibles gaseosos (biogás, biometano, gas de síntesis y biohidrógeno) o combustibles 

líquidos (bioetanol, biobutanol y biodiesel) (Raheem et al., 2018). 

El biodiésel es una mezcla de ésteres metílicos o etílicos de ácidos grasos obtenidos por 

transesterificación del aceite extraído de microalgas, aceites vegetales o grasas animales. Estas 

materias primas oleosas están compuestas principalmente por TAG (90-98%) y pequeñas 

cantidades de mono y diglicéridos, ácidos grasos libres (1-5%) y cantidades trazas de otros 

subproductos como carotenos, tocoferoles, fosfátidos, fosfolípidos y compuestos de azufre y 

trazas de agua (Bozbas, 2008). El biodiésel es similar al diésel tradicional o "fósil" en sus 

características físicas y químicas y, por tanto, es considerado un combustible alternativo. El 

biodiesel posee varios beneficios tanto para los motores como para el medio ambiente, ya que 

se quema de manera más eficiente y da como resultado una reducción significativa de las 

emisiones de monóxido de carbono, hidrocarburos y material particulado como carbón y lodos 

(Chauhan y Shukla, 2011). Actualmente, los principales países productores de biodiésel en el 

mundo son Estados Unidos, Brasil, Indonesia, China, Tailandia y España (Ganesan et al., 2020) 

(Figura 2). 
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Figura 2. Principales países productores de biodiesel. Tomada de Ganesan et al. (2020) 
 

 

El uso de aceite de microalgas para la obtención de biodiésel requiere una alta 

productividad lipídica de las microalgas y de rápido crecimiento. Las condiciones de 

crecimiento óptimas conducen a la producción de grandes cantidades de biomasa, pero con 

contenidos de lípidos comparativamente bajos. La implementación de estrategias para favorecer 

el incremento de los lípidos en microalgas podría mejorar la economía del biodiésel (Sharma et 

al., 2012). Las condiciones de crecimiento desfavorables de factores como la luz, la temperatura, 

los nutrientes (nitrógeno y fósforo), la salinidad y los metales pesados modulan las rutas 

biosintéticas de los lípidos en muchas especies de microalgas, lo que genera y acumula lípidos 

neutrales, principalmente como TAG, apoyando a las microalgas para sobrevivir bajo tales 

condiciones adversas (Paliwal et al., 2017; Ravindran et al., 2017). 

 

1.5.1 Perspectiva a futuro de la producción de biomasa a través del cultivo de microalgas. 

En México, todos los esfuerzos por producir biocombustible de microalgas han estado acotados 

a nivel de investigación. El desafío es por tanto el desarrollo de tecnologías de cultivo, cosecha 
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y transformación de microalgas en tiempos cortos. Las tecnologías para cultivo y cosecha de 

microalgas son a la fecha muy costosas para poder competir con los precios de los combustibles 

fósiles, y aunque en los últimos años se ha progresado mucho en estos aspectos, los cambios 

abruptos recientes en los precios del petróleo han hecho aún más difícil la entrada de las 

microalgas al mercado energético. Por lo anterior, los retos científicos y tecnológicos que se 

requieren lograr para disminuir los costos de producción de microalgas, así como de producción 

de biodiésel a costos competitivos son (Castillo et al., 2017; Loera-Quezada y Olguín 2010):  

 

ü Aumentar la productividad de biomasa microalgal con el mayor contenido de lípidos del 

perfil adecuado. 

ü Lograr mayores rendimientos de biomasa microalgal en reactores que ofrezcan costos de 

inversión y de operación competitivos.  

ü Diseñar nuevos procesos de cosecha de biomasa por medio de biofloculación o uso de cepas 

con capacidades intrínsecas de auto floculación. 

ü Optimizar métodos de extracción de lípidos y de su transesterificación, que permitan mayores 

rendimientos a menores costos y que no afecten la calidad de la biomasa ni de los lípidos. 

ü Diseñar nuevos procesos para la generación de co-productos de alto valor agregado, 

proponiendo esquemas de biorrefinería para el aprovechamiento adecuado de todos los 

compuestos bioactivos que pueden estar presentes en la biomasa microalgal.  

ü Lograr la modificación genética de microalgas para incrementar la productividad de biomasa 

y lípidos (Castillo et al., 2017; Loera-Quezada y Olguín 2010).  

 

Finalmente, se requiere de una vinculación para que los empresarios inviertan en grupos 

de investigación de países en vías de desarrollo. El apoyo de las entidades gubernamentales más 

relacionadas a esta temática se hace fundamental para lograr que los grupos de investigación 

avancen en sus estudios y proyectos para que puedan llevar a cabo evaluaciones técnicas y 

económicas a una escala piloto o semiindustrial. Otro punto de gran importancia es que se debe 

promover la generación de nuevas políticas a nivel nacional e internacional para el fomento de 
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la investigación y desarrollo en la producción de biodiésel a partir de microalgas (Castillo et al., 

2017). 

 

1.6 Cultivo de microalgas 

El cultivo de microalgas ha captado la atención en los últimos años, debido a sus aplicaciones 

tales como captura de CO2, biocombustibles, nutracéuticos, producción de biomoléculas y 

tratamiento de aguas residuales (Khan et al., 2018). Al igual que la agricultura, el cultivo de 

microalgas cuenta con múltiples factores a considerar para que alcance una alta estabilidad y 

obtener una alta productividad para la generación de biomasa que pueda comercializarse a nivel 

mundial (Bracellar-Mendes y Namorato de Souza, 2018). Existen dos enfoques para el cultivo 

de microalgas a gran escala: sistema abierto y cerrado; la diferencia entre ambos reside en cómo 

operan (enfriamiento e intercambio de gases), influencia del medio ambiente (lluvia y presencia 

de especies ajenas al cultivo) y costos para la construcción del sistema (Jerney y Spilling, 2018). 

La elección de un tipo de sistema para el cultivo a gran escala de microalgas estará en función 

de la especie y el propósito del cultivo (Khan et al., 2018). 

 

1.6.1 Factores que influyen en el cultivo de microalgas  

Las microalgas, al igual que cualquier organismo, tienen requerimientos específicos para su 

crecimiento y supervivencia, incluyendo tanto factores físicos como químicos, tales como la 

luz, la temperatura, la concentración disponible de dióxido de carbono y la contribución de 

macronutrientes (como nitrógeno y fósforo) y oligoelementos. Además, se ha estudiado 

ampliamente, cómo estos factores no sólo afectan su crecimiento, sino también su composición 

bioquímica, observándose que las cantidades de estos productos metabólicos (proteínas, 

carbohidratos, lípidos, pigmentos) están estrechamente ligadas a las condiciones de crecimiento 

(Abo et al., 2019, Juneja et al., 2013).  
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1.6.1.1. Efecto de la limitación de fósforo en microalgas 

El fósforo (P) es un macronutriente importante que contribuye a varios procesos metabólicos, 

como vías de señalización, generación de energía y fotosíntesis; este elemento está presente en 

los fosfolípidos de la membrana celular como componente principal. También es un componente 

importante de ácidos nucleicos y juega un papel importante en la producción de energía química 

en forma de ATP y NADPH, que son moléculas indispensables durante el proceso de 

fotosíntesis (Diaz et al., 2018; Brembu et al., 2017; Lin et al., 2016). Entre las respuestas que 

se han descrito en microalgas para hacer frente a la limitación de P se encuentran los cambios 

en la asignación de P, la síntesis de transportadores de fosfato, el uso de fuentes alternativas de 

P (DOP), la remodelación de la membrana celular y la modulación de procesos como la 

glucólisis y traducción de proteínas (Dyhrman et al., 2012). 

Actualmente, la comprensión de cómo las diatomeas detectan la disponibilidad de fósforo 

en el medio ambiente es escasa, sin embargo, recientemente se ha comenzado a describir los 

mecanismos por los que las diatomeas son capaces de detectar la presencia o ausencia de 

nutrientes. En P. tricornutum al ser cultivada en concentraciones bajas de fósforo (1.8 µM) por 

cuatro días se observó un incremento rápido y transitorio de los niveles de Ca2+ en el citosol al 

reabastecerse con medio de cultivo con una concentración de P de 36 µM, dando indicios de 

que una ruta de señalización dependiente de Ca2+ puede estar involucrada la homeostasis celular 

de P (Helliwell et al., 2020). Hasta el momento, la activación de la ruta de señalización por Ca2+ 

en diatomeas no se ha obervado como una respuesta ante la deficiencia de otros nutrientes y 

metales traza, lo que pudiera indicar que es una respuesta característica de la limitación por P 

en estos organismos (Liu et al., 2017). 

Cuando las microalgas se enfrentan a una deficiencia de P, una estrategia común es la 

inducción de genes que codifican a proteínas transportadoras de alta afinidad de fosfatos, 

nucleotidasas y fosfatasas alcalinas, las cuales son responsables del transporte y la asimilación 

eficiente del Pi, con el objetivo de garantizar los niveles de este nutriente en las células para su 

correcto funcionamiento (Dell’Aquila y Maier, 2020; Alipanah et al., 2018; Zhang et al., 2016; 

Dyhrman et al., 2012); en condiciones óptimas de crecimiento, las microalgas pueden almacenar 

el exceso de P en forma de Poli-P , los cuales pueden ser utilizados cuando el suministro externo 

se vuelve limitante (Solovchenko et al., 2019a,b).  
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Por otra parte, la remodelación de la membrana celular mediante la sustitución de 

fosfolípidos por lípidos que no contienen P en su composición es otro de los mecanismos 

comunes en cianobacterias y algas eucariotas (Brembu et al., 2017). Los fosfolípidos 

representan un reservorio importante de P celular que se moviliza en respuesta a bajas 

concentraciones de este nutriente y su degradación libera P para permitir que las células de 

microalgas se dividan incluso en condiciones adversas y los fosfolípidos son reemplazados por 

sulfolípidos, galactolípidos y lípidos de betaína (BL) (Shemi et al., 2016; Van Mooy et al., 2009) 

Otro de los procesos que se ven afectados por la limitación de P es la fotosíntesis. En 

diatomeas cultivadas bajo la limitación de P, algunos efectos inmediatos son la inhibición de la 

síntesis de sustratos requeridos para el ciclo de Calvin y consecuentemente en la reducción de 

los niveles de fosforilación fotosintética, tasa fotosintética y la síntesis de moléculas como 

NADP y NADPH afectando el transporte de electrones a través del fotosistema II (PSII) 

(Barsanti y Gualtieri, 2014; Mittler, 2002). Por otro lado, genes que codifican a proteínas de 

unión de pigmentos tales como clorofila y fucoxantina se han visto reprimidos bajo limitación 

por P en diatomeas, observándose una disminución en el contenido de estos pigmentos 

(Alipanah et al., 2018; Feng et al., 2015). Aunque las moléculas de clorofila no contienen P, la 

disminución de los niveles de fotosíntesis como resultado de una menor disponibilidad de P 

puede conducir a una menor demanda de absorción de fotones por parte de las clorofilas y, en 

última instancia, a la supresión de la síntesis de clorofila (Alipanah et al., 2018; Liu et al., 2011). 

Aunque la fotosíntesis, y en consecuencia la actividad del ciclo de Calvin, se reduce en 

las células microalgales limitadas en P, la producción de estructuras de carbono sigue superando 

las necesidades celulares; al disminuir la síntesis de proteínas y fosfolípidos, este exceso de 

carbono es redireccionado hacia la biosíntesis de compuestos de reserva en forma de TAG o 

excretado fuera de la célula como polisacáridos extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés) 

(Brembu et al., 2017; Alcoverro et al., 2000). Con respecto a lípidos, se ha observado que bajo 

la limitación o deficiencia de P, el contenido total de ácidos grasos aumenta en algunas especies 

de microalgas; sin embargo, la expresión de algunos genes involucrados en la biosíntesis de los 

ácidos grasos tales como ACC que codifica a la acetil-CoA carboxilasa que es una enzima clave 

en el inicio de la síntesis de ácidos grasos y aquellos que codifican para desaturasas como SAD 

y D9SD  permanece constante o disminuye y los autores explican que esta diferencia en los 
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niveles de expresión de estos genes puede atribuirse al grado de limitación de P, la especie 

evaluada y la duración del cultivo (Alipanah et al., 2018; Shih et al., 2015; Dyhrman et al., 

2012).  

En relación con la acumulación de carbohidratos, dentro de los genes que se han visto 

inducidos bajo condiciones limitantes de P en diatomeas se han observado aquellos involucrados 

en la iniciación de la gluconeogénesis a partir del piruvato tales como los que codifican para 

piruvato carboxilasa (PC), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK) y fructosa-1,6-bifosfato 

(FBP) (Alipanah et al., 2018; Yang et al., 2014; Jitrapakdee y Wallace, 1999). Además, bajo 

deficiencia de P, se ha observado una mayor inducción de los genes que participan en la 

degradación de la crisolaminarina en comparación con su biosíntesis como es el caso de GCK 

que codifica a una glucocinasa, lo que sugiere que la degradación de este compuesto podría ser 

una estrategia para la síntesis de polisacáridos más complejos (Cruz de Carvalho et al., 2016; 

Dyhrman et al., 2012). 

La comprensión amplia de la respuesta de la limitación por P en diatomeas se ha derivado 

a partir de la aparición de las ciencias ómicas y de las técnicas de secuenciación masiva, las 

cuales han permitido la disponibilidad de varios genomas y el desarrollo de análisis 

transcriptómicos, proteómicos y metabólicos (Dell’Aquila y Maier, 2020; Brembu et al., 2017; 

Bowler et al., 2008; Armbrust et al., 2004). La mayoría de estudios ómicos realizados en 

diatomeas relacionados con su respuesta ante la limitación por P se han basado en el estudio de 

transcriptomas, ya sea mediante el uso de microarreglos o por la técnica de RNA-seq, siendo el 

primer estudio llevado a cabo mediante este enfoque en T. pseudonana (Dyhrman et al., 2012).  

Aunque los estudios ómicos realizados hasta el momento en diatomeas para evaluar la 

limitación de P difieren entre sí con respecto a las especies estudiadas y el diseño experimental, 

la visión general del conjunto de información generada es consistente ya que se ha corroborado 

que la limitación de este nutriente genera un impacto significativo en el metabolismo global de 

las diatomeas y de la implementación de estrategias moleculares que pueden ser clasificadas 

tanto como específicas de la limitación de P como de respuestas secundarias generadas del estrés 

(Dell’Aquila y Maier, 2020; Brembu et al., 2017). 
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1.7 Transcriptómica  

La transcriptómica es el conjunto de técnicas utilizadas para el estudio de los transcriptomas de 

organismos, los cuales se definen como la suma total de todos los transcritos presentes en una 

célula, tejido u órgano bajo condiciones fisiológicas o específicas en un momento determinado, 

comprendiendo tanto moléculas de ARN codificantes como no codificantes (Lowe et al., 2017; 

Assis et al., 2014). La determinación de los niveles de expresión de los genes de un organismo 

o tejido, en condiciones o momentos determinados provee información valiosa que permite 

inferir las funciones de los genes que no han sido anotados previamente (Lowe et al., 2017). 

Actualmente, existen dos técnicas contemporáneas para el desarrollo de este tipo de estudios: 

los microarreglos, los cuales cuantifican un conjunto de secuencias predeterminado y RNA-seq 

la cual emplea las técnicas de secuenciación masiva para abarcar todas las secuencias de un 

organismo (Lowe et al., 2017). 

 

1.7.1 RNA-seq 

RNA-seq hace referencia a la secuenciación de transcritos (ADNc) en los cuales su abundancia 

es definida por el número de conteos o reads alineados a cada transcrito. Esta técnica se vio 

influenciada por el desarrollo de las tecnologías de secuenciación masiva (Wang et al., 2009). 

Desde su inicio en 2006 hasta la fecha, RNA-seq se ha usado para el estudio de multiples 

transcriptomas, lo que ha permitido obtener importantes avances en la biología de organismos 

modelo y sobretodo en organismos no modelo (Lowe et al., 2017). Esta herramienta posee 

ciertas ventajas evidentes sobre otros métodos empleados para desarrollar análisis 

transcriptómicos como la detección de transcritos conocidos y novedosos, así como de eventos 

de splicing alternativo y fusión de genes (Pereira et al., 2017). Adicionalmente, RNA-seq 

permite detectar genes que se expresan a niveles bajos, además de polimorfismos de una sola 

base e isoformas, detección de transcritos no codificantes y cambios en las secuencias a nivel 

postranscripcional (mutaciones o edición) (Lowe et al., 2017; Pereira et al., 2017).  

Con el fin de desarrollar un experimento de RNA-seq exitoso, es crítico un buen diseño 

experimental, el cual estará sujeto a factores extrínsecos (costo, tiempo, disponibilidad de 

muestras) e intrínsecos (variabilidad transcripcional entre tejidos, muestras y organismos). La 
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cantidad de recursos disponibles es generalmente, el factor principal que delimitará la decisión 

del investigador y de ahí será necesario definir el objetivo del experimento de RNA-seq para 

elegir el enfoque más apropiado (Pereira et al., 2017). 

 

1.7.1.1 Análisis de datos generados por RNA-seq 

Los experimentos de RNA-seq generan una gran cantidad de lecturas de secuenciación 

(secuencias/reads), las cuales requieren pasar por un procesamiento para la obtención de 

información relevante (Zhao et al., 2016). El análisis de datos implica el uso de varias 

herramientas bioinformáticas las cuales variarán en función del diseño y objetivos del 

experimento (Sahraeian et al., 2017); de ahí que no existe un protocolo adecuado y definido que 

aplique a todos los posibles enfoques que pueden ser abordados mediante la tecnología de RNA-

seq (Conesa et al., 2016). Sin embargo, un proceso de análisis transcriptómico por RNA-seq, 

generalmente puede desglosarse en los siguientes pasos: análisis y filtrado de calidad de 

secuencias, alineamiento, ensamblado, anotación funcional, cuantificación y expresión 

diferencial, enriquecimiento y validación del transcriptoma (Pereira et al., 2017; Kukurba y 

Montgomery, 2015).  

 

ü Análisis y filtrado de calidad de secuencias: El análisis de RNA-seq comienza con los 

archivos que contienen los datos crudos obtenidos del proceso de secuenciación 

(lecturas/secuencias/reads). El análisis y filtrado de calidad de los datos crudos es un paso muy 

importante que facilita la detección de sesgos generados durante el procedimiento de 

secuenciación que, si no se eliminan correctamente, pueden generar problemas como un mapeo 

incorrecto durante la alineación y afectar los resultados finales (Conesa et al., 2016). Entre las 

herramientas que se utilizan para llevar a cabo el análisis y filtrado de calidad de las secuencias 

se encuentra FASTQC (diseñado principalmente para la plataforma Illumina) la cual es una de 

las más populares y utiliza un formato estándar utilizado para almacenar las secuencias de 

nucleótidos junto con una puntuación de calidad por base en la escala de registro Phred que van 

de 0 a 40 (recomendándose valores de calidad superior a 25, Q ≥ 25) (Andrews, 2010). 
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ü Alineamiento:  Una vez que las lecturas han sido filtradas, el siguiente paso es el alineamiento 

de las secuencias a un genoma o transcriptoma de referencia. Durante este paso, las secuencias 

de lectura de los fragmentos de ADNc procedentes de la retrotranscripción de los transcritos de 

ARN se alinean con los genomas de referencia, sin embargo, si la especie estudiada carece 

todavía de un genoma de referencia, las lecturas pueden ser primero ensambladas de novo y 

posteriormente los reads pueden utilizarse ahora para alinearse al transcriptoma ensamblado y 

determinar el porcentaje de ellos que se encuentran representados; se recomienda que entre un  

70 y 90 % de los reads se alineen al genoma de referencia o al transcriptoma ensamblado (Geniza 

et al., 2017).  

 

ü Ensamblado: El proceso de ensamblado pudiera definirse como la reconstrucción del 

transcriptoma mediante la obtención de una colección de fragmentos, donde cada uno de ellos 

representa un transcrito de longitud completa (lo más precisa posible), a partir de lecturas cortas 

(Smith-Unna et al., 2016; Martin et al., 2010). El proceso de ensamblado es un paso fundamental 

en el análisis transcriptómico ya que, dependiendo de la calidad del mismo, se puede utilizar 

para el descubrimiento de transcritos novedosos y genes desconocidos, computar el nivel de 

expresión de los genes e incluso aquellos transcriptomas que sean correctamente anotados 

pueden ser de utilidad para mejorar la anotación de los genomas de los organismos de estudio 

en caso de que estén disponibles (Trapnell et al., 2012). Existen dos tipos de enfoques para 

realizar el ensamblado de un transcriptoma: 1-) guiado por un genoma de referencia o 2-) ‘de 

novo’. La estrategia de ensamblado de transcriptoma guiado por un genoma de referencia hace 

alusión a alinear primero las lecturas de secuenciación a un genoma de referencia y luego 

ensamblar las alineaciones superpuestas en transcritos mientras que el enfoque de ensamblado 

‘de novo, hace referencia a la reconstrucción directamente de las lecturas superpuestas en 

transcritos utilizando la redundancia de las propias lecturas de secuenciación; en el caso de los 

organismos sin genoma de referencia, sólo es posible el ensamblaje de su transcriptoma por esta 

vía (Lu et al., 2013). 
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ü Anotación funcional: En biología computacional, la anotación es el proceso de identificación 

de la ubicación y secuencia de los elementos genómicos y/o la asignación de una función 

biológica a los mismos. El término "funcional" tiene un significado diferente al de los biólogos 

evolutivos, interesados en la conservación, y los biólogos experimentales, interesados en las 

funciones bioquímicas; en este sentido, implica la asociación de una descripción funcional con 

un gen, después de identificar una secuencia similar utilizando herramientas bioinformáticas y 

bases de datos (Mudge y Harrow, 2016). 

 

ü Cuantificación y expresión diferencial: el objetivo principal de la mayoría de los proyectos 

de RNA-seq es cuantificar y comparar la expresión génica en diferentes condiciones e inferir la 

interpretación biológica a la expresión diferencial a nivel de genes o de transcritos (Pereira et 

al., 2017). Para este fin se realiza el conteo de lecturas y normalización de las muestras mediante 

distintos programas bioinformáticos y métodos estadísticos (Pereira et al., 2017; Conesa et al., 

2016). Otro aspecto importante a considerar durante un análisis de expresión diferencial es el 

definir los puntos de corte que indicarán qué genes o transcritos se encuentran expresados 

significativamente; dos de los parámetros utilizados para este propósito son el ‘log2fold-change’ 

o ‘fold-change’ que se define como el grado de cambio en número de veces en que la expresión 

de un gen se ve modificada con respecto a un control y la tasa de descubrimiento de falsos 

positivos (FDR, por sus siglas en inglés) que se define como la proporción de casos positivos 

que la prueba detecta como negativo (Schurch et al., 2016; Tusher et al., 2001). 

 

ü Análisis de enriquecimiento: la identificación de los genes que se encuentran expresados 

diferencialmente es sólo el punto de partida para obtener los conocimientos biológicos sobre 

sistemas experimentales, etapas de desarrollo, comprensión de enfermedades o mecanismos 

moleculares (Zhao et al., 2016). El análisis y la interpretación de estos datos representan un 

desafío, por lo que, para comprender el contexto biológico de los genes expresados 

diferencialmente (DEG, por sus siglas en inglés), se realiza un análisis de enriquecimiento 

funcional, el cual es un método computacional capaz de determinar si un conjunto predefinido 

de genes muestra diferencias significativas entre las muestras (Pereira et al., 2017). El análisis 
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de enriquecimiento transforma la información de los perfiles de expresión génica en un resumen 

de las rutas metabólicas que se ven influidas por el efecto de la variable de estudio (Zhao et al., 

2016). Las rutas metabólicas se someten a pruebas estadísticas para comprobar su 

representación en la lista de genes experimentales, las cuales toman en cuenta el número de 

genes detectados en el experimento, su clasificación relativa y el número de genes anotados en 

una ruta metabólica de interés (Reimand et al., 2019). 

 

ü Validación del transcriptoma: aunque RNA-seq proporciona una estimación precisa y exacta 

de la abundancia de ARN, se recomienda que los resultados obtenidos mediante esta técnica se 

validen mediante la técnica de PCR cuantitativo, también conocida como RT-qPCR (cuando se 

refiere al proceso de retrotranscripción del ARN previo a la reacción) o PCR en tiempo real, ya 

que todavía se considera la técnica por excelencia para la cuantificación de la expresión génica 

(Pereira et al., 2017; Bustin et al., 2005). Sin embargo, la necesidad de validar los estudios de 

RNA-seq mediante RT-qPCR sigue siendo cuestionable ya que se ha observado en estudios 

previos una alta correlación entre los resultados de RNA-seq y de RT-qPCR (Wu et al., 2013; 

Camarena et al., 2010; Core et al., 2008). Existe un debate en cuanto al número de réplicas 

biológicas del experimento de RNA-seq consideradas suficientes (a partir de 3 ó 6) para el 

considerar no realizar la validación por RT-qPCR, no obstante, sigue siendo recomendable 

precisamente por la alta correlación existente entre ambas técnicas ya que a través de RT-qPCR 

se pueden confirmar, mediante el análisis de réplicas biológicas diferentes a las que fueron 

secuenciadas, los resultados y conclusiones generadas a partir de RNA-seq (Pereira et al., 2017; 

Fang y Cui, 2011). 

