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RESUMEN 

 

TÍTULO: MEJORAMIENTO DE LA PRODUCCIÓN DE CAROTENOIDES EN SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE USANDO EVOLUCIÓN ADAPTATIVA EN LABORATORIO* 

AUTOR: José Miguel Gómez Moreno** 

PALABRAS CLAVES: carotenoides, evolución adaptativa, presión selectiva,  Saccharomyces 
cerevisiae. 

DESCRIPCIÓN 

Los carotenoides son tetraterpenoides pigmentados producidos naturalmente por diversos 
organismos incluyendo plantas, bacterias y hongos. Los carotenoides son conocidos como 
antioxidantes y anticancerígenos los cuales tienen un efecto positivo en la salud humana. El β-
caroteno es esencial para los animales superiores debido a que es precursor de la vitamina A. 
Recientemente se ha explorado la producción de carotenoides usando microorganismos buscando 
obtener un proceso de menor impacto ambiental y más eficiente que los métodos que emplean 
síntesis química. La evolución adaptativa de laboratorio usa presión selectiva como fuerza 
impulsora para seleccionar mutantes con características mejoradas, alternativa que no ha sido 
explorada para aumentar la producción de carotenoides. Debido a que estos compuestos poseen 
características antioxidantes, se planteó que usar estrés oxidativo como fuerza impulsora para la 
evolución incrementaría la producción de carotenoides. El objetivo principal de este proyecto fue 
incrementar la cantidad de carotenoides producidos por una cepa de Saccharomyces cerevisiae  
modificada, aplicando evolución adaptativa empleando peróxido de hidrógeno como presión 
selectiva. La mayor cantidad de β-caroteno producida después del proceso de evolución fue de 18 
[mg/g peso seco celular], 3 veces mayor que la producida por su ancestro que tiene una 
producción de 6 [mg/g peso seco celular] de β-caroteno. 
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ABSTRACT 

 

TITLE: IMPROVING CAROTENOIDS PRODUCTION IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE VIA 
ADAPTIVE LABORATORY EVOLUTION* 

AUTHORS: Jose Miguel Gomez Moreno** 

KEY WORDS: carotenoids, adaptive evolution, selective pressure, Saccharomyces cerevisiae. 

DESCRIPTION 

Carotenoids are an attractive class of tetraterpenoid pigmented compounds naturally produced by 
diverse organisms including plants and numerous fungi and bacteria. These compounds are known 
as antioxidants and anticancer agents that have a potential positive impact on human health. β-
carotene is essential for animals because it is a precursor of vitamin A. Recently, production of 
carotenoids has been amply explored using biosynthetic routes, via metabolic engineering and 
synthetic biology, using different microbial systems for a more environmentally friendly and efficient 
production platform. Laboratory adaptive evolution uses a selective pressure as driving force for the 
selection of mutants with enhanced characteristics.  Since carotenoids have antioxidant properties, 
we hypothesized that oxidative stress can be used as a driving force for the directed evolution of 
microbial systems for enhanced carotenoids production. The main objective of this work is to 
improve heterologous carotenoids production by a genetically modified strain of Saccharomyces 
cerevisiae using adaptive evolution with a proper selective pressure (hydrogen peroxide). The 
highest β-carotene yield achieved after a short-term evolution experiment was 18 [mg/g dry cell 
weight], corresponding to an increase of 3-fold in comparison with the ancestral strain (6 [mg/g dry 
cell weight]).  
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* Research project. 
* Faculty of physicochemical engineering. School of Chemical Engineering. Directors: Ph.D. Katy C. 
Kao, Ph.D. Luis H. Reyes and Ph.D. Viviana Sanchez Torres. 
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INTRODUCCIÓN 

Los carotenoides son una clase de tetraterpenoide pigmentado producido por 

diversos organismos incluyendo plantas, algas, hongos y bacterias. Estos 

compuestos son conocidos como antioxidantes y anticancerígenos los cuales 

tienen un efecto positivo en la salud humana. El β-caroteno es esencial para los 

animales superiores debido a que es precursor de la vitamina A. Hoy en día, las 

industrias producen carotenoides a partir de síntesis química o mediante su 

extracción de plantas; estos compuestos son utilizados en la industria nutracéutica 

en la elaboración de suplementos, alimentos fortificados y cosméticos. 

Recientemente se ha explorado la producción de carotenoides, a través de rutas 

metabólicas, usando microorganismos para obtener un proceso de menor impacto 

ambiental y más eficiente. 

La evolución adaptativa de laboratorio usa presión selectiva como fuerza 

impulsora para seleccionar mutantes con características mejoradas, alternativa 

que no ha sido explorada para aumentar la producción de carotenoides. Debido a 

que estos compuestos poseen características antioxidantes, se planteó que usar 

estrés oxidativo como fuerza impulsora para la evolución incrementaría la 

producción de carotenoides. 

El objetivo principal de este proyecto fue incrementar la cantidad de carotenoides 

producidos por una cepa de Saccharomyces cerevisiae, modificada genéticamente 

para producir carotenoides usando genes de Xanthophyllomyces dendrorhous, 

haciendo uso de la evolución adaptativa estableciendo peróxido de hidrógeno 

como presión selectiva. Posteriormente, para las cepas mejoradas se realizaron 

estudios genéticos para determinar el cambio en la expresión de los genes y así 

determinar las rutas metabólicas que se vieron afectadas en la evolución, también 

se realizaron experimentos con un biorreactor para analizar el crecimiento de 

estas cepas productoras de carotenoides.  
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1. MARCO TEÓRICO  

1.1. Carotenoides 

Los carotenoides son tetraterpenoides pigmentados sintetizados por plantas, y 

otros organismos fotosintéticos y no-fotosintéticos como algas, hongos y bacterias. 

Ellos están presentes, como microcomponentes, en frutas y vegetales y son los 

responsables por su coloración amarilla, naranja y roja (zanahoria, tomate, 

papaya, entre otros) [1]. En algunas aves, insectos, peces y crustáceos la 

presencia de carotenoides es importante para su coloración; sin embargo los 

animales y humanos no son capaces de sintetizar estos compuestos y dependen 

de su suministro dietario. Estos son usados como pigmentos para alimentos de 

consumo humano y como constituyentes en vitaminas y suplementos dietarios [2]. 

