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RESUMEN 

 
El bisfenol A (BPA) es un componente plástico que actúa como un potente disruptor endocrino en 
mamíferos. La concentración de este compuesto en los ecosistemas es elevada, y supone una prioridad 
eliminarlo de forma eficiente de los mismos. Recientemente, se demostró la capacidad de la microalga 
Chlamydomonas reinhardtii de aclimatarse a la ferroptosis inducida por la toxicidad de este xenobiótico 
y su capacidad de bioacumularlo en cantidades altas (Carbó et al, 2023). Dada la eficiencia de este 
microorganismo para biorremediar este compuesto, en el presente trabajo de fin de máster se realizó 
la monitorización de distintos parámetros fisiológicos para comparar la respuesta entre dos cepas 
distintas de este organismo, con y sin pared celular, bajo regímenes nutricionales distintos a tiempos 
de exposición cortos (15 min, 1 h, 5 h y 24 h) y largos (48 h, 72 h y 144 h) ante exposición a BPA (40 
mg/L). Se halló una rápida recuperación de los cultivos al daño producido por el BPA a las 72 h de 
exposición y se caracterizó la promoción del crecimiento celular inducida por el BPA para los tiempos 
más cortos de 15 min y 1 h. Además, se observó una resistencia muy elevada de la cepa cultivada en 
condiciones de autotrofía a la toxicidad por BPA. También se describió por primera vez la ocurrencia 
de hormesis en presencia de este contaminante en los primeros minutos de tratamiento. Por ello, los 
resultados obtenidos permitieron proponer el tratamiento con BPA en la cepa CC1690 (con pared 
celular) para continuar con ensayos moleculares. Finalmente, se llevó a cabo la puesta a punto de los 
parámetros de qPCR para cuantificar la expresión de algunos de los principales genes de interés 
implicados en los procesos de homeostasis redox y ferroptosis en esta microalga. 
 
 

 
 
 
ABSTRACT 
 
Bisphenol A (BPA) is a plastic component that acts as a potent endocrine disruptor in mammals. The 
concentration of this compound in ecosystems is high, and its removal from the environment is a priority. 
Recently, it has been described the ability of the microalga Chlamydomonas reinhardtii to acclimate to 
the BPA-induced ferroptosis and its capacity to bioaccumulate it in high amount (Carbó et al., 2023). 
Given the efficiency of this microorganism for bioremediating this compound, in the present master's 
thesis work we monitored different physiological parameters to compare the response between two 
different strains of this microorganism -with and without a cell wall- under different nutritional regimes 
during short (15 min, 1 h, 5 h, and 24 h) and long-term (48 h, 72 h, and 144 h) exposure times to BPA 
(40 mg/L). It was observed a rapid recovery of the cultures from the damage caused by BPA at 72 h of 
exposure, and the promotion of cell growth induced by BPA was characterized for shorter time periods 
of 15 min and 1 h. Additionally, a very high resistance to BPA toxicity was observed in the strain 
cultivated under autotrophic conditions. Additionally, a very high resistance to BPA toxicity was observed 
in the strain cultivated under autotrophic conditions. The occurrence of hormesis in the presence of this 
contaminant in the early minutes of treatment was also described for the first time. Furthermore, the 
qPCR parameters were optimized to quantify the expression of some of the key genes involved in redox 
homeostasis and ferroptosis processes in this microalga.  



 

Abreviaturas 
 
ACSL: sintetasa de acil-CoA de cadena larga 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario 

AKR1C: aldo-ceto reductasa tipo 1C 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNasa: ribonucleasa 

BPA: bisfenol A, 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano 

BTUB: beta tubulina 

Chlamydomonas: Chlamydomonas reinhardtii 

DHODH: dehidroorotato deshidrogenasa 

DMSO: dimetilsulfóxido 

dNTPs: dinucleótidos trifosfato 

EPS: exopolisacáridos 

FDA: diacetato de fluoresceína 

Fm: fluorescencia variable 

FSP1: supresor de ferroptosis independiente de glutatión 

Fv: fluorescencia máxima 

g: fuerza centrífuga relativa 

GSH: glutatión 

GST: glutatión-S-transferasa 

H2DCFDA: 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína  

H2O2: peróxido de hidrógeno 

IDA5: actina 

LED: diodo emisor de luz 

LOX: lipoxigenasa de linoleato 9S 

MalicE: enzima málica 

MnSOD: manganeso superóxido dismutasa 

mt+: mating + 

O2·-: anión superóxido 

OH-: radical hidroxilo 

pb: pares de bases 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PSB: tampón de solubilización del pellet 

qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 

RACK1: gen receptor de la proteína quinasa C activada 

RFU: unidades relativas de fluorescencia 

ROS: especies reactivas del oxígeno 

rpm: revoluciones por minuto 

SnRK1: sucrose non-fermenting related kinase 1 

TAP: tris-acetato-fosfato 

Tris: tris hidroximetil aminoetano 

UBI: ligasa de proteína ubiquitina 

UV/vis: ultravioleta/visible 

v/v: relación volumen/volumen 

VDAC2: canal de anión dependiente del voltaje 2 
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1 INTRODUCCIÓN 

1.1  Antecedentes y planteamiento 

El desarrollo industrial y aumento de la producción agrícola ligados al crecimiento 

continuo de la población, estimado en un 1,13% al año (Tripathi et al., 2018), han supuesto la 

emisión desmesurada de compuestos xenobióticos al medioambiente a lo largo del planeta. 