 

1.8 Análisis in silico de proteínas 

Las proteínas son macromoléculas complejas que poseen funciones esenciales en la actividad 

celular y por ende en varios procesos o reacciones biológicas por lo que su estudio es 

fundamental para determinar su función y comprender los mecanismos en los que se encuentran 

involucradas (Singh et al., 2016). La identificación de la función de una proteína in vivo sigue 

requiriendo un enfoque de genómica funcional que implica la detección de actividades 
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promotoras específicas de los tejidos, la localización subcelular, las posibles modificaciones 

posteriores a la traducción y el estudio de mutantes en donde las proteínas de interés sean 

sobreexpresadas o silenciadas (Free et al., 2009). Este proceso suele ser costoso, en ocasiones 

inasequible y requiere de una inversión alta de tiempo (Mooney et al., 2011). Por otra parte,  los 

avances en el desarrollo de tecnologías de secuenciación de nueva generación en 

transcriptómica y proteómica basada en la espectrometría de masas han permitido la generación 

de una cantidad masiva de datos a nivel de ADN, ARN y proteínas que junto con la aparición y 

disponibilidad de un número considerable de herramientas bioinformáticas han representado 

una alternativa para la predicción de las características funcionales y estructurales de proteínas 

de organismos de interés a partir de sus secuencias aminoacídicas (Yavuz y Öztürk, 2017; 

Drozdetskiy et al., 2015). Por lo tanto, la anotación in silico de una proteína implica 

principalmente la predicción de su función por medio de la homología, las posibles interacciones 

y las modificaciones postraduccionales, así como su localización subcelular (Yavuz y Öztürk, 

2017; Moult, 2008). 

Mooney et al. (2011) mencionan que los métodos de predicción de características 

funcionales y estructurales de proteínas se dividen en dos: comparativos y ‘de novo’. Los 

métodos de predicción comparativos son aquellos que evalúan la homología de las secuencias 

del organismo de estudio con aquellas cuya estructura ya es conocida y se considera que este 

enfoque es más preciso que los métodos ‘de novo’ que únicamente utilizan softwares 

especializados para la predicción de la estructura secundaria de las proteínas de interés.  

Dentro de los elementos conformacionales de las proteínas que son importantes considerar 

para su análisis mediante un enfoque comparativo son los dominios y motivos; los primeros se 

definen como unidades funcionales y/o estructurales conservadas de una proteína que 

generalmente son responsables de una función o interacción en particular que contribuye con el 

funcionamiento general de la proteína (Sangrador-Vegas y Mitchell, 2011). Por otra parte, los 

motivos son conocidos como patrones de secuencias cortas, generalmente de longitud fija, que 

pueden representar importantes características estructurales o funcionales en las secuencias de 

ácido nucleicos y proteínas, como sitios de unión de transcripción, uniones de empalme, sitios 

activos o interfaces de interacción (Mohamed et al., 2016). La identificación de motivos y 



29 
 

dominios en las proteínas es un aspecto importante de la clasificación de las secuencias de 

proteínas y su anotación funcional (Xiong, 2006). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

El P es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las microalgas y su 

concentración tiene un efecto en su composición química y dicho efecto, ha despertado un 

interés específico sobre la síntesis de lípidos. Se han realizado estudios diversos bajo 

condiciones limitantes de P en varias diatomeas e incluso se han realizado análisis 

transcriptómicos, pero para el género Chaetoceros la información aún es limitada. Debido a la 

importancia que Chaetoceros muelleri representa en la acuacultura en el Noroeste de México 

por su crecimiento rápido, su calidad nutricia, capacidad de adaptación a las condiciones 

climatológicas de esta región y la acumulación de lípidos bajo concentraciones limitantes de 

nutrientes, es interesante conocer los procesos biológicos y moleculares involucrados en su 

respuesta ante la falta de P, ya que hasta el momento los estudios realizados en esta especie se 

han centrado básicamente en su composición bioquímica y producción de biomasa. Actualmente 

el uso de técnicas moleculares y el aporte de las nuevas áreas del conocimiento como la 

transcriptómica, proteómica y metabolómica facilitan la comprensión global de la biología, la 

interacción de los organismos y su respuesta ante los factores que les rodean en su medio 

ambiente. De ahí que la información generada a partir de estás áreas del conocimiento y de las 

tecnologías de nueva generación permitirá un mejor entendimiento de la regulación de las rutas 

metabólicas empleadas por la diatomea en respuesta a la limitación por P y desarrollar estudios 

posteriores. En virtud de lo anterior, se pretende relizar un análisis transcriptómico bajo distintas 

concentraciones limitantes de P y su relación con la síntesis de lípidos en C. muelleri por medio 

de RNA-seq. 

 

PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

En base a los antecedentes ya mencionados se plantea la siguiente pregunta de 

investigación: 

¿Cómo afectan las distintas concentraciones de fósforo en el nivel de expresión de los 

genes y la síntesis de lípidos en Chaetoceros muelleri? 
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III. HIPÓTESIS 

 

Habrá una mayor cantidad de genes reprimidos en condiciones limitantes de fósforo en 

comparación con las condiciones de exceso de este nutriente en Chaetoceros muelleri y existirá 

una relación en la expresión diferencial con la acumulación de lípidos. 
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IV. OBJETIVOS  

 

4.1 Objetivo general 

 

Analizar el transcriptoma de Chaetoceros muelleri en respuesta a diferentes concentraciones 

limitantes de P y su relación con la acumulación de aceites. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

ü Determinar el efecto de la limitación y el exceso de fósforo en el crecimiento, producción 

de biomasa y composición proximal de Chaetoceros muelleri. 

ü Evaluar la producción de biomasa y la calidad bioquímica de los cultivos de Chaetoceros 

muelleri en los medios limitantes y con exceso de fósforo. 

ü Cuantificar el perfil de los ácidos grasos de Chaetoceros muelleri bajo diferentes 

condiciones de fósforo. 

ü Analizar el perfil transcriptómico de Chaetoceros muelleri cultivada bajo diferentes 

concentraciones de fósforo utilizando la tecnología RNA-seq. 

ü Predecir in silico las características de las secuencias aminoacídicas de las proteínas 

transportadoras de fósforo NPT2B y VTC4 y de las enzimas ACC y FAD2 involucradas en la 

biosíntesis de ácidos grasos en Chaetoceros muelleri. 
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V.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Material biológico   

La cepa de Chaetoceros muelleri utilizada en este estudio fue aislada en Bahía de Kino 

(Coordenadas UTM: zona 12 N, X 4077, Y 3187302) (Sonora, México) y mantenida bajo 

condiciones de laboratorio en el cepario de microalgas del Departamento de Investigaciones 

Científicas y Tecnológicas (DICTUS) de la Universidad de Sonora. 

 

5.2 Condiciones de crecimiento 

La diatomea Chaetoceros muelleri fue cultivada en condiciones axénicas, creciendo en medio 

F (Guillard y Ryther, 1962), siendo modificadas las concentraciones de fosfatos. Se 

consideraron cuatro tratamientos con diferentes concentraciones de P, incluyendo un control 

(fosfatos: 10 g/L, 72 μM), un exceso (fosfatos: 20 g/L, 144 μM) y dos tratamientos con 

deficiencia en P que, por motivos prácticos, se denominaron limitante A (fosfatos 2.5 g/L, 18 

μM) y limitante B (fosfatos: 1 g/L, 7 μM); las concentraciones del resto de nutrientes que 

componen el medio F permanecieron constantes. Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones 

controladas de temperatura (22 ± 1ºC), iluminación constante (220 μmol m-2 s-1, Phillips 

F96T8/TL865, 60 W), salinidad (30 psu) y sin aeración. 

El efecto de las diferentes concentraciones de P en C. muelleri se evaluó primero mediante 

una fase de aclimatación de la diatomea en tubos de ensayo con 10 mL de medio de cultivo 

durante una semana para después realizar un escalamiento a matraces de 250 mL por 5 días y 

finalmente a matraces de 1 L por cuatro días. Previo a la inoculación en matraces de 1 L, se 

realizaron conteos para cada uno de los tratamientos y se definió como concentración de inóculo 

para cada tratamiento de 150,000 células por mililitro. Cada tratamiento fue realizado por 

triplicado (tanto en la fase de aclimatación como en el proceso de escalamiento). Para la 

evaluación del crecimiento, producción de biomasa, análisis bioquímicos y ácidos grasos se 

consideraron cuatro réplicas biológicas las cuales estuvieron compuestas por tres réplicas 

técnicas por cada tratamiento; por su parte, para el análisis de RNA-seq se consideraron dos 
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réplicas biológicas cada una de ellas compuestas por tres réplicas técnicas por tratamiento 

(Figura 3).

Figura 3. Diseño experimental para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de P en 
la diatomea C. muelleri.

5.3 Determinación de la concentración celular

Se llevó a cabo un escalamiento de cultivo de la diatomea Chaetoceros muelleri, creciendo en 

cada uno de los tratamientos mencionados anteriormente, iniciando en tubos de cultivo para 

después pasar a matraces Erlenmeyer de 250 mL, considerándose cuatro réplicas por 

tratamiento. La determinación de la concentración celular se obtuvo haciendo mediciones 

diarias por nueve días, de manera indirecta utilizando un espectrofotómetro (Spectronic 20D+ 

Thermo Scientific) haciendo lecturas a 550 nm y de forma directa mediante conteos celulares 

haciendo uso de un hematocitómetro de 0.1 mm de profundidad, utilizando un microscopio 

óptico y aplicando la siguiente fórmula:

No. Células/mL = (No. total de células/No. de cuadros contados) * 10,000.

Se estimaron también las tasas de replicación celular: µ máxima, µ acumulada y µ 

promedio, siguiendo las siguientes fórmulas (Andersen, 2005):



35 
 

Tasa de crecimiento máxima: µmax= Log2Bn-Log2Bn-1/(tn-tn-1) 

Tasa de crecimiento acumulada: Ɖµ 

Tasa de crecimiento promedio: µprom= Log2Bn-Log2B0/(tn-t0) 

 

5.4 Determinación de biomasa y análisis bioquímicos 

Para la determinación de biomasa y análisis bioquímicos, la obtención de muestra se realizó al 

día 4 de iniciado el cultivo, ya que en este momento todos los tratamientos se encontraban en la 

fase logarítmica tardía de crecimiento.  

Para la determinación de biomasa (peso seco), los cultivos fueron homogenizados y las 

muestras fueron obtenidas mediante filtración de 200 mL de medio de cultivo a través de filtros 

de microfibra de vidrio Whatman GF-C de 47 mm de diámetro previamente lavados, secados y 

pesados. Luego los filtros con las células filtradas fueron lavados con formiato de amonio (36 g 

L-1) para remover residuos de sales y se secaron en una estufa de convección a 60 °C por 8 h y 

se pesaron en una balanza analítica (Ohaus Explorer Analytical Balance Ohaus E011403). 

Posteriormente, estos mismos filtros fueron incinerados a 480 °C en una mufla por 12 h para 

determinar el contenido de materia inorgánica (cenizas) y se pesaron (Ohaus Explorer 

Analytical Balance Ohaus E011403). Finalmente, se determinó el contenido de materia orgánica 

mediante la diferencia entre biomasa y cenizas. 

El contenido de clorofila a fue determinado mediante la obtención de 50 mL de cultivo 

previamente homogenizado y centrifugado a 2000 g por 5 min. Los pigmentos fotosintéticos 

fueron extraídos del pellet obtenido de la centrifugación, añadiéndose acetona al 90 % y después 

se sonicó por 5 min (Sonic 1510 R-DTH Branson Ultrasonics Corporation, CT, USA) y 

finalmente los extractos fueron almacenados en oscuridad por 24 h a 4 °C. El contenido de 

clorofila a se determinó espectrofotométricamente y haciendo uso de la ecuación propuesta por 

Jeffrey y Humphrey (1975): 

Clorofila a = 11.47 E664 – 0.40 E630 

Para la determinación del contenido total de lípidos y proteínas, se tomaron muestras de 

cada tratamiento y se filtraron a través de filtros de microfibra de vidrio Whatman GF-C de 25 

mm de diámetro; posteriormente, los filtros fueron lavados con formiato de amonio (36 g L-1) y 
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se almacenaron a – 20°C previo a los análisis bioquímicos. El contenido total de lípidos se 

determinó colorimétricamente siguiendo la técnica de Pande et al. (1963). Una vez extraídos los 

lípidos, se utilizó el método de Bligh y Dyer (1959) modificado por López Elías et al. (1993). 

El contenido total de proteínas se determinó también colorimétricamente por el método de 

Lowry et al. (1951) modificado por Malara y Charra (1972) y siguiendo las recomendaciones 

para su extracción de Clayton et al. (1988) y López Elías (1993). La cuantificación de lípidos y 

proteínas totales se realizó mediante el uso de espectrofotometría (CARY 100 BIO UV-Visible 

Spectrophotometer). 

 

5.5 Perfil de ácidos grasos de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 

El análisis de perfil de ácidos grasos se llevó a cabo en el Laboratorio de Bioquímica y Calidad 

de Productos Pesqueros del Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C (CIAD), 

para lo cual se utilizaron muestras previamente liofilizadas de cada uno de los tratamientos de 

C. muelleri. 

Los lípidos fueron extraídos siguiendo el método propuesto por Ryckebosch et. al (2012). 

Se pesaron 350 mg de muestra y se añadió una mezcla de cloroformo y metanol (1:1) y se 

homogenizó en vórtex por 30 seg. Los solventes se evaporaron a 60 °C bajo una atmósfera de 

nitrógeno. Para la derivatización se utilizó una mezcla de ácido sulfúrico (al 1 % en metanol) y 

tolueno y se incubó por toda la noche a 50 °C. Finalmente, se añadió hexano y una solución de 

NaCl (5%) para después dejarse reposar hasta que se observaron dos fases. La muestra recibió 

un flujo de nitrógeno y la fase superior fue transferida un vial y congelada a – 80 °C hasta su 

análisis. 

La determinación del perfil de ácidos grasos de todas las muestras se llevó a cabo mediante 

la inyección de 1 μL de muestra en un cromatógrafo de gases (Agilent 6890 Series) equipado 

con una columna analítica de sílice modelo Agilent DB-23 (diámetro de 0.25 mm, grosor de 

0.25 μm y longitud de 60 m). El gas acarreador fue N2 y el modo de detección fue por ionización 

de flama (FID). La identificación de los ácidos grasos fue basada en una mezcla de ácidos grasos 

estandarizada como referencia (Supelco 37 Component FAME Mix by Sigma-Aldrich©). 
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5.5.1 Predicción de las propiedades del biodiesel a partir de los perfiles de ácidos grasos 

de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 

Se calcularon varios parámetros de calidad del biodiesel a partir del perfil de ácidos grasos de 

C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P, tomando en consideración el tamaño 

de la cadena hidrocarbonada, la presencia de dobles enlaces y el contenido de cada ácido graso 

identificado. El índice de saponificación (SV, por sus siglas en inglés), índice de yodo (IV, por 

sus siglas en inglés) y número de cetano (CN) se estimaron a partir del perfil de ácidos grasos 

haciendo uso de las siguientes fórmulas (1-3) (Krisnangkura, 1986): 

 

SV = Ɖ (560 × Ni) / Mi  (1) 

IV = Ɖ (254 × DNi) / Mi (2) 

 

Donde Ni es el contenido de cada ácido graso en porcentaje, D es el número de dobles enlaces 

y Mi es el peso molecular de cada ácido graso. Posteriormente, el número de cetano (CN) fue 

calculado utilizando la siguiente fórmula:  

CN = 46.3 + (5.458 / SV) – (0.225 × IV)  (3) 

 

Además, se estimaron otras propiedades del biodiesel tales como el grado de insaturación 

(DU, por sus siglas en inglés), punto de tubidez (CP, por sus siglas en inglés) y estabilidad 

oxidativa (OS, por sus siglas en inglés). El grado de insaturación (DU), se calculó en función 

del contenido de ácidos grasos monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados (PUFA). El CP fue 

calculado utilizando la ecuación propuesta por Sarin et al. (2009), mientras que la OS fue 

calculada por la ecuación propuesta por Wang et al. (2012). 

 

DU = ∑ MUFA + (2 × PUFA) (4) 

CP = (0.526 × C16) ‒ 4.992  (5) 



38

OS = ‒ 0.0384 × DU + 7.770 (6)

5.6 Análisis transcriptómico de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P

5.6.1 Extracción de ARN total

Para llevar a cabo la extracción de ARN total de C. muelleri se llevó a cabo el siguiente proceso 

de estandarización (Figura 4) en el que se evaluaron diferentes métodos de cosecha, 

pretratamiento de la muestra, así como método de extracción de ARN total:

Figura 4. Proceso de estandarización llevado a cabo para la obtención de ARN total de C. 

muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P.

La estrategia por la cual se obtuvieron mejores resultados en la extracción de ARN total 

de C. muelleri fue mediante la cosecha de la biomasa microalgal a través de centrifugación 

(condiciones: 2500 g por 10 minutos a 4 °C) para posteriormente almacenar la muestra 

directamente a – 80 °C hasta su uso. Para la extracción de ARN total, las muestras 

permanecieron en nitrógeno líquido hasta que se vertieron dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 
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mL con 1 mL de TRIzol® Reagent (Thermo Fischer Scientific) frío, siguiéndose las 

instrucciones del fabricante: https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/trizol_reagent.pdf   

 

5.6.2 Cuantificación e integridad del ARN total 

Para la cuantificación del ARN total se tomaron 2 μL de cada muestra y se cuantificó en el 

espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Se consideró que la relación de 

absorbancia 260/280 nm fuera entre el rango >1.8 a 2. La integridad del ARN total se analizó 

por medio de electroforesis en un gel de agarosa al 1 % preparándose de la siguiente manera: 

 

ü Se pesó 0.5 g de agarosa y se depositó en un matraz Erlen-Meyer de 250 mL con 50 mL de 

buffer TAE 1X estéril.  

ü Posteriormente se calentó la mezcla de agarosa con TAE 1X haciendo uso de un horno 

microondas por un minuto y medio, verificando su disolución cada 30 seg. Ya que la mezcla no 

presentó grumos y se tornó transparente, se dejó reposar a temperatura ambiente hasta que la 

temperatura del matraz fuera soportable al dorso de la mano.  

ü Se añadió 1 μL de GelRedTM (Biotium) y se agitó vigorosamente para después vaciarse 

lentamente en la placa de electroforesis previamente preparada con los sellos acrílicos, esto para 

evitar la formación de burbujas. Se colocaron los peines de separación correspondiente y se dejó 

reposar hasta que la mezcla se solidificara (15 a 20 min).  

ü Una vez formado el gel, se depositó en el tanque de la cámara de electroforesis. Se vertió la 

cantidad apropiada de buffer TAE 1X estéril hasta que cubriera el gel y se retiraron los peines 

con cuidado, evitando que se dañara el gel (Para este punto, la cámara de electroforesis debe 

estar en total asepsia, siendo previamente lavada con Benzal al 4 %).  

ü Se cargaron 2 μL de muestra de ARN total mezclado con 2 μL de buffer de carga y se 

depositaron en cada uno de los pozos.  

ü Se llevó a cabo la electroforesis conectando la cámara de electroforesis a una fuente de poder 

a 80 Volts por 35 min aproximadamente.  
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ü Una vez terminado el proceso, se continuó con la visualización del gel de electroforesis en el 

fotodocumentador Bio-Imaging System MiniBis pro (Bio America Inc), guardándose la imagen 

para su análisis posterior.  

 

5.6.2.1 Purificación de ARN extraído de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones 

de P 

Con el fin de eliminar posibles impurezas remanentes del proceso de extracción de ARN total 

de C. muelleri, se procedió con su purificación mediante el uso del kit RNeasy MinElute 

Cleanup Kit de Qiagen, siguiéndose las instrucciones del fabricante: 

https://www.qiagen.com/mx/resources/resourcedetail?id=bb039a0a-b168-478f-88a7-

ebcada67f7dd&lang=en. Las muestras de ARN se volvieron a analizar por NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific), se corrieron en gel de agarosa para después visualizarse en el 

fotodocumentador y finalmente almacenarse a – 80 °C hasta su uso. Se obtuvieron dos réplicas 

biológicas (cada una compuesta por tres réplicas técnicas) de ARN total por cada tratamiento, 

teniendo un total de 8 muestras, las cuales fueron enviadas al Laboratorio de Servicios 

Genómicos de LANGEBIO-CINVESTAV Unidad Irapuato, Guanajuato, México. 

 

5.6.3 Construcción de librerías de ADNc y secuenciación 

La construcción y secuenciación de las genotecas fue realizada en la Unidad de Genómica 

Avanzada del Laboratorio de Genómica para la Biodiversidad del Centro de Investigaciones 

Avanzadas del Instituto Politécnico Nacional (LANGEBIO-CINVESTAV) en la Unidad de 

Irapuato, Guanajuato.  Para cada muestra, se determinó el RIN, que por sus siglas en inglés 

significa número de integridad del ARN en un 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa 

Clara, CA, USA). Las genotecas fueron preparadas usando 3 µg de ARN total (a concentración 

de al menos 50 ng mL-1), un RIN ≥ 6 y TruSeq RNA Sample Prep v2 LT de Illumina; la 

secuenciación de las 8 genotecas (dos réplicas biológicas por tratamiento) se realizó en modo 

paired-end (2 x 150 bp) MID en la plataforma NextSeq® de Illumina (San Diego, CA, USA)  
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5.6.4 Filtrado de calidad secuencias, ensamblado de novo del transcriptoma y anotación 

funcional. 

Posterior a la secuenciación, se recibió un enlace para descargar toda la información de las 

lecturas crudas generadas por la plataforma Illumina NextSeq en archivos con formato FastQ, 

los cuales fueron analizadas usando FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010). Posteriormente, 

con la finalidad de obtener lecturas fiables para el ensamblado y análisis del transcriptoma, se 

utilizaron las herramientas Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) la cual permite la 

eliminación de adaptadores, lecturas de baja calidad (Q<25) y lecturas ambiguas (“N”) y 

SortMeRNA (Kopylova et al., 2013) la cual permite la detección y eliminación de secuencias 

de ARN ribosomal. Para corroborar que las lecturas conservadas fueron de alta calidad, se 

realizó un segundo análisis utilizando el programa FastQC. Una vez que se confirmó la calidad 

de las lecturas se continuó con el ensamble del transcriptoma de C. muelleri. 

En vista de que hasta el momento no se cuenta con el genoma de C. muelleri secuenciado, 

para el ensamblado de novo del transcriptoma se probaron tres softwares: Trinity en su versión 

default y haciendo uso de la opción ‘jaccard clip’ (Grabherr et al., 2011), rnaSPAdes 

(Bushmanova et al., 2019) y SOAPdenovo (Luo et al., 2012). Para definir la calidad del 

ensamblado, se utilizó la herramienta rnaQuast (Bushmanova et al., 2016), la cual hace sinergia 

de otras herramientas como BUSCO (Simão et al., 2015) y GeneMarkS-T (Tang et al., 2015) 

para proveer información estadística como el total de los unigenes, su distribución, longitud y 

estadístico N50, que permitirán la selección de la versión del transcriptoma más adecuada para 

los análisis posteriores. Además, se utilizó la herramienta HISAT2 (Kim et al., 2015) para 

verificar la cobertura promedio de las lecturas con el transcriptoma ensamblado. 

La anotación funcional del transcriptoma se realizó siguiendo el protocolo Trinotate 

(https://github.com/Trinotate/Trinotate.github.io/wiki/TrinotateWeb) (Bryant et al., 2017). 

Trinotate utiliza varios métodos diferentes y bien referenciados para la anotación funcional, 

incluida la búsqueda de homología con datos de secuencia conocidos como Swiss-Prot 

utilizando BLASTx y BLASTp (valor de E <1e-3), identificación de dominios de proteínas 

(HMMER / PFAM), péptido señal de proteínas y predicción de dominios transmembranales 

(signalP / tmHMM) así como también usa la información de otras bases de datos como eggNOG 
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(Powell et al., 2011) y GO (Ashburner et al., 2000) y KEGG (Kanehisa et al., 2012). Todos los 

datos de anotación funcional derivados de este análisis fueron integrados en una base de datos 

SQLite permitiendo la búsqueda rápida y eficiente de términos con cualidades específicas para 

finalmente crear un reporte de anotación completo para un transcriptoma. Por otro lado, con la 

finalidad de robustecer el análisis, se realizó un BLASTx de las secuencias con proteomas de 

otras microalgas (Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira pseudonana y Chlamydomonas 

reinhardtii) depositados en la base de datos de Swiss-Prot. Después de seguir el protocolo de 

Trinotate y recopilar toda la información depositada en diferentes fuentes externas y bases de 

datos, todos los resultados obtenidos se tabularon en un archivo Excel. 

 

5.6.5 Análisis de expresión diferencial y análisis de enriquecimiento 

La estimación de abundancia de transcritos fue determinada utilizando la herramienta RSEM, 

la cual a su vez utiliza Bowtie2 para llevar a cabo el alineamiento utilizando los parámetros por 

defecto; esto es que se permitió como máximo 2 bases mal apareadas en la secuencia semilla a 

la cual se le asignó un tamaño de 25 bases, se determinó un tamaño de inserto entre lecturas 

pareadas de 1 -1000 (ambos valores por defecto en RSEM) y para el cálculo de la abundancia 

de transcritos se reportaron todos los alineamientos encontrados para cada fragmento, 

excluyendo todos aquellos fragmentos con más de 200 alineamientos (todos estos parámetros 

son por defecto de RSEM) (Li y Dewey, 2011; Langmead, 2010). Se utilizaron los conteos 

crudos de cada transcrito de cada librería para generar una matriz con todas las condiciones 

experimentales y sus réplicas. Los conteos crudos entre las muestras y las réplicas fueron 

normalizados por la media ajustada de los valores M (TMM) usando el paquete estadístico 

edgeR de Bioconductor (Robinson et al., 2010).  

La correlación y el coeficiente de variación biológica entre las muestras y las réplicas 

biológicas se determinaron con un análisis de correlación y de escalamiento multidimensional 

(MDS) de Pearson, utilizando los datos de expresión normalizados por TMM. Para evaluar la 

respuesta transcripcional de C. muelleri a las diferentes concentraciones de P, se compararon 

los genes de C. muelleri cultivada bajo una concentración de P de 72 μM (control) frente a las 

tratamientos en los que se cultivó esta diatomea bajo concentraciones limitantes (7 y 18 μM) y 
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de exceso (144 μM) de P, utilizando el paquete edgeR (Robinson et al. 2010), utilizando un 

método estadístico basado en comparaciones por pares y una dispersión común calculada como 

sugiere el manual de EdgeR. Los transcritos que mostraron una tasa de descubrimiento de falsos 

positivos (FDR, por sus siglas en inglés) de 0.01 y un valor de cambio (log2 fold-change) 

log2FC ≥ ± 1 fueron considerados como genes expresados diferencialmente. El agrupamiento 

jerárquico de los genes expresados diferencialmente en C. muelleri se mostró en un heatmap 

que se realizó usando las funciones ‘hclust’ y ‘heatmap.2’ con el método de agrupamiento de 

ward.D y la biblioteca de ‘gplots’ de R (http://cran.r-

project.org/web/packages/gplots/index.html).  

