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MANEJO DE LA PRODUCCION DE SALINOSPORAMIDE A EN SALINISPORA TROPICA
CNB440 EMPLEANDO INGENIERIA METABOLICA Y GENETICA
Salinosporamide A es un citotéxico que se ha probado en el combate de diversos tipos de
cancer y malaria. Actualmente se encuentra en las fases II y III de aprobacién como
anticancerigeno. Las ventajas que presenta este ante otros citotdxicos son mayor actividad a
bajas concentraciones, actla sobre el sistema proteasoma-ubiquitina, que genera la apoptosis
en células, y es altamente especifico.
Este metabolito secundario es producido naturalmente por una bacteria actinomicetos
estrictamente marina, Salinispora tropica y necesita una fuerza idnica especifica en el medio
para crecer. Debido a su naturaleza es una promisoria fuente de metabolitos secundarios de
uso farmacéutico y por esta razon, esta constantemente bajo estudio. La cepa CNB440 es la
cepa representativa de la especie y cuenta con un modelo metabdlico a escala genémica. El
objetivo del presente trabajo es implementar diversas estrategias metabdlicas y genéticas que
permitan modificar la bacteria y aumentar la produccién de Salinosporamide A.
El capitulo 4 de la presente Tesis, detalla los ensayos realizados para poder establecer los
protocolos de crecimiento de la bacteria y determinacion de Salinosporamide A. Se definio la
sensibilidad de la bacteria a kanamicina (100 ug/ml), tioestreptona (12 pg/ml) y apramicina
(12 pg/ml). Se definid la curva de crecimiento de la bacteria y mediante el crecimiento en
diversos medios minimos se pudo establecer la metodologia de determinacion de
Salinosporamide A.
El capitulo 5 describe la estrategia genética utilizada para modificar la bacteria y a su vez
generar una mayor concentracién de Salinosporamide A. La estrategia a seguir fue mediante
recombinacion homologa con el vector sensible a temperatura (pGM1190) y transferido a S.
tropica mediante conjugacién con la cepa E. coli ET12567/pUZ8002, para delecionar sitios
especificos del cromosoma de S. tropica. Estas herramientas moleculares han sido empleadas
exitosamente en la transformacion de diversos Streptomyces, pero no habian sido probadas
en Salinispora. Los sitios a delecionar que se sugirieron para aumentar la produccion del
metabolito secundario fueron 3 clUsteres de genes sporolides, linfostina y salinilactam. Pero
debido a diversas complicaciones en el desarrollo de la presente solo se evalud la delecidn del
cluster de genes sporolides. Con lo que se observd un aumento del 20% en la produccién del
metabolito.
El capitulo 6 detalla el uso del modelo a escala gendmica iCC908 para aumentar la produccion
de Salinosporamide A. La primera etapa consistié en establecer el ambiente de trabajo del
modelo, con esto también se identificd in silico la suplementacion del medio de produccion,
para obtener mas Salinosporamide A. En esta etapa también se integraron datos de
crecimiento y determinacion de Salinosporamide A. Para aumentar la exactitud del modelo.
La segunda etapa consistio en aplicar diversos algoritmos OptKnock, OptGene, OptOrf, GDLS,
FSEOF, que buscaran dentro del modelo a escala gendmica reacciones o genes que pudieran
ser bloqueados o sobrexpresados para aumentar la produccion del metabolito secundario. Se
encontraron diversos candidatos que fueron evaluados in silico y se propuso evaluar el bloqueo
de dos genes. Como ultima parte se evalué mediante complementacion de sustratos las rutas
metabdlicas que aumentan la produccion mediante la sobreexpresion de genes. La tirosina a
una concentracion 5mM logré aumentar en un 180%. la produccion del metabolito secundario,
mediante la presencia de mas fenilalanina en el medio.
Con estos resultados se logré obtener un medio de produccion mediante el uso del modelo a
escala gendmica que aumentd 2.8 veces la producciéon de Salinosporamide A. Se logro



transformar la cepa mediante herramientas genéticas utilizadas previamente en
Streptomyces.
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MANAGEMENT OF THE PRODUCTION OF SALINOSPORAMIDE A IN Salinispora tropica
CNB440 USING METABOLIC AND GENETIC ENGINEERING
Salinosporamide A is a cytotoxic that has been proven to combat various types of cancer and
malaria. It is currently in phases II and III of approval as an anticarcinogen. The advantages
that poses over other cytotoxics are greater activity at low concentrations and highly specific.
It acts on the proteasome-ubiquitin system, responsible of apoptosis in cells.
This secondary metabolite is naturally ocurred in the actinomycetes bacterium strictly marine,
Salinispora tropica that needs a specific ionic force in the medium to grow. Due to his nature
it is @ promisory source of secondary metabolites for pharmaceutical use hereby is constantly
studied. The CNB440 strain is the representative strain of the species and posses a Genome-
Scale Metabolic Model (GSM). The goal of this work was to implement diverse metabolic and
genetic strategies that allow improve the production of Salinosporamide A.
Chapter 4 of this thesis details the proves to establish the protocols for growth and
determination of Salinosporamide A, Define the sensitivity of bacteria to kanamycin (100
ug/ml), thiostreptone (12 pg/ml) and apramycin (12 pg/ml). The growth curves in several
minimum mediums, and stablish the methodology for the determination of Salinosporamide
A.
Chapter 5 describes the genetic strategy used to modify the bacterium and generate a higher
concentration of Salinosporamide A. The strategy followed was by recombination homologous
with the temperature sensitive vector (pGM1190) and transferred to S. tropica by conjugation
with the strain E. coli ET12567/pUZ8002, to delete specific sites on the chromosome of S.
tropica. These molecular tools have been successfully used in the transformation of various
Streptomyces, but had not been tested in Salinispora. The sites suggested to be deletedto
increase the production of the secondary metabolite were 3 clusters of genes sporolides,
lymphostine and salinilactam. But due to various complications in the development of the
present work only the deletion of the sporolide gene cluster was evaluated and this resulted
in an increase of 20% in metabolite production.
Chapter 6 details the use of genome-scale metabolic model iCC908 for increase the production
of Salinosporamide A. The first stage consisted in establishing the working environment of the
model, to increase the accuracy of the model, integrated growth data, metabolites in medium
production and determination of Salinosporamide A, with this was also able define in silico the
supplementation of medium production, to obtain more Salinosporamide A. . The second stage
consisted of applying different algorithms OptKnock, OptGene, OptOrf, GDLS, FSEOF, which
browse reactions or genes within the genome-scale model that could be, deleted, blocked or
overexpressed to increase the production of the secondary metabolite. We found several
candidates that were evaluated in silico and we proposed to evaluate the deletion of two
genes. As the last stage, were evaluated the metabolic pathways that increase production by
gene overexpression. The evaluation of this metabolic pathways consist in add diverse
substrates that increase the flow in the pathway of the gene to be overexpresed, tyrosine at
a concentration of 5mM increase the production of the secondary metabolite Salinosporamide
A by 180%, enhancing the presence of phenylalanine in the medium.
With these results it was possible to obtain a medium production that increased in 2.8 times
Salinosporamide A by fermentation based on the use of the genome-scale metabolic model.
And also was possible transform the strain S. tropica with genetic tools previously proved in
Streptomyces.
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1 Introduccidon

La lucha contra las enfermedades que amenazan la vida como el cancer
demanda la desesperada busqueda de nuevas drogas (Anjum et al. 2017). Los
tratamientos anticancerigenos disponibles (radiacién ionizante, hipertermia,
agentes alquilantes, inhibidores de la ADN topoisomerasa y compuestos de
platino que inducen el dafio de ADN) matan indiscriminadamente ambos tipos
de células, las normales y las células cancerigenas rapidamente proliferativas.
Para mejorar la eficacia de estos tratamientos y reducir los efectos secundarios
adversos, estos han comenzado a suplementarse por terapias dirigidas. Estas
terapias comprenden inductores de apoptosis, inhibidores de angiogénesis,
inhibidores de traduccidn de sefial, anticuerpos monoclonales y terapia génica.
(Beesoo et al. 2014).

El mayor interés en la busqueda de la siguiente generacién de agentes
farmacéuticos se ha enfocado en el cultivo de actinomicetos raros o nuevos
taxa. Diversos estudios han revelado que selectos grupos de actinobacterias,
son una prominente fuente de nuevos productos naturales, poseen una
habilidad sin paralelo para producir diversos metabolitos secundarios. Mas del
50% de los antibidticos microbianos proviene de Actinomicetos,
principalmente de los géneros Streptomyces y Micromonospora procedentes
del suelo (Fenical and Jensen 2006).

El océano es un ambiente donde se ha especulado que existen estos tipos de
actinomicetos; los océanos tienen abundancias microbianas tipicas de 10%/ml
de agua de mar y 10°/ml de sedimentos marinos. Ambos son ambientes
microbioldgicos altamente complejos y la mayoria de las actividades quimicas
de los microrganismos que los habitan no ha sido explorada (Fenical and
Jensen 2006), ademas que los actinomicetos producen esporas resistentes que
son conocidas por ser transportadas desde la tierra hacia el mar donde ellas
pueden permanecer viables por muchos afnos (Mincer et al. 2002).

Los actinomicetos marinos obligados representan una nueva fuente de
metabolitos secundarios estructuralmente diversos. De estos, se han aislado
cerca de 2500 cepas pertenecientes a este taxa. Se han obtenido de 5 sistemas
ocednicos distintos; tropicales, subtropicales y con profundidades de hasta
100m (Feling et al. 2003). Se ha encontrado que poseen actividades
antibidticas, antioxidantes, citotoxicas, agentes antitumorales, agentes
inmunosupresivos, cardiovasculares, enzimas, inhibidores de enzimas vy
pigmentos (Anjum et al. 2017; Dharmaraj 2010), regularmente estas
bacterias se encuentran en los sedimentos, pero también se han aislado de
esponjas marinas, tunicados, corales, moluscos, cangrejos, manglares y algas
(Anjum et al. 2017).

El género Salinispora fue identificado como el primer actinomiceto marino
obligado. Para su crecimiento es necesario que el medio presente una fuerza



idnica y un contenido de sales minimo. Ademas de estos requerimientos
minimos para el crecimiento, la especie presenta propiedades fenotipicas que
lo relacionan con el taxa Micromonosporoceae. Mediante un estudio
guimiotaxondmico y de 16S rRNA se logrd establecer que forman un nuevo
género, al que pertenecen tres especies: Salinispora tropica, Salinispora
arenicola (Maldonado et al. 2005), Salinispora pacifica (Ahmed et al. 2013).

La descripcidon general de este género lo detalla como una bacteria aerobia,
Gram positiva, actinomiceto no acidorresistente que forma hifas de sustrato
ramificado, contiene esporas de superficie lisa de 0.25-0.5 uym de diametro,
simples o en clUster, requieren agua de mar o un medio suplementado con
sodio para crecer. Se reconocen por tener pocas hifas aéreas, la pigmentacion
varia desde un naranja brillante o palido a negro en medio M1. Durante la
esporulacién las colonias se oscurecen y presentan buen crecimiento entre los
10-30°C vy pH 7-12 (Maldonado et al. 2005).

Las cepas de esta especie actualmente se encuentran en varios estudios
debido a que presentan una alta actividad farmacoldgica. Fenical y Jensen
(2006) analizaron la actividad de 100 cepas del género Salinispora, de las
cuales el 80% presentd inhibicidn de crecimiento de células tumorales y 35%
actividad antibacteriana.

Una de las caracteristicas primordiales reconocidas dentro de este género es
que dedican un alto porcentaje de sus genomas (10%) a la biosintesis de
metabolitos secundarios, los cuales se producen en patrones especificos de
acuerdo a la especie (Ahmed et al. 2013). La siguiente lista menciona los
metabolitos que se han identificado en los extractos de fermentacién y son
especificos por especie. Dentro del genoma se han identificado mas
metabolitos, pero no se han logrado determinar en el extracto de
fermentacion.

e S. tropica: Salinosporamides A y B, Sporolides A y B, Linfostina y
Salinilactam (Udwary et al. 2007).

e S. arenicola: Arenicélidos, Ciclomarina D, Rifamicina (Fenical and Jensen
2006).

e S. pacifica Lomaviticina A, Cianosporasidas y Sporolides (Fenical and
Jensen 2006).

1.1 Salinispora tropica

La especie S. tropica presenta una temperatura éptima de crecimiento entre
15-28°C, crece en presencia de galactosa e inulina y es sensible a rifampicina
(25 pug/ml). La cepa CNB440 es la cepa referencia de la especie, aislada de los

2



sedimentos cercanos a la costa en las Bahamas (Maldonado et al. 2005). Al
secuenciar el genoma de S. tropica CNB440, se observé que posee un
cromosoma circular, sin plasmidos y un promedio G+C de 69.5% (Udwary et
al. 2007). Esta cepa dedica el 9.9% de su genoma para ensamble de productos
naturales, similar a algunos actinomicetos productores, mayor a lo encontrado
en otros Streptomyces. También se logrd identificar 19 posibles clusteres
biosintéticos de genes de metabolitos secundarios, con lo que se confirmd que
el género Salinispora presenta una potencial fuente de produccion de
farmacos. Ademas, se identificé que algunos de ellos han sido introducidos al
genoma como un resultado de transferencia génica horizontal reciente (Nett,
Ikeda, and Moore 2009; Udwary et al. 2007)

Los extractos de la cepa CNB440 presentaron una alta citotoxicidad debido a
la presencia del metabolito secundario Salinosporamide A, el mismo que se
confirmd al analizar la secuencia genémica del microorganismo. Estudios
genéticos muestran que el cluster para produccion de Salinosporamide A esta
presente en la especie S. tropica (Lechner et al. 2011). Este es un compuesto
gue se encuentra en la Fase II y III de estudios clinicos para su uso como
anticancerigeno de mieloma multiple y glioblastoma respectivamente, y en
Fase I para tumores sdlidos y diversos mielomas (National Institutes of Health,
2018).

Salinosporamide A (Figura 1.1) es un metabolito secundario altamente activo,
la estructura principal solo se habia reportado antes en Omuralide (beta
lactona gama-lactam biciclica). Se ha probado en tratamientos contra la
malaria (Hassan, et al., 2017), se comprobd citotoxicidad en las lineas
celulares: cancer de pulmén NCI-H226, sistema nervioso central SF539,
cancer de piel SK-MEL-28 y cancer de mama MDA-MB-435 (Feling et al. 2003).
Debido a su estructura present inhibicion fuerte y selectiva del proteasoma
20S, un complejo proteolitico y multicatalitico que juega un rol critico en los
ciclos de los procesos celulares de diversas células cancerigenas de mieloma.
Este actiua mediante una fuerte unidon covalente al nucleo catalitico del
proteasoma, conferida por sus particulares sustituyentes, un anillo ciclohexano
y un grupo cloroetil, que han demostrado mejorar su potencia en ensayos in-
vivo e in-vitro, comparado con otros inhibidores de proteasoma (Endo and
Danishefsky 2005; Groll, Huber, and Potts 2006).

Este compuesto presenta actividad citotdxica 35 veces mayor que Omuralide;
(Figura 1.1) compuesto aprobado por la FDA para uso como citotdoxico, beta
lactona, utilizado como inhibidor de proteasoma y estructuralmente semejante
a Salinosporamide A (Feling et al. 2003; Jensen, Moore, and Fenical 2015).
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Figura 1.1 Estructura molecular de Salinosporamide B, salinosporamide A
(Eustaquio, et al., 2009), y Omuralide (Feling, et al., 2003).

El proteasoma es un objetivo en la quimioterapia contra cancer, este es parte
del sistema ubiquitina y proteolitico dependiente de proteasoma (UPS), y es la
mayor ruta para regular la degradacion de proteinas en células eucariotas
(Potts and Lam 2010). El proteasoma 26S es un complejo enzimatico
multicatalitico que esta compuesto de una o dos cubiertas reguladoras 19S y
un nucleo proteolitico 20S en el cual ocurre la degradacién de las proteinas.
En sistemas modelo de animales este proteasoma suprime el crecimiento de
diversos mielomas y cancer de colén (Beesoo et al. 2014; Fenical et al. 2009).

El proteasoma 20S de mamifero contiene tres actividades cataliticas
quimotripsina, tripsina y caspasa que regulan la protedlisis de diversos
sustratos, y las tres son inhibidas por Salinosporamide A, con valores IC-50
en el rango medio a bajo (ICso: CT-L 2.6 nM (quimotripsin), T-L 21 nM (tripsin)
y CA-L 430 nM (caspasa); RPMI 8226 8.2 nM), mientras Omuralide solo inhibe
la subunidad quimotripsin (CT-L) (Fenical and Jensen 2006; Groll, Huber, and
Potts 2006; Macherla et al. 2005).

1.2 Produccidn de Salinosporamide A

Debido al avance en los ensayos preclinicos de Salinosporamide A, se ha dado
un aumento en la demanda del compuesto puro, para lo cual es necesario que
la fermentacion para la produccién del compuesto sea mas eficiente o que
haya un mayor desarrollo en los procesos de sintesis quimica. Los métodos de
produccién de este incluyen fermentacién y quimica de productos naturales,
biosintesis dirigida por precursores, mutasintesis, semi sintesis y sintesis total.
Cualquiera de estos métodos debe cumplir con estandares API (Active
Pharmaceutical Ingredient), donde es necesario evitar el uso de productos
provenientes de animales o de composicién desconocida (Potts and Lam
2010).

Mientras las estrategias para realizar su sintesis total de novo estan basados
en la sintesis total de Omuralide (vide supra, nombre comercial) (Figura 1.1),
Donde la complejidad para la sintesis de salinosporamida A, se desarrolla en
integrar a esta molécula los grupos reactivos mas funcionales de
Salinosporamide A y el estereocentro adicional en el C-6 Figura 1.1, para lo
cual se han probado diversas rutas sintéticas enantioselectivas,



complementadas por un creciente nimero de estrategias racémicas y sintesis
formal (Potts and Lam 2010).

Debido al complejo desarrollo por sintesis quimica de Salinosporamide A, se
prefiere la obtencién del mismo mediante un robusto proceso de fermentacion
salina utilizando S. tropica. El primer desafio para la produccidon por
fermentacion fue la particular inestabilidad del anillo B-lactona de
Salinosporamide A en solucidén acuosa. Se observo que los extractos crudos de
S. tropica presentan productos de la hidrélisis de anillos B-lactona o su
decarboxilacién. La adicion de resina al fermentador llevd a un incremento en
la recuperacion del compuesto 18 veces mayor, este aumento se debid a la
estabilidad que la resina proporciond al compuesto (Tsueng and Lam 2007)En
el afo 2008 Tsueng, Teisan, y Lam aislaron la cepa NPS21184 que presentd
una mayor produccion de Salinosporamide A, y produjo 3 veces menos el
analogo Salinosporamide B (Figura 1.1) en comparacién con la cepa inicial
CNB476.

Potts y Lam en 2010 mencionaron que de acuerdo con el diseno del medio de
fermentacion se logré obtener una tasa de produccién de Salinosporamide A
de 450 mg/L, con lo que se alcanzé un incremento de 100 veces logrando el
objetivo de conseguir un medio que cumpliera con los estandares de la FDA
(Food Drug Association). En el disefio de este medio se reemplazé el agua de
mar y medios derivados de animales, por una solucién salina de composicién
quimica conocida, con una fuerza idnica definida y como fuente de aminoacidos
se utilizd una peptona de origen vegetal, con lo que se aumentd la presencia
de calcio y se redujo la concentracion de sulfato y magnesio en el medio.
Mientras que la presencia de aminoacidos se mantuvo a niveles similares que
cuando se utilizan peptonas de origen animal.

Potts y Lam (2010) mencionan que actualmente Salinosporamide A es
fabricado bajo un proceso de fermentacion salina robusto que cumple con los
estandares API, en el cual los Ultimos desafios se enfocaron en estandarizar
los parametros como temperatura, oxigenacion, agitacién, limpieza vy
neutralizacion, para evitar el efecto corrosivo de las sales en la fermentacion
en reactores de 500 a 1500 L. En este sistema se logré obtener tasas de
produccion de 250-300 mg/L, que aun estan lejanas de una produccion
favorable para obtener un metabolito. En la industria se reportan casos de
producciones de metabolitos secundarios de hasta 80g/L (Fernandez and
Tomasini 2003) Por tal motivo se siguen investigando diversas metodologias
para aumentar la produccién de Salinosporamide A basada en fermentacion.

1.3 Ingenieria Genética y Metabdlica de Salinispora spp.
1.3.1 Biosintesis dirigida

La biosintesis dirigida por precursores consiste en adicionar al medio de
fermentacion un andlogo de alguna fraccion del metabolito secundario
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producido por el organismo. El analogo debe ser incorporado en el proceso
metabdlico del organismo para producir un metabolito modificado. Esta
metodologia se ha empleado exitosamente en la fermentacidon de S. tropica
para incrementar la produccién de las Salinosporamidas menores y generar
nuevas salinosporamidas (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Salinosporamides generadas por biosintesis dirigida

Precursor Productos Concentracion (mg/L)
Lam et al. 2007
NaCl Salinosporamide A 277
NaBr Bromosalinosporamide 19.4
Salinosporamide B 80
Salinosporamide A 1.2
Na>S04 Salinosporamide A 53
Otras salinosporamides Aumentaron entre un 64
al27%
Tsueng y Lam 2009
L-Isoleucina Salinosporamide C
Valerate Salinosporamide E 121
Salinosporamide A 120
L-Valina Salinosporamide B 16.7
Cobalto y Salinosporamide B Se inhibid produccién.
Vitamina B12 (Efecto no observado en

cepa CNB440)

La Tabla 1.1, resume dos estudios donde se emplearon diversos analogos que
buscaban definir el comportamiento de estos sobre la produccion de
Salinosporamida A. En estos estudios se encontré que una alta concentracion
de ion cloruro, propiciaba la formacion de Salinosporamida A, contra la
formacién de otras salinosporamidas, mientras que la ausencia de ion cloro,
abatia su produccién. La presencia del ion bromo en el medio de cultivo
permitid reconocer que la enzima capaz de integrar el ion cloro a la estructura
de Salinosporamida, también era capaz de integrar otro halégeno como el
bromo. Sin embargo, este efecto no se verifico con el flior. El otro estudio
demostré que los analogos quimicos tenian alta relevancia contra la clase de
salinosporamida que se produciria.

1.3.2 Cluster de genes biosintético de salinosporamida

La identificacion del cliuster de genes de salinosporamida (sal), permitié
observar que la biosintesis de precursores (cloroetiimalonil-CoA y L-3-
ciclohex-2-enilainina) esta codificada dentro del clister de genes del
metabolito secundario (Error! Reference source not found.). Asi también
como las enzimas asociadas a la formacidn del compuesto.
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Figura 1.2 Cluster de genes biosintético sal (Eustaquio et al. 2009; Lechner et
al. 2011), genes codificados por color basado en la funcion
confirmada/predicha: ensamble del anillo nucleo y-lactam-B-lactona (gris),
bionsintésis del cloroetilmalonil-CoA (rojo) y del aminoacido no proteinogénico
L-3-ciclohex-2-enilainina (azul), regulacion y resistencia (amarillo),
desconocida (blanco), y dos transposasas parciales (negro).

El analisis bioinformatico del cliuster de genes de la biosintesis de
salinosporamida (sal) permitiod realizar diversas pruebas para interrogar las
funciones de los genes (Figura 1.2 Cluster de genes biosintético sal (Eustaquio
et al. 2009, Lechner et al. 2011), genes codificados por color basado en la
funcién confirmada/predicha: ensamble del anillo ndcleo y-lactam-B-lactona
(gris), bionsintésis del cloroetilmalonil-CoA (rojo) y del aminoacido no
proteinogénico L-3-ciclohex-2-enilainina (azul), regulacion y resistencia
(amarillo), desconocida (blanco), y dos transposasas parciales (negro).).
Dentro de estos estudios se encuentran la identificacion de los genes que se
encargan de la formacion del PKS-NRPS (PolyKetide Synthase-NonRibosomal
Peptide Synthetases), y los que codifican la sintesis de precursores y sus
reguladores (Kale, McGlinchey, and Moore 2010; Lechner et al. 2011).

Tabla 1.2 Funcidn de los genes del cluster de genes sal

Gen Descripcion

SalA Gen PKS bimodular de organizacion inusual de dominios. Es
encargada de seleccionar, unir y condensar Acetyl-CoA, y
Cloroetilmalonil-CoA. Aparentemente el modulo AT: contiene
puntos de promiscuidad por lo que acepta unidades extensoras
distintas a Cloroetilmalonil-CoA.

salT Cataliza la division fosforilitica, convierte 5'CIDA a 5'CIRP

salL Clorinasa SAM-dependiente analoga a FIA



Gen
salNyM

salH

salQ
salS

salG

ORF1
ORF2
salu
salX
salw
salB

salD

salR1
salR2

salR3
SalIl

salo

salC
salF
salE
salv
salY
salJ

salK y
salz

Descripcion

Fosfatasa y Reductasa deshidrogenasa, catalizan la
defosforilacion de 5'CIRP a 5-Cloro-5-deoxy-D-ribosa
Homodlogo de dihidroxiacido dehidratasa convierte 5'CIRI a 5-
cloro-4Hidroxi-2-oxopentanoato.

Cataliza la decarboxilacidn oxidativa a 4-cloro-3hidroxibutiril
Tiene una identidad mayor al 50% con a-oxoacid ferrodoxin
oxidoreductasa, cataliza la hidratacidn reversible de
Crotoconyl-A, y dehidratasa cuando se acopla a una reductasa.
Carboxilasa/reductasa (CCR) cataliza la carboxilacion reductiva
de 4-clorocrotonil-CoA a Cloroetilmalonil-CoA

Transposasas parciales

DAHD sintasa que inicia la biosintesis de shikimato

Prefenato dehidratasa

Alifatic L-aminoacid amino transferasa

Enzima NRPS, selecciona, activa y condensa por adenilacion B-
hidroxi-L-3-ciclohex-2-enilalanina (CHA), al producto de sala
B-hidroxilacion citocromo p-450 aminoacil PCP- hidrolasa.
Optimiza CHA para condensarse con el policétido bimodular
proveniente de sala

Gen regulador tipo merR cominmente envuelto en la
resistencia a antibioticos

Gen regulador especifico tipo LuxR activa a genes involucrados
en la biosintesis de Cloroetilmalonil-CoA

Regulador transcripcional putativo tipo Lys-R

Gen de resistencia y/o regulacién a B-subunidad del
proteasoma

Ciclasa putativa, se considera que puede participar en la
ciclacion del biciclo y-lactam-B-lactona
Cetosintasa/Eritronolide sintasa (homologia)

Tioesterasa (Homologia)

Formacion del nucleo y-lactam-B-lactona

Acyl-CoA ligasa

Ciclodeaminasa

Proteina hipotetica que presenta una sefal adicional peptidica
cuando R2 no esta.