El estudio de las posibles afecciones a los sistemas biológicos que dichos compuestos de 

origen antropogénico y sumamente recalcitrantes puedan causar es una prioridad. En este 

contexto, la biotecnología en su conjunto juega un papel clave en la sustitución de productos 

industriales dañinos para los ecosistemas, por otros más inocuos y renovables o el control y 

la biorremediación de dicha contaminación (Kovács, 2019). Existe evidencia sobre cómo 

microplásticos y nanoplásticos ya presentes en la gran mayoría de ecosistemas son 

absorbidos por los organismos fotosintéticos como plantas, algas o fitoplancton por distintas 

vías y mecanismos resultando en una reducción de su capacidad fotosintética (Karalija et al., 

2022). 

Entre los componentes plásticos, el Bisfenol A (BPA), 2,2-bis(4-hidroxifenil)propano 

(Figura 1), es un potente disruptor endocrino en mamíferos, ampliamente usado en la 

producción de resinas fenólicas, poliacrilatos, poliésteres, plásticos policarbonados y resinas 

epoxi comúnmente usadas en el recubrimiento de envases alimenticios (Kang et al., 2006; 

Abraham y Chakraborty, 2020). Este compuesto no solo representa un peligro para las 

personas, sino que el lixiviado de los residuos que estén fabricados con él y los afluentes de 

las industria en las que se usa regularmente suponen una vía de contaminación ambiental  

 

Figura 1. Estructura molecular del bisfenol A (BPA). 

Aunque la toxicidad del BPA en mamíferos es conocida, el estudio sobre su efecto en 

ecosistemas acuáticos es mucho menor. Estos ecosistemas constituyen uno de sus 

principales sumideros ambientales, hasta tal punto que los investigadores Staples et al. (2018) 

encontraron la presencia de BPA en más del 66% de 5057 muestras de agua marina y dulce 

de Europa. Aunque los ensayos realizados acerca de los daños que puede originar el BPA 

sobre microorganismos fotosintéticos son escasos, estudios realizados en microalgas como 

Picocystis, Chlamydomonas y Chlorella muestran la capacidad de este compuesto de inducir 

un estrés oxidativo e inhibir su crecimiento, a la vez que su fuerte capacidad de aclimatación 

a su toxicidad (Ben et al., 2018; Ji et al., 2014). Estos microorganismos destacan por su 

capacidad de resistir y aclimatarse el estrés inducido por concentraciones de BPA superiores 

a las registradas en algunos efluentes industriales actuales de hasta 13 µg L-1 (Hernández et 

al., 2022). Además, son múltiples los estudios que hallaron capacidad biorremediadora y 

bioacumuladora para una gran variedad de especies de microalgas como Stephanodiscus 

hantzschii (Li et al., 2009), Chlamydomonas mexicana, Chlorella Vulgaris (Ji et al., 2014) o 

Chlamydomonas reinhardtii (Esperanza et al., 2020, Carbó et al., 2023) entre otras.  
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Chlamydomonas reinhardtii (de aquí en adelante Chlamydomonas) es una microalga 

verde unicelular (Figura 2) usada ampliamente como modelo, debido a su crecimiento rápido, 

ciclo de vida simple, existencia de gran cantidad de recursos disponibles como genomas, 

múltiples cepas naturales y mutantes aisladas  y su elevada capacidad biorremediadora ya 

descrita para otros compuestos xenobióticos y su reconversión en biofuel (Sánchez et al., 

2019; Nazos et al., 2017; Harris 2001; Hasan et al., 2014). Por ello, se trata de un organismo 

idóneo para el estudio y desarrollo de nuevas técnicas de biorremediación para el BPA. 

 

Figura 2. Chlamydomonas reinhardti. Elaboración propia mediante Biorender. 

Recientemente, Carbó et al., (2023) demostraron su capacidad para bioacumular 

grandes cantidades de BPA a la vez que describieron los mecanismos metabólicos 

involucrados en su detoxificación, revelando por primera vez que este compuesto genera 

estrés oxidativo mitocondrial que deriva en la muerte celular por ferroptosis.  

El BPA genera un desequilibrio metabólico ligado a un fuerte aumento de producción de 

especies reactivas del oxígeno (ROS) como el peróxido de hidrógeno (H2O2), el anión 

superóxido (O2·-) o el radical hidroxilo (OH-) entre otras. Estas moléculas son comúnmente 

producidas en los organismos durante la fotosíntesis o por estreses bióticos y abióticos, 

pudiendo actuar como señalizadoras de gran cantidad de procesos metabólicos (Wakao y 

Niyogi, 2021). A concentraciones elevadas inducen un daño celular significativo a través de 

procesos como la lipoperoxidación de la pared celular, de la membrana tilacoidal y 

mitocondrial; la pérdida de pigmentos fotosintéticos (clorofilas a y b y carotenoides) (Sharma 

et al., 2012); la reducción de la eficiencia fotosintética, pudiendo en última instancia 

desembocar en la interrupción de la cadena de transporte de electrones (Margarida et al., 

2017); y la alteración de la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Ďurovcová et al., 

2022; Xiao et al., 2019). En el caso de Chlamydomonas, se produce un aumento del ROS en 

forma de H2O2 que reacciona con el hierro II mediante la reacción de Fenton, dando lugar a 

hierro III y OH-, promoviendo la peroxidación lipídica de la membrana mitocondrial e 

induciendo un proceso de autofagia, que en último término induce la muerte celular 

programada (Figura 3). Este proceso es denominado ferroptosis, y media la respuesta al BPA 

en este organismo (Carbó et al., 2023). A su vez, gran parte del BPA es biotransformado por 

conjugación con glutatión (GSH) mediante la enzima glutatión-S-transferasa (GST) (Nakajima 

et al. 2007). Sin embargo, como la cantidad inicial de glutatión disponible es escasa, este 

proceso de muerte celular no puede ser aliviado inicialmente tras la primera exposición a este 

xenobiótico. No obstante, Chlamydomonas tiene la capacidad de revertir la ferroptosis 
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inducida por BPA, recuperando a partir de las 72 h de exposición los niveles de biomarcadores 

específicos de estrés en microalgas (Carbó et al., 2023).  