Para el conjunto de transcritos expresados diferencialmente a lo largo de las 

comparaciones evaluadas se realizó un análisis de enriquecimiento funcional utilizando el 

paquete de R, GOSEQ v1.26.0 (FDR < 0.05) (Young et al. 2010). En este análisis se utilizaron 

las categorías de Ontología Génica (GO, por sus siglas en inglés) obtenidas en las anotaciones 

funcionales llevadas a cabo por Trinotate para caracterizar las respuestas transcripcionales 

considerando los procesos biológicos, componentes celulares y funciones moleculares 

asociados a los genes. 

 

5.7 Análisis in silico de genes involucrados en el transporte de P y metabolismo de lípidos 

en C. muelleri. 

Se seleccionaron y extrajeron del transcriptoma de C. muelleri, genes codificantes para proteínas 

transportadoras de P (NPT2B y VTC4) y genes involucrados en el metabolismo de lípidos (ACC 

y FAD2) para el análisis in silico de sus secuencias aminoacídicas.  

Se utilizó la herramienta ORF Finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para 

traducir las secuencias nucleotídicas de C. muelleri, encontrar marcos de lectura abiertos (ORF’s 

por sus siglas en inglés) y seleccionar el de mayor tamaño para después realizar un Blastp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y comparar dichas secuencias con otras depositadas en 

la base de datos del NCBI.  
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Por otro lado, se identificaron los dominios y motivos conservados más probables 

empleando las herramientas Conserved Domain Search y PROSITE de ExPASy 

(https://prosite.expasy.org/) - NIH de NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Además, se utilizó el software 

Seq2Logo 2.0 (Thomsen y Nielsen, 2012) de DTU Health Tech para la elaboración de logos de 

secuencia, los cuales son una representación gráfica del contenido de información almacenado 

en un alineamiento múltiple de secuencias (MSA, por sus siglas en inglés) y proporcionan una 

representación compacta y altamente intuitiva de la composición de aminoácidos específica en 

secuencias biológicas (Thomsen y Nielsen, 2012). Por otra parte, se realizaron alineamientos 

múltiples con secuencias aminoacídicas homólogas pertenecientes a otras especies de 

microalgas y plantas a través del software Jalview ver. 2.11.1.0 (Waterhouse et al., 2009) donde 

fueron visualizados y editados.  

Asimismo, se determinó el peso molecular (kDa) y el punto isoeléctrico de las secuencias 

aminoacídicas mediante el servidor Protparam de ExPASy (https://web.expasy.org/protparam/). 

Además, se empleó el servidor NPS@ (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_seccons.html) para efectuar la predicción de la 

estructura secundaria y determinar los porcentajes de alfa hélices y láminas betas. Finalmente, 

se empleó el software SWISS MODEL para buscar modelos viables para elucidar la estructura 

de las proteínas codificadas por las secuencias identificadas en C. muelleri, a través de 

homología a partir de la utilización de modelos tridimensionales reales de proteínas similares.  
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1 Crecimiento y determinación de la concentración celular de C. muelleri bajo diferentes 

concentraciones de P. 

La Figura 5 muestra el crecimiento de C. muelleri hasta los nueve días de cultivo y se puede 

observar en términos generales que el crecimiento de los cultivos fue ascedente hasta el día 

cuatro en donde se alcanzó la fase logarítmica tardía, observándose una menor densidad celular 

en el tratamiento cuya concentración de P fue de 7 µM la cual fue de 21.28 ± 0.30 log base 2 

(2.60 x 106 células mL-1)  en comparación a los tratamientos control y exceso los cuales 

presentaron densidades celulares de 21.69 ± 0.07 log base 2 (3.40 x 106 células mL-1) y  21.70 

± 0.12 log base 2 (3.42 x 106 células mL-1) no encontrándose diferencias significativas entre 

ambos durante todo el periodo de cultivo (p< 0.05). Por su parte, el tratamiento cuya 

concentración de P fue de 18 µM presentó una densidad celular de 21.55 ± 0.04 log base 2 (2.94 

x 106 células mL-1), no encontrándose diferencias significativas con el resto de los tratamientos 

(p< 0.05).  

Al final de los nueve días de cultivo, se mantuvo una menor densidad celular en el 

tratamiento cuya concentración de fósforo fue de 7 µM la cual fue de 21.27 ± 0.27 log base 2 

(2.56 x 106 células mL-1) en comparación con los tratamientos control y exceso donde se 

observaron densidades celulares de 22.23 ± 0.11 log base 2 (4.94 x 106 células mL-1) y 22.26 ± 

0.08 log base 2 (5.04 x 106 células mL-1) respectivamente (p< 0.05). Por su parte, el tratamiento 

cuya concentración fue de 18 µM presentó una densidad celular de 21.81 ± 0.22 log base 2 (3.52 

x 106 células mL-1) (p<0.05). Estos resultados corroboran el rol importante del P como un 

nutriente esencial para el crecimiento y división celular en las microalgas, por lo que bajas 

concentraciones y el tiempo de duración del cultivo influirán en la densidad celular y en las tasas 

de crecimiento (Brembu et al., 2017; Dyhrman, 2016).  

Por otra parte, el valor más alto de tasa máxima de crecimiento fue observado en el 

tratamiento cuya concentración de P fue de 144 µM (1.51 ± 0.21) y el menor en el tratamiento 

cuya concentración de P fue 7 µM (1.11 ± 0.32); las tasas de crecimiento media y acumulada 

fueron independientes de las concentraciones de P en el medio de cultivo al no encontrarse 
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diferencias significativas entre los tratamientos, aunque se mostró una tendencia a aumentar a 

medida que la concentración de P aumentaba (Tabla 1). Estos resultados pueden ser explicados 

por lo propuesto por Finenko y Krupatkina-Akinina (1974) en donde sugieren que tanto las 

concentraciones presentes en el medio de cultivo como las concentraciones intracelulares de P 

influyen en las tasas de crecimiento, sin embargo, para ser concluyentes se requerirán estudios 

posteriores.

Figura 5. Crecimiento de C. muelleri durante 9 días en cuatro tratamientos experimentales con 
diferentes concentraciones de P: 7 µM, 18 µM, 72 µM y 144 µM. Las barras de error representan 
la desviación estándar de los conteos celulares de cuatro réplicas biológicas compuestas por tres 
réplicas técnicas cada una por tratamiento.
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Tabla 1. Densidades celulares y tasas de crecimiento de C. muelleri cultivada bajo diferentes 
concentraciones de P. 
Concentración 

de P 
Densidad celular 

máxima (x 106 mL-1) 
Tasa máxima 

(µ) div/día 
Tasa 

acumulada (µ) 
Tasa promedio(µ) 

div/día 
7 μM 2.56 ± 0.46a 1.11 ± 0.32a 3.26 ± 0.50a 0.36 ± 0.05a 

18 μM 3.52 ± 0.54b 1.43 ± 0.01b 3.49 ± 0.26a 0.39 ± 0.03a 
72 μM 4.94 ± 0.36c 1.48 ± 0.15b 4.00 ± 0.34a 0.44 ± 0.04a 

144 μM 5.04 ± 0.27c 1.51 ± 0.21b 4.24 ± 0.80a 0.47 ± 0.09a 
Los valores son la media ± desviación estándar de cuatro réplicas biológicas y cada una está compuesta 
por tres réplicas técnicas. Los valores en cada columna con diferente superíndice (a-c) indican una 
diferencia significativa (p<0.05). 

 

 

6.2 Biomasa y análisis bioquímicos de C. muelleri cultivada bajo diferentes 

concentraciones de P. 

La producción más alta de biomasa fue detectada en el tratamiento control (72 µM) con 311.42 

± 12.3 mg L-1; no se encontraron diferencias entre los tratamientos cuya concentración fue de 

18 µM (250.26 ± 11.2 mg L-1) y 144 µM (248.07 ± 11.2 mg L-1). La producción más baja de 

biomasa se observó en el tratamiento cuya concentración de P fue de 7 µM (199.92 ± 2.7 mg L-

1) (Tabla 2). Dentro de los efectos inmediatos observados por limitación en P en microalgas es 

la disminución de la síntesis y regeneración de sustratos del ciclo Calvin-Benson y como 

consecuencia una disminución en el uso de la energía lumínica para la fijación de carbono 

resultando en una producción de biomasa y tasas de crecimiento bajas (Belotti et al., 2013; 

Dyhrman, 2016). Por su parte en el exceso de P se observó una menor producción de biomasa 

seca con respecto al control, esto puede explicarse al observarse una menor cantidad de cenizas 

en el exceso de P con respecto al control; se ha reportado para diatomeas que del total de su 

biomasa seca, la mayor porción la constituyen las cenizas lo que sugiere que a pesar de no 

encontrarse diferencias en el contenido de materia orgánica ni en la densidad celular entre 

control y exceso de P, el tamaño de las células fue menor en el tratamiento de exceso de P con 

respecto al control (Lee et al., 2009; Cordero-Esquivel et al.,1993). 

El contenido más alto de clorofila a fue observado en el tratamiento control (0.5064 ± 

0.02 mg L-1), mientras que menores cantidades fueron encontradas en los tratamientos de exceso 

(144 µM) y limitantes (18 y 7 µM) de P, encontrándose diferencias significativas entre todos 

los tratamientos (p < 0.05) (Tabla 2). Los niveles bajos de clorofila a no pueden ser atribuidos 
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directamente a la limitación de P ya que dentro de la composición de su molécula este elemento 

se encuentra ausente. Sin embargo, Roopnarain et al. (2014) sugieren que la disminución en el 

contenido de clorofila a ocurre debido a la incapacidad de las células de producir ATP y 

NADPH, las cuales son moléculas involucradas en su síntesis, afectando por ende todo el 

metabolismo y como una estrategia de la célula para darle prioridad a la síntesis de compuestos 

de reserva. Por otra parte, en C. muelleri cultivada bajo una concentración de P de 144 µM, se 

observó que los niveles de clorofila a disminuyeron; si bien el efecto de concentraciones 

excesivas de P en los niveles de clorofila a en diatomeas es escaso, en plantas como frijol y soja 

se ha observado este patrón y dichos estudios sugieren que esto se debe a un antagonismo con 

los iones NO3- ya que tanto la capacidad fotosintética y en consecuencia los niveles de clorofila 

están directamente relacionados con el contenido de N y P en las plantas (Novoa et al., 2018; 

Quintana-Blanco et al., 2017; Singh y Reddy, 2015). 

 

 

 

El contenido más alto de lípidos totales fue registrado en el tratamiento cuya 

concentración de P fue de 7 µM y se observó además que su contenido se veía reducido a medida 

que aumentaba la concentración de P (Tabla 2). Se ha reportado ampliamente en varias especies 

de microalgas que, bajo una deficiencia de P, una respuesta común es la acumulación de lípidos 

neutrales y una reducción de los niveles de fosfolípidos, siendo estos últimos reemplazados por 

lípidos cuya composición carece de P (Van Mooy et al., 2009; Cruz de Carvalho et al., 2016). 

Recientemente, Lin et al., (2018) evaluaron la privación de N, Si y P en el medio de cultivo en 

C. muelleri, reportando que bajo la privación de P, el contenido de lípidos totales se incrementó 

(26.74 ± 1.00 % de su peso seco) en comparación a las condiciones establecidas como control 
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(22.23 ± 1.44% de su peso seco; concentración de P de 36 µM); esta respuesta fue observada 

también en este estudio. Los valores reportados por Lin et al., (2018) son más altos comparados 

a los de este estudio, lo cual pudiera ser atribuido a la cepa, a una menor intensidad de luz 

empleada (150 μmol m-2 s-1) y el tiempo de duración del experimento ya que los autores 

cosecharon las muestras para los diferentes análisis bioquímicos en el día seis de cultivo. 

Por otra parte, se encontraron diferencias significas en el contenido total de proteínas entre 

los tratamientos cuya concentración de P fueron 7 y 18 µM; sin embargo, entre los tratamientos 

limitantes de P y los tratamientos control (72 µM) y exceso (144 µM) de P, no se encontraron 

diferencias significativas (Tabla 2). Por su parte, Berdalet et al. (1994) observaron el efecto de 

la deficiencia de P y nitrógeno en el contenido total de proteínas y ácidos nucleicos de 

Heterocapsa sp., reportando que bajo deficiencia de P la síntesis de proteínas permanecerá 

constante siempre y cuando en el medio de cultivo exista niveles suficientes de nitrógeno, al 

menos en un periodo inicial de cultivo. Liang et al. (2013) observaron también en Chlorella sp. 

cultivada bajo limitación de P que el contenido total de proteínas no se vio modificado en 

comparación con condiciones definidas de suficiencia de nutrientes y  limitación por nitrógeno, 

siendo en esta última donde se apreció una disminución del contenido total de proteínas; además 

los autores hacen hincapié en que la respuesta a la limitación de diferentes nutrientes dependerá 

en función de las especies estudiadas, coincidiendo así con otros estudios (Zhao et al., 2009; 

Berdalet et al. 1994). 

De acuerdo con lo anterior, Velasco et al. (2016) reportaron un contenido total de 

proteínas de 59 ± 0.9 % y un contenido total de lípidos de 31 ± 1.3 % (basándose en el contenido 

de materia orgánica) para una cepa de C. muelleri nativa del mar Caribe; las condiciones en las 

que el crecimiento de esta cepa se llevó a cabo fue en medio F/2 bajo una temperatura de 24 ± 

0.5 °C, salinidad de 35 ups y suministro de aire e iluminación constante de 45 µmol m-2 s-1. 

Estas condiciones difieren con las establecidas en este estudio, ya que Velasco et al., (2016) 

emplearon una cepa aislada del mar Caribe, la salinidad fue mayor, la intensidad de luz fue 

menor y además se suministró CO2 de manera constante y se ha reportado que aunado a la 

limitación de nutrientes, estos factores pueden influir en la composición bioquímica en general 

y en especial en la acumulación de lípidos (Rahmadi et al., 2020; Jensen et al., 2019; Zulu et 

al., 2018). Por otra parte, los estudios relacionados a evaluar el contenido total de proteínas en 
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microalgas y en específico en diatomeas y bajo condiciones de exceso de P son escasos, sin 

embargo, se sugiere que, a mayor disponibilidad de P, la síntesis de ATP se verá favorecida y 

por ende la síntesis de proteínas, no obstante, es necesario realizar estudios posteriores. 

 

6.3 Perfil de ácidos grasos de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de 

fósforo 

Se identificaron 14 ácidos grasos en el perfil de C. muelleri cultivada bajo diferentes 

concentraciones de P siendo los más abundantes palmitoleico (34.61 – 39.15 %), palmítico 

(18.62 – 20.62 %), eicosapentaenoico (9.46 – 20.36 %) y mirístico (13.31 – 15.11 %) (Tabla 3). 

Además, se encontraron cantidades traza del ácido graso miristoleico únicamente en el 

tratamiento cuya concentración de P fue de 144 µM. Él ácido graso behénico sólo fue detectado 

en los tratamientos control (72 µM) y exceso (144 µM) de P, mientras que el ácido lignocérico 

no se detectó en el tratamiento control (Figura 6). Estos resultados coinciden con lo reportado 

en la literatura en que un rasgo característico de las diatomeas es que dentro de su perfil de 

ácidos grasos, los ácidos mirístico, palmítico, palmitoleico y eicosapentaenoico son 

predominantes mientras que los ácidos grasos de 18 átomos de carbono generalmente se 

encuentran en cantidades traza; por el contrario, especies de microalgas pertenecientes al grupo 

de las clorofitas y cianofitas los ácidos grasos más abundantes son aquellos cuya cadenas 

hidrocarbonadas oscilan entre los 16 y 18 átomos de carbono (Vuppaladadiyam et al., 2018; 

Zulu et al., 2018). 

En este estudio se observó en los tratamientos con limitación de P (7 y 18 µM) un 

incremento significativo en el contenido del ácido graso palmitoleico en comparación de los 

tratamientos control (72 µM) y exceso (144 µM) de P; respecto al contenido de ácido palmítico, 

se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos limitantes y el exceso de P, 

siendo en los primeros donde se encontró la mayor cantidad de este ácido graso. Por otra parte, 

el contenido del ácido eicosapentaenoico se vio afectado por la limitación de P, encontrándose 

la menor cantidad en el tratamiento cuya concentración fue de 7 µM (p<0.05). Por último, el 

contenido más alto del ácido mirístico se observó en el tratamiento control (72 µM) y la menor 

cantidad en el tratamiento con menor concentración de P (7 µM); no se encontraron diferencias 
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significativas entre los tratamientos cuyas concentraciones de P fueron de 18 y 144 µM para 

este ácido graso. 

 

Tabla 3. Perfil de ácidos grasos de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 
Ácido Graso 7 μM 18 μM 72 μM 144 μM 

Ácido mirístico 13.31 ± 0.72a 14.67 ± 0.88ab 15.11 ± 1.19b 13.74 ± 0.17ab 
Ácido miristoleico N.D. N.D. N.D. 0.14 ± 0.03a 

Ácido pentadecanoico   0.83 ± 0.10a  1.09 ± 0.06b   1.17 ± 0.18b 1.03 ± 0.04b 
Ácido palmítico 20.62 ± 1.41a   19.97 ± 0.70a  18.62 ± 1.41ab  18.77 ± 0.30b 

Ácido palmitoleico 39.15 ± 2.58a   36.96 ± 0.13a 34.04 ± 1.34b  34.61 ± 0.70b 
Ácido estéarico    1.73 ± 0.34ab  2.09 ± 0.19a   2.21 ± 0.22a 1.77 ± 0.08b 

Ácido oleico   3.29 ± 0.97a  1.78 ± 0.24b    1.45 ± 0.31bc 1.29 ± 0.10c 
Ácido linoleico   1.78 ± 0.17a  1.93 ± 0.17a    1.67 ± 0.29ab 1.35 ± 0.06b 

Ácido γ-linolénico   2.05 ± 0.61a   1.38 ± 0.26ab    1.22 ± 0.24ab 0.99 ± 0.22b 
Ácido araquidónico   4.69 ± 1.36a   3.30 ± 0.95ab   2.26 ± 0.55b 1.76 ± 0.21b 

Ácido behénico N.D. N.D.   0.47 ± 0.04a 0.40 ± 0.03a 
Ácido eicosapentaenoico   9.46 ± 2.37a   14.31 ± 0.52b 18.99 ± 1.66c  20.36 ± 0.21c 

Ácido lignocérico   0.80 ± 0.17a   0.43 ± 0.01b N.D. 0.77 ± 0.17a 
Ácido docosahexaenoico   1.57 ± 0.45a   2.03 ± 0.16a   2.73 ± 0.49b 2.96 ± 0.19b 

% Total de AGS 37.30 ± 2.01a 38.27 ± 1.81a 37.59 ± 0.56a  36.50 ± 0.34a 
% Total de AGMI 42.44 ± 2.24a 38.75 ± 0.32b 35.50 ± 1.18c  36.05 ± 0.75c 
% Total de AGPI 19.56 ± 2.60a 22.97 ± 1.49a 26.89 ± 1.54b  27.44 ± 0.46b 

Los valores son la media ± desviación estándar de cuatro réplicas biológicas y cada una está compuesta 
por tres réplicas técnicas. Los datos se presentan como porcentaje de ácidos grasos. Los valores en cada 
fila con diferente superíndice (a-c) indican una diferencia significativa (p<0.05). AGS: Ácidos grasos 
saturados. AGI: Ácidos grasos insaturados. AGMI: Ácidos grasos monoinsaturados. AGPI: Ácidos 
grasos poliinsaturados. N.D: No detectado. 
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Figura 6. Perfil de ácidos grasos de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P.
Los valores son la media ± desviación estándar de cuatro réplicas biológicas y cada una está 
compuesta por tres réplicas técnicas. Los datos se presentan como porcentaje de ácidos grasos. 
Los valores en cada barra con diferente superíndice (a-c) indican una diferencia significativa 
(p<0.05).

Siron et al. (1989) sugieren que el incremento de los ácidos grasos palmítico y 

palmitoleico en la diatomea Phaeodactylum tricornutum bajo condiciones limitantes de P es una 

respuesta relacionada con la acumulación de TAG y disminución del contenido de fosfolípidos 

y que ambos ácidos grasos pueden representar una fuente de energía de reserva. Por el contrario, 

los niveles del ácido eicosapentaenoico se vieron reducidos drásticamente bajo deficiencia de 

P. Los autores sugieren que la limitación de P afecta el grado de insaturación de los lípidos 

microalgales principalmente la síntesis de los AGPI, los cuales presentan mejores condiciones 

para su síntesis mientras el cultivo se encuentra en su fase exponencial en donde la actividad 

celular es intensa y no se presenta una deficiencia de P. Por otro lado, Cañavate et al. (2017) 
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corroboraron este mismo patrón en P. tricornutum cultivándola en medio F/2 y privación de P 

observando que se duplicó el contenido del ácido graso palmitoleico y se redujo a la mitad el 

contenido del ácido eicosapentaenoico bajo privación de P comparado con el tratamiento control 

(100 µM de P). 

En relación a las especies del género Chaetoceros, han sido escasos los estudios que han 

evaluado en específico la limitación o privación de P y su efecto en el perfil de ácidos grasos; 

por su parte, Cañavate et al. (2017) evaluaron el efecto de la privación de P en el perfil de ácidos 

grasos en varias especies de microalgas, entre ellas Chaetoceros gracilis, en la cual se observó 

que el contenido del ácido palmítico aumentó considerablemente en comparación al contenido 

del ácido palmitoleico bajo privación de P y al igual que en otros estudios realizados en 

diatomeas, el contenido del ácido eicosapentaenoico se vio reducido. Lin et al. (2018) realizaron 

el primer estudio, hasta donde se conoce, de la privación de P en C. muelleri y su efecto en el 

perfil de ácidos grasos y compararon los resultados con otra diatomea, Thalassiosira weissflogii; 

los autores observaron en C. muelleri una respuesta similar a lo ya reportado en C. gracilis, sin 

embargo, en T. weissflogii el contenido del ácido palmitoleico aumentó considerablemente a 

diferencia del ácido palmítico ante la ausencia de P en el medio. 

Por lo que se refiere al estudio del efecto del exceso de nutrientes en microalgas y en 

particular de P, este ha sido poco explorado y recientemente han comenzado a generarse estudios 

en diatomeas. Lopes et al. (2019) evaluaron tres concentraciones de P (76, 114 y 228 µM)  y 

dos fases de cultivo (exponencial y estacionaria) y su efecto en el perfil de ácidos grasos en P. 

tricornutum cultivada en medio F/2; al igual que en estudios anteriores en diatomeas, los ácidos 

míristico, palmítico, palmitoleico y eicosapentaenoico comprometieron en mayor parte el 

contenido total de ácidos grasos (~ 80 %), sin embargo, no se detectaron diferencias 

significativas en el contenido de los ácidos grasos entre las diferentes concentraciones de P pero 

sí se encontraron diferencias significativas al contrastar la fase exponencial con la estacionaria, 

viéndose en esta última una disminución en el contenido del ácido eicosapentaenoico y un 

aumento de los ácidos grasos palmítico y palmitoleico. 

De acuerdo a la saturación e insaturación global de los ácidos grasos en este estudio, el 

contenido total de ácidos grasos saturados no se vio modificado entre los tratamientos (p < 0.05). 

En cambio, el contenido total de ácidos grasos monoinsaturados (AGMI) se incrementó a 
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medida que la concentración de P disminuía, siendo el tratamiento de 7 µM donde se encontró 

un mayor contenido de AGMI, seguido del tratamiento cuya concentración fue 18 µM 

encontrándose diferencias significativas entre ambos. Con respecto a los tratamientos cuya 

concentración de P fue 72 y 144 µM, no presentaron diferencias significativas entre ellos en el 

contenido de AGMI totales, pero sí al compararse con los tratamientos con bajas 

concentraciones de P (7 y 18 µM) (Tabla 4). Del mismo modo, el contenido total de ácidos 

grasos poliinsaturados (AGPI) se vio afectado por la concentración de P, el cual aumentó a 

medida que las concentraciones de P aumentaban encontrándose los valores más altos en los 

tratamientos control (72 µM) y exceso (144 µM) sin encontrarse diferencias significativas entre 

ellos, pero si con los tratamientos con limitación de P. El menor contenido de AGPI se registró 

en los tratamientos limitantes de P (7 y 18 µM), no encontrándose diferencias significativas 

entre ambos tratamientos (Tabla 4).  

Los resultados anteriores presentan un patrón similar a lo reportado para otras especies de 

diatomeas y microalgas en las que se evaluó la limitación por P, observándose que el incremento 

en el contenido de AGMI se ve favorecido principalmente ya que este tipo de ácidos grasos 

junto con los AGS se encuentran relacionados con la acumulación de TAG como compuestos 

de reserva (Anne-Marie et al., 2020; Lopes et al., 2019; Cañavate et al., 2017). Algunos estudios 

muestran un mayor contenido total de AGS que de AGMI ante la limitación de P, sin embargo, 

esto puede explicarse en función de la especie estudiada, su perfil de ácidos grasos, el grado de 

limitación de P y la duración del cultivo (Lopes et al., 2019; Lin et al., 2018; Cañavate et al., 

2017). Por otro lado, como se mencionó anteriormente, el contenido total de AGPI está 

relacionado con los lípidos de membrana y su contenido se ve favorecido cuando la actividad 

celular es intensa por lo que a concentraciones bajas de P se puede verse reducido su contenido 

como un mecanismo de respuesta para generar compuestos de reserva y asegurar la 

supervivencia de las células algales en lugar de dividirse (Cañavate et al., 2017; Benning et al., 

1995; Siron et al., 1989).   

 

 



55 
 

6.3.1 Predicción de propiedades del biodiesel a partir de perfiles de ácidos grasos de C. 

muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P 

Se calcularon algunas propiedades de calidad del biodiesel a partir del perfil de ácidos grasos 

de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P tomando en consideración 

diversos métodos de estimación (Tabla 4). 

