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Resumen
Las microalgas son fuente de un gran nimero de compuestos bioactivos de interés industrial,
como los carotenoides que se utilizan como colorantes naturales en alimentacién animal y huma-
na, asi como en la industria farmacéutica, cosmética y en la acuicultura. Ademds se han propuesto
como agentes efectivos en la prevencién de una variedad de enfermedades, debido a su capacidad
antioxidante, inmunoregulaora, anti-inflamatoria y anti-cancerigena.

El ketocarotenoide astaxantina es el mds importante desde el punto de vista biotecnolégico.
Hoy la mayor cantidad de astaxantina es producida por sintesis quimica y es vendida a un
precio de US $2500/kg. El alto precio y el incremento en la demanda para este compuesto, es-
pecialmente de origen natural, en las diferentes industrias, hace que sea de interés la produccién
astaxantina a partir de microalgas como el Haemarococcus pluvialis, que acumula cantidades
importantes (mds del 4%/g de peso seco) y de mejor calidad que las obtenidas por otras fuentes
como levaduras y plantas.

La acumulacién del pigmento en H. pluvialis ocurre durante la transformacién de la microalga
desde el estado vegetativo (fase verde) a aplanospora (fase roja) cuando cesa su crecimiento en la
fase estacionaria. Los tipos de estrés que inducen a la acumulacién de astaxantina son tempe-
ratura, intensidad luminica, ciclos de luz/oscuridad, concentracién de nutrientes, pH, especies
reactivas de oxigeno, sales y presencia de inhibidores de procesos metabdlicos a diferente nivel.

Es importante resaltar que esta microalga es de dificil cultivo; asi como en la obtencién del pig-
mento en cantidades de interés, debido a su ciclo celular complejo. De igual forma, un mayor
entendimiento de las bases moleculares de la relacién -condiciones de estrés-induccién- acumula-
cién de astaxantina en H. pluvialis, podria ser util para aumentar la productividad de astaxantina.

Palabras clave: carotenoides, Haematococcus pluvialis, microalga, astaxantina, condiciones de estrés

1. Este articulo corresponde a los resultados investigacién de la tesis de Maestrifa: Estudio comparativo de las normas relevantes a nivel
internacional para la definicién, clasificacién, exclusién, desclasificacién e identificacion de residuos peligrosos. Méster Oficial en
Tecnologia Ambiental, Universidad Internacional de Andalucia, Espafa.
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Astaxanthin Production in Haematococcus pluvialis
under different stress conditions

Abstract
Microalgae are a source of a large number of bioactive compounds of industrial importance,
such as carotenoids used as natural colorants in food and feed, as well as in pharmaceuticals, cos-
metics and aquaculture. They also have been studied as effective compounds for the prevention
of different diseases due to their antioxidant, immunoregulatory, anti-inflammatory and anti-
carcinogenic properties.

In biotechnology applications astaxanthin is the most important ketocarotenoide. Currently most
astaxanthin is produced by chemical synthesis and sold at U.S. $ 2500/kg. The high price and
increasing demand of this compound in different industries, especially of natural origin creates
an interest in the astaxanthin production from microalgae as Haematococcus pluvialis that ac-
cumulate significant amounts (more than 4%/g dry weight) and better quality what is obtained
from sources such as yeast and plants.

The pigment accumulation in H. pluvialis occurs during the transformation of microalgae from
the vegetative state (green phase) to aplanospora (red phase) when growth ends in the stationary
phase. The types of stress that induce astaxanthin accumulation are temperature, light intensity,
cycles of light / dark, nutrient concentration, pH, reactive oxygen species, salts and presence of
metabolic processes inhibitors at different levels

Is important to take in account that this microalgae is hard to grow and obtain the pigment in
amounts of interest could be complicated due to complex cell cycle. Similarly, a better understan-
ding of the molecular basis of the relationship, stress-inducing conditions, astaxanthin accumula-
tion in H. pluvialis, might be helpful for increasing productivity of astaxanthin
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Introduccion
Los carotenoides son un grupo de pigmentos en-
contrados en la naturaleza en plantas, y a nivel
microbiano. Tienen un rol funcional en el desa-
rrollo, fotosintesis y estabilidad de la membrana,

Por otra parte, se ha analizado la ruta biosintética
de carotenoides, conociéndose dos rutas (5). Ade-
mds se han identificado 25 genes carotenogénicos,
que producen diferentes funciones cataliticas en las
sintesis de carotenos (7) y algunos de estos genes

dando proteccién al dafio fotodindmico (1-4). Se
han caracterizado al menos 700 carotenoides, son
precursores de fitohormonas y proveen adaptacién

ambiental (5,6).

