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Resumen.

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas inestables que contienen oxigeno
y reaccionan facilmente con otras moléculas de la célula donde generan dafios
sobre las moléculas lipidicas, las proteinas y el ADN. Para combatirlos, se han
identificado antioxidantes como el betacaroteno, producido por organismos como
Blakeslea trispora, Dunalliela salina, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula
mucilaginosa, entre otros. No obstante, el betacaroteno es producido en bajas
cantidades en comparacion con otros antioxidantes por cepas de levaduras como
R. mucilaginosa. Cabe agregar que muchas de las metodologias empleadas hoy en
dia para la extraccion de antioxidantes de plantas o0 microorganismos son
ineficientes, costosas y no son sostenibles medioambientalmente. Las levaduras del
género Rhodotorula se convierten entonces en candidatas promisorias para
producir betacaroteno, ya que se ha demostrado que su cluster productor de
betacaroteno puede ser expresado de forma heterdloga en otros organismos para
optimizar su produccion. Por lo anterior, este proyecto pretendié establecer la
primera etapa de la metodologia para la produccion heteréloga del cllster
biosintético de Rhodotorula mucilaginosa EA-BIO010 en cepas de E. coli TOP10,
comenzando con la clonacion del gen crtl. Este nuevo microorganismo
recombinante podra emplearse en un futuro para la produccion de sostenible y
eficiente de betacarotenos y aportar a la creacion de procesos biolégicos de
produccion de antioxidantes para uso industrial.

Planteamiento del problema.

Hoy en dia se han evidenciado los efectos que generan altos niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en las células humanas, donde este, mediante la
produccion del péptido toxico B-amiloide, la activacion de oncogenes y la activacion
de quinasas y factores NF-kappa B y AP-1, facilitan el desarrollo de alzheimer,
cancer y procesos de inflamacién pulmonar entre otros padecimientos (Pham-Huy
& Pham-Huy, 2008). Por lo anterior, la investigacion en antioxidantes ha cobrado
interés para investigadores, y organizaciones de la industria en los ultimos afios.
Existen aproximadamente 700 especies moleculares identificadas, entre ellas
betacaroteno, alfa-caroteno, zeaxantina, betacriptoxantina y luteina, que son
interesantes debido a sus capacidades para combatir el cancer, procesos
inflamatorios, entre otros, motivo por el cual han sido un ingrediente de uso comun
y recurrente en la industria cosmeética, nutracéutica, entre otras (Stefan-van Staden
et al., 2019).



Sin embargo, se sabe que, en términos de produccion, los carotenoides
provenientes de la quimica sintética son menos costosos que aquellos de
produccion natural. Ejemplos para ilustrar lo anterior es el valor de la astaxantina
sintética (~ USD1000/Kg) y el de la astaxantina producida por Hematococus
pluvialis (USD2500-7000/Kg), incluso los betacarotenos sintéticos tienen menor
valor, alrededor de USD343.54-499.59/Kg(Silva Igreja et al., 2021). En el caso de
las plantas, estas sufren de bajo rendimiento productivo de carotenoides debido a
restricciones como la geografia, abriéndole paso al uso de microorganismos como
biofabricas (Papadaki et al., 2021).

Dentro de los métodos modernos empleados para la obtencion de carotenoides, la
extraccion super critica (SCE) es hasta ahora el mas sostenible
medioambientalmente y mas empleado para esta actividad (Saini et al., 2022). Este
método se emplea generalmente para la obtencién de carotenoides de frutas y su
rendimiento es bajo para metabolitos polares; respecto a los microorganismos,
normalmente se incurre en varios métodos de disrupcion fisica para la destruccion
de la pared celular y también se emplean debido a la asociacion que tienen los
carotenoides con lipidos, proteinas y otros compuestos, haciendo asi la obtencién
de estos metabolitos un proceso tedioso y mas costoso (Saini et al., 2022).
Adicionalmente, la extraccion por medio de DMSO es el método mas empleado para
la obtencién de carotenoides de microorganismos ya que es eficiente para la
obtencién de antioxidantes, pero implica el uso de solventes toxicos los cuales
presentan un riesgo para el medio ambiente y la salud, asi como también lo son los
métodos que emplean la quimica sintética (Musa et al., 2011; Macias et al., 2017).
Asimismo, los sustratos empleados para promover la produccion de antioxidantes
en microorganismos son costosos (Malisorn & Suntornsuk, 2009; Cheng & Yang,
2016;Liu et al., 2021). Los métodos anteriormente mencionados no son eficientes
para la obtencion de carotenoides (S. Gan et al., 2022a), incluso los empleados para
obtener antioxidantes de levaduras, los cuales han sido declarados ineficientes al
obtenerlos directamente de fermentaciones con cepas nativas, asi estas sean de
interés biotecnoldgico (Moliné et al., 2012).

Respecto a la produccion de antioxidantes por parte de levaduras, los cultivos de
Rhodotorula mucilaginosa en condiciones estandar producen un maximo de 819.23
+/- 8.52 ng/g carotenoides en un lapso de 120 horas (Sharma & Ghoshal, 2021), entre
ellos, el betacaroteno, el gamacaroteno, toruleno y torularhodina tienen una
produccion de 103-250ug/g (Silva Igreja et al., 2021). Se ha evaluado la capacidad
de produccion de R. mucilaginosa en diferentes tipos de medios (tabla S1) y en
medio no optimizados con diferentes tiempos de crecimiento (tabla S2). Es
importante resaltar el hecho de que la produccion general de carotenos y de
betacarotenos de R. mucilaginosa estd debajo de los 32mg/g producidos por
Rhodotorula glutinis, la cual es considerada una produccién decente de



carotenoides usado en general en las diversas industrias (Tang et al., 2019). En ese
mismo orden de ideas, los costos de compra de los betacarotenos se pueden ver
en el caso de Brasil en el 2013, donde pagdé USD 38'929,505 por 3'781,376 Kg de
carotenoides en importaciones, siendo este pais uno de los principales
compradores de carotenos (Silva Igreja et al., 2021). Lo anterior ilustra la ineficiencia
de produccion de betacarotenos de R. mucilaginosa y la dificultad que presenta para
lograr producciones comerciales y suplir la demanda del mercado, realizando al
mismo tiempo procesos sostenibles medioambientalmente.

Dado los problemas previamente planteados, relacionados con la ineficiencia de
produccion de betacarotenos en R. mucilaginosa, esta investigacion se enfocé en
la clonacion del gen crtl de la cepa R. mucilaginosa EA-BIO010 en Escherichia coli,
como punto de partida de un programa de investigacion que busca la clonacion del
cluster biosintético completo. Se pretende generar un organismo recombinante
piloto basado en la clonacion del gen crtl y asi, en un futuro cercano, producir de
forma eficiente y biotecnoldgica, dichos antioxidantes de interés comercial y de
guimica verde mediante ingenieria metabdlica. En ese mismo orden de ideas, se
plantea la pregunta de investigacion: ¢Es posible clonar y expresar
heter6logamente el gen crtl de R. mucilaginosa en E. coli como célula huésped y
biofabrica piloto?

Justificacién del proyecto.

