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INTRODUCCION

REINO Viridiplantae
PHYLLIUM Chlorophyta /
CLASE Chorophyeae
ORDEN Volvocales
FAMILIA Haematococcaceae
GENERO Haematococcus \\
ESPECIE pluvialis




4 3
SERVICIO * 2

Ciclo de vida de Haematococcus pluvialis

Célula vegetativa

Estado IV

Germinacion

[Quiste Ciclo de vida de
Maduro H. pluvialis
Estado Il
Maduracion

Quiste Inmaduro

Estado |

Crecimiento celular vegetativo

L

Estado Il

Enquistamiento

Tomado de: http://www.astaxanthin.pe/wp-
content/uploads/2018/04/Haematococcus-635x400-min.png

https://www.researchgate.net/profile/
9 4 906 ig -micro

Mahfuzur_Shah/publication/301694227/figure/figl/AS:613975
opic-images-of-H-pluvialis-cells-in-life e-A-Green-vegetative

4357




Usos de |la astaxantina
~ SECTOR  APLUCACION  FUNCION  FUENTE

Salmony Trucha Pigmentacién (Dominguez
et.al.,2005; Lawlor &
O’Brien, 1995; Lorenz

Etapas de crecimiento

Peces Marinos -Besugo Pigmentacion & Cysewski, 2000)
Peces Ornamentales Pigmentacion
Cultivos de Camardén Pigmentacion
Gallinas Color de yema de los
huevos (Inboorr, 1998)

Pollos Pigmentacién
Radicales libres Antioxidante (Barros et.al.,2001;
Peroxidacion Antioxidante Guerin et al., 2008;

Mortensen et al., 1997;
Salud Humana Anti-cancerigeno Naguib, 2000; Pashkow
Piel, ADN y Retinas Foto-protector et al; 2008)

Figura_3 Principales aplicaciones de la Astaxantina.

Fuente: Ramirez D. Evaluacion del crecimiento y produccién de astaxantina por Haematococcus pluvialis en un
fotobiorreactor tipo airlift. (Ing. Quimico), Bogota: Universidad Nacional de Colombia; 2013: 73-82 ~
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ANTECEDENTES
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@ Pregunta problema

¢ La variacion del color de luz y la concentracion de
Nitrogeno al 4.0% como factores de estrés, pueden
aumentar la produccion de astaxantina y la expresion
de genes de |a ruta biosintetica de |la misma en
Haematococcus pluvialis?



() Objetivos

OBIJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del estrés producido por la variacion en el color de luz y la concentracion de
Nitrogeno al 4.0% sobre la expresion de genes y la produccion de astaxantina en H. pluvialis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Establecer la relacion entre el efecto del estrés producido por la variacion de color de luz y la
concentracion final de astaxantina en H. pluvialis.

o Establecer la relacion entre el efecto del estrés producido por la variacion de color de luzy la
concentracion de Nitrégeno al 4.0%, en la concentracion final de astaxantina en H. pluvialis.

o Establecer el efecto de estrés producido por el cambio del color de luz y la concentracion de
Nitrogeno al 4.0% sobre la expresion de los genes de la ruta metabdlica de la astaxantina.
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Primer tratamiento: Variacion de color de luz, como factor de
estrés aplicado para la produccion de astaxantina
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‘ I 5 Segundo tratamiento: Variacion de color de luz y concentracion de
Q 0 Nitrégeno 4.0%, como factores de estrés
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PRIMER TRATAMIENTO EXPERIMENTAL




Graficas de produccion de Clorofila y Astaxantina
ug/cel con Luz Blanca (control).

Luz blanca BEM Luz blanca RM .
iy La concentracion en el 0,00013 Pico maximo en Ia
dia 21 mues:reo 3 fue 00001t produccion de astaxantina
0,00011 de 6,7 x 10~ pg/cel en el dia 21 muestreo 3 de
000008 siendo el pico maximo. 0,00009 8,1 x 10> pg/cel
- w 0.00007
3 0,00007 % .
= 0,00005 > 000005
0,00003 0,00003
0,00001 0,00001
Dias Dias
wlles Artananting  ssleClorofila mlles Att3NENGNG sl Clorofila

Fuente: Autores del proyecto



Registro fotografico de la morfologia celular
tratamiento control con luz blanca medio BBM.