Funcidén no descrita

(Eustaquio et al. 2009; Lechner et al. 2011; Lechner, 2011; McGlinchey et
al. 2008; Nett et al. 2009; Rachid et al. 2011)

Las funciones de los genes salX, sallL y salR2 son descritos en mayor detalle a
continuacién, ya en esta tesis se realizé ensayos de bioingenieria dentro de la
cepa S. tropica sobre ellos.



e salX, gen homodlogo de prefenato deshidratasa. Su disrupcidon generd
antiprotealide en una concentracién de 0.5 mg/L, similar a la original,
sin embargo la ausencia de Salinosporamide A, permitié observar la
presencia de este compuesto, este hibrido molecular comprende la
estructura nuclear de salinosporamida A con el grupo isopropil de
omuralide en lugar del ciclo hexano, se confirmd que este gen activa la
biosintesis del ciclohexenil. Dentro del mismo estudio la fermentacion
se suplementdé con precursores de sustratos aminoacidicos
(proteinogénicos, no proteinogénicos y sintéticos), generando diversos
analogos con modificaciones al ciclo hexenil que posee la estructura
(McGlinchey et al. 2008). Un estudio posterior mostré la produccién de
antiprotealide en 3 cepas nativas de S. tropica, entre ellas CNB440, con
una producciéon de 1.1 mg/L por lo que se establecié que antiprotealide
es un producto natural. Al alimentar 1% de L-leucina al fermentador de
S. tropica NPS21184 (sin mutacion) se incrementd la produccidon de
antiprotealide de 3 a 11mg/L (Potts and Lam 2010).

e salL, clorinasa, fue reemplazada por el gen FIA de Streptomyces
clattleya en S. tropica, para evaluar la produccién por mutasintesis de
fluorosalinosporamide, el mutante que requiere un nutriente especial
para producir el producto particular se conoce como “idiotrofo”. La cepa
mutante de S.tropica pudo aceptar fluoruro como un sustrato para la
produccion de fluorosalinosporamide 4 mg/L (Eustaquio and Moore
2008).

e SalR2, gen regulador de la via. Este gen regulador actla sobre los
operones salNO y salML, su sobreexpresion aumento la produccién de
cloroetilmalonil-CoA, lo que produjo mayor especificidad sobre la
produccién de Salinosporamide A. Esta modificacién aumenté al doble la
produccion del compuesto de importancia. (Lechner, 2011).

1.3.3 Herramientas moleculares

Lechner (2011) adaptd herramientas moleculares para transformacién de S.
tropica: vectores de expresién y promotores, un sistema de recombinacion
basado en el vector pSET152 (Figura 1.3), que contiene una copia funcional
de oriT RK2, el replicén pUC18 y el fago @C31 integrativo. Con este sistema
se realizd una recombinacion sitio especifica entre el sitio cromosomal de
enlace attB vy sitio de enlace del plasmido que codifica el fago attP, creando el
sitio hibrido attL y attR. De acuerdo al disefio, el vector pSET152 integra una
proteina de condensacién putativa de cromosoma, lo cual permite que @C31
se integre mediante recombinacion. Para esto es necesario que dentro de la
secuencia genética de la bacteria a transformar se encuentre una secuencia
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homodloga de la proteina SCO3798 de Streptomyces coelicolor, el cual no fue
identificado en la secuencia por BLAST. Sin embargo, se identificaron 3 sitios
alternativos attB también conocidos como pseudo sitios attB (Pseudo sitio
attB2, strop0483; attB3, strop3569 y attBl precedente al ORF strop0304
utilizado frecuentemente para la integracidén). Se utilizé exitosamente el
promotor constitutivo del gen de resistencia de apramicina para la expresion
en S. tropica.

int(C31)

antP(pC31
aac(3)-IvV

oriT(RP4)

Figura 1.3 Vector pSET 152, que confiere la resistencia a apramicina a
Streptomyces y se integra en el sitio attB.

A pesar de que diversas partes del clister sal han logrado expresarse
heterélogamente, la produccion heterdloga de Salinosporamide A aun no se
ha logrado. Esta se probd mediante varios ensayos en Streptomyces coelicolor
M1152 y Salinispora arenicola, como hospederos de expresién (Lechner,
2011). Por el momento solo se ha reportado la produccién heterdloga del
cluster de genes biosintético de Cianabaramida de Salinispora pacifica en
hospederos como Strep. coelicolor M1146 y Strep. lividans TK23 (Bonet et al.
2015).

1.4 Eliminacion racional de genes

Gomez-Escribano y Bibb (2011) lograron aumentar la produccién de
Actinorodina de acuerdo a la modificacién de 1.5 a 9 veces en Strep. coelicolor
mediante ingenieria genética. En el estudio realizado en la cepa Strep.
coelicolor M145 se borrardn 4 cliuster de genes biosintéticos (Actinorodina,
prodiginina y los clUesteres de genes biosintéticos cpk y cda) y se introdujeron
dos mutaciones puntuales en los genes rpoB y rpsL que codifican para la RNA
polimerasa B-subunidad y la proteina ribosomal S12respectivamente. El
objetivo del trabajo fue generar un hospedero capaz de expresar
heterélogamente cllUster de genes que en otras cepas estan silenciados o bien
aumentar la produccién de metabolitos secundarios de interés, removiendo el
flujo de los sustratos hacia la produccion de otros metabolitos secundarios. En
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otro estudio similar (Komatsu et al. 2010) se elimind los genes no esenciales
de Strep. avermitilis, una cepa industrial. En el estudio se logré obtener, en la
cepa modificada, un aumento de la produccién de tres metabolitos secundarios
que fue superior a la obtenida en las especies productoras nativas. Se estima
gue este aumento se origind por la mayor disponibilidad de precursores que
presenta esta cepa. Por estos resultados la eliminacidén racional de genes se
presenta como una alternativa viable para el aumento de la produccién de
metabolitos secundarios.

Con referencia a Salinispora tropica, ]. J. Zhang, Moore, and Tang (2018),
lograron generar una mutante CNB4401 que fue capaz de producir
heterélogamente tialoctamina, con una produccién 3 veces mayor a la
producida por el superhost Strep. coelicolor M1152 (Gomez-Escribano and
Bibb 2011). Esta nueva cepa S. tropica CNB4401 fue modificada
genéticamente, reemplazando 3 genes (sal A-C) del cliuster de genes
biosintético de salinosporamida por un sitio attB de integracion del ¢c31. Los
resultados indican que S. tropica promete ser un buen hospedero para
produccion heterdloga de metabolitos secundarios, sobre todo compuestos
halogenados.

1.5 Modelo a escala gendmica

La construccién de un modelo a escala gendmica permite caracterizar las
capacidades metabdlicas de los organismos con la finalidad de entender y
modelar la fisiologia celular del organismo en cuestién. Estos modelos se han
utilizado para detallar estudios de metabolismo logrando incrementar la
produccion de metabolitos especializados y la integracién de datos dmicos. En
base a esta necesidad Contador y colaboradores (2015) reconstruyeron y
curaron manualmente un modelo a escala gendmica, basados en anotaciones
gendmicas, datos 6micos vy literatura (iCC908). Basado en éste se estudiaron
las capacidades cepa-especificas de S. tropica CNB440 en medio minimo
definido. Mediante la incorporacion de modificaciones se incrementd la
precision en las predicciones cualitativas de los experimentos de
crecimiento/no crecimiento de un 76 a 93%, por lo que es una herramienta
viable para definir las capacidades metabdlicas de S. tropica y guiar y mejorar
la produccion de metabolitos especializados. El modelo de Contador et al.
(2015) incorpord las rutas metabdlicas que codifican la produccién de
salinosporamida y sporolide.
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2 Hipotesis

La mayor disponibilidad de los precursores de Salinosporamida A; acetil-CoA,
S-adenosil metionina, ciclohexenilalanina y el idn cloruro, permitiran aumentar
la produccidon de este a mas de 220 mg/L. La eliminacién racional de genes y
el uso de modelos a escala gendmica son herramientas metabdlicas que
ayudaran a aumentar la disponibilidad de los precursores del metabolito
secundario que aumentaran la produccién de salinosporamida A.

3 Objetivos

3.1 Objetivo General

» Evaluar estrategias de ingenieria metabdlica para aumentar la
produccion de Salinosporamide A en Salinispora tropica CNB440.

3.2 Objetivos especificos

» Estudiar el efecto de la eliminacién racional de cluster de genes
biosintéticos de metabolitos secundarios en la produccién de
Salinosporamide A en Salinispora tropica CNB440.

» Predecir modificaciones genéticas que incrementen la produccién
de Salinosporamide A a partir de un modelo a escala gendémica de
Salinispora tropica CNB440 y comprobarlo experimentalmente.

= Optimizar el medio de produccién de Salinosporamide A a partir
del modelo a escala gendmica de Salinispora tropica CNB440 vy
comprobarlo experimentalmente.
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4 Parte I Crecimiento de Salinispora tropica vy
determinacion de Salinosporamida A.

Este capitulo engloba el desarrollo de los procedimientos basicos para el
crecimiento de Salinispora tropica y determinacién de salinosporamida A.
Debido a las condiciones de crecimiento de la bacteria, fue necesario identificar
una solucidn salina que presentara la fuerza idnica suficiente que sustente el
crecimiento de la bacteria y promueva la mayor concentracion de
salinosporamida A. El medio de crecimiento y esporulacion mas efectivo para
esta bacteria es el medio Al (Feling et al. 2003; Fenical and Jensen 2006;
Maldonado et al. 2005), se ha reportado que la temperatura optima de
crecimiento es de 28°C (Lam et al. 2007).

Debido a la naturaleza quimica de salinosporamida A, fue necesario ensayar y
desarrollar una metodologia especifica para determinarlo dentro del
laboratorio, en este proceso es necesario agregar una resina polimérica al
medio para evitar la hidrolisis de salinosporamida A (Tsueng and Lam 2007).

Basados en el trabajo de Contador y colaboradores 2015, y para ensayar el
método de determinacion de salinosporamida A, se evalud la produccion de
salinosporamida A en los medios minimos que presentaban crecimiento en ese
trabajo. Estos resultados también fueron utilizados para evaluar el modelo a
escala gendmica.

La produccion por fermentacién de S. tropica es el método con el que obtiene
la mayor productividad. La aplicacion de las mejores condiciones de produccion
de Salinosporamida A son la base para la correcta cuantificacion en laboratorio
de la produccién del metabolito secundario.

4.1 Introduccion

De acuerdo con Reed y colaboradores (2007), Potts y Lam (2010), se puede
observar que los iones presentes en la formulacion salina del medio para el
crecimiento de S. tropica, afectan directamente en la produccién de los
Salinosporamidas, sobre todo la presencia de iones haldégenos, que pueden
producir variaciones de tipos de Salinosporamida. Por lo tanto, una
formulaciéon salina basada en Cl, es la mejor opcion para producir el
compuesto. Tsueng, Teisan, and Lam (2008) disefiaron una formulacién salina
y evaluaron la fuerza idénica de la misma para encontrar el éptimo de
produccién. Para la cepa CNB440 reportaron una maxima produccién de 97
mg/L con 360 mM de NaCl.

15



Con respecto a las fuentes de vitaminas y nutrientes del medio, desde que S.
tropica fue aislada e identificada se encontré que el mejor medio para
preservar el crecimiento de la cepa fue el medio A1 (M1), (Reed et al. 2007;
Tsueng and Lam 2008), que consiste en 10 g de almiddn, 2 g de peptona y 4
g de extracto de levadura. Debido a que la formulacién debe ser aprobada por
la FDA y producir la menor cantidad de otros Salinosporamidas, Tsueng y Lam
proponen el medio SHY (10 g de almidon, 4 g de Hysoy y 4 g de extracto de
levadura) como medio de produccién, este medio no contiene productos de
origen animal lo que permite ser aprobado por la FDA para ser consumido por
los humanos.

Las condiciones de cultivo Batch en laboratorio sobre las cuales la cepa
presenta el mayor crecimiento son 28°C, a 250 rpm, en 50 ml de medio en
matraces de 250 ml para obtener la maxima transferencia de oxigeno. Bajo
las condiciones del laboratorio se monitored el crecimiento de la bacteria,
mediante la determinacion de proteinas totales de Meyers (Feling et al. 2003;
Meyers et al. 1998) y peso seco de la muestra.

4.1.1 Estudios de sensibilidad de la cepa a antibioticos.

Dentro de los procedimientos de crecimiento de la bacteria era necesario
conocer su sensibilidad a diferentes antibidticos. En la literatura se reporto las
concentraciones de sensibilidad frente a: Rifampicina (20 ug/L), Gentamicina
(5 pg/ml), Neomicina (5 pg/ml), Estreptomicina (5 pg/ml), Novobiocina (25
Mg/ml), Penicilina (5 pg/ml) (Maldonado et al. 2005; Mincer et al. 2002).
Debido a que no se encontraréon datos para Apramicina, Kanamicina y
Tioestreptona, fue necesario realizar ensayos de sensibilidad para estos
antibioticos, ya que son ampliamente utilizados en estrategias de modificacién
de bacterias (Gomez-Escribano and Bibb 2011).

Al mismo tiempo fue necesario definir las condiciones dptimas de esterilidad
para trabajar con la cepa debido a que presentaba alto riesgo a contaminarse,
debido a que en el manejo del microorganismo no se utilizaron antibidticos.
Para poder asegurar que se trabajo con la cepa bajo estudio se aplicarén
técnicas para aislamiento de este tipo de bacterias (Kumar and Jadeja 2016).

4.1.2 Determinacion de Salinosporamida A.

La determinacion de salinosporamida A consistioé en estandarizar el proceso de
determinacion del compuesto bajo las condiciones particulares del laboratorio,
refiriéndose en especifico a la resina utilizada, extraccion del compuesto, los
equipos y columnas accesibles.
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La naturaleza quimica de salinosporamida A lo hace inestable en solucidn
acuosa debido a que posee un anillo B-lactona que es susceptible a hidrolisis
bajo las condiciones normales de fermentacién. Tsueng y Lam (2007)
realizaron estudios agregando resina acrilica al medio de fermentacion para
identificar si la resina podria darle un efecto estabilizante al metabolito
secundario, o la baja productividad se debia a una represién por productos. Lo
gue confirmo que la baja productividad se debia a la inestabilidad del
metabolito secundario. La resina acrilica XAD-7, mostro tener la mayor
retencidn del metabolito secundario. A las 24 horas de iniciada la fermentacion
se agrega la resina y a los 7 dias de cultivo se llega al maximo de produccién
de salinosporamida A.

Esto permitié establecer una metodologia robusta que permite la
determinacion del compuesto con un LDD (Limite de Deteccion) de 3 ng/L y
con recuperaciones mayores al 80%. Los ensayos realizados en laboratorio
permitieron definir la columna de HPLC a usar, temperatura de horno, medio
de arrastre, tiempo de elucidon del metabolito e identificacidon de interferencias
por otros compuestos, bajo las condiciones actuales de laboratorio.

Esta determinacion se realizd para cada uno de los medios minimos que
establece Contador y colaboradores (2015) que presentaron crecimiento de la
bacteria, para la validacion del modelo a escala gendmica. El crecimiento en
estos medios generd datos para poder mejorar la prediccion del modelo bajo
condiciones especificas de crecimiento.

4.2 Metodologia.
4.2.1 Medios de cultivo

Todos los medios fueron preparados en 1 L de agua destilada y autoclavados
a 1 atm durante 20 min y 120°C. Se mantienen a temperatura ambiente.

4.2.1.1 Medio de crecimiento Salinispora tropica CNB440

Medio A1 (10 g de almidon, 4 g de extracto de levadura, 2 g de peptona por
litro) adicionado con Formulacién salina (modificada de Tsueng and Lam
2010): 24 g de NaCl, 0.69 g de KCI, 4.29 g de MgS04:7H20, 0.43 g de
CaCl2-2H20, 86 mg de KBr, 21.5 mg de H3BO3, 15.5 mg de SrClz, 2.1 mg de
NaF y 208 pg de CoCl2-6H20, manteniéndolo a 28°C y agitacion de 230 rpm
cuando es cultivo liquido y se agrega 17 g de Agar para medio en placas
(Tsueng and Lam 2008).
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4.2.1.2 Medio de produccion de salinosporamida A en Salinispora tropica CNB-440

10 g de almiddn, 4 g de HySoy, 4 g de extracto de levadura, 1 g de CaCOs, 40
mg de Fe2(S04)3, y 100 mg de KBr. Formulacién salina para produccidn: 24 g
de NaCl, 0.69 g de MgS04:7H20, 0.43 g de CaCOs, 0.43 g de CaCl-2H;0, 85.9
mg de KBr, 21.5 mg de H3BO3, 15.5 mg de SrClz, 2.6 mg de NaF, y 208 ug de
CoCl>:-6H20. Para las hacer placas de este medio se agregan 17g de Agar.

4.2.1.3 Medios minimos Salinispora tropica CNB-440

Formulacion salina medios minimos: 24 g de NaCl, 4.29 g de MgS04, 0.43 g
de CaCl, 0.69 g de KCl, 85.9 mg de KBr, 15.5 mg de SrClz, 21.5 mg de H3BO3,
208 ug de CoCl, 2.1 mg de NaF.Medios minimos: fuentes de carbono 20 mM
(glucosa), fuentes de nitrégeno 18.6846 mM (cloruro de amonio), fuentes de
azufre 0.8114 mM (sulfato de magnesio) y fuentes de fésforo 36.29 mM
(Disodio hidrogen fosfato).

Tabla 4.1 Fuentes de Carbono, Nitrégeno, Azufre y Fosforo para la
preparacion de medios minimos

Carbono Nitrogeno Azufre Fosforo

D-Glucosa Glicina Sulfato de Fosfato trisddico
Magnesio

D-Manosa Amonio Sulfito

D-Xylosa Nitrato de Sodio  L-Cisteina

Glicerol Urea L-Metionina

Sucrosa L-Glutamato

D-Fructosa Inosina

Manitol L-Glutamina

Acetato de Sodio Adenosina

D-Sorbitol

L-Arabinosa

Alginato de Sodio

Citrato

L-Glutamato

Glicina

Celobiosa

Rafinosa

Uridina

D-Galactosa

Adenosina

Trehalosa

L-Glutamina

Inosina
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4.2.2 Antibiodticos

Todos los antibidticos fueron preparados por disolucion del sdélido en agua
destilada, a menos que se mencione otra especificaciéon y esterilizados por
filtracion a 0.02 pm y preservados a -20°C en alicuotas de 1.5 mL en tubos
Eppendorf. Acido Nalidixico disuelto en NaOH 0.3M 25 mg/mL.

e Ampicilina 100 mg/ml.

e Carbenicilina disédica 50 mg/ml.

e Cicloheximida obtenida en solucién al 10% (100 mg/ml). Guardar en
alicuotas de 1.5 ml.

e Cloranfenicol disuelto en etanol absoluto 50 mg/ml.

e Estreptomicina 50 mg/ml.

e Higromicina B de Streptomyces hygroscopicus, obtenida en solucién
buffer fosfato (PBS) a una concentracién de 50 mg/ml. Cubrir con papel
aluminio para proteger la solucién de la luz (Higromicina B es sensible a
la luz).

e Kanamicina 50 mg/ml.

e Sulfato de Apramicina 50 mg/ml.

e Tioestreptona disuelto en Solucion Dimetil Sulfoxido (DMSO) a 50
mg/ml.

4.2.3 Cepa

Salinispora tropica CNB440 fueron proporcionadas al CeBiB mediante la
investigacién realizada por Contador y colaboradores (2015), las cuales fueron
bondadosamente donadas por el Dr. Paul Jensen.

4.2.4 Reactivos

La lista de reactivos y buffers utilizados en esta metodologia se encuentra
detallada en el Anexo I.

4.2.5 Condiciones de Cultivo

Salinispora tropica se crecié a una temperatura de 28° a una velocidad de
agitacién de 250 rpm, los cultivos se mantuvieron creciendo por 4 semanas.

La metodologia utilizada para determinar la sensibilidad a antibidticos,
crecimiento de bacterias, aislamiento de bacterias y extraccién de ADN
gendmico se presenta en el Anexo II.
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4.2.6 Extraccion y determinacién de metabolitos secundarios

1. Inocular medio A1 con 1 ml de la cepa de 2-3 dias de crecimiento en
medio Al.

2. Agregar a las 24 horas de cultivo 20 g/L de resina hidratada XAD-7
(Anexo II, Ensayos de Laboratorio).

3. Parar la fermentacidon a los 7 dias de crecimiento.

4. Agregar estandar de recuperacion (ampicilina 20 pug/ml).

Una vez parada la fermentacion se extrajeron los metabolitos secundarios
por dos metodologias.

a) Recuperacion de resina por Filtracion.

Se toma el cultivo completo con las resinas y es filtrado al vacio.
Se hace un enjuague a la resina recuperada con agua destilada

Se eluye mediante filtracidén al vacié los metabolitos secundarios
adsorbidos en la resina, el eluyente es acetona 10 ml.

Evaporar acetona hasta sequedad mediante flujo de nitrégeno.
Resuspender en acetonitrilo.

b) Extraccion liquido-liquido de metabolitos

Tomar una alicuota de 15 ml de fermentado, afadir acetato de
etilo 3:1 (muestra:solvente) y se agita en vortex por 1 min.

Centrifugar a 1000g x 3 min, tomar la capa superior (4ml) y
depositarla en vial de vidrio, libre de compuestos organicos (Anexo
II, Ensayos de Laboratorio).

Evaporar el acetato de etilo hasta sequedad mediante flujo de
nitrdgeno dentro de campana de extraccion.

Resuspender en acetonitrilo. Inyectar la Muestra en HPLC.

4.2.6.1 Condiciones de operacion de HPLC

El HPLC utilizado fue Shimadzu A20. La deteccién de los compuestos se realizd
con el dectector UV a 210 nm. El buffer de elucién es acetonitrilo en agua al
35%, flujo de 0.5 ml/min. Tiempo de corrida 25 min. La columna utilizada es
LiChroCart 125-4 LiChroSphere 5 pm 100RP-18 (C18 tipo L1) para fase
reversa. Temperatura del horno 35°C.
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La determinacién de la concentracion de Salinosporamida A se realizd
mediante el uso de estandar del metabolito puro de Salinosporamida A y la
estimacion del area bajo la curva, detectada en HPLC.

El estandar de Salinosporamida A fue inyectado a 3 concentraciones (250
Mg/ml, 50 pug/ml, 5 pg/ml) y 1 ug/ml para identificar el LDD. Para descartar
interferencias y estimar la recuperacion se inyectaron DMSO, Acetonitrilo y
Ampicilina (500 pg/ml, 250 pg/ml, 100 pg/ml).

4.3 Resultados y Discusion
4.3.1 Ensayos de sensibilidad en Salinispora tropica

Los antibidticos utilizados en los ensayos fueron, kanamicina, apramicina y
tioestreptona. Para kanamicina y apramicina, se evalud la sensibilidad a 25,
50, 100 y 250 pug/ml. Mientras que para tioestreptona se evalud la sensibilidad
al2y 50 pg/ml.

Kanamicina

Figura 4.1 Ensayo de sensibilidad en kanamicina para S. tropica. A) Sin
antibidtico B) kanamicina 50 ug/ml y C) kanamicina 100 ug/ml

Como se muestra en la Figura 4.1b S. tropica, no presenta sensibilidad a 50
Mg/ml, ya que se observa el crecimiento de al menos 2 UFC, a los 100 ug/ml
no presento crecimiento, por lo tanto, se sugiere utilizar concentraciones
mayores a esta para hacer los ensayos de transformacién de kanamicina.

Apramicina
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Figura 4.2 Ensayo de sensibilidad en apramicina para S. tropica. A) Sin
antibidtico B)apramicina 12ug/ml y C)apramicina 100 ug/ml

Los ensayos de sensibilidad fueron evaluados desde 12 pg/ml, desde esta
concentracion se observd que la bacteria S. tropica fue sensible a este
antibidtico.

Tioestreptona

Figura 4.3 Ensayo de sensibilidad en tioestreptona para S. tropica. A) Sin
antibidtico B)tioestreptona 12 ug/ml y C)tioestreptona 50 pg/ml

En el caso de tioestreptona la bacteria S. tropica presento sensibilidad a una
concentracion de 12 ug/ml, y esto se comprobd a concentraciones mayores
donde tampoco hubo crecimiento de colonias.

4.3.2 Crecimiento de Salinispora tropica en medio complejo Al

La Figura 4.4 muestra el crecimiento de S. tropica en medio Al suplementado
con la formulacién salina mencionada anteriormente, para construir la curva
de crecimiento se determiné el contenido de proteinas totales, linea azul. Estos
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datos fueron transformados a unidades de concentracion de microorganismos
mg/ml, linea morada, esta correlacidn se realiz6 mediante la determinacion de
peso seco de S. tropica, Anexo IV.
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Figura 4.4 Curva de crecimiento de S. tropica en medio Al

Los datos mostrados en la Figura 4.4, muestran que la bacteria presenta una
fase lag de crecimiento de 2 dias y la fase exponencial de crecimiento dura 8
dias, esta fase exponencial presentd una constante de crecimiento de 0.46d1.
Estas determinaciones se realizaron en 4 cultivos distintos de S. tropica en
medio Al suplementado con formulacién salina, sin adicidon de antibioticos.

4.3.3 Crecimiento de Salinispora tropica en medios minimos
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Figura 4.5 Curvas de crecimiento de S. tropica CNB440 en medios minimos
como fuente de carbono glucosa y celobiosa

La Figura 4.5 muestra el crecimiento de S. tropica en un medio minimo basado
en glucosa y celobiosa. Como se ve en la Figura 4.5, el crecimiento en ambos
sustratos es muy similar, esto se debe a que basicamente la celobiosa es un
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disacarido formado de dos unidades iguales de glucosa unidos por un enlace
beta, lo que sugiere que S. tropica es capaz de hidrolizar este tipo de enlaces
sin problema y asimilar la celobiosa de manera similar a la glucosa. En este
caso el monitoreo de la fermentacion de glucosa se llevé a cabo por mas de
50 dias registrando una concentracién de microorganismos de 16 mg /ml sin
observar que en algin momento se llegara a una meseta de crecimiento. Para
la celobiosa, se vio una disminucidon en el crecimiento a partir del dia 21, que
se alcanzd una concentracidon de microorganismos de 6 mg/ml.
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Figura 4.6 Curva de crecimiento de medios minimos como fuente de carbono
xilosa, sacarosa, manosa, glicerol, rafinosa, D-galactosa y L-acido glutamico.
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La Figura 4.6 presenta las curvas de crecimiento determinadas para los medios
minimos de xilosa, sacarosa, manosa, glicerol, rafinosa, D-galactosa y L-acido
glutamico. Como se observa, la maxima concentracion de biomasa alcanzada
fue de 4.5 mg/ml, que es una cuarta parte de la alcanzada en glucosa. Para
Xilosa y Sacarosa, la fase lag durd dos dias y llegaron a su maximo crecimiento
en el dia 20. Para el resto de los medios minimos probados, la fase lag durd 5
dias, manosa presenté un crecimiento muy similar a xilosa y sacarosa, que
puede estar asociado a que se tratan de sacaridos. glicerol, rafinosa y
galactosa, presentan curvas de crecimiento muy similar llegando a su maximo
crecimiento en el dia 15. El medio basado en L-acido glutamico, presenté el
menor crecimiento, apenas superando 1 mg/ml, después de 30 dias de
crecimiento.

Las otras fuentes de carbono que mostraron crecimiento fueron alginato,
citrato, glicina y adenosina. Sin embargo, el crecimiento que presentaron fue
menor a 1.0 mg/ml, donde el alginato presento una fase lag de 15 dias. Los
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ensayos hechos sobre medios minimos que no presentaron crecimiento fueron
lactosa, uracil, uridina y lactato.

4.3.4 Determinacion de Salinosporamida A en medios de cultivo

La primera etapa de resultados consisti®6 en probar la extraccion de
salinosporamida A en dos clases de resina XAD16 y XAD7. Estas resinas fueron
extraidas del medio liquido mediante filtracion y después fueron eluidas con
acetona (Lechner et al., 2011). La columna utilizada en HPLC fue LiChroCart
125-4 Purospher RP-18, con la cual se obtuvieron los cromatogramas de la
Figura 4.7.
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Figura 4.7 Cromatograma de determinacion de Salinosporamida A en
columna Purospher 100 RP 18 (5um), estandares y muestras. Las lineas,
verde, gris y negra corresponden a la sefial determinada por el detector UV
del estandar de Salinosporamida A, en concentraciones de 250, 50 y 10

pg/mi.

En la Figura 4.7, se muestran los cromatogramas de diversas corridas en el
HPLC utilizando la columna Purospher RP 18. Se observa en las curvas
generadas con los estandares que el tiempo de elucién de Salinosporamida A
es 7.0 min. Sin embargo, en las curvas que corresponden a las muestras de
los extractos de la fermentacion, no se alcanza a distinguir el peak de
salinosporamida A debido a que la curva del metabolito se sobrepone a la
curva de acetonitrilo que se utilizé como solvente de la muestra. Debido a este
problema, se buscdé una nueva columna con la cudl trabajar y debido a lo
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complejo que resultd hacer la filtracion de resinas, se decidid buscar una
alternativa en la metodologia de extraccion de salinosporamida A.