Los carotenoides ejercen una funcién protectora
por su alto poder antioxidante y también son im-
portantes ingredientes de la dieta humana. Algu-
nos estudios sugieren que previenen algunas enfer-
medades crénicas y ciertos cdnceres (6).
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han sido clonados y expresados funcionalmente en
E. coli. (4,8,9) Estos son componentes esenciales
de todas las células eucariotas fotosintéticas (10).

Elalga unicelular . pluvialis es una de las mejores
fuentes de carotenoides secundarios rojos como la
astaxantina, Figura 1, en especial para producirla
biotecnoldgicamente. La astaxantina tiene uso far-
macéutico, cosmético y como aditivo de pigmen-
tacién en la acuacultura (salmén) (1,11-13) y para
yemas de huevo (14,15).
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Figura 1. Secuencia de desarrollo de las células de H. pluvialis.(A) Célula verde (B) Célula con acumulacién de carotendides extraplas-
tidicos e incremento de tamafio (C) Aumento de tamafio con quistes-rojos. Fuente: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. Plant Biology.1998;

95:11482-11488(16)

Recientemente ha llamado la atencién como un
suplemento nutricional, siendo inhibidor de la pe-
roxidacién de lipidos, reductor de la inflamacién
gastrica. Adicionalmente, disminuye el riesgo de
arteriosclerosis y previene la carcinogénesis (14),
ademds tiene potencial neuroprotector e inmuno-
modulador (11) y sirve como alimento nutracéuti-
co por su alto poder antioxidante (8,12,17,18).

La demanda mundial para 3-caroteno de origen na-
tural estd alrededor del 15 2 20%, una similar deman-
da para astaxantina de origen natural estd emergien-
do en el mercado nutracéutico que mueve billones de
ddlares. Ademds la produccién biotecnolégica a partir
de H. pluvialis, es ventajosa sobre la sintesis quimica y
la extraccién a partir de crustdceos (19).

Quimica de la astaxantina

La molécula de astaxantina tiene dos carbonos asi-
métricos localizados en las posiciones 3 y 3 sobre los
dos anillos bencénicos al final de la molécula. Dife-
rentes enantiomeros de la molécula son resultantes
de la unién de los grupos hidroxilo a los dtomos de
carbono, que son centros de asimetria. Figura 2.

Cuando los grupos hidroxilo se unen sobre el pla-
no de la molécula se dice que estdn en la configu-
racién R y cuando los grupos hidroxilo se unen
bajo el plano de la molécula se dice que estdn en la
configuracién S. Asi, los tres posibles enantiéme-
ros son designados R,R’; S,S’ y R,S’(meso). El Hae-
matococcus primeramente contiene monoesteres de
astaxantina (20).

b) IR, 3°S Astaxanthin (mesa)

Figura 2. Isémeros configuracionales de astaxantina.
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La composicién de los esteres de astaxantina en
Haematococcus es similar a la de los crustaceos,
fuente de dieta natural de los salmones. Siendo
el contenido de astaxantina en quistes de Haema-
tococcus; aproximadamente de 70% monoesteres,
25% diesteres y 5% libre. El alga Haematococcus
provee la configuracién 3S,3’S de astaxantina,
mientras la levadura Phaffia contiene 3R, 3'R as-
taxantina pura, y la astaxantina sintética es una
mezcla de los tres isémeros (20).

Condiciones de estrés ambiental en cultivos

de H. pluvialis

Fisiolégicamente la acumulacién de astaxantina
en H. pluvialis ocurre en respuesta a varias con-
diciones de estrés ambiental como; alta intensidad
de luz, limitaciones de nitrégeno, fésforo y estrés

por sal (14,21,22).

