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Resumen

En  todos  los  organismos  el  NADPH  sirve  como  equivalente  de reducci6n  en

numerosas   reacciones,    particularmente   en   la   generaci6n   de   biomasa.    En

organismos   heter6trofos   como   Escfaero.c7}o.a   coZ8.,   el  NADPH   es   producido   por

deshidrogenasas  en  las  v{as  centrales,  I)rincipalmente  en  la  via  de  las  pentosas

fosfato  (PPP),  asi  como por la transhidrogenasa de membrana PntAB.  En este

trabajo se generaro`n cepas de E.  coZo. con alteraciones en la producci6n de NADPH

a nivel de estas vfas.

Con  el  objetivo  de  reducir  el  flujo  a  trav6s  de  la  rama  oxidativa  de  PPP,

generamos la cepa Affa±A, que carece de una de las isoenzimas transcetolasa de la

rama  no  oxidativa  de  PPP.  Ademds,  se  generaron  las  cepas  Ap7ttAB,  doble

mutante  A€fa€A  Ap7}£AB y  se  expres6  de  manera  episomal  el  gen  de  la  NADH

oxidasa  en  la  ce|)a  la  cepa  Atk±A.  En  el  riltimo  caso,  se  espera  disminuir  la

disponibilidad   de   NADH  intracelular,   sustrato   de   PntAB.   Nuestro   objetivo

principal  es  cuantificar  la  redistribuci6n  de  flujo  metab61ico  en  las  particiones

asociadas a la producci6n de NADPH, luego de disminuir el flujo de carbono por

la rama no oxidativa de PPP.
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En condiciones de crecimiento maximo (cultivo batch) la mayor alteraci6n

fisiol6gica,  fueron  las  tasas  de  producci6n  de  acetato  con  respecto  a  la  cepa

silvestre.   Los  parinetros  fisiol6gicos  obtenidos  se  usaron  en  simulaciones  de

Analisis  de  Balance  de Flujos  (FBA,  siglas  en ingl6s),  concluy6ndose  que  con el

uso      del   ATP   de   maiitenci6n   como   funci6n   objetivo,   se   logra  una  mejor

aproximaci6n   de   los   datos   experimentales.   Ademds,   se   midieron   los   flujos

metab6licos intracelulares en tasa de ci.ecimiento fija (cultivo continuo a 0,2 h-1)

i.isando el analisis de isotop6meros de ]3C en aminoacidos proteog6nicos mediante

GC-MS. Se calcularon 4 cocient,es de flujo mediante el programa FiatFlux (Fischer

y  Sauer  2003),  que  fueron  incorporados  directamente  como  restricciones  en  la

matriz estequiom6trica, mediante el m6todo FBrAtio (Choi y col. 2007; MCAnulty

y col. 2012). Se realiz6 un muestreo del espacio de soluciones mediante el algoritmo

Monte Carlo por cadenas de Markov (Ha,verkorn, 2012). Se destaca como novedosa

la   combinaci6n   estas   metodologias   para   obtener    distribuciones   de   flujos

metab6licos.

La  respuesta  principal  en  la  cepa  A±k±A  es  una  disminuci6n  en  el  flujo  de

carbono  en  la  reacci6n  6-fosfogluconato  deshidrogenasa  (6PGDH)  de  la  rama

oxidativa de PPP junto a una activaci6n significativa, del flujo a trav6s de la via

X1
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Entner-Doudoroff,  de  797o  a  259ro  del  flujo  de  entrada  de  glucosa.  Ademds,  se

observa que la principal respuesta compensatoria es la producci6n de NADPH por

la  transhidrogenasa  PntAB.  Sin 'embargo,  en  ausencia  de  PntAB  o  cuando  se

disminuye   la,   disponibilidad   de   su   sustrato   NADH,   la   compensaci6n   de   la

producci6n de NADPH es a nivel de ICDH.

xii



Abstract

In   all   living   organisms   NADPH   serves   as   a  reduction   equivalent   in

numel'ous  reactions,  particularly  in  the  g.eneration  of biomass.  In  heterotrophic

organisms  as  Escb€r3.c7".a  coZ8.,  NADPH  is  produced  by  dehydrogenases  at  the

central  pathways,  primarily  the  pentose  phosphate  pathway  (PPP)   and  the

membrane-bound  transhydrogenase  PntAB.  In  this  work  we  generated  E.   coZo.

strains with impaired NADPH production at these sources.

With  the  aim  to  reduce  the  flux  in  the  oxidative  branch  of  PPP,  we

generated  the  strain  A€*±4,  which  lacks  one  of  the  transketolase  isoenzymes

participating in reactions of the non-oxidative branch of PPP.  Also,  the strains

Ap7ttAB,   the   double   knockout   AtA'tA   Ap7i£AB,   and   the   Atk±A   expressing

episomally the NADH oxidase gene  (Atk±A NADHox strain), were generated.  In

t,he  last  case,  we  expected  to  reduce  the  availability  of  intracellular  NADH,

substrate of PntAB. The main goal, is to quantified the effect in all the NADPH

producing  branch  poiiits  upon  diminishing  the  carbon  flux  through  the  non

oxidative branch of the PPP.

Under batch conditions, the comparison between the AtktA with the wild

type  strain   Shows   that   the  mayor  physiological   alteration   was   the   acetate
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production  rate.  The  physiological  parameters  obtained  were  utilized  for  Flux

Balance   Analysis   (FBA),   concluding  that   the   better   approximation   of  the

experimental data