La nueva estrategia para determinar la concentracién del metabolito
secundario consistié en hacer una extraccién liquido-liquido con solventes. El
solvente para extraccién fue acetato de etilo, en una relacion de 1:3
solvente:muestra. En la Tabla 4.2 se muestran los resultados de la
determinacion de salinosporamida A, cuando la recuperacion de
Salinosporamida A se hace mediante recuperacion de resina por filtracién y
extraccion liquido-liquido (capitulo 4.2.6). Como se observa en la extraccion
liguido-liquido se logréo obtener mayores concentraciones del metabolito
secundario, comparado con la recuperacion de resina y posterior elucion con
Acetona. Debido a que la recuperacién fue mayor con la extraccion liquido-
liguido se eligid éste como método de recuperacion del metabolito, ademas de
que esta metodologia implicaba menos pasos de extraccion. Comparando la
efectividad de las dos resinas se corrobord, que las mayores concentraciones
de Salinosporamida A, se determinaron cuando se utilizé la resina XAD-7.

Tabla 4.2 Concetracion de Salinosporamida A en MC en diferentes
metodologias de medicion

Muestra Sal A (mM)
ST triptona Resina filtrada 0,28

ST peptona 5,35

ST triptona 0,42
ST-S.tropica

La Figura 4.8 muestra un cromatograma a partir del cual se determind la curva
de calibracion con el estandar de Salinosporamida A. Esta figura muestra una
mayor resolucién de los peaks detectados por el cromatograma. El tiempo de
elucion de Salinosporamida A a 0.5 ml/min de flujo es de 12.5 min, como se
observa en el cromatograma.
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Figura 4.8 Cromatograma estandar Salinosporamida A 250 ug/ml columna
Lichrospher 100 RP C18 (5um).

La Figura 4.9 muestra un cromatograma de la muestra del medio de
produccién, para determinar la concentracion de Salinosporamida A. Se
observa que el cromatograma muestra buena resolucién y se pueden
determinar los peaks relacionados a la adicion del estandar de recuperacion y
al metabolito secundario de interés. Por lo tanto, la columna Lichrospher 100
RP C18 (5uM) puede ser utilizada para la determinacion de Salinosporamida A
en las muestras debida a la buena resolucion que presenta y a la baja
interferencia de otros compuestos.
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Figura 4.9 Cromatograma de extracto de medio de produccion de
Salinosporamida A

La Figura 4.10 muestra el cromatograma del estandar Salinosporamida A a 1
HMg/ml. Esta concentracion servira para determinar el LDD. Como se observa,
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en el tiempo 12.65 min hay un peak que nos indica la presencia del metabolito
secundario, que no se mezcla con el ruido que podria presentarse
normalmente en el cromatograma, por lo que se considera que en una solucién
concentrada de Salinosporamida A, se puede determinar hasta 1 pg/ml limite
inferior. Al concentrar el extracto del metabolito en 300 veces, se puede llegar
hasta un LDD de 3 ng/ml.
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Figura 4.10 Cromatograma estandar de Salinosporamida A 1ug/ml

4.3.5 Determinacién de Salinosporamida A producido en medios minimos

Una vez definida la metodologia final para la determinacion del metabolito
secundario, se procedid a hacer ensayos de crecimiento y determinacién de
Salinosporamida A en medios minimos reportados por (Contador et al. 2015)
(Capitulo 4.1). Como se observa en la Figura 4.11 la concentracién mayor se
encontro para el medio minimo en el que se sustituyo el cloruro de amonio por
nitrato de sodio el cual produjo 0.45 mas salinosporamida A y la menor
concentracion se encontré en el medio en el que se sustituyo el sulfato por el
sulfito donde se redujo 0.33 veces la concentracion de salinosporamida A,
comparado con el medio minimo blanco. Todos los ensayos fueron realizados
por duplicado. En estos resultados no se observa diferencias en la produccién
del metabolito al cambiar los medios minimos entre fuente de carbono,
nitrégeno, fosforo o azufre.
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Figura 4.11 Concentracion de Saliosporamide A producido por cultivo de S.
tropica en medios minimos suplementado con diferentes fuentes de carbono,
1 medio minimo estandar, (2-22) (20mM), nitrégeno (21-29) (18.68 mM),
fésforo (33) (36.29mM) y azufre (30-32) (0.81mM).

Los datos mostrados en la Figura 4.11 a muestran una clara variacién de
concentracion al utilizar nitrato como fuente de nitrégeno, esta variacién
puede estar asociada a la presencia de una alta cantidad de amonio en el
medio que se ha identificado como un i6n que reprime la actividad de las
enzimas oxidorreductasas (Feng et al. 2014), lo que sugiere que la presencia
del i6n amonio esta limitando la asimilacion de nitrégeno inorganico de la
bacteria. La reduccién de la concentracidon de salinosporamida A asociada al
uso de sulfito en el medio, es que el uso de este propicia la formacion de
succinil-CoA sobre la formacidon de S-Adenosyl-metionina, que es precursor del
metabolito secundario, esto indica que la presencia de sulfito en el medio,
disminuira la produccion del metabolito secundario, estos datos son relevantes
para el disefio del medio de produccién

Como se esperaba en todos los casos la produccién del metabolito secundario
es menor que en el medio de mantencion (5.35 pg/ml), lo que justifica el uso
de medios mas complejos en la produccion de metabolitos secundarios. Los
datos generados en estos ensayos también son utilizados paravalidar la
metodologia utilizada para la determinacion de Salinosporamida A, definir lo
replicabilidad del método de determinacién, y por ultimo la integracién de
estos datos en el modelo a escala gendmica conlleva a mejorar las predicciones
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cuantitativas del mismo, realizando un ajuste del modelo a los datos
generados.
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5 Parte II Delecidon Racional de Genes

En este capitulo se detallan las estrategias genéticas utilizadas para modificar
la cepa S. tropica CNB440. Las estrategias de modificacidn de la cepa buscan
generar una cepa que sea capaz de aumentar la produccidn de
Salinosporamida A. Las modificaciones sugeridas se basan en la informacién
obtenida del genoma de la cepa. El aumento en la produccién del metabolito
secundario se consigue minimizando el flujo de precursores a otros
metabolitos.

De acuerdo con Komatsu y colaboradores (2010) y Gédmez-Escribano y Bibb
(2011), para formar un hospedero de expresiéon de cluster de genes
heterdlogos, es necesario realizar como primera etapa, la delecion de clusteres
de genes de metabolitos enddgenos. Con la finalidad de remover los sumideros
de carbdn y nitrégeno, lo que incrementaria la disponibilidad de precursores y
la productividad de otros clisteres de genes. Estas modificaciones genéticas
en sus respectivos estudios mostraron aumentar la produccion del metabolito
secundario de 3 a 5 veces en el hospedero natural (mutante 1146 vs 1145 de
Streptomyces coelicolor). Debido a estas observaciones se busca generar un
actinomiceto marino modelo capaz de generar altas productividades de
metabolitos secundarios mediante el bloqueo de pérdidas de carbono y
nitrégeno.

5.1 Introducciéon

Las actinobacterias producen mas de la mitad de los compuestos bioactivos
conocidos que provienen de microorganismos estos incluyen antibioticos,
agentes inmunosupresivos, agentes antitumorales y enzimas. (Komatsu et al.
2010; G. Zhang et al. 2014). En los ambientes marinos la abundancia tipica
de microorganismos en los sedimentos es de 10°/ml, y se conoce que mas del
9% de estos pertenece a las actinobacterias, sin embargo, la mayoria de ellas
son especies no cultivables en laboratorio, por lo que resulta complejo conocer
que compuestos bioactivos pueden producir (G. Zhang et al. 2014).

Los compuestos que se producen a partir de los organismos marinos son
conocidos como “productos marinos naturales” (MNP’s). Las diferencias con
los compuestos provenientes de los organismos terrestres radican en sus
caracteristicas estructurales debido a que frecuentemente incorporan atomos
halogenados desde el agua marina que los rodea. Esto les confieren ventajas,
como menores dosis efectivas, mejor selectividad contra tejidos malignos y no
son vulnerables a desarrollar resistencia lo que las vuelve moléculas objetivo
utiles (Beesoo et al. 2014).
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Debido a la posible riqueza que se encuentra por descubrir en estos ambientes
marinos (Beesoo et al. 2014; G. Zhang et al. 2014), en especifico
actinobacterias marinas. La mineria de genomas, que consiste en la
identificacion y caracterizacidon de los clUsteres de genes biosintéticos (CGB'’s)
identificados por secuenciacion, se ha convertido en una invaluable
herramienta para la elucidacidon de la biosintesis de metabolitos secundarios y
una importante fuente de informacion de metabolitos cripticos codificados por
rutas biosintéticas silenciadas (Cobb et al. 2013; Gomez-Escribano and Bibb
2011).

Para la expresiéon heterologa de los CGB’s, sobre todo los cripticos, es
necesario contar con cepas modificadas, que presenten altos rendimientos de
produccién, lo que permitiria revisar una gran cantidad de CGB’s (Shen et al.
2015). Para esto se sugiere que estas cepas modificadas sean los mismos
hospederos naturales o cepas subrogadas (Gomez-Escribano and Bibb 2011).

5.1.1 Mineria gendmica de Salinispora tropica

En diversos actinomicetos, incluyendo el género Salinispora, que pertenece a
la familia Micromonosporaceae, se ha encontrado que cerca del 10% de sus
genomas codifican para CGB’s. Al secuenciar diversas cepas de Salinispora de
de diferente especie se observd un alto grado de conservacién en todos los
genomas de Salinispora, donde las mayores diferencias se veian en islas que
codificaban los metabolitos secundarios (Nett et al. 2009; Udwary et al. 2007).
Nett y colaboradores en el 2009, realizé la mineria gendmica de las cepas S.
tropica CNB440 y S. arenicola CNS205 y encontré 49 clusteres de metabolitos
secundarios distintos en total. Muchos de ellos estan silenciados, lo que indica
la alta diversidad de nuevos productos naturales con potencial bioldgico que
pueden ser descubiertos.

Salinispora es considerado uno de los mayores potenciales productores de
compuestos marinos bioactivos naturales, de los que destacan antibidticos y
tratamientos anticancerigenos (Jensen, Moore, and Fenical 2015;
Manivasagan et al. 2014; Mayer et al. 2009; Nett, Ikeda, and Moore 2009; Ng
et al. 2013). Este es un actinomiceto persistente y ampliamente distribuido en
el mar (Feling et al., 2003), para el cual se cuenta con diversos estudios sobre
crecimiento y produccion en laboratorio (Maldonado, et al., 2005; Tsueng and
Lam 2008). En el caso especifico de la cepa S. tropica CNB440 la secuenciacion
y la mineria de genoma permitié predecir que tiene 19 CGB's, descritos en la
Tabla 5.1 (Nett et al., 2009, Udwary, et al., 2007).
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Tabla 5.1 Metabolismo secundario de Salinispora tropica CNB-440 Clusteres

Localizacién

del cluster

Stro0586-0610
Stro0667-0694
Stro1012-1043
Stro2174-2227
Stro2340-2346
Stro2428-2440
Stro2486-2510
Stro2541-2555
Stro2645-2659
10 Stro2691-2737
11 Stro2757-2781
12 Stro2786-2813
13 Stro2814-2842
14 Stro3042-3054
15 Stro3055-3066
16 Stro3244-3253
17 Stro4264-4267
18 Stro4410-4429
19 Stro4437-4441

pa
©

OCONOOTUTDLWNR

de Genes Biosintéticos.

Producto actual o predicho

Enediyne de 10 miembros
Dipéptido
Salinosporamida
Decacetido Glicosilado
Aminociclitol
Tiazolilpéptido

Policétido Aromatico
Desferroxiamina
Sideroforo (Yersiniabactin)
Sporolide

Salinilactam

Acido dihidroeroginoico
Coelibactin

Bacteriocina Clase I
Linfostina

Pigmento Carotenoide (Sioxanthin)

Lipido Fendlico
Tetrapéptido

Designacién de
Cluster (tipo)

pksl (Enediyne-PKS)
nrpsl (NRPS)

sal (PKS-NRPS)

pks2 (PKS tipo II)
amc (Aminocyclitol)
thp (Thiazolilpeptido)
pks3 (PKS tipo II)
sidl (NRPS)

sid2 (PKS-NRPS)
spo (Enediyne-PKS)
slm (PKS tipo I)

sid3 (PKS-NRPS)
sid4 (NRPS)

bacl (Bacteriocin)
lym (PKS-NRPS)
terpl (Terpeno)
pks4 (PKS tipo III)
nrps2 (NRPS)

Pigmento Carotenoide (Sioxanthin) terp2 (Terpeno)

(Nett et al., 2009, Udwary, et al., 2007)

Como se muestra en la tabla 5.1 la mayoria de los clUsteres codifican para la
biosintesis de compuestos quimicos todavia desconocidos. En la mayoria de
estos clusteres se han encontrado genes que codifican estructuras del tipo
policétidos (PKS) I, II y III, y mezclas de PKS-NRPS.

De los compuestos anotados y aislados se destacan los PKS-NRPS
Salinosporamida y Sporolides, el metabolito previamente caracterizado en
Streptomyces, Linfostina y el PKS de Tipo I altamente repetitivo Salinilactam.
En la Tabla 5.1 se resaltaron los metabolitos secundarios que han podido
identificarse en el medio de fermentacién. La Figura 5.1 muestra la distribucion
de los CGB’s presentes en S. tropica CNB440.
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Tetrapeptido,Pigmento Carotenoide II
,Figmento e
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NC_009380
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Coelibactin
Salinilactam,Acido dihidroaerogenoico
Sporolide
Desferroxiamina,+1
Aminociclitol Tiazolilpeptido,+1 Decacetido glicosilado

Figura 5.1 Representacion del cromosoma de S. tropica CNB-440.Las lineas
verdes indican los sitios donde se codifican los clusteres de Genes
Biosintéticos (CGB’s).

5.1.2 Modificaciones genéticas realizadas en Salinispora.

La Tabla 5.2 resume las principales modificaciones genéticas que se han
realizado en Salinispora y las estrategias de modificacidon utilizadas.

Tabla 5.2 modificaciones genéticas realizadas en Salinispora

Modificacidn genética Estrategia utilizada Objetivo
Knockout de gen salL y REDIRECT PCR Identificar la funcién del
expresion en E. coli mutagénesis gen sal
(Eustaquio et al. 2008) Conjugacién con E. coli

S17-1
Disrupcion genética de REDIRECT PCR targeting Generar derivados de
genes en el cromosoma Conjugacion con E. coli salinosporamida A,
de S. tropica S17-1 utilizando ingenieria
(Mc.Glinchey et al., 2008) genética y biosintesis

dirigida por precursores

Bloqueo del gen salA Transformacion por Identificacion de |la
(Eustaquio et al. 2009) recombinacion homdloga, funcion del gen sala

recombinacion simple

Conjugacién E. coli

12567/pUZ8002
Sobreexpresion de gen REDIRECT PCR targeting Interrogar la funcién de
salR2 modificado vector de los genes reguladores y
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(Lechner et al. 2011) integracion pSET152 de aumentar la produccion
fago ®C31 de Salinosporamida A
Conjugacién E. coli
12567/pUZ8002

Reemplazamiento de REDIRECT PCR targeting Obtener un hospedero

genes salA-C por sitio pSET152, recombinacion heterélogo de expresion

de integracion attB de doble E. coli de CGB’s
fago ®C31 12567/pUz8002

(J. J. Zhang, Moore, and

Tang 2018)

En la Tabla 5.2 se presentan los estudios donde se realizdé la modificacidon
cromosomal de S. tropica, se observa que la conjugacién es la estrategia
utilizada para transformar estas cepas. Esta consiste en el intercambio
horizontal de genes, donde una bacteria donante (E. coli 12567) es capaz de
donar un vector de transformacion (pSET 152) a otra (Salinispora): para esto
el donante debe contener un vector que ayude en el intercambio del vector
donado (puUZ8002).

Una etapa critica de la seleccion de herramientas para la transformacion de
Salinispora es el tipo de modificacion que se desea realizar con la
transformacion. Cuando se busca una integraciéon no especifica se pueden
utilizar los pseudo sitios de integracion attB que posee la bacteria. Pero si se
busca la delecién o disrupcién de algin gen en un sitio especifico del
cromosoma es necesario realizar una integracién gendmica en un sitio
especifico mediante recombinacién homodloga. La Tabla 5.2 hace referencia al
PCR targeting, que es una estrategia de modificacidn genética basada en el
uso de librerias gendmicas con las cuales se genera un vector con el sitio a
modificar, que mediante la ayuda de un organismo se integra en el sitio del
cromosoma deseado, para ambas situaciones es necesario contar con la
libreria gendmica de la cepa, fosmidos.

Debido a que el laboratorio no cuenta con fosmidos para Salinispora tropica,
se sugiere utilizar la estrategia utilizada por (Razmilic et al. 2018) en
Streptomyces, que consiste en clonar las regiones que flanquean el sitio que
se desea delecionar en el plasmido pGM1190 sensible a temperatura. La
integracion de los sitios que flanquean los genes vy la resistencia se integran al
plasmido por Gibson Assembly.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Materiales
5.2.1.1 Medios

Medio LB pH 7.0, suplementado con antibidtico de seleccion de acuerdo con la
cepa utilizada. Medio de crecimiento A1 con formulacidn salina. Descrito en el
Capitulo 4.2.1, ambos medios en sélido y liquido.

5.2.1.2 Cepas, Vectores y Cebadores

La lista de cepas, vectores y cebadores utilizados en el desarrollo del presente
trabajo se encuentra descrita en el Anexo III.

5.2.1.3 Reactivos y Buffers

Los reactivos y buffers utilizados para el desarrollo de este apartado se
encuentran descritos en el anexo I.

5.2.2 Métodos generales de Biologia molecular

Los métodos generales de Biologia Molecular utilizados en este apartado se
describen en el Anexo II. Cabe destacar que para lograr la transformacién de
las cepas de S. tropica se realizé transformacién por conjugacién con E. coli
ETZ12567/pUZ8002 con el vector correspondiente a la transformacion que se
deseaba realizar.

5.2.3 Modificaciones genéticas

De acuerdo con Fenical y colaboradores (2007) se conoce que S. tropica
CNB440 dedica cerca del 10% de su metabolismo a la produccién de
metabolitos secundarios, que son codificados por al menos 19 clisteres.

Basados en la busqueda bibliografica de los clisteres de genes biosintéticos
de S. tropica CNB440, se definieron los cliusteres de genes que pueden
presentar un mayor impacto sobre la produccién de salinosporamida A, por
clase de compuesto que puede producir el gen, los sustratos que pueden ser
precursores del mismo y si se ha determinado su produccidon en el medio

Una vez definidos los candidatos a eliminar se procedid a disefar las
herramientas moleculares necesarias para lograr la correcta eliminacién de los
clisteres de genes biosintéticos de metabolitos secundarios de interés.

La primera etapa consistio en obtener los clones de los sitios que flanqueaban
los cluster de genes para hacer la recombinacién homodloga. Donde se
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probaron los partidores disefados por temperatura y una vez definida la
temperatura a la que se obtiene el fragmento con el tamano deseado, se
realizd6 una nueva clonacion de fragmentos en condiciones éptimas, seguida
de la purificacion de los fragmentos en geles de agarosa al 1%. El vector
pGM1190 fue linearizado mediante digestién con la enzima Ndel, y el gen de
resistencia a kanamicina (neo) se obtuvo mediante clonacidon por PCR, con
partidores especificos (Anexo III). La Figura 5.2 muestra un esquema de la
construccion de los vectores que se ocuparan para la modificacién de
Salinispora.

La delecidn de los clusteres de genes en el genoma de S. tropica CNB440 por
doble recombinacién homdloga cruzada. La primera etapa consistié en
conjugar la bacteria y seleccionar conjugantes mediante resistencia a
antibidticos, (vector a), para seleccionar aquellas cepas que integraron el
vector pGM1190 sensible a temperatura, con el cual como segunda etapa se
buscan las colonias que perdieron el vector pero integraron el gen de
resistencia en el genoma (dobles recombinantes) Posteriormente para sacar
la resistencia a kanamicina se usa el vector b.

PgmNeoSpolC PE® SpPO i

a) = b)

Figura 5.2 Diagramas de vectores de Conjugacion basados en pGM1190 a)
Véctor de conjugacion con fragmentos de flanqueo y gen de resistencia a
Kanamicina (Neo14) paso 1 b )Véctor de conjugacion con fragmentos de

flanqueo sin gen de resistencia.

Como se observa en laFigura 5.2, el vector a) se construyd con los fragmentos
de ADN clonados del cromosoma de S. tropica (fragmentos verde y rosado),
el gen de resistencia (azul) y el vector pgm1190 (naranja). Para esta primera
etapa se construyd un vector con resistencia a kanamicina por cada una de las
deleciones. Para la segunda etapa se construyd el vector b) para cada una de
las deleciones, sin la resistencia a kanamicina pero posee los mismos
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fragmentos de ADN que recombinan al lado de los clusteres a delecionar
(fragmentos verde y azul) y el vector pGM1190 (naranja).

Todos los vectores fueron construidos mediante Gibsson Assembly, para lo
cual se disefiaron los cebadores especificos (Tabla 5.3). En una primera etapa
se mezclaron todos los fragmentos para obtener el vector de conjugaciéon. Con
el producto de Gibson Assembly, se transformo E. coli top 10 para clonar los
vectores construidos, las bacterias que adquirieron el plasmido fueron
seleccionadas por resistencia en placa a apramicina 0 apramicina vy
kanamicina, de acuerdo al vector ingresado SpA, SpB, SIA, SIB, LymA y LymB
(Anexo III).

De las colonias seleccionadas mediante el pcr de colonias se obtuvieron clones
de los vectores pgm1190 mediante miniprep, que fueron ingresados en E. coli
ETZ 12567/pUZ8002, mediante transformacion quimica. Los antibioticos de
seleccion utilizados fueron cloranfenicol, kanamicina y apramicina. Las
colonias que crecieron en placa contienen el vector, de las cuales se selecciond
alguna para crecer en medio liquido en presencia de los antibidticos
correspondientes hasta una OD de 0.6. De estas se tomd una alicuota para
preservar en Glicerol y otra alicuota se tomd como preinéculo para la
conjugacion.

De las conjugantes se tomaron colonias y se crecieron en placas de medio Al
en presencia de apramicina y kanamicina a dos temperaturas distintas (28 y
37°C), para identificar cuales de las bacterias aceptaron el vector de
transformacidon. Las bacterias que recibieron el vector correctamente son
capaces de crecer a ambas temperaturas. Las bacterias que crecieron en
ambas temperaturas se replaguearon al menos 3 ocasiones en placas con
kanamicina y apramicina, a 37°C para degradar el vector pGM1190, que es
sensible a temperatura. Las colonias que permanecieron en las placas de
kanamicina, son las que aceptaron el gen de resistencia y degradaron el vector
pgm1190, estas se inoculan en placas independientes para hacer stock de
esporas de las conjugantes (AnexolI).

A partir del stock de esporas se cultivaron placas de medio A1 con &acido
nalidixico, para que después de un dia de crecimiento se hicieran copias de las
placas en Medio A1l Apramicina y Al kanamicina, para verificar la presencia
del vector pGM1190 y la presencia del gen de resistencia a kanamicina. Las
que crecieron en presencia de kanamicina y no en apramicina son las bacterias
dobles recombinantes, ya que fueron capaces de degradar el vector pGM1190
que les conferia la resistencia a apramicina, y solo integraron la resistencia a
kanamicina. A estas bacterias se les realizé PCR de colonias, con cebadores
gue alineaban 300 pb antes de la zona de transformacién en cromosoma y
después del gen de resistencia neo para la parte I, para la parte II antes del
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gen de resistencia neo y 300 pb después de la zona de transformacion en el
cromosoma de S.tropica, para comprobar la delecién del cluster de genes
(Figura 5.9)

Para cada eliminacién serd necesario corroborar por medio de seleccién por
antibiéticos y PCR de colonias las mutaciones realizadas, y mediante
fermentacion la produccion de salinosporamida A alcanzada después de cada
mutacion.

5.3 Resultados y Discusion
5.3.1 Determinacion de sitios de Delecidon

La determinacién de los sitios de delecién consistidé en una busqueda
bibliografica sobre los clusteres de genes que se encuentran en la cepa
CNB440, como se muestra en la Tabla 5.1, hay diversos metabolitos
secundarios que se ha identificado que se producen naturalmente en la cepa,
salinosporamida A y B, sporolides A y B, salinilactam, desferroxiamina,
sioxanthina y linfostina. De estos compuestos, sporolides es un compuesto
producido por una policetidosintasa, lo que indica que podria estar compitiendo
por algunos precursores de salinosporamida. Sumado a esto, es el Unico
compuesto determinado en S. tropica que también presenta una halogenacion.
Otro compuesto que se presume ocupa una gran cantidad de precursores es
salinilactam. Este también se produce a partir de una policetidosintasa, que
une al menos 10 mddulos de extension. El otro compuesto elegido fue
linfostina, que es un antibiotico generado en varios Streptomycetes y por todas
las especies de Salinispora. Es codificado por un cluster del tipo PKS-NRPS.
Este vector utiliza como precursores una molécula de triptéfano y de malonil-
CoA, aunque también puede utilizar diversos acil-CoA (Miyanaga et al. 2011).
Se sugiere delecionar este debido a su amplia distribucion en la especie.

5.3.2 Generacion de cebadores

La primera etapa para realizar la estrategia de transformacion descrita por
(Razmilic et al. 2018), consiste en identificar las zonas a clonar dentro del
vector de transformacién. Para esto se sugiere que las zonas a clonar sean
muy especificas, que no se repitan con otras zonas del genoma y se sugiere
un tamano minimo de 1700 pares de bases. Las zonas que se eligen para
clonar estan justo flanqueando el clister de genes a delecionar. Por lo tanto,
se eligen las 1700 pares de bases antes y después del clister de genes, para
cada una de las deleciones a realizar.

Una vez identificados estos fragmentos, se corrié un Blastn sobre la secuencia
gendmica de S. tropica CNB440, para poder identificar si existian sitios
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homologos a estos fragmentos, que presentaran homologia menor al 80%,
con cadenas de nucledtidos de tamafio similar. Para los 6 fragmentos que se
seleccionaron, se encontré que no habia homologia con otras zonas del
genoma de Salinispora.

Por lo tanto, se procedié a realizar los cebadores mediante la herramienta
computacional, “Primer design tool for Gibson Assembly”
(http://pdtga.cofla.cl/). En esta herramienta son ingresadas las secuencias de
los fragmentos que se desean clonar, la secuencia del vector digerido donde
se insertaran los fragmentos (pGM1190 con corte en el sitio Adel) y
dependiendo el caso la secuencia del gen de resistencia kanamicina (neo). La
herramienta genera cebadores que tienen la particularidad de sobretraslaparse
en el vector y el gen de resistencia por medio de Gibson Assembly y clonar
desde el ADN cromosonal de la cepa los fragmentos deseados. La Tabla 5.3
presenta los cebadores diseflados mediante la herramienta mencionada, esta
también entrega la Tm (temperatura de apareamiento) del cebador, peso
molecular y porcentaje de pares GC, de cada uno de los cebadores.