 

Tabla 4. Predicción de propiedades del biodiesel calculadas a partir del perfil de ácidos grasos 
de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 

 Concentración de P 

Parámetro 7 µM 18 µM 72 µM 144 µM 

Índice de saponificación 202.48 ± 2.88a 203.49 ± 0.72a 202.30 ± 0.85a 201.42 ± 0.25a 

Índice de yodo 108.22 ± 9.79a 120.45 ± 5.54a 135.13 ± 5.73b 139.44 ± 0.85b 

Número de cetano   48.91 ± 2.45a   46.01 ± 1.15a   42.87 ± 1.18b   42.02 ± 0.16b 

Grado de insaturación   81.58 ± 5.17a    84.69 ± 3.30ab    89.29 ± 2.00bc   90.93 ± 0.29c 

Punto de turbidez     5.85 ± 0.74a     5.51 ± 0.37a      4.80 ± 0.74ab     4.88 ± 0.16b 

Viscosidad cinemática     2.73 ± 0.27a     2.61 ± 0.00b    2.42 ± 0.00c     5.94 ± 0.00d 

Estabilidad oxidativa     4.63 ± 0.19a      4.51 ± 0.12ab      4.34 ± 0.07bc     4.27 ± 0.01c 

Ácido γ-linolénico     2.05 ± 0.61a      1.38 ± 0.26ab      1.22 ± 0.24ab     0.99 ± 0.22b 

Dobles enlaces ≥ 4   15.73 ± 1.99a   19.65 ± 1.59b   23.99 ± 1.60c   25.09 ± 0.38c 

Los valores son la media ± desviación estándar de cuatro réplicas biológicas y cada una está compuesta 
por tres réplicas técnicas. Los datos se presentan como porcentaje de ácidos grasos. Los valores en 
cada fila con diferente superíndice (a-d) indican una diferencia significativa (p<0.05). 

 

El índice de saponificación (SV, por sus siglas en inglés) es un dato específico de cada 

grasa y aceite que está relacionado con el peso promedio, el contenido en porcentaje y longitud 

de las cadenas hidrocarbonadas de todos los ácidos grasos que forman parte de un aceite o grasa 

y se expresa en mg de hidróxido de potasio necesario para saponificar 1 g de aceite (Patterson, 

2011). En este estudio, se encontraron valores de índice de saponificación entre 201 y 203 en C. 

muelleri y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos.  
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Los valores de SV de C. muelleri en este estudio fueron similares a lo que se ha reportado 

para la diatomea P. tricornutum, varias especies de clorofitas tales como Nannochloropis 

oculata, Chlorella vulgaris, Ankistrodesmus fusiformis, Ankistrodesmus falcatus y Scenedesmus 

obliquus e incluso a plantas oleaginosas como olivo (196 mg KOH/g de aceite), soja (195 mg 

KOH/g de aceite) y algodón (192 mg KOH/g de aceite), las cuales ya han sido utilizadas en 

ensayos para la obtención de biodiesel (Islam et al., 2013; Talebi et al., 2013; Ramos et al., 

2009; Dermibas, 2003). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este parámetro para C. muelleri 

sugieren que su perfil de ácidos grasos es adecuado para la producción de biodiesel, ya que entre 

menor sea este valor a los ya reportados para las especies anteriormente mencionadas, es un 

indicador de un contenido alto de ácidos grasos poliinsaturados afectando la estabilidad del 

aceite y entre mayor sea (>240) indica un contenido alto de ácidos grasos saturados siendo más 

factible la elaboración de jabón ya que dichos valores son característicos de una grasa sólida 

(Bart et al., 2010). 

Otro parámetro calculado fue el índice de yodo (IV, por sus siglas en inglés), el cual se 

define como una medida que indica la cantidad de yodo (I2) en g que reacciona con 100 g de 

muestra y está relacionado directamente con el grado de insaturación total de ácidos grasos en 

un aceite o grasa (Barabás y Todorut, 2011). La definición de un valor adecuado de índice de 

yodo ha generado controversia en distintas legislaciones al considerar que el IV es simplemente 

un indicador del grado de insaturación mientras que el contenido de dobles enlaces influye 

contundentemente en la estabilidad oxidativa del aceite (Barabás y Todorut, 2011). En este 

estudio, se obtuvieron valores de IV de 108 y 139 para los perfiles de ácidos grasos de C. 

muelleri. Los lineamientos ASTM D6751 de Estados Unidos para la producción de biodiesel no 

establecen un valor adecuado para este parámetro; sin embargo, otras normativas recomiendan 

valores que no excedan entre 120 y 130 de IV, ya que entre mayor sea este valor, indica un 

mayor contenido de ácidos grasos poliinsaturados y aumenta la inestabilidad del aceite (Barabás 

y Todorut, 2011; European Committee for Standardization, 2008). Lo anterior sugiere que el 

perfil de ácidos grasos de C. muelleri que cumple mejor con las recomendaciones de estándares 

internacionales, fue el que se obtuvo al ser cultivada esta diatomea bajo una concentración de P 

de 7 µM (108.22 ± 9.79 g de I2 / 100 g de muestra).  
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El número de cetano (CN, por sus siglas en inglés) es un parámetro que mide la calidad 

de ignición de un combustible y permite relacionar su idoneidad para su uso en motores de 

encendido por compresión. Es considerado uno de los indicadores principales para definir la 

calidad de un combustible y se expresa de forma adimensional (Barabás y Todorut, 2011). 

Teóricamente, el número de cetano puede alcanzar valores que van de 15 a 100 y se ha reportado 

que el rango adecuado de número de cetano es entre 41 – 56 (Barabás y Todorut, 2011). Si el 

número de cetano es bajo, el encendido del motor será difícil especialmente a bajas temperaturas 

y el motor funcionará de manera irregular y ruidosa con ciclos sin combustión, se demorará en 

calentar, las combustiones serán incompletas y aumentará la contaminación con gases de efecto 

invernadero (Knothe, 2008). Por el contrario, números de cetano altos conducen a una ignición 

prematura sin una mezcla apropiada con el aire, resultando en una combustión incompleta y 

aumento de las emisiones de humo; además el combustible se encendería cerca del inyector 

causando un sobrecalentamiento donde partículas del combustible que no lleguen a consumirse 

puedan tapar las boquillas del inyector (Barabás y Todorut, 2011).  

Se estimaron valores de número de cetano promedio de 42 – 48 a partir de los perfiles de 

ácidos grasos de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. Valores similares 

de este parámetro han sido observados en la diatomea P. tricornutum y Picochlorum sp (CN = 

47.3) (Islam et al., 2013); por su parte reportes de Stansell et al. (2012) establecieron un número 

de cetano promedio para biodiesel obtenido para de diatomeas de 48.5. Los estándares para 

producción de biodiesel de Brasil y Estados Unidos ASTM establecen valores mínimos de 

número de cetano de 45 y 47 respectivamente; por su parte las especificaciones en el continente 

europeo son aún más estrictas al establecer un valor mínimo aceptable de número de cetano de 

51 (Barabás y Todorut, 2011). En vista de lo anterior, sólo el número de cetano estimado para 

el perfil de ácidos grasos de C. muelleri cultivada en una concentración de P de 7 µM (48.91 ± 

2.45) pudiera cumplir con lo propuesto por los estándares internacionales.  

A pesar de que en los tratamientos en los que C. muelleri fue cultivada bajo 

concentraciones de P de 72 y 144 µM (42.87 ± 1.18 y 42.02 ± 0.16 respectivamente) se 

encontraron valores de número de cetano dentro de lo teóricamente recomendado, éstos se 

encuentran por debajo de los estándares internacionales y además poseen un contenido 

considerable de AGPI en comparación al ser cultivada bajo concentraciones limitantes de P por 
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lo que probablemente, bajo estas condiciones, convendría su uso en otras aplicaciones como 

alimento en acuacultura, suplementos alimenticios o farmacéutica. Sin embargo, una de las 

estrategias sugeridas para mejorar o aumentar números de cetano bajos son mezclar estos aceites 

con ácidos grasos saturados o implementar el uso de aditivos que previamente ya han sido 

utilizados para mejorar este parámetro como nitrato de 2-etilhexilo, nitrato de ciclohexilo y éter 

2-metoxietilo, observándose un incremento de este valor de 45.5 a 63.5 (Li et al., 2014). 

Otro parámetro que se calculó en función de los perfiles de ácidos grasos de C. muelleri 

fue el grado de insaturación, el cual es un indicador del número de dobles enlaces presentes en 

los ácidos grasos que conforman el aceite; por lo que, una cantidad alta de dobles enlaces 

indicará un alto grado de insaturación. Asimismo, se ha reportado que otros indicadores de 

calidad del biodiesel como el índice de yodo y viscosidad cinemática están relacionados con 

este parámetro (Giakoumis y Sarakatsanis, 2019). Se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos cuya concentración de P fue de 7 µM (81.58 ± 5.17) y 144 µM (90.93 ± 

0.29), observando que el grado de insaturación aumenta con la concentración de P lo que 

también es congruente con el contenido de ácidos grasos, principalmente poliinsaturados, que 

también se incrementa (Tabla 4). 

Otro de los indicadores importantes para evaluar la calidad del biodiesel es el punto de 

turbidez (CP, por sus siglas en inglés), el cual se define como la temperatura a la que el 

combustible comienza a manifestar cristales aglomerados, lo que conduce a la formación de un 

gel conforme baja la temperatura, haciendo que el combustible ya no fluya adecuadamente por 

el sistema del motor y tape los filtros (Barabás y Todorut, 2011). En este estudio, se estimaron 

valores promedios de CP de 4.88 y 5.85 °C para los perfiles de ácidos de C. muelleri. En P. 

tricornutum se ha reportado valores de CP de 4.47 °C y en biodiesel en general se ha reportado 

una temperatura promedio de 5 °C, los cuales son similares a lo calculado en este estudio (Babu 

y Anand, 2019). Cabe señalar que este parámetro se vuelve relevante cuando el combustible es 

utilizado en regiones geográficas donde predominan climas fríos por lo que se recomienda que, 

en estos casos, el biodiesel se mezcle con diésel (ya que posee un CP menor al biodiesel, CP = 

- 28 °C) y aditivos para reducir el punto de turbidez e inhibir la aparición de cristales (Pérez y 

Lisinger, 2016). 
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Otro de los parámetros calculados a partir del perfil de ácidos grasos de C. muelleri fue la 

viscosidad cinemática (KV, por sus siglas de inglés). La viscosidad se define como la resistencia 

de un líquido a fluir debido a la fricción interna de una parte del fluido desplazándose sobre 

otro. Este indicador es importante ya que muestra la capacidad del aceite a fluir en los motores. 

La viscosidad alta puede causar tamaños de gotas grandes, una vaporización pobre, un ángulo 

de inyección más estrecho y una mayor penetración en el cilindro de la pulverización de 

combustible (Hasimoglu et al., 2008; Knothe et al., 2005). Los resultados obtenidos en este 

estudio para este indicador oscilaron entre 2.42 – 5.94 mm2/s. Las especificaciones para la 

producción de biodiesel ASTM D6751 de Estados Unidos mencionan como valores aceptables 

de viscosidad de 1.9 – 6.0 mm2/s, lo cual es satisfecho en todos los tratamientos planteados en 

este estudio (ASTM, 2008).  

Dentro de las propiedades de importancia a evaluar del biodiesel se encuentra la 

estabilidad oxidativa (OS, por sus siglas en inglés), la cual está definida por la composición de 

ácidos grasos presentes en el aceite, especialmente por el contenido de AGPI, el cual es 

inversamente proporcional al valor que se obtenga en este parámetro (Knothe et al., 2005). Otros 

factores que influyen en la estabilidad oxidativa son el almacenamiento, temperatura, tiempo, 

presencia de oxígeno, metales traza y luz (Almeida et al., 2019; Hoekman et al., 2012). Los 

valores obtenidos de OS en este estudio oscilaron entre 4.27 – 4.63 h, cumpliendo con el valor 

mínimo establecido por los estándares de calidad para producción de biodiesel ASTM D6751 

de Estados Unidos (OS = 3h) (ASTM, 2008). 

Otras recomendaciones establecidas para considerar biomasas potenciales para la 

producción de biodiesel de acuerdo a los estándares internacionales, es que éstas posean 

cantidades bajas de ácido linolénico (< 12 %) y de ácidos grasos con más de cuatro dobles 

enlaces (<1%); la primera de las especificaciones es satisfecha en este estudio en todos los 

tratamientos mientras que la segunda no es cumplida en ningún caso (European Committee for 

Standardization, 2008). Por su parte, para los estándares ASTM D6751 de Estados Unidos, estas 

dos características (contenido de ácido linolénico y contenido de ácidos grasos con más de 

cuatro dobles enlaces) no son relevantes (ASTM, 2008). En conclusión, los resultados obtenidos 

de la estimación de parámetros de calidad de biodiesel a partir de los perfiles ácidos grasos de 

C. muelleri de este estudio, indican que aquel que fue obtenido en el tratamiento con una 
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concentración de P de 7 µM es un recurso potencial para la producción de biodiesel al cumplir 

con los requerimientos de la norma ASTM D6751 de Estados Unidos para la producción de 

biodiesel. 

 

6.4 Análisis transcriptómico de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P 

6.4.1 Integridad del ARN total 

Se obtuvieron dos réplicas biológicas (cada una de ellas estuvo compuesta por tres réplicas 

técnicas) de ARN total de C. muelleri por cada tratamiento con la calidad, concentración y 

cantidad requerida para llevar a cabo el proceso de secuenciación (Figura 7). Posteriormente, 

las muestras fueron enviadas al Laboratorio de Servicios Genómicos de LANGEBIO-

CINVESTAV Unidad Irapuato, Guanajuato, México. 

 

 

Figura 7. ARN total de C. muelleri extraído con reactivo TRIzol (Invitrogen) y purificado con 
el kit comercial RNeasy MinElute Clean Up Kit (QIAGEN) en gel de agarosa al 1 % teñido con 
GelRed (Biotium) en condiciones no desnaturalizantes. Carril del 1 al 4 corresponden a la 
primera réplica biológica (RB1) y del carril 5 al 8 corresponde a la segunda réplica biológica 
(RB2). Carril 1: 7 μM_RB1. Carril 2: 18 μM_RB1. Carril 3: 72 μM_RB1. Carril 4: 144 
μM_RB1. Carril 5: 7 μM_RB2. Carril 6: 18 μM_RB2. Carril 7: 72 μM_RB2. Carril 8: 144 
μM_RB2. 
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Una vez que se las muestras de ARN total de C. muelleri fueron recibidas en el Laboratorio 

de Servicios Genómicos de LANGEBIO-CINVESTAV Unidad Irapuato, Guanajuato, México, 

nuevamente la concentración e integridad del ARN total fue corroborada 

espectrofotométricamente en un Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) y se 

determinó el número de integridad del ARN (RIN, por sus siglas en inglés), encontrándose con 

la calidad requerida para dar continuidad con el proceso de secuenciación.  

 

6.4.2 Análisis y filtrado de calidad de secuencias 

Los datos crudos de secuenciación fueron descargados de la base de datos de los Laboratorios 

de Servicios Genómicos de LANGEBIO-CINVESTAV y se obtuvieron en promedio 142.9 

millones de lecturas pareadas (Figura 8). Posteriormente, se realizó un análisis de calidad de 

cada una de las librerías utilizando el programa FASTQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010) para determinar 

la calidad de las secuencias de cada genoteca. Se observó que el porcentaje de GC entre las 

muestras se mantuvo entre 43 y 45 %, sin embargo, en el gráfico correspondiente a este 

parámetro se pudo observar una curva adicional de menor tamaño que pudiera indicar algún tipo 

de contaminación (adaptadores, secuencias de ARNr, entre otros) (Figura 9).  Por otra parte, el 

contenido de pares de bases ambiguas (‘N’) se encontró por debajo del 1 %.  

Después del análisis de calidad de los datos crudos de secuenciación, se procedió a realizar 

un filtrado de las lecturas mediante el uso del software Trimmomatic v0.36 (Bolger et al., 2014) 

con el fin de remover lecturas de baja calidad (Qphred < 25), adaptadores, bases ambiguas (‘N’) 

y lecturas con una longitud menor a 50 pb. Además, se utilizó el software SortMeRNA 

(Kopylova et al., 2013) para eliminar la posible presencia de secuencias de ARNr. Luego de 

este procesamiento de los datos, nuevamente se hizo uso del software FASTQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Andrews, 2010) para verificar si 

los inconvenientes observados en el análisis de calidad de los datos crudos fueron corregidos. 

Una vez finalizado el filtrado de calidad de las secuencias (Figura 10), la calidad promedio en 

la escala de Phred tanto de las bases como las secuencias permaneció superior a 30 (Qphred > 30), 

el contenido de GC osciló entre 43 y 44 % (Figura 11), se logró la eliminación de adaptadores, 
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bases de baja calidad y ambiguas así como de secuencias de ARNr (Tabla 5), obteniéndose en 

total 87.8 millones de lecturas pareadas, las cuales fueron utilizadas para el ensamblado de novo

del transcriptoma (Figura 10).

Figura 8. Conteo de datos crudos (lecturas) por librería y por tratamiento previo al filtrado de 
calidad.

Figura 9. Porcentaje de GC (citosina y guanina) en los datos crudos de secuenciación.
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Figura 10. Conteo de lecturas por librería y por tratamiento posterior al filtrado de calidad con 
los softwares Trimmomatic y SortMeRNA.

Figura 11. Porcentaje de GC (citosina y guanina) de las lecturas posterior al filtrado de calidad.



64 
 

Tabla 5. Secuencias de ARN ribosomal detectadas en las librerías de C. muelleri por el 
software SortMeRNA. 

Tratamiento Réplica Hit a ARNr 18S 
7 µM 1 916,024 

18 µM 1 445,440 
72 µM 1 1,624,866 

144 µM 1 798,676 
7 µM 2 442,202 

18 µM 2 426,226 
72 µM 2 250,726 

144 µM 2 359,272 
 

 

6.4.3 Ensamblado del transcriptoma y alineamiento 

Una vez que las lecturas fueron filtradas se continuó con el ensamblado de novo del 

transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. Para este fin se 

consideraron tres ensambladores: Trinity (en condiciones por defecto y utilizando la opción 

‘jaccard clip’), rnaSPAdes y SOAPdenovo. Posteriormente, la calidad de cada uno de los 

transcriptomas ensamblados se evaluó a través de las herramientas rnaQUAST, BUSCO con la 

base de datos de Stramenopiles y Gene Mark S-T. Tras realizar un análisis de las métricas 

proporcionadas por cada una de las herramientas se definió que los transcriptomas ensamblados 

con Trinity presentaron los resultados más adecuados para seguir con el análisis (Tabla 6). 
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Una vez seleccionados los transcriptomas candidatos para continuar con el análisis, se 

realizó un alineamiento de las lecturas filtradas contra los transcriptomas ensamblados con 

Trinity utilizando la herramienta HISAT2 con el fin de determinar el nivel de cobertura y 

representatividad de dichas lecturas en el transcriptoma y se recomienda que entre un 70 y 90 

% de dichas lecturas deben de alinearse al transcriptoma ensamblado (Geniza y Jaiswal, 2017).

El porcentaje de alineamiento de las lecturas con los transcriptomas ensamblados varío entre

79.62 y 81.63 % (Tabla 7), considerándose adecuados ambos ensamblados, sin embargo, al 

verificar nuevamente las métricas obtenidas para ambos ensamblados, se escogió el 

transcriptoma ensamblado con Trinity utilizando la opción ‘jaccard clip’ como el más adecuado 

para dar continuidad a los análisis ya que de acuerdo a la evaluación realizada por la herramienta 

BUSCO a pesar de que ambos transcriptomas mostraron el mismo porcentaje total de transcritos 

completos recuperados, el transcriptoma ensamblado con Trinity utilizando la opción ‘jaccard 
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clip’, mostró un mayor porcentaje de transcritos completos recuperados únicos (59 %) en 

comparación con el ensamblado en sus condiciones por default (52 %). 

 

Tabla 7. Porcentajes totales de alineamiento de lecturas con los transcriptomas 
ensamblados con la herramienta Trinity. 

Tratamiento Réplica Ensamblado default (%) Ensamblado jaccard clip (%) 

7 μM 1 81.48 81.23 

18 μM 1 80.26 80.28 

72 μM 1 80.64 80.54 

144 μM 1 79.62 79.97 

7 μM 2 80.78 80.64 

18 μM 2 80.67 80.71 

72 μM 2 80.27 80.58 

144 μM 2 81.47 81.63 

 

 

6.4.4 Anotación funcional del transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo diferentes 

concentraciones de P 

De los 35,272 transcritos ensamblados por Trinity utilizando la opción ‘jaccard clip’, se 

predijeron 54,951 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) distribuidos en 

28,220 transcritos mediante la herramienta Transdecoder, la cual posee la capacidad de 

identificar dentro de los transcritos posibles regiones codificantes. Se realizó un blast del 

transcriptoma de C. muelleri utilizando ‘blastx’ (valor de E <1e-3) contra la base de datos de 

UniProtKB/Swiss-Prot dando hit a 15,236 secuencias de proteínas; también se realizó un 

‘blastp’ utilizando los ORF predichos con Transdecoder igualmente contra la base de datos 

UniProtKB/Swiss-Prot dando hit a 9,030 secuencias de proteínas. Además, con la finalidad de 

robustecer el análisis se realizó un ‘blastx’ del transcriptoma de C. muelleri contra proteomas 

de otras microalgas depositados en la base de datos de de UniProtKB/Swiss-Prot; de los 35,272 
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transcritos, 17,705 dieron hit a secuencias de proteínas en Chlamydomonas reinhardtii, 28,702 

para Thalassiosira pseudonana y 30,279 a Phaeodactylum tricornutum.  

De los 35,272 transcritos identificados en el transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo 

diferentes concentraciones de P, 15,839 transcritos fueron anotados por Gene Ontology (GO), 

los cuales fueron clasificados en tres categorías GO principales: Procesos biológicos (42.3 %), 

componentes celulares (31.9 %) y funciones moleculares (25.8 %) (Figura 12). Estas categorías 

a su vez se subdividen en otras categorías facilitando así la descripción de la identidad biológica 

de aquellos transcritos que pudieron ser anotados. Dentro de la categoría de procesos biológicos, 

las categorías más representativas fueron: Proceso metabólico del compuesto de nitrógeno 

celular (2060 transcritos), proceso biosintético (1619 transcritos) y transporte (1231 transcritos) 

(Figura 12A). Con respecto a la categoría de componentes celulares, las categorías con mayor 

número de transcritos fueron: Organelo (3503 transcritos), citoplasma (1710 transcritos) y 

núcleo (1517 transcritos) (Figura 12B). Finalmente, en relación a la categoría de funciones 

moleculares, las subcategorías más abundantes fueron: Unión de iones (2873 transcritos), unión 

de ARN (841 transcritos) y actividad oxidorreductasa (604 transcritos) (Figura 12C).  

Para el caso de la anotación funcional generada con la base de datos de KEGG, se observó 

un total de 5,721 transcritos anotados, los cuales estuvieron involucrados principalmente en 

rutas metabólicas (572 transcritos), ribosoma (106 transcritos),  espliceosoma  (91 transcritos) 

y metabolismo del carbono (89 transcritos) (Figura 12D).
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Figura 12. Histogramas de clasificaciones de transcritos anotados de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P con 
la base de datos Gene Ontology (GO). A: Procesos biológicos. B: Componentes celulares. C: Funciones moleculares. D: Rutas 
metabólicas anotadas con KEGG.
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Por otro lado, 12,380 transcritos fueron anotados con la base de datos de Grupos de 

Ortólogos (COG, por sus siglas en inglés) y clasificados dentro de 22 categorías funcionales de 

las 25 que integran esta base de datos (Figura 13). La categoría que presentó un mayor número

de transcritos anotados correspondió a “Traducción, biogénesis y estructural ribosomal” (2131 

transcritos), seguido de “Modificaciones postranscripcionales, recambio proteico y chaperonas” 

(1239 transcritos) y “Transporte y metabolismo de aminoácidos” (1177 transcritos); por el 

contrario, dentro las categorías funcionales “Predicción de funciones generales”, “Función 

desconocida” y “Estructuras extracelulares” no se identificaron transcritos anotados (Figura 13).

Figura 13. Histograma de clasificaciones de transcritos anotados de C. muelleri cultivada bajo 
diferentes concentraciones de P con la base de datos Clusters Orthologs Groups (COG).

6.4.5 Análisis de los genes expresados diferencialmente en C. muelleri cultivada bajo 

diferentes concentraciones de P

La identificación de los transcritos expresados diferencialmente en C. muelleri cultivada bajo 

diferentes concentraciones de P fue realizado haciendo uso del paquete EdgeR. Los transcritos 

que presentaron una tasa de descubrimiento de falsos positivos (FDR, por sus siglas en inglés) 

<0.01 y un valor de cambio (log2fold-change) ≥ ± 1 fueron considerados como expresados 

diferencialmente. Los transcritos expresados diferencialmente en C. muelleri cultivada bajo 
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concentraciones limitantes (7 y 18 μM) y exceso de P (144 μM) fueron determinados en 

comparación contra el tratamiento considerado como control (72 μM). El mayor número de 

transcritos expresados diferencialmente se observó en el tratamiento cuya concentración de P 

fue de 7 μM (959; 400 inducidos y 559 reprimidos), seguido del tratamiento con concentración 

de P de 18 μM (405; 249 inducidos y 156 reprimidos) y por último el tratamiento con exceso de 

P (34; 19 inducidos y 15 reprimidos) (Figuras 14 y 15). Se puede observar que el número de 

genes expresados diferencialmente incrementó a medida que la concentración de P fue menor; 

por otro lado, en base a los resultados obtenidos de los análisis de correlación de Pearson y de 

escalado multivariado (Figuras 16 y 17), se pudo apreciar que tanto el tratamiento control como 

exceso son muy parecidos por lo que eso explicaría en parte el escaso número de transcritos 

expresados diferencialmente. 