Figura 3. Desbalance redox y ferroptosis inducidos por el BPA (Carbó et al., 2023). Elaboración propia 

mediante Biorender. 

Así pues, como ya es conocido el mecanismo de detoxificación de este compuesto, el 

siguiente paso lógico en la biorremediación del BPA conduciría a una mejora de la eficiencia 

de este proceso. Por ello, la aclimatación de Chlamydomonas a crecer en un medio de cultivo 

con BPA como única fuente de carbono es una estrategia a considerar. Sin carbono, 

Chlamydomonas es capaz de desarrollarse activando los mecanismos de defensa a este 

estrés tales como la subfamilia de genes SnRK1 (sucrose non-fermenting related kinase 1). 

Esta familia de proteínas actúa como parte en un complejo sistema de regulación metabólica 

con el fin de conferir una mayor supervivencia celular (Colina et al., 2019). Teniendo en cuenta 

que el metabolismo celular y, en concreto, la aclimatación a la presencia o ausencia de una 

fuente de carbono durante el crecimiento de Chlamydomonas es un factor decisivo en la gran 

mayoría de estudios focalizados en la optimización de procesos de biorremediación (Zhan et 

al., 2017) y su estrecha relación con la activación de mecanismos de defensa a estrés abiótico, 

resulta de interés estudiar el crecimiento, respuesta y comportamiento de distintas cepas de 

esta microalga al BPA en función del régimen nutricional (autótrofo/mixótrofo) en el que 

crecen; pudiendo constituir el propio BPA suministrado a los cultivos una fuente de carbono a 

consumir para su desarrollo.  
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1.2 Objetivos 

En consecuencia, los objetivos de este trabajo son: 

- Describir el crecimiento, eficiencia fotosintética, viabilidad celular, el engrosamiento de 

la matriz celular y la generación de especies reactivas del oxígeno en Chlamydomonas 

reinhardtii CC1690 (con pared celular) y CC503 (deficiente en pared celular) en 

presencia de BPA y condiciones de cultivo con y sin fuente de carbono. 

- Poner a punto las condiciones de qPCR para cuantificar la expresión de los genes en 

Chlamydomonas de las principales enzimas implicadas en los procesos de 

homeostasis redox y ferroptosis 
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2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1  Cepas y cultivo  

Las cepas de Chlamydomonas reinhardtii utilizadas fueron CC1690 y CC503 (mt+, 

cw92), obtenidas del Chlamydomonas Culture Collection (https://www.chlamycollection.org/). 

Las dos cepas se seleccionaron porque CC1690 tiene pared celular completa y CC503 es 

deficiente para este orgánulo. Las células se cultivaron en medio Tris-Acetato-Fosfato (TAP). 

(Harris, 1989) Este medio de cultivo contiene ácido acético (1 mL L-1) como única fuente de 

carbono. Para las condiciones de ausencia de fuente de carbono no se suministró el ácido 

acético al medio TAP. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 25 ºC, un fotoperiodo 

de 16 h de luz y 8 h de oscuridad utilizando luz blanca LED con una intensidad de 200 µmol 

fotones·s-1·m-2 y en agitación de 175 rpm (Anexos 1 y 2). 

2.2 Diseño experimental 

Se prepararon dos cultivos semilla de la cepa CC1690, uno utilizando TAP con carbono 

y otro con ausencia del mismo con el fin de aclimatar las células, así como un cultivo semilla 

de la cepa CC503 con carbono.  

Para llevar a cabo los ensayos, se realizaron cultivos con y sin fuente de carbono por 

triplicado en matraces Erlenmeyer de 0,5 L con un volumen de 250 mL. Se ajustó a una 

concentración celular inicial de 5·104 células mL-1 a partir de los cultivos semilla en fase de 

crecimiento exponencial (Figura 4). Los cultivos se incubaron en las condiciones 

anteriormente descritas durante 2 horas antes de distribuirlos en matraces de 0,5 L. Este paso 

se realizó con el fin de evitar el posible impacto producido en los organismos al cambiar de 

medio de cultivo. 

 

Figura 4. Diseño experimental. Elaboración propia mediante Biorender. 

La concentración de BPA utilizada fue de 40 mg L-1 basada en el estudio realizado por 

Carbó et al. (2023), para lo cual se adicionaron 75,19 µL de un stock de 0,133 g mL-1 de BPA 

https://www.chlamycollection.org/
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los cultivos de CC1690 con carbono, sin carbono y CC503 con carbono. Se añadió la misma 

cantidad de volumen en metanol (disolvente del BPA) a los cultivos control. 

2.3  Crecimiento celular y fotosíntesis  

Se realizaron muestreos de densidad celular y fotosíntesis para los tiempos de 0 h, 15 

min, 1 h, 5 h, 24 h, 48 h, 72 h y 144 h. Para ello, la densidad celular se determinó mediante 

espectrofotometría con las longitudes de onda de 630 nm y 750 nm (Nabi UV/vis MicroDigital 

Co., Korea). Dicha concentración se calculó para cada cepa en base a las siguientes fórmulas 

previamente determinadas: 

CC1690 (células mL
-1

)=

Abs630nm+0,0067

3·10
-6 +

Abs750nm-0,0065

2·10
-6

2
 

CC503 (células mL
-1

)=

Abs630nm-0,04357

2·10
-6 +

Abs750nm-0,0529

1·10
-6

2
 

Para determinar la eficiencia del fotosistema II (Fv/Fm) se utilizó un fluorímetro de 

modulación de amplitud de pulso (Walz, JUNIOR-PAM) tras un periodo de incubación de 15 

min en oscuridad (Figura 5).  