El presente proyecto se enfoca en la generacion de un organismo recombinante
mediante ingenieria geneética, empleando el gen crtl involucrado en el cllster
biosintético productor de carotenos de Rhodotorula mucilaginosa EA-BIO010 y
expresandolo en células de E. coli. Es importante recalcar que la ingenieria genética
y biotecnologia tienen un impacto significativo y diverso en nuestra sociedad. Uno
de estos ejemplos son las nuevas técnicas de fitomejoramiento en plantas (NPBTS)
vistos en especies de papa, algodon, canola, entre otras, las cuales han permitido
una reduccion en el uso de herbicidas y pesticidas en la agricultura del 8.3% (775.4
millones de Kg), reduciendo asi el impacto ambiental en un 18.5% (Tyczewska et
al., 2023). Otro caso es el uso de E. coli para la produccion de somatotropina,
hormona encontrada en la leche bovina. Este avance permitio el incremento en la
produccion de dicha hormona entre un 10-12% sin la necesidad de aumentar los
sacrificios bovinos (Ranjha et al., 2022). Ademas, considerando lo anterior, este
proyecto aportara conocimiento sobre el uso de nuevas biotecnologias que podran
ser empleadas en diferentes industrias para la obtencion de diversos metabolitos de
interés a través de métodos regenerativos y se espera que dé luces sobre los



primeros pasos para realizar la clonacion del cluster biosintético de R. mucilaginosa
EA-BIO010.

Hipodtesis: La produccion de la fitoeno deshidrogenasa derivado del gen crtl en E.
coliTOP10 esté asociado al proceso de expresion heterdloga realizado mediante
ingenieria genética.

Objetivo General: Amplificar los genes nativos del cluster biosintético de R.
mucilaginosa EA-BIO010 en E. coli TOP10 y clonar al menos uno de ellos, mediante
técnicas de Ingenieria genética.

Objetivos especificos:

1. Obtener ADN gendmico de R. mucilaginosa EA-BIO010

2. Amplificar los genes nativos involucrados en el cluster biosintético para
betacarotenos en R. mucilaginosa EA-BIO010 mediante PCR convencional.

3. Clonar el gen crtl procedente de R. mucilaginosa EA-BIO010 en células de
E. coli TOP10, mediante técnicas de ingenieria genética.

4. Determinar la efectividad del proceso de clonacién de uno de los genes
nativos de R. mucilaginosa EA-BIO010 en células recombinantes de E. coli
TOP10

Marco Tebrico

El estrés oxidativo hace referencia a niveles elevados de radicales de oxigeno
(ROS) que pueden generar dafios a los lipidos, proteinas y ADN (Kasote et al.,
2015); dentro de los ROS mas destacados se encuentran los radicales de aniones
de superoxidos, radicales hidroxilos y radicales de peroxido de hidrogeno. En el
caso de las plantas, estas producen ROS como el peréxido de hidrégeno (H202),
superoxido (0O2) y oxido nitrico (NO*) en ubicaciones intracelulares como el
fotosistema | (PSI) y fotosistema Il (PSII) de la membrana del cloroplasto, membrana
y matriz celular del peroxisoma; ubiquinona y los complejos | y lll de la cadena
transportadora de electrones en la membrana mitocondrial (ETC) (Kasote et al.,
2015) y en el caso de las células humanas estos son subproductos de la
mitocondria, los cuales pueden desencadenar Alzheimer a través de la produccion
del péptido toéxico B-amiloide, cancer mediante la activacion de oncogenes,
inflamacion pulmonar mediante la activacion de quinasas y factores NF-kappa B y
AP-1, entre otras (Pham-Huy & Pham-Huy, 2008). Para ello, los organismos han
desarrollado defensas contra estas moléculas como el superdxido dismutasa
(SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR), glutatién, tioredoxina,
vitamina C y vitamina (Yang et al., 2017), todas estas moléculas conocidas bajo el
término de “antioxidantes”.



Las moléculas antioxidantes son producidas y obtenidas para uso industrial de
organismos fotoautotrofos como las plantas, micro y macroalgas, insectos, bacterias
y hongos. Donde en las plantas, estos juegan un rol fundamental en la fotosintesis
oxigénica, foto proteccion y rutas de sefalizacion (Saini et al., 2022). Estos también
pueden ser encontrados en peces, ganado, huevo, cereales (Crupi et al., 2023). Por
otro lado, estos pueden ser obtenidos también mediante diversas metodologias
como la sintesis quimica, extraccion de plantas, métodos fisicoquimicos y
biosintesis microbiolégica (Bogacz-Radomska & Harasym, 2018; Meléndez-
Martinez et al., 2022). Hoy en dia, los antioxidantes son ampliamente usados en la
industria de alimentos y de salud debido a sus beneficios como la reduccién de
riesgo para desarrollar cancer cervical, de ovarios, colorrectal, de mama, de
préstata, entre otros; asi como también previene enfermedades cardiovasculares y
desérdenes 06seos, oculares y epidérmicos cuando estos son consumidos
(Meléndez-Martinez et al.,, 2022; Metibemu & Ogungbe, 2022). Entre los
compuestos antioxidantes mas empleados a nivel comercial, se encuentran los
carotenos, los cuales generan pigmentaciones rojas y naranjadas en los diferentes
organos de una planta, y pueden ser encontrados también en bacterias, levaduras,
algas y animales (Saini & Young-Soo, 2017). Molecularmente, estos compuestos
antioxidantes de la familia quimica de carotenos consisten en esqueletos de
hidrocarburo con instauraciones y sin atomos de oxigeno derivados del isopreno
como el betacaroteno producido por levaduras, a diferencia del grupo de los
xantofilos que si contienen oxigeno (Figura 1 y Figura 2). Ademas, se han
identificado al menos 700 especies moleculares de carotenos y es gracias a la
diversidad en su estructura molecular que estas moléculas se aplican en diversas
industrias, tales como en la nutricional, donde se ha evidenciado que el consumo
de betacarotenos encontrado en frutas y verduras verdes como en la zanahoria, el
insumo de suplementos dietarios y su aplicacibn como aditivos y suplementos
nutricionales en las comidas, reduce la incidencia de enfermedades cronicas, tales
como las enfermedades cardiovasculares, colitis ulcerativa, sindrome de colon
irritable, entre otras. (Rezaeeyan et al., 2017;(C. Liu et al., 2021); Rocha et al.,
2023). En la industria farmacéutica se ha observado que el uso de carotenoides,
han demostrado la capacidad de reducir el nimero de células cancerigenas,
prometiendo ser una a alternativa a la radio y quimioterapia (Metibemu & Ogungbe,
2022). La industria cosmética también implementa moléculas como los carotenoides
para combatir el envejecimiento, la proteccion de rayos UV (naturales y artificiales),
el dafio en la piel por bronceo excesivo, fotocarcinogénesis, entre otros, con
productos que contienen carotenoides como la CREMA BIO CAROTENOQO®
(Cosmeéticos Cies) (Meléndez-Martinez et al., 2021). Dentro de los carotenos, las
especies moleculares mas empleadas se encuentran el betacaroteno, alfa-
caroteno, zeaxantina, betacriptoxantina y luteina- Se reporta, entre otros beneficios,
la capacidad que tienen estas de combatir el envejecimiento de la piel debido a la



absorcién de los rayos UV provenientes del sol, por lo cual han sido un ingrediente
de uso comun y recurrente en la industria cosmética (Stefan-van Staden et al.,
2019).

Figura 1. Estructura molecular del isopreno (CsHs).
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Figura 1. llustacién personal basada en PubChem Isoprene (2022).

Figura 2. Estructura molecular del betacaroteno (CaoHse) y cepa productora R.
mucilaginosa EA-BIO010.




Figura 2. llustracién personal de la molécula betacaroteno basada en PubChem Betacarotene (2022a),
antioxidante producido por cepas de Rhodotorula mucilaginosa EA-BIO010 (foto propia del autor) y se
evidencia una coloraciéon naranja, caracteristica propia de este metabolito.