Dia 15

Dia 18

Dia 21

Registro fotografico de la morfologia celular
tratamiento control con luz blanca medio RM

Dia 15
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Dia 24
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Dia 30

Activar Wi

Dia 24

Dia 27

Dia 30

Activvar \Windowd

Fuente: Autores del proyecto

Fuente: Autores del proyecto




) Grafica de produccion de Clorofila y Astaxantina pg/cel.

” medio RM Y BBM con Luz Azul (faCtOr ae eStreS)

0,00013

0,00011

0,00009

0,00007

ug/cel

0,00005

0,00003

0,00001

-0,00001

Luz azul BEM
La concentracion en el dia
21 muestreo 3 fue de 6,4
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La concentracion en el
dia 21 muestreo 3 fue de
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-— — — — » *
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Registro fotografico de la morfologia celular
tratamiento con luz azul medio BBM.

Dia 15

Dia 24

Dia 30

Activar Windaows

Registro fotografico de la morfologia celular
tratamiento con luz azul medio RM.

Dia 15

Dia 24

Dia 30 ;
Activar Windows

Fuente: Autores del proyecto

Fuente: Autores del proyecto
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W) Graficas de produccion de Clorofila y Astaxantina pg/cel
" medio RM y BBM con luz Roja (factor de estrés)

Luz roja BBM Luz roja RM
0,00013 Produccion maxima de 0,00013 "En Ia produccion de
0,00011 astaxantina, muestreo 2 dia 18, 000011 astaxantina se observo un pico
con una concentracion de 7,24 x : maximo el muestreo 2. dia 18
0,00009 105 pg/cel s '
_ . 0,00009 con 6,49 x 10 ug/cel
4 000007
U
":E.I',:. — v 0,00007
E:
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h—*—ﬁ_—_*_—_ﬁ
-0,00001 15 18 21 pli 21 30
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Fuente: Autores del proyecto



Registro fotografico morfologia celular tratamiento Registro fotografico morfologia celular tratamiento
con luz roja medio BBM. con luz roja medio RM.

Dia 15 Dia 18 Dia 21 Dia 15

Dia 24 Dia 27 Dia 30 Dia 24

Activar Windows

Fuente: Autores del proyecto Fuente: Autores del proyecto




SEGUNDO TRATAMIENTO EXPERIMENTAL




Produccién de Clorofila y Astaxantina pg/cel x mL con
concentracion de Nitrogeno al 4.0% y luz blanca (control).

Luz blanca BBM con Nitrogeno al 4% Luz blanca Rm con Nitrogeno al 4%
' g P La pr ion maxim |
0,0001 Produccién ~ méaxima  de 0,0001 a produccloniaSIIg Rl
astaxantina, en el dia 24 dian2 G muestiE N
0,00008 ¢ 0,00008 concentracion de 5,42 x 1073
muestreo 4 con una Jcel
0,00006 concentracion de 4,06 x 10> 0,00006 He
T pg/cel T
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= =
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-0,00002 -0,00002 4 18 A o 2 37 30
1 CuadroTexto
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Fuente: Autores del proyecto



Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento
control con luz blanca medio BBM con nitrégeno al 4.0% control con luz blanca medio RM con nitrogeno al 4%

Dia 27 Dia 30 Dia 24 Dia 27 Dia 30

Fuente: Autores del proyecto Fuente: Autores del proyecto




Graficas de produccién de Clorofila y Astaxantina pg/cel
con Nitrégeno al 4.0% vy luz azul como factores de estrés

Luz azul RM con Nitrogeno al 4% Luz azul BBM con Nitrogeno al 4%
0,0001 | 0,0001 - —
Dia 27 muestreo 5 con 2,09 x Se observa un pico maximo
0.00008 10 pg/cel, lo que evidencia 0.00008 de astaxantina en el dia 30
| un comportamiento ’ muestreo 6 con 3,91 x 10
0,00006 constante de astaxantina. 0,00006 ug/cel.
g 3
5 0,00004 =4 0,00004
= =
-0,00002 = 18 2 # v 30 -0,00002 15 18 21 24 27 30
Dias Dias