El cambio morfolégico en H. pluvialis de células
vegetativas verdes, para incrementar el nimero de
células, a células con quistes rojos que acumulan
astaxantina es inducido por algunos factores, tales
como; temperatura alta, deficiencia de nutrien-
tes (nitrato, magnesio, sulfato y fosfato), alta in-
tensidad de luz, alta salinidad y estrés oxidativo

(12,17,23,24). Sus quistes maduros son a menudo
responsables del color rojo sanguineo visto en el
fondo seco de rocas afuera de charcos y de bafios
de aves. Este color es causado por astaxantina la
cual se cree protege los quistes maduros del de-
trimento de los efectos de los rayos UV, cuando
estdn expuestos a los rayos solares directos (25).

En el ciclo de vida del H. pluvialis se ha observado
que las células verdes vegetativas con dos flagelos
crecen autotréficamente en la luz y heterotréfica-
mente en la oscuridad (26). El H. pluvialis es una
microalga que puede crecer bajo condiciones fo-
toautotréficas, heterotréficas y mixotréficas (27).

Otras de las condiciones de estrés ensayadas son:
estrés de nutrientes, alta intensidad de luz, alta
salinidad (7,28), pH y nutrientes orgdnicos como
acetato (9) 6 combinacién cloruro de sodio/ace-
tato de sodio, aumentando el contenido total de
carotenoides y contenido total de astaxantina (29).
En la Tabla 1 se pueden observar en forma general
las diferentes condiciones de estrés ensayadas en
los estudios revisados (1-51), incluyendo el uso de
fotobioreactores, mezcldndolo con ciclos irregula-

res de luz/oscuridad (17).

Tabla 1. Condiciones de estrés en cultivos de H. pluvialis relacionadas con concentracién de astaxantina.

Condiciones de estrés

Concentracién ]
Referencia

Limitacién de nitrégeno 6 fosfato
Se usé disminucién de nitrato (5% del medio), alta
intensidad de luz blanca (150 umol/m’s)

Cultivo secuencial heterotréfico-fotoautotréfico,
concentracién de acetato entre 10mM y 30 mM

Presencia de acetato de sodio (45 mM), Fe(II) (450 uM),
alta intensidad de luz (125 umol/m’s)

Cultivo mixotréfico, nitrato de sodio 0,15 g/L;
acetato de sodio 2% y malonato 2%

Alta intensidad de luz 350 pmol foton/ m’s 6 en medio
libre de nitrégeno bajo condiciones de luz normal

Alta intensidad de luz (350 umol/m’s)
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de Astaxantina

Mayor al 4% célula peso

seco (2,6 g/L) Boussiba ez 2/.,1999 (30)

Griinewald ez 4l.,
2000 (1)

Acumulacién

114 mg/L (4,4 mg/L.d{a) Hata ez al., 2000 (31)
Steinbremer J y Linden

13,5 mg/g peso seco H 2001(14).

4,58 mg/g; 19,98 mg/g

y 26,50 mg/g peso seco, Orosa et al., 2001(32)

respectivamente

: Zhekisheva et al.,
350 pg/célula 2002 (33)
43 mg/ml Wang B. y Zarca

A 2003 (23).
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Condiciones de estrés

Intensidad de luz 85 umol/m™2s con 0,8% de cloruro
de sodio, cultivo autotréfico (con nitrato de sodio, cloruro
de amonio y urea)

Estrés oxidativo: acetato de sodio, Fe(II), alta intensidad
de luz

Cultivo autotréfico, medio BBM , medio libre de fosfato,
CO, 2%, luz con intensidad de 2 + 0.2 klux

Luz blanca LEDS (600 umol/m’s)

Alta intensidad de luz (80 umol/m’s), 5% CO,, limitacién
nitrégeno y fésforo

Se uso Iluminacién con LEDS azul (8-12 umol/m’s),
ajuste de pH menor a 9,5

Alra intensidad de luz, pH 6.3 +/- 0.5, CO,, agitacién

Luz azul LEDS (12 umol/m’s)

Alta intensidad de luz (430 umol/m’s), alta concentracién
de cloruro de sodio (mds de 0,8%), estrés de nitrégeno y
fésforo, presencia de nitrato de calcio, acetato de sodio (45
mM), sulfato de hierro (450 uM) y malonato

Cultivo mixotréfico, intensidad de luz 170 uE/m’s, con-
centracién de acetato 30 mM