En el mercado internacional, los carotenoides representaron una produccion de
$1.5USD billones en 2014 con un crecimiento del 2.3% anual donde el
betacaroteno, astaxantina y luteina ocupan el 60% del mercado mundial. Es
importante recalcar que el 90% de los métodos empleados para la producciéon de
carotenos usados en las diversas industrias, presentan evidencia de tener
contraindicaciones para la salud humana. Existen diversos reportes donde se ha
comprobado que algunos de los solventes empleados para la sintesis quimica de
carotenoides, como el petréleo, puede conllevar al desarrollo de hemorragias
internas, intoxicacion del sistema nervioso central (SNC), malformaciones craneales
y defectos cardiacos una vez este es inhalado; el dimetil-éter, otro solvente
ampliamente usado en la produccion sintética de carotenoides, también genera
intoxicacion por inhalacion (Parasuraman et al., 2014). Otros de los compuestos
empleados para la produccion sintética de carotenoides, es la trifenilfosfina, reactivo
derivado de las reacciones de Wittig y compuestos de Grignard (Bogacz-Radomska
& Harasym, 2018), la cual puede ser absorbida por inhalacion o ingesta y generar
tos, irritacion, enrojecimiento y dolor epidérmico y funciona como neurotoxina
(PubChem, 2023).

Ademas, se ha evidenciado el desarrollo de crecimientos malignos cancerigenos en
individuos con alta ingesta de betacarotenos de origen sintético (Ribeiro et al.,
2011);(Francois et al., 2020). En el caso de los betacarotenos, aquellos producidos
sintéticamente mediante condensacion de enol-éter (figura S1) o condensacién de
Wittig, se dice de que carecen de los beneficios de salud que deben contener estas
moléculas en su estado natural, al ser producidas por microorganismos y plantas
(Woutersen et al., 1999; Ribeiro, et al., 2011; Bogacz-Radomska & Harasym, 2018).
Por otro lado, hoy en dia ha aumentado la demanda por una produccion mas
sostenible medioambientalmente y natural de los carotenoides debido a los efectos
negativos para la salud y bajo rendimiento en su obtencion (Saini & Young-Soo,
2017;Hoang et al., 2021). Adicionalmente, los carotenos alcanzaron los USD1.4
billones en el 2019 y los betacarotenos ocuparon el primer lugar de comercializacion
con un 23.2% en el mercado de carotenoides a nivel global (Saini et al., 2022).
Ademas, en el afio 2021 logro alcanzar la cifra de USD2.05 billones y se estima que
estén valorados alrededor de los 2 billones de USD para el afio 2022 y alrededor de
USD2.94 billones para el 2026 (Tang, Wang, et al., 2019; Wargala et al., 2021).
Dentro de los antioxidantes, son la cantaxantina, astaxantina y el betacaroteno son
las moléculas méas usadas en el mercado y las cuales proveen de mayor valor
agregado comercial (C. Liu et al.,, 2021). Por otro lado, la produccion de
antioxidantes de origen vegetal esta limitada a la variabilidad climatica, estacional y



geografica; bajo contenido de estos metabolitos a nivel celular, tiempo de
crecimiento de las plantas y el requerimiento de areas considerables de cultivacion
(Jong Kook et al, 2010;Donhowe & Kong, 2014; Mata-Gomez et al., 2014; Silva
Igreja et al., 2021). Es por lo anterior que se hace urgente comenzar a migrar a
tecnologias sostenibles, eficientes y que estén basadas en fuentes biolégicas o
recursos renovables (Mata-Gémez et al., 2014).

Asimismo, la obtencién natural de antioxidantes en general es limitada debido a su
bajo rendimiento respecto a su produccidén en plantas y los costos significativos
asociados a estos procesos como se puede observar en la tabla S3 y figura S2
(Saini & Young-Soo, 2017). Debido a lo anterior, los microorganismos emergen
como una alternativa con capacidades metabdlicas para producir antioxidantes de
tipo carotenoides, que puedan usarse para fines diversos como en productos
nutracéuticos, produccion de bebidas alcohdlicas fermentadas y &cidos orgénicos.
Algunos de estos microorganismos son productores naturales de carotenoides, y
otros son modificados genéticamente para lograr este fin, como puede verse en las
tablas S4 y S5 (Rai et al., 2019; Almeida et al., 2017). Entre las especies de
levaduras destacadas por su capacidad de produccién de antioxidantes se destacan
Rhodotorula mucilaginosa y Clavispora sp. (Dominique & Nguyen, 1997; Isaacs &
Gregory, 2012; Mata-Gomez et al., 2018; Allahkarami et al., 2021).

Para la obtencion de los betacarotenos de los microorganismos, se emplean
algunas técnicas como la congelacion y maceracion con tierras diatomeas,
extraccion con dimetisulféxido (DMSO), lisis enzimética y ondas ultrasonicas;
liofilizado, congelacion con N2 y maceracion; extraccion con acetona y éter de
petréleo, extraccion con acido (HCI) y acetona; extraccion asistida por microondas
(MAE); extraccion con mix de acetona, etanol, hexano; extraccion asistida con
ultrasonicacion (UAE); métodos de disrupcion fisica y extraccion, extraccién
presurizada con liquidos (PLE) con CO2 supercritico (SCE) (Jong Kook et al., 2010;
Mata-GOmez et al., 2018;Zhang et al., 2018; Liu et al., 2021; Saini et al., 2022;).
Existen otras formas de obtener los carotenoides como lo son la extraccion
convencional con solventes quimicos, el cual es el mas comun, pero representa una
inversion elevada de tiempo y energia, lo convierte en un proceso ineficiente,
sumado al hecho de que los antioxidantes polares y no polares se encuentran
usualmente mixtos lo que hace aun mas complejo elegir una metodologia para la
extraccion de alguno de ellos en especifico (Gullon et al., 2019; Liu et al., 2021).
Ademas, como se reporto previamente, pueden quedar trazas de los solventes que
generan condiciones adversas de salud en un usuario final de los productos donde
estan formulados dichos antioxidantes. Las metodologias modernas como la UAE,
PLE y SCE son méas limpias debido a la reduccion de energia y al uso combinado
de solventes organicos (Cendrowski et al., 2020).



En el caso de R. mucilaginosa, se ha logrado identificar los genes responsables
para la obtencion de betacarotenos, los cuales son el licopeno ciclasa (crtY), fitoeno
desaturasa (crtl), licopeno ciclasa/fitoeno sintasa (crtB) y el isopentil-difosfato delta-
isomerasa como puede observarse en la figura S3. Alli, se observa que el crtY y
crtB usualmente estan yuxtapuestos y codifican para una proteina bifuncional que
hace de veces de licopeno ciclasa y fitoeno ciclasa (Han Ming et al., 2017; Wei, et
al., 2019). Es importante considerar que los genes crtY, crtB y crtl, tienen una
homologia desde el 65% con los genes biosintéticos de Rhodotorula toruloides los
cuales son CAR2, para el crtY y crtB y CAR1 para el crtl (Figura 3) (Gan et al.,
2017;Landolfo et al., 2018), y estos tienen como numero de acceso a su CDS en
NCBI KY937965, KY937966 y KY937964 respectivamente (Landolfo et al., 2019).
Los genes de R. mucilaginosa descritos anteriormente, fueron elucidados mediante
sintenia empleando cepas de R. toruloides y R. mucilaginosa para poder sintetizar
de esta manera los primers apropiados y amplificar el clister biosintético de R.
mucilaginosa encontrado en la ruta metabdlica del mevalonato (MVA) (Landolfo et
al., 2018;Gan et al., 2022).