=& Astaxantina === Clorofila 8- Astaxantina === Clorofila

Fuente: Autores del proyecto



Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento con Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento con
luz azul medio BBM con nitrégeno al 4.0%. luz azul medio RM con nitrégeno al 4.0%.
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Fuente: Autores del proyecto Fuente: Autores del proyecto




Grafica produccion de Clorofila y Astaxantina pg/cel con

Nitrogeno al 4.0% vy luz roja como factores de estrés.
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Fuente: Autores del proyecto

Luz roja BBM con Nitrogeno al 4%
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Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento con Registro fotografico de la morfologia celular tratamiento con
luz roja medio BBM con nitrogeno al 4.0% luz roja medio RM con nitrégeno al 4.0%

v oe
Bt LA

° - .) .‘.

Dia 24 Dia 27 Dia 30 Dia 24

Fuente: Autores del proyecto
Fuente: Autores del proyecto




Luz-Medio ler Tratamiento 2do Tratamiento
(Variacion del color de |(Variacion del color de luzy

luz) concentracion al 4% de
Nitrogeno)

Blanca-BBM 6,7 x 10~ pg/cel 4.06x 10 pg/cel
Blanca-RM 8, 1x 10~ pg/cel 5,42x 10 pg/cel
Azul-BBM 6,4 x 10~ pg/cel 3,91x 10 pg/cel

5,8 x 10~ pg/cel 2,09 x 10> pg/cel
Roja-BBM 7,24 x 10 pg/cel 3.13 x 10 pg/cel
Roja-RM 6,49 x 10 pg/cel 3,87 x 10 pg/cel




ANALISIS MOLECULAR

M M1 M2 M5 M6
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Expresion de Housekeeping muestras 1,2,5, y 6.
Primer Tratamiento Expresion de Housekeeping muestras 3,4,7,8,9 y 10.

Fuente: Autores del proyecto Fuente: Autores del proyecto




|[M11 M12 M13 M14M15 M16M17 M M18

ITS 4 800 pb

ITS 1 600 pb

Imagen 3 Expresion de Housekeeping muestras 11 a la 18.

Fuente: Autores del proyecto



EXPRESION DE GENES DE LA RUTA BIOSINTETICA
DE ASTAXANTINA

MEM2 M3 M5 M6 M M7 M3 MO M10 M M11 M12 M13 M14 M16 M17 M18M

Gen B-caroteno
Hidroxilasa (CHY)
521 pb

Gen fitoeno
sintetasa (PSY)402
o]

B

Expresion de los genes fitoeno sintetasa (PSY)402 pb, B-caroteno Hidroxilasa (CHY) 521
en las muestras 1 ala 18

Fuente: Autores del proyecto



M1 M2 M3 M5 M6 M7 M M11 M12 M13 M14 M16 M17 M18 M

i

Gen B-caroteno
ketolasa (BKT)
423pB

Expresion de genes fitoeno desaturasa (PDS) 462pB, licopeno B-ciclasa (LCY)565pB, B-
caroteno ketolasa (BKT) 423pB, en muestras de la 1 a la 18 a excepcidon de la muestra 8 a

la 10
Fuente: Autores del proyecto




) Discusion
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Realizd un ensayo para medir el
efecto de diferentes
concentraciones de nitrato de
sodio en el medio de cultivo
BBM; sobre el crecimiento
celular y analizé el efecto de
estrés por luz

Espinaco (2016)




@ Conclusiones

La variacion del color de luz y la deficiencia de nitrégeno como factores de estrés, indujeron la expresion de los
genes como el PSY que se expresé en un 87,5% y el CHY en un 62,5% del total de las muestras analizadas, se
evidencié que la unidn de los dos factores se pueden utilizar como métodos de estrés dptimos para promover

mayor acumulacion del caroteno.




Recomendaciones

»Debido a los resultados obtenidos se recomienda el uso de dos o mas factores de estrés para
promover una produccion y acumulacion mas rapida de astaxantina por parte de H.pluvialis

»Se recomienda usar nitrogeno al 4.0% solamente en la fase de estrés, ya que durante la fase de
crecimiento afecta el crecimiento y la tasa de division celular.

»Es importante tomar muestra al inicio y al final de la fase de estrés, debido a que algunos genes
se expresan al final de la produccion de astaxantina.