Fotobioreactor de doble capa, alta intensidad de luz 700
+ 20 uE/m’s, ausencia de nitrato, CO, 5%, aire 100 mL/
minuto, temperatura de 25°C

Temperatura (25°c), aireacién de CO2 (1,5%v/v), alta
intensidad de luz blanca (75 umol/m’s), pH menor de 8.0,
fertilizantes (urea + K2ZHPO4+KH2PO4 6 N-P-K)

Alta intensidad de luz (700 umol/m’s), 2,42 g/L de trisacetato

Alta intensidad de luz (345 pmol foton/ m’s), medio de
cultivo BAR con acetato de sodio como fuente de carbono
inorgdnico, no aireaciéon

Bioreactor airlift, aireacién 0,4 cm/s, 1% CO,, intensidad
de luz 20 pmol foton/ m’s, medio F1 con vitamina B,
cultivo semicontinuo

Cultivo fotoautotrdfico, alta intensidad de luz 300 pmol
foton/ m’s, baja relacién C/N, 2mM de nitrato, 5% de CO,

Ciclo luz/oscuridad, temperatura (20°c),pH cercano a 8.0,
aireacién de CO,, fotobioreactor, ciclos luz:oscuridad

Alta intensidad de luz (60 umol/m’s), estrés de nutrientes,
cloruro de sodio(17,1 mM)/acetato de sodio (4,4 mM)

Estrés oxidativo por ortovanadato de sodio (menos de 5SmM),
temperatura 24°C, iluminacién continua con luz fluorescente
blanca (40 umol/m’s), aireacién de CO, (0,2 vvm)

Concentraciéon
de Astaxantina

10,3 mg/g peso seco

Acumulacién
de astaxantina

55,6 mg/L

23,7 % del total

de carotenoides

77 mglg
50 — 70 ug/ml
12 mg/ml

0,13 - 0,16 ug/ml/h

Alta produccién
de astaxantina

Biomasa 0,243 g/L
por dia

357 mg/L

Biomasa 0,90 g/L

11,4 mg/g +/- 0,9 peso seco

767 pglg células por dia

Biomasa 5,52 células
mL/dfa

313 mg/L
460 — 600 mg/ml

24.5 - 32 mg/g peso seco

10,7 mg/g biomasa

Referencia

Cifuentes et al.,
2003 (34)

Wang et al., 2004 (42)
Brinda et al., 2004 (35)
Torzillo et al., 2005 (3)

Kang ez al., 2006 (40)

Labapour et al.,
2005 (15)

Lababpour A. y Gyun
Lee ,2006 (15)

Yoshimura et.al,
2006 (12)

Eonseon et 4/.,2006 (9)

Chul Jeon et al., 2006

Suh ez al., 2006 (37)

Meltem et /.,2007

Steinbrenner J. y
Sandmann G., 2006 (11)

Dominguez-Bocanegra

et al.,2007 (38)

Kaewpintong ez al.,
2007 (39)

Kang ez al., 2007 (40)

Ranbjar ez.4/.,2008 (17)

Vidhyavathi et al.,
2008 (29)

Tran et.al.,2009
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Ruta de biosintesis de Astaxantina en H.
pluvialis

En la biosintesis de carotenoides el primer paso es la
condensacién del geranil-geranil difosfato (GGPP)
a fitoeno, modificado por la enzima fitoeno sintasa
(PSY), como se observa en la Figura 3.

Geranylgeranly
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Lycopene | cYB
)

W
CH / Bm\‘BKT
< o 200 cg—"‘&

/Zﬂnﬂlﬁn Canthaxanthin

e
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Other
Xanthophylls BKT

R A A

Figura 3. Ruta de biosintesis del carotenoide astaxantina en A.

pluvialis (14)

Fuente: Steinbremer J;Linden H. Regulation
of two carotenoid byosinthesis genes coding for
phytoene synthase and carotenoid hidroxylase du-
ring stress-induced astaxanthin formation in the
green alga. Haematococcus pluvialis. Plant Physio-
logy. 2001;125:810 — 817.