La ruta MVA tiene la capacidad de producir isoprenoides, en la cual, el acetil-CoA
se convierte en isopentinil difosfato (IPP) y dimetialil difosfato (DMAPP), donde
estos ultimos se condensan para producir geranil difosfato y farnesil difosfato (FPP),
y esta Ultima enzima es considerada el precursor universal para los terpenoides
(Yang et al., 2021). Es en esta ruta en la cual se pueden encontrar los genes crtl,
crtY y crtB (Landolfo et al., 2018). Asimismo, el gen crtl es de interés biotecnologico
debido a que este puede ser mutado para generar plantas mutantes resistentes a
diversos pesticidas como el norflurazon (Molina-Marquez et al., 2019). Se ha
evidenciado, ademas, que este gen produce una proteina asociada a la membrana
gue emplea la flavina adenina nucleétida (FAD) como co-factor redox en plantas,
mediante el cual se transportan electrones y permiten la eventual desaturacion de
carotenoides; en el caso de las bacterias y los hongos, este gen cataliza la
conversion del fitoeno al licopeno en la ruta MVA y se ha determinado que carece
de homologia con el gen crtl encontrado en plantas, sugiriendo que este evolucion6
de forma independiente (Molina-Marquez et al., 2019). Las reacciones metabdlicas
a las cuales es sometido el fitoeno para su desaturacién y producir licopeno, son
cuatro, las primeras dos son llevadas a cabo por la fitoeno desaturasa (producida
por el gen crtl) y la desaturasa ¢-caroteno (ZDS), seguido de dos isomerizaciones
complementarias por la isomerasa 15-cis- (-caroteno (ZISO) y la carotenoide
isomerasa (CRTISO), teniendo como finalidad la produccion del licopeno, precursor
del betacaroteno (Wang et al., 2020).

Figura 3. Ruta metabdlica del mevalonato (MVA) de carotenoides en R.
mucilaginosay R. toruloides.
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Figura 3. llustracién personal respecto a la comparacion de las rutas metabdlicas para la produccién de
carotenoides con los genes de R. mucilaginosa (rectangulos azules) de interés en el estudio y sus genes
homdlogos (rectangulos marrones) correspondientes a R. toruloides. Los rectangulos azules y marrones en la
parte inferior de la imagen, corresponden a las enzimas que estos producen. llustracién basada en Landolfo et
al. (2018) y Liu et al. (2021).

En la ingenieria genética para la produccién de betacarotenos, se ha propuesto a
Escherichia coli (E. coli) como una cepa huésped ideal para la produccion de estos,
debido a su alta tasa de crecimiento, las herramientas disponibles para realizar
ingenieria metabdlica en este microorganismo y a las evidencias relacionadas a su
capacidad para producir otros carotenoides como el licopeno, astaxantina y la
zeaxantina (Yang & Guo, 2014). Asimismo, E. coli cuenta con la ruta metabdlica del
metileritriol fosfato (MEP), la cual genera productos precursores para la produccién
de carotenoides a partir del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y el piruvato, ya que
estos se convierten en isopentenil difosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP) con
la ayuda de cofactores como la citidina trifosfato y la nicotinamida de adenina
dinucledtida fosfato reducido (NADPH). Lo anterior, facilita la sobreexpresion de
enzimas clave de la ruta MEP, estrategia que ha evidenciado ser efectiva para la
produccion de betacarotenos (Yuanging et al., 2020). A pesar de ellos, la ruta
metabdlica MEP ha demostrado tener un bajo flujo metabdlico en procesos de
ingenieria genética y, por ende, su eficiencia productiva es baja, por lo que se
recomienda introducir de forma heteréloga la ruta metabdlica MVA en E. coli, ya que



esta ruta también produce IPP y DMAPP y es mas eficiente en la produccion de
carotenoides (Wang et al., 2020;Zeng & Dehesh, 2021; Ren et al., 2023).

Considerando lo planteado anteriormente, este proyecto busca sentar las bases
metodoldgicas y procedimentales para generar una alternativa de produccién
biotecnolégica de carotenoides de R. mucilaginosa, aportando al desarrollo de
bioprocesos y tecnologias mas sostenibles y eficientes en términos de la produccién
de betacarotenos. Esto se realizara a través de procesos de ingenieria genética y
metabdlica en E. coli TOP10 partiendo de genes del microorganismo silvestre R.
mucilaginosa EA-BIO010.

Metodologia.
Verificacion in silico del producto a amplificar de los primers.

Para la verificacion del tamafo y especificidad del producto PCR de los primers
sintetizados, se uso la herramienta BLAST primers de NCBI.

Obtencién de ADN gendmico de la levadura R. mucilaginosa.

Se sembré con asa circular metalica una muestra de R. mucilaginosa EA-BIO010
por triplicado en cajas Petri de 25mL con medio YMA y se dejaron incubando a 30°C
por cinco dias. Posteriormente, por cada caja Petri se prepararon erlenmeneyers de
500mL con 70mL de medio de cultivo YMB y se inocularon colonias provenientes
de las cajas Petri con asa circular estéril. Los tres erlenmeyers se dejaron en
plataformas de shakers a 100rpm y 27°C durante 12 horas para llevar a cabo la
extraccion de ADN al siguiente dia. Posteriormente, se usé el protocolo anexado
para la extraccion de ADN gendmico de plantas y se adapté para hongos, de
manera tal, que se modifico el protocolo mediante la omision del buffer CTAB (ver
anexo 1).

Determinacion de la presencia de ADN gendémico de Rhodotorula
mucilaginosa EA-BIO010.

Una vez obtenido el ADN en los pasos anteriores, se corridé un gel de electroforesis
de cama pequefia (250mL) con 0.8% de agarosa y se emple6 el Purple Loading Dye
del laboratorio England BioLabs para cargar las muestras de ADN a los pozos y un
Ladder de 10Kpb.

Obtencion de primers.

Para lograr amplificar los genes de interés, se us6 como referencia las secuencias
de primers reportados por Landolfo et al. (2018), para esto, referirse a la tabla S6.



Amplificacién de cluster biosintético de betacarotenos de R. mucilaginosa EA-
BI10010.

Se implementd el protocolo de PCR modificado establecido por Landolfo et al.
(2018). Ademas, se sintetizaron los primers tanto forward como reverse para los
genes HMG1, ERG12, CARQO, crtl y crtYB con la empresa AM LTDA®, Medellin,
Colombia. Se identificaron los tamafios de los productos de PCR de los primers
sintetizados usando la herramienta de BLASTn de NCBI, usando como referencia
el tamafio de los amplicones obtenidos por Landolfo et al (2018). Para la
amplificacion del cluster, primero los primers debieron ser preparados. 30nmol de
primers, se resuspendieron en 300uL de agua libre de DNAsas estéril (se agrego al
eppendorff en el que llegan; a esto se le llama stock madre). De esta manera, se
obtiene un stock madre de primers a 100nMol. Finalmente, en un tubo eppendorff
nuevo se agregaron 90uL de agua estéril y 10uL del stock madre obtenido de
primers y quedaron listos para ser usados. Luego, se llevé a cabo un proceso de
estandarizacion de PCR para cada gen (ver anexo 2) usando el ADN gendmico
extraido de R. mucilaginosa EA-BIO010.

Sensibilidad de Escherichia coli TOP10 contra el antibiético bleomicina.

Para esta fase metodoldgica, se emple6 el método modificado de Xu et al. (2012) y
Elbing & Brent (2019), mediante el cual, se realizaron diluciones seriadas en tubos
falcon de 15mL con medio Luria Bertani liquido (LB-L) con una relacion 10:1
partiendo de una dilucién de 10x* con el inéculo de una colonia de E. coli TOP10
hasta llegar a la dilucién 10x7, luego sembraron 12 cajas petri con medio Luria
bertani so6lido (LB), donde a tres de ellas se les agregé 0,8uM del antibiético
bleomicina, a otras tres 5uM, a otras tres 10uM y las ultimas tres fueron controles
positivos, los cuales constaban del crecimiento de E. coli TOP10 en medio sélido
sin antibiético. Se uso la dilucion 10x para inocular las E. coli TOP10 provenientes
de los tubos falcon a los medios con tratamiento de antibiotico, debido a que en esta
dilucion se presentaban colonias contables (~120 colonias), en las anteriores a esta
no era posible realizar conteo de UFCs debido al crecimiento excesivo y contiguo
de colonias, y la diluciéon 10x7 presenté escasamente 10 colonias, nimero el cual
no seria viable para evaluar la concentracion de inhibicion del antibiético para asi
seleccionar las células de E. coli TOP10 transformantes en ensayos posteriores.