 

Figura 5. Esquema de monitorización de la densidad celular y eficiencia fotosintética. Elaboración 

propia mediante Biorender. 

2.4 Viabilidad celular y ROS total 

Se centrifugó 1 mL de cada cultivo por duplicado durante 5 min a 1900 g y se desechó 

el sobrenadante. En el caso de la viabilidad el pellet se resuspendió en 500 µL de diacetato 

de fluoresceína (FDA) (0,1 mg mL-1 diluido en acetona) y se incubó en oscuridad por 15 min 

a temperatura ambiente. Para el ROS total, el pellet se resuspendió en 500 µL de 2’,7’-

diclorodihidrofluoresceína (H2DCFDA) (10 mM diluido en DMSO) y se incubó en oscuridad 

durante 1h a temperatura ambiente (Figura 6). 
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Figura 6. Ensayo de viabilidad celular y ROS total. Elaboración propia mediante Biorender. 

Pasado el tiempo de incubación, se hicieron lavados para eliminar el exceso de 

producto. Para ello, las células se centrifugaron durante 2 min a 1500 g y temperatura 

ambiente, se descartó el sobrenadante y los pellets se resuspendieron en 500 µL de agua 

desionizada. Se repitió el proceso. De este volumen se tomaron 200 µL y se midió la  

fluorescencia con una longitud de onda de excitación en azul de 485 nm y de emisión en verde 

de 530 nm con un fluorímetro Qubit 3.0 (Invitrogen). Los resultados de viabilidad celular 

obtenidos se representaron en unidades relativas de fluorescencia (RFU) y para el ROS total 

se normalizaron frente a los resultados de viabilidad celular. 

2.5  Engrosamiento de la matriz extracelular 

Se realizó la tinción de la matriz extracelular de los distintos cultivos a cada tiempo 

muestreado con el objetivo de observar las posibles diferencias inducidas entre tratamientos 

por el BPA. Para ello se centrifugó 1 mL de cultivo a 1500 g durante 5 min, se retiró el 

sobrenadante y se resuspendió en 1 mL de formaldehído al 1%. Tras incubar por la noche a 

4 ºC, se volvieron a centrifugar las células a 1500 g durante 5 min, se desechó el sobrenadante 

y se resuspendió el pellet en 10 µL de Alcian Blue (Crayton 1982). Se incubaron 10 min a 

temperatura ambiente antes de ser observadas al microscopio (Nikon Diaphot 200 Phase 

Contrast). 

2.6 Extracción de ARN y síntesis de ADNc  

Para la extracción de ARN, se centrifugaron 50 mL de cada cultivo durante 5 min a 1900 

g a los tiempos de 0 h, 15 min, 24 h y 72 h, se descartó el sobrenadante y se congelaron 

rápidamente en nitrógeno líquido. Las muestras se conservaron a -80 ºC hasta realizar la 

extracción del ARN. 

La extracción de ARN se realizó según el protocolo descrito por Valledor et al. (2014). 

Para ello, se homogeneizaron mecánicamente 50 mg de las células en 600 µL de metanol, 

cloroformo y agua (2,5:1:0,5). Se centrifugaron a 20000 g a 4 ºC durante 6 min y se descartó 

el sobrenadante. Se añadieron 500 µL de 2-Mercaptoetanol (0,75%) al pellet obtenido tras 

romper las células y se centrifugaron. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resolubilizó 
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en 600 µL de tampón de solubilización del pellet (PSB) (7 M guanidina-HCl, TWEEN 20 2%, 

NP-40 4%, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 2-Mercaptoetanol 1%). Se añadieron 300 µL de acetonitrilo 

y se purificaron los ácidos nucleicos empleando una columna de sílice EURx GeneMatrix. Una 

vez eluidos los ácidos nucleicos en 50 µL de agua ultrapura libre de ARNasas, se cuantificó 

el ARN total (Nabi UV/vis MicroDigital Co., Korea) y se comprobó su integridad mediante 

electroforesis en gel de agarosa. Se tomó el volumen correspondiente a 500 ng de ARN y se 

trataron con ADNasa (ThermoFisher Scientific) para eliminar el ADN siguiendo las 

especificaciones del fabricante. 

El ADN complementario (ADNc) se sintetizó con retrotranscriptasa reversa (RevertAid, 

ThermoFisher Scientific) con RiboLock (ThermoFisher Scientific) para preservar la integridad 

del ARN, siguiendo las especificaciones del fabricante. 
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2.7 Puesta a punto de cebadores 

Con el objetivo de cuantificar la expresión de los principales genes de interés en los 

procesos de homeostasis redox y ferroptosis se diseñaron los siguientes cebadores (Tabla 

1). 

Tabla 1. Cebadores diseñados y utilizados. 