Según investigaciones, los carotenoides son los responsables de las propiedades 

benéficas de las frutas y vegetales previniendo enfermedades humanas 

incluyendo las cardiovasculares, cáncer y otras enfermedades crónicas [3], [4], 

además estos representan una fuente importante de vitamina A, debido a que son 

precursores de esta. En la actualidad la mayoría de investigaciones relacionadas 

con carotenoides están enfocadas hacia las propiedades antioxidantes de estos 

[3].  

La mayoría de los carotenoides están compuestos por una cadena central de 

carbono alternando enlaces simples y dobles, con diferentes grupos cíclicos o 

acíclicos al final de la cadena (Figura 1). Existen más de 600 tipos de carotenoides 

y sus funciones bioquímicas están determinadas por la conjugación de los enlaces 

dobles presentes, además estos son los responsables del color [5]. Los 

carotenoides mostrados en la Figura 1 representan la mayoría de los carotenoides 

en la dieta humana. 
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Figura 1. Estructura de los carotenoides predominantes en los humanos (β-caroteno, β-
criptoxantina, α-caroteno, luteína, licopeno y zeaxantina). 

 

Fuente: N. I. Krinsky, E. J. Johnson. 

 

La síntesis química de carotenoides, específicamente el β-caroteno, se inició en 

1961 [7]. Actualmente la síntesis química ha logrado desarrollar varios tipos de 

carotenoides y estos procesos tienen como ventajas carotenoides de alta pureza y 

calidad, y costos de producción bajos. Sin embargo, existen algunas desventajas 

como: complejidad para sintetizar nuevos tipos de carotenoides (nuevas rutas 

químicas) y además producción de estereoisómeros que pueden ser indeseados 

para el consumo público y producir efectos secundarios negativos [2]. 

Hoy en día, se están realizando investigaciones que buscan mejorar el sistema de 

producción de carotenoides, usando técnicas modernas de bioprocesos y la 

tecnología del ADN recombinante [2], con diferentes microorganismos como 

Dunaliella salina (micro alga) [8], Dunaliella bardawil (micro alga) [9], Blakeslea 

trispora (hongo) [10], Rhodotlura glutinis (hongo) [11], Rhodotlura graminis (hongo) 

[12], Sporobolomyces roseus (hongo) [13], Sporidiobolus salmonicolor (hongo) 

[14], Saccharomyces cerevisiae (hongo) [15], Flavobacterium multivorum 

(bacteria) [16], Halomonas elongata (bacteria) [17], Sphingomonas paucimobilis 

(bacteria) [18] y Escherichia coli (bacteria) [19]. El microrganismo más avanzado 
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en las investigaciones es Dunaliella salina, debido a que ya existe producción a 

escala industrial de carotenoides (específicamente β-caroteno) mediante esta 

especie de micro alga en Australia, Estados Unidos e Israel [20].  

1.2. Producción de carotenoides con S. cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae es la levadura más utilizada en biotecnología en todo el 

mundo, debido en gran parte a su fisiología única y a su importante rol en 

fermentaciones de alimentos y otros procesos industriales. Estudios de 

clasificación, filogenia, fisiología, y ecología de los Saccharomyces han 

proporcionado valiosos avances y oportunidades para aplicaciones industriales y 

como organismo modelo [21]–[23]. 

Figura 2. Ruta metabólica para la producción de β-caroteno. 

 

Fuente: R. Verwaal et al. 
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Debido a las características únicas de este microrganismo y a la facilidad para su 

manipulación genética, este ha sido modificado genéticamente usando la 

tecnología de ADN recombinante, integrando genes de Xanthophyllomyces 

dendrorhous (productor de carotenoides) que le dan la cualidad de producir 

carotenoides. Los genes integrados para la producción de carotenoides son ctrYB, 

ctrI y ctrE* [15]. En la Figura 2 se puede observar la ruta metabólica para la 

producción de carotenoides (fitoeno, neurosporeno, 7-8-Dihidro-β-caroteno, 

licopeno y β-caroteno) en la cual se puede ver la influencia de los genes 

integrados. Como se puede notar el β-caroteno es el producto final de la ruta y por 

tanto es el producto principal. 

1.3. Evolución adaptativa de laboratorio 

La evolución adaptativa de laboratorio es un método de gran alcance para mejorar 

características de cepas comunes en la industria (ej., tolerancia a inhibidores, 

consumo de sustratos, condiciones de crecimiento) sin la necesidad de conocer 

los mecanismos genéticos. Este proceso implica la propagación de una cepa 

microbiana por cientos de generaciones bajo el efecto de una presión selectiva 

deseada, esta presión selectiva debe estar relacionada directamente con la 

característica que se quiere mejorar en la cepa. Generalmente los mutantes con 

velocidades de crecimiento mejoradas, debido a tolerancia incrementada o a 

rápido consumo de los nutrientes limitantes, se expandirán en la población con el 

tiempo [24]. 

Comúnmente los experimentos de evolución se realizan transfiriendo por lotes la 

cepa o usando biorreactores continuos. La transferencia por lotes tiene la ventaja 

de ser un método fácil de configurar y utilizar, pero tiene la desventaja de que con 

cada transferencia se están seleccionando solo una pequeña parte de la población 

evolucionada. Los biorreactores continuos necesitan una inversión inicial más alta, 

pero evitan el problema de seleccionar solo una parte de la población durante la 

evolución. Aunque cualquier microorganismo cultivable puede ser usado en la 
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evolución, los más utilizados son E. coli y S. cerevisiae debido a su amplia 

caracterización [24]. 

1.4. Definiciones 

ARNm (Ácido ribonucleico mensajero): lleva la información sobre la secuencia 

de aminoácidos de la proteína desde el ADN hasta el ribosoma, lugar donde se 

sintetizan las proteínas de la célula. 

Auxotrófico: un microrganismo es auxótrofo cuando solo es capaz de crecer en 

presencia de alguna sustancia específica, que no es capaz de sintetizar y la cepa 

la necesita para su crecimiento. 

cADN (ADN complementario): ADN sintetizado a partir de ARNm. 

Evolución: cambio de los organismos en el tiempo por factores ambientales o 

inducidos. 

Genes: segmentos específicos de ADN que controlan las estructuras y funciones 

celulares, es la unidad funcional de la herencia. 