Preparacion de células competentes de E. coli TOP10 para insercién del
cluster biosintético de betacarotenos.

Para este paso, se siguid el protocolo anexado (ver anexo 3) y los protocolos
empleados por Xu et al. (2012) y Elbing & Brent (2019). Para esto, se sembro E. coli
TOP10 en medio LB y se incubd a 37°C x 17hrs. Luego, estas fueron trasladadas a
erlenmeyer con 100mL de medio LB-L y se incubaron a 37°C x 3hrs. Se agregaron



45mL de medio con E. coli TOP10 a tubo falcon de 50mL. Este fue centrifugado a
2700g x 10min x 4°C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet con
solucién de trabajo CaCl2-MgClz. Se repitio el mismo paso de centrifugacion anterior,
se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células con solucion fria de
CaClz-Glicerol y se guardaron las células competentes a -80°C hasta su futuro uso.

Preparacion de vector de expresion y reaccion de ligacion.

Para la digestion del vector, se emplearon tubos eppendorf de 1.5mL, se agrego
5uL de buffer EcoRlI, 0.5uL de enzima EcoRIl y 2uL del vector PICZ-a A (40ng).
Posteriormente, se incubo la mezcla a 37°C x 2hrs. Para el proceso de ligacion, se
emplearon tubos eppendorf de 1.5mL, se agregd 1uL de ADN-ligasa T4, 3uL de
producto de PCR del gen crtl, 1uL de buffer de ligasas y 1uL del vector PICZ-a A
digerido del paso anterior. El vector puede verse en la figura S4.

Generacion de células transformantes de E. coli TOP10.

Para este procedimiento se sigui6 el protocolo anexado (Ver anexo 3). Ademas,
como agente de seleccion, se empled el antibiético bleomicina (obtenido de
FarmalListo Colombia), la seleccion de este antibidtico radica en la presencia del
gen de resistencia de bleomicina presente en el vector PICZ-a A.

Determinacion de la presencia del plasmido con el inserto en las células
transformantes de E. coli TOP10 mediante MiniPrep.

Para determinar la presencia del vector de expresion PICZ-a A en las células
transformantes de E. coli TOP10 y determinar el éxito de la clonacién, se empleé el
protocolo de MiniPrep de QIAGEN (ver anexo 4). Para asi, mediante electroforesis
de gel de agarosa, determinar la presencia del vector con el gen crtl.

Resultados.
Verificacion in silico del producto a amplificar de los primers.

Para confirmar que los primers sintetizados amplifican los genes de interés, se llevo
a cabo un Primer-blast en la pagina de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?). Los resultados
evidenciaron que dichas secuencias obtenidas del proveedor amplifican los genes
de interés (figuras S5-S9). Los unicos primers que evidenciaron capacidad para
amplificar algo mas que el gen para el cual estaba disefiado, fueron los
correspondientes al gen crtYB.

Determinacion de la presencia de ADN gendémico de Rhodotorula
mucilaginosa EA-BIO010.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi

Se logro obtener ADN gendémico de R. mucilaginosa EA-BIO010 (figura 4) con el
protocolo anexado (ver anexo 1). Se comprobd primero la viabilidad del protocolo
llevando a cabo el procedimiento con solo 3 muestras de una caja Petri,
provenientes de una cepa de R. mucilaginosa EA-BO010. Luego, una vez se
comprobd la viabilidad del protocolo, se extrajo el ADN gendmico 7 réplicas de R.
mucilaginosa EA-BIO010 y se llevo a cabo la cuantificacion de ADN presente en las
muestras usando NanoDrop "™2000, en donde se evidencié la presencia de material
genético correspondiente al ADN y se detecto la presencia de contaminantes en las
muestras. También se comprobd la integridad de este mediante gel de electroforesis
de 1.2% x 65V x 100min (tabla 1, figura 4 y figura 5) en donde el ADN gendmico de
R. mucilaginosa EA-BIO010 present6 un tamafo superior a 10Kpb, lo que sugiere
que dicha muestra gendmica en el gel de electroforesis si corresponde al
microorganismo de interés, ya que este tiene un tamafio gendmico entre los 15Kpb-
20Kpb.

Tabla 1. Pureza y cantidad del ADN genémico de R. mucilaginosa EA-BIO010.

# Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230 Sample Type Factor
1 BLANCO BioAdmin 17/04/2023 3:26:43 p. m. -0,3 ng/€l -0,007 -0,016 0,42 0,28 DNA 50,00
2 R1 BioAdmin 17/04/2023 3:31:58 p. m. 59,3 ng/@l 1,185 0,582 2,03 1,13 DNA 50,00
3 R1a BioAdmin 17/04/2023 3:32:27 p. m. 58,2 ng/€l 1,165 0,572 2,04 1,12 DNA 50,00
4 R2 BioAdmin 17/04/2023 3:34:12 p. m. 45,6 ng/@l 0912 0,455 2,00 0,58 DNA 50,00
5 R2a BioAdmin 17/04/2023 3:35:00 p. m. 269,4 ng/€l 5387 2,750 1,96 1,38 DNA 50,00
6 R2b BioAdmin 17/04/2023 3:35:47 p. m. 187,3 ng/@l 3746 1,929 194 1,22 DNA 50,00
7 R3 BioAdmin 17/04/2023 3:37:48 p. m. 525,4 ng/€l 10,508 5,112 2,06 1,63 DNA 50,00
8 R3a BioAdmin 17/04/2023 3:38:08 p. m. 751,0 ng/€l 15,020 7,446 202 1,72 DNA 50,00

Tabla 1. Concentraciones del ADN en prueba previa del protocolo de extraccién. El “Sample ID” son nombres
arbitrarios dados a las muestras extraidas obtenidas de R. mucilaginosa EA-BIO010. Los valores
correspondientes a la columna 260/280 se ubican entre los valores 1.90 y 2.01, el cual es un rango aceptable
para indicar que en las muestras hay presencia de ADN y no ARN. Los valores 260/230 oscilan entre 1.10 y
1.72, lo cual indica que hay presencia de compuestos probablemente fendlicos contaminantes en las
muestras.

Figura 4. Curvas de absorcién del ADN gendmico de R. mucilaginosa EA-
B10010.



Figura 4. Ejemplo ilustrativo de los resultados obtenidos en NanoDrop del ADN gendmico extraido de R.
mucilaginosa EA-BIOO010. Los ejes de la curva son absorbancia 10mm (Eje Y) y Longitud de onda nm (Eje X).
La presencia de ADN en muestras de NanoDrop, se evidencian mediante picos a los 260nm en el gje X, tal y

como se representa en esta figura.

Figura 5. Gel de electroforesis de ADN gendmico de R. mucilaginosa EA-
B10010.
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Figura 5. Electroforesis de gel de agarosa al 0.8%. Los pozos tienen el siguiente orden: pozo 1: Ladder de
10Kpb, pozos 3-5 contienen muestras de ADN gendmico de R. mucilaginosa EA-BIO010.

Obtencién de primers.

Los primers fueron sintetizados a través de AM LTDA® usando como referencia las
secuencias reportadas por Landolfo et al. (2018).