Gen Identificador Secuencia de cebadores (5'-3') Tm teórica (ºC) Tamaño (pb) 

Receptor de la 
proteína quinasa C 
activada (RACK1) 

Cre06.g278222 
CTTCTCGCCCATGACCAC 

58 105 
CCCACCAGGTTGTTCTTCAG  

Beta tubulina 2 
(BTUB) 

Cre12.g549550 
CCCCCGCCTGCACTTCTT 

60 133 
 

 GTCGGCGGCGCACATCAT  

Actina (IDA5) Cre13.g603700 
 GCGGCTACTCGTTCACCACCAC 

60 93 
 

 TCTCCTGCTCGAAGTCCAGGGC  

Ligasa de proteína 
ubiquitina (UBI) 

Cre03.g159200 
 CTACCGCCGTTCCTGTTCCTGC 

59,9 160 
 

 CTGGCGGCAGTAGCACCACATC  

Enzima málica Cre01.g022500 
 GAGTGCTCCTTTGAGCAGGC 61,3 

162 
 

 CTGTTGTTGTTGGTGGTGCTG 60,5  

Glutatión-S-
transferasa (GST) 

Cre12.g538100 
 TACGTGGTCTATTTCAAGAC 59,6 

135 
 

 TGAAGTAGTGCGTCTTGAT 60,6  

Glutatión peroxidasa 
(GPX) 

Cre10.g458450 
 GTTACGTTCCCCATTATG 61,1 

117 
 

 AAAGTTCCATTTAATCATCTC 60,2  
Dehidroorotato 
deshidrogenasa 
(DHODH) 

Cre03.g199423 
 CACTCCACACAAAAGTGTT 60,4 

135 
 

 GTGTGATTGAGCCAACTT 60,6  

Homólogo humano de 
FSP1 (FSP1) 

Cre12.g555803 
 CAAGCTGCAGCGCTGGAAG 62,3 

155 
 

 GATACTTCTGCACGAACAGCC 59,3  
Canal de anión 
dependiente del 
voltaje 2 (VDAC2) 

Cre05.g241950 
 CGTCACCAAATACAACTTT 60,7 

103 
 

 GTGGCTGTAGATGAGCTT 60,2  
Manganeso 
superóxido dismutasa 
(MnSOD) 

Cre16.g676150 
 GAGATTGTCAGCCAGATC 59,6 

138 
 

 GTTGAAGGTGGTCATGAT 59,8  

Pirina Cre09.g388208 
 AACAATGAGAAAATGAACTTC 60,6 

116 
 

 ACGATGTAGCTGAAGATCTC 61  

Aldo-ceto reductasa 
tipo 1C (AKR1C) 

Cre12.g518900 
 CATCAAGCTGTTCACGTA 60 

143 
 

 AGTACATCTTGAGCGATGA 60,4  

Lipoxigenasa de 
linoleato 9S (LOX) 

Cre12.g512300 
 GACGTGATTATGAATGGAG 60,2 

123 
 

 GTCAATCACCACGATCTC 60,1  
Sintetasa de acil-CoA 
de cadena larga 
(ACSL) 

Cre12.g507400 
 GGCTACTACAAGGACGAG 60,3 

136 
 

 CCAGCTTGAAGATGTTCT 60,2  

 

Se diseñaron los cebadores para que su temperatura de fusión (Tm) fuese de 

aproximadamente 60 ºC. Para probar su temperatura de alineamiento se realizó una PCR en 

gradiente de temperatura (65-55 ºC) con ADNc de Chlamydomonas. Cada reacción de PCR 

se realizó sobre un volumen final de 10 µL conformados por 1 µL del tampón de la ADN 

polimerasa DreamTaq (ThermoFisher Scientific), 3 µL de dNTPs (2,5 mM, ThermoFisher 

Scientific), 0,4 µL de los dos pares de cebadores correspondientes, 0,4 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO, ThermoFisher Scientific), 0,1 µL de ADN polimerasa PuTaq (elaboracion propia) y 1 
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µL de ADNc de Chlamydomonas. El protocolo para la reacción fue 1x[95 ºC 5 min], 34x[95 ºC 

30 s, 55-65 ºC 30 s, 72 ºC 15 s], 1x[72 ºC 5 min]. Para comprobar la amplificación se 

visualizaron los productos de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%. 

2.8 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó con R 4.2.2 en la versión de 

Rstudio 2022.07.2. Inicialmente, se filtraron los resultados detectando los “outliers” presentes 

en ellos, como aquellos que difieren más de un 10% de la media, y siendo eliminados. A 

continuación, se llevó a cabo un test de normalidad Shapiro-Wilk seguido de un test de Levene 

para determinar la homocedasticidad de los datos. Tras esto, y ante la falta de normalidad y 

homocedasticidad, se realizó el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test post 

hoc de Duncan agrupando los datos por tiempo. Además, los resultados de crecimiento 

celular, viabilidad celular y ROS total fueron procesados y visualizados en OriginPro 2023b 

(64-bit) SR1 10.0.5.157 (Learning Edition).  
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3 RESULTADOS 

3.1 Crecimiento celular y fotosíntesis 

Las cepas CC1690 y CC503 crecidas con carbono y tratadas con BPA mostraron un 

daño significativo respecto a sus controles a partir de las 5 h de crecimiento (Figuras 7A y 

8A). Esta inhibición del crecimiento se agudizó para ambas a las 24 h y 48 h, produciéndose 

una fuerte recuperación de los cultivos a las 144 h de crecimiento. Sobre todo, la aclimatación 

de los cultivos de CC1690 con carbono fue tal que alcanzaron la concentración celular de los 

controles para el último tiempo medido. 

 
 

Figura 7. Crecimiento celular (A) y Fv/Fm  (B) de CC1690 en medio TAP con carbono. El asterisco 

indica significancia (p-valor <0.05). 

  

Figura 8. Crecimiento celular (A) y Fv/Fm (B) de CC530 en medio TAP con carbono. 

A tiempos cortos (15 min y 1 h) ambas cepas tratadas con BPA mostraron una 

disminución en la eficiencia fotosintética del fotosistema II (Fv/Fm) (Figuras 7B y 8B), que 

contrasta con un aumento del número de células. A partir de las 48 h ambas experimentaron 

una recuperación notable en este daño del fotosistema II hasta valores muy similares a los de 

sus controles respectivamente.  