Los siguientes pasos son llevados fuera de la
membrana localizando enzimas como; fitoeno
desaturasa (PDS) y licopeno B-cyclasa (LCY).
Segin estudios realizados la fitoeno desaturasa
es regulada por los niveles del mRNA y se ha
establecido que los carotenoides secundarios se
acumulan fuera del cloroplasto, siendo trans-
portados del sitio de biosintesis (cloroplasto) al
sitio de acumulacién (vesiculas localizadas en el
citoplasma) (1,9).
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Las rutas metabdlicas secundarias sirven para
explorar nuevas estructuras quimicas a minimos
costos, en especial a través de la identificacién de
enzimas que pueden actuar sobre diversos sustra-
tos (5). Todas las enzimas de la ruta son reguladas
por genes y son sintetizadas en el citoplasma de las
células como precursores polipéptidicos (3).

La ingenierfa genética es una opcién para mejorar
la ruta biosintética de los carotenoides para produ-
cir astaxantina (8) en H. pluvialis (9), modificando
el gen de la fitoeno desaturasa (PDS) (11) o usando
los genes carotenogénicos en Saccharomyces cerevi-
siae (19) como fitoeno desaturasa (crtl) y la bifun-
cional fitoeno sintasa/licopeno ciclasa (crtYB) (41).

En la fitoeno desaturasa (PDS) se ha estudiado
también la duplicacién de genes a PDS1 y PDS2,
(10), lo cual no ha sido reportado en H. pluvialis.

La biosintesis de astaxantina en Haematococcus
sigue la ruta general de carotenos hacia la forma-
cién del B-caroteno. En estudios realizados in vi-
tro e in vivo utilizando diferentes inhibidores en
el andlisis de la produccién de astaxantina en H.
pluvialis han encontrado otras enzimas f-caroteno
ketolasa (BKT), B-caroteno oxigenasa (CRTO) y
[3-caroteno hidroxilasa (CHY o CRTR-B), Figura
4. El BKT convierte el 3-caroteno a cantaxantina
via equinenona, siendo regulado por el CHY re-
sultando en la formacién de astaxantina. Los ge-
nes para g-caroteno desaturasa (ZDS) y carotenoi-
de isomerasa (CRTISO) no han sido reportados
en Haematococcus (9,29).

Se han observado actividades biofuncionales para la
actividad separada de f-caroteno hydroxylasa y ke-
tolasa regulada por dos genes separados, uno de los
cuales (c72S) se ha clonado en otros organismos (19).

Ademis se sugiere que se puede involucrar otra en-
zima en el proceso de sintesis de astaxantina, por
ser este un carotenoide, como la plastido termi-
nal oxidasa (PTOX); la cual se ha expresado bajo

condiciones de estrés para mejorar la produccion
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de carotenoides (42). Aunque los pasos especificos
de biosintesis de astaxantina son llevados afuera
del citoplasma, las enzimas de la ruta carotenoide
parecen estar localizadas en los cloroplastos (9,29).

Figura 4. Ruta de sintesis de carotenoides secundarios en /.

pluvialis (29)

Fuente: Vidhyavathi Raman, Venkatachalam L.,
et al. Regulation of carotenoid byosinthetic genes
expression and carotenoid accumulation in the
green alga Haematococcus pluvialis under nutrient

stress conditions. Journal of Experimental Botany.
2008;59(6):1409-1418

A pesar de que algunos genes reguladores para en-
zimas de la ruta biosintética de carotenoides han
sido identificados en varias especies, incluyendo
algas, ain no se conoce bien la regulacién de la
carotenogénesis iz vivo (9).

Correlacion condiciones de estrés - expresion
genética en cultivos de H. pluvialis durante la
produccion de astaxantina

La dilucidacién de las rutas sintéticas de carote-
noides y el enorme progreso en la clonacién de
genes; estableciendo los genes, las enzimas impli-
cadas y conociendo como es el proceso y su regula-

cién (1), han aportado las herramientas necesarias
para realizar ingenierfa genética y asi incrementar
la sintesis de carotenoides mediante el aumento a
la tolerancia a condiciones de estrés (5,14,15).

La mayorfa de manipulaciones va dirigida a au-
mentar el contenido de licopeno y f-caroteno,
aprovechando la sobreexpresién de la fitoeno desa-

turasa (PDS) (1) y fitoeno sintasa (PSY) (14).