Hibridación de microarreglos: es una técnica mediante la cual es posible 

identificar y analizar alteraciones genéticas del tipo ganancia o pérdida de material 

genético en una muestra de ADN en comparación con una muestra de referencia. 

HPLC (Cromatografía líquida de alta eficacia): es una técnica de laboratorio 

utilizada para separar, identificar y cuantificar las moléculas de mezclas de 

componentes. 

Iniciador: es una cadena de ácido nucleico que sirve como punto de partida para 

una replicación del ADN. 
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Microarreglos o Chip de ADN: es una superficie sólida a la cual se une una 

colección de fragmentos de ADN. Estos se usan para analizar la expresión de los 

genes de una cepa respecto a otra. 

OD (Densidad óptica): es la absorbancia por unidad de longitud. Esta medición 

es importante para determinar la cantidad de células en un cultivo o la fase en que 

se encuentran.  

PCR (Reacción en cadena de la polimerasa): es una técnica cuyo objetivo es 

amplificar un fragmento de ADN particular para obtener un gran número de copias 

de este, usando una polimerasa termoestable y dos iniciadores.  

Plásmido: son moléculas de ADN extra cromosómico circular o lineal que se 

replican y transcriben independiente del ADN cromosómico. Generalmente 

codifican genes que pueden conferir características especiales a un 

microorganismo. 

Técnicas de recombinación: procedimientos utilizados para unir segmentos de 

ADN en un sistema libre células. Una molécula de ADN recombinante puede 

introducirse dentro de una célula para ser replicado. 

Transformación: proceso que permite introducir a células vivas moléculas de 

ADN. 

Transcripción inversa: consiste en obtener una copia sencilla de ADN (cADN) a 

partir de ARNm. Este proceso es importante para poder observar la transcripción 

celular de la cepa. 

Vector: es un plásmido que es usado para integrarlo a una cepa. 

 



 
 

21 
 

2. METODOLOGÍA 

2.1. Cepas, plásmidos y condiciones de crecimiento 

S. cerevisiae GSY1136 [25] fue escogida como la plataforma para desarrollar el 

experimento, esta cepa no produce carotenoides. El vector YIplac211YB/I/E* [15] 

fue usado para introducir los genes ctrYB, ctrI y ctrE* en la cepa. Todas las cepas 

utilizadas están en el ANEXO A.  

S. cerevisiae se cultivó a 30°C con agitación a 60 rpm por 72 horas en YPD 

usando tubos de ensayo de 12 ml. Para la selección de mutantes y otros análisis 

se usaron cajas de Petri con medio YPD agar. Para almacenamiento a largo plazo 

las células fueron guardadas en tubos criogénicos con 17% de glicerol a -80°C. En 

la ANEXO B se encuentran los medios de cultivo con sus componentes y 

concentraciones. 

2.2. Generación del productor de carotenoides 

Este proceso se llevó a cabo para crear una cepa de S. cerevisiae productora de 

carotenoides. El gen ura3 fue quitado del mutante ancestro GSY1136 usando 

acido 5-fluoroorótico para crear YLH0 auxotrófico para uracilo y poder utilizar el 

uracilo para la selección. La transformación del vector YIplac211YB/I/E* (productor 

de carotenoides) en YLH0 fue llevada a cabo usando el método de acetato de litio 

(ANEXO C) [26], con el uracilo como marcador para la integración. De esta 

transformación se generó YLH1. Las células transformadas se seleccionaron con 

YNB + 2% D-glucosa (p/v), incubándolas a 30°C por 3 días, y verificado usando 

amplificación con PCR. 
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2.3. Eliminación de ctt1 catalasa 

Este procedimiento se llevó a cabo para eliminar el gen ctt1, que le da facultad al 

microorganismo de protegerse de daños oxidativos producidos por el peróxido de 

hidrógeno. La catalasa ctt1 fue suprimida del genotipo usando recombinación 

homóloga con el gen neo. Los iniciadores usados para la amplificación, fueron: 

delantero: 5’-TTA AAA AAA TCC TTC TCT TGT CTC ATG CCA ATA AGA TCA 

ATC AGC TCA GCT TCA CAA ATG CGG ATC CCC GGG TTA ATT AA-3’ y 

reverso: 5’-TAT AAT TAC GAA TAA TTA TGA ATA AAT AGT GCT GCC TTA ATT 

GGC ACT TGC AAT GGA CCA GAA TTC GAG CTC GTT TAA AC-3’. El plásmido 

pFA6a-kanMX6 [27] fue usado como ADN molde para el gen neo. La 

transformación del gen recombinado se realizó usando el procedimiento de 

acetato de etilo (ANEXO C) [26]. Las células recombinadas fueron seleccionadas 

usando YPD + geneticina (G418), incubado a 30°C por 2 días, verificado mediante 

amplificación con PCR. Los iniciadores utilizados para la verificación fueron: 

delantero 5'-ATT CGA CGT AGC CTG GAC AC-3' y reverso 5'-TAA TCG TTG 

AGT TCA TGC CG-3'. Como resultado se obtuvo la cepa YLH2 (ANEXO A). 

2.4. Experimento de evolución adaptativa 

Este experimento fue realizado usando 3 mL de medio YPD en tubos de ensayo 

de 12 mL a 30°C con agitación de 60 rpm. 

Dos colonias independientes de YLH2 (ancestro) fueron inoculadas para formar 

dos poblaciones (P1 y P2) para la evolución. Cada 24 horas el 7% del volumen del 

cultivo fue transferido en medio fresco.  

Choques con peróxido de hidrógeno fueron realizados en dos esquemas 

diferentes, que pueden ser observados en la Tabla 1. Los choques consisten en 

transferir 500 μL del cultivo en un tubo de microcentrífuga y agregarle peróxido de 

hidrogeno durante 30 minutos. Luego 200 μL del cultivo chocado fueron 
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inoculados en 3 mL de medio YPD fresco e incubados, dependiendo de la fase se 

realizaron choques con peróxido de hidrógeno cada 24 (fase 1) o 48 (fase 2) 

horas.  

Tabla 1. Ciclo de los choques con peróxido de hidrógeno durante la evolución. Las 
poblaciones se nombran de acuerdo a los días que lleva la evolución (ej. P1-07 es la 
población 1 en el séptimo día de evolución).  