Amplificacidon de cluster biosintético de betacarotenos de R. mucilaginosa EA-
B10010.

Estandarizacién de temperatura de annealing en la PCR para comprobar la
presencia de genes de interés.

Se llevé a cabo una estandarizacién del protocolo de PCR para cada gen (crtl,
crtYB, HMG1 y ERG12), en donde se varid la temperatura de annealing de cada
gen en 10°C, obteniendo asi un rango de temperatura de annealing de 65°C-55°C
y asi identificar a qué temperatura se evidenciaba amplicones del tamafio
reportados en literatura. El protocolo puede ser accedido en el material anexado.
Una vez se llevo a cabo la estandarizacion, se logro determinar la temperatura a la
cual amplificaba cada gen en un tamafio aproximado a lo reportado en Landolfo et
al. (2018) mediante gel de agarosa al 1.2% x 75V x 55mins. Los tamafios y
temperaturas fueron: HMG1 = 65°0 55° con un tamafo de ~190pb, CARO = 61.3°C
con un tamafo variable, crtl = 65°C con un tamafno de ~150pb y crtYB = 63°C con



un tamafo de ~180pb. Los productos de PCR de cada gen pueden observarse en
las figuras 6a-d.

Figura 6a. Amplicones del gen CARO.
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Figura 6a. Gel de electroforesis de agarosa de bajo punto de fusién al 3.5%. Los pozos tienen el siguiente
orden: pozo 1: Ladder de 3Kpb, pozos 2-9: contienen amplicones del gen CARO. Los pozos 10y 11
corresponden a las muestras control del master mix.

Figura 6b. Amplicones del gen crtl.
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Figura 6b. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% del gen crtl. Las muestras en cada pozo de izquierda a
derecha son las siguientes: pozo 1: Ladder de 3Kpb, pozos 3-10 contienen amplicones del gen CAR1 de R.
mucilaginosa y los pozos 12 y 13 corresponden a las muestras control del master mix. Las muestras
presentan un tamafio de ~150pb.

Figura 6¢c. Amplicones del gen crtYB.
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Figura 6c. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% del gen crtYB. Las muestras en cada pozo de izquierda a

derecha son las siguientes: pozo 1: Ladder de 3Kpb, pozos 3-10: contienen amplicones del gen crtYB de R.

mucilaginosa y pozos 12 y 13: corresponden a las muestras control del master mix (controles negativos; C-).
Las muestras presentan un tamafio de ~180pb.

Figura 6d. Amplicones para genes HMG1 y ERG12.
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Figura 6d. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% del gen HMG1 y ERG12. Las muestras en cada pozo de
izquierda a derecha son las siguientes: pozo 1: Ladder de 10Kpb, pozos 2-9: contienen amplicones del gen
HMG1, pozo 10: control negativo correspondiente al master mix. Los pozos 13-16: amplicones del gen
ERG12, pozo 16: control negativo correspondiente al master mix, pozos 18-20: amplicones gen ERG12 y pozo
20: control negativo correspondiente al master mix. Las muestras para el gen HMG1 muestran un tamafio de
~190 y para los amplicones del gen ERG12 de tamafios variables.



Sensibilidad de Escherichia coli TOP10 contra el antibi6ético bleomicina.

Los resultados de la curva de sensibilidad de E. coli TOP10 contra el antibiético
bleomicina, evidenciaron un efecto pronunciado del antibiético en cada tratamiento
en medio LB (figuras 7 y 8). Las colonias presentaron pureza y ausencia de
contaminacion. Este ensayo nos permitié identificar a qué concentraciones del
antibiético es posible elegir las E. coli TOP10 transformantes una vez se haya
insertado el vector PICZ-a A. Las tinciones de gram para la verificacion de que la
bacteria alli presente fuese E. coli, estan en el material suplementario (figura S10).

Figura 7. Crecimiento de colonias en cajas petri con tratamiento de
bleomicina.

Control Tratamiento: 0,8uM

Figura 7. Crecimiento de colonias en cajas petri con medio LB donde se evidencio el crecimiento de 129
colonias en el control, 20 colonias en el tratamiento con bleomicina al 0,8uM, 17 colonias en el tratamiento con
bleomicina al 5uM y 0 colonias en el tratamiento con bleomicina al 10uM.

Figura 8. Curva de sensibilidad para células de E. coli TOP10.
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Figura 8. Curva de sensibilidad de E. coli TOP10 respecto al antibiético bleomicina. Se evidencia una
disminucién del crecimiento de colonias en los diferentes tratamientos después de un periodo de incubacién
de 17 hrs a 37°C. De izquierda a derecha, el primer punto corresponde al control, donde colonias de E. coli
TOP10 crecieron en medio LB sin bleomicina, el segundo punto corresponde a colonias de E. coli TOP10 en

medio LB con tratamiento de bleomicina al 0.8uM, el tercer punto corresponde a colonias de E. coli TOP10 en
medio LB con tratamiento de bleomicina al 5uM y el dltimo punto, corresponde a colonias de E. coli TOP10 en
medio LB con tratamiento de bleomicina al 10uM.

Preparacion de células competentes de E. coli TOP10 para insercion del
cluster biosintético de betacarotenos.

Una vez empleado el protocolo modificado Elbing & Brent (2019), se logré obtener
células competentes de E. coli TOP10 (figura 9) donde dichas células sembradas
tuvieron un periodo de incubacion de 24hrs a 37°C. Estas crecieron exitosamente
en medio LB luego de haber sido preservadas en crioviales para esta investigacion
y futuras investigaciones. El protocolo puede ser accedido mediante el material
anexado. Las tinciones de gram para la verificacién de que la bacteria alli presente
fuese E. coli, estan en el material suplementario (figura S11).

Figura 9. Células competentes de E. coli TOP10.



Figura 9. Dos réplicas de sembrado de E. coli TOP10 luego de emplear los protocolos modificados
previamente mencionados, se puede ver un claro crecimiento bacteriano sin contaminacion. Estas células
crecieron en 25mL de medio LB sin presién de selecciéon en un periodo de incubacién de 24hrs.

Generaciéon de células transformantes de E. coli TOP10.

Se llevé a cabo la generacion de células transformantes de E. coli TOP10 mediante
el protocolo implementado anexado. El protocolo constaba de células muestra
(células transformantes en medio LB + bleomicina), control de transformacion
(células competentes sin plasmido con medio LB + bleomicina) y control de
viabilidad (células competentes en medio LB sin vector de expresion y sin
bleomicina). Se logré evidenciar crecimiento de colonias en las cajas petri
correspondiente a las células muestra y al control de viabilidad. En el control de
transformacién no crecié ningin microorganismo (Fig. 10). Ademas, se logro
determinar mediante tincién de gram que las colonias presentes en las cajas Petri
de las transformantes y viabilidad, eran bacilos gram negativos (figura S12).

Figura 10. Células transformantes de E. coli TOP10.



Figura 10. Las cajas Ay B corresponden a réplicas correspondientes a los controles de transformacion y
viabilidad respectivamente. En A hay ausencia de crecimiento de E. coli TOP10 y en B si hay crecimiento. Las
cajas petri C, D y E son réplicas representativas de las E. coli TOP10 transformantes creciendo en medio
LB+bleomicina con vector PICZ-a A + crtl, en las cuales se observa crecimiento de colonias en medio LB con
tratamiento de bleomicina al 10uM.

Determinacion de la presencia del pldsmido con el inserto en las células
transformantes de E. coli TOP10.

Obtencion del vector PICZ-a A presente en las células transformantes de E.
coli TOP10.