Ademds se evidencia la existencia de una sobre-
rregulacién de un mdaltiple mecanismo de defen-
sa antioxidante, espacialmente y temporalmente,
para proteger las células del H. pluvialis en contra
del estrés oxidativo (24).

La expresién de genes carotenogénicos, fitoeno
sintasa (PSY), fitoeno desaturasa (PDS), licope-
no ciclasa (LCY), B-caroteno Ketolasa (BKT) y
f-caroteno hydroxilasa (CHY), se aumenta bajo
las condiciones de estrés de nutrientes, alta inten-
sidad de luz en combinacién con cloruro de sodio/
acetato de sodio (29).

El estrés de nutrientes y la alta intensidad de luz
inducen la expresién de los genes biosintéticos de
astaxantina, BKT y CHY, transitoriamente. El
aumento de la expresién de estos genes se observé
con acetato de sodio y cloruro de sodio/acetato de
sodio, mientras la expresién fue demorada con clo-

ruro de sodio (29).

Diferentes expresiones de genes carotenoides durante
la carotenogénesis indican su probable regulacién en
los diferentes estados de acumulacién del carotenoi-
de. En un estudio realizado en el 2001, se report6 un
alto nivel de expresién para genes PSY y CHY, cuan-
do las células estuvieron expuestas a alta intensidad
de luz y cloruro de sodio (14,29). En la familia de
genes PSY se han identificado los genes PSY1,PSY2
y PSY3, en condiciones de estrés ambiental; como se-
quiay presencia de sal, estableciendo que el gen PSY3
es importante en el flujo de la regulacién de carote-
noides en respuesta a condiciones de estrés (43,44) lo
cual no ha sido reportado en H. pluvialis.
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El primer estudio que presenta la regulacién de ca-
rotenogénesis general y especifica para astaxantina
bajo la influencia de nutrientes y otras condiciones
de estrés, se realizd en el 2008, analizando el nivel
de expresién y de metabolismo usando inhibidores
transcripcionales y transduccionales (29).
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En la Tabla 2 se presenta una relacién de algu-
nos estudios que nos permite correlacionar condi-
ciones de estrés- expresién genética, teniendo en
cuenta las determinaciones realizadas y las institu-

ciones involucradas (grupos de investigacién).

Tabla 2. Correlacién condiciones de estrés-expresion genética en cultivos de H. pluvialis durante la produccién de Astaxantina

Institucién Condiciones Estrés

Disminucién de nitrato
y alta intensidad de luz
blanca

Institute of General Botany,
Friedrich-Schiller-University Jena

Acetato de sodio cloruro
de sodio, Fe(Il), alta

intensidad de luz

Lehrstuhl fiir Physiologie und
Biochemie der Pflanzen,
Universitit Konstanz

Microalgal biotechnology Israel
y Plant Biochemistry-Universitit
Bochum Alemania

Alta intensidad de luz

Estrés oxidativo: acetato
de sodio, Fe(II), alta
intensidad de luz

School of Life Sciences, Arizona
State University, University
of Hong Kong China

Institute of Oceanology,China
Y School of the Chinese Academy

of Sciences, Beijing, China

Luz azul y roja

Department of Plant Physiology
and Biochemistry,
Universita't Konstanz

Alta intensidad de luz

Department of Life Science, Co-
llege of Natural Science, Hanyang
University, Seoul , Korea
Department of Biotechnology, Ins-
titute of Industrial Biotechnology,
Inha University, Incheon, Korea
Department of Biology, Brooklyn

Alta intensidad de luz,
alta concentracién de

cloruro de sodio, estrés
de nitrégeno y fésforo,
presencia de nitrato de
calcio, acetato de sodio

College of the City University of ~ y malonato

New York, U.S.A.