Esquema de 
presión selectiva 

Poblaciones Luego de 24 horas 
de cultivo 

Luego de 48 horas 
de cultivo 

Fase 1 P1: P1-01 a P1-07 

P2: P2-01 a P2-15 

Tratamiento con 
choque durante 30 
minutos 

Tratamiento con 
choque durante 30 
minutos 

Fase 2 P1: P1-08 a P1-34 

P2: P2-16 a P2-40 

Tratamiento con 
choque durante 30 
minutos 

Fase de 
recuperación 

2.5. Cuantificación de carotenoides 

Este experimento se realizó para cuantificar la cantidad de carotenoides y β-

caroteno producido por las cepas. Para la cuantificación de carotenoides de las 

poblaciones evolucionadas, 3 mL de medio YPD fueron inoculados con cada 

población e incubados a 30 °C por 72 horas. 250 μL del cultivo fueron transferidos 

a un tubo de 2 mL y centrifugados durante 2 min a 12,000 rpm. El sobrenadante 

fue retirado. La lisis de las células secas se realizó usando aproximadamente 250 

μL de perlas de vidrio de 425-600 μm (Sigma) y 1 mL de dodecano para extraer 

los carotenoides, utilizando un Disruptor Genie Cell Disruptor (Scientific Industries) 

(Dispositivo que genera movimiento para hacer la ruptura celular). Las muestras 

fueron tratadas dos veces en el disruptor por 6 minutos para garantizar la ruptura 

de las células y recuperación de los carotenoides. Los restos celulares y perlas de 

vidrio fueron separados del sobrenadante centrifugando por 2 minutos a 15,000 

rpm. El total de carotenoides fue cuantificado midiendo la absorbancia desde 350 

nm hasta 600 nm usando un espectrofotómetro lector de microplacas (TECAN 
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Infinite® M200). El total relativo de carotenoides producidos se determinó 

calculando el área bajo la curva del espectro, usando el ancestro YLH2 como 

referencia (ANEXO A). La cuantificación de β-caroteno se realizó con la absorción 

a 454 nm [15]. Una curva estándar para la cuantificación de β-caroteno se generó 

usando β-caroteno disponible comercialmente (Enzo Life Sciences) a 454 nm. 

Para garantizar significancia en los resultados se realizaron 3 réplicas para cada 

cuantificación. En el ANEXO D se pueden observar las gráficas que relacionan la 

cantidad de carotenoides y β-caroteno con la absorbancia.   

2.6. Selección de mutantes individuales  

El objetivo de esta selección fue buscar mutantes individuales que produzcan más 

carotenoides que su población. Al final del experimento de evolución se 

identificaron las poblaciones con mejor producción de carotenoides. Las 

poblaciones seleccionadas fueron inoculadas en cajas de Petri con YPD agar e 

incubadas durante 48 horas. Luego se escogieron tres colonias individuales, de 

las poblaciones inoculadas, en base a su color rojo y el tamaño normal, 

comparado con el ancestro YLH2. Cada colonia escogida fue inoculada en 3 mL 

de medio YPD e incubada durante 72 horas para realizar cuantificación de 

carotenoides. El mejor productor de carotenoides de cada población fue 

seleccionado para análisis posteriores. 

2.7. Choque con peróxido de hidrógeno 

Este experimento se realizó para observar como cambiaba la resistencia de los 

mutantes al peróxido de hidrógeno (oxidación) respecto al avance de la evolución. 

Cada mutante individual fue inoculado en 3 mL de medio YPD e incubado durante 

72 horas. Las muestras fueron normalizadas a una densidad óptica de ~2.0. El 

cultivo (500 μL) fue transferido a un tubo de microcentrífuga y expuesto a 1.05 M 

de peróxido de hidrógeno durante 30 minutos. Las muestras fueron diluidas, 
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puestas en cajas de Petri con YPD agar e incubadas por 48 horas para contar las 

colonias. Una réplica sin choque fue hecha para realizar comparaciones. 

2.8. Extracción del ARNm  

La extracción del ARNm es necesaria para poder generar el cADN imprescindible 

para la hibridación de microarreglos. Los mutantes individuales fueron inoculados 

en 25 mL de medio YPD en un matraz de 125 mL con una densidad óptica de 

~0.05. Las células fueron recogidas a finales de la fase exponencial (densidad 

óptica ~4.0), usando filtración con embudos filtrantes analíticos (Nalgene), luego 

se resuspendieron las células en 10 mL de RNAlater (Sigma) (RNAlater conserva 

el material genético intacto para ser usado cuando sea necesario) y fueron 

guardados a -80°C para análisis posteriores. Se realizaron 3 réplicas biológicas 

para cada cepa.  

2.9. Transcripción inversa, hibridación de microarreglos y análisis de datos 

Este proceso se realizó para identificar y analizar las alteraciones genéticas de los 

mutantes individuales comparados con el ancestro. En el ANEXO E se pueden ver 

las especificaciones de la transcripción inversa. El programa Microarray Data 

Analysis System (MIDAS) fue usado para normalizar la información usando el 

algoritmo LOWESS [28]. La expresión de los genes fue identificada usando el 

método de rango de productos con un valor-p crítico < 0.05. El programa para 

análisis de microarreglos MeV (TM4) [29] fue usado para  analizar la agrupación y 

análisis de perfil de expresiones. La base de datos de genoma Saccharomyces 

(SGD) [30] fue usada para analizar los datos basados en la ontología de los 

genes. Para un análisis más avanzado de funciones biológicas enriquecidas se 

utilizó Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID) 

[31], [32]. 
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2.10. PCR en tiempo real (RT-PCR) 

El RT-PCR permite amplificar y simultáneamente cuantificar la cantidad de ADN 

amplificado, con esta prueba se analizó la expresión de los genes que activan la 

ruta metabólica de la producción de carotenoides. La extracción y transcripción 

inversa del ARNm de las muestras de estudio fue realizado como se describió en 

las secciones anteriores.  El RT-PCR se realizó con el cADN como ADN molde, 

utilizando el sistema de detección CFX384 Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories, 

CA). Más detalles ver ANEXO F. 