B A 

A B 
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La cepa CC1690 crecida en el medio TAP sin carbono mostró una gran resistencia al 

choque tóxico producido por el BPA. No se observaron diferencias significativas en su 

crecimiento respecto a su control (Figura 9A). Esto contrasta fuertemente con su homóloga 

con carbono, no presentando diferencias entre su control y el tratamiento con BPA en cuanto 

a su densidad óptica para los tiempos cortos de 24 h y 48 h. Esta diferencia puede apreciarse 

en las imágenes comparativas que se tomaron de los cultivos a lo largo del ensayo (Figura 

10). El daño producido en la eficiencia del fotosistema II fue menor que en el caso del cultivo 

con carbono, únicamente mostrándose significativo para el tiempo corto de 15 min (Figura 

9B).  

 
 

Figura 9. Crecimiento celular (A) y Fv/Fm (B) de CC1690 en medio TAP sin carbono. 

 

Figura 10. Aspecto de los cultivos a lo largo del tiempo. 

A B 
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3.2 Matriz extracelular 

La cepa CC1690 crecida con carbono mostró como los cultivos tratados con BPA 

desarrollaron una matriz extracelular mayor a partir de las 5 h de crecimiento (Figura 11). No 

se observaron diferencias apreciables a tiempos cortos. 

Figura 11. Fotografías de la matriz extracelular teñida con Alcian Blue de CC1690 cultivada con 

carbono tomadas al microscopio con un aumento 40x. 

Figura 12. Fotografías de la matriz extracelular teñida con Alcian Blue de CC1690 sin carbono 

tomadas al microscopio con un aumento 40x. 
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En el caso de los cultivos CC1690 sin carbono, mostraron un engrosamiento de la 

matriz extracelular considerablemente mayor que en el caso anterior tanto para los controles 

como para las tratadas con BPA. Dicha matriz extracelular fue engrosándose especialmente 

a las 48 h y 72 h (Figura 12). Además, se puede observar la presencia de exopolisacáridos 

(EPS) excretados por las células. 

Por último, la cepa CC503 cultivada en el medio con carbono no presentó matriz 

extracelular a los tiempos cortos, ya que esta cepa es un mutante natural deficiente en pared 

celular. Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 13, se observó la excreción de 

exopolisacáridos producidos por las células a los tiempos de 24 h y 48 h. El daño producido 

por el BPA se hizo patente principalmente a las 5 h y 24 h, en las que se pudo apreciar una 

pérdida de clorofilas en las células, la ruptura de las membranas y formas muy irregulares. A 

las 72 h se produjo una recuperación completa de su estado físico. 

Figura 13. Fotografías de la matriz extracelular teñida con Alcian Blue de CC503 cultivada con 

carbono tomadas al microscopio con un aumento 40x. 

3.3 Viabilidad celular y ROS total 

Se obtuvo una mayor viabilidad celular en los controles que en los cultivos con BPA 

(Figuras 14A, 15A y 16A). Esta diferencia en la viabilidad celular fue especialmente 

significativa a las 24 h en los tres casos y más acusada para la cepa CC503. 

 La cepa CC1690 crecida con carbono y BPA presentó un ratio de especies reactivas 

del oxígeno máximo a las 5 h de 0,40697 ± 0,10603 (Figura 14B), coincidiendo con el punto 

de disminución del crecimiento celular y daño en la eficiencia fotosintética anteriormente vistos 

(Figuras 2A y 2B). 
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Figura 14. Viabilidad celular (A) y ROS (B) de CC1690 con carbono.                                                       

El asterisco indica significancia (p-valor <0.05). 

La cepa CC1690 cultivada sin carbono y BPA mostró un menor ratio de ROS que el 

tratamiento anterior (Figura 15B). Si bien, sí se pudo observar un aumento de especies 

reactivas de oxígeno respecto a su control, que fue mayor a las 24 h y 72 h llegando a 

acumular hasta un 418,34% más de ROS respecto a su control. 

  

Figura 15. Viabilidad celular (A) y ROS (B) de CC1690 sin carbono. El asterisco indica significancia 

(p-valor <0.05). 

La cepa CC503 tratada con BPA presentó una fuerte disminución en su viabilidad 

respecto a su control para los tiempos posteriores a las 24 h (Figura 16A). Además, presentó 

una mayor acumulación de ROS respecto a sus controles, coincidente a las 24 h con la fuerte 

inhibición de la viabilidad celular de los cultivos (Figura 16B). Dicho efecto producido por la 

presencia del BPA en la viabilidad celular a las 24 h estuvo presente en los tres tratamientos. 
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Figura 16. Viabilidad celular (A) y ROS (B) de CC503 con carbono. 

3.4 Puesta a punto del análisis de la expresión génica 

Se realizo la extracción de ARN de Chlamydomonas crecida sin carbono, obteniendo un 

patrón de bandas claro y definido (Figura 17), indicando su buen estado de conservación. 

  
Figura 17. ARN extraído visualizado en gel de agarosa al 1%. 

Se llevó a cabo múltiples veces la digestión del ADN mediante la ADNasa. Sin embargo, 

no fue posible continuar con la síntesis del ADNc todas las muestras (Anexos 3 y 4) debido 

a que muchas de ellas presentaron degradación de las bandas del ARN ribosómico por lo que 

únicamente se llegó a sintetizar el ADNc de las que no presentaron esta degradación en la 

posterior visualización en gel de agarosa. 

 

Se realizó una primera PCR con gradiente de temperatura para todos los cebadores en 

la que se observó la amplificación únicamente de las parejas de cebadores de los genes: UBI, 

IDA5, RACK1 y BTUB (Figura 18). 