Department of Biological Sciences,

Lehman College, The City Univer-

sity of New York tas )
concentraciones

Faculty of Biology, Center for de sal

Applied Biosciences, University
of Freiburg, Germany

Alta intensidad de luz,
estrés de nutrientes,
cloruro de sodio/acetato
de sodio

Plant Cell Biotechnology De-
partment, Central Food Technolo-
gical Research Institute,

Mysore, India

Alta intensidad de luz,
adicién de inhibidores
(difenilamina, nicotina,
Norflurazona, cerulenina)

Plant Cell Biotechnology De-
partment, Central Food Technolo-
gical Research Institute,

Mysore, India
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Parimetro De Seguimiento

Aumento de los niveles de las pro-
tefnas fitoeno desaturasa (PDS) y

Referencia

Griinewald et

B . al.,2000 (1)
eta-caroteno oxigenasa

Aumento de expresién de los genes Steinbremer J.y
Hidroxilasa carotenoide y fitoeno Linden H,2001
sintetasa (14)

Reduccién en los niveles de proteina Wang By Zarca
DI de PSII A 2003 (23)
(actividad fotosintética) ’

Expresién de 70 proteinas : superoxi- Wang ez al.,

do dismutasa, catalasa, peroxidasa 2004 (24)
Incremento de los niveles trans-

cripcionales para los genes de las Meng et

enzimas licopeno ciclasa, fitoeno
sintetasa,fitoeno desaturasa e hi-
droxilasa carotenoide

al,2005 (21)

Modificacién del gen Fitoeno desatu-  Steinbrenner
rasa, medicién del gen y la proteina  J. y Sandmann
(aumento de expresién y nivel) G., 2006 (11)

Aumento de expresién de proteinas,
mRNA, comparado con las enzimas:
Licopeno B-ciclasa

Fitoeno desaturasa, fitoeno sintasa,
[3- caroteno hidroxilasa, 3- caroteno
oxigenasa

Aumento expresién

Eonseon ez al.,

2006 (9)

Li et 4l.,2008

del Gen PSY3
Welsch ez.al.,
2008 (44)
Expresién de genes carotenogénicos
fitoeno sintasa (PSY), fitoeno . .
. . Vidhyavathi e
desaturasa (PDS), licopeno ciclasa +al 2008
(LCY), B-caroteno ketolasa (BKT), y ’
[-caroteno hidroxilasa (CHY)
Expresién de genes carotenogénicos
fitoeno sintasa (PSY), fitoeno desatu- Vel

rasa (PDS), licopeno ciclasa (LCY),
[-caroteno ketolasa (BKT),
y B-caroteno hidroxilasa (CHY)

et al. 2009 (29)
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En la Tabla 3 se presenta la relacion de las diferen-
tes instituciones y grupos de investigacién que se
encuentran trabajando en esta temdtica, identifi-

Tabla 3. Relacién de las diferentes instituciones y grupos de investigacién en Haematococcus pluvialis

Institucién

Determinacién

Método de Analisis

cando los diferentes métodos de andlisis propuestos
por cada una, correlaciondndola con la determina-
cién realizada, el pais y el afio de publicacién.

Artculo/
Ano

Central Laboratories for Key
Technology, Kirin Brewery Co.,
Ltd, Kanagawa, Japan

Institute of General Botany,

Friedrich-Schiller-University Jena

Institute of General Botany,

Friedrich-Schiller-University Jena

Lehrstuhl fii r Physiologie und

Biochemie der Pflanzen, Universi-

tat Konstanz

Microalgal biotechnology Israel
y Plant Biochemistry-Universitit
Bochum Alemania

School of Life Sciences, Arizona
State University, University of
Hong Kong China

Escuela de ciencia y tecnologfa.

Universidad de Kobe-Japén

Instituto Industrial de Biotecnolo-

gfa. Universidad Inha
Republica de Korea

Plant Cell Biotechnology
Department, Central Food
Technological Research Institute

Department of Plant Physiology
and Biochemistry, Universita’t
Konstanz

Department of Life Science, Han-

yang University, Seoul , Korea
Department of Biotechnology,

Institute of Industrial Biotechno-

logy, Inha University, Incheon,
Korea Department of Biology,
University of New York, U.S.A

Rutas Enzimdticas de produc-
cién de astaxantina:
3,3"-hydroxilasa a astaxantina,
3-hydroxyequinenona a 4-keto-

zeaxantina ,3'-hydroxyeqinenona

a4-ketozeaxantina, equinenona a
4-ketozeaxantina y equinenona
a canthaxantina.