2.11. Producción de carotenoides en un biorreactor 

Este estudio se realizó para observar el comportamiento en la producción de 

carotenoides a escala mayor. Los cultivos para la fermentación fueron preparados 

de la siguiente manera: muestras de  los mutantes individuales se inocularon en 3 

mL de medio YNB (20 g/L glucosa) e incubados a 30°C por 24 horas con agitación 

constante de 250 rpm. El contenido de este cultivo fue utilizado para inocular 50 

mL de medio YNB (20g/L glucosa) e incubado en las mismas condiciones durante 

24 horas. Los 50 mL de cultivo fueron usados para inocular un biorreactor de vidrio 

autoclavable de 7 L (Applikon®) con 3 L de YNB (20g/L glucosa). La temperatura 

fue fijada a 30°C y el pH se mantuvo en 5.5 adicionando 2N HCl o 2N NaOH 

según la necesidad, además se usó agitación a 300 rpm. Todos los experimentos 

fueron realizados en modo discontinuo hasta que el etanol producido fuera 

consumido. 
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3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1. Estableciendo el método de presión selectiva para la evolución 

Basados en el conocimiento de las propiedades antioxidantes de los carotenoides 

[33], se planteó que la cepa productora de carotenoides va a tener una ventaja de 

crecimiento, respecto a una no productora de carotenoides, en la presencia de 

estrés oxidativo (específicamente peróxido de hidrógeno). Como S. cerevisiae 

produce catalasas para la degradación del peróxido de hidrógeno, primero se 

eliminó la catalasa citosólica, codificada por ctt1, de una cepa productora de 

carotenoides. La eliminación del gen ctt1 resultó en una apreciable disminución en 

la producción de carotenoides (aproximadamente 43%). Sin embargo, la 

producción de carotenoides permitió a las células (YLH2) crecer más ante la 

presencia de altas concentraciones de peróxido de hidrógeno, con respecto a la 

cepa YLH3 (no productora de carotenoides, ANEXO A); en la ausencia del gen 

ctt1 para las dos cepas (Figura 3). El efecto protector de los carotenoides en S. 

cerevisiae ya se habían observado previamente en otras investigaciones [34], [35].  

Figura 3. Crecimiento de las cepas YLH2 y YLH3, en presencia de 690 mM de peróxido 
de hidrógeno y sin presencia de peróxido de hidrógeno. 
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3.2. Evolución adaptativa 

La cantidad total de carotenoides producidos se incrementó rápidamente después 

del inicio de la evolución adaptativa usando peróxido de hidrogeno, durante la 

Fase 1 (Tabla 1). Se alcanzó una producción de 12 [mg/g peso seco celular] de β-

caroteno y se observó una aumento en la coloración de los cultivos como se ve en 

la Figura 4. Este mejoramiento corresponde a un incremento del 100% respecto a 

la cantidad de β-caroteno producido por la población ancestral (6 [mg/g peso seco 

celular]). Desafortunadamente la Fase 2 de la evolución no resultó en un 

incremento adicional en la cantidad promedio de carotenoides producidos, debido 

a razones desconocidas. 

Figura 4. Comparación visual de la cantidad de carotenoides producidos por el ancestro 
YHL2 y la población P1-24. 
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3.3. Selección de mutantes individuales 

Finalizada la evolución, se seleccionaron algunas poblaciones, de P1 y P2, para 

buscar mutantes individuales con mayor producción de carotenoides. Las 

poblaciones fueron escogidas basados en los picos observados en la producción 

de β-caroteno para cada una, ver Figura 5 y Figura 6. Detalles de los mutantes 

individuales se encuentran en el ANEXO G. El cambio en la concentración de los 

choques con peróxido de hidrógeno durante la evolución se realizó para observar 

cómo se comportaban los microorganismos ante concentraciones más altas, 

debido a que se observó que la concentración afectaba el desarrollo de la 

evolución se continuo con la concentración inicial. 

Figura 5. Mejoramiento observado en la producción de carotenoides durante la evolución 
adaptativa para la población 1 (P1). Cantidad promedio de β-caroteno producido (línea 
negra) y concentración de peróxido de hidrógeno usado en los choques (línea roja). La 
línea azul representa la cantidad de β-caroteno producido por el ancestro. Las barras de 
error muestran la desviación estándar para 3 mediciones biológicas. 
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Figura 6. Mejoramiento observado en la producción de carotenoides durante la evolución 
adaptativa para la población 2 (P2). Cantidad promedio de β-caroteno producido (línea 
negra) y concentración de peróxido de hidrógeno usado en los choques (línea roja). La 
línea azul representa la cantidad de β-caroteno producido por el ancestro. Las barras de 
error muestran la desviación estándar para 3 mediciones biológicas. 

 

La cantidad de β-caroteno producido por los mutantes individuales fue cuantificada 

y comparada con las poblaciones de las que fueron seleccionados, los resultados 

se encuentran resumidos en la Figura 7. En general, la cantidad de β-caroteno 

producida por los mutantes individuales fue significativamente mayor que la 

cantidad promedio producida por las poblaciones de las que fueron seleccionados. 

El mutante individual SM14 fue el mayor productor con aproximadamente 200% 

más β-caroteno (18 ± 1  [mg/g peso seco celular]) comparado con el ancestro 

YLH2 (6 ± 1  [mg/g peso seco celular]). 
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Figura 7. Comparación de la cantidad de β-caroteno producido entre las poblaciones 
evolucionadas (gris oscuro) y sus mutantes individuales (gris claro). Las cantidades 
mostradas para población y mutante individual son la cantidad de β-caroteno producido de 
cada uno en miligramos/gramos peso seco celular. 

 

Los choques con peróxido de hidrógeno, usando 1.05 M H2O2, fueron realizados 

para determinar cuáles de los mutantes había incrementado su capacidad de 

sobrevivir en presencia de altas concentraciones de peróxido de hidrógeno. En la 

Figura 8 se puede observar que todos los mutantes individuales tratados 

incrementaron el porcentaje de supervivencia. En la sección 2.7 se puede 

observar los detalles de este experimento. 
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Figura 8. Porcentaje de supervivencia de algunos mutantes individuales a choques con 
peróxido de hidrógeno (1.05 M). 