Tabla 5.3 Cebadores construidos con “Primer design tool for Gibson

Assembly”
Nombre Secuencia ™ TM °C
oC Overlap
pGM1190-SpolF 5' gagaagggagcggacagcaagctggtccgg 3' 69.8 48.5
Spol-NeoR 5' gcttggcgtaatcatggtccaggatccaccctg 3! 68.1 48.0
Neo-Spo2F 5' ctcgaattcactggccgtactcagcccggcte 3! 69.5 50.3
Spo2-pGM1190R  5' gcaggcatgcaagcttcataagggtggctggcg 3' 69.7 50.3
Spol-Spo2R 5' ggctgagtccaggatccaccctg 3' 62.4 48.5
Spol-Spo2F 5' gatcctggactcagcccggctc 3 62.3 48.5
pGM1190-SIm1F 5’ agagaagggagcggacagagggctggttcggc 3’ 70.8 49.5
SIm1-NeoR 5' agcttggcgtaatcatggttgtcctccggctec 3' 68.1 | 48.9
Neo-SIm2F 5' ctcgaattcactggccgttctacgtctcccgec 3! 69.4 50.3
SIm2-pGM1190R 5' gcaggcatgcaagcttcaagcagcgaatgcggg 3! 69.4 | 50.3
SIm1-SIm2R 5' agacgtagatgtcctccggctcc 3' 60.6 50.3
SIm1-SIm2F 5' cggaggacatctacgtctcccgec 3' 64.2 | 50.3
pGM1190-Lym1F 5'agagaagggagcggacacgcgcctggccca 3' 71.2 49.5
Lym1-NeoR 5' 69.3 49.2
gcaatccatcttgttcaatcatcggctttctccttgtcgcetgg
3I
Neo-Lym2F 5' cttcttgacgagttcttctgaatcgcecccggeccat 3' 69.0 50.5
Lym2-pGM1190R  5' gcaggcatgcaagcttcaacgagcgcacagctca 3' 69.2 50.3
Lym1l-Lym2R 5' ggggcgatcggctttctccttgte 3 71.6 51.1
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Lym1l-Lym2F 5' gaaagccgatcgccccggecc 3' 64.1 51.1

5.3.3 Construccion de vectores de transformacion

Una vez sintetizados los cebadores, se procedieron a clonar por PCR los
fragmentos que flanquean las zonas a delecionar. Cada fragmento tiene una
longitud de 1700 pb. En la Figura 5.3 se muestran los resultados del gradiente
de temperatura para obtener los fragmentos flanqueantes de las deleciones
de genes. Las temperaturas utilizadas fueron: T1(50.8°C), T2(56.5°C),
T3(61.8°C), T4(67.1°C), T4(71°C) y T6(72°C).

Spol Spo2 Lym1l
1 I 1

L TIT27T3T4T5 Té TIT2 T3T4T5T6 TIT2T3T4T5T6

3000 pb

1988 BB

1000 pb
500 pb

TIT2 737475 TQ TLT2 T3T4T5T6 TIT2 T3T4T5T6

Y

Lym2 Sim1 Sim2

Figura 5.3 Gradiente de temperatura en PCR para clonar los fragmentos
flanqueantes de las deleciones.

La Figura 5.3 muestra los resultados del gradiente de temperatura para
obtener los clones de los fragmentos desde S. tropica que seran utilizados para
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construir los vectores de transformacion para recombinacién homodloga. En
este ensayo se busca la temperatura a la cual se obtienen los fragmentos de
1.7Kb con mayor resolucidn. Esto se relaciona con pocas bandas inespecificas
y que la banda con el peso deseado (para estos casos 1.7 Kb) se note
claramente. En los casos de los fragmentos, Spo2, Lym1l y SIm2, se observa
gue la temperatura de alineamiento éptima es de 67.1°C. Para los fragmentos
Lym2 la temperatura es 61.8°C. Para el fragmento Spol la temperatura fue
71°C. Para la SIm1 no se observé amplificacion de la banda esperada a las
temperaturas testeadas, esto puede deberse a que la temperatura ideal se
encuentra entremedio de las temperaturas utilizadas en el gradiente.

Mediante Gibsson Assembly se construyeron los 6 vectores para la doble
transformacién homologa cruzada en S. tropica. En la siguiente Figura se
muestra el PCR de colonias generado a partir de las bacterias transformadas
con el producto de Gibson Assembly.

Leader spal SpA2 SpA3 SpA4 SpAS SpA6 SpA7 SpAS SpA9 SpA10

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 5.4 PCR de colonias para verificar construccion de Vector SpA

La Figura 5.4 muestra los resultados del PCR de colonias realizado a las
colonias que fueron transformadas con el véctor SpA. La verificacion de la
correcta construccion se realizd mediante PCR de colonias, con los cebadores
pGM1190-SpolF y NeoR. En la Figura se observa que las bacterias que
recibieron el véctor correctamente ensamblado son las bacterias SpA3 y
SpA10, ya que presentan un fragmento de un tamafo similar al esperado, 3.1
kb. Las colonias que adquirieron el vector correctamente ensamblado se
crecieron en medio LB con antibiéticos de resistencia, para obtener copias de
los vectores, los cuales fueron purificados por miniprep. El vector purificado se
envid a secuenciar.
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Los resultados de la secuenciacién de los vectores (Anexo III), mostraron que
en el caso de SpA, el vector seleccionado para transformacion no presentaba
la unién de los 3 fragmentos que se esperaba. Por secuenciacion se pudo
confirmar que el fragmento Spo1l y el gen de resistencia a antibiotico Neo y se
integraron en el vector pGM1190, por lo que el valor positivo de PCR de
colonias estaba correcto, sin embargo, el vector estaba incompleto. Estos
resultados fueron entregados después de haber realizado los ensayos de
conjugacién para la cepa. En el apartado 5.3.5 se presentan los resultados de
la conjugacidon de S. tropica con el vector SpA incompleto, obtenido en este
ensayo.

Cuando se determind que el vector estaba incompleto, se volvieron a construir
los vectores por Gibson Assembly, y para confirmar la correcta construcciéon
de los nuevos vectores, ademas del PCR de colonias se realizé otro ensayo de
confirmacién utilizando corte del vector por enzimas de restriccion.

Leader SpA E1 SpAE2 SIAELl SIAE2 Lym E1 lymE2

10000 pb

3000 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 5.5 Gel de ensayos de corte con enzimas de restriccion sobre los
vectores SpA, SIA y LymA.

Para los vectores construidos para cada una de las deleciones, se realiz6 la
digestion del vector con al menos dos enzimas distintas. Se observaron las
digestiones virtuales para cada uno de los vectores que se construyeron,
usando Benchling. Al confirmar las digestiones virtuales con el gel de agarosa
mostrado en la Figura 5.5, se comprobd que los patrones de corte no
correspondian a los deseados.
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Con estos resultados se decidid construir el vector fragmento a fragmento
mediante Gibson Assembly. Primero se probd unir el fragmento 1 mas el gen
de resistencia, para después ser purificado en gel de agarosa, y sobre esta
construccidon unir el segundo fragmento, para al final tener un fragmento
completo de 4.8 kb. En esta etapa se lograron unir el fragmento 1 o 2, con el
gen de resistencia sin problema, sin embargo cuando se incluia el tercer
fragmento, se lograba ver una tenue linea de 4.8 kb en el gel de agarosa
Figura 5.6. Al momento de ser purificada, la concentracion del fragmento
recuperado fue minimo, y al hacer el Gibson Assembly con el vector, no se
logré reconstruir ningln vector completo.

Leader F1+R+F2 F1+Ry F2 F24Ry F1

10000 pb
5000 pb

1866 BB

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 5.6 Gibson Assembly de fragmentos Spol+Neo+Spo2

El fragmento de 4.8 kb, que se observa en la Figura 5.6, se purificd y se utilizd
para unirse al vector pGM1190 por Gibson Assembly. De la reaccién obtenida
se tomaron 8uL para transformar E.coli top10 en medio LB en presencia de
kanamicina y apramicina, sin embargo no se logré obtener colonias
transformadas. Ademas, el fragmento de 4.8 kb después de purificarse, se
clond mediante PCR, con los cebadores que flanqueaban la unidon de los dos
fragmentos con el vector PGM1190. Sin embargo, al observarse el gel de
agarosa, no se logro ver el fragmento deseado. Para lograr unir los fragmentos
también se modificaron las temperaturas de unién, con lo que se reducia la
especificidad de unidn, sin embargo no se logré llegar al resultado esperado.

Se considera que las dificultades encontradas para la unién de los fragmentos
al vector, estan relacionadas con la reaccién del Gibson Assembly, la cual se
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va a revisar para mejorar la union de los fragmentos ya que este es un paso
crucial para lograr hacer la recombinacién homdéloga en nuestra cepa.

5.3.4 Transformacion ET12567/pUZ8002

De las colonias seleccionadas mediante la Figura 5.4 se obtuvieron clones de
los vectores mediante miniprep, que fueron ingresados en E. coli ETZ
12567/pUZ8002, mediante transformacion quimica. Esta etapa de
transformacién de véctores no presento ninguna dificultad, ya que el método
de seleccién de estas era muy fuerte. Las bacterias obtenidas en esta etapa
se utilizarén para la siguiente etapa de estudio.

5.3.5 Conjugacion de Salinispora

La conjugacion se realizé en S. tropica, con la cepa E. coli ETZ/pUZ8002-SpA,
esta cepa contiene el vector disefiado para delecionar el clister de genes que
produce Sporolides. Este ensayo de conjugacion se realizé antes de conocer
los resultados de secuenciacion del vector con que fue transformado.

a) b) c) d)

Figura 5.7 Confirmacion de conjugacion de Salinispora tropica por vector SpA
a) S. tropica sin antibidtico medio A1 b) S. tropica en presencia de
apramicina y acido nalidixico (-) c) S. tropica + E. coli sin presencia de
antibioticos (+) d) S.tropica + E. coli en apramicina y acido nalidixico,
bacterias conjugantes

La Figura 5.7 muestra los resultados de la conjugacion de S. tropica con E. coli
ETZ 12567/pUZ8002-SpA. Todas las fotos fueron tomadas después de 7 dias
de haber realizado la cobertera de antibidticos sobre las placas. En la primera
placa se observa el crecimiento de la cepa S. tropica que se utilizé en el ensayo
de conjugacion, en esta placa no se pudieron determinar las UFC, debido a
que el nimero era mayor a lo que se podia determinar, en la segunda placa
se observa el crecimiento de la bacteria en presencia de apramicina y ac.
nalidixico, donde no hay colonias (0 UFC). La tercera placa muestra el
crecimiento de las dos bacterias sin presencia de antibidtico y no se pudo
determinar el nUmero de UFC, debido al excesivo crecimiento de bacterias en

45



esta placa, sin embargo debido a la presencia de E. coli en esta placa se
observaron crecimiento de E. coli, bacterias pequefas blancas, colonias
grandes y blancas que no se observaban en la placa a) (S. tropica) y colonias
iguales a las encontradas en a), la ultima placa muestra el crecimiento de las
dos bacterias en presencia de apramicina y ac. nalidixico. Como se observa en
esta ultima se pudo determinar que hubo 10 UFC y a pesar de que son colonias
independientes presentan un color naranja a blanco. Por esto fue necesario
observarlas al microscopio para definir si se trataba de las colonias de S.
tropica (Figura 5.8). Se demostrd que la morfologia de S. tropica sin conjugar
y conjugada es la misma. La mayor diferencia observada es que en las
conjugantes b) el niumero de bacterias presentes es menor y el crecimiento es
mucho mas disperso sobre las hifas, comparado con la cepa sin transformar
a). Al parecer este cambio en la densidad de crecimiento de bacterias es lo
que le confiere un cambio de coloracién a las colonias a nivel macroscépico.

Figura 5.8 Fotos de S. tropica a)sin conjugar y b)conjugadas tomadas al
microscopio 100X

Las bacterias de la Figura 5.8 b), se replaquearon de acuerdo al ensayo para
eliminar el vector pGM1190, con el que se obtuvo un stock de esporas de dos
colonias distintas. De las que en placa obtuvierén mayor crecimiento a 37°Cy
en presencia de Kanamicina a lo largo de toda la prueba. A estas bacterias se
les realizd6 PCR de colonias, para comprobar la delecién del clister de genes
(Figura 5.9)
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Leader ConFl ConFl ConF2

10000 pb

R

2000 pb
1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 5.9 Confirmacion de transformacion de S. tropica por PCR

Al realizar el PCR de colonias con los cebadores generados para esta prueba
de confirmacién. Se comprobd que los dos fragmentos que correspondian a
los tamafnos esperados para confirmar la transformacién se encontraron en la
bacteria. Ya que se buscaba un fragmento de aproximadamente 2 kb y otro
de 3 kb (Figura 5.9). Lo que nos confirma, que se pudo realizar la
transformacién cromosonal de S.tropica, bloqueando el cluster de genes spo,
mediante la integracion del elgen de resistencia neo en el cluster de genes
Spo, logrando también la doble recombinacién, ya que se confirmo que se
degrado el vector de conjugacion pGM1190 utilizado para hacer la integracién
cromosonal del material genético por doble recombinacién homologa.

5.3.6 Produccién Salinosporamida A en cepas conjugadas

Las colonias 6 y 8, que resultaron ser positivas en el PCR de colonias, se
cultivaron en medio liquido A1l para determinar la produccion de
Salinosporamida A.
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Figura 5.10 Concentracion de Salinosporamida A producida por S.tropica en
cepa nativa y mutantes con cluster de genes Spo delecionado

En ambas cepas se observé un aumento de produccion de salinosporamida A
de 16 y 48% respectivamente comparado con la cepa no modificada bajo las
mismas condiciones de crecimiento. Este ensayo de produccion de
salinosporamida A, confirma que la transformacién genética realizada sobre la
cepa contribuyo al aumento de la produccién del metabolito secundario
mediante redireccion en el uso de los sustratos que se utilizan para la
produccion de sporolide, hacia la produccion de salinosporamida A. Debido a
gue solo se cuenta con el estandar de salinosporamida A, no se pudd
determinar la presencia de salinosporamida B y sporolides en el medio de
fermentacion. El aumento del 42% implica que se podria obtener una
productividad a escala piloto de 312.4 mg/L.
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6 Parte III Uso de Modelos a Escala Gendmica (GSM)

El uso de modelos a escala gendmica ha aumentado desde que se logré
secuenciar el genoma de los diversos organismos. Esta herramienta permitio
establecer el grupo de reacciones bioquimicas que ocurren en el organismo de
interés. Esta red de reacciones genera una base de datos de ecuaciones
guimicas. Las reacciones son entonces organizadas en rutas, las rutas en
sectores, y por ultimo en redes a escala gendmica.

Estas redes son construidas basadas en anotaciones gendmicas,
caracterizacion bioquimica y literatura cientifica publicada sobre el organismo
en cuestidon. Esta reconstruccion incluye bases genéticas explicitas para cada
reaccidon bioguimica en el reactoma y también informacién sobre la localizacion
del gen. La importancia de que estas redes puedan convertirse a un formato
matematico es que permite que puedan realizarse anadlisis matematicos con
estos datos y darles un tratamiento computacional (O’Brien, Monk, and
Palsson 2015).

6.1 Analisis con el Modelo a Escala Gendmica

La representacion matematica de los modelos a escala genédmica (GEM por sus
siglas en inglés), consiste en la representacion matricial de los coeficientes
estequiométricos de las reacciones bioquimicas realizadas por el organismo.
Estas relaciones estequiométricas definen también las relaciones de los flujos
de los metabolitos dentro del modelo. Las restricciones del modelo son
matematicamente representadas como balances o desigualdades que imponen
limites al sistema. Estos limites aseguran que la cantidad total de cualquier
compuesto producido sea igual a la cantidad de los compuestos que son
consumidos en el estado estacionario. Las reacciones son restringidas entre
limites altos y bajos, lo que permite definir los flujos maximos y minimos entre
los cuales cada reaccién puede moverse (O'Brien, Monk, and Palsson 2015;
Senger et al. 2015).

La aproximacion matematica que analiza el flujo de los metabolitos a través
de la red metabdlica, es el analisis de balance de flujos (FBA) (Orth, Thiele,
and Palsson 2010; Schellenberger et al. 2011). Esta aproximacion se basa en
la condicién de crecimiento en estado estacionario y el balance de masas del
sistema. Las igualdades y desigualdades que restringen el modelo generan un
area de posibles soluciones. Lo que implica que hay muchas soluciones para
satisfacer las ecuaciones que gobiernan el sistema. Lo que realiza esta
aproximacion matematica es que define una funcién objetivo, bajo la cual todo
el sistema es optimizado. Encontrando una solucion dptima, esta solucién
siempre caerd dentro del drea de solucion. La solucion de este sistema de
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ecuaciones se encuentra mediante el uso de programacién lineal (Zomorrodi
et al. 2012).

Una de las formas mas basicas de restringir los modelos es definir el sustrato
o nutrientes disponibles para ser tomados por el sistema. Estas restricciones
siempre pueden ser modificadas por el usuario. Hay una funcién bioldgica que
el sistema debe cumplir. Regularmente esta funcidn es la reaccion de biomasa,
que representa la velocidad de crecimiento del organismo (u). Esta reaccion
esta determinada por mediciones de la composicién de biomasa. Regularmente
estos sistemas se utilizan para computar los flujos de salida de la red, basadas
en las condiciones de entrada. Por lo cual estas aproximaciones son
ampliamente utilizadas para sobreproduccién de bioquimicos o comprender
interacciones intracelulares.

Regularmente las predicciones obtenidas por el modelo son de caracter
cualitativo y cuantitativo (O'Brien et al., 2013). En ambos casos, las
predicciones se utilizan para hacer pruebas sobre el funcionamiento del
modelo, que finalmente dard informacidon bioquimica sobre el organismo, ya
que estos modelos estdn basados en toda la informacion disponible del
organismo. Esto no implica que todas las reacciones que se lleven a cabo
dentro del organismo estén descritas dentro del modelo. La informacién
obtenida al utilizar estos modelos puede servir como retroalimentacion de los
mismos, al momento de ser comparada con los datos obtenidos en el
laboratorio. Las predicciones cualitativas regularmente identifican partes
presentes o ausentes en la reconstruccion. Las predicciones cuantitativas
regularmente indican que tan cercana es la aproximacion encontrada con la
realidad, estas son comunmente usadas para aplicaciones de bioingenieria,
gue pueden guiar el disefo de una cepa.

La integracion al modelo de nuevos datos metabdlicos intra y extracelulares
busca aumentar la precision del modelo, sobre todo mejora las predicciones
cuantitativas del modelo. Con esta integracion el modelo se vuelve mucho mas
especifico, bajo ciertas condiciones especiales.

6.2 Pruebas con el modelo a escala gendmica

Las pruebas realizadas con el modelo a escala gendmica se realizaron en 3
etapas.

6.2.1 Predicciones sobre la produccidon de Salinosporamida A

Las predicciones de produccion fueron evaluadas en medios minimos y
complejo. En esta primera etapa las restricciones se basaron en definir los
metabolitos que componian cada medio, integrar estos valores de manera al
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modelo a escala gendmica y encontrar la productividad esperada para cada
uno de los medios utilizados en laboratorio.

6.2.2 Integracion de datos cuantitativos y generacion de modelo minimizado

Para la integracién de datos obtenidos en laboratorio se siguié la metodologia
de MetaboTools, que integra datos extracelulares en el modelo a escala
gendmica, para generar un nuevo modelo minimizado. Este modelo
minimizado, es capaz de predecir con mas precisiéon la produccién del
metabolito secundario, bajo condiciones especificas de crecimiento. Debido a
esta mayor precision este modelo minimizado se utilizd para identificar las
modificaciones genéticas in silico, con diferentes métodos de identificacion de
modificaciones genéticas (Aurich, Fleming, and Thiele 2016).

6.2.3 Evaluacion de predicciones del Modelo a Escala gendmica

Sobre el modelo a escala gendmica se realizaron dos clases de predicciones,
la primera se basa en reformular el medio de produccién y la segunda en
identificar modificaciones genéticas que aumenten la produccidon del
metabolito. Ambas clases de predicciones fueron evaluadas en laboratorio.

6.2.3.1 Reformulaciéon del medio de produccion

Mediante busqueda bibliografica se identificaron posibles sustratos que
aumentan la producciéon de metabolitos secundarios sobre la familia de las
Streptomyces (Tabla 6.1). En la mayoria se encontré que suplementar con
aceites y aminoacidos ayudaba al aumento de la produccién de los metabolitos
secundarios. En el caso de Salinosporamida la estrategia de Reeves vy
colaboradores (2006), donde se modificarén las fuentes de aminoacidos y
sales inorganicas, ya se habia probado en la reformulacién del medio de
produccion (Tsueng and Lam 2008). Otra estrategia ya probada en S. tropica
fue la adicion de vitaminas del complejo B y cobalto al medio de produccién
(Tsueng and Sing Lam 2009), esta modificacién al medio aumento la
produccion de Salinosporamida A sin aumentar la produccién de
Salinosporamide B, esta estrategia se evalué en 3 cepas de S. tropica CNB
476, NPS 21184 y CNB440, donde no se observé modificacidén en la produccion
para la cepa CNB440.
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Tabla 6.1 Estudios de suplementacion de medios en Streptomyces.

Metabolito Suplemento Microorganismo Referencia
Roseoflavin Guanina Streptomyces (Matsui et al. 1979)
davawensis
Antibidticos Nitrato de Sodio, Nitrato Streptomyces galbus (Paul and Banerjee
de potasio, Almiddn, 1983)
Hierro, Zinc
Tetraciclina Aceites vegetales Streptomyces (Jones and Porter
aureofaciens 1998)
Neomicina Maltosa, Glutamato Streptomyces (Srinivasulu et al.
marinensis 2002)

Streptomicina
Daptomicina

S-adenosilmetionina
Fosfato de potasio

Streptomyces griseus
Streptomyces lividans

(Shin et al. 2006)
(Penn et al. 2006)

Eritromicina Peptonas de soya, Saccharopolyspora (Reeves et al. 2006)
Carbonato de Calcio, erythraea
Sulfato de Magnesio,
Sulfato de Hierro, Methyl
Oleate
FK506 Methyl-Oleate Streptomyces (Mo et al. 2009)
clavuligerus

Salinosporamida Vitamina B-12 y Cobalto Salinispora tropica (Tsueng and Sing Lam
A 2009)

Los sustratos mencionados en la tabla se evaluaron in silico a distintas
concentraciones sobre el modelo a escala genémica, utilizando como base la
composicion del medio de produccién. Aquellos que predijeron los mayores
aumentos fueron evaluados en laboratorio mediante la suplementacion del
medio de cultivo y posterior determinacion de Salinosporamida A por HPLC.

6.2.3.2 Identificacion de modificaciones genéticas que aumentan la produccion de
Salinosporamida A.

Para encontrar modificaciones genéticas sobre los modelos a escala gendémica,
actualmente se utilizan diversas herramientas o algoritmos que se pueden
probar por lograr identificar modificaciones genéticas que mejoren Ila
produccion de ciertos metabolitos o bien la biomasa. Estos programas pueden
ser elegidos en funcién del tipo de modificacidon genética que se desea realizar
y son especificos para el tipo de herramienta matematica y sistema operativo
utilizado. Los programas mas comunes, son los que se basan en encontrar
deleciones o knockouts de genes, y los menos comunes son los basados en
encontrar sobreexpresiones. Debido a la diversidad de herramientas que
existen actualmente, para esta tesis se probaron 5 herramientas para
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delecionar genes, 1 hibrida deleciones/sobreexpresiones y 1 para
sobrexpresiones.

Una vez obtenidos los resultados de las herramientas, se realizd la
comprobacién in silico de las predicciones y aquellas que obtenian la mayor
produccidén de metabolito son las elegidas para ser modificadas genéticamente
en el laboratorio.

Las modificaciones genéticas para delecién de genes estan descritas en el
capitulo 5 de esta tesis. Por otra parte la estrategia de modificacion genética
para sobreexpresion de genes esta descrita en (Razmilic 2017). Sin embargo,
para la presente tesis se probd una estrategia alternativa a la modificacidn
genética para sobreexpresar genes, la cual consistid6 en suplementar los
metabolitos al medio de produccién para simular una situacion similar a la
sobreexpresion. Todos los ensayos de suplementacién se realizaron en
duplicados.

En el apartado 6.2.7, se detallan las principales funciones utilizadas por las
herramientas computacionales para identificar modificaciones genéticas y cual
es la suposicion para buscarlas.

6.2.4 Equipos y programas

e *Matlab(MathWorks) R2015a software de computacion numerico y
visualizacion

e (Caja de herramientas COBRA (COnstraint-Based Reconstruction and
Analysis Toolbox) v2.0.

e |ibSBML libreria de programacién v5.16.0 (Keating, SM., 2006)

e (Caja de herramientas SBML v4.1.0

e Gurobi Optimizer V. 7.5.2 (Licencia Académica 172813)

e GitBash v. 2.16.2 Gestor de programas (free source).

e MOST v. 2.0a9 (free source por GNU)

Equipo:
Dell inspiron 14, procesador Intel i3 2400 Ghz, Memoria Ram de 4GB.

6.2.5 Configuracion del Equipo:
e Instalar Matlab
e Instalar libreria y caja de herramientas SBML, y afiadir la ruta en Matlab
e Instalar GitBash, y registrar usuario.
e Instalar caja de herramientas COBRA utilizando GitBash. Esto permitira
instalar la ultima versién de la caja de herramientas. Afadir la ruta en
Matlab.
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e Instalar el solver de programacion lineal (Gurobi Optimizer), es
necesario descargarlo, instalarlo y después obtener la licencia. Afadir la
ruta a Matlab.

e Una vez iniciado Matlab, verificar que las rutas de los programas, cajas
de herramientas y librerias esten funcionales.

e Instalar MOST mediante GitBash.

6.2.6 Procedimiento:

Inicializar la caja de Herramientas COBRA. Esta acciéon permite cargar e
identificar todas las herramientas disponibles para la ejecucién de la caja de
herramientas COBRA InitCobraToolbox. Opcionalmente se puede ejecutar la
funcidn testAll(), que realiza una serie de pruebas que verifica el correcto
funcionamiento de Matlab y COBRA. El codigo utilizado para este
procedimiento se encuentra en el Anexo IV.

>>InitCobraToolbox

>>TestAll ()

Verificando que el funcionamiento de la caja de herramientas es adecuado. Se
lee el modelo a escala gendmica de Salinispora tropica iCC908 (Contador et
al., 2015), mediante el comando ReadCbModel, este modelo contiene los
campos necesarios que describen el modelo, y con el formato para ser
utilizados en los siquientes pasos.

>> model=readCbModel ('iCC908.mat") ;

Para la evaluacién del funcionamiento del modelo y debido a que se conocen
las condiciones especificas de fermentacién del microorganismo, se puede
establecer el ambiente del modelo mediante la funcion SetMediumConstraints.
Esta funcion asocia la composicidon del medio en concentraciones mM, lo cual
servird para restringir el comportamiento del mismo, y toma en cuenta
informacion relativa a la concentracion celular “cellConc” (No./ml), peso
celular “cellWeight” (g/L) y tiempo de fermentacion “t” (hr). También permite
asociar nuevos valores a las restricciones infinitas del modelo, asi como
algunas restricciones especificas que mejoraran el comportamiento del
modelo, como la toma de oxigeno.

>> [modelMedium, basisMedium]=setMediumConstraints (model,
>> set inf, current inf, Medium composition, met Conc mM,
>> cellConc, t, cellWeight, mediumCompounds,

>> mediumCompounds 1lb, customizedConstraints,

>> customizedConstraints ub, customizedConstraints 1Db);
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Establecido el ambiente del modelo, y con datos de crecimiento y generacion
de metabolitos recuperados en laboratorio, se pueden generar perfiles de
intercambio individuales para cada muestra evaluada en laboratorio. Los
perfiles también toman en cuenta los datos exometabdlicos obtenidos para el
modelo, la funcién CheckExchangeProfiles, integra y agrupa las nuevas
restricciones que se integran al modelo e identifica los intercambios que de
acuerdo al modelo no se estan consumiendo mediante un analisis de Balance
de Flujos Metabodlicos (FBA). Para obtener un resumen de los metabolitos
agrupados se utiliza la funcién CheckExchangeProfiles.