Luego de incubar por 24hrs a 37°C en 5mL de LB-L con tratamiento de bleomicina
a 10uM células transformadas de E. coli TOP10, se llevé a cabo el protocolo de
MiniPrep de la Universidad EAFIT para la obtencién del vector. Se logré evidenciar
la presencia de material genético correspondiente al vector de PCIZ-a. A pesar de
lo anterior, no se logré determinar el éxito de la clonacion debido a que el tamafio
de las muestras obtenidas por MiniPrep era menor en comparacion con el tamafio
del vector sin inserto (figura 11).

Figura 11. Gel de electroforesis de MiniPrep.
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Figura 11. Gel de electroforesis de agarosa al 1%. En la imagen se pueden ver los pozos 1: ladder 3Kpb,
pozo 2: plasmido PICZ-a A sin inserto, pozo 3: pozo 2: plasmido PICZ-a A sin inserto y digerido con EcoRI'y
pozos 4y 5: plasmidos recuperados de células transformantes de E. coli TOP10 crecidas en medio LB +
bleomicina. Se evidencia un tamafio del plasmido PICZ-a A de aproximadamente 3.25Kpb, concordando con
el tamafio estipulado por la casa comercial, este también muestra dos bandas, donde la superior sugiere la
presencia de plasmido super enrollado, y la banda inferior a plasmido circular. En las muestras se evidencian
dos bandas, donde las superior son de tamafio aproximado de 3Kpb y las inferiores a 2.9Kpb.

Discusion

Durante el trabajo, se logré determinar la pureza y calidad del ADN gendmico de R.
mucilaginosa EA-BIO010. Este ha sido reportado en literatura con un es de ~19Mbp
probablemente por la presencia de mutaciones en el genoma del organismo, ya que
autores como Gan et al. (2017), reportan un tamafio de 19Mbp y Tang et al. (2019),
reportan un tamafio de 19.03Mpb. En relacion con los resultados del proyecto, se
sugiere que el genoma de R. mucilaginosa EA-BIO010 es mayor a 10Kpb, lo cual
da un buen indicador de que el genoma obtenido es del microorganismo de interés.
Ademas, los resultados de NanoDrop evidenciaron curvas buenas de ADN en
términos de cantidades y su calidad. Aunque, respecto a la pureza, la mayoria de
las muestras presentaron valores ligeramente por encima de 2.0 en las relaciones
260/280, lo cual indica que probablemente habia poca presencia ARN en las
muestras y la relacion 260/230 inferiores a 2.0, lo que indica que habia presencia
de agentes organicos empleados para la extraccion de ADN (i.e fenoles). Sin
embargo, para realizar procedimientos de PCR, el ADN no tiene que estar



completamente puro y puede haber cierta cantidad de contaminantes en las
muestras, siempre y cuando estas no sean superiores a 2.0 en la relacion 260/280.

Los tamarfos de los productos de PCR de los genes crtl, crtYB, HMG1 y ERG12
pudieron ser predichos con la plataforma de Primer-BLAST de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) esta evaluacion in silico evidencio
la especificidad de los primers sintetizados para amplificar los genes de interés.
Para el gen crtYB, si se evidencié que estos primers podrian amplificar otro tipo de
producto o diferente al gen de interés, pero lo que permitid continuar con la
investigacion es el tamafo que reportd, el cual corresponde a un tamafio similar
determinado por Landolfo et al. (2018). Hay que considerar que los primers
empleados tienen la misma secuencia que aquellos de la autora previamente citada,
pero existe una diferencia, la cual radica en el hecho de que en el estudio de
Landolfo et al. (2018). los primers fueron empleados en un protocolo de gRT-PCR,
mientras que la PCR llevada a cabo en este estudio fue convencional. Algunos
estudios demuestran que usar primers de gRT-PCR en PCR convencional o
viceversa, pueden arrojar resultados diferentes (Bastien et al., 2008), hecho que
respalda los tamafios de amplicones obtenidos en este estudio, los cuales muestran
qgue los productos PCR para cada gen son ligeramente de mayor tamafio que
aguellos reportados por Landolfo et al. (2018). El éxito de los primers en este estudio
radica en el hecho de que estos fueron creados usando como referencia aquellos
usados para amplificar el cluster biosintético de R. toruloides, donde los genes
involucrados en dicho clister en R. mucilaginosa tienen una homologia de mas del
65% con los genes involucrados en en R. toruloides, tal y como se observa en la
sintenia llevada a cabo por Han Ming et al. (2017). Es importante resaltar el
resultado de PCR del gen ERG12, el cual no se logré obtener una temperatura de
annealing en donde se obtuvieran amplicones de los tamafios reportados in silico o
en literatura. Lo que se piensa al respecto es que los primers para este gen se
contaminaron en algin momento durante su manipulacion, ya que de acuerdo a los
resultados in silico, estos primers no deberian de amplificar ningin otro tipo de
secuencia, cosa que no se observo en este estudio. Sin embargo, otros estudios
como el de Tang et al. (2019), al llevar a cabo un analisis de sintenia genémica, sus
resultados arrojaron una homologia de apenas el 26% entre los genes involucrados
en el cluster biosintético de R. mucilaginosa y R. toruloides, esto también podria dar
indicios del por qué los tamafios fueron ligeramente diferentes a aquellos reportados
en literatura como se mencioné anteriormente. Pero los resultados de Tang et al.
(2019) y Gan et al. (2017) abren las puertas a una nueva discusion, en donde
probablemente la metodologia, la exposicion de las cepas de trabajo a un medio
ambiente especifico, mutaciones, entre otras, repercutan en la homologia de los
genes en dicho cluster.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

La estandarizacién de PCR se llevd a cabo para cada gen, con el objetivo de
conocer los posibles amplicones que podrian obtenerse en un rango de temperatura
en el paso de annealing. Durante esta experimentacion, se realizaron pruebas PCR
para 8 reacciones de cada gen y se corrio gel de electroforesis para cada uno de
ellos. Se pudo evidenciar que, en cada gen, a las diferentes temperaturas de
annealing dentro del gradiente de 65-55°C, las bandas de los amplicones tenian
tamafios ligeramente diferentes, lo cual demuestra que la temperatura si es un
factor fundamental para la obtencién de amplicones de interés y permitié determinar
la temperatura de annealing que mas aproxima el tamafio del producto de PCR al
reportado en literatura en este estudio. Ademas, algunas de las bandas de las PCR
parecian estar mas difuminadas que otras lo cual podria indicar que el ladder o el
buffer de carga del gen, habrian superado su vida Util, pero no present6 ser ningun
obstaculo para poder determinar el tamafio de cada gen. También se pudo
evidenciar que los pozos en los cuales estan ubicadas las muestras presentan un
contraste mayor que sus ladder (visualmente parecen estar mas concentrados) y
este contraste variaba entre los genes. Esto puede ser debido a que cada muestra
gendmica obtenida de R. mucilaginosa EA-BIO010 tenia una cantidad diferente de
ADN (Tabla 1.), y que, a pesar de diluir aquellas que estuviesen por encima de los
120ng/uL, pudo haber generado este efecto, pero esto tampoco fue un impedimento
para determinar el tamafio de los genes. Adicionalmente, algunos genes como el
ERG12 y el CARO presentaban variaciones en sus tamafios incluso después de la
estandarizacion, esto podria darse por posible contaminacién durante la
preparacién durante el mix ya que, como se observa en el gel de electroforesis del
gen CARQO, incluso en los controles se evidencio la amplificacion de material
genético, lo cual no debié de haber sido asi.