 

 

Figura 14. Diagrama de Venn de los genes expresados diferencialmente de C. muelleri 
cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 
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Figura 15. Diagramas de Venn de genes expresados diferencialmente en C. muelleri cultivada 
bajo diferentes concentraciones de P. A: Número de DEG inducidos en C. muelleri. B: Número 
de DEG reprimidos en C. muelleri.

Figura 16. Heatmap de análisis de correlación de Pearson tomando como referencia la matriz 
de conteos de isoformas de C. muelleri. Tratamiento 7 μM (Limitante 1.1 y Limitante 1.2). 
Tratamiento 18 μM (Limitante 2.1 y Limitante 2.2). Tratamiento 72 μM (Control.1 y Control.2) 
y Tratamiento 144 μM (Exceso.1 y Exceso.2).
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Figura 17. Análisis de escalado multidimensional (MDS, por sus siglas en inglés) tomando 
como referencia la matriz de conteos de isoformas de C. muelleri. Tratamiento 7 μM (Limitante 

1.1 y Limitante 1.2) en color negro. Tratamiento 18 μM (Limitante 2.1 y Limitante 2.2) en color 

rojo. Tratamiento 72 μM (Control.1 y Control.2) en color verde y Tratamiento 144 μM 

(Exceso.1 y Exceso.2) en color azul. 
 

Posteriormente, se realizó un agrupamiento jerárquico de los genes expresados 

diferencialmente en C. muelleri de acuerdo a su perfil y a la concentración de P que fue cultivada 

(Figura 18). Se observaron 8 clusters, de los cuales el cluster 3 presentó la mayor cantidad de 

transcritos (397) expresados diferencialmente, específicamente reprimidos en la concentración 

de 7 µM de P, relacionados principalmente con procesos biológicos tales como traducción de 

proteínas, fotosíntesis y asimilación de la luz y ensamblado de la subunidad pequeña ribosomal, 

así como también actividades de unión de clorofila y ARN. El segundo cluster de mayor tamaño 

fue el número 2 y comprendió de 221 transcritos principalmente inducidos en el tratamiento de 

7 µM de P involucrados en el metabolismo de glucosa y homeostasis celular redox, así como 

actividades hidrolasa y de unión de fosfolípidos dependiente de calcio. Por su parte, el cluster 1 
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comprendió de 208 genes expresados diferencialmente que se encontraron inducidos en ambas 

concentraciones limitantes de P (7 y 18 µM), los cuales se encuentran principalmente 

relacionados con autofagia, catabolismo de lípidos y gluconeogénesis; también en este cluster 

se observaron transcritos con actividad de unión de ADN y transporte por antiporte o 

contransporte antiparalelo. 

Por otro lado, el cluster 4 comprendió de 91 transcritos reprimidos en ambas 

concentraciones limitantes de P (7, y 18 µM) y dentro del cual se identificaron transcritos 

involucrados en procesos biológicos tales como traducción de proteínas y transporte 

transmembranal de amonio, así como relacionados con funciones moleculares como 

componente estructural del ribosoma y unión de ARN. Por lo que se refiere al cluster 5, se 

observó que está comprendido por 68 transcritos fuertemente reprimidos correspondientes al 

tratamiento con mayor limitación de P (7 µM) y que están relacionados con actividad de 

transporte simporte ó paralelo y unión de iones metálicos. Por lo que se refiere al cluster 8, está 

formado por 63 transcritos fuertemente reprimidos en las tres concentraciones de P (7, 18 y 144 

µM) que fueron comparadas contra el control (72 µM) y se encontraron algunos genes que 

presentan actividad ATPasa y de unión de ATP.  El cluster 6 se compuso por 30 transcritos 

altamente inducidos en ambas concentraciones limitantes (7, y 18 µM) y se encontraron genes 

con actividad de unión de ATP, mientras que el cluster 7 se conformó por 29 transcritos 

altamente inducidos en las concentraciones de 7, 18 y 144 µM en donde también se identificaron 

genes relacionados con actividad de unión de ATP.  
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Figura 18. Heatmap de agrupamiento jerárquico de los genes expresados diferencialmente de
C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. La escala de colores representa el 
Log2FC de los genes expresados diferencialmente (FDR < 0.01 y log2FC ≥ ± 1), oscilando de 
azul, para la mayoría de los genes reprimidos, a amarillo, para la mayoría de genes inducidos.
El dendrograma indica la relación entre los perfiles genéticos utilizando el método de 
agrupamiento ward.D.
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6.4.6 Análisis de enriquecimiento GO de los genes expresados diferencialmente en C. 

muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P  

El análisis de enriquecimiento para la clasificación funcional en procesos biológicos, 

componentes celulares y funciones moleculares que se regularon diferencialmente se realizó 

mediante la asignación de términos GO por Trinotate y haciendo uso del paquete de R GOSEQ 

v1.26.0 considerando un FDR < 0.05 (Figura 19). En condiciones limitantes (7 y 18 µM) de P 

en C. muelleri se pudo observar la inducción de genes involucrados en procesos biológicos 

relacionados con el metabolismo del P y de compuestos en cuya composición se encuentre 

presente, metabolismo de ácidos grasos insaturados, transporte transmembranal, procesos 

metabólicos de compuestos de nitrógeno, metabolismo de lípidos y biosíntesis de carbohidratos 

y sulfolípidos. Por otro lado, genes involucrados en procesos biológicos tales como traducción, 

transporte transmembranal y procesos metabólicos de compuestos de nitrógeno se vieron 

reprimidos (Figura 19). Con respecto al análisis de términos GO más específicos se observó que 

la respuesta transcripcional de C. muelleri cultivada bajo concentraciones limitantes de P (7 y 

18 µM)  implicó principalmente la inducción de genes relacionados con actividad hidrolasa en 

general y actuando sobre enlaces ésteres, actividad de transporte transmembranal, actividad 

fosfolipasa y actividad UDP-sulfoquinovosa: DAG sulfoquinovosiltransferasa; por el contrario, 

en el caso de genes reprimidos, se observaron aquellos involucrados en actividad de transporte 

transmembranal, unión de clorofila, actividad de transporte transmembranal de amonio y 

nitratos así como de actividad de glutamato sintasa. Por otra parte, en el caso del tratamiento de 

exceso de P (144 µM) en C. muelleri, bajo estos parámetros, no se identificaron categorías GO 

enriquecidas significativamente (Figura 19). 

Estos resultados son congruentes con lo observado en estudios previos en diatomeas en 

donde dentro de las respuestas que se han observado para lidiar ante la limitación o ausencia de 

P se encuentran la inducción de genes que codifican a enzimas relacionadas con el transporte, 

la asimilación, la removilización y el reciclaje de este nutriente, así como de aquellos 

involucrados en la síntesis de compuestos de reserva como carbohidratos y lípidos. Además, la 

inhibición de la fotosíntesis, del metabolismo de nitrógeno y síntesis de proteínas está 

relacionada con la limitación de P de diatomeas (Alipanah et al., 2018; Zhang et al., 2016; Feng 

et al., 2015; Shih et al., 2015; Dyhrman et al., 2012). 
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Figura 19.  Heatmap del análisis de enriquecimiento de los principales grupos de Gene
Ontology (GO) observados C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. Cada 
columna contiene los términos GO reprimidos (azul) e inducidos (naranja). Sólo se muestran 
los términos GO más específicos (FDR< 0.05). La escala de colores representa el porcentaje de 
genes que pertenecen a cada término GO. Los asteriscos representan la importancia estadística 
del enriquecimiento (*FDR<0.05, **FDR<0.01 y ***FDR<0.001 respectivamente).
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6.4.7 Respuesta transcripcional de C. muelleri cultivada bajo concentraciones limitantes 

de P 

Como resultado de la presente investigación doctoral, se reporta por primera vez el 

transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P. Al igual que en 

otros estudios transcriptómicos realizados en otras diatomeas que fueron cultivadas bajo 

limitación por P (Alipanah et al., 2018; Zhang et al., 2016; Cruz de Carvalho et al., 2016; Shih 

et al., 2015; Yang et al., 2014; Dyhrman et al., 2012), en el transcriptoma de C. muelleri se 

identificaron respuestas tanto específicas a la disponibilidad y asimilación de P como respuestas 

generales derivadas de la limitación de este nutriente (Figura 20).  

Cuando los niveles de Pi en el medio de cultivo o en el ambiente disminuyen, se ha 

reportado para diatomeas la inducción de transcritos que codifican a proteínas transportadoras 

de P e hidrolasas ésteres (tales como fosfatasas alcalinas y nucleotidasas) involucradas en la 

asimilación, transporte, distribución y aprovechamiento eficiente de este nutriente (Alipanah et 

al., 2018; Zhang et al., 2016; Shih et al., 2015; Dyhrman et al., 2012). De acuerdo al análisis de 

RNA-seq realizado en este estudio, dentro de las estrategias implementadas por C. muelleri 

relacionadas directamente con la respuesta a la limitación por P, se observó la inducción de un 

transcrito que codifica a una proteína cotransportadora de fosfatos dependiente de sodio 

(NPT2B) a la cual se le ha atribuido un rol importante en la asimilación de P en diatomeas (Shih 

et al., 2015; Dyhrman et al., 2012). Por otra parte, se identificaron en C. muelleri transcritos 

inducidos que codifican a proteínas transportadoras de Pi pertenecientes a las familias de genes 

PHT1 y PHT5, las cuales han sido identificadas tanto en levadura como en plantas y están 

relacionadas con la asimilación, translocación, movilización y homeostasis celular del Pi (Chang 

et al., 2019; Lira-Morales et al., 2019; Yang et al., 2017) (Tabla 8). 

Por otra parte, otras de las estrategias empleadas por diatomeas ante la limitación de P es 

la síntesis de fosfatasas y otras enzimas hidrolíticas con la finalidad de que, en caso de que el Pi 

sea escaso en el medio ambiente, pueda hacer uso de otros recursos como el DOP u otras 

moléculas que posean P en su composición bioquímica para su asimilación (Lin et al., 2016). 

En C. muelleri se identificaron dos transcritos inducidos que codificaron a una fosfatasa alcalina 

(APase) y una NAD 5’-nucleotidasa (5-NAD), lo que sugiere que bajo estas condiciones, esta 

diatomea además de transportar el escaso Pi que puede estar presente en el medio de cultivo, 
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también desarrolla estrategias para hidrolizar biomoléculas (fosfolípidos, ácidos nucleicos y 

fosfonatos) que posean P en su forma orgánica de tal manera que se vuelva biodisponible para 

su aprovechamiento (Tabla 8). 

Una vez que el Pi es absorbido y transportado al interior de la célula, éste puede ser 

empleado para satisfacer los requerimientos celulares o ser almacenado en la vacuola mediante 

la acción del complejo de transporte vacuolar (VTC, por sus siglas en inglés) (Gerasimaité et 

al., 2014; Hothorn et al., 2009). En C. muelleri se identificaron dos transcritos inducidos que 

codifican a las subunidades VTC1 y VTC4 del complejo de transporte vacuolar, el cual se 

encuentra involucrado en la síntesis de Poli-P y en la translocación, distribución y homeostasis 

del Pi en el interior de la célula (Tabla 8) (Yang et al., 2017; Uttenweiler et al., 2007; Müller et 

al., 2003). Se ha reportado que la inducción de los genes que codifican a las subunidades VTC1 

y VTC4 en otros estudios transcriptómicos sugiere que bajo la limitación por P, en lugar de 

llevarse a cabo la síntesis de Poli-P, la actividad del complejo vacuolar se encontrará relacionada 

con la regulación de los niveles de Poli-P presentes en la vacuola con el fin de satisfacer las 

necesidades celulares por lo que se sugiere que los reservorios de Poli-P presentes en C. muelleri 

están siendo utilizados con el objetivo de mitigar la limitación de P (Zhang et al. 2016; Dyhrman 

et al., 2012). 

La disponibilidad de P es un factor importante que regula varios procesos entre ellos el 

crecimiento y la división celular (Zhang et al., 2016; Shih et al., 2015; Kavanová et al., 2006). 

Se identificaron varios transcritos inducidos involucrados en la regulación del ciclo celular en 

el transcriptoma de C. muelleri que codifican a ciclinas del tipo B, las cuales son subunidades 

reguladoras positivas de las cinasas dependientes de las ciclinas (CDK) y, por lo tanto, 

desempeñan un papel esencial en el control del ciclo celular, en particular mediante su 

destrucción durante la división celular y su presencia puede ser necesaria para retrasar la 

citocinesis (Tabla 8) (Lim y Kaldis, 2013; Morgan, 2007). En el transcriptoma de la diatomea 

S. costatum bajo limitación por P varios genes que codificaban a ciclinas B y CDK se 

encontraron inducidos, pero una vez que las concentraciones de P fueron favorables, estos genes 

se encontraron reprimidos; los autores sugieren que la inducción de estos genes mantuvo 

detenido el ciclo celular y, por lo tanto, la división celular cesó (Zhang et al., 2016); este 
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antecedente genera evidencia de que esto mismo pudiera estar sucediendo en C. muelleri ante 

la limitación de P de acuerdo al análisis de RNA-seq. 

Otro de los procesos que se vio afectado por la limitación de P fue la fotosíntesis en donde 

la mayoría de los genes relacionados con la síntesis de pigmentos como clorofila a y fucoxantina 

se encontraron reprimidos, lo que conduce a una disminución en el contenido de pigmentos 

provocando fotoinhibición, daño del fotosistema II y aumento en los niveles de radicales libres 

derivando en estrés oxidativo (Tabla 9) (Alipanah et al., 2018; Moseley et al., 2006). Sin 

embargo, según el análisis de RNA-seq para evitar daño al aparato fotosintético en C. muelleri, 

dentro de las estrategias que se implementan se encuentra la inducción de genes que codifican 

a enzimas denominadas “válvulas de electrones”, las cuales dentro de sus funciones se encuentra 

la depuración del exceso de energía de la cadena de transporte de electrones fotosintética 

(Moseley et al., 2006; Noriega et al., 2004); entre los transcritos que se encontraron inducidos 

que codificaron a este tipo enzimas se encontraron la ATP sintasa (ATPB) y la ubiquinol oxidasa 

4 (AOX4), las cuales se han visto tanto en plantas como Arabidobsis y sojay en microalgas que 

protegen al aparato fotosintético del daño fotooxidativo (Wang et al., 2019; Moseley et al., 

2006; Kanazawa y Kramer, 2002). 

En relación con lo anterior, de acuerdo al análisis de RNA-seq, otra de las estrategias que 

C. muelleri podría estar llevando a cabo para contrarrestar el estrés oxidativo en los cloroplastos 

derivado de la limitación por P es la inducción de transcritos relacionados con el ciclo de las 

xantófilas, el cual se ha visto también en plantas que es uno de los mecanismos que se sabe están 

involucrados en la protección celular del estrés fotoxidativo mediante la disipación del exceso 

de energía y regulación de los niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en 

inglés) (Hernández y Bosch, 2015; Marijuan y Munné-Bosch, 2014) (Tabla 8). Entre los 

transcritos inducidos encontrados en C. muelleri se observó uno que codifica a zeaxantina 

epoxidasa (ZEP), la cual se encarga de llevar a cabo la conversión de zeaxantina en 

anteraxantina y posteriormente a violaxantina la cual posee actividad antioxidante (Fu et al., 

2011). 
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Por otro lado, la inducción de ZEP también se encuentra relacionada con el metabolismo 

del ácido abscísico (ABA), el cual ha sido poco estudiado en diatomeas en comparación a 

plantas en cuanto a su rol en la respuesta ante la limitación por P (Jarosz et al., 2020; Yoshida 

et al., 2019; Stigter y Plaxton, 2015). En plantas, ABA es la fitohormona más importante que 

proporciona resistencia a condiciones de estrés mediante el incremento de su contenido y 

promoviendo la inducción de genes involucrados en la adaptación a dichas condiciones adversas 

(Yoshida et al., 2019; Sah et al., 2016; Yoshida et al., 2014). Otros transcritos que se 

encontraron expresados diferencialmente en C. muelleri relacionados con la señalización por 

ABA fueron aquellos que codificaron a la subunidad 2 del complejo de elongación de la ARN 

polimerasa II (ELP2), sintaxina-61 (SYP61) y una glicotransferasa (EPC1) (Tablas 8 y 9). 

Además, se identificó un transcrito reprimido que codifica a una proteína transportadora ABC 

(ABCG25) la cual se encarga de secretar ABA hacia el exterior de la célula como un mecanismo 

de regulación de los niveles de esta hormona; esta respuesta pudiera indicar que bajo limitación 

por P, C. muelleri favorece la concentración de ABA en su interior para inducir la señalización 

mediada por esta hormona y así responder a las condiciones de estrés (Park et al., 2016; 

Romanenko et al., 2015; Cramer et al., 2011). 

Otros de los transcritos que se encontraron inducidos como respuesta al estrés oxidativo 

derivado de la limitación por P en C. muelleri fueron aquellos que codificaron a 

peroxirredoxinas e hidrolasas NUDIX. La síntesis de peroxirredoxinas es vital para la protección 

celular contra el estrés oxidativo ya que poseen la capacidad de eliminar rápidamente ROS en 

diferentes organelos como cloroplastos y mitocondrias (Rhee et al., 2016) (Tabla 8). Por otra 

parte, los transcritos que codificaron a hidrolasas NUDIX en C. muelleri están involucradas en 

la protección de los ácidos nucleicos del daño oxidativo promoviendo la degradación de 

nucleósidos difosfato, la reducción de ROS y la eliminación de mutaciones de ADN y errores 

transcripcionales (Zhang et al., 2016; Yoshimura et al., 2015; Fonseca y Dong, 2014).   

En relación con el metabolismo de ácidos nucleicos, dentro de los transcritos que se 

encontraron expresados en C. muelleri fueron aquellos que codificaron para adenilosuccinato 

sintetasa (AdSS) y una proteína de unión de poliadenilato 1 (PABP-1) (Tablas 8 y 9). AdSS es 

una enzima importante en la ruta de novo y en la ruta de recuperación de la biosíntesis de purinas 

que cataliza el primer paso en la biosíntesis de AMP a partir de inosina monofosfato (IMP, por 
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sus siglas en inglés) (Stayton et al., 1983). El transcrito que codificó a AdSS se encontró 

inducido y en función de los resultados que se han observado hasta el momento, se sugiere que 

la biosíntesis de purinas en C. muelleri bajo estas condiciones se da a través de la ruta de 

recuperación ya que esta se centra en el reciclamiento de bases nitrogenadas y nucleósidos para 

mantener un aporte equilibrado en células que se encuentran en reposo (Baynes y Dominiczak, 

2009). Por otro lado, PABP-1 está involucrado en la estabilidad del ARNm mediante la adición 

de cola poli-A y el transcrito que codificó a esta enzima en C. muelleri se encontró reprimido 

por lo que indicaría que el proceso de maduración de ARNm se está viendo afectado y que puede 

influir más adelante en el proceso de traducción de proteínas (Luong y Contig, 2019; Dyhrman 

et al., 2012; Van Mooy et al., 2009).  

Por otra parte, de acuerdo al análisis de RNA-seq, dentro de los procesos más afectados 

por la limitación por P en C. muelleri fue el de traducción, en donde además se encontró el 

mayor número de transcritos expresados diferencialmente, los cuales estuvieron relacionados 

con la síntesis, estructura y función de las subunidades ribosomales y en su mayoría se 

encontraron reprimidos (Tabla 9). Esto puede explicarse dado que bajo condiciones limitantes 

de P, el proceso de traducción se ralentiza debido a la disminución en la síntesis de ribosomas 

ya que implica una inversión energética para la célula. Estos organelos son reservorios 

importantes de ARN que como se sabe son moléculas ricas en P, por lo que bajo estas 

condiciones se pretende preservar el escaso P que pueda estar disponible para satisfacer las 

necesidades básicas de supervivencia (Alipanah et al.,2018; Li et al., 2018; Dyhrman et al., 

2012).  

Al disminuir la síntesis de ribosomas y por ende la síntesis de proteínas a través del 

proceso de traducción, el metabolismo del nitrógeno (N) y el metabolismo de aminoácidos 

también resultaron afectados por la limitación por P en C. muelleri y se identificaron en el 

análisis de RNA-seq varios transcritos que codificaron a proteínas transportadoras de N y 

relacionados con la síntesis de aminoácidos reprimidos (Tabla 9). En plantas se ha observado 

que ante la limitación por P, se incrementan los niveles de aminoácidos libres derivados de un 

proceso catabólico de proteínas generando “señales” de un supuesto exceso de N por la 

acumulación de aminoácidos y por tanto inhibiendo el transporte de N (Ahmad et al., 2018; 

Huang et al., 2008; Misson et al., 2005). Lo anterior coincide en lo observado en microalgas 



82 
 

expuestas a bajas concentraciones de P, que al disminuir los requerimientos necesarios para la 

biosíntesis de ribosomas y proteínas, el transporte de N disminuyó y se ha observado en estudios 

transcriptómicos la inducción de transcritos relacionados con el catabolismo de aminoácidos 

(Alipanah et al., 2018; Wurch et al., 2011), por lo que probablemente esto mismo pudiera estar 

ocurriendo en C. muelleri bajo estas condiciones. 

A pesar de que la división celular, la fotosíntesis y la síntesis de proteínas disminuyen por 

efecto de la limitación de P, se ha reportado en diatomeas que la síntesis de estructuras de 

carbono sigue superando las necesidades celulares y que dicho exceso de carbono es 

redireccionado hacia la biosíntesis de compuestos de reserva en forma de TAG o excretado fuera 

de la célula como EPS (Brembu et al., 2017; Zhang et al., 2016; Shih et al., 2015; Dyhrman et 

al., 2012; Alcoverro et al., 2000). En C. muelleri se identificaron varios transcritos expresados 

diferencialmente que codificaron a enzimas que se encuentran involucradas tanto en el proceso 

de glucólisis como gluconeogénesis, sin embargo, cabe destacar que se observó en C. muelleri 

la inducción de un transcrito que codifica a piruvato carboxilasa (PC), una enzima clave en 

gluconeogénesis, lo que sugiere que bajo estas condiciones este proceso se esta llevando a cabo 

en lugar de la glucólisis, ya que su inducción marca el inicio de la obtención de glucosa a partir 

de piruvato u oxaloacetato como una estrategia para la obtención de energía (Tabla 8) (Yang et 

al., 2014; Garrett et al., 2008; Jitrapakdee y Wallace, 1999).  

Por otra parte, la inducción de transcritos relacionados con la degradación de 

crisolaminarina y transporte de azúcares hacia el aparato de Golgi en C. muelleri indica que se 

están generando precursores para la síntesis de sulfolípidos o polisacáridos que pueden 

acumularse o ser excretados fuera de la célula (EPS), siendo esto último una respuesta que se 

ha reportado en otras diatomeas ante la limitación por P como un mecanismo para reducir el 

exceso de carbono en el interior de las células y así además proveer de ciertos beneficios a las 

diatomeas como protección de depredadores, retención de agua e inclusive dichos EPS 

representan una fuente de carbono para bacterias heterotrófas, las cuales pueden crear una 

relación simbiótica con las diatomeas proveyéndolas de Pi a medida de que éstas consumen 

estos polisacáridos (Alipana et al., 2018; Brembu et al., 2017; Guerrini et al., 2000).  
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Tabla 8. Lista de transcritos inducidos en C. muelleri cultivada bajo limitación por P de acuerdo 
al análisis de RNA-seq. 

Nombre del gen Nombre de proteína Proceso  
SLC34A2 Proteína transportadora de fósforo dependiente de 

sodio 2B (NPT2B) 
Transporte de Pi 

PHT1 Proteína putativa transportadora de Pi Transporte de Pi 

PHT5 Proteína transportadora vacuolar de fosfatos 1 Homeostasis Pi 

phoA Fosfatasa alcalina Hidrólisis DOP 

5NTD NAD 5’-nucleotidasa Hidrólisis DOP 

VTC1 Chaperona de transporte vacuolar 1 Homeostasis celular Pi 

VTC4 Chaperona de transporte vacuolar 4 Homeostasis celular Pi 

CycB3 Ciclina B3 Ciclo celular 

CYCB1-3 Ciclina B1-3 Ciclo celular 

CCNB2 Ciclina-2 específica de G2/M (ciclina tipo B) Ciclo celular 

atpB ATP sintasa subunidad B Fotosíntesis 

AOX4 Ubiquinol oxidasa 4 Fotosíntesis 

ZEP Zeaxantina epoxidasa Ciclo xantófilas y 
señalización ABA 

SYP61 Sintaxina-61 Señalización ABA 

EPC1 Proteína C4 de la familia de las 
glicosiltransferasas 

Señalización ABA 

sII1621 Peroxirredoxina sII1621 Respuesta a estrés 

PRXIIE-2 Peroxirredoxina-2E Respuesta a estrés 

PRXIIF Peroxirredoxina-2F Respuesta a estrés 

NUDX1 Hidrolasa Nudix 1 Protección ácidos 
nucleicos 

NUDX8 Hidrolasa Nudix 8 Protección ácidos 
nucleicos 

PHATRDRAFT_26256 Adenilosuccinato sintetasa (AdSS) Síntesis purinas 
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Tabla 8. Lista de transcritos inducidos en C. muelleri cultivada bajo limitación por P de acuerdo 
al análisis de RNA-seq (continuación). 

Nombre del gen Nombre de proteína Proceso  
pyc Piruvato carboxilasa Gluconeogénesis 

gap3 Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 3 Glucólisis / Gluconeogénesis 

galE UDP-glucosa-4 epimerasa Metabolismo de carbohidratos 

UTR4 Proteína transportadora 4 de UDP glucosa y 
UDP galactosa. 

Transporte a aparato de Golgi 

gpmA Fosfogliceromutasa Glucólisis / Gluconeogénesis 

PGM1 Fosfoglucomutasa Degradación crisolaminarina / 
Síntesis de glucosa 

glk Glucocinasa Síntesis de glucosa 

Tabla 9. Lista de transcritos reprimidos en C. muelleri cultivada bajo limitación por P de acuerdo 
al análisis de RNA-seq. 