>> [mapped exchanges, minMax, mapped uptake,
mapped secretion]=checkExchangeProfiles (samples, outputPath,
nmets) ;

Para contextualizar el modelo es necesario contar con la mayor cantidad de
datos exometabdlicos, consumo y secrecidn para cada muestra. La primera
etapa consiste en generar modelos metabdlicos especificos para cada muestra
reportada, mediante la funcidon SetQuantitativeConstraints. Esta funcion arroja
submodelos donde solo se toman en cuenta las reacciones asociadas a la
reaccion objetivo.

>> [ResultsAllCelllines, OverViewResults] =
setQuantConstraints (model, samples, tol, minGrowth, ob7j,
no secretion, no uptake, medium, addExtraExch, addExtraExch value,
outputPath) ;

Mediante los modelos generados en el paso anterior, se realiza un modelo
unitario, que se basa en los modelos generados para cada muestra, con los
ajustes realizados por los valores exometabdlicos. La funcién
makeSummaryModels, genera dos modelos, el modelo unidon que contiene
todas las reacciones que tienen efecto sobre la funcién objetivo. EI modelo
intersecto, que contiene solo aquellas que tienen efecto en todos los ejemplos
investigados. Para poder generar estos modelos es necesario comparar los
resultados con el modelo genérico (iCC908.mat). El modelo unién es el modelo
contextualizado.

>> [unionModel, intersectModel,diffRxns, diffExRxns] =
makeSummaryModels (ResultsAllCelllines, samples, modelMedium) ;

Una vez definido el modelo contextualizado, se puede comenzar a investigar
las posibles opciones de delecién de genes que el modelo predice. Para lo cual
es necesario definir la lista de genes que pueden ser delecionados. Estos genes
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no deben de estar asociados a ecuaciones de transporte, mantenimiento de
biomasa, ni asociadas a los metabolitos secundarios. La primera funcidn
utilizada para definir deleciones es AnalyzeSingleGeneDeletion. esta funcidn
se encuentra dentro de la caja de herramientas COBRA Metabotools. Lo que
hace es evaluar cual seria el crecimiento de la bacteria o funcidon objetivo, si
se deleciona gen por gen. Genera una matriz de resultados e identifica cuales
son los genes esenciales y cuales no. En el caso de esta herramienta evalla
los genes en cada escenario que fue definido en los pasos anteriores.

AnalyzeSingleGeneDeletion

>> [genes, ResultsAllCelllines, OverViewResults] =
analyzeSingleGeneDeletion (ResultsAllCellLines, outputPath,
samples, cutoff, OverViewResults);

La funcidn checkEffectRxnKO revisa el efecto de restringir las reacciones
asociadas con un gen o grupo de genes y cual es el efecto que generan sobre
la funcién objetivo. Da como resultado el valor de la funcion objetivo una vez
gue se deleciona el gen.

checkEffectRxnKO

>> [FBA Rxns KO, ListResults] = checkEffectRxnKO (samples to test,
fill, genes to test, samples, ResultsAllCellLines);

6.2.7 Métodos de Ingenieria Metabdlica

La caja de herramientas COBRA contiene diversos metodos insilico de
ingenieria metabolica. OptKnock, OptGene, GDLS, OptForce, GDBB (MOST) y
FSEOF (Kim et al. 2015; Lakshmanan, Koduru, and Lee 2018; O'Brien, Monk,
and Palsson 2015; Senger et al. 2015).

Para el uso de estos métodos es necesario definir la lista de reacciones a
evaluar en todos los casos. Estas no deben incluir las reacciones asociadas a
la produccién de biomasa, conversiones energéticas, de transporte e
intercambio de metabolitos.

Método OptKnock

El método determina un grupo de reacciones que seran bloqueadas para
encontrar la sobreproduccién de una reaccién objetivo-especifica cuando el
modelo esta optimizado (Burgard, Pharkya, and Maranas 2003). En este
método es necesario fijar los valores de biomasa y consumo energético. La
prediccion la realiza basado en FBA.
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>> optKnockSol = OptKnock (model, selectedRxns, options);

Método OptGene

Este método también se utiliza para determinar la delecion de genes que
puedan llevar a la sobreproduccion de un producto especifico. Es capaz de
identificar si la lista a evaluar es de genes o reacciones (Lakshmanan, Koduru,
and Lee 2018; Schellenberger et al. 2011). Y como resultado genera una lista
de genes.

>> [x, population, scores, optGeneSol] = optGene (model,
'EX salinosporamideA', 'EX Biomass', selectedRxns);

Método GDLS

Busqueda local de disefio genético (Genetic Design Local Search). Puede ser
utilizada para identificar que genes borrar en orden de incrementar la
produccion in silico de ciertos metabolitos (Lun et al. 2009).

>> [gdlsSolution, bilevelMILPproblem, gdlsSolutionStructs] =
GDLS (model, 'EX salinosporamideA', 'minGrowth', 2.5,
'selectedRxns', selectedRxns, 'maxKO', 10, 'nbhdsz', 3);

OptForce

Identifica genes objetivos para Delecion y sobre/baja regulacion por analisis
comparativo de los rangos de los flujos metabdlicos en la cepa nativa y las
cepas modificadas (Ranganathan, Suthers, and Maranas 2010).

>> [optForceSets, posOptForceSets, typeRegOptForceSets, ..
flux optForceSets] = optForce (model, targetRxn, biomassRxn, ..
mustU, mustlL, minFluxesW, maxFluxesW, minFluxesM, maxFluxesM,..
'k', k, 'nSets', nSets, 'constrOpt', constrOpt, 'runID', zrunlD,..
'outputFolder', 'OutputsOptForce', 'outputFileName', 'OptForce',..
'printExcel', 1, 'printText', 1, 'printReport', 1, 'keepInputs',..
1, 'verbose', 1);

MOST (Metabolic Optimization and Simulation Tool)
Herramienta de optimizacion y simulacién metabdlica, basado en el algoritmo
GDBB (genetic design through branch and bound) que se especializa en

encontrar knockouts (Kelley et al. 2015). Esta herramienta es la Unica que no
se utiliza dentro del programa Matlab, ya que es un programa independiente.
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Capaz de leer los modelos a escala gendmica e implementar el analisis
mediante el balance de flujos (FBA).

FSEOF (Flux Scanning based on enforced objective flux)

Escaneo de flujos basado en forzar el flujo objetivo que esta enfocado en
buscar genes que pueden sobrexpresarse, mediante forzar al modelo a que el
crecimiento celular sea minimo y la funcién objetivo aumente (Choi et al.
2010). El algoritmo de uso de esta herramienta es:

1. Restringir el modelo a escala gendmica, restringir metabolitos conocidos
y velocidad de consumo de ATP de mantenimiento y de formacion de
producto en laboratorio

2. Maximizar la funcién objetivo, formacion de biomasa y determinar su
valor.

. Definir una nueva funciéon objetivo, formacion de producto.

4. Maximizar la nueva funcién objetivo, y esta es considerada como la

maxima formacion de producto teorica.

5. Simular la maximizacion de formacion de biomasa a medida que
aumenta la formacion de producto entre el flujo determinado en
laboratorio hasta un valor cercano a la formacion maxima de producto.
A medida que se va aumentando la formacién de producto, la formacion
de biomasa tiende a 0.

. Registrar los flujos de cada simulacién.

. Al terminar todas las simulaciones evaluar los flujos metabdlicos
internos. Los flujos que incrementan mientras incrementa la formacion
de producto, son los potenciales objetivos de amplificacién para
incrementar la taza de produccién del producto deseado.

W

N O

6.3 Resultados y Discusion

A continuacion, se presentan las predicciones obtenidas en cada una de las
etapas descritas en el apartado 6.2.2.

6.3.1 Contextualizacién de modelos y produccién de Salinosporamida A

La primera etapa del uso del modelo a escala gendmica consistié en definir el
medio de produccidon mediante revisidn bibliografica. Con esta informacién se
pudo definir los metabolitos esenciales de 4 medios distintos, en los cuales se
vario la fuente de aminoacidos proveniente de peptona de distinta procedencia
(Peptona, Triptona, Soytone y Hysoy) (Difco 2000). Las vitaminas son
aportadas por el extracto de Levadura y la principal fuente de carbono provenia

58



del almidoén. La Tabla 6.2 muestra los metabolitos que componian cada uno de
los medios.

Tabla 6.2 Composicion de medios de crecimiento y produccion.

Medios de crecimiento y produccion (mM)

Componente Peptona Triptona Soytone Hysoy
Maltosa 24,54 24,54 24,54 24,54
Isomaltosa 3,17 3,17 3,17 3,17
Nitrogeno Amino 18,20 20,32 21,37 14,09
Calcio 2,94 2,95 12,99 13,14
Hierro 0,00 0,00 0,20 0,20
Magnesio 17,53 17,54 0,39 0,54
Potasio 13,37 13,41 15,64 16,43
Sodio 413,02 414,39 417,38 416,15
Cloruro 426,69 426,22 426,38 429,25
Sulfato 17,40 17,40 1,31 0,49
Cobalto(ll) 8,74E-4 8,74E-4 2,18E-4 2,18E-4
Alanina 5,74 4,05 4,56 4,44
Arginina 1,41 1,31 1,38 1,95
Asparagina 0,40 0,46 0,46 0,35
Acido aspdrtico 2,71 2,75 3,75 4,49
Cisteina 0,08 0,14 0,23 0,31
Acido glutamico 4,17 5,25 5,67 6,83
Glutamina 0,06 0,08 0,09 0,06
Glicina 7,68 2,70 3,58 3,77
Histidina 0,50 0,66 0,70 0,78
Isoleucina 1,43 2,03 2,05 1,98
Leucina 2,12 2,77 2,97 2,96
Lisina 1,97 2,40 2,34 2,58
Metionina 0,35 0,56 0,40 0,56
Fenilalanina 1,09 1,41 1,55 1,40
Prolina 2,64 2,18 1,65 2,12
Serina 1,08 1,24 1,38 2,15
Treonina 0,85 0,99 1,07 1,62
Triptofano 0,14 0,19 0,15 0,15
Tirosina 0,37 0,45 0,61 0,74
Valina 1,98 2,60 2,50 2,45
*Vitaminas Extracto de Levadura

Biotina 0,00 0,00 0,00 0,00
Acido Félico 0,03 0,03 0,03 0,03
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Medios de crecimiento y producciéon (mM)

Componente Peptona Triptona Soytone Hysoy
Niacinamida (Nicotinato) 0,34 0,34 0,34 0,34
Ca Pantotenato 0,55 0,55 0,55 0,55
Riboflavina 0,13 0,13 0,13 0,13
Tiamina 0,05 0,05 0,05 0,05
Piridoxamina 0,07 0,07 0,07 0,07
Predicciones

Crecimiento (mg/ml) 0.29 0.38 0.34 0.34
Produccion 4,21 4,27 4.39 4.51
Salinosporamida A (mM)

Produccion 4.16 4.21 4.34 4.45

Salinosporamida B (mM

Todos los medios fueron evaluados con el modelo a escala gendmica, en el
que se restringio solo la tasa de consumo y el limite superior se dejo libre. Las
predicciones obtenidas, fueron, la produccidn de Salinosporamida Ay B, y la
formacién de biomasa, que es el Unico valor que el modelo da en mg/ml. El
medio que produjo la mayor cantidad de Salinosporamida A, fue el medio
basado en |la peptona, Hysoy.

En la Tabla 6.2 se observa, que los metabolitos Calcio, Potasio, Glicina,
Leucina, Prolina, Serina, Treonina y Tirosina, tenian las concentraciones mas
altas en el medio basado en Hysoy y Soytone, comparado con los medios de
Peptona y Triptona. Por lo cual se evalud la variacidn de estos metabolitos a
diversas concentraciones desde el 10% al 200% de la concentracién en que
se encontraban en el medio, para predecir cual de estos metabolitos aportaba
mas en la produccidon del metabolito Salinosporamida A.

1,9
5,5 1,8
1,7
1,6
1,5
1,4
4,5 1,3

1,2

Salinosporamide A mM
ug/ml de Salinosporamida A

0 5 10 15 20 25 30 35

Aminoacidos mM
Leucina Prolina Treonina —@—Tirosina —®—Biotin —@—Glicina

Figura 6.1 Evaluacion de metabolitos para suplementacion en la produccion
de Salinosporamida A
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Como se observa en la Figura 6.1 los metabolitos que estimulaban mas la
produccién de Salinosporamida A, fueron glicina y tirosina. De acuerdo al
modelo el aumento seria del 30% al agregarlos al medio de cultivo. Por esta
razén estos dos aminoacidos fueron elegidos para suplementar el medio. Para
estos analisis también se evaluaron la variacién de sales. De las cuales se
observé que la sal que estimulaba un aumento en la produccidon del metabolito
secundario fue el calcio.

Para evaluar el comportamiento predicho por el modelo, se realizd un
experimento de fermentacion con la suplementacion de dos concentraciones
distintas de glicina y tirosina. La Tabla 6.3 muestra las concentraciones de
Salinosporamida A determinadas en HPLC para las 2 concentraciones de
Glicina y Tirosina evaluadas.

Tabla 6.3 Evaluacion de suplementacion de Medios

Medio Salinosporamida A
(ng/ml)

Produccion 19.72

Glicina 50mM 0.71

Glicina 100mM 21.67

Tirosina 5mM 54.94

Tirosina 20mM 8.66

Como se observa en la Tabla 6.3, la suplementacion de glicina (100mM) y
tirosina (5mM) aumento la produccion de Salinosporamida A en 10% y 180%
respectivamente. Sin embargo, las predicciones de aumento de la produccion
del metabolito secundario en concentraciones crecientes de tirosina (Figura
6.1) no fue observado en el ensayo experimental, donde se observo una
disminucion en la produccién de Salinosporamida A en presencia de tirosina
20mM. Esto puede estar asociado a la presencia de otros precursores o un
desvio de flujos hacia otros metabolitos. Con glicina, la tendencia de aumento
de concentracion que predijo el modelo si fue correcta, sin embargo, el
aumento de produccién fue apenas del 10%.

6.3.2 Integracion de datos al modelo a escala gendmica

En este paso se evalud la integracién de los datos determinados en laboratorio
al modelo a escala gendmica mediante el uso de la caja de herramientas
MetaboTools, con la finalidad de obtener predicciones cuantitativas mas
certeras. El script completo del ensayo se encuentra en el Anexo IV.

Se integraron los datos investigados en laboratorio como crecimiento celular,
y el medio de cultivo utilizado para crecer el microorganismo. Estos datos
sirvieron para organizar el ambiente del modelo. A partir de este nuevo
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ambiente, se realizan las primeras predicciones como crecimiento y produccién
de Salinosporamida A (Tabla 6.4 Predicciones de crecimiento y produccién de
Salinosporamidas para cada medio Tabla 6.4).

Tabla 6.4 Predicciones de crecimiento y produccion de Salinosporamidas para
cada medio

Peptona Triptona Soytone Hysoy

Salinosporamida A (mM) 4,21 4,27 4.39 4.51
Salinosporamida B (mM) 4.16 4.21 434 4.45
Crecimiento (mg/ml) 0.29 0.38 0.34 0.34

En este nuevo ambiente de trabajo se integraron los datos para cuatro
muestras, de las que se tenian datos externos de crecimiento y produccién de
metabolitos. Esta parte del protocolo se realizd para identificar cuales de los
metabolitos no son consumidos y por lo tanto no son parte de los perfiles de
intercambio del medio. Los datos relacionados a los 4 experimentos
(Produccion en medio complejo triptona y peptona a 2 tiempos distintos de
produccion Anexo IV) se guardan como una matriz para que el programa los
pueda utilizar.

Una vez realizada la integracion de los datos, mediante la funcién
preplIntegrationQuant, la funcién identifica cuales de los metabolitos se estan
consumiendo y produciendo en el modelo. A su vez setQuantConstraints,
realiza un FBA para cada una de las 4 muestras ingresadas y mediante este
ensayo es capaz de identificar cuales de las reacciones dentro de todo el
modelo, estdn modificdndose bajo las condiciones dadas (Tabla 6.5).

Tabla 6.5 Resultados de la Funcion “setQuantConstraints”

Muestra Rxns Rxns met Genes Max Crec Rxns de Genes
- + + intercambio esenciales
Trip 19 917 688 908 0.00202 48 193
Tripb 19 917 688 908 0.00967 48 193
Pep 12 904 682 908 0.00134 41 184
Pepb 12 904 682 908 0.00146 41 184

Los resultados resumidos de la Tabla 6.5, indican cuantas de las Reacciones
(Rxns), metabolitos (met) y Genes, no se modificaban durante la evaluacién
de los modelos y se podian quitar de la evaluacién, asi como cuantos fueron
los que se conservaron durante la variacién y que fueron considerados durante
todas las predicciones. La funcidn objetivo es el Mdximo crecimiento de la cepa
y es el valor con el cual se restringe el crecimiento de la cepa y el modelo es
ajustado a este.
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Otra tabla que se genera es de reacciones que el modelo predice que
presentaron variacion en los 4 experimentos Se identific6 que 21 de las
reacciones no cuantificadas presentaban cambios en el modelo, para poder
llegar a los valores ingresados al modelo Tabla 6.6.

Tabla 6.6 Reacciones predichas por el modelo que presentan variacion.

Reaccion Muestra Tipo de, Reaccién Muestra Tipo de,
variacion variacién
EX_CO2 2 secrecion  EX_Oxygen 4 consumo
EX_Citrate 2 secrecion EX_Potassium 4 Consumo
EX_D _DASH_Fructose 2 secrecion  EX_Sulfite 4 secrecion
EX_D_DASH_Galactos 2 secrecion  EX_Trehalose 2 secrecion
e
EX_D _DASH_Sorbitol 2 secrecion  EX_Urea 2 secrecion
EX_Folate 4 secrecion EX_ala_DASH_D 2 secrecion
EX_Formate 4 secrecion  EX_glyc3p 2 secrecion
EX_Glycerol 2 secrecion  EX_orn_DASH_L 4 secrecion
EX_Lumichrome 4 secrecion  EX_salinosporamide 4 secrecion
B
EX_Nicotinate 2 consumo EX_sporolideA 4 secrecion
EX_Nitrite 4 secrecion

La Tabla 6.6 menciona que 21 reacciones presentaban variacion y no fueron
integradas como restricciones en el modelo. El modelo indica que estas
reacciones variaron su concentracion de entrada al sistema o bien se estan
secretando al medio.

El siguiente paso consistié en evaluar cuales de los genes dentro del modelo
eran esenciales mediante la funcién analyzeSingleGeneDeletion. Lo que se
determind con esta funcién es si la delecién de cada uno de los genes del
modelo provoca la muerte del organismo, o cambios en el crecimiento. Los
resultados que se generan dentro de esta funcién pueden ser 3: Gen esencial,
si su bloqueo genera un crecimiento menor al 5% del normal. Gen no esencial
si su bloqueo genera un crecimiento mayor al 95%, y genes que alteran el
crecimiento, si esta en el rango intermedio de crecimiento (5-95%). Los genes
esenciales encontrados se presentan en el Anexo IV.

Una funcién que realiza predicciones similares es checkEffectRxnKO, esta
evalua el flujo de las reacciones asociadas a los genes, y lo que realizé fue
bloquear los flujos en la lista de reacciones dada, (Anexo IV), debido a que las
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ecuaciones de transporte y gasto energético no deben ser consideradas dentro
de esta lista, la prediccion de esta funcion determino que 249 de las reacciones
del modelo deben de tener siempre flujo para asegurar el crecimiento del
organismo, todas las reacciones fueron asociadas a los genes y reacciones que
interactuaban con ellas.

La ultima parte de la integracién de datos al modelo a escala genémica es la
generacidon de un modelo mas pequeiio que solo toma en cuenta las reacciones
gue se modifican dentro del modelamiento. Para esto se corridé la funcién
makeSummaryModel, que genera un modelo uniéon y un modelo intersecto. El
modelo unidn, contiene todas las reacciones que se utilizaron al menos una
vez en los modelos que se estan comparando. El modelo intersecto contiene
las reacciones utilizadas en todos los modelos, si se utilizaban en un solo
modelo, no se contabilizaba.

Los modelos generados: contienen 921 reacciones y 690 metabolitos para el
modeloUnion y 900 reacciones y 680 metabolitos para el modelolntersecto.
En estos modelos se evalué la produccién de Salinosporamida A,
Salinosporamida B y Biomasa. Con estos modelos se realizan predicciones
cuantitativas mas certeras. Las reacciones que los modelos conservaron se
encuentran en el Anexo IV. Las predicciones determinadas se presentan en la
Tabla 6.7.

Tabla 6.7 Evaluacion de modeloUnion y modeloIntersecto

Modelo Salinosporamida A Salinosporamida B Crecimiento
mM mM mg/ml
modeloUnion 0.0483 0.0552 0.0065
modelolntersecto 0.0300 0.0419 0.0030
Determinados HPLC  0.0116 0.0015

Los resultados mostrados aqui son cuantitativamente mas semejantes a los
resultados de concentracién de Salinosporamida A medidos en HPLC, ya que
el ajuste al minimizar los modelos aproxima el modelo a los resultados que se
midieron en HPLC. Por esta razéon es que estos modelos se utilizan para
predecir concentraciones cuantitativas mas cercanas a la realidad y poder
considerar aquellos flujos que son distribuidos hacia la produccién de otros
metabolitos.

Una vez generados estos modelos, se procedié a correr sobre el modeloUnion,
que es el que contenia todos los genes y reacciones que mostraron variacion
en los experimentos evaluados, para tratar de tener una mayor area de
busqueda, en las metodologias para hacer modificaciones genéticas sobre el
organismo.
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6.3.3 Evaluacion in-silico de modificaciones genéticas

Las herramientas para evaluar modificaciones geneticas in silico fueron:
OptKnock, Optgene, GDLS, OptForce, MOST y FSEOF. Para todas estas
herramientas fue necesario realizar una lista de reacciones a evaluar. La lista
no considera las reacciones de biomasa, de energia, intercambio y transporte.

Al evaluar la herramienta Optknock, como parametro se pedian como maximo
10 reacciones a bloquear. La herramienta solo predijo 4, para las cuales se
identificd a que subsistema pertenecian y al bloquearlas cudl era la variacion
de produccion de Salinosporamida A.

Tabla 6.8 Predicciones mediante OptKnock

Reaccion Subsistema Salinosporamida A
mM
r_0045 Metabolismo de alanina, aspartato y 0.0483
glutamato; metabolismo de Arginina y prolina
r 0113 Biosintesis de Folato 0.0483
r_0261 Biosintesis de Folato 0.0483
r_0744 Metabolismo de Arginina y Prolina 0.0483

La Tabla 6.8 presenta las 4 reacciones predichas mediante OptKnock. Como
se observa la evaluacién de la concentracién de Salinosporamida A no vario.
Sin embargo, la evaluacion de las rutas metabdlicas que bloquea nos indica
como el modelo redirige los flujos para aumentar la producciéon. En el caso de
las reacciones r_0045 ((S)-1-pirrolina-5-carboxilato: NAD+ oxidoreductasa)y
r_0744 (L-Glutamato-5-semialdehido: NADP+ 5-oxidoreductasa/fosforilacion)
estas deleciones propician la redireccion de los flujos hacia un aumento de la
produccién de piruvato, y este a su vez aumente la produccidon de acetyl-CoA
que es un precursor de Salinosporamida A. En el caso de las reacciones
relacionadas con la biosintesis de Folato (r_0113, 2-amino-4-hidroxi-6-(D-
eritro-1,2,3-trihidroxipropil)-7,8-dihidropteridina: glicolialdehido-liasa y
r_0261, 7,8-dihidropteroato:L-glutamato ligasa ADP-formacion), el modelo
busca aumentar el flujo de la sintesis de S-adenosil-L-Metionina (SAM) que es
el precursor de cloroetilmalonil-CoA, otro bloque de formaciéon de
Salinosporamida A. Con estas variaciones se estarian aumentando 2 de los 3
precursores de Salinosporamida A y en todos los casos se estaria buscando la
reduccién de produccién de glutamato en el organismo, que aparentemente
desvia la produccién hacia otros acil-CoA, de cadenas mas largas.
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Tabla 6.9 Predicciones mediante optGene

Reaccion Subsistema Salinosporamida A mM

r_0040 Degradacion de Valina Leucina e isoleucina; 0.0483
Metabolismo de propanoato

r_0082 Degradacion de Valina Leucina e isoleucina; 0.0483
Metabolismo de propanoato

r_0142 Degradacion de Xylano; Degradacion de 0.0483
Benzoato; Degradacién de Dioxinas

r_ 0221 Metabolismo de Tirosina; Degradacion de 0.0483
estireno

r_0624 Metabolismo de Glutation 0.0483

r_0666 Metabolismo de Tirosina; Degradacién de 0.0483
estireno

r_0669 Metabolismo del Azufre 0.0483

r_0685 Metabolismo de Purina 0.0483

r_1139 Metabolismo butanoato 0.0483

Los resultados de OptGene se presentan en la Tabla 6.9. Al bloquear las
reacciones r_0040 (Metilmalonil-CoA: CoA Carbonilmutasa) y r_0082
(Metilmalonato semialdehido: NAD+ oxidorreductasa), se reduce la formacion
de succinil-CoA y propanil-CoA. Estos precursores derivados de acil-CoA no
son requeridos para la formacion de Salinosporamida A. Las reacciones r-0142
(2-oxopenta-4-enoato hidratasa), r-0221 (4 maleylacetoacetato cis-trans-
isomerasa) Yy r-0666 (homogentizado:oxigeno 1,2 oxidoreductasa
deciclante)son reacciones irreversibles que estan relacionadas con la
degradacion de fenilalanina a formacion de acetyl-CoA o piruvato. El bloqueo
de estas reacciones evita la degradacién de los compuestos fendlicos en el
organismo que son los precursores de shikimato otro de los precursores de
formacién de Salinosporamida A. La reaccion r-0624 (glutation gamma-
gluamilaminopeptidasa) esta involucrada en la formacién de glutamato, el
bloqueo de esta reaccién propiciaria una reduccion de formacién de glutamato
en el organismo. Las reacciones r_0669 (hidrégeno-sulfuro:ferredoxina
oxidorreductasa) y r-1139 (succinato:oxidorreductasa aceptor) estan
involucradas en la formacion del precursor S-Adenosyl-Metionina. La primera
se encuentra dentro de la ruta de formacion de sulfito, donde se bloguea la
formacién de sulfito a partir de los recursos de azufre que hay en el
microorganismo y la segunda se sitla en el TCA, donde evita que el ciclo siga
hacia la formacion de succinil-CoA, al bloquear la formacién de Sulfito vy
Succinyl-CoA se propicia la formacidn de SAM, estos resultados son
consistentes con lo observado en los medios minimos donde, el uso de sulfito
en el medio reducia la produccién de salinosporamida A. En el caso de la
reaccién r_0685 (Inosina ribohidrolasa) que produce hypoxanthine en una
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reaccidn reversible a partir de inosina, se desconoce a la formacion de cual de
los precursores se busca desviar este flujo, ya que este flujo tiene otras rutas
alternativas de transformacion.

Tabla 6.10 predicciones GDLS

Reaccion Subsistema Salinosporamida A mM
r_0141 Ciclo del citrato, Ciclo de los acidos 0.0483

tricarboxilicos
r_0669 Metabolismo del Azufre 0.0483

Con la herramienta GDLS (Tabla 6.10) se encontraron dos predicciones
similares a las encontradas con la herramienta optGene. La reaccién r-0141
(2-oxoglutarato:ferredoxina oxidorreductasa decarboxilacién), también busca
interrumpir el ciclo TCA en la formacién de succinil-CoA a partir de sulfito y la
reaccion r_0669 (hidrégeno-sulfuro:ferredoxina oxidorreductasa) que desvia
los flujos hacia la produccion de SAM, esta misma reaccién también fue
predicha por OptGene. Esta similitud en resultados se basa en que ambas
herramientas hacen la simulacién de la delecidon de genes mediante FBA, gen
a gen sobre el modelo a escala genémica, y determinan con cual de las
deleciones predichas se obtiene la mejor puntuacion de acuerdo a la funcion
objetivo que se desea cumplir. En ambos casos se buscaba maximizar la
concentracion de Salinosporamida A.