Enzima Fitoeno desaturasa

Acumulacién de astaxantina

e incremento en productividad
Fotosintética expresado como
unidades de clorofila

Fitoeno sintasa y carotenoid
hydroxylase

Proteina ID

Proteinas (catalasa, peroxidasa)

Produccién de astaxantina

Produccién astaxantina y clo-

rofila

Extraccién de astaxantina

Fitoeno desaturasa

Nivel de expresién de proteinas,
mRNA, comparado con las enzi-
mas: Licopeno f —ciclasa,
Fitoeno desaturasa, fitoeno sinta-
sa, - caroteno hidroxilasa,

B- caroteno oxigenasa

HPLC, espectroscopia
CD, Bio-rad

Andlisis por western
blot e inmunolégico

Andlisis por electroforesis
y western blot

Andlisis por Northernblot
Usando el respectivo

cDNAs.

Andlisis por westerbloot

Andlisis proteémico

HPLC

Método espectrofotomé-
trico

Extraccién con solventes
y pretratamiento con 4ci-
dos orgdnicos y minerales
y andlisis por CCD

y HPLC

Analisis Northern,
Southern blot y
Western blot

Andlisis genémico,
protedmico

Japén

Alemania

Alemania

Alemania
Israel-

Alemania

EEUU-
China

Japén

Korea

India

Alemania

Korea-

USA

45/1998

1/2000

46/ 2000

14/2001

23/2003

24/2004

15/2005
12/2006
4712006
17/2008

28/2006
48/2009

49/2006

11/2006

9/2006
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Ege University, Faculty of Engi-  Biomasa
neering, Department of Bioengi-

neering, Izmir, Turkey

Department of Biological Scien-  Gen PSY3

ces, Lehman College, The City
University of New York

Faculty of Biology, Applied Bios-

ciences, University of Freiburg, Al

Plant Cell Biotechnology De-
partment, Central Food Tech-
nological Research Institute,
Mpysore, India

Expresién de genes carotenogéni- Aislamiento de RNA
cos fitoeno sintasa (PSY), fitoeno
desaturasa (PDS), licopeno
ciclasa (LCY), B caroteno

ketolasa (BKT), y B-caroteno

hidroxilasa (CHY)

Plant Cell Biotechnology De-
partment, Biochemistry and Nu-
trition Department, Central Food
Technological Research Institute
(Constituent Laboratory of Coun-
cil of Scientific and Industrial
Research), Karnataka, India

Laboratorio de Biologia Molecular
Vegetal, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile

mediada por luz

Identificacién de carotenoides/
efectos de inhibidores sobre
expresion de genes relacionada
con la sintesis de carotenoides

(PSY,PDS,LCY,BKT, CHY)

Biosintesis de carotenoides

Peso seco Turkia 26/2007

PCR USA 43/2008
Alemania 44/2008
India 29/2008

y RT-PCR

HPLC and LC-MS India 18/2009

(APCI)/ RT-PCR 50/2009

Y HPLC

Estudios moleculares. Chile 51/2009

Expresién génica

Conclusiones

Aunque existen un gran nimero de estudios de la
influencia de diferentes condiciones de estrés sobre
la expresién de genes carotenogénicos en H. plu-
vialis, se establecié que estudios sobre la influencia
de otros factores de estrés o de todos aplicados en
forma simultdnea son muy limitados, asi como
estudios que relacionen estas condiciones con la
expresién de genes carotenogénicos durante la
produccién de astaxantina.

Los estudios usando varios inhibidores indican
que la carotenogenesis en general y la induccién
de carotenoides secundarios estd regulada a ni-
vel transcripcional y transduccional, y se cons-
tituye en un tema de interés a investigar para
entender los genes involucrados, las proteinas
y la actividad enzimdtica durante la induccién
de acumulacién de carotenoides secundarios, en
especial astaxantina.

Respecto a los grupos que trabajan esta temdtica,
vemos que es un tema de interés en varias insti-
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tuciones alrededor del mundo en paises como;
Alemania, Estados Unidos, Japén, India, Corea,
China, Turquifa, involucrando no solo el estudio
de la correlacién condiciones de estrés, expresion
genética, produccién de astaxantina, sino también
el uso de diferentes métodos de andlisis y la inge-
nierfa genética, ya sea en el mismo H. pluvialis u
Otros microorganismos como E. coli 0 S. cerevisiae;
siempre en la busqueda de conocer mejor la ruta
biosintética, las proteinas involucradas, las enzi-
mas y los genes expresados para mejorar la pro-
duccién de astaxantina.
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