Nombre del gen Nombre de proteína Proceso 
FCPE Proteína de unión de fucoxantina y clorofila 

a-c, E 
Fotosíntesis 

FCPA Proteína de unión de fucoxantina y clorofila 
a-c 

Fotosíntesis 

FCPF Proteína de unión de fucoxantina y clorofila 
a-c, F 

Fotosíntesis 

chlD Magnesio quelatasa subunidad chlD Síntesis de clorofila 
   

PSBO Proteína extrínseca del fotosistema II Síntesis de clorofila 
   

ABCG25 Proteína transportadora ABC tipo G Transporte de ABA 
   

ELP2 Subunidad 2 del complejo de elongación de 
la ARN polimerasa II 

Señalización ABA 

   
Pabpc1 Proteína de unión de poliadenilato 1 

(PABP-1). 
Maduración ARNm 

RPL4A Proteína 60S ribosomal  Traducción 
rps24 Proteína 40S ribosomal S24 Traducción 
Rps7 Proteína 40S ribosomal S7 Maduración ARNr 
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Tabla 9. Lista de transcritos reprimidos en C. muelleri cultivada bajo limitación por P de acuerdo 
al análisis de RNA-seq (continuación). 

Nombre del gen Nombre de proteína Proceso 
NRT2.5 Proteína transportadora de nitratos Transporte de N 
AMT1-3 Proteína transportadora de amonio Transporte de N 
DUR3 Proteína transportadora de urea Transporte de N 

Os01g0681900 Glutamato sintasa 1 Biosíntesis de aminoácidos 
gltS Glutamato sintasa 2 dependiente de 

ferredoxina 
Biosíntesis de aminoácidos 

NIA Nitrato reductasa Transporte de N 
GLNA Glutamina sintetasa Biosíntesis de glutamina 
gcs-1 Glutamato cisteína ligasa Biosíntesis de glutatión 
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Figura 20.  Modelo hipotético de la respuesta transcripcional de C. muelleri ante la limitación por P. Cuadros en color rojo: 
Transcritos inducidos. Cuadros en color azul marino: Transcritos reprimidos. Creado en Biorender: www.biorender.com
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6.4.8 Respuesta transcripcional de C. muelleri cultivada bajo exceso de P 

Por lo que respecta al efecto de la concentración de exceso de P en C. muelleri, éste solo pudo 

ser percibido mediante el análisis de RNA-seq al identificarse la expresión diferencial de 

algunos transcritos puntuales ya que, de acuerdo a los análisis bioquímicos realizados en el 

presente estudio de manera general, no se encontraron diferencias significativas con respecto al 

tratamiento control. En referencia al análisis de RNA-seq, a pesar de que no se identificaron 

términos GO enriquecidos, se identificaron transcritos expresados diferencialmente 

relacionados con el ciclo celular y metabolismos tales como el de ácidos nucleicos, hormonas, 

lípidos y glucólisis (Figura 21). 

Se identificó un transcrito reprimido relacionado con ciclo celular que codificó a una 

ciclina de tipo D (CYCD3), las cuales están relacionadas con la transición de la fase G1 

(interfase) y S (replicación de ADN) (O’Connor et al., 2010; Alvarado-Moreno y Mayani, 

2006). Como ya se mencionó anteriormente, la síntesis y degradación de ciclinas es importante 

para regular el proceso de división celular y se sabe que al encontrarse presentes interactuán con 

complejos cinasas dependientes de ciclinas (CDK, por sus siglas en inglés), los cuales requieren 

de estas enzimas para activarse y garantizar el correcto desarrollo del ciclo celular; una vez que 

cumplen su función, las ciclinas se disocian de los CDK permitiendo la progresión del ciclo 

celular (Yang, 2018; Alvarado-Moreno y Mayani, 2006). Por lo tanto, se sugiere que en C. 

muelleri bajo estas condiciones el proceso de división celular se está efectuando, ya que al 

encontrarse CYCD3 reprimida, indica que no se encuentra presente y por tanto no se une a su 

CDK correspondiente permitiendo la progresión de la fase G1 a S1 del ciclo celular.  

Por otra parte, al igual que bajo limitación por P, se observó bajo condiciones de exceso 

la inducción de adenilosuccinato sintetasa (AdSS) la cual se encuentra involucrada en la síntesis 

de purinas (Baynes y Dominiczak, 2009; Stayton et al., 1983). Como se mencionó 

anteriormente,  la síntesis de purinas es alta en células que se preparan para dividirse, la 

diferencia con las condiciones limitantes y exceso de P en C. muelleri pudiera estar relacionada 

en que en las primeras se está llevando a cabo como consecuencia de un proceso de 

reciclamiento de bases nitrogenadas y nucleósidos para mantener un aporte equilibrado en 

células mientras que en el exceso es el resultado de la activación de la ruta ‘de novo’ de síntesis 
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de purinas que se lleva a cabo a partir de metabolitos básicos y para dar cumplimiento a los 

requerimientos celulares (Baynes y Dominiczak, 2009; Stayton et al., 1983).  

Otro transcrito que se encontró reprimido en C. muelleri bajo exceso de P codificó a 

zeaxantina epoxidasa (ZEP), la cual como ya se mencionó, esta relacionada con el ciclo de las 

xantófilas y la síntesis de carotenoides y la acumulación de ABA (Murillo et al., 2019; Sah et 

al., 2016). Además, la actividad de ZEP está relacionada con el grado de daño fotooxidativo en 

los cloroplastos derivado también de la disminución de pigmentos como la clorofila y 

fucoxantina derivados del estrés (Reinhold et al., 2018; Kuczynska et al., 2015). Por lo tanto, 

se sugiere que bajo estas condiciones en C. muelleri, los niveles de pigmentos son suficientes 

para la protección del aparato fotosintético y no hay aparentemente una condición de estrés que 

favorezca la señalización por ABA. 

En lo que respecta al metabolismo de lípidos, se observó un transcrito reprimido que 

codifica a glicerolfosfodiéster fosfodiesterasa (GPDP) la cual está involucrada en la degradación 

de fosfolípidos en el proceso de remodelación de la membrana celular e interviene en la 

homeostasis celular de P (Alipanah et al., 2018; Mehra et al., 2018; Cheng et al., 2011). En C. 

muelleri bajo estas condiciones al no ser el P un factor limitante, no requiere de la actividad de 

GPDP para obtener P biodisponible ni ácidos grasos libres para que puedan ser utilizados como 

precursores para la síntesis de TAG o de energía. 

Por otro lado, a diferencia de las condiciones limitantes de P en C. muelleri, en exceso de 

P se observó la inducción de un transcrito que codifica a piruvato cinasa (PK) que se sabe posee 

un rol clave durante la glucólisis catalizando la conversión de fosfoenolpiruvato a piruvato 

mientras que el transcrito que codificó a piruvato carboxilasa (PC) que cataliza la conversión de 

oxaloacetato a piruvato se encontró reprimido y que es clave en el proceso de gluconeogénesis 

(Garrett et al., 2008; Raven, 2005). La actividad de ambas enzimas es clave ya que definirán el 

proceso (glucólisis o gluconeogénesis) que se llevará a cabo en la célula dependiendo de su 

estatus energético (Alipanah et al., 2018; Jitrapakdee y Wallace, 1999). Esto indica que en C. 

muelleri bajo estas condiciones se está llevando a cabo el proceso de glucólisis a diferencia de 

lo que ocurre en condiciones limitantes en donde es necesaria la gluconeogénesis como 

estrategia para la obtención de glucosa ante la deficiencia energética. 
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Figura 21.  Modelo hipotético de la respuesta transcripcional de C. muelleri ante el exceso de 
P. Cuadros en color rojo: Transcritos inducidos. Cuadros en color azul marino: Transcritos 
reprimidos. Creado en Biorender: www.biorender.com 
 
 

6.4.9 Respuesta transcripcional de C. muelleri cultivada bajo concentraciones limitantes 

de P y su relación con la acumulación de lípidos 

A pesar de que las respuestas a la limitación de P en las diatomeas son bastante similares entre 

las especies estudiadas hasta ahora, varios estudios transcriptómicos han demostrado que la 

expresión de genes clave implicados en el metabolismo de los lípidos dependerá de la especie, 

las concentraciones de P, las condiciones de cultivo y la duración del experimento (Alipanah et 

al., 2018; Feng et al., 2015; Shih et al., 2015; Dyhrman et al., 2012). 

En relación al metabolismo de lípidos en condiciones limitantes de P en C. muelleri se 

observó la inducción de transcritos involucrados en la remodelación de la membrana celular, 

entre ellos aquellos que codifican a fosfolipasas tales como fosfolipasa D (PLD), fosfolipasa A1 
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(PLA1) y fosfolipasa A2 (PLA2) las cuales dentro de sus funciones se encuentran la degradación 

de fosfolípidos con el fin de proveer Pi a la célula para satisfacer sus requerimientos y 

proporcionar precursores para la síntesis de triacilgéridos tales como ácido fosfatídico y ácidos 

grasos libres; esta respuesta ha sido observada en distintas especies tanto de microalgas como 

de plantas ante la limitación por P (Xu y Miao, 2020; Alipanah et al., 2018; Cruz de Carvalho 

et al., 2016; Cruz-Ramírez et al., 2006). Otro transcrito inducido en C. muelleri que se encuentra 

involucrado en la remodelación de la membrana celular es el que codifica para sulfoquinovosil 

transferasa 2 (SQD2) la cual está relacionada con la síntesis de sulfolípidos, los cuales 

sustituirán bajo estas condiciones a los fosfolípidos que han sido degradados (Van Mooy et al., 

2009); esta respuesta es considerada característica de la limitación por P en microalgas y que se 

ha observado tanto en análisis bioquímicos, transcriptómicos y proteómicos (Alipanah et al., 

2018; Shih et al., 2015; Dyhrman et al., 2012; Van Mooy et al., 2009) (Figura 22). 

Por otra parte, una de las enzimas consideradas claves en el flujo de carbono es 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), la cual cataliza la conversión reversible de 

oxaloacetato a fosfoenolpiruvato (PEP) y participa en el conjunto de reacciones que conforman 

el ciclo de Krebs o ciclo del ácido tricarboxílico (TCA, por sus siglas en inglés) (Liu et al., 2018; 

Wu et al., 2016). El ciclo del TCA es una ruta metabólica clave que unifica el metabolismo de 

los carbohidratos, los lípidos y las proteínas, y se ha reportado que la acumulación de TAG bajo 

estrés por nutrientes es una consecuencia de la reasignación de carbono, principalmente de los 

intermediarios de esta ruta metabólica y se considera a PEPCK como un punto clave en el 

proceso de acumulación de lípidos ya que se ha reportado que al reprimirse el gen que codifica 

para esta enzima, deriva a una deficiencia de fosfoenolpiruvato y acelera la biosíntesis y 

transporte de citrato de la mitocondria al citosol, dirigiendo el flujo de carbono hacia la síntesis 

de piruvato, acetil-CoA y ácidos grasos (Luo et al., 2017; Wu et al., 2016; Yang et al., 2016). 

En C. muelleri se identificó un transcrito reprimido que codifica a PEPCK, por lo que el flujo 

de carbono está dirigiéndose hacia la obtención de precursores necesarios (como acetil Co-A y 

ácidos grasos) para la síntesis de lípidos (Figura 22).  

En lo que respecta a la síntesis de ácidos grasos, la mayoría de los transcritos que 

codificaron a enzimas involucradas en este proceso se encontraron reprimidos o no se 

expresaron diferencialmente en C. muelleri. Tal es el caso de acetil-CoA carboxilasa (ACC), 
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considerada uno de los puntos clave en la síntesis de ácidos grasos, en el que se encontraron 

transcritos reprimidos que codificaron para esta enzima (Sasaki y Nagano, 2004; Page et al., 

1994). Esto pudiera deberse a que se ha reportado que la actividad de ACC es regulada por 

AMPK, un complejo enzimático considerado un regulador maestro del metabolismo, el cual 

puede activar o inactivar esta enzima en función de los niveles de citrato, palmitoil-CoA y la 

relación ATP/AMP en la célula. Cuando los niveles de ATP son bajos en la célula, AMPK 

fosforila a ACC inhibiéndola hasta que el contenido energético vuelva a ser favorable (Berg et 

al., 2012). De tal manera que se sugiere en función de estos resultados que para C. muelleri bajo 

estas condiciones, la acumulación de lípidos no puede ser atribuida directamente a la biosíntesis 

de ácidos grasos sino que estos se están derivando de otros procesos como la degradación de 

fosfolípidos (Figura 22). 

Por otro lado, se identificaron transcritos inducidos que codificaron a varias desaturasas, 

entre ellas, delta 9-estearoil desaturasa (D9SD), delta 12-desaturasa (FAD2) y delta 6 desaturasa 

(DES6) (Figura 22). D9SD cataliza la desaturación del ácido estearico al ácido oleico e 

interviene también en la desaturación del ácido palmítico al palmitoleico, FAD2 es responsable 

de la desaturación del ácido oleico a linoleico y DES6 está involucrada en la síntesis de los 

ácidos grasos alfa linolénico (ALA) y gamma linolénico (GLA) y es considerado un punto clave 

que definirá la síntesis de ácidos grasos omega 3 y 6 en diatomeas y la producción de EPA (Dar 

et al., 2017). En C. muelleri, la inducción de estos transcritos coincide moderadamente con lo 

observado en el perfil de ácidos grasos obtenido en este estudio ya que en primer lugar la síntesis 

de ácidos grasos monoinsaturados se ve favorecida sobre la síntesis de ácidos grasos 

poliinsaturados en la limitación por P y estas desaturasas están involucradas principalmente en 

la síntesis de ácidos grasos de 18 carbonos con más de una insaturación, los cuales en diatomeas 

en general se encuentran en cantidades ínfimas. Estos resultados pudieran sugerir en primer 

lugar que aún bajo estas condiciones, no ha cesado la síntesis de ácidos grasos insaturados, que 

el tiempo de vida media de estos transcritos puede ser corta, que pueden presentarse 

modificaciones postranscripcionales o postransduccionales que sean reguladas por la limitación 

de P y además se ha reportado que algunos de los genes que codifican para estas desaturasas 

también están involucrados en la respuesta a factores abióticos (Anne-Marie et al., 2020; 

Vuppaladadiyam et al., 2018; Yang et al., 2018). 
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Finalmente, ren relación a la síntesis de TAG, se encontró en C. muelleri dos transcritos 

inducidos que codificaron a las enzimas fosfolípido:diacilglicerol aciltransferasa 2 (PDAT2) y 

diacilglicerol aciltransferasa (DGAT2) las cuales están involucradas en el paso final del 

ensamblaje de TAG y la inducción de ambos sugiere que bajo la limitación por P se está 

efectuando la acumulación de lípidos (Figura 22) (Yang et al., 2018; Mülhroth et al., 2017; Cruz 

Carvalho et al., 2016). Cabe destacar que entre especies de diatomeas cercanas 

filogenéticamente, esta respuesta puede variar ante la limitación de P ya que se ha observado en 

otros estudios que estos genes pueden encontrarse reprimidos o sin mostrar cambios en su 

expresión; además, también se ha reportado que la inducción de PDAT2 y DGAT2 no es 

exclusiva de la limitación de este nutriente lo que indica que entre especies hay distintos 

mecanismos de respuesta a un mismo factor (Alipanah et al., 2015; Levitan et al., 2015; Shih et 

al., 2015). 

Otro aspecto interesante que se encontró en C. muelleri ante la limitación de P y su 

relación con la acumulación de lípidos, fue la inducción de dos transcritos que codificaron a 

monoacilglicerol lipasa (MGL) y a una TAG lipasa (TGL), las cuales están involucradas en la 

degradación de TAG (Figura 22). En estudios transcriptómicos en plantas como Arabidopsis y 

benjuí, se observó la inducción de MGL como una estrategia de estos organismos ante la 

deficiencia de carbono y energía (Wu et al., 2020; Kim et al., 2016). Por otro lado, en C. affinis 

bajo limitación por P, TGL no mostró cambios en su nivel de expresión (Shih et al., 2015); esto 

genera evidencia de que a pesar que en dicho estudio se consideró una concentración menor de 

P (3 µM) a la del presente estudio, las respuestas entre especies cercanas filogenéticamente 

pueden variar. Se ha reportado que la movilización y degradación de los TAG en condiciones 

de estrés es necesaria para la liberación de ácidos grasos y glicerol para que estos puedan a su 

vez ser degradados en los peroxisomas para la producción de energía o utilizados como sustratos 

para síntesis de lípidos de membrana (Warakanont et al, 2019). De ahí que se sugiere que en C. 

muelleri bajo limitación por P, los TAG que se están produciendo a su vez son conducidos a un 

proceso catabólico con el fin de proveer precursores (glicerol, ácidos grasos, acetil Co-A) para 

otros procesos y la producción de energía para el correcto funcionamiento de la célula y 

garantizar su supervivencia.  
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Figura 22.  Modelo hipotético de la acumulación de lípidos en C. muelleri ante la limitación por P. Valores en color rojo: log2FC en 
tratamiento con concentración de P de 7 µM. Valores en color azul: log2FC en tratamiento con concentración de P de 18 µM. +: 
Transcritos inducidos. ─ : Transcritos reprimidos. Creado en Biorender: www.biorender.com
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6.5 Análisis in silico de proteínas transportadoras de P de C. muelleri. 

El transporte de Pi a través de la membrana celular es esencial para el funcionamiento celular. 

La inducción de genes que codifican a proteínas transportadoras de P es una respuesta común 

ante la limitación de P en varios organismos, desde bacterias hasta seres humanos. En estudios 

transcriptómicos en diatomeas cultivadas bajo limitación y ausencia de este nutriente, se ha 

observado que la inducción de los genes que codifican para este tipo de proteínas aumenta 

considerablemente (Shih et al., 2015; Yang et al., 2014; Dyhrman et al., 2012). Se seleccionaron 

dos genes que codifican a proteínas transportadoras de P que se vieron inducidos, de acuerdo al 

análisis de RNA-seq, en el transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo diferentes 

concentraciones de P: NPT2B (proteína de transporte de fosfato dependiente de sodio 2B) y 

VTC4 (proteína chaperona de transporte vacuolar 4). Las secuencias nucleotídicas de estos 

genes fueron identificadas y extraídas del transcriptoma para después ser traducidas a secuencias 

aminoacídicas para su posterior análisis. En la Tabla 10 se muestran varios parámetros 

fisicoquímicos estimados por la herramienta ProtParam de ExPASy para cada una de las 

secuencias aminoacídicas y en la Figura 23 la composición de aminoácidos correspondiente a 

cada secuencia. 

 

Tabla 10. Propiedades fisicoquímicas de las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas transportadoras de P NPT2B y 
VTC4 de C. muelleri 

 NPT2B VTC4 
Número de aminoácidos 474 735 
Peso Molecular (Daltons) 50778.50 83513.9 
Punto isoeléctrico (pI) 6.33 6.54 
Índice de inestabilidad 28.03 38.09 
Índice alifático 112.68 86.87 
Hidropatía GRAVY 0.522 -0.386 
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Figura 23. Composición aminoacídica de las secuencias de las proteínas transportadoras de P
de C. muelleri. A: NPT2B. B: VTC4. 

Los resultados del análisis realizado por la herramienta ProtParam de ExPASy pueden 

brindar información de la naturaleza de estas secuencias aminoacídicas; se puede observar que,

por el tamaño como el peso molecular de ambas secuencias aminoacídicas analizadas de C. 

muelleri correspondientes a NPT2B y VTC4 pueden clasificarse como polipéptidos (>100 aa; 

PM ≥ 5000 Daltons) (Berthold, 2014) (Tabla 10).

Un parámetro importante estimado por la herramienta ProtParam, es la hidropatía 

GRAVY (Grand Averigüe of Hidropatía) la cual determina la hidrofilidad o hidrofobicidad de 

una proteína y se calcula mediante la suma de los valores de hidropatía de todos los aminoácidos 

presentes en la secuencia aminoacídica y se divide entre la longitud de dicha secuencia; sus 

valores varían entre -2 y 2 para la mayoría de las proteínas en donde los valores positivos están 
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relacionados con comportamientos hidrofóbicos (Walker et al., 2005). NPT2B mostró valores 

positivos de hidropatía GRAVY (0.522) por lo que pudiera sugerir que es una proteína con cierta 

naturaleza hidrófoba mientras que VTC4 (-0.386) pudiera considerarse como hidrofílica al 

obtenerse valores negativos en el parámetro de hidropatía de GRAVY (Tabla 10).  

 

6.5.1 NPT2B: Proteína de transporte de fosfato dependiente de sodio 2B  

Desde bacterias hasta mamíferos se han identificado proteínas transportadoras de P 

dependientes de sodio pertenecientes a las familias SLC20 y SLC34 (Forster et al., 2013; Li et 

al., 2006). Este tipo de proteínas son simportadoras, es decir, transfieren P y sodio a través de 

la membrana celular hacia su interior (Lin et al., 2016). Por su parte, la familia de proteínas 

SLC34 es una clase única de proteínas de transporte de membrana que no comparte una 

homología obvia con otras familias de transportadores de solutos, ni siquiera a nivel bacteriano; 

consiste en tres miembros, NaPiIIa (SLC34A1), NaPi-IIb (SLC34A2) y NaPi-IIc (SLC34A3), 

que median la translocación del fosfato inorgánico divalente (HPO42-) junto con dos (NaPi-IIc) 

o tres iones de sodio (NaPi-IIa y NaPi-IIb), respectivamente (Forster et al., 2013).  

Una respuesta común ante la deficiencia de P es la síntesis de proteínas transportadoras 

de P (Dyhrman et al., 2016; Lin et al., 2016); se han identificado en estudios transcriptómicos 

de varias microalgas con limitación y ausencia de P, genes homólogos que codifican a proteínas 

transportadoras de P dependientes de sodio de la familia SLC20 y SLC34, siendo de ésta última 

la isoforma NaPi-IIb (SLC34A2) o NPT2B, a la que se le ha atribuido una función importante 

en la asimilación de P en diatomeas bajo la limitación de este nutriente (Shih et al., 2015; Yang 

et al., 2014; Dyhrman et al., 2012) (Figura 24).  

Se realizó un BLASTp con la secuencia aminoacídica de NPT2B de C. muelleri contra la 

base de datos del NCBI dando como resultado una similitud alta con proteínas co-

transportadoras de sodio y fósforo pertenecientes a la familia SLC34 de varias especies de 

diatomeas. Las especies que presentaron una mayor homología con la secuencia aminoacídica 

de NPT2B de C. muelleri fueron C. affinis (62.42 %), P. tricornutum (57.20 %) y T. pseudonana 

(56.62%). (Tabla 11). En la Tabla 11, además del porcentaje de homología con otras especies 

de diatomeas, se incluye el valor de e y el número de acceso de secuencias aminoacídicas para 
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cada especie. El valor de e (o E-value, en inglés) hace referencia al número esperado de hits 

aleatorios para un puntaje de alineación dado; entre menor sea su valor o más cercano a cero,

mayor es la significancia del resultado; este parámetro toma en consideración el tamaño de la 

secuencia proporcionada, ya que a menor tamaño de secuencia aumenta la posibilidad de 

encontrar coincidencias con las secuencias analizadas disminuyendo la significancia del 

resultado. En este estudio el valor de e fue bajo lo que da certeza de la significancia del análisis.

Figura 24. NPT2B: Proteína de transporte de fosfato dependiente de sodio 2B. Creada en 
Biorender: https://biorender.com/

Tabla 11. Comparación del porcentaje de identidad de la secuencia aminoacídica NPT2B de 
C. muelleri con las secuencias correspondientes a otras diatomeas.

Organismo Valor de e Porcentaje de identidad (%) Número de acceso
Chaetoceros affinis 4e-159 62.42 AKI88062.1

Phaeodactylum tricornutum 1e-166 57.20 XP_002181914.1
Thalassiosira pseudonana 6e-140 56.62 XP_002292964.1
Fragilariopsis cylindrus 1e-134 56.56 OEU13556.1
Thalassiosira oceanica 9e-136 56.26 EJK69182.1

Fistulifera solaris 9e-137 53.50 GAX18419.1
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La herramienta de BLAST se encuentra relacionada con otra herramienta conocida como 

CD search (Conserved Domain search) mediante la cual se identificó en la secuencia 

aminoacídica de NPT2B de C. muelleri, el dominio 2a58 que hace referencia a la familia de 

proteínas de transporte y unión de fósforo y sodio (Figura 25). 

 

 

 

Figura 25. Dominio conservado de la familia de los cotransportadores de sodio y fósforo en la 
secuencia aminoacídica de NPT2B de C. muelleri. 
 

 

Por otro lado, la secuencia aminoacídica de NPT2B de C. muelleri fue contrastada con 

secuencias similares pertenecientes a diferentes especies en un alineamiento múltiple de 

secuencias y se identificaron algunos motivos mediante la herramienta PROSITE de ExPASy 

(Figura 26). De acuerdo a Fenollar-Ferrer y Forrest (2019), el motivo “QSSS” es característico 

de la familia de proteínas SLC34, se presenta dos veces en la secuencia aminoacídica de estas 

proteínas y están involucradas en la unión de sodio (Na2 y Na3) y P, lo cual puede observarse 

en todas las secuencias consideradas en el análisis lo que sugiere la certeza de la función de 

estas proteínas en el transporte simporte tanto de P como de sodio. 

Por otra parte, se detectó el motivo GANIGT, el cual representa un sitio de miristoilación 

en el extremo N-terminal, altamente conservado en todas las secuencias a excepción de la 

secuencia aminoacídica de C. muelleri que presentó una sustitución de alanina por serina; esta 

sustitución aparentemente no representa una modificación sustancial en la función de la proteína 

ya que puede darse el caso de que se puedan presentar sustituciones en la secuencia 

aminoacídica siempre y cuando los residuos que se presenten no se encuentren cargados y no se 

presenten residuos hidrofóbicos de gran tamaño (Udenwobele et al., 2017; McIlhinney, 1998).  
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Otros motivos identificados en la secuencia aminoacídica de C. muelleri y que se observó 

un cierto grado de conservación con el resto de secuencias con las que se comparó fueron 

TVHD, STR y NxxG. El motivo TVHD representa un sitio de fosforilación de caseína cinasa II 

(T71); la caseína cinasa II (CKII) es una proteína serina-treonina cinasa ubicua y altamente 

conservada en todos los eucariotas y participa en la regulación de procesos celulares esenciales 

(Ahmed et al., 2002). Existe evidencia de que CKII posee un rol clave en la regulación de la 

asimilación y homeostasis de P mediante su interacción con proteínas transportadoras de este 

nutriente (Chen et al., 2015).