Tabla 6.11 predicciones de OptForce

Reaccion Subsistema Salinosporamida A mM
r_0994 Glycolysis/Gluconeogenesis; Ciclo de citrato 0.0483
(TCA cycle); Metabolismo de Piruvato

La Tabla 6.11, muestra las predicciones hechas por la herramienta optForce,
gue esta disefiada para aumentar la produccion de metabolitos. Esta, en
comparacién de las otras, busca cualquier modificacidon genética y/o mezcla
de ellas que pueda aumentar la produccion del metabolito. En este caso, solo
predijo una modificacién genética, que fue el KnockOut de la reaccidon r_0994
(2-oxoglutarato dehidrogenasa complejo: piruvate dehidrogenasa segundo
paso), la cual une dos ciclos que transforman piruvato a Tiamina y Tiamina a
acetyl-CoA, el bloqueo de esta reaccién evitaria el flujo de nutrientes en estos
ciclos, y forzaria la transformacién de Piruvato a acetyl-CoA, sin pasar por la
formacién del metabolito intermedio de Tiamina, lo que implicaria la perdida
de sustratos y energia por formacion de metabolitos intermedios.
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Tabla 6.12 predicciones MOST

Gen Subsistema Salinosporamida A mM
Strop1863  Sintesis de CoA desde (R)-Pantotenato 0.0483
Strop0004 Oxidoreductasa, formacion de pentosas a 0.0483
partir de hexosas
Strop4278  Sintesis de CoA desde (R)-Pantotenato 0.0483
Strop3024  Oxidoreductasa, Biosintesis de los acidos 0.0483
grasos
Strop1192 Biosintesis de los acidos grasos, 0.0483

La Tabla 6.12 presenta las predicciones de MOST, esta herramienta predice
knockouts de genes que aumentan la produccién del metabolito deseado. Los
Genes Strop1863 (fosfopantotenoilcisteina decarboxilasa) y Strop4278 (tipo
III pantotenato kinasa) estan involucrados en la biosintesis de Pantotenato, el
bloqueo de estos genes impide que se formen fosfopantotenoil-cisteina y
fosfopanteteina. En ambos casos se bloquea la incorporacién de moléculas de
L-cisteina a moléculas fosfopantotenato lo que provocaria que todo el
pantotenato del sistema pasara a coenzyma A y que la cisteina se utilice para
formar S-adenosyl-Metionina. EI gen Strop0004 (6-fosfogluconato
dehidrogenasa) provoca la degradacion de hexosas a pentosas, su ausencia
en el organismo provocaria un mayor flujo hacia la formacién de piruvato que
aumenta la produccidn de acetyl-CoA. La ausencia de Strop3024, que también
es una oxidorreductasa, bloquea las transformaciones de los acidos grasos a
cadenas mas largas de acil-transferasas. Por ultimo el gen Strop1192 (malonil-
ACP: transferasa) que también evita la transformacion de malonil-CoA en
acidos grasosde acidos grasos, evitando que se formen otras cadenas de acil-
transferasas.

Las reacciones mostradas en la Tabla 6.13, son las reacciones que en las
predicciones hechas con FSEOF, muestran las variaciones mas grandes de
produccion. Para seleccionarlas se verificd que el aumento en el flujo de esta
reaccion fue al menos el doble de la inicial, esto solo como estrategia de
seleccion y sin que ninguno de los puntos de prediccion decayera. Una vez
identificados se predijo la produccion de Salinosporamida A, aumentando al
doble el flujo de la reaccion en cada punto. La relacién del aumento de la
produccién de Salinosporamida A se encuentra en la tercera columna. Como
se observa, se encontraron dos reacciones que predicen aumentos muy altos
en la produccién r_0382 (ATP: L-metionina S-adenosiltransferasa) y r_0338
(ATP: adenosina 5-fosfotransferasa).
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Tabla 6.13 Estrategia para sobreexpresion de genes FSEOF

Reaccion Subsistema Final/Incial

r_0983 Fosforilacion oxidativa 1.92

r_ 0241 Biosintesis de Fenilalanina, Tirosina y Triptofano

r_ 0717 Metabolismo de Alanine, Aspartato and Glutamato; 1.66
Metabolismo acido Cianoamino; Metabolismo de Nitrogeno

r_1395 Biosintesis de Salinosporamidas

r_ 0477 Ciclo de citrato (TCA ciclo) 2.82

r_0873 Metabolismo de Alanina, Aspartato y Glutamato; 1.8
Metabolismo de purina

r_0405 Biosintesis de Fenilalanina Tirosina y Triptofan

r_0220 Metabolismo de Histidina 1.82

r_0382 Metabolismo de cisteina y metionina 1700

r 1121 Ruta pentosa-fosfato; fijacién de carbono 1.72

r_ 0689 Ciclo de citrato (ciclo TCA); Metabolismo de Glicosilato y 2.79
dicarboxilato

r_0338 Metabolismo de Purina 1700

Se identificaron 12 reacciones que aumentaban la produccion de
Salinosporamidas. Las reacciones r_0983, r_0341, r 0382 y r_0689 se
encuentran en el subsistema de metabolismo de cisteina y metionina, estas
reacciones al aumentar producen un aumento en la produccion de Pirofosfato,
Ortofosfato y S-adenosil-L-metionina, a partir de Metionina. Sin embargo, se
probd in silico el aumento de estos precursores con respecto a la produccion
de Salinosporamida A y no se observd aumento en la producciéon del mismo.
El segundo grupo de reacciones, r_0241, r_0405 y r_1395, se encuentra en
las rutas que estimulan el aumento de la produccion de corismato, que es el
precursor de 3-ciclohex-2-enilalanina, el aminoacido no proteinogénico que
integra el gen salB, la NRPS que forma los salinosporamidas. Al hacer la
evaluacidn in silico de esta ruta, se encontré que los precursores que podrian
aumentar la produccién de este subsistema son fenilalanina, tirosina y
triptofano. Con respecto al resto de las reacciones, r_0717, r_0477, r_0873,
r_0220 y r_0338, estas estimulan la produccidon de las rutas que producen
acetil-CoA, el tercer sustrato de Salinosporamida. Al hacer la evaluacién in
silico de esta ruta, se identificd que los sustratos que pueden alimentar estas
rutas son xylosa y glutamato, por lo tanto, se evalué mediante fermentacién
la variacién de la concentracion de los sustratos mencionados.

Todos los precursores que alimentaban las rutas de transformacion, fueron
predichos mediante Paint4net (Kostromins and Stalidzans 2012) que
modelaban la ruta metabdlica que relacionaba cada una de las reacciones
hasta la formacion de Salinosporamida A (Anexo V), asi es como se pudo
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observar cuales eran los precursores que se podrian evaluar para la
sobrexpresion. Al igual que en el capitulo 6.3.1, se evaluaron diversas
concentraciones de los precursores para definir las concentraciones de
precursores a evaluar en la fermentacion.

Para probar la sobrexpresion de metabolitos, se decidid evaluar mediante la
suplementacidn de sustratos si las sobrexpresiones predichas concordaban con
la realidad. Se ensayaron dos concentraciones distintas de cada uno de los
precursores identificados y una mezcla de todos, todas estas
suplementacidnes se evaluaron sobre el medio de produccion. Los resultados
se muestran en la Figura 6.2.
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Figura 6.2 Produccion de Salinosporamida A (ug/ml) en medio suplementado

ug/ml de Salinosporamide A

La Figura 6.2 presenta los resultados del cultivo de Salinispora en los medios
de produccién suplementados con los sustratos que evaluan la sobreexpresién
de las reacciones predichas por FSEOF a dos concentraciones distintas. De
acuerdo a lo observado, el sustrato que mejoré la producciéon del metabolito
en mayor cantidad (55 pg/ml), fue tirosina 5mM (menor concentracion). Este
sustrato estimula la ruta de produccién del precursor corismato. El segundo
sustrato fue glutamato 100 mM (concentracion alta), que estimula la ruta de
produccion de acetil-CoA. El tercer sustrato que mejoro la produccion fue
fenilalanina 20 mM (concentracién baja), que también estimula la produccién
de corismato. Los otros sustratos no aumentaron la produccién de
Salinosporamida A. Sin embargo al mezclar en baja concentracién todos los
sustratos se observa que se llega a aumentar la concentracién del metabolito
al doble de la inicial. Esto se debe principalmente a la presencia de tirosina en
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el medio. Por lo tanto, se puede considerar que el sustrato que limita un
aumento en la produccion de la Salinosporamida es el corismato.

En la Figura 6.2 también se muestran los resultados obtenidos en el ensayo
del capitulo 4, donde se evaluo la modificacidn genética de la bacteria, y estas
determinaciones se hicieron utilizando el medio A1 (mantencion), en el que se
produce 4 veces menos que en el medio de produccion. Si se toman en cuenta
estas observaciones, se podria obtener con la cepa modificada en el medio de
produccién una concentracién de salinosporamida A de 31 pg/ml.

Otra forma de probar la sobrexpresion es mediante ingenieria metabdlica. De
todas las reacciones predichas por FSEOF se selecciond una de las reacciones
para ser evaluada r_0382, la cual estimula la produccion de S-Adenosil-
metionina, y mediante el uso de sustratos no se observo ningun efecto sobre
esta ruta. Sin embargo esta estrategia queda pendiente para ser evaluada
como trabajo futuro. Asi como también la evaluacidén de knockouts predichos
por las otras herramientas computacionales, queda recomendado para evaluar
en trabajos futuros, pues el tiempo de crecimiento y transformacién de la
bacteria es muy lento.

Con el uso de las herramientas computacionales de ingenieria metabdlica se
logro reducir el tiempo de busqueda sobre las posibles rutas metabdlicas que
pueden incrementar la produccion de los metabolitos secundarios. Es
importante considerar que también se logro evaluar una ruta metabolica que
aparentemente no tenia muchos efectos sobre la produccién del metabolito
secundario. Esta fue la ruta del corismato, que al aumentar el flujo por esta
ruta se logro observar un aumento de 2.8 veces en la produccién del
metabolito secundario. Y que no se habia reportado en estudios previos donde
la produccién de salinosporamida A se han basado en estimular las rutas de
SAM vy Acil-CoA (Eustaquio et al. 2009; Lechner 2011; J. J. Zhang, Moore, and
Tang 2018).
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7 Conclusiones

El objetivo de la presente tesis consistid en evaluar estrategias de ingenieria
metabdlica para aumentar la produccidon de Salinosporamida A en Salinispora
tropica CNB440. Con la finalidad de cumplir este objetivo se presentan las
siguientes conclusiones.

Mediante esta investigacion se logro definir la sensibilidad de Salinispora
tropica CNB440 a 3 antibidticos: la cepa es sensible a Kanamicina (100
ug/ml), Apramicina (25 pug/ml) y Tioestreptona (12 pg/ml).

Se definid una estrategia de cuantificacién de salinosporamida A,
mediante HPLC, con standard analitico del metabolito y se pudo definir
el limite de deteccion del mismo (1pg/ml).

Se logromodificar genéticamente mediante doble recombinacion
homdloga con pGM1190 la cepa S. tropica CNB440, por lo que esta
herramienta molecular puede ser utilizada para la transformacion de la
misma a nivel cromosomal.

Se observd aumento en la concentracion de Salinosporamida A, al
truncar la produccion del metabolito secundario Sporolides, lo que indica
que si hay competencia de precursores entre estos metabolitos
secundarios.

La estrategia de delecion de cluster de genes competitivos es una buena
aproximacion para incrementar la produccion.

Se pudo obtener predicciones cualitativas mediante el modelo a escala
gendmica sobre la produccién y crecimiento de Salinosporamida A, como
lo son los sustratos que mejoran la produccidn que el caso de los nitratos
y aquellos sustratos que limitan el crecimiento de la bacteria, como lo
es el alginato.

La determinacion de la producciéon de Salinosporamida A mediante
medios minimos ayudé a integrar nueva informacién al modelo a escala
gendmica iCC908 de S. tropica mediante la caja de herramientas
MetaboTools, lo que ayudo a obtener un modelo a escala gendmica con
predicciones cuantitativas mas certeras.

Mediante el uso del modelo a escala gendmica se logré predecir dos
aminoacidos que aumentan la produccién de Salinosporamida A, tirosina
y glicina.

Se obtuvieron genes y reacciones objetivo para la realizacién de
knockouts y sobreexpresiones que podrian aumentar la produccién de
Salinosporamida A, mediante diversas metodologias de prediccidon
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usando el modelo a escala gendmica. Esto permitid restringir el nimero
de posibles modificaciones a realizar en el laboratorio.

Se pudo evaluar la sobrexpresion de los genes Strop_1845 (corismato
sintasa), Strop_1846 (shikimate kinasa) y Strop_1039
(aminotransferasa de cadena ramificada) mediante la suplementacion
de precursores, que aumentaban los flujos metabdlicos asociados a las
sobrexpresiones. Se encontrd nuevamente que tirosina (5mM) aumenta
en mayor grado la produccion de Salinosporamide A. También se
enconté que suplementacion con glutamato o fenilalanina
incrementaban la produccion

Dos de las estrategias evaluadas in silico coincidieron en la ruta que
tenia que ser estimulada para el aumento de la produccién de
Salinosporamida A, que es la ruta de formacién de corismato.

Como trabajo futuro es necesario evaluar el medio de fermentacién de
S. tropica CNB4401 para identificar si esta pudo expresar alguno de los
genes silenciados presentes en su genoma.

También es necesario, determinar la concentracién de Salinosporamida
A con el medio de produccion mejorado y en las cepas modificadas
genéticamente.
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Anexos

Anexo I Reactivos y Buffers

Todas las soluciones fueron autoclavadas para posterior uso en laboratorio.

Soluciones

NaOH 0.3M (12g de NaOH en 1L de agua destilada)

NaOH 1M (40 g de NaOH en 1L de agua destilada)

HCL 5M (153.19 ml de HCI al 37% en 1L de agua destilada)

Glicerol 20% y 40% (200 y 400 ml en 1L de agua destilada)

MgClz 0.1M (9.52 g de MgClz en 1L de agua destilada)

CaCl2 0.1M (11.09 g de CaCl; en 1L de agua destilada)

Solucién de preservacion de quimiocompetentes (85% v/v de CaCl; 0.1M
y 15% glicerol)

Tris-HCL pH7 (121.14 g de Tris en 800 ml de Agua destilada, ajustar
solucidn a pH7 con HCl y llevar a un volumen final de 1L)

Buffer Fosfato (PBS), pH 7. Diluir los siguientes reactivos en 1L de agua
destilada y ajustar a pH 7.

KCI 0.2g
KH2PO4 0.2g
NacCl 8.0¢g
Na:HPO4 1.44 g

Reactivos PCR

dNTP’s 10 mM (10pL de dATP 100 mM, 10 pL de dCTP 100mM, 10 pL de
dGTP 100 mM vy 10 pL de dTTP 100mM, vy llevar a un volumen total de
100pL)

Cebadores 10uM (10pl de Cebador 100mM vy llevar a un volumen de 100
ML).

PCR de colonias (Enzima TagPolimerasa, Buffer 5X Green para enzima
Tag Polimerasa)

PCR de clonaciéon (Enzima Polimerasa Phussion, Buffer 5X phussion GC
y DMSO puro)

Reactivos Gibson Assembly

5X Isothermal reaction buffer (PEG 8000 0.25g, 500uL de Tris-HCL 1M
pH7.5, 50uL de MgCl; 0.5 M, 50 pL de DTT 0.5 M, 10uL de dATP 100
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mM, 10 pL de dCTP 100mM, 10 pL de dGTP 100 mM y 10 pL de dTTP
100mM, 5 puL de NAD+ 50mM, llevar a un volumen total de 1 ml)

2X master mix Gibson Assembly (26.67 pyL de 5X Isothermal reaction
buffer, 0.5 pL T5 Exonuclease, 1.67 pL Phusion DNA Polymerase, 13.33
Taq DNA ligase, llevar a un volume de 100 pL).
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Anexo II Ensayos de Biologia Molecular

Ensayos de Sensibilidad a antibioticos Salinispora tropica CNB440

La determinacién de sensibilidad a antibidticos se realizé en placas de medio
A1, los antibidticos de ensayo fueron Apramicina, Kanamicina y Tioestreptona.

1.
2.
3.

4.
5.

Se preparan medio Al agar con Formulacién Salina, y se agregan los
antibioticos en las diferentes concentraciones.

Se inoculan las placas con 250 yL de S. tropica, de 3 dias de crecimiento,
lavado 2 veces con medio A1l sin antibiéticos.

Crecer a 28°C por 72 horas.

Monitorear el crecimiento de la cepa a las 24 horas y 72 horas.
Registrar resultados.

Determinacion de crecimiento de Salinispora tropica CNB-440

Para la determinacion del crecimiento de Salinispora tropica, se utilizé un
protocolo de determinacidon de proteinas totales para definir, el crecimiento del
cultivo en el tiempo (Lechner, et al, 2011; Meyers, et al., 1998).

1.

Se centrifuga 1 ml de la muestra de cultivo (13.800 x g) por 10 min para
producir un pellet de células compacto.

. Se retira el sobrenadante y se lavan con 1 ml de (PBS) pH 7,0. Y se

centrifugan como se describe previamente. En este punto los pellets
pueden preservarse a -20°C para analisis posterior.

. El pellet es resuspendido en 0.1 ml de NaOH 1 M.

4. Los tubos sellados son puestos en un bafo de agua hirviendo (100°C)

por 10 min.

. Las muestras se neutralizan por adicién de 0.02 ml de HCI 5 M, se ajusta

el volumen a 1 ml afadiendo PBS pH 7.0 (0.88 ml).

. Las muestras son centrifugadas por 30 min y 0.8 ml de cada

sobrenadante es tomado para la determinacién de proteinas.

. Para cada muestra determinar la absorbancia a 230 y 260 nm en celdas

de cuarzo.

. La concentracién de proteinas en pg/ml se determina con la Ecuacién 1

[Concentraci('m de Proteinas ('l:n—gl)] = (183xA4,30) — (75.8xA%40)

Ecuacion 1 Determinacion de concentracion de proteinas
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Nota: El ensayo es lineal en el rango de 6 a 225 pg de proteina/ml, y
los extractos de cultivos altamente turbios son diluidos en PBS para
asegurar que las mediciones estén dentro del rango lineal.

Método de aislamiento de cepa CNB-440

Método modificado de Kumar and Jadeja (2016),

Tomar una alicuota de 1 ml de medio de cultivo a aislar.
. Centrifugacion a 4000 rpm por 5 minutos.
. Anadir 0.1 ml de formulacién salina y calentar a 55°C por 30 min.

-th!—t

. Crecer por 3 horas mas en medio Al con formulacidon salina,
suplementado con Acido nalidixico 25 pg/ml y ciclohexemida 50 ug/ml.

5. Centrifugar muestra a 4000 rpm por 5 minutos. Quitar el sobrenadante.
6. Secar pellet con antibidticos durante la noche a 27°C.
7. Diluir muestra y plaguear en medio Al.

Extraccion de ADN gendémico.

Para la extraccion de ADN gendmico se utilizd el Kit de extraccion de ADN
gendmico de DNAeasy UltraClean Microbial Kit de Qiagen.

Hidratacion de Resina

Pesar resina, anotar peso.
Lavar 3 veces con Metanol grado técnico la resina pesada.
Lavar 6 veces con agua destilada.

HwnN o=

Diluir la resina enjuagada con agua a una concentracion final de 1.0
g/ml.

5. Autoclavar la dilucion de resina agua destilada, preservar en esterilidad
hasta uso en medio de fermentacion

Material sin CO

Para la determinacion de metabolitos mediante cromatografia, se sugiere la
utilizacion de material libre de compuestos organicos. Para esto es necesario
utilizar preferentemente viales de vidrio, previamente enjuagados para evitar
la presencia de algun contaminante organico. Una vez el material limpio,
proceder a realizar 2 enjuagues con agua destilada, 2 enjuagues con hexano,
2 enjuagues con acetona y dejar secar en estufa. Con esto se acarrean todos
los compuestos organicos que permanecieran pegados al material. Nota: Para
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asegurar la ausencia de materiales organicos se sugiere secar en mufla a
500°C el material envuelto en papel aluminio.

Condiciones de cultivo de las cepas

E. coli para transformacion se crece a una temperatura de 37°C a una
velocidad de agitacion de 650 rpm, por al menos 8 horas, con
antibidticos de acuerdo a la resistencia que presente la cepa.

S. tropica se crecid a una temperatura de 28°C a una velocidad de
agitaciéon de 250 rpm. En un agitador orbital..., los cultivos se
mantuvieron en crecimiento durante 4 semanas.

S. tropica conjugada, se crecid a una temperatura de 37°C a una
velocidad de agitacion de 250 rpm. En un agitador orbital..., los cultivos
se mantuvieron en crecimiento durante 4 semanas.

S. tropica para produccion, se crecié a una temperatura de 37°C a una
velocidad de agitacién de 250 rpm. En un agitador orbital..., los cultivos
se mantuvieron en crecimiento durante 5 dias, con adicién de resina
XAD7 a las 24 horas de iniciada la fermentacion.

PCR de colonias conjugantes de S. tropica

Para verificar la integracién del plasmido de conjugacién para cada mutacion
realizada sobre la Cepa S. tropica, se realiza PCR de colonias a las bacterias
conjugantes.

1.

Bajo un ambiente estéril, picar colonias y resuspender la colonia en 30
WL de Agua estéril.

. Tomar 10 pL de la solucidon de colonias en un tubo para centrifuga de

600 uL. Preservar el resto.

. Calentar las células resuspendidas en Agua a 100°C por 10 min, y utilizar

como DNA Templado.

. Se prepara la mezcla de PCR como se describe:

Tabla 8.1 Mezcla de reactivos para PCR de colonias.

Componente Volumen pL
ADN 5

dNTP’s (10 mM) 0,4

Buffer 5X Green (STD) 4

Cebador (S) 10 uM 1

Cebador (R) 10 uM 1

Mg*? (STD) 1,6

Taq Polimerasa (STD) 0,35

Agua 6,65
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5. Programa PCR de 36 ciclos (b,c,d), 1 minuto por Kb que se desee
amplificar(X) y temperatura de separacién especifica del cebador
utilizado (Ts) (d):

a.

m a0 o

95°C durante 5 min.

95°C durante 30 seq.
56°C durante 30 segq.
Ts °C durante X min.
Ts °C durante 10 min

PCR para clonacion de fragmentos

Para obtener los fragmentos que dirigirdn la conjugacion para cada mutacién
realizada sobre la cepa S. tropica, se realiza PCR al ADN gendmico de la cepa.

La mezcla de PCR es:

Tabla 8.2 Mezcla de reactivos para PCR.

Componente Volumen pL
ADN (50 a 250 pg) Vol. variable
dNTP’s (10 mM) 1
Buffer 5X phussion GC 1
Cebador (S) 10 uM 2
Cebador (R) 10 uM 2
DMSO (STD) 1,

0

C

0

(SO0, 0,

Phussion (STD)
Agua

4

mpletar 50 pL

Programa PCR de 30 ciclos (b,c,d), 20 segundos por Kb que se desee
amplificar(X) y temperatura de separacién especifica del cebador utilizado

(Ts) (d):
a.

maoo

98°C durante 30 seg.
98°C durante 10 seg.
Ts°C durante 20 seg.
72 °C durante X seg.
72 °C durante 5 min

Gibson Assembly
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Para la reaccion de Gibsson Assembly, se recomienda utilizar un total de 0.02
- 0.5 pmols de fragmentos de ADN.

1.

4.
5.

Determinar los picomols contenidos en cada fragmento de ADN.
pmols=(peso en ng) x 1000/(pares de base x 650 daltons).

. La concentracion del ADN que se hara reaccionar debe ser equimolar

para cada fragmento.

. Preparar la reaccion en Hielo

e Agregar master mix 2X 5 pL

e Agregar cantidades equimolares de los fragmentos para llegar a
un volumen total de 10 pL.

Incubar las muestras en un termociclador a 50°C por 60 min.
Preservar las muestras en Hielo o a -20°C hasta su transformacion.

Preparacion de bacterias E. coli guimiocompetentes

1.
2.

® N O U oA

9.
10.

11.

Correr precultivo de bacterias en LB a 37°C durante la noche

Inocular 40 ml de medio LB a una razén de 1/100 con el precultivo (400
ML).

. Esperar crecimiento de bacterias hasta OD 0.2-0.3 a 600 nm. (90 min

aproximadamente).

Poner en hielo durante 10 min.

Centrifugar 20 min a 3000 rpm a 4°C.

Resuspender el pellet en MgCl> 0.1 M a % del volumen (5 ml)
Incubar 5 min en hielo, centrifugar durante 10 min a 4000 rpm a 4°C

Resuspender el cultivo en CaCl, 0.1 M a 1/20 del volumen del cultivo
inicial (1 ml).

Incubar 20 min en hielo, centrifugar 10 min a 4000 rpm a 4°C.

Resuspender el Pellet en 85%v/v CaCl> 0.1M, 15% glicerol a 1/50
del volumen inicial de cultivo (800 pL).

Alicuotar en fracciones de 100 pL, guardar a -80°C.

Transformacion de E. coli quimiocompetentes
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6.

. Mezclar 100 uL de quimiocompetentes (ETZ o Topl10) con 5 pL de

miniprep o producto de Gibson Assembly, dejar en hielo durante 20 min.

Poner en bano termoregulado a 42°C por 55 seg-1min.

. Agregar 900 uL de medio LB
. Agitar a 37°C x 1h a 650 rpm

Plaquear 100 ul en placa LB con antibioticos de seleccién (Top10 o BL
21, el antibidtico de resistencia integrado en vector, para ETZ
cloramphenicol y gen de resistencia integrado al vector).

Concentrar el resto por centrifuga 4000 rpm x 1 min y plaquear.

Protocolo de conjugacion para Salinispora tropica

Se crecen durante la noche a 37°C y 300 rpm, 10 ml de medio LB con 10 pL

de E.

coli ET12567/puz8002 que contiene el vector de conjugacion. pGM1190

que contiene un gen de resistencia a apramicina. El medio LB es suplementado
con kanamicina, apramicina y cloramfenicol para llegar a una concentracién
final de 50 ug/ml (Eustaquio, et al, 2009).

1.

Del cultivo de E. coli de la noche, se toman 10 pL y se re-inocula en
medio LB con antibidticos (50 pg/ml de kanamicina, apramicina y
cloranfenicol), se deja crecer a 37°C y 300 rpm hasta una densidad
optica de 0.3-0.4 a 600 nm.

. Se lava 2 veces el cultivo de E. coli, con medio LB; se centrifuga el cultivo

de E. coli, a 4000G x 5min, se bota el sobrenadante y se resuspende en
medio LB sin antibidticos. Después del segundo enjuague el pellet se
resuspende en 0.5 ml de medio LB.

. 1 ml de micelio de la segunda generacion de 2 a 3 dias de crecimiento

de cultivo liguido de medio Al (fase exponencial tardia), es resuspendido
en 1 ml de medio Al.

Las bacterias obtenidas en 2, se mezclan con 0.5 ml de bacterias de
Salinispora obtenidas en 3. Esta mezcla es inoculada en placas de agar
que contienen medio Al.

. Después de 20-h de incubacién a 32-34°C, las placas son cubiertas con

1 mg de acido nalidixico y 4 mg de apramicina. Los conjugantes son
visibles después de una semana.
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Obtencion de dobles conjugantes y confirmacion de transformacion.

1.

Se evalua la insercidn del vector de transformacién en el cromosoma de
la bacteria, probando a dos temperaturas distintas (37° y 28°) el
crecimiento de cada colonia, en placas de agar en medio Al-Apramicina.