 

Se hizo una segunda PCR con gradiente en la que se obtuvieron bandas de 

amplificación de la PCR para la pareja de cebadores del gen de expresión constitutiva IDA5 a 

las 4 temperaturas probadas, y de los cebadores de los genes LOX, GST a la temperatura de 

55 ºC y del cebador del gen FSP1 para la temperatura de 61,1 ºC (Figura 19). 
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Figura 18. Resultado de la PCR con gradiente de temperatura para todos los cebadores en gel de 

agarosa al 2%. 

 
Figura 19. Resultado de la PCR con gradiente de temperatura para 6 parejas de cebadores distintas 

en gel de agarosa al 2% con ADNc de Chlamydomonas.  
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4 DISCUSIÓN 

4.1 Efectos Bisfenol A 

Se realizó un seguimiento de la respuesta de dos cepas de Chlamydomonas reinhardtii 

(CC1690 con pared celular y CC503 deficiente en pared celular) durante la exposición al BPA 

en diferentes regímenes nutricionales (autotrofia y mixotrofia) desde las 0 hasta las 144 h. Se 

tomaron datos de densidad celular, Fv/Fm, viabilidad celular, engrosamiento de la matriz 

extracelular y ROS total permitiendo caracterizar la evolución de los cultivos. A lo largo del 

proceso se diferenciaron 3 etapas que atravesaron aquellos cultivos con carbono: una inicial 

a tiempos muy cortos (15 min-1 h), en la que la viabilidad y crecimiento celular no se ven 

comprometidos, aunque el estrés oxidativo ya está presente reduciendo drásticamente la 

eficiencia fotosintética; una segunda a tiempos intermedios (5-48 h), en la que el estrés y 

toxicidad del BPA se manifiestaron produciendo una reducción del crecimiento coincidiendo 

con una mayor acumulación de especies reactivas del oxígeno; y una tercera a los tiempos 

más largos (72-144 h) en la que se produce una recuperación rápida de los cultivos llegando 

a igualarse en eficiencia fotosintética y en densidad celular con sus respectivos controles. 

Otros estudios (Gomes et al., 2019) hallaron una muerte celular de hasta el 100% en 

organismos eucariotas fotosintéticos acuáticos, como Pseudokirchneriella subcapitata y 

Tetraselmis chuii, para una concentración de entre 10 µM y 15 µM de BPA, considerablemente 

inferior a la usada en este estudio con Chlamydomonas (175 µM). 

Ambas cepas de Chlamydomonas se aclimataron al BPA, observándose la recuperación 

a partir de las 48 h de exposición tanto en el crecimiento celular como en la eficiencia del 

fotosistema II. Estos resultados fueron muy similares a los encontrados por Carbó et al. (2023). 

En dicho trabajo de investigación se observó una rápida recuperación muy similar de la cepa 

CC1690 a la que se muestra en este estudio, caracterizada por un daño oxidativo y 

fotosintético máximo a las 5 h de crecimiento, así como menor viabilidad celular. La 

disminución de Fv/Fm fue más acusada, disminuyendo por debajo de 0,25, la observada en 

este estudio alcanzó un valor mínimo de 0,434 para uno de los cultivos. La acumulación de 

ROS total observada en ambos estudios es prácticamente idéntica, alcanzando a las 5 h un 

pico máximo. Es decir, el daño oxidativo es equivalente en ambos muestreos, pero los 

parámetros de densidad celular y Fv/Fm no son similares a tiempos cortos de exposición, 

siendo menos acusado el daño observado en este estudio. Sin embargo, los resultados de 

densidad celular obtenidos por Carbó et al. (2023) durante la prueba de distintas 

concentraciones de BPA para 40 mg L-1 son mucho más similares a los presentes en este 

estudio. Estas diferencias entre ensayos llevados a cabo en las mismas condiciones pueden 

deberse a múltiples factores.   

Por otra parte, en ese mismo estudio (Carbó et al. 2023) la cepa CC503 deficiente en 

pared celular muestra mayor resistencia al BPA que la cepa con pared celular CC1690. Esta 

diferencia podría explicarse porque al carecer de pared celular, la capacidad del BPA para 

entrar en la célula es menor. En contraposición, los resultados de este estudio mostraron una 

reducción en el crecimiento celular y Fv/Fm de la cepa CC503 equiparables a las de CC1690. 

Cabe resaltar que se observó el engrosamiento de la matriz extracelular en todas las cepas 

expuestas al BPA ante todos los regímenes nutricionales. A pesar de ello, el aumento de 

matriz extracelular fue mayor en CC1690, especialmente bajo deficiencia de carbono. Por ello, 
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cabe proponer que el engrosamiento de la matriz extracelular es un mecanismo de defensa 

de la célula ante este compuesto. 

El resultado más sorprendente fue que la cepa CC1690 crecida sin carbono y expuesta 

al BPA no viese comprometido su crecimiento celular con respecto a su control. A pesar de 

ello, sí experimentó una disminución en su viabilidad celular, una mayor acumulación de 

especies reactivas del oxígeno y una disminución en la eficiencia fotosintética para los tiempos 

más cortos de 15 min y 1 h, produciéndose una rápida recuperación de dicho parámetro 

fisiológico a las 5 h de crecimiento. Mientras que durante este tratamiento se observó una 

aclimatación a través del engrosamiento de la matriz extracelular al shock tóxico ya presente 

a tiempo 0 h en los controles crecidos sin carbono de CC1690, las dos cepas cultivadas con 

carbono no presentaron dicha aclimatación en sus respectivos controles pero fue inducida a 

lo largo del proceso como respuesta a la toxicidad del BPA, observándose en ambas una 

mayor producción de esta matriz extracelular a partir de las 24 h. En concreto la cepa CC503 

fue la que presentó un mayor daño celular a este tiempo, coincidiendo con una mayor 

diferencia en la excreción de exopolisacáridos en comparación con otros tiempos de 

muestreo. 