Figura 26. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de NPT2B, mostrando 5 motivos 
significativamente conservados. La secuencia de NPT2B de C. muelleri está resaltada en rojo.

En lo que se refiere al motivo STR, hace alusión a un sitio de fosforilación por proteínas 

cinasas de tipo C (PKC), las cuales suelen fosforilar residuos de serina o treonina en secuencias 

básicas; se ha reportado que la activación de PKC inhibe la actividad de enzimas transportadoras 

de sodio y fósforo (Wagner et al., 1996; Hayes et al., 1995). Finalmente, el motivo NxxG 
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representa un sitio de N-glicolisación, en donde N es un residuo de asparagina, en donde se 

pueden suscitar modificaciones postraduccionales mediante la unión de un oligosacárido de 

complejidad variable (Helenius, 1994). La incorporación de oligosacáridos en proteínas 

cotransportadoras de sodio y fósforo del tipo II es de vital importancia para su maduración y se 

ha observado en un estudio en donde se evitó la glicolisación de esta proteína que, aunque no se 

afectó su función, sí disminuyó la tasa de absorción y los autores sugirieron que esto podía 

deberse en parte, a una distribución reducida de la proteína en la superficie celular (Hayes et al., 

1994). 

Los resultados de la predicción de la estructura secundaria de la proteína NPT2B de C. 

muelleri, así como el porcentaje de alfa hélices y láminas beta se muestran en la Figura 27 y la 

Tabla 12 respectivamente. Se obtuvo un valor de 186 aminoácidos con plegamientos alfa hélice 

que representa el 39.24 % de la secuencia aminoacídica, seguido de un 16. 67 % correspondiente 

a láminas beta (79 residuos), 185 residuos (39.03 %) para enrollamientos aleatorios y un 5.06 

% de ambigüedades (24 residuos) del total de 474 aminoácidos que conforman la secuencia 

aminoacídica de NPT2B de C. muelleri. Se observó que NPT2B en su mayoría está compuesta 

por enrollamientos aleatorios, esto significa que posee plegamientos irregulares y por tanto no 

poseen una estructura secundaria definida, esto se debe a que en esta conformación los residuos 

que la componen interactúan con otros sin llegar a interacciones estables. Por otro lado, los 

enrollamientos aleatorios son considerados como “puentes de unión” entre los elementos 

principales de la estructura secundaria (hélices alfa y láminas beta) (Khrustalev et al., 2013; Dill 

y Shortle, 1991). 

 

 

Figura 27. Representación gráfica de la predicción de la estructura secundaria de la proteína 
NPT2B de C. muelleri realizada en el servidor NPS@. Las secciones que se encuentran en color 
azul representan las alfa hélices, las secciones en color rojo a las láminas beta y las secciones 
en morado a los enrollamientos aleatorios. 
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Tabla 12. Porcentajes de alfa hélices, láminas beta y enrollamientos aleatorios en la estructura 
secundaria de NPT2B de C. muelleri obtenidos por el servidor NPS@.

Tipo Número de aminoácidos Porcentaje (%)
Alpha helix (Hh) 186 39.24
310 helix (Gg) 0 0.00

Pi helix (Ii) 0 0.00
Beta bridge (Bb) 0 0.00

Extended strand (Ee) 79 16.67
Beta turn (Tt) 0 0.00

Bend region (Ss) 0 0.00
Random coil (Cc) 185 39.03

Ambiguous states (?) 24 5.06
Other states 0 0.00

Finalmente, la Figura 28 muestra el modelo propuesto de la estructura terciaria de la 

proteína NPT2B de C. muelleri. Se emplearon plantillas procedentes de modelos de proteínas 

de genes ortólogos de la base de datos de SWISS MODEL, encontrándose para esta proteína un 

porcentaje bajo de identidad (15.38 %) con el modelo de referencia y no concordó con la 

secuencia identificada. Esto puede deberse a que la predicción de la estructura terciaria, al 

basarse en algoritmos de homología, requiere de proteínas cuyas estructuras ya estén 

experimentalmente determinadas y que tengan un alto porcentaje de homología a la proteína

analizada, por lo que en este caso pudiera verse limitado al ser escasa la información para 

diatomeas.

Figura 28. Modelo de la estructura terciaria teórica de la proteína cotransportadora de sodio y 
fósforo 2B (NPT2B) de C. muelleri obtenida a través del servidor SWISS MODEL.
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6.5.2 VTC4:  Chaperona de transporte vacuolar 4 

En procariotas, hongos y microalgas, los Poli-P, una cadena lineal de tres a miles de residuos de 

Pi unidos por enlaces de fosfoanhídrido de alta energía, son la principal forma de 

almacenamiento de P dentro de las vacuolas y se estima que, ante condiciones favorables de Pi 

en el medio ambiente, las vacuolas pueden almacenar entre un 70 y un 95 % del Pi intracelular 

y su concentración dentro de estos organelos fluctuará de acuerdo a la disponibilidad de P 

extracelular (Yang et al., 2017; Bieleski, 1973). La síntesis de Poli-P  ha sido ampliamente 

caracterizada en S. cerevisiae y se ha reportado que está regulada por el complejo chaperonas 

de transporte vacuolar (VTC), el cual está integrado por cinco subunidades (VTC1, VTC2, 

VTC3, VTC4 Y VTC5) y en un principio dentro de sus funciones principales se definieron su 

contribución en la fusión de las membranas de las vacuolas, la estabilidad de la V-ATPasa, el 

tráfico de membranas y la microautofagia; tiempo después se confirmó su  rol en la síntesis de 

Poli-P (Uttenweiler et al., 2007; Müller et al., 2003).  

Después de realizarse estudios de cristalografía de rayos X, se descubrió que la subunidad 

del complejo VTC responsable de catalizar la síntesis de poli-P utilizando ATP como sustrato 

es VTC4, mientras que el resto de subunidades fungen como accesorios involucradas en la 

regulación de la síntesis y transferencia de poliP (Gerasimaité et al., 2014; Hothorn et al., 2009). 

Cabe destacar que las proteínas homólogas del complejo VTC se encuentran sólo en protistas, 

hongos y microalgas y, están ausentes en plantas y animales (Secco et al., 2012). En este estudio 

y de acuerdo al análisis de RNA-seq, un transcrito que codificó a VTC4 se encontró inducido 

en condiciones limitantes de P; esto es congruente con lo observado en otros estudios 

transcriptómicos en diatomeas y S. cerevisiae bajo limitación por P en donde el gen que codificó 

para VTC4 se vio inducido (Zhang et al., 2016; Dyhrman et al., 2012; Ogawa et al., 2000). 

Dyhrman et al. (2012) sugieren que la inducción de este gen en estas condiciones puede estar 

relacionada a la distribución y uso de P disponible para la formación de Poli-P (Figura 29). 
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Figura 29. VTC4:  Chaperona de transporte vacuolar 4. Creada en Biorender: 
https://biorender.com/  
 

La secuencia nucleotídica de VTC4 de C. muelleri fue extraída del transcriptoma y se 

tradujo para obtener su secuencia aminoacídica para después realizar un BLASTp contra la base 

de datos del NCBI dando como resultado una similitud alta con proteínas VTC4 de varias 

especies de diatomeas. Las especies que presentaron una mayor homología con la secuencia 

aminoacídica de VTC4 de C. muelleri fueron T. pseudonana (69.08 %), T. oceanica (63.62 %) 

y P. tricornutum (63.45 %) (Tabla 13). En la Tabla 13, además del porcentaje de homología con 

otras especies de diatomeas, se incluye el valor de e y el número de acceso de secuencias 

aminoacídicas para cada especie. 

 

Tabla 13. Comparación del porcentaje de identidad de la secuencia aminoacídica VTC4 
de C. muelleri con las secuencias correspondientes a otras diatomeas. 

Organismo Valor de e Porcentaje de 
identidad (%) 

Número de acceso 

Thalassiosira pseudonana 0.0 69.08 XP_002295322.1 
Thalassiosira oceanica 0.0 63.62 EJK75212.1 

Phaeodactylum tricornutum 0.0 63.45 XP_002184903.1 
Fistulifera solaris 0.0 63.16 GAX11298.1 

Fragilariopsis cylindrus 0.0 62.70 OEU19032.1 
Pseudo-nitzschia multistriata 0.0 60.87 VEU38640.1 
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Después, mediante la herramienta CD search (Conserved Domain search) se identificaron 

tres dominios en la secuencia aminoacídica de VTC4 de C. muelleri correspondientes a las 

superfamilias de SPX, CYTH-like_Pase y DUF202 (Figura 25). Las proteínas que contienen el 

dominio SPX están involucradas en la homeostasis, transporte y adaptación a condiciones 

limitantes de P (Jung et al., 2018). Por su parte, el dominio CYTH-like_Pase es característico 

de proteínas que hidrolizan sustratos que contienen trifosfato y requieren de cationes metálicos 

como cofactores; esta superfamilia de dominios también contiene ARN trifosfatasas, 

polimerasas de Poli-P asociadas a la membrana, tripolifosfatasas, nucleósidos trifosfatasas, 

nucleósidos tetrafosfatasas y otras proteínas con funciones desconocidas (Lu et al., 2020). 

Finalmente, para el dominio DUF202 no es del todo clara su función, sin embargo, este dominio 

contiene regiones transmembranales predichas, y muchos miembros de la familia son supuestas 

proteínas de membrana (Rooney et al., 2011). Estos resultados brindan certeza sobre las 

presuntas características funcionales de una proteína VTC4 en la secuencia aminoacídica de C. 

muelleri. 

 

 

 
Figura 30. Dominios conservados en la secuencia aminoacídica de VTC4 de C. muelleri. 
 

 

Posteriormente, la secuencia aminoacídica de VTC4 de C. muelleri fue contrastada con 

secuencias similares pertenecientes a diferentes especies de diatomeas y con una secuencia 

aminoacídica de S. cerevisiae en un alineamiento múltiple de secuencias y se identificaron 

algunos motivos mediante la herramienta PROSITE de ExPASy (Figura 31). Se detectaron dos 

motivos que representan sitios de fosforilación por caseina cinasa II (CKII) (‘STGE’ y ‘THRD’) 
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y dos sitios de fosforiliación por proteína cisana C (PKC) (‘SVK’ y ‘SER’). Cabe mencionar 

que el motivo ‘SVK’ se encontró altamente conservado en todas las secuencias consideradas 

para el análisis, mientras que los motivos ‘STGE’ y ‘SER’ sólo se encontraron conservados 

entre las especies de diatomeas. 

Por lo que se refiere al motivo ‘THRD’, a pesar de que se observaron algunas sustituciones 

de residuos entre las secuencias consideradas en el análisis, esto no afectó en ninguno de los 

casos la identificación del sitio de fosforilación por caseína cinasa II, ya que su aminoácido 

diana es treonina y en todos los casos se observó conservado. Sin embargo, la presencia de lisina 

en el extremo N-terminal del sitio de fosforilación por CKII puede reducir la tasa de 

fosforilación al ser un aminoácido básico (Pinna, 1990). Hasta donde se sabe, no existen estudios 

específicos sobre el efecto de fosforilación o ausencia de ella en estos sitios de fosforilación en 

VTC4, sin embargo, se sabe que CKII está involucrada en la regulación de la asimilación y 

homeostasis de P mediante su interacción con proteínas transportadoras de este nutriente, 

mientras que PKC dentro de sus funciones se encuentra la modulación de eventos de la 

estructura de membrana (Chen et al., 2015; Newton, 1995).

Figura 31. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de VTC4, mostrando 4 motivos 
significativamente conservados. La secuencia de VTC4 de C. muelleri está resaltada en rojo.
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Los resultados de la predicción de la estructura secundaria de la proteína VTC4 de C. 

muelleri, así como el porcentaje de alfa hélices y láminas beta se muestran en la Figura 32 y la 

Tabla 14 respectivamente. Se obtuvo un valor de 287 aminoácidos con plegamientos alfa hélice 

que representa el 39.05 % de la secuencia aminoacídica, seguido de un 5.85 % correspondiente 

a láminas beta (43 residuos), 390 residuos (53.06 %) para enrollamientos aleatorios y un 2.04 

% de ambigüedades (15 residuos) del total de 735 aminoácidos que conforman la secuencia 

aminoacídica de VTC4 de C. muelleri. Al igual que NPT2B, VTC4 mostró un porcentaje alto 

de enrollamientos aleatorios, esto sugiere que en su mayoría posee plegamientos irregulares 

(Dill y Shortle, 1991). 

 

 

Figura 32. Representación gráfica de la predicción de la estructura secundaria de la proteína 
VTC4 de C. muelleri realizada en el servidor NPS@. Las secciones que se encuentran en color 
azul representan las alfa hélices, las secciones en color rojo a las láminas beta y las secciones 
en morado a los enrollamientos aleatorios. 
 
 
Tabla 14. Porcentajes de alfa hélices, láminas beta y enrollamientos aleatorios en la estructura 
secundaria de VTC4 de C. muelleri obtenidos por el servidor NPS@. 

Tipo Número de aminoácidos Porcentaje (%) 
Alpha helix (Hh)  287 39.05 
310 helix (Gg)  0 0.00 

Pi helix (Ii)  0 0.00 
Beta bridge (Bb)  0 0.00 

Extended strand (Ee)  43 5.85 
Beta turn (Tt) 0 0.00 

Bend region (Ss)  0 0.00 
Random coil (Cc)  390 53.06 

Ambiguous states (?) 15 2.04 
Other states 0 0.00 

 

Por último, en la Figura 33 se muestra el modelo propuesto de la estructura terciaria de la 

proteína VTC4 de C. muelleri. Se emplearon plantillas procedentes de modelos de proteínas de 

genes ortólogos de la base de datos de SWISS MODEL, encontrándose para esta proteína un 

porcentaje de identidad de 35.59 % con el modelo de referencia y concordó con la secuencia 
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identificada, sugiriendo que hay un cierto grado de conservación y homología con organismos 

ampliamente estudiados.

Figura 33. Modelo de la estructura terciaria teórica de la proteína chaperona de transporte 
vacuolar 4 (VTC4) de C. muelleri obtenida a través del servidor SWISS MODEL.

6.6 Análisis in silico de proteínas involucradas en el metabolismo de lípidos y ácidos grasos 

en C. muelleri.

La identificación de las enzimas críticas para la síntesis de los ácidos grasos y TAG y el 

conocimiento profundo de su regulación son la base para mejorar su producción en las 

microalgas (Ran et al., 2019). A pesar de que los conocimientos actuales son escasos, las 

ciencias ómicas tales como la transcriptómica, la proteómica y la metabolómica, han permitido 

comprender los cambios globales en el metabolismo durante la acumulación de TAG bajo la 

limitación de nutrientes en diversas especies de microalgas, lo que podría facilitar el desarrollo 

de cepas mediante ingeniería genética (Kong et al., 2018). 

Se seleccionaron dos genes que codifican a enzimas clave en la síntesis de ácidos grasos 

que se vieron expresados diferencialmente, de acuerdo al análisis de RNA-seq, en el 

transcriptoma de C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P: ACC (Acetil CoA 

Carboxilasa) y FAD2 (Delta 12-desaturasa). Las secuencias nucleotídicas de estos genes fueron 

identificadas y extraídas del transcriptoma de C. muelleri para después ser traducidas a 

secuencias aminoacídicas para su posterior análisis. En la Tabla 15 se muestran varios 

parámetros fisicoquímicos estimados por la herramienta ProtParam de ExPASy para cada una 

de las secuencias aminoacídicas y en la Figura 34 la composición de aminoácidos 

correspondiente a cada secuencia.
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Tabla 15. Propiedades fisicoquímicas de las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas involucradas en el metabolismo 
de lípidos y ácidos grasos ACC y FAD2 de C. muelleri.

ACC FAD2
Número de aminoácidos 2027 425
Peso Molecular (Daltons) 223750.1 48520.43
Punto isoeléctrico (pI) 5.11 6.85
Índice de inestabilidad 34 32.95
Índice alifático 90.63 78.02
Hidropatía GRAVY -0.259 -0.116

Figura 34. Composición aminoacídica de las secuencias de las enzimas involucradas en la 
síntesis de ácidos grasos de C. muelleri. A: ACC. B: FAD2.
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Los resultados del análisis realizado por la herramienta ProtParam de ExPASy pueden 

brindar información de la naturaleza de estas secuencias aminoacídicas; se puede observar que, 

tanto por el tamaño como el peso molecular, las secuencias aminoacídicas analizadas de C. 

muelleri correspondientes ACC y FAD2 pueden clasificarse como polipéptidos (>100 aa; PM ≥ 

5000 Daltons) (Berthold, 2014) (Tabla 15).  

Un parámetro importante estimado por la herramienta ProtParam, es la hidropatía 

GRAVY (Grand Averigüe of Hidropatía) determina la hidrofilidad o hidrofobicidad de una 

proteína y se calcula mediante la suma de los valores de hidropatía de todos los aminoácidos 

presentes en la secuencia aminoacídica y se divide entre la longitud de dicha secuencia; sus 

valores varían entre -2 y 2 para la mayoría de las proteínas en donde los valores positivos están 

relacionados con comportamientos hidrofóbicos (Walker et al., 2005). Las dos secuencias 

aminoacídicas consideradas en este estudio presentaron valores negativos, por lo que se sugiere 

cierta naturaleza hidrofílicas en estas dos enzimas (Tabla 15).  

 

6.6.1 ACC: Acetil CoA carboxilasa 

El primer paso clave en la biosíntesis de novo de ácidos grasos es la carboxilación dependiente 

de ATP de acetil-CoA para producir malonil-CoA; una reacción de dos pasos catalizada por la 

enzima acetil CoA carboxilasa (ACC) que contiene biotina (Figura 35) (Sasaki y Nagano, 2004). 

En la naturaleza, la ACC se presenta en dos formas: una es un complejo heteromérico de 

múltiples unidades que contiene cuatro polipéptidos diferentes, entre ellos la biotina carboxilasa 

(BC), la proteína portadora de la biotina carboxilo (BCCP) y la α- y β- carboxiltransferasa (α- y 

β-CT); mientras que la otra es una forma homomérica en la que cada uno de los cuatro 

componentes antes mencionados se fusionan en tándem en un solo polipéptido grande (Sasaki 

y Nagano, 2004). La ubicación subcelular de la ACC varía entre los organismos (Li-Beisson et 

al., 2019). La ACC animal, que es de la forma homomérica, está presente tanto en el citoplasma 

como en las mitocondrias, mientras que la ACC vegetal y algal, que es de la forma homomérica 

y heteromérica, se encuentra en el citoplasma y en los cloroplastos (Hu et al., 2008; Abu-Elheiga 

et al., 2000). 
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Figura 35. ACC: Acetil CoA carboxilasa. Creada en Biorender: https://biorender.com/ 

 

 

La ACC desempeña un papel importante en la regulación del flujo de carbono en la 

biosíntesis de ácidos grasos (Page et al., 1994), incluso en microalgas, en las que se ha observado 

una correlación positiva entre la actividad de esta enzima y la cantidad de ácidos grasos en 

especies tales como Chlorella vulgaris (Leyva et al., 2014). Varios estudios de ingeniería 

genética han sido llevados a cabo en esta enzima, siendo uno de sus principales objetivos 

incrementar el contenido de ácidos grasos tanto en plantas como en microalgas mediante su 

sobreexpresión; sin embargo, entre las especies que se han estudiado hasta el momento, los 

resultados han sido variables, desde incrementos significativos hasta no percibirse cambio 

alguno en el contenido de ácidos grasos; no obstante, no deja de ser una enzima atractiva para 

su estudio (Chen et al., 2019; Roesler et al., 1997; Dunahay et al., 1996). 

La secuencia nucleotídica de ACC de C. muelleri fue extraída del transcriptoma y se 

tradujo para obtener su secuencia aminoacídica para después realizar un BLASTp contra la base 

de datos del NCBI dando como resultado una similitud alta con proteínas ACC de varias 

especies de diatomeas. Las especies que presentaron una mayor homología con la secuencia 

aminoacídica de ACC de C. muelleri fueron T. pseudonana (72.81 %), C. cryptica (71.42%) y 
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P. tricornutum (71.19 %) (Tabla 16). En la Tabla 16, además del porcentaje de homología con 

otras especies de diatomeas, se incluye el valor de e y el número de acceso de secuencias 

aminoacídicas para cada especie. 

 

Tabla 16. Comparación del porcentaje de identidad de la secuencia aminoacídica ACC de C. 

muelleri con las secuencias correspondientes a otras diatomeas. 
Organismo Valor de e Porcentaje de identidad (%) Número de acceso 

Thalassiosira pseudonana 0.0 72.81 XP_002296083.1 
Cyclotella cryptica 0.0 71.42 AAA81471.1 

Phaeodactylum tricornutum 0.0 71.19 XP_002183067.1 
Skeletonema marinoi 0.0 70.34 QKG32051.1 

Fistulifera solaris 0.0 70.09 GAX09673.1 
Pseudo-nitzschia multistriata 0.0 68.76 VEU44842.1 

 

Asimismo, a través de la herramienta CD search (Conserved Domain search) se 

identificaron cuatro dominios conservados característicos de ACC en la secuencia aminoacídica 

de C. muelleri: carboxil transferasa, biotina carboxilasa, la región central de acetil coA-

carboxilasa y biotina carboxilo portadora de proteínas (Figura 36). 

 

 

 
Figura 36. Dominios conservados en la secuencia aminoacídica de ACC de C. muelleri. 

 

Por lo que se refiere a la predicción de motivos conservados en la secuencia aminoacídica 

de ACC en C. muelleri, se identificaron tres motivos mediante el análisis de las secuencias por 

la herramienta PROSITE de ExPASY y mediante la revisión de la literatura disponible para esta 

enzima (Figura 37). En primer lugar, el dominio ‘FLELNPRL’, que hace referencia a un 

subdominio de carbamoil-fosfato sintasa (CPS), se encontró altamente conservado en todas las 

secuencias aminoacídicas de las especies consideradas en el análisis de ACC a excepción de 
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Chlamydomonas reinhardtii. CPS cataliza la formación de carbamoilfosfato a partir de MgATP, 

glutamina y bicarbonato a través de un intermediario de carboxifosfato; dicho intermediario es 

ampliamente aceptado que es formado por carboxilasas de biotina (Jitrapakdee y Wallace, 

2003).  

Por otra parte, el segundo motivo identificado fue ‘FAFGESRALAIANMV’ el cual de 

acuerdo al análisis realizado en PROSITE, hace alusión a la superfamilia de proteínas 

transportadoras ABC; este tipo de proteínas se caracterizan por hidrolizar ATP para energizar 

diversos sistemas biológicos (Andreoletti et al., 2017). En diatomeas, se observó un ligero grado 

de conservación con la secuencia aminoacídica de A. thaliana pero aun entre ellas, se observaron 

diferencias por eventos de sustitución. Por último, otro motivo identificado por la herramienta 

PROSITE fue ‘DTPYAEVMKMCMPLLS’ y según el análisis hace referencia a un sitio de 

acoplamiento de las enzimas que requieren biotina; de acuerdo a Jitrapakdee y Wallace, (2003) 

la conservación de los residuos ‘MKM’ es crítica sobre todo de lisina (K) para su reconocimiento 

por la biotina ligasa, ya que mover este residuo en una posición hacia el extremo terminal N o 

C de su ubicación natural reduce la eficiencia de la reacción de biotinilación (Reche et al., 1998). 

Esto fue congruente con todas las secuencias analizadas en este estudio a excepción de 

Chlamydomonas reinhardtii. 
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Figura 37. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de ACC, mostrando 3 motivos 
identificados. La secuencia de ACC de C. muelleri está resaltada en rojo.

En cuanto a la predicción de la estructura secundaria de ACC de C. muelleri, los resultados 

proporcionados por la herramienta NPS@ se muestran en la Figura 38 y la Tabla 16. Se obtuvo 

un valor de 689 aminoácidos con plegamientos alfa hélice que representa el 33.99 % de la 

secuencia aminoacídica, seguido de un 14.60 % correspondiente a láminas beta (296 residuos) 

y 1042 residuos (51.41%) para enrollamientos aleatorios del total de 2027 aminoácidos que 

conforman la secuencia aminoacídica de ACC de C. muelleri. Como puede apreciarse, poco más 

de la mitad está conformada por enrollamientos aleatorios, sugiriendo que en su mayoría posee 

plegamientos irregulares (Dill y Shortle, 1991).
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Figura 38. Representación gráfica de la predicción de la estructura secundaria de la proteína 
ACC de C. muelleri realizada en el servidor NPS@. Las secciones que se encuentran en color 
azul representan las alfa hélices, las secciones en color rojo a las láminas beta y las secciones 
en morado a los enrollamientos aleatorios.

Tabla 17. Porcentajes de alfa hélices, láminas beta y enrollamientos aleatorios en la 
estructura secundaria de ACC de C. muelleri obtenidos por el servidor NPS@.

Tipo Número de aminoácidos Porcentaje (%)
Alpha helix (Hh) 689 33.99
310 helix (Gg) 0 0.00

Pi helix (Ii) 0 0.00
Beta bridge (Bb) 0 0.00

Extended strand (Ee) 296 14.60
Beta turn (Tt) 0 0.00

Bend region (Ss) 0 0.00
Random coil (Cc) 1042 51.41

Ambiguous states (?) 0 0.00
Other states 0 0.00

Finalmente, la Figura 39 muestra el modelo propuesto de la estructura terciaria de la 

proteína ACC de C. muelleri. Se emplearon plantillas procedentes de modelos de proteínas de 

genes ortólogos de la base de datos de SWISS MODEL, encontrándose para esta enzima un 

porcentaje moderado de identidad (42.19 %) con el modelo de referencia; esto sugiere que hay 

un cierto grado de conservación y homología con organismos ampliamente estudiados.