. Bacterias que crecen a 28 y 37°C tienen integrado el vector de

transformacion.

. Estas bacterias son replagueadas en medio A1-Kan, en 3 ocasiones y se

crecen a 37°, para buscar eliminar el vector pgm1190 que se degrada a
esta temperatura y solo quede integrado al cromosoma la modificacion
genética y la resistencia a Kanamicina.

. El Ultimo plaqueo es utilizado para obtener esporas de las bacterias. Para

después obtener una placa con colonias independientes y seleccionar las
dobles conjugantes, que son las que poseen la resistencia a Kanamicina
inserta en el cromosoma y la mutacion genética deseada.

Suspension de Esporas

Lo siguiente debe realizarse en una campana de flujo laminar u otro ambiente
estéril.

1.

2.

()

Afiadir 9 ml de agua estéril a la placa (es conveniente mantener
alicuotas de 9 ml de agua estéril en viales de 20 ml).

Raspar la superficie del cultivo con un asa bacterioldgica. Primero con
suave presion y gradualmente mas vigorosamente, hasta suspender las
esporas.

. Verter la suspension cruda de nuevo en el vial de agua estéril, utilizar

una jeringa estéril o pipeta, y agitar el liquido violentamente o en un
mezclador vortex por un minuto para romper las cadenas de esporas.

. Filtrar la suspension a través de una tela de algoddn no absorbente,

usando un tubo de filtrado.

. Verter la suspension filtrada en un tubo de centrifuga y agitar por 5 a

10 min a 1000 x g para decantar las esporas.

. Tan pronto como la centrifuga pare, quitar el sobrenadante.
. Agitar el tubo en el mezclador vortex por unos segundos para dispersar

el pellet en la gota de agua restante en el tubo.

. Afadir glicerol al 20% estéril (usualmente 1-2 ml para las esporas

desde una placa bien esporulada) y brevemente agitar de nuevo,
transferir la suspension a una botella de tapa roscada para congelar a -
20°C; viales de 7.5 ml son convenientes para esto.
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Anexo III Cepas, Vectores y Cebadores

Cepas

E. coli Top10 Cepa utilizada para clonamiento de rutina.

E. coli ETZ1257/pUZ8002 cepa de metilacion deficiente, utilizada para
conjugacién en Streptomyces y Salinispora. pUZ 8002 contiene la
maquinaria para la conjugacion de la bacteria dami13::Tn9
(Chloramphenicol resistance) dcm-6 hsdM hsdR recF143 zjj-201::Tn10
galk2 galT22 aral4 lacY1l xyl-5 leuB6 thi-1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx-
78 mtll glnv44, puZ8002 (kanamycin resistance).

E. coli ETZ1257/pUzZ8002 - pGM1190 Spol cepa con vector de
conjugacién de pGM1190Spol, para delecionar cluster de genes
sporolide con resistencia a kanamicina

S. tropica CNB440 Cepa wild type.

S. tropica CNB4401 Cepa mutante con Delecién de clister de genes Spo,
y resistencia a kanamicina

Vectores

pSET 152 Vector de clonacién, conjugativo (oriT from RK2), aac(3)IV
(resistencia a apramicina), integrativo en sitio (®C31 attP).

pGM1190 derivado de pG5, autoreplicativo, sensible a temperatura,
vector de conjugacion.

pTC 192-Km Fuente de gen de resistencia a kanamicina (neo).
pGM1190 Spol Vector de conjugacion con sitios de delecién de Spo y
resistencia a kanamicina.

pGM1190 Spo2 Vector de conjugacion con sitios de delecion de Spo.
pGM1190 SIm1 Vector de conjugacién con sitios de flanqueo para
delecidon de cluster salinilactam y resistencia a Kanamicina.

pGM1190 SIm2 Vector de conjugacién con sitios de delecidon de
salinilactam.

pGM1190 Lym1 Vector de conjugacién con sitios de flanqueo para
delecién de cluster linfostina y resistencia a kanamicina.

pGM1190 Lym2 Vector de conjugacién con sitios de delecion de
linfostina.
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Cebadores

Neo FWD y REV

Nombre

pGM1190-SpolF
Spol-NeoR
Neo-Spo2F
Spo2-pGM1190R
Spol-Spo2R
Spol-Spo2F
Spol conf. F
Spo2 conf. R
pGM1190-SIm1F
SIm1-NeoR
Neo-SIm2F
SIm2-pGM1190R
SIm1-SIm2R
SIm1-SIm2F
SIm1 conf F.
SIm2 conf R
pGM1190-Lym1F
Lym1-NeoR

Neo-Lym2F
Lym2-pGM1190R
Lym1l-Lym2R
Lym1l-Lym2F
Lym 1 conf F
Lym 2 conf R
Neo Fwd

Neo Rev

Secuencia

5' gagaagggagcggacagcaagctggtccgg 3'
5' gcttggcgtaatcatggtccaggatccaccctg 3!
5' ctcgaattcactggccgtactcagcccggcetc 3'

5' gcaggcatgcaagcttcataagggtggctggceg 3'
5' ggctgagtccaggatccaccctg 3'

5' gatcctggactcagcccggcte 3

5' agcgaagtcgaacccgggceg 3'

5" actttcagcacccggaagaaggtac 3’

5’ agagaagggagcggacagagggctggttcggce 3’
5' agcttggcgtaatcatggttgtcctccggctec 3'

5' ctcgaattcactggccgttctacgtctcccgec 3!

5' gcaggcatgcaagcttcaagcagcgaatgcggg 3'
5' agacgtagatgtcctccggctec 3'

5' cggaggacatctacgtctcccgec 3'

5' cgaagccgccgacgatcagac 3'

5’ ttgccgcetgtegegttgggag 3’

5' agagaagggagcggacacgcgcctggccca 3'

5"
gcaatccatcttgttcaatcatcggctttctccttgtcgctgg
3

5' cttcttgacgagttcttctgaatcgccccggceccat 3'
5' gcaggcatgcaagcttcaacgagcgcacagctca 3'
5' ggggcgatcggctttctecttgte 3!

5' gaaagccgatcgccccggecec 3'

5" agattctgacggccaccggact 3’

5’ acgtagcagtgcgatggtgacga 3’

5’ accatgattacgccaagc 3’

5’ acggccagtgaattcgag 3’
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Anexo IV Scripts de Matlab

Integracion de datos mediante Metabotools

%clear
initCobraToolbox

outputPath = pwd;% ouputPath = "ADD YOUR PATH TO YOUR OUTPUT FOLDER'
model=readCbModel ('iCC908.mat") ;

Medium composition={'EX Maltose';'EX Maltotriose';'"'EX NH3';'EX Calcium';'EX Fe
2';'EX Magnesium'; 'EX Potassium';'EX Sodium';'EX Chloride';'EX Sulfate';'EX Or
thophosphate'; 'EX ala DASH L';'EX arg DASH L';'EX L DASH Asp';'EX asp DASH L';
'EX cys DASH L';'EX glu DASH L';'EX gln DASH L';'EX Glycine';'EX his DASH L';'
EX ile DASH L';'EX leu DASH L';'EX lys DASH L';'EX met DASH L';'EX phe DASH L'
;'EX pro DASH L';'EX ser DASH L';'EX thr DASH L';'EX trp DASH L';'EX tyr DASH
L';'EX val DASH L';'EX Biotin';'EX Folate';'EX Nicotinate';'EX Pantothenate';'
EX Riboflavin'; 'EX Thiamin';'EX 4 DASH Aminobenzoate';'EX Cobalt';'EX L DASH L
actate';'EX L DASH Malate';'EX 2aeppn';'EX akg';'EX 4abut';'EX Acetoacetate';'
EX Adenosine';'EX Trehalose';'EX Betaine'; 'EX Cadmium';'EX Cellobiose';'EX Chi
tobiose';'EX Choline';'EX Citrate';'EX CO2';'EX Cob LPAREN III RPAREN alamin';
'"EX Copper';'EX Cytidine';'EX Cytosine';'EX ala DASH D';'EX D DASH Fructose';'
EX D DASH Galactarate';'EX D DASH Galactonate';'EX D DASH Galactose';'EX D DAS
H Glucarate';'EX D DASH Glucose';'EX D DASH Mannose';'EX met DASH D';'EX D DAS
H Ribose';'EX ser DASH D';'EX D DASH Sorbitol';'EX D DASH Xylose';'EX Deoxyade
nosine'; 'EX Deoxycytidine';'EX Deoxyguanosine';'EX Deoxyinosine';'EX Deoxyribo
se'; 'EX Deoxyuridine';'EX Ethanolamine';'EX Fe LPAREN III RPAREN dicitrate';'E
X Fe3';'EX Ferrichrome';'EX Formate';'EX Fumarate';'EX Glycerol';'EX Hypoxanth
ine'; 'EX Inosine';'EX L DASH Arabinose';'EX L DASH Idonate';'EX orn DASH L';'E
X Lactose';'EX Maltohexaose';'EX Manganese';'EX Mannitol';'EX Melibiose';'EX M
olybdate'; 'EX inost';'EX acgam'; 'EX Nickel';'EX Nitrate';'EX Nitrite';'EX ocdc
a'; 'EX Pyrophosphate';'EX Raffinose';'EX Salicin';'EX glyc3p';'EX Stachyose';'
EX Succinate';'EX Sucrose';'EX Thymidine';'EX Uracil';'EX Urea';'EX Uridine';'
EX Xanthine';'EX Zinc';'EX Adenine';'EX Guanine';'EX salinosporamideA';'EX sal
inosporamideB'; 'EX 5 DASH CI1DA';'EX 5 DASH CIR';'EX 5 DASH CIRL';'EX 5 DASH CI
RI'; 'EX butanocate';'EX sporolideA';'EX sporolideB';'EX Acetate';'EX Sulfite';'
EX Ascorbate';'EX Glycerol 2 DASH phosphate'};

$%Concentracién mM en Peptona

met Conc mM=[24.539877300613497; 3.1718529766848982; 18.202102049204392;
2.9389474; 0.0021142857142857144; 17.530051; 13.372619; 413.01762; 426.69468;
17.403651; 1.4615141623670633; 5.7400112549240285; 1.4085408796978041;
0.40315512708150747; 2.7109218872186984; 0.077564475470234623;
4.1669893888931906; 0.062436587840474525; 7.6774758983347944;
0.49584366340965441; 1.4316012725344647; 2.1208907741251322;
1.966138722009831; 0.350609756097561; 1.0871042261176791;2.6359143327841843;
1.0794671566375746; 0.85064292779426309; 0.13962730250792116;
0.36771465342893916; 1.9772016543932212;0.0040931603290900904;
0.028092433167195289; 0.33550424314189853; 0.54737034165032161;
0.12647465192900414; 0.045223289994347091; 0.067084730931894418;
0.00087395; ...

0
0

;0;,0;0;0;0;,0;0;0;,0;0;0;,0;,0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;,0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;...
0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;...

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

;70;0;0;0;0;
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0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0];

$concentracion mM Triptona

$met Conc mM=[24.539877300613497; 3.1718529766848982; 20.315894545241029;
2.95017432; 0.0023857142857142853; 17.5449511; 13.4120193; 414.391319;
426.220778; 17.4036511; 1.9206065073181002; 4.0517726505346081;
1.3061015429925091; 0.45574057843996491; 2.7456772960291942;
.1357378320729106; 5.2513360700178131; 0.078045734800593153;
.6993865030674846; 0.65626367215983672; 2.0325203252032518;

.774832096147049; 2.4030584380120157; 0.5640243902439025; 1.4132354939529825;
.1828665568369026; 1.2402388608176391; 0.98911968348170121;
.19333011116481388; 0.45351473922902497; 2.6026429940482196;
.0040931603290900904; 0.028092433167195289; 0.33550424314189853;
.54737034165032161; 0.12647465192900414; 0.045223289994347091;
.067084730931894418; 0.00087395; ...

;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;,0;,0;0;
;0;0;0;0;,0;0;0;0;,0;0;0;0;0;
0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0

’

0 O OO O NN O

o
O O O
~

;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;,0;,0;0;0;0;0;...
;0;,0;0;0;0;,0;0;0;,0;0;0;0;,0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;...

[N eNe]
[N eNe]

; 17

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

$MediumCompProd={'EX Maltose';'EX Maltotriose';'EX NH3';'EX Calcium';'EX Fe2';
'EX Magnesium'; 'EX Potassium';'EX Sodium';'EX Chloride';'EX Sulfate';'EX Ortho
phosphate'; 'EX ala DASH L';'EX arg DASH L';'EX L DASH Asp';'EX asp DASH L';'EX
_cys DASH L';'EX glu DASH L';'EX gln DASH L';'EX Glycine';'EX his DASH L';'EX
ile DASH L';'EX leu DASH L';'EX lys DASH L';'EX met DASH L';'EX phe DASH L';'E
X _pro DASH L';'EX ser DASH L';'EX thr DASH L';'EX trp DASH L';'EX tyr DASH L';
'EX val DASH L';'EX Biotin';'EX Folate';'EX Nicotinate';'EX Pantothenate';'EX
Riboflavin';'EX Thiamin';'EX 4 DASH Aminobenzoate';'EX Cobalt';'EX L DASH Lact
ate';'EX L DASH Malate';'EX Z2aeppn';'EX akg';'EX 4abut';'EX Acetoacetate';'EX
Adenosine'; 'EX Trehalose';'EX Betaine';'EX Cadmium';'EX Cellobiose';'EX Chitob
iose';'EX Choline';'EX Citrate';'EX CO2';'EX Cob LPAREN III RPAREN alamin';'EX
_Copper';'EX Cytidine';'EX Cytosine';'EX ala DASH D';'EX D DASH Fructose';'EX
D DASH Galactarate';'EX D DASH Galactonate';'EX D DASH Galactose';'EX D DASH G
lucarate'; 'EX D DASH Glucose';'EX D DASH Mannose';'EX met DASH D';'EX D DASH R
ibose'; 'EX ser DASH D';'EX D DASH Sorbitol';'EX D DASH Xylose';'EX Deoxyadenos
ine';'EX Deoxycytidine';'EX Deoxyguanosine';'EX Deoxyinosine';'EX Deoxyribose'
; 'EX Deoxyuridine';'EX Ethanolamine';'EX Fe LPAREN III RPAREN dicitrate';'EX F
e3';'EX Ferrichrome';'EX Formate';'EX Fumarate';'EX Glycerol';'EX Hypoxanthine
';'EX Inosine';'EX L DASH Arabinose';'EX L DASH Idonate';'EX orn DASH L';'EX L
actose'; 'EX Maltohexaose';'EX Manganese';'EX Mannitol';'EX Melibiose';'EX Moly
bdate'; 'EX inost';'EX acgam';'EX Nickel';'EX Nitrate';'EX Nitrite';'EX ocdca';
'EX Pyrophosphate';'EX Raffinose';'EX Salicin';'EX glyc3p';'EX Stachyose';'EX
Succinate';'EX Sucrose';'EX Thymidine';'EX Uracil';'EX Urea';'EX Uridine';'EX
Xanthine';'EX Zinc';'EX Adenine';'EX Guanine';'EX salinosporamideA';'EX salino
sporamideB'; 'EX 5 DASH C1DA';'EX 5 DASH CIR';'EX 5 DASH CIRL';'EX 5 DASH CIRI'
; 'EX butanoate';'EX sporolideA';'EX sporolideB';'EX Acetate';'EX Sulfite';'EX
Ascorbate'; 'EX Glycerol 2 DASH phosphate' };

smet Conc mMS=[24.539877300613497; 3.1718529766848982;
21.372790793259352;12.9923743; 0.20206002; 0.39333333333333326; 15.6357868;
417.377124; 426.377367; 1.30779003; 1.7226492576603138; 4.5582442318514351;
1.3829310455214803; 0.45574057843996491; 3.7535841515335826;
0.2326934264107039; 5.6695840755944538; 0.093654881760711781;
3.5758106923751094;0.70001458363715918; 2.0501944149876281;
2.9692470837751856; 2.340641335725989; 0.39634146341463417;
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1.5491235222176925; 1.6474464579901154; 1.3780431786862655;
1.0682492581602374; 0.15036786423929968; 0.61285775571489864;
2.5017653586199939; 0.0040931603290900904; 0.028092433167195289;
0.33550424314189853; 0.54737034165032161; 0.12647465192900414;
0.045223289994347091; 0.067084730931894418;0.000218487;
%0;0;0;,0;0;,0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;
%O;O;O;0,0;O;0,0,0,0,0,0;0,0,0,0,0;O;0,0;...
%0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;...
%$0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0; ...
%$0;0;0;0;0;0;0;0;0;0];

gmet Conc mMH=[24.539877300613497; 3.1718529766848982; 14.091949973577595;
13.1373743; 0.20206002; 0.54166666666666663; 16.4336868; 416.151724;
429.254467; 0.48749003; 1.6889544066547331; 4.4400675295441756;
1.9463473974006018; 0.35056967572305003; 4.4903988183160992;

0.31413612565445026; 6.8313840910851207; 0.062436587840474525;
3.7651183172655567; 0.78459967915998252; 1.9794980558501236;
2.9551078119476846; 2.5809471795271905; 0.56097560975609762;
1.3996466911265115; 2.1210873146622733; 2.1497473587505742;
1.6221562809099899; 0.15251597658557542; 0.74033216890359754;
2.4452738827801874; 0.0040931603290900904; 0.028092433167195289;
0.33550424314189853; 0.54737034165032161; 0.12647465192900414;
0.045223289994347091; 0.067084730931894418;0.000218487;
%$0;0;0;0,;,0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;0;
%O;O;O;0,0;O;0,0,0,0,0,0;0,0,0,0,0;O;0,0;...
%$0;0;0;0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;...
%$0;0;0;0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;,0;0;0;0;0;0;0;...
%0;0;0;0;,0;0;0;0;0;07;

mediumCompounds={'EX H';'EX CO2';"EX H20';'EX Oxygen'};

mediumCompounds_ 1b=-100;
customizedConstraints={'EX ocdca';'EX 2aeppn';'EX akg';'EX 4abut';'EX Betaine'
; 'EX Deoxyadenosine';'EX Deoxycytidine';'EX Deoxyguanosine';'EX Deoxyinosine'

'EX Deoxyribose';'EX Deoxyuridine';'EX Ethanolamine';'EX Hypoxanthine';'EX 5 D
ASH CIDA';'EX 5 DASH CIR';'EX 5 DASH CIRL';'EX 5 DASH CIRI';'EX Thymidine';'EX
_Uracil';

'EX Adenine';'EX Guanine';'EX Cytosine'};

customizedConstraints ub=[500,500,500,500,500,500,500,500,500,500,500,500,500,
500,500,500,500,500,500,500,500,500];

customizedConstraints 1b=(-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,-1,~-
1,-1,-1,-1,-11;

cellConc = 1.0;

cellWeight = 0.0002673012;

t = 24;

current inf = 1000;

set _inf = 500;

[modelMedium, basisMedium]=setMediumConstraints(model, set inf, current inf,
Medium composition, met Conc mM, cellConc, t, cellWeight, mediumCompounds,
mediumCompounds_1lb, customizedConstraints, customizedConstraints ub,
customizedConstraints 1b);

model = modelMedium;

oo
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$%Evaluar el modelo para determinar crecimiento y produccion de
salinosporamide A y B
model=changeObjective (model, 'EX salinosporamideA'); S%caso del modelo buscar
caso modelo Stropica 'EX Biomass'
FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max') ;

FBAsolution.f
model=changeObjective (modelMedium, 'EX salinosporamideB'); %caso del
FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max")

FBAsolution.f

model=changeObjective (modelMedium, 'EX Biomass');%caso del
FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max")

FBAsolution.f

%% evaluacidédn para guardar el modelo contextualizado
$%Integracién de matriz de Datos para funcion preplIntegrationQuant (model,
metData, Exchanges, Sample, test max, test min, outputPath, tol, variation);

Exchanges={'EX Biotin';'EX Calcium';'EX Chloride';'EX Cobalt';'EX Fe2';'EX Fol
ate';'EX Glycine';'EX ala DASH L';'EX arg DASH L';'EX asp DASH L';'EX cys DASH
_L';'EX glu DASH L';'EX gln DASH L';'EX his DASH L';'EX ile DASH L';'EX leu DA
SH L';'EX lys DASH L';'EX met DASH L';'EX phe DASH L';'EX pro DASH L';'EX ser
DASH L';'EX thr DASH L';'EX trp DASH L';'EX tyr DASH L';'EX val DASH L';'EX Ma
gnesium'; '"EX Maltose';'EX Maltotriose';'EX NH3';'EX Nicotinate';'EX Orthophosp
hate'; 'EX Pantothenate';'EX Potassium';'EX Riboflavin';'EX Sodium';'EX Sulfate
';'"EX Thiamin'; '"EX L DASH Asp';'EX 4 DASH Aminobenzoate';'EX Biomass';'EX sali
nosporamideA'};

%% evaluar la transformacidén de los datos de Salinosporamida A, y crecimiento
en mg/ml para integrarlos en la matriz de abajo!!

$%Integrar los datos de produccidédn de salinosporamide A, B y crecimiento

Trip=[-0.00409316;-2.95017432;-426.220778;-0.00087395;-0.0024;-0.02809243; -
.6993865;-4.05177265;-1.30610154;-2.7456773;-0.13573783;-5.25133607; -
.07804573;-0.65626367;-2.03252033;-2.7748321;-2.40305844;-0.56402439; -
.41323549;-2.18286656;-1.24023886;-0.98911968;-0.19333011;-0.4535;-
.60264299;-17.5449511;-24.5398773;-3.17185298;-20.3158945;-0.33550424; -
.9206;,-0.54737034;-13.4120193;-0.126474652;-414.39132;-17.4036511; -
.045222329;-0.45574058;-0.06708473;0.056545;0.001927991;%

O NEFE ODN

Tripb=[-0.00409316;-2.95017432;-426.220778;-0.00087395;-0.0024;-0.02809243; -
.6993865;-4.05177265;-1.30610154;-2.7456773;-0.13573783;-5.25133607; -
.07804573;-0.65626367;-2.03252033;-2.7748321;-2.40305844;-0.56402439; -
.41323549;-2.18286656;-1.24023886;-0.98911968;-0.19333011;-0.4535;-
.60264299;-17.5449511;-24.5398773;-3.17185298;-20.3158945;-0.33550424; -
.9206;,-0.54737034;-13.4120193;-0.126474652;-414.39132;-17.4036511; -
.045222329;-0.45574058;-0.06708473;0.080896;0.009216141];

O NEFE ODN

Pep=[-0.00409316;-2.93894743;-426.694678;-0.00087395;,-0.00211429;-0.02809243; -
7.6774759;-5.74001125;-1.40854088;-2.71092189;-0.07756448;-4.16698939; -
0.06243659;-0.49584366;,-1.43160127;-2.12089077;-1.96613872;-0.35060976; -
1.08710423;-2.63591433;-1.07946716;-0.85064293;-0.1396273;-0.36771465; -
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1.97720165;-17.5300511;-24.5398773;-3.17185298;-18.202102;-0.33550424; -
1.46151416;-0.54737034;-13.3726193;-0.12647465;-413.01762;-17.4036511;-
0.04522329;-0.40315513;-0.06708473;0.03449;0.00127783];

Pepb=[-0.00409316;-2.93894743;-426.694678;-0.00087395;-0.00211429; -

0.02809243;-7.6774759;-5.74001125;-1.40854088;-2.71092189;-0.07756448; -
4.16698939;-0.06243659;-0.49584366;-1.43160127;-2.12089077;-1.96613872; -
0.35060976;-1.08710423;-2.63591433;-1.07946716;-0.85064293;-0.1396273; -
0.36771465;-1.97720165;-17.5300511;-24.5398773;-3.17185298;-18.202102; -
0.33550424;-1.46151416;-0.54737034;-13.3726193;-0.12647465;-413.01762; -
17.4036511;-0.04522329;-0.40315513;-0.06708473;0.061115;0.0013968¢6];

samples={'Trip'; 'Tripb'; 'Pep'; 'Pepb'};

%% es importante que estos datos se guarden como matriz y no como tabla.
metData=[Trip, Tripb, Pep, Pepb];

test max = 200;

test min = 0.001;

variation = 5;

tol=0.0005;

%% ahora se corre la funcidén y se genera una tabla con los datos de flujos
metabolicos para las 4 muestras.

prepIntegrationQuant (model, metData, Exchanges, samples, test max, test min,
outputPath, tol, wvariation);

clearvars -EXCEPT model modelMedium samples tol solver outputPath tutorialPath
solverQuant prepIntegrationQuant

nmets=35;

[mapped exchanges, minMax, mapped uptake,

mapped secretion]=checkExchangeProfiles (samples, outputPath, nmets);
save ([outputPath filesep 'Result checkExchangeProfiles']);

o

$Utilizar la funcidén setQuantitativeConstraints para integrar los perfiles de
ma y secrecidédn y generar los modelos metabdlicos especificos por

oe f
o O

o°

$condicidén para cada muestra. La funcidén permite la definicion de metabolitos
e pueden no ser consumidos o no secretados. Para este se requiere

un solver cplex,

solverQuant="'gurobi';

%changeCobraSolver (solverQuant, 'LP'") ;

obj='EX salinosporamideA';

minGrowth=0.0001;

o9
3]

o

o o° Q

no_secretion={'EX Chloride', "EX Oxygen'};
no uptake={'EX Zinc'};

medium={"'ATPM'};

tol=5e-2;
model=modelMedium;
epsilon=le-3;
addExtraExch={};
addExtraExch value=0.0001;
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[ResultsAllCelllines, OverViewResults] = setQuantConstraints(model, samples,
tol, minGrowth, obj, no secretion, no uptake, medium, addExtraExch,
addExtraExch value, outputPath);

o 9
3]

clearvars -EXCEPT modelMedium samples ResultsAllCelllines OverViewResults tol
solver mapped exchanges outputPath tutorialPath

changeCobraSolver ('gurobi', 'LP');
[Ex added _all unique] = statisticsAddedExchanges (ResultsAllCellLines,
samples) ;

$clearvars -—-EXCEPT modelMedium samples ResultsAllCelllines OverViewResults
Ex added all unique tol solver mapped exchanges outputPath tutorialPath
model=modelMedium;

[Added all] = mkTableOfAddedExchanges (ResultsAllCelllLines, samples,

Ex added all unique);

save ([outputPath filesep 'statistics']);

clearvars -EXCEPT modelMedium samples ResultsAllCelllLines OverViewResults
tol solver mapped exchanges outputPath tutorialPath

cutoff = 0.05;

[genes, ResultsAllCelllines, OverViewResults] =

analyzeSingleGeneDeletion (ResultsAllCelllines, outputPath, samples, cutoff,
OverViewResults) ;

$clearvars -—-EXCEPT modelMedium samples ResultsAllCelllLines OverViewResults

Ex added all unique genes tol solver mapped exchanges outputPath tutorialPath

o°
o°

samples to test=samples;
fill="NAN"';
genes_to test={'model.genes'};

[FBA Rxns_ KO, ListResults] = checkEffectRxnKO (samples to test, fill,
genes_to test, samples, ResultsAllCelllLines);

o
o
o
°

o° oo

Variaciones para contextualizar el modelo

cuttoff=0.05;

mk union = 1;

mk intersect = 1;

mk reactionDiff = 1;

model=readCbModel ('iCC908.mat") ;

[unionModel, intersectModel,diffRxns,diffExRxns] =
makeSummaryModels (ResultsAllCelllLines, samples, modelMedium) ;

clearvars -EXCEPT modelMedium unionModelsamples ResultsAllCelllLines
OverViewResults Ex added all unique genes FBA Rxns KO ListResults unionModel
intersectModel diffRxns diffExRxns tol solver mapped exchanges outputPath
model tutorialPath
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save ([outputPath filesep 'summary']);

$changeCobraSolver (solver, 'QP');

%obj = 'DM atp c ';
scarbon_source = {'EX glc(e)'};
$samples = samples(l:4, 1);
%$dir = 1;

o°

o
°

%$Evaluar modelo unificado

model=unionModel;
model=changeObjective (model, 'EX salinosporamideA');%% cambiar por
'EX salinosporamideB' o 'EX Biomass'

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max")
FBAsolution.f

%$selectedRxns = {model.rxns{[1:113 ,115:201, 203:298, 301:309, 396:4009,
412:414, 416:427, 431:444, 446, 449, 451:463, 467:470, 472:509, 511, 512,
514:543, 545, 547:568, 572:575, 577:581, 583:590, 592:618, 620:632, 634:644,
646:661, 663:666, 668:669, 671:684, 686:695, 697:705, 707:716, 718:720,
722:726, 728:729, 731:742, 744:746, 748:749, 751:755, 760, 762, 764, 7660,
771:772, 774:777, 779:785, 787:809, 811:815, 817:818, 821:848, 850, 852:875,
877:878, 881:898, 900:996, 998:999, 1001:1022, 1024:1039, 1041, 1043,
1045:1055, 1059:1064, 1066:1102, 1104:1122, 1125:1137, 1260:1269, 1271:129¢,
1394:1395, 1398:1402, 1409:1431, 1433:1435, 1437:1439, 1441, 1445:144¢6, 1448,
1450, 1453, 1456:1472, 1478:1480, 1485:1488, 1490, 1495:1504, 15071}};
%selectedRxns={unionModel.rxns{[1:595,625:708,710:743,745:760,762,763,765:778]
H}
selectedRxns={unionModel.rxns{[1:86,88:130,132:195,198:200,263:270,273,275:282
,286:293,297:303,307:328,330,331,333:336,339:375,379,381,382,384:419,421:428, .