 

3.4. Análisis del transcriptoma de los mutantes individuales 

Los cuatro mejores productores de carotenoides (SM12, SM13, SM14 y SM22) 

fueron seleccionados para realizarles análisis molecular con el objetivo de 

identificar los mecanismos de las cepas que incrementaron la producción de 

carotenoides. El incremento en la expresión de los genes relacionados con la 

producción de carotenoides fue estudiado comparando los mutantes individuales y 

el ancestro YHL2; se usó RT-PCR (sección 2.10) para analizar la expresión de los 

genes ctrYB, ctrI y ctrE* (genes de Xanthophyllomyces dendrorhous). Los 

resultados demostraron que no hay diferencias de expresión en los genes ctrYB, 

ctrI y ctrE* entre los mutantes individuales y la cepa YLH2. Este resultado permite 

ver que hay una ruta diferente para el aumento en la producción de carotenoides. 

Usando hibridación de microarreglos, el transcriptoma de los mutantes individuales 

seleccionados SM12, SM13, SM14 y SM22 fue comparado con la cepa YHL2, 

tomándola como referencia. Los genes expresados de manera significativa (valor-
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p < 0.05) fueron analizados para identificar los potenciales mecanismos que 

incrementaron la producción de carotenoides; en promedio los mutantes 

individuales tuvieron 107 genes con alta regulación y 97 con baja regulación 

respecto al ancestro YHL2. 

Se encontró que la expresión en los mutantes analizados (SM12, SM13, SM14 y 

SM22) es altamente similar. Estos poseen en común aproximadamente el 50% de 

los genes perturbados (59 genes), lo que sugiere que los mecanismos de aumento 

en la producción de carotenoides son similares entre los mutantes. El análisis de 

los genes perturbados sugiere que el aumento en la producción de carotenoides 

en estas cepas está relacionado con un flujo metabólico canalizado hacia la 

biosíntesis de lípidos, específicamente la ruta metabólica del mevalonato, 

incrementando la producción de carotenoides debido a la acumulación de 

pirofosfato de isopentenilo (IPP). Alta regulación de erg13 sugiere un incremento 

en el flujo metabólico por la ruta del mevalonato, lo que lleva a un eventual 

aumento en la producción de carotenoides. En la Figura 9 se puede observar la 

ubicación del gen erg13 en la ruta metabólica. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

34 
 

Figura 9. Ruta metabólica para la biosíntesis de Ergosterol, incluyendo la biosíntesis de 
carotenoides de X. dendrorhous. Genes con alta regulación se encuentran resaltados. 

 

Fuente: E. I. Wilding et al. 

Varios genes relacionados con la respuesta ante el estrés oxidativo fueron 

identificados con perturbaciones. Los genes, aad6 (en SM12, SM13 Y SM22), 

mxr2 (en SM12, SM13, SM14 y SM22), uga1 (en SM22) y rox1 (en SM12), 

involucrados en la respuesta ante estrés oxidativo poseen baja regulación en los 

mutantes. Por otra parte, los genes gnd1 (en SM14), sko1 (en SM12) y hor2 (en 

SM14 y SM22), cuyas expresiones habían decrecido bajo estrés oxidativo en otras 

investigaciones [37]–[39], se encontraron con alta expresión en los mutantes del 

presente trabajo. El resultado sugiere que el incremento en la producción de 

carotenoides alivia el estrés oxidativo en la célula.   
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3.5. Biorreactor 

Se realizaron experimentos con un biorreactor de 7 L para maximizar la 

producción de carotenoides. La cepa SM14 fue seleccionada para este proceso 

debido a que fue la mejor productora de carotenoides. La utilización de YNB se 

debe a que al usar YPD en el biorreactor se produce espuma que afecta el 

crecimiento celular y las condiciones del proceso. 

En este estudio inicial, el biorreactor fue suplido con aireación de 6.0 L/min con el 

objetivo de mantener el oxígeno disuelto en por lo menos 50%. Luego de 24 

horas, la cantidad de glucosa en el medio fue consumida (verificado con HPLC) y 

la cantidad de β-caroteno producido en ese punto fue de 6 mg/g peso seco celular. 

24 horas después, el etanol acumulado en el caldo de cultivo comenzó a ser 

consumido (como fuente de carbono), y la producción neta de β-caroteno se 

incrementó notablemente, alcanzando 15 mg/g peso seco celular, como se 

muestra en la Figura 10. Para verificar que el uso de etanol como fuente de 

carbono incrementa la productividad de β-caroteno comparado con la glucosa, se 

realizaron dos experimentos discontinuos usando la cepa SM14 en medio YNB 

con 2% de D-glucosa (p/v) o 4% de etanol (v/v) hasta la parte final de la fase 

exponencial (antes de que comenzara el crecimiento diaúxico en el cultivo con 

glucosa). Los resultados fueron 8.8 mg/g peso seco celular y 15.2 mg/g peso seco 

celular en glucosa y etanol respectivamente, lo que significa un incremento del 

73% ± 6% en la producción de β-caroteno usando etanol comparado con la 

glucosa. Según información encontrada, en la mayoría de las cepas de levadura la 

acumulación de carotenoides se inicia en la parte final de la fase exponencial y 

continua en la fase estacionaria, lo cual es normalmente observado en la 

producción de metabolitos secundarios [40]. 

Debido a las diferencias presentadas en las condiciones de crecimiento de las 

cepas (medio de cultivo YPD y YNB, pH y aireación) entre el biorreactor y los 

tubos de ensayo, la productividad en el biorreactor (15 mg/g peso seco celular) fue 
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menor que la productividad obtenida en los tubos de ensayo (18 ± 1 mg/g peso 

seco celular). Los parámetros específicos que afectan la producción de 

carotenoides en el biorreactor aún no se han investigado.  

Figura 10. Producción de carotenoides de la cepa SM14, usando un biorreactor de 7 litros. 
Línea sólida: OD (densidad óptica a 600 nm). Línea discontinua: producción de β-
caroteno. 