Figura 39. Modelo de la estructura terciaria teórica de la enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC) 
de C. muelleri obtenida a través del servidor SWISS MODEL.
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6.6.2 FAD2: Delta 12-desaturasa. 

FAD2, también conocida como desaturasa de ácidos grasos omega-6, es la enzima clave 

responsable de la biosíntesis de ácidos grasos poliinsaturados (AGPI) y se encarga de catalizar 

la conversión del ácido oleico (C18:1-Δ9) a linoleico (Figura 40) (Dar et al., 2017). Además, 

desempeña un papel esencial en los sistemas de membranas biológicas, la señalización, el 

almacenamiento de energía, la adaptación a cambios de temperatura y resistencia a estrés biótico 

y abiótico (Cao et al., 2013). El gen FAD2 se identificó por primera vez en Arabidopsis thaliana 

con una sola copia, que se expresa constitutivamente (Okuley et al., 1994); en estudios 

posteriores se ha identificado más de un gen FAD2 en diversos cultivos terrestres (Kargiotidou 

et al., 2008; Rolletschek et al., 2007; Li et al., 2007). Por otro lado, diversos estudios en 

ingeniería genética en diversos organismos se ha observado que la sobreexpresión de FAD2 

favorece la síntesis de ácido linoleico mientras que su silenciamiento lo disminuye y se 

incrementan los niveles de ácido oleico (Lamers et al., 2019; Wu et al., 2013).  

El ácido linoleico es un ácido graso poliinsaturado esencial para la salud y la nutrición ya 

que no puede ser sintetizado por los seres humanos y deben ser suministrados a través de la dieta 

(Guan et al., 2012). A pesar de los beneficios para la salud de los AGPI, su abundancia en el 

aceite hace que este sea más vulnerable al enranciamiento, afectando su sabor y reduciendo su 

vida útil (Pandey et al., 2014). La estabilidad oxidativa y el valor nutritivo del aceite comestible 

dependen del contenido de ácidos grasos del aceite, especialmente de los ácidos oleico y 

linoleico (Cao et al., 2013). Se comprobó que el ácido oleico tiene una mayor estabilidad 

oxidativa que el ácido linoleico, lo que da lugar a la prolongación de su vida útil (Ge et al., 

2015). Por lo tanto, hay una gran demanda de aceite de calidad superior rico en ácidos grasos 

monoinsaturados y bajo contenido en AGPI. Esos aceites son más deseables, tanto desde el 

punto de vista nutricional como comercial (Guan et al., 2012). 
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Figura 40. FAD2: Delta 12-desaturasa. Creada en Biorender: https://biorender.com/ 
 

 

La secuencia nucleotídica de FAD2 de C. muelleri fue extraída del transcriptoma y se 

tradujo para obtener su secuencia aminoacídica para posteriormente realizar un BLASTp contra 

la base de datos del NCBI dando como resultado una similitud alta con proteínas FAD2 de varias 

especies de diatomeas. Las especies que presentaron una mayor homología con la secuencia 

aminoacídica de FAD2 de C. muelleri fueron T. oceanica (68.59 %), T. pseudonana (68.28 %), 

y F. solaris (65.73 %) (Tabla 18). En la Tabla 18, además del porcentaje de homología con otras 

especies de diatomeas, se incluye el valor de e y el número de acceso de secuencias 

aminoacídicas para cada especie. 

Por otra parte, se identificó un dominio correspondiente a la superfamilia de desaturasas 

de ácidos grasos de membrana (“Membrane-FADS-like superfamily”) en la secuencia 

aminoacídica de C. muelleri a través de la herramienta CD search (Conserved Domain search). 

Los miembros pertenecientes a esta superfamilia de proteínas se caracterizan por estar 

involucrados en la introducción regioselectiva de dobles enlaces en las cadenas alifáticas de 

ácidos graso y por desempeñar un papel importante en el mantenimiento de la estructura y 

funcionamiento adecuado de las membranas biológicas (Lu et al., 2020) (Figura 41). 
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Tabla 18. Comparación del porcentaje de identidad de la secuencia aminoacídica FAD2 de C. 

muelleri con las secuencias correspondientes a otras diatomeas. 
Organismo Valor de e Porcentaje de identidad (%) Número de acceso 

Thalassiosira oceanica 0.0 68.59 EJK71021.1 
Thalassiosira pseudonana 0.0 68.28 XP_002292071.1 

Fistulifera solaris 0.0 65.73 BA027791.1 
Phaeodactylum tricornutum 0.0 64.73 XP_002186139.1 

Fragilariopsis cylindrus 0.0 62.19 OEU07512.1 
Pseudo-nitzschia multistriata 0.0 60.97 VEU44279.1 

 

 

 

 
Figura 41. Dominio conservado de desaturasas de ácidos grasos en la secuencia aminoacídica 
de FAD2 de C. muelleri. 
 

En relación con la identificación de motivos conservados en la secuencia aminoacídica de 

C. muelleri, se comparó en un alineamiento múltiple de secuencias con secuencias similares 

pertenecientes a diferentes especies de diatomeas, dos secuencias aminoacídicas de FAD2 de 

plantas (Arabidopsis thaliana y Brassica napus) y otras dos correspondientes a las microalgas 

Chlamydomonas reinhardtii y Arthrospira platensis (Figura 42). De acuerdo a un estudio in 

silico de FAD2 en 16 especies de plantas oleaginosas realizado por Nayeri y Yarizade (2014), 

encontraron que el primer motivo de histidina en todas las secuencias de FAD2 fue ‘HECGHH’, 

el cual se encontró altamente conservado en todos los organismos considerados en este estudio 

a excepción de Chlamydomonas reinhardtii y Arthrospira platensis que presentaron un grado 

ligero de sustitución de residuos. Además, Nayeri y Yarizade (2014) mencionaron que en todas 

las secuencias que analizaron, el residuo alanina fue el primero que se ubicó inmediatamente 

después de esta caja de histidina, lo cual fue consistente también en este estudio con las especies 

analizadas, salvo en las mismas especies en que se presentaron sustituciones en este motivo 

observándose la sustitución de alanina por una serina en ambas secuencias.  
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Otro motivo de histidina que está altamente conservado en las secuencias de FAD2 es 

‘HRRHH’, el cual se encuentra albergado en la segunda caja de histidina ‘WKYSHRRHH’ 

(Shanklin et al., 1994). En el caso particular de las diatomeas, todas las secuencias mostraron la 

misma sustitución de este motivo en donde en lugar de contar con dos residuos de arginina (R), 

se encuentran una alanina (A) y una lisina (K). Por otro lado, con respecto a la segunda caja de 

histidina (‘WKYSHRRHH’) en la que se encuentra este motivo, también observaron otras dos 

sustituciones de residuos en las secuencias aminoacídicas de diatomeas, en donde en lugar de 

una lisina (K), se encontró glutamina (Q) y en lugar de serina (S) se observó una treonina; sólo 

las secuencias aminoacídicas de C. muelleri y T. pseudonana conservaron el residuo serina.  

Otro motivo identificado en las secuencias aminoacídicas analizadas en este estudio y que 

también se observó en el estudio in silico de Nayeri y Yarizade (2014), fue ‘HV[A/C/T]HH’ el 

cual se ubica hacia el extremo carboxílico. Nuevamente, las diatomeas mostraron una mayor 

homología con respecto a las secuencias aminoacídicas de plantas, sin embargo, la secuencia de 

C. muelleri, presentó en lugar de valina (V) una lisina y la alanina (A) fue sustituida por una 

valina; las secuencias aminoacídicas de P. tricornutum y F. solaris manifestaron la misma 

sustitución del residuo alanina por una valina.    

Nayeri y Yarizade (2014) señalaron también que entre esta última caja de histidina 

(‘HV[A/C/T]HH’), los motivos ‘EWDWLRGALAT’ y ‘LFSTMPHYHAMEAT’ son los más 

altamente conservados antes y después de la tercera caja de histidina respectivamente en 

secuencias aminoacídicas de plantas oleaginosas; estos mismos motivos fueron identificados en 

las secuencias aminoacídicas de FAD2 analizadas en este estudio, encontrándose un cierto grado 

de conservación con respecto a las especies de diatomeas.   

Finalmente, otro motivo conservado en secuencias aminoacídicas de FAD2 de plantas 

oleaginosas es ‘YNNK’ [también puede encontrarse como Y(K/N)NKF o YRNKI], el cual se 

ubica en el extremo C-terminal. Se detectó la presencia de este motivo en las secuencias 

aminoacídicas de Arabidopsis thaliana y Brassica napus; sin embargo, se encontraron 

diferencias con el resto de especies analizadas en estudio e inclusive entre las especies de 

diatomeas. De acuerdo a Nayeri y Yarizade (2014), la disminución de la conservación de este 

motivo pudiera indicar la pérdida de la señal de recuperación del retículo endoplásmico, dando 

lugar a la disociación de esta enzima del retículo endoplásmico (McCartney et al., 2004). 
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Figura 42. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de FAD2, mostrando 4 motivos 
significativamente conservados. La secuencia de FAD2 de C. muelleri está resaltada en rojo.

Por otra parte, se predijo la estructura secundaria de la proteína FAD2 de C. muelleri y se 

calcularon los porcentajes de alfa hélices y láminas beta los cuales se muestran en la Figura 43

y la Tabla 19 respectivamente. Se obtuvo un valor de 169 aminoácidos con plegamientos alfa 

hélice que representa el 39.76 % de la secuencia aminoacídica, seguido de un 7.29 % 

correspondiente a láminas beta (31 residuos), 204 residuos (48.00 %) para enrollamientos 

aleatorios y un 4.94 % de ambigüedades (21 residuos) del total de 425 aminoácidos que 

conforman la secuencia aminoacídica de FAD2 de C. muelleri. Al igual que el resto de 

secuencias aminoacídicas analizadas en este estudio, mostró un porcentaje alto de 

enrollamientos aleatorios, lo que indicaría que en su mayoría está compuesta por regiones 

plegadas irregularmente (Dill y Shortle, 1991).
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Figura 43. Representación gráfica de la predicción de la estructura secundaria de la enzima 
FAD2 de C. muelleri realizada en el servidor NPS@. Las secciones que se encuentran en color 
azul representan las alfa hélices, las secciones en color rojo a las láminas beta y las secciones 
en morado a los enrollamientos aleatorios. 
 

Tabla 19. Porcentajes de alfa hélices, láminas beta y enrollamientos aleatorios en la estructura 
secundaria de FAD2 de C. muelleri obtenidos por el servidor NPS@. 

Tipo Número de aminoácidos Porcentaje (%) 
Alpha helix (Hh)  169 39.76 
310 helix (Gg)  0 0.00 

Pi helix (Ii)  0 0.00 
Beta bridge (Bb)  0 0.00 

Extended strand (Ee)  31 7.29 
Beta turn (Tt) 0 0.00 

Bend region (Ss)  0 0.00 
Random coil (Cc)  204 48.00 

Ambiguous states (?) 21 4.94 
Other states 0 0.00 

 

 

Finalmente, la Figura 44 muestra el modelo propuesto de la estructura terciaria de la 

desaturasa FAD2 de C. muelleri. Se emplearon plantillas procedentes de modelos de proteínas 

de genes ortólogos de la base de datos de SWISS MODEL, encontrándose para esta enzima un 

porcentaje bajo de identidad (18.75 %) con el modelo de referencia. Esto puede deberse a que 

la predicción de la estructura terciaria, al basarse en algoritmos de homología, requiere de 

proteínas cuyas estructuras ya estén experimentalmente determinadas y que tengan un alto 

porcentaje de homología a la proteína analizada, por lo que en este caso pudiera verse limitado 

al ser escasa la información para diatomeas. 
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Figura 44. Modelo de la estructura terciaria teórica de la delta 12-desaturasa (FAD2) de C. 

muelleri obtenida a través del servidor SWISS MODEL.
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VII. CONCLUSIONES 

 

ü El fósforo (P) posee un efecto importante en el crecimiento, densidad celular y 

composición bioquímica en C. muelleri ya que, al disminuir la concentración de este nutriente, 

se incrementó el contenido de lípidos totales pero disminuyó la densidad celular. Por el 

contrario, el exceso de fósforo no mostró un efecto sobre la densidad celular ni en el contenido 

de lípidos totales con respecto al control. 

ü Las concentraciones de P y las condiciones de cultivo establecidas en este estudio no 

poseen un efecto en el contenido total de ácidos grasos saturados de C. muelleri al no encontrarse 

diferencias significativas entre los tratamientos.  

ü La síntesis de ácidos grasos monoinsaturados se ve favorecida bajo condiciones 

limitantes de P (7 y 18 µM P) en C. muelleri, lo cual está relacionado con la síntesis de 

compuestos de reserva. En cambio, la síntesis de ácidos grasos poliinsaturados es inducida bajo 

concentraciones de P consideradas como control (72 µM P) y exceso (144 µM P), los cuales se 

encuentran relacionados con lípidos de membrana.  

ü Los resultados obtenidos del cálculo de las propiedades de biodiesel a partir de los 

perfiles de ácidos grasos, sugieren que C. muelleri cultivada bajo una concentración de P de 7 

µM es un recurso potencial para la producción de biodiesel de acuerdo a la norma ASTM D 

6751 de Estados Unidos de América. 

ü La inducción de genes involucrados en procesos biológicos tales como metabolismo de 

P, transporte transmembranal, biosíntesis de sulfolípidos, metabolismo de lípidos y biosíntesis 

de carbohidratos sugieren que C. muelleri bajo condiciones limitantes de P implementa 

estrategias para incrementar la asimilación, transporte y uso eficiente de este nutriente y 

sintetizar compuestos de reserva para satisfacer sus requerimientos celulares.  

ü La represión de genes involucrados en el metabolismo de nitrógeno y traducción de 

proteínas pudiera indicar que se está viendo afectada la síntesis de proteínas y ribosomas ya que 

ello implica un gasto energético para la célula por lo que el P disponible pudiera estarlo 

empleando para su supervivencia. Por lo que se sugiere que el crecimiento y división celular 

están viéndose comprometidos.   
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ü La represión de genes involucrados en la fotosíntesis y síntesis de pigmentos conduce a 

la disminución de la actividad del aparato fotosintético y de los niveles de estos pigmentos 

derivando en estrés oxidativo en C. muelleri bajo concentraciones limitantes de P. 

ü La modulación del metabolismo del ácido absícico (ABA) bajo condiciones limitantes 

de P ha sido escasamente estudiado en diatomeas, siendo este el primer estudio hasta nuestro 

conocimiento, que reporta como estrategia una posible acumulación de esta hormona dentro de 

la célula ante la limitación por P en C. muelleri para mitigar el daño derivado del estrés. 

ü A nivel molecular la acumulación de lípidos en C. muelleri no puede ser atribuida 

directamente a la biosíntesis de ácidos grasos ya que varios genes que codifican a enzimas clave 

como la acetil-CoA carboxilasa se encontraron reprimidos o no se expresaron diferencialmente 

bajo las condiciones establecidas en este estudio.  

ü El proceso de remodelación de la membrana celular posiblemente sea el mecanismo 

responsable de proveer ácidos grasos mediante la degradación de fosfolípidos para la síntesis de 

triacilglicéridos en C. muelleri cultivada bajo concentraciones limitantes de P. 

ü En base a los resultados obtenidos, se corrobora la hipótesis planteada ya que en 

condiciones de exceso de P, C. muelleri no requiere restringir su actividad celular ni 

implementar estrategias para incrementar la asimilación, reciclaje y aprovechamiento eficiente 

de este nutriente a diferencia de lo que ocurre bajo condiciones limitantes.   

ü El ensamblaje y el análisis in silico de secuencias de genes completos que codifican para 

proteínas transportadoras de fósforo y enzimas clave involucradas en la síntesis de ácidos grasos 

permitirá plantear estudios con mayor profundidad que nos ayuden a demostrar su participación 

y entender la regulación de la biosíntesis de lípidos en C. muelleri bajo limitación de nutrientes.  



124 
 

VIII. RECOMENDACIONES 

 

ü Validar los resultados de RNA-seq generados en este estudio mediante la técnica de RT-

qPCR. 

ü Determinar los parámetros de calidad del biodiesel experimentalmente a partir del aceite 

extraído de C. muelleri con el fin de corroborar la predicción realizada en este estudio. 

ü Profundizar en el estudio de transcritos no codificantes en el transcriptoma de C. muelleri 

cultivada bajo diferentes concentraciones de P. 

ü Seleccionar genes de interés identificados en el análisis de RNA-seq que codifican a 

enzimas claves involucradas en el metabolismo de lípidos tales como ACC, PDAT2, DGAT2, 

MGL y TAG lipasa para desarrollar estudios de ingeniería genética en C. muelleri lo que 

permitiría ampliar el conocimiento sobre su función en el proceso de acumulación de lípidos. 
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X. APENDICES 

 

Nota: Debido a la contingencia por COVID-19, el proceso de validación del transcriptoma de 

C. muelleri cultivada bajo diferentes concentraciones de P se detuvo; sin embargo, a 

continuación, se muestran los avances que se han logrado obtener hasta el momento. 

 

10.1 Estandarización de oligos de genes expresados diferencialmente en el transcriptoma 

de C. muelleri seleccionados para la validación por la técnica de RT-qPCR. 

 

10.1.1 Extracción de ADN genómico de C. muelleri 

 

Las células algales de cada tratamiento fueron colectadas mediante centrifugación a 2500 g x 

10 min. El sobrenadante fue eliminado y los pellets resultantes fueron inmediatamente 

almacenados en tubos Falcon de 50 mL a – 80 °C previo a su procesamiento. Para la extracción 

de ADN genómico de C. muelleri, la muestra permaneció en nitrógeno líquido hasta que se 

vertió dentro de un tubo Eppendorf de 1.5 mL con 600 µl de buffer de lisis (Tris-HCl 100mM a 

pH 8.0, NaCl 20mM, EDTA 20mM, y N- Lauril sarcosina al 1%) y se dejó reposar por 5 min. 

Posteriormente, se siguieron los siguientes pasos para continuar con la extracción de ADN 

genómico: 

 

ü Se añadieron 2 µl de RNAsa y se dejó reposar por 15 min. 

ü  Se agregaron 600µl de fenol:cloroformo:alcohol-isoamílico (25:24:1) y se centrifugó a 12 

000 rpm por 20 min a 4°C. 

ü Se tomó el sobrenadante y se llevó a un tubo nuevo y se adicionó 600 μL de isopropanol al 

100 %, dejándose incubar por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugó a 

12 000 rpm por 10 min y se decantó el sobrenadante dejando el pellet precipitado. 

ü Se lavó el pellet con 1 mL de etanol al 70 % y se centrifugó a 7 500 rpm por 5 min. Luego, 

se eliminó el etanol dejando secar el pellet (ARN precipitado) durante 10 min y se resuspendió 

en agua libre de ARNasas estéril (50 μL - 100 μL).  
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Una vez realizado el procedimiento anterior, se verificó la integridad del ADNg resultante en 

electroforesis en un gel de agarosa al 1 % a 110 V por 35 min aproximadamente (Figura S1). 

Figura S1. ADN genómico de C. muelleri en gel de agarosa al 1% teñido con GelRedTM 
(Biotium). A) ARN extraído con el reactivo TRIzol® B) ARN tratado con el kit RNeasy 
MinElute Cleanup Kit. Carril 1: Marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, 
Invitrogen). Carril 3 – 7: Muestras de ADN genómico de C. muelleri.

10.1.2 Selección de genes expresados diferencialmente en el transcriptoma de C. muelleri

cultivada bajo diferentes concentraciones de P.

Una vez que se llevó a cabo el análisis de RNA-seq y para su posterior validación, se 

seleccionaron 8 genes expresados diferencialmente en el transcriptoma de C. muelleri y dos 

genes constitutivos cuya estabilidad ya ha sido evaluada en diatomeas. Los oligos fueron 

diseñados usando el software Primer3 y luego analizados con la herramienta OligoEvaluator de 

Sigma-Aldrich. En la Tabla S1 se muestran los 10 pares de oligos que se estandarizaron 

mediante la técnica de PCR punto final, los cuales fueron sintetizados por la compañía T4 

OLIGO ubicada en la ciudad de Irapuato, Guanajuato, México.
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Tabla S1. Lista de oligos estandarizados en este estudio. 
Nombre Abreviación Inicial (F)/ Reverso (R) 

Alkaline phosphatase 
APA F: GCAGGAGCGTAAACAGTGAT 

R: GATTTGGATACGACCCCTCT 
Fucoxanthin-chlorophyll a-c 
binding protein A 

FCPA F: CTCGGACCCTCTGGATCTAA 
R: AACCATCCTGCGACAAAGAA 

Sodium-dependent 
phosphate transport protein 
2B 

NPT2B F: CAAATGCTTCCTCTTGTGCT 
R: TGAAAGGGACAGGATACCAA 

Vacuolar transporter 
chaperone 4 

VTC4 F: TATCCCACCTTGTCATTCCG 
R: GGCCCATATATTCTCGGAGG 

Putative inorganic phosphate 
transporter 

PIPT F: ACCAATCAACACCCAACAGT 
R: CTCCTTGGTATCGGTTGTGG 

SPX domain-containing 
membrane protein 

SPXM2 F: GCTCTGTTGCAATTCTCTCC 
R: GTCGTCTTTCGGGAACAGTA 

Phospholipase A1-Igamma3 
PLA F: ACTGCCGCAACTGTATCATT 

R: CGTACCCAAACCTGTGACTT 
Ammonium transporter 1
  
 

AMT1  F: ATTTGCTGCTCCGAGACATAC 
R: TACACGGAACATACCAAGC 

TATA-box-binding protein 
TBP F: TAAGAGAACCACGAGCAACG 

R: AACCCAACATCAATCGTCCC 
Hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyltransferase 

HPRT F: CCTTCCAATTATCGCGGTCT 
R: CACCGTGGGGATAGTTTGAA 

 

 

10.1.3 Reacción de PCR 

 

Se utilizó el GoTaq Colorless Master Mix (PROMEGA), siguiendo las instrucciones del 

fabricante, se añadieron los siguientes componentes a un microtubo estéril para un volumen 

final de reacción de 12.5 μL: 

ü 6.3 μL de GoTaq Colorless Master Mix 

ü 1 μL de primer reverso y 1 μL de primer forward (Dependiendo del gen). 

ü 3.2 μL de H2O estéril. 

ü 1 μL de ADN genómico de C. muelleri. 
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10.1.4 Determinación de los parámetros de temperaturas y ciclos. 

 

La temperatura de alineamiento y los ciclos se definieron llevando a cabo un PCR de gradiente 

tanto para definir la temperatura de alineamiento como el número de ciclos necesarios para la 

visualización de los productos de PCR de la siguiente manera en un termociclador 

SimpliAmpTM de Applied Biosystems: 

 

- Un ciclo de desnaturalización por 5 min a 94 °C. 

- Para definir la temperatura de alineamiento se tomó un rango entre 50 °C y 65 °C. Las 

condiciones para cada ciclo de PCR fueron las siguientes: Temperatura de desnaturalización de 

94 °C por 1 min, la temperatura de alineamiento por 30 seg y la temperatura de extensión fue 

72 °C por 40 seg. 

- Para determinar la cantidad de ciclos apropiada para cada gen se tomó un rango de entre 25 y 

35 ciclos, hasta que la amplificación de los productos de PCR para cada gen, fuera visible en el 

gel de agarosa. 

 

10.1.5 Análisis de los productos de PCR  

 

Se realizó un gel de agarosa al 1 % para observar la integridad de los productos de PCR de la 

siguiente forma: 

 

ü Se pesaron 0.75 g de agarosa y se disolvieron en un matraz Erlen-Meyer con 75 mL de buffer 

TAE 1X estéril. 

ü Se calentó la mezcla de agarosa y TAE 1X en un horno microondas por un minuto y medio, 

verificando su disolución cada 30 seg. Hasta que la mezcla no presentó grumos y se tornó 

transparente, se dejó reposar hasta que adquiriera una temperatura soportable al dorso de la 

mano. 

ü Se agregó 1 μL de GelRedTM (Biotium) y se agitó vigorosamente para después vaciarse 

lentamente en la placa de electroforesis previamente preparada con los sellos acrílicos, esto para 
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evitar la formación de burbujas. Se colocaron los peines de separación correspondiente y se dejó 

reposar hasta que la mezcla se solidificara (15 a 20 minutos). 

ü Una vez formado el gel, se retiraron los sellos y se colocó la placa dentro del tanque de 

electroforesis. Se vertió la cantidad apropiada de buffer TAE 1X estéril hasta que cubriera el gel 

y se retiraron los peines con cuidado, evitando que se dañara el gel. 

ü Se cargaron los productos de PCR con volumen de 2 μL de muestra y un 1 μL de Marcador 

de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) para determinar el tamaño de cada uno 

de los fragmentos, con 2 μL de buffer de carga 1X y se depositaron en los pozos 

correspondientes. 

ü  Se llevó a cabo el proceso de electroforesis conectando la cámara de electroforesis a una 

fuente de poder a 100 Volts por 35 min aproximadamente. 

ü  Una vez terminado el proceso, se visualizó el gel de electroforesis en el fotodocumentador 

Bio-Imaging System MiniBis pro (Bio America Inc). 

ü  Por último, se enjuagó con agua estéril todos los componentes de electroforesis al terminar 

la corrida, ya que con el paso del tiempo la acumulación de restos de sales puede dañar el equipo.  

 

10.1.6 Estandarización de condiciones para PCR 

 

Se definió para cada gen seleccionado del transcriptoma de C. muelleri para su posterior 

validación mediante la técnica de RT-qPCR, las condiciones adecuadas de PCR mediante 

gradientes de ciclos y de temperaturas. En la Tabla S2 se presentan las condiciones a las cuales 

fueron analizados cada uno de los genes. Para la estandarización de dichas condiciones se 

empleó ADN genómico de C. muelleri. 
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Tabla S2. Condiciones definidas para PCR 
Gen Número de ciclos Temperatura de 

Alineamiento (°C) 
APA 27 53 

FCPA 27 51 
NPT2B 27 53 
VTC4 27 57 
PIPT 27 51 

SPXM2 27 59 
PLA 27 51 

AMT1 27 57 
TBP 27 59 

HPRT 27 59 
 

 