Las dos cepas crecidas en presencia de una fuente de carbono presentaron una 

estimulación en su crecimiento a los tiempos de 15 min para CC503, y 15 min y 1 h para 

CC1690 de exposición al BPA, lo cual coincide con un aumento en su viabilidad celular a este 

mismo tiempo. Este incremento en su crecimiento y viabilidad celular frente a sus respectivos 

controles para tiempos de exposición bajos a un compuesto tóxico es conocida como hormesis 

y puede estar directamente ligada a una estrategia de supervivencia frente al estrés 

induciendo una división celular acelerada. Este efecto de hormesis ya ha sido caracterizado 

con anterioridad en Chlamydomonas reinhardtii para bajas concentraciones de algunos 

compuestos xenobióticos como la cefradina (Cao et al., 2018), nanopartículas de óxido de 

bismuto (Huang et al., 2022) o, en el caso de otra alga verde unicelular como Chlorella 

pyrenoidosa, Duan et al. (2019) hallaron una ligera estimulación en su crecimiento para 

concentraciones de BPA inferiores a 0,1 mg L-1. En este estudio se caracteriza por primera 

vez una respuesta de hormesis en Chlamydomonas reinhardtii a tiempos cortos para una 

concentración elevada de BPA (40 mg L-1). Comprender los mecanismos biológicos que 

median esta respuesta podría ser una herramienta de cara a desarrollar nuevas estrategias 

de biorremediación a través de este organismo. Por otra parte, CC1690 sin carbono no 

presentó esta promoción en su crecimiento inicial puesto que posiblemente ya se encuentra 

aclimatada a una situación de estrés. 

Considerando que Chlamydomonas es capaz de crecer en un medio en el que el BPA es 

su única fuente de carbono sin inhibir su crecimiento frente al consecuente estrés oxidativo, 

es posible que la aclimatación se deba a un aumento en la actividad de la subfamilia 1 de las 

sucrose non-fermenting related kinases (SnRK1). Las SnRK1 se activan ante la falta de 

carbono en el medio de cultivo en Chlamydomonas (Halford y Hey, 2009). La activación de 

las SnRK1 está directamente ligada a la resistencia al estrés oxidativo, confiriendo una 

aclimatación previa a la presencia del BPA. Una vez se introduce el BPA en los cultivos, estos 

ya habrían adquirido mecanismos moleculares para reducir la acumulación y el daño por ROS. 

Esto, de hecho, se observó con una acumulación de ROS total inferior a las 5 h de exposición 

de CC1690 sin carbono respecto a CC1690 con carbono. La capacidad de la cepa crecida sin 

carbono de responder favorablemente al estrés oxidativo y de reducir su acumulación frenaría 

la inducción de la muerte celular por ferroptosis característica de este proceso (Figura 3). 
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Teniendo en cuenta estas características, la cepa CC1690 crecida en condiciones 

autotróficas son las condiciones que proponemos para continuar con el estudio y desarrollo 

de programas de biorremediación para el BPA. Para ello, es necesario conocer a fondo los 

mecanismos celulares clave en el proceso de detoxificación y aclimatación de 

Chlamydomonas a este xenobiótico, pudiendo permitir en un futuro desarrollar herramientas 

de ingeniería genética con el fin de lograr la mayor eficiencia posible. 

4.2 Puesta a punto del análisis de expresión génica 

Se logró extraer y purificar el ARN de varios de los cultivos y sintetizar su ADNc. 

Además, se logró determinar la temperatura de alineamiento adecuada de algunos de los 

cebadores diseñados para el análisis genético de Chlamydomonas, siendo 55 ºC la 

temperatura en la que se obtuvieron más amplicones. Es posible que en muchos casos no se 

haya obtenido amplificación para la pareja de cebadores porque los genes en cuestión no se 

encuentran expresados en el ADNc utilizado. Para solventar esto, sería necesario obtener el 

ADNc de un cultivo expuesto al BPA, para asegurar la expresión y amplificación de una mayor 

cantidad de genes. Con los resultados obtenidos, en un futuro se realizará qPCR para 

determinar la expresión de los genes más relevantes en los procesos de homeostasis redox 

y ferroptosis como FSP1, GST o LOX. 
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5 CONCLUSIONES 

- La exposición a bisfenol A en Chlamydomonas reinhardtii induce una respuesta 

diferente según su régimen nutricional. 

- La presencia de pared celular es clave en la respuesta a bisfenol A. Su presencia 

permite el engrosamiento de la matriz extracelular, posiblemente influyendo en la 

entrada de este compuesto en la célula. 

- Por primera vez, se observa la respuesta de hormesis en Chlamydomonas en 

respuesta a tiempos de exposición cortos a BPA. 

- La cepa CC1690 en condiciones autotróficas presenta una recuperación más rápida 

ante la exposición a BPA. Por ello, sugerimos continuar con estas condiciones en 

estudios moleculares con el fin de lograr una mayor eficiencia en la biorremediación 

del BPA. 

- Se optimizó la extracción y purificación del ARN de Chlamydomonas y se logró 

sintetizar el ADNc de las muestras. Se pusieron a punto las condiciones de 

amplificación para los genes de interés para realizar qPCR sobre las muestras de 

CC1690 cultivada sin carbono sometida al BPA y sus respectivos controles. 
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7. ANEXOS 

 

Anexo 1. Incubadora utilizada para mantener las condiciones de crecimiento constantes 

 

Anexo 2. Matraces del ensayo creciendo en la incubadora en condiciones homogéneas y constantes. 
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Anexo 3. Muestras en gel de agarosa al 1% posterior al tratamiento con ADNasa. 

 

Anexo 4. Muestras en gel de agarosa al 2% posterior al tratamiento con ADNasa. 