Respecto a la generacion de células competentes de E. coli TOP10, se logro
ejecutar el protocolo sin ningun obstaculo, pero si se tuvieron contaminaciones la
primera vez que se intentd aplica el protocolo. Esto conllevo la repeticion del
protocolo una segunda vez, y son los resultados que estan evidenciados en este
manuscrito. La manera mediante la cual se determindé la presencia de
contaminacion fue llevando a cabo tinciones de gram en el cultivo original en medio
LB, en las muestras en medio LB-L, y en las células competentes sembradas luego
de haber sido congeladas en crioviales a -80°C, donde en cada paso se observaron
bacilos gram negativos, sugiriendo que el microorganismo presente era en efecto
E. coli TOP10.

Un proceso de control de contaminacion similar fue empleado para el analisis de la
curva de sensibilidad de E. coli TOP10, en donde se realizo la tincion de gram en
las cepas de E. coli TOP10 sembradas en medio LB, en las sembradas en LB-L y
en las colonias que lograron crecer en cada uno de los tratamientos. En cada tincién
el resultado fue el mismo: bacilos gram negativos, esto sugiere que las células



presentes en las muestras si eran E. coli y no contaminacion. La determinacion de
las cantidades empleadas del antibidtico bleomicina para cada tratamiento se logro
evaluando las cantidades implementadas por Xu et al. (2012) y de Elbing & Brent
(2019), en donde los primeros evaluaron el crecimiento de cepas nativas y mutantes
de E. coli en medios que contenian diferentes cantidades del antibiético bleomicina,
y los segundos determinan la manera metodoldgica de llevar a cabo las diluciones
para la obtencion de colonias de E. coli. En el caso de Xu et al. (2012), se logré
determinar que las cepas nativas de E. coli eran m4s resistentes a la bleomicina,
por lo que la inhibicién del crecimiento se dio a los 8uM y valores inferiores a este
no demostraron tener un efecto determinante en donde se pudiese concluir que no
habia crecimiento de colonias del microorganismo. Por lo anterior, en este proyecto
se usaron las cantidades de 0,8uM, 5uM y 10uM, ya que de esta manera se toman
valores inferiores a 8uM y uno superior al mismo, ya que nunca se debe suponer
que los resultados seran exactamente iguales en condiciones que son
probablemente diferentes.

Autores como Araya-Garay et al. (2012) han logrado llevar a cabo procesos de
transformacién en Pichia pastoris para que este produzca de forma heterdloga los
carotenoides licopeno y betacaroteno mediante la clonacién de los genes crtE, crtB
y crtl plasmidos creados por ellos mismos, donde el gen crtE pertenece a la especie
Erwinia uredovora. Ademas, para llevar a cabo dicha expresién heterdloga, lograron
clonar exitosamente cepas de E. coli con el plasmido pGAPZ-a A usando como
marcador de seleccion el antibiético zeocina. Otro caso exitoso de clonacion fue el
de Nishizaki et al. (2007), donde estos autores lograron la produccion heteréloga de
zeaxantina con los genes crtE, crtX, crtY, crtl y crtB provenientes de E. uredovora
en E. coli. Dados estos antecedentes, y comparandolo con el presente proyecto,
se logré llevar a cabo la clonacién del gen crtl en el plasmido PICZ-a A sin necesidad
de crear nuevos vectores para la expresion del gen, empleando como marcador de
seleccion el antibidtico bleomicina en cepas de E. coli TOP10, solo que, en nuestro
caso, solo se usé el gen crtl y establecimos los primeros pasos para su clonacién
exitosa. Cabe recalcar que, en este proyecto, no fue necesario el crecimiento en
medio LB con baja sal, gracias a que el antibidtico de bleomicina no tiene este
requisito como la zeocina.

Para lograr las cepas transformantes de E. coli TOP10, se sigui6 el protocolo de la
Universidad EAFIT, el cual consta en emplear choque térmico para la generacion
de cepas transformantes de E. coli TOP10. Otros estudios emplean técnicas de
mutagénesis en cepas nativas de R. mucilaginosa, como el uso del nitrito de sodio
(NaNOs) en combinacion con rayos UV como en el estudio de Wang et al. (2017)
con el fin de optimizar la produccion de carotenoides. Estas ultimas dos técnicas
presentan un reto y esta relacionado con la aleatoriedad asociada a la mutacion no
dirigida, ya que de esta manera no se tiene control sobre qué genes o qué rutas



metabdlicas estan siendo afectadas para lograr el objetivo. Razén por la cual este
proyecto mediante la clonacion del gen crtl en cepas de E. coli TOP10 para sentar
los primeros pasos de la clonacion del cluster biosintético de betacarotenos
proveniente de R. mucilaginosa, presenta una posibilidad de lograr el mismo
acometido sin someter las cepas nativas productoras de carotenoides a procesos
de mutagénesis.

El proceso de expresion del gen crtl no se logro llevar a cabo para determinar de
forma concluyente su presencia en las células transformantes de E. coli TOP10. Es
importante resaltar que no se puede determinar con precision si aquel material
genético en la figura 11 corresponde al vector de interés. Por otro lado, el hecho de
que cepas de E. coli TOP10 crecieran en medio LB + bleomicina con una
concentracion de 10uM, donde estas células veian un crecimiento inhibido previo al
protocolo de generacién de transformantes en medio LB sin antibiético, es un
indicador que sugiere que dicho vector fue insertado correctamente en el
microorganismo. Otros factores como el porcentaje de agarosa, el tiempo de corrida
del gel, y el voltaje pudieron ser determinantes para permitir el flujo del material
genético en el gel, lo que podria explicar el por qué el plasmido presenta bandas de
mayor tamafio que las muestras de las células transformantes, por lo que no es
posible determinar de forma concluyente que el gen crtl esté presente o no en el
vector.

La obtencién de dicho plasmido se realizé de dos maneras: con kit de MiniPrep y
de forma quimica o convencional, donde el método que mejor resultados arroj6 fue
el kit, ya que, mediante el método convencional, no se lograban ver bandas en los
pozos donde se agregaban las muestras, y solo se evidenciaba la presencia del
plasmido y tomaba aproximadamente 5 horas de ejecucion. Mientras que, con el Kit,
se evidenciaron bandas de material genético y su tiempo de ejecucion fue de
aproximadamente 20 minutos. En materia del gel de electroforesis en agarosa, se
hicieron pruebas con diferentes porcentajes de agarosa (1.2%, 1% y 2.5%) donde
el gel que mejor resolucion brindaba fue el de 1%, tal y como es recomendado en
el protocolo establecido por Woronowicz (s.f) (ver anexo 5) donde el autor
recomienda que, para correr geles de electroforesis con agarosa y obtener una
buena resolucion de plasmidos de tamafios por iguales o superiores a 1Kpb, se
pueden usar geles de 1% de agarosa.

Conclusiones.

Se logro extraer el ADN gendmico de R. mucilaginosa EA-BIO010 mediante
meétodos quimicos y comprobar su presencia en gel de electroforesis de agarosa al
1.2%. Adicionalmente, se logré obtener la sintesis de los primers para los genes



crtl, crtYB, HMG1 y ERG12 y su consecuente amplificacion mediante PCR
convencional y confirmacion de su tamafo reportado de acuerdo con la literatura,
mediante gel de electroforesis al 1.2%.

Por otro lado, se logré generar clones transformantes de E. coli TOP10 con los
protocolos implementados, donde se pudo evidenciar de forma visual la insercion
del vector PICZ-a A gracias al crecimiento de colonias bacterianas en medio LB +
bleomicina a 10uM. Finalmente, no se logré llevar a cabo la evaluacion de la
expresion del gen crtl en clones de E. coli TOP10. Es de esta manera, que el
proyecto deja las puertas abiertas a su continuidad en un futuro y evaluar la
expresion de este gen, asi como también sienta los primeros pasos para la
clonacion y expresion del resto de los genes pertenecientes al cluster biosintético
de R. mucilaginosa. (Stefan-van Staden et al., 2019)
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