430:443,445,447,448,450:463,465:471,473:477,479:481,483:486,488:490,492:493,49
5:497,499:507,509,510,512,513,515,516,518,522,524,526,532,533,535:538,540:55¢6,

559:563,566:581,583,585:597,601:607,609:630,632,634:640,645:652,656:658,660:68
6,736:745,747:756,826,827,830,831,834:859,862:864,872:885,888,889,895:905]1}};

o
o

Evaluacion de OptKnock,

options.targetRxn = 'EX salinosporamideA’;
options.vMax = 1000;

options.numDel = 10;

options.numDelSense = 'L';

constrOpt.rxnlList = {'EX Biomass', "ATPM'};
constrOpt.values = [0.630,3];

constrOpt.sense = 'G';

optKnockSol = OptKnock (model, selectedRxns, options);

Q

o

o

%$Evaluar las reacciones obtenidas

101



model=changeObjective (model, 'EX salinosporamideB")

model=changeRxnBounds (model,

'r 0308', 0, 'b')

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

growthRatesl=FBAsolution.f
$model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,

model=changeRxnBounds (model,

'r 0308', -500,

’

1)

'r 0308", 500, 'u');

'r 0417', 0, 'b'

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

growthRates2=FBAsolution.f
model=changeRxnBounds (model,
model=changeRxnBounds (model,

model=changeRxnBounds (model,

'r 0417', -500,
'r 0417', 500,

'r 0638', 0, 'b'

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max') ;

growthRates3=FBAsolution.f

smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0638', -500,

model=changeRxnBounds (model,

model=changeRxnBounds (model,

'r 0638', 500, '

'r 0834', 0, 'b'

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

growthRates4=FBAsolution.f

gmodel=changeRxnBounds (model, 'r 0834', -500,

model=changeRxnBounds (model,

model=changeRxnBounds (model,

'r 0834', 500, '

'r 0864', 0, 'b'

FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max') ;

growthRates5=FBAsolution.f

$model=changeRxnBounds (model, 'r 0864', -500,

model=changeRxnBounds (model,

'r 0864', 500, '

)7

lll)’.
u');
) ;
lll);
u');
)7
lll);
u');
)7
'1');
u');

$model=changeRxnBounds (model, 'r 1081', 0, 'b'");
$FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

sgrowthRates6=FBAsolution.f

$model=changeRxnBounds (model, 'r 1081', -500,
$model=changeRxnBounds (model, 'r 1081"', 500,

"1 ;

')

$model=changeRxnBounds (model, 'r 0305"', 0, 'b'");
$FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

$growthRates7=FBAsolution.f

gmodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', -500,
$model=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 500,

1)

lul>;

smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 0, 'b'");
$FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

$growthRates8=FBAsolution.f

$model=changeRxnBounds (model, 'r 0305', -500,
smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 500,

1Y) ;
lul);

$model=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 0, 'b'");
$FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;

sgrowthRates9=FBAsolution.f

smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', -500,
$model=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 500, 'u');
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smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 0, 'b');
$FBAsolution=optimizeCbModel (model, 'max"') ;
$growthRatesl0=FBAsolution.f
smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', -500, '1l'");
smodel=changeRxnBounds (model, 'r 0305', 500, 'u');

Evaluacion de OptGene,

[x, population, scores, optGeneSol] = optGene (model,
'EX salinosporamideA','EX Biomass', selectedRxns);

Evaluacion de GDLS

o
]
[
L}

o\

gdlsSolution, bilevelMILPproblem, gdlsSolutionStructs] = GDLS (model,
EX salinosporamideA', 'minGrowth', 2.5, 'selectedRxns', selectedRxns,
'maxKO', 10, 'nbhdsz', 3);

Script para uso de OptForce

$obtener modelo contextualizado, determinar formacion de biomasa y

$metabolito
outputPath = pwd;% ouputPath = '"ADD YOUR PATH TO YOUR OUTPUT FOLDER'
model=readCbModel ('modelMedium.mat") ;

o
o\

model=changeObjective (model, 'EX Biomass');%caso del
growthRate=optimizeCbModel (model) ;

fprintf ('the maximum growth rate is %1.2f', growthRate.f);
model=changeRxnBounds (model, 'EX Biomass',0.29,'b');
model=changeObjective (model, 'EX salinosporamideA');
maxSalA=optimizeCbModel (model) ;

fprintf ('The maximum production rate of Salinosporamide A is %$1.2f"',
maxSalA.f);

constrWT=struct ('rxnList', {{'EX Biomass', "EX salinosporamideA'}}, 'rxnValues',
[0.29, 0.09], 'rxnBoundType', 'bb')

constrMT=struct ('rxnList', {{'EX Biomass', 'EX salinosporamideA'}},
'rxnValues', [0.0, 8.93], 'rxnBoundType', 'bb')

minFluxesW, maxFluxesW, minFluxesM, maxFluxesM, ~, ~]=FVAOptForce (model, constrWT, c
onstrMT) ;

runID='TestOptForcezn';

$constrOpt=struct ('rxnList', {{'EX Maltose', 'EX Maltotriose', "EX NH3', 'EX Calci
um', 'EX Fe2', 'EX Magnesium', 'EX Potassium', 'EX Sodium', "EX Chloride', 'EX Sulfa
te', 'EX Orthophosphate', '"EX ala DASH L', 'EX arg DASH L', 'EX L DASH Asp', 'EX as
p DASH L','EX cys DASH L', 'EX glu DASH L', 'EX gln DASH L', 'EX Glycine', 'EX his
_DASH L','EX ile DASH L','EX leu DASH L','EX lys DASH L', 'EX met DASH L', 'EX p
he DASH L','EX pro DASH L', 'EX ser DASH L','EX thr DASH L','EX trp DASH L', 'EX
_tyr DASH L','EX val DASH L', 'EX Biotin', 'EX Folate', 'EX Nicotinate', 'EX Panto
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thenate', 'EX Riboflavin', '"EX Thiamin', 'EX 4 DASH Aminobenzoate', 'EX Cobalt','r
0326', '"EX Biomass', 'EX salinosporamideA'}}, 'values', [-24.539877300613497, -
.1718529766848982, -21.372790793259352, -12.9923743, -0.20206002, -
.39333333333333326, -15.6357868, -417.377124, -426.377367, -1.30779003, -
.7226492576603138, -4.5582442318514351, -1.3829310455214803,
.45574057843996491, -3.7535841515335826, -0.2326934264107039, -
.6695840755944538, -0.093654881760711781, -3.5758106923751094, -
.70001458363715918, -2.0501944149876281, -2.9692470837751856, -
.340641335725989, -0.39634146341463417, -1.5491235222176925,
.06474464579901154, -1.3780431786862655, -1.0682492581602374, -
.15036786423929968, -0.61285775571489864, -2.5017653586199939, -
.0040931603290900904, -0.028092433167195289, -0.33550424314189853, -
.54737034165032161, -0.12647465192900414, -0.045223289994347091, -
.067084730931894418,-0.000218487,40, 0, 3.451);

constrOpt=struct ('rxnList', {{'EX Maltose', "EX Maltotriose', "EX NH3', 'EX Calciu
m'}}, 'values', [-24.539877300613497, -3.1718529766848982, -21.372790793259352,
-12.99237431) ;

[mustLSet, pos mustL] = findMustL (model, minFluxesW, maxFluxesW, 'constrOpt',
constrOpt, 'runID', runID, 'outputFolder',

'OutputsFindMustL', 'outputFileName', 'MustL' , 'printExcel', 1, 'printText',
1, '"printReport', 1, 'keepInputs', 1, 'verbose', 0);

disp (mustLSet)

[T}
5o

COO0OORNOUOR O W

[mustUSet, pos mustU] = findMustU(model, minFluxesW, maxFluxesW, 'constrOpt',
constrOpt, 'runID', runID, 'outputFolder', 'OutputsFindMustU', 'outputFileName',
'MustU' , 'printExcel', 1, 'printText', 1, 'printReport', 1, 'keepInputs', 1,
'verbose', 0);

disp (mustUSet)

exchangeRxns = model.rxns(cellfun(@isempty, strfind(model.rxns, 'EX ")) == 0);
excludedRxns = unique ([mustUSet; mustLSet; exchangeRxns]);

[mustUU, pos mustUU, mustUU linear, pos mustUU linear] = .

findMustUU (model, minFluxesW, maxFluxesW, 'constrOpt', constrOpt,
'excludedRxns', excludedRxns, 'runID', runID,

'outputFolder', 'OutputsFindMustUU', 'outputFileName', 'MustUU',
'printExcel', 1, 'printText', 1, 'printReport', 1, 'keepInputs', 1,
'verbose', 1);

disp (mustUU) ;

[mustLL, pos mustLL, mustLL linear, pos mustLL linear] = .

findMustLL (model, minFluxesW, maxFluxesW, 'constrOpt', constrOpt,
'excludedRxns', excludedRxns, 'runID', runID,

'outputFolder', 'OutputsFindMustLL', 'outputFileName', 'MustLL',
'printExcel', 1, 'printText', 1, 'printReport', 1, 'keepInputs', 1,
'verbose', 1);

disp (mustLL) ;

[mustUL, pos mustUL, mustUL linear, pos mustUL linear] = .

findMustUL (model, minFluxesW, maxFluxesW, 'constrOpt', constrOpt,
'excludedRxns', excludedRxns, 'runID', runlID,

'outputFolder', 'OutputsFindMustUL', 'outputFileName',6 'MustUL',

'printExcel', 1, 'printText', 1, 'printReport', 1, 'keepInputs', 1,
'verbose', 1);

disp (mustUL) ;

mustU = unique (union (mustUSet, mustUU)) ;

104



mustlL = unique (union (mustLSet, mustLL));

o 9o
3]

targetRxn = 'EX salinosporamideA';

biomassRxn = 'EX Biomass';

k = 2;

nSets = 1;

constrOpt = struct('rxnList', {{'EX Oxygen',6 'EX Biomass'}}, 'values',
0.0031);

[-100,

[optForceSets, posOptForceSets, typeRegOptForceSets, flux optForceSets] =

optForce (model, targetRxn, biomassRxn, mustU, mustlL,
minFluxesW, maxFluxesW, minFluxesM, maxFluxesM,

'k', k, 'nSets', nSets, 'constrOpt', constrOpt,

'runID', runID, 'outputFolder', 'OutputsOptForce', .
'outputFileName', 'OptForce', 'printExcel', 1, 'printText',6 1,
'printReport', 1, 'keepInputs', 1, 'verbose', 1);

disp (optForceSets)
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Genes esenciales

'Strop2798'
'Strop2797'
'Strop1352'
'Strop1235'
'Strop1863'
'Strop0978'
'Strop1233'
'Strop1234'
'Strop1207'
'Strop1383'
'Strop1854'
'Strop1857'
'Strop4243'
'Strop4245'
'Strop3726'
'Strop1350'
'Strop1489'
'Strop3806'
'Strop3807'
'Strop4563'
'Strop0155'
'Strop3521'
'Strop4296'
'Strop4307'
'Strop3528'
'Strop4260'
'Strop4387'
'Strop1848'
'Strop3530'
'Strop3522'
'Strop2713'
'Strop3379'
'Strop2723'

'Strop2727'
'Strop1110"
'Strop0930'
'Strop0931'
'Strop1845'
'Strop0154'
'Strop0134'
'Strop1388'
'Strop0152'
'Strop0150"
'Strop0151'
'Strop3492'
'Strop2505'
'Strop0025'
'Strop2504'
'Strop2503'
'Strop0788'
'Strop1889'
'Strop3703'
'Strop1701'
'Strop3091'
'Strop1298'
'Strop3869"
'Strop3870'
'Strop3633'
'Strop3631'
'Strop3630"
'Strop3636'
'Strop3632'
'Strop3635'
'Strop3634'
'Strop3628'
'Strop0783'

Strop0794'
'Strop3902'
'Strop3489'
'Strop3139'
'Strop1861'
'Strop4023'
'Strop1379'
'Strop0226'
'Strop1890'
'Strop3474'
'Strop1282'
'Strop4278'
'Strop1846'
'Strop0437'
'Strop1018'
'Strop3024'
'Strop1853'
'Strop0442'
'Strop3829'
'Strop3818'
'Strop4261'
'Strop3862'
'Strop3340'
'Strop0879'
'Strop1266'
'Strop3306'
'Strop0273'
'Strop2054'
'Strop0133'
'Strop3813'
'Strop3812'
'Strop3606'
'Strop3001'

'Strop1389'
'Strop3861'
'Strop4280'
'Strop1106'
'Strop3876'
'Strop1039'
'Strop3531'
'Strop1446'
'Strop1888'
'Strop1286'
'Strop3004'
'Strop3752'
'Strop3753'
'Strop1891'
'Strop4279'
'Strop2763'
'Strop1859'
'Strop0125'
'Strop1326'
'Strop3828'
'Strop4067'
'Strop0966'
'Strop1831'
'Strop0328'
'Strop1920'
'Strop3833'
'Strop3932'
'Strop1381'
'Strop1862'
'Strop3895'
'Strop3933'
'Strop0213'
'Strop0003'
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'Strop3467'
'Strop1798'
'Strop3286'
'Strop3145'
'Strop4022'
'Strop2980'
'Strop1026'
'Strop1028'
's0006'

'Strop1034'
'Strop1040'
's0007'

'Strop1023'
'Strop1024'
'Strop1019'
'Strop1021'
'Strop2725'
'Strop2731'
'Strop2733'
'Strop2728'
'Strop2724'
'Strop2702'
'Strop2700'
'Strop2699'
'Strop2704'
'Strop2705'
'Strop2701'
'Strop2706'
'Strop2696'
'Strop2697'
'Strop2694'
'Strop2695'
'Strop2698'

'Strop2711'
'Strop2721'
's0008'
's0009'



Reacciones esenciales

'B0001' 'r_0105' 'r_0241' 'r_0388' 'r_0666' 'r_0916' 'r_1383'
'B0002' 'r_0107' 'r_0242' 'r_0389' 'r 0668' 'r_0917' 'r_1384'
'r_0006' 'r_0109' 'r_0243' 'r_0391' 'r 0676' 'r_0919' 'r 1385'
'r_0007' 'r_0112' 'r_0244' 'r_0392' 'r_0677' 'r_0920' 'r_1386'
'r_0010' 'r_0113' 'r_0245' 'r_0402' 'r_0704' 'r_0940' 'r_1387'
'r_0011' 'r_0114' 'r_0246' 'r_0405' 'r_0707' 'r_0943' 'r_1388'
'r_0012' 'r_0115' 'r_0248' 'r 0406' 'r_0712' 'r_0945' 'r_1389'
'r_0013' 'r_0120' 'r_0253' 'r_0410' 'r_0717' 'r_0946' 'r_1390'
'r_0014' 'r_0122' 'r_0261' 'r 0416' 'r_0722' 'r_0947' 'r_1391'
'r_0015' 'r 0131' 'r_0266' 'r 0417' 'r_0723' 'r_0966' 'r_1395'
'r_0016' 'r 0136' 'r_0273' 'r_0418' 'r_0727' 'r_0967' 'r_1397'
'r_0017' 'r_0138' 'r_0274' 'r_0440' 'r_0747' 'r_0983' 'r_1398'
'r_0018' 'r_0139' 'r_0276' 'r_0448' 'r_0756' 'r_0984' 'r_1399'
'r_0019' 'r_0144' 'r_0280' 'r_0450' 'r_0761' 'r_0987' 'r_1400'
'r_0020' 'r_0145' 'r_0288' 'r_0457' 'r_0773' 'r_0994' 'r_1401'
'r_0021' 'r_0151' 'r_0299' 'r 0459' 'r_0811' 'r_1035' 'r_1402'
'r_0022' 'r_0153' 'r_0305' 'r 0472' 'r_0813' 'r_1051' 'r_1403'
'r_0023' 'r_0154' 'r_0306' 'r_0479' 'r_0815' 'r_1052' 'r_1404'
'r_0029' 'r_0155' 'r_0314' 'r_0490' 'r_0825' 'r_1053' 'r_1405'
'r_0033' 'r_0160' 'r_0327' 'r_0500' 'r_0832' 'r_1054' 'r_1406'
'r_0034' 'r 0161' 'r_0331' 'r 0506' 'r 0844' 'r_1074' 'r_1423'
'r_0040' 'r_0168' 'r_0332' 'r 0517' 'r_0847' 'r_1091' 'r_1424'
'r_0041' 'r 0169' 'r_0339' 'r 0536' 'r_0852' 'r_1110' 'r_1425'
'r_0046' 'r 0172' 'r_0341' 'r_0556' 'r_0858' 'r_1120' 'r_1426'
'r_0049' 'r 0177' 'r_0351' 'r_0558' 'r 0859' 'r_1121' 'r_1427'
'r_0053' 'r 0178' 'r_0354' 'r 0583' 'r 0864' 'r_1126' 'r_1428'
'r_0054' 'r_0183' 'r_0358' 'r 0586' 'r 0867' 'r_1139' 'r_1429'
'r_0068' 'r 0185' 'r_0363' 'r 0601' 'r 0868' 'r_1140' 'r_1430'
'r_0069' 'r 0191' 'r_0366' 'r_0608' 'r 0869' 'r 1141' 'r_1431'
'r_0078' 'r_0192' 'r_0370' 'r 0615' 'r 0870' 'r_1144' 'r_1432'
'r_0088' 'r 0214' 'r_0371' 'r_0632' 'r 0871' 'r_1151' 'r_1433'
'r_0089' 'r 0218 'r_0374' 'r_0633' 'r_0873' 'r_1171' 'r_1434'
'r_0091' 'r 0219' 'r_0376' 'r 0641' 'r 0880' 'r_1176' 'r_1435'
'r_0092' 'r_0226' 'r_0379' 'r 0644' 'r_0889' 'r_1183'

'r_0093' 'r_0228' 'r_0382' 'r 0663' 'r_0910' 'r_1381'

'r_0101' 'r_0232' 'r_0386' 'r 0664' 'r 0915' 'r_1382'
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Reacciones consideradas en modeloUnion

'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r 0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
'r_ 0001' 'r_0053' 'r_0109' 'r_0183' 'r_0253' 'r_0312' 'r_0371' 'r_0431' 'r_0495'
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'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560
'r 0560
'r_0560

'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r 0628
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r 0628
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'
'r_0628'

'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'
'r_0685'

'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'
'r_0739'

'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
'r 0800' 'r_0864'
'r_ 0800' 'r_0864'
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r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'
r_0921'

r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'
r_1015'

'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'
'r 1161'
'r_1161'



'BO00Y!

'B0010"

'B0011"

'B0012'
'EX_Trehalose'
'EX_Chloride'
'EX_Citrate'
'EX_CO2'
'EX_ala_DASH_D'

'EX_D_DASH_Fructose'
'EX_D_DASH_Galactose'
'EX_D_DASH_Sorbitol'

'EX_Folate
'EX_Formate'
'EX_Glycerol'
'EX_Glycine
'EX_Biomass'
'EX_ala_DASH_L'
'EX_arg_DASH_L'
'EX_asp_DASH_L'
'EX_cys_DASH_L'
'EX_glu_DASH_L'
'EX_gln_DASH_L'
'EX_his_DASH_L'
'EX_ile_DASH_L'
'EX_leu_DASH_L'
'EX_met_DASH_L'
'EX_orn_DASH_L'
'EX_phe_DASH_L'
'EX_pro_DASH_L'
'EX_ser_DASH L
'EX_thr_DASH_L'
'EX_trp_DASH_L'
'EX_tyr_DASH_L'
'EX_val_DASH_L'
'EX_Lumichrome'
'EX_Maltose'
'EX_NH3'
'EX_Nicotinate'

'EX_Nitrite'
'EX_Orthophosphate
'EX_Oxygen'
'EX_Pantothenate'
'EX_Potassium’
'EX_Riboflavin'
'EX_glyc3p'
'EX_Sulfate'
'EX_Urea'

'r 1225
'r_1226'
'r 1227
'r_1228'
't 1229'
'r_1230'
'r 1231'
'r_1232'
'r_1233'
'r_1235'
'B0013'
'r_1238'
'r_1239'
'r_1240'
't 1241'
r_1245'
'r_1246'
r 1247
'r 1248’
'r_1249'
'r_1250"
'r_1263'
'r_1264'
'r_1266'
'r_1269'
'r_ 1270
't 1271'

'EX_sporolideA'
'EX_L_DASH_Asp'

r_1273'
'r 1274
'r_1275'
'r_1276'
r 1277
'r 1278
r_1279'
'r_1280"
'r_1283'
'r_1287'
'r_1290'
't 1292'
r_1294'
'r_1295'
'r_1303'
'r_1304'
'r_1305'
'r_1306'
'r_1307'
'r_1308'
'r_1310'
'r 1311
r_1313'
'r_1314'
r_1315'
r_1316'
r 1317
r_1318'
r_1319'
'r_1320"
r_1322'
r_1323'
r_1324'
'r_1325'
'r_1326'
'r_1327'
'r_1328'
'r_1329'

'EX_4 DASH_Aminobenzoate' 'r_1330
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r_1331'
'r_1332'
'r_1334'
r_1335'
'r_1336'
'r_1337'
'r_1338'
'r_1339'
'r_1340'
'r_1341'
'r_1343'
'r_1344'
'r_1345'
'r_1346'
'r_1348'
'r_1349'
'r_1351'
'r_1353'
r_1355'
'r_1356'
r_ 1357
'r_1359'
'r_1360'
r_1362'
'r_1364'
'r_1365'
'r_1366'
'r_1367'
'r_1369'
'r_1372'
'r_1373'
'r_1378'
'r_1381'
'r_1382'
'r_1383'
'r_1384'
r_1385'
'r_1386'
'r_1387'

'r_1388'
'r_1389'
'r_1390'
'r_1391"
'r_1392'
'r_1393'
'r_1394'
'r_1395'
'r_1396'
'r_1397'
'r_1398'
'r_1399'
'r_1400'
'r_1401'
'r_1402'
'r_1403'
'r_1404'
'r_1405'
'r_1406'
'r_1407'
'r_1408'
'r_1409'
'r_1410'
't 1411'
'r_0519'
'r_1420'
'r_1421'
'r 1422
'r_1423'
't 1424'
'r_1425'
'r_1426'
r 1427
'r_1428'
'r_1429'
'r_1430'
'r 1431
'r_1432'
'r_1433'

'r 1434
'r_1435'
'r_1438'
'B0014'
'r 1441
'r_1443'
'EX_Sulfite'
'r_ 1444
'r_1450'
'r_1451'
'r 1454
'r_1455'
'r_1456'
'r_1457'
'r_1458'
'r_1459'
'r_1460'
'r_1461'
'r_1453'
'r 1462
'r_1464'



'EX_salinosporamideA' 'EX_B' 'r 1272’
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Script para uso de Paint4net

$Dibujar el mapa

%% definir las reacciones involucradas en el mapa

selectedRxns =
{model.rxns{[10:23,27,29,35:39,41,42,44,45,48,56,58:63,65,66,70:78,86:88,101:1
04,106,107,109:114,120,122,136,139:143,148,150,151,153,164,166,168:170,173,174
,184:187,189,197,199:202,208,211,221,225,227,230,231,235:239,241,243:246,251:2
60,262,264,265,267:276,278:282,285,286,289,291,292,294,295,299,300,303,310,311
,313,315,319,322:326,335,342,345,346,350:353,359:362,375:378,384,385,390,398,4
00,402,410,411,413:417,421:426,428:433,442,445,447,448,452,457,460:463,465,466
,471,487,490,497:500,510,512,513,519,521,524,531:536,538,539,541,543,547,552:5
54,569:571,574,576,582:585,591,603,605,606,611,612,614:625,629,633,636:639,642
:648,650:652,656,658,659,662,664,667:670,672:674,679,681,682,685,689:693,695,6
96,698,702:704,706,707,712,717,721,725:727,730:732,743,747,750,751,756:759, 761
:765,767:770,773,776,778,781,786,787,799:802,810,816,819,820,823,838:846,849:8
51,854:857,860,865,871,8874:876,879,880,886,887,890,899,907,908,910,915,916,92
3,925,990:994,997,1000,1003,1022,1023,1029,1040:1042,1044,1049,1050,1052,1056:
1058,1060:1067,1074,1075,1078,1079,1103,1104,1115:1254,1270,1278,1286,1287,129
7:1398,1403:1455,1480:1484,1495:1503,1505,150611}1};

o\°
o\°

o\°

se modela el mapa y se dibuja. Para cada grupo de reacciones ingresadas

model, RxnsTCA, "true', 'struc');
model, RxnsSal, 'true', 'struc');
model, rxnsBiomass, 'true', 'struc');
model, rxnsPurine, 'true', 'struc');
model, rxnsAlanine, 'true', 'struc');
model, rxnsFolate, 'true', 'struc');
Involved mets7, Dead ends7]=draw by rxn(model, rxnsArgPro, 'true','struc');
Involved mets8, Dead ends8]=draw by rxn(model, rxnsGlu, 'true', 'struc');
Involved mets9, Dead ends9]=draw by rxn(model, rxnsTyr, 'true',6 'struc');
Involved metsl0, Dead endslO]=draw by rxn(model, rxnsSulfur,'true','struc');
Involved metsll, Dead endsll]=draw by rxn(model, rxnsBut, 'true', 'struc');
Involved metsl2, Dead endslZ]=draw by rxn(model, rxnsTerp, 'true','struc');
Involved metsl3, Dead endsl3]=draw by rxn(model, rxnsIno, 'true','struc');
(
(
(

Involved metsl, Dead endsl
Involved mets2, Dead ends2
Involved mets3, Dead ends3
Involved mets4, Dead endsé
Involved mets5, Dead endsb
Involved mets6, Dead endso6

=draw_by rxn
draw_by rxn
draw_by rxn
draw_by rxn
draw_by rxn
draw_by rxn
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Involved metsl4, Dead endsl4]=draw by rxn(model, rxnsPyr,'true', 'struc');
Involved metsl5, Dead endsl5]=draw by rxn(model, rxnsGlyc, 'true','struc');
Involved metsl6, Dead endsl6]=draw by rxn(model,
rxnsFattyAcid, "true', "struc');

[Involved metsl7, Dead endsl7]=draw by rxn(model, rxnsBiotin, 'true', 'struc');
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