 

En la Figura 11 se puede observar el cambio en la densidad óptica y el aumento 

en la coloración, lo que significa un incremento en la concentración celular y de 

carotenoides, durante 72 horas de crecimiento celular de la cepa SM14.  El medio 

utilizado fue YNB (20 g/L glucosa), pH mantenido en 5.5, agitación a 300 rpm y 

temperatura de 30°C. 
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3.6. Comparación con otros laboratorios 

A partir de la producción obtenida de β-caroteno, se realizó una comparación 

respecto a la cantidad producida de β-caroteno por otros laboratorios. Como se 

puede observar en la Tabla 2, la cantidad producida de β-caroteno por este trabajo 

es aproximadamente 3 veces mayor respecto a la mejor de las cepas de S. 

cerevisiae productoras de carotenoides investigadas. Esto se debe a que la 

evolución adaptativa fue satisfactoriamente utilizada para el incremento de 

carotenoides, método que nunca había sido experimentado para este objetivo. 

 

 

 

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 

Figura 11. Imágenes del crecimiento de la cepa SM14 con el tiempo. 
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Tabla 2. Comparación en la producción de β-caroteno respecto a otros laboratorios, 
usando S. cerevisiae modificada.  

Microorganism
o 

Producción de β-
caroteno (mg/g peso 

seco celular) 
Condiciones de Crecimiento Año Fuente 

S. cerevisiae 
Modificada 

18.00 
Tubos 3 mL (YPD), 72 horas, 60 

rpm, 30°C 
2012-
2013 

Autor 

S. cerevisiae 
Modificada 

6.29 
Erlenmeyer 200 mL (YNB), 16 

horas, 180 rpm, 30°C 
2011 [41] 

S. cerevisiae 
Modificada 

3.90 
Flask 500 mL (YNB), 72 to 96 

horas, 120 rpm, 30°C 
2011 [42] 

S. cerevisiae 

Modificada 
5.88 Erlenmeyer (YNB), 225 rpm, 30°C 2007 [15] 

 

Este trabajo de investigación fue publicado en la revista Metabolic Engineering en 

su volumen 21 en enero de 2014 y tiene como título “Improving carotenoids 

production in yeast via adaptive laboratory evolution” [43].  
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4. CONCLUSIONES 

La evolución adaptativa fue satisfactoriamente aplicada para el incremento en la 

producción de carotenoides con una cepa de S. cerevisiae modificada 

genéticamente, alcanzando una producción de 18 mg/g peso seco celular de β-

caroteno lo que significa un incremento de tres veces en la producción respecto al 

ancestro (6 mg/g peso seco celular). 

El análisis del transcriptoma reveló un incremento en la expresión de varios genes 

relacionados con la biosíntesis de lípidos, específicamente un incremento en el 

flujo metabólico por la ruta del mevalonato, lo que lleva a un eventual aumento en 

la producción de carotenoides. 

El crecimiento de la cepa SM14 en un biorreactor permitió observar que la 

cantidad de carotenoides producidos es menor que la obtenida usando los tubos 

de ensayo, esto se debe a las diferencias presentadas en las condiciones de 

crecimiento como medio de cultivo, pH y aireación.  

Comparando la cantidad producida de β-caroteno por las cepas desarrolladas de 

S. cerevisiae en este trabajo y la cantidad producida de β-caroteno por cepas de  

S. cerevisiae en otras publicaciones, se puede observar que la cepa evolucionada 

en este trabajo representa la mayor producción de β-caroteno.  

Este trabajo demuestra que una apropiada presión selectiva se puede emplear 

para mejorar la producción de un metabolito secundario realizando una evolución 

dirigida. 
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ANEXOS 

ANEXO A. CEPAS USADAS EN LOS EXPERIMENTOS 

Tabla 3. Cepas usadas. 

Cepa Genotipo relevante Fuente 

GSY1136 
Matα, ura3-52, gal+ en S288c como base, 

YBR209W::Act1p-GFP-Act1t-ura3 

Kao and 

Sherlock [25] 

YLH0 GSY1136 Δura3 Este trabajo 

YLH1 GSY1136 YIplac211YB/I/E* Este trabajo 

YHL2 GSY1136 YIplac211YB/I/E* Δctt1 Este trabajo 

YLH3 GSY1136 Δctt1 Este trabajo 
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ANEXO B. MEDIOS DE CULTIVO 

Tabla 4. Medios de cultivo.  

Nombre Componentes Cantidad (1 Litro) 

YPD Extracto de levadura 

Peptona 

D-glucosa 

10.0 gramos 

20.0 gramos 

20.0 gramos 

YPD Agar Extracto de levadura 

Peptona 

D-glucosa 

Agar 

10.0 gramos 

20.0 gramos 

20.0 gramos 

15.0 gramos 

YNB D-glucosa 

Base nitrogenada de levadura 

Sulfato de amonio 

20.0 gramos 

1.7 gramos 

5.0 gramos 

Fuente: Laboratory of Dr. Kao. 
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ANEXO C. MÉTODO DE ACETATO DE LITIO – HIGH EFFICIENCY 

TRANSFORMATION PROTOCOL 

1. Inoculate 2-5 ml of liquid YPD or 10 ml SC and incubate with shaking overnight at 30°C. 

2. Count o/n culture and inoculate 50 ml of warm YPD to a cell density of 5 x 106/ml 

culture. 

i) Dilute overnight YPD or SC cultures 10-1 or more in water. 

ii) Carefully place 10 µl of the cell suspension between the cover slip and the base of 

haemocytometer. Let the cells settle onto the haemocytometer grid for a few minutes. The 

grid area is typically 1 square millimeter, divided into 25 equal-sized squares, and the 

volume measured is 10-4 ml. 

ii) Count the number of cells in 5 diagonal squares 

iv) Calculate the cell titer as follows: cells counted x 5 x dilution factor x 1/volume 

measured by the 25 squares of the haemocytometer. 239 cells x 5 x 10 (dilution factor) x 

1/10-4ml =1.2 x 108 cells/ml. 

v) Saccharomyces cerevisiae divides by budding from a mother cell. Count budded cells 

as a single cells. Count cells with equal bud sizes as two cells there is evidence of 

additional buds forming on either cell. Some strains form clumps of cells which reduce 

plating efficiency. A single clump of cells will only give rise to one colony on a plate, which 

may complicate further analysis. 

vi) You may also use OD600 to determine cell titer; however the relationship between cell 

number and OD is strain specific. 

3. Incubate the culture at 30oC on a shaker at 200 rpm until its equivalent to 2 x 107 

cells/ml. This will take 3 to 5 hours. This culture will give sufficient cells for 10 

transformations. 

Note: 

i) It is important to allow the cells to complete at least two divisions. 
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ii) Transformation efficiency (transformants/ µg plasmid/108 cells) remains constant for 3 

to 4 cell divisions. 

4. Harvest the culture in a sterile 50 ml centrifuge tube at 3000 x g (5000 rpm) for 5 min. 

5. Pour off the medium, resuspend the cells in 25 ml of sterile water and centrifuge again. 

6. Pour off the water, resuspend the cells in 1.0 ml 100 mM LiAc and transfer the 

suspension to a 1.5 ml microfuge tube. 

7. Pellet the cells at top speed for 15 sec and remove the LiAc with a micropipette. 

8. Resuspend the cells to a final volume of 500 µl (2 x 109 cells/ml) --about 400µl of 100 

mM LiAc-- 

Note: If the cell titer of the culture is greater than 2 x 107/ cells ml the volume of the LiAc 

should be increased to maintain the titer of this suspension at 2 x 109 cells/ml. If the titer of 

the culture is less than 2 x 107/ cells ml then decrease the amount of LiAc. 

9. Boil a 1.0 ml sample of SS-DNA for 5 min. and quickly chill in ice water. 

**** It is not necessary or desirable to boil the carrier DNA every time. Keep a small aliquot 

in your own freezer box and boil after 3-4 freeze-thaws. But keep on ice when out. 

10. Vortex the cell suspension and pipette 50 µl samples into labelled µfuge tubes. Pellet 

the cells and remove the LiAc with a micropipette. 

11. The basic "transformation mix" consists of: 

240 µl PEG (50% w/v) 

36 µl 1.0 M. LiAc 

50 µl SS-DNA (2.0 mg/ml) 

X µl Plasmid DNA (0.1 - 10 µg) 

34-X µl Sterile ddH2O 

360 µl TOTAL 

Carefully add these ingredients in the order listed. 
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Note: The order is important here! The PEG should go in first, which shields the cells from 

the detrimental effects of the high concentration of LiAc. 

One can also premix the ingredients except for the plasmid DNA then add 355µl of TRAFO 

mix on top of the cell pellet. Then add the 5 µl of plasmid DNA and mix. Take care to 

deliver the correct volume as the Trafo mix is viscous. 

12. Vortex each tube vigorously until the cell pellet has been completely mixed. Usually 

takes about 1 min. 

13. Incubate at 30oC for 30 min. 

14. Heat shock in a water bath at 42oC for 30 min. 

Note: The optimum time can vary for different yeast strains. Please test this if you need 

high efficiency from your transformations. 

15. Microfuge at 6-8000 rpm for 15 sec and remove the transformation mix with a 

micropipette. 

16. Pipette 1.0 ml of sterile water into each tube and resuspend the pellet by pipetting it up 

and down gently. 

Note: We like to be a gentle as possible at this step if high efficiency is important. 

Excessive washing washes away transformants. 

17. Plate from 2 to 200 µl of the transformation mix onto SC-minus plates. If plating less 

than 200 µl deliver into a pool of not more than a final volume of 200 µl of sterile water on 

the plate. 

Note: When spreading yeast inoculums onto the plate gently distribute the fluid completely 

with a sterile glass rod with a minimum of strokes. Allow the fluid to be taken up by the 

plate prior to incubation. 

18. Incubate the SC minus plates for 2 - 4 days to recover transformants. 
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ANEXO D. CURVAS DE CALIBRACIÓN 

Figura 12. Relación para cuantificar los carotenoides. 

 

Figura 13. Relación para cuantificar β-caroteno. 
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ANEXO E. TRANSCRIPCIÓN INVERSA 

La transcripción inversa se preparó mezclando 10 μg del ARNm extraido, IU 

SuperScript® III transcriptasa inversa (Life Technologies), nucleótidos (dATP-

5mM, dGTP-5mM, dCTP-5mM, dTTP-2mM y alilo amino dUTP-3mM) y Oligo 

(dT)20 cebadores (primers) (Life Technologies) para sintetizar el cADN. El cADN 

fue recuperado mediante precipitación con etanol en hielo. Cy-3 y Cy-5 mono-

Reactivo Dye Pack (tinte, GE Healthcare) fueron utilizados para etiquetar las 

muestras de cADN. Las muestras etiquetadas de cADN fue hibridado a el S. 

cerevisiae G4813 Gene Expression Microarray (Agilent Technologies). La 

colección fue escaneada usando el GenePix 4100ª Microarray Scanner y el 

programa Genepix Pro 6.0 (Molecular Devices) para obtener la imagen del 

análisis. 
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ANEXO F. ESPECIFICACIONES DEL PCR EN TIEMPO REAL 

GoTaq® qPCR Master Mix (Promega) fue utilizado para todos los experimentos 

PCR en tiempo real, usando 20 ng de cADN y 0.5 μM de cada iniciador. Los 

iniciadores utilizados para el experimento fueron: gen de control (COQ5): GAC 

TTC AAT ACA GTC TTC GAA CCA AA (delantero) and TCC TTA TAC AGC TGC 

TGT TAC AAT T (reverso).  crtYB gene: TGC CAC AAT TGA CAT GGT CT 

(delantero) and AGG CGA AAT GGT ATT GAA CG (reverso).  crtI gene: GAA GTC 

GAG CGT TTT GAA GG (delantero) and AGG ATT TGG CCA ATG AAC TG 

(reverso).  crtE gene: GGG ATT CCG CAG ACA ATA AA (delantero) and CTT 

TCG AGA ACG GAA TCT GC (reverso). El protocolo del termociclador fue: 95°C 

por 3 minutos seguido de 39 ciclos de 95°C por 10 segundos seguido de 55°C por 

30 segundos. 
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ANEXO G. MUTANTES INDIVIDUALES SELECCIONADOS DE LAS 

POBLACIONES EVOLUCIONADAS 

Tabla 5. Lista de los mutantes individuales seleccionados de las poblaciones 
evolucionadas. 

Mutante individual Población progenitora 

SM11 P1-04 

SM12 P1-15 

SM13 P1-24 

SM14 P1-30 

SM15 P1-31 

SM16 P1-34 

SM21 P2-10 

SM22 P2-30 

SM23 P2-37 

SM24 P2-39 

 

 

 

 

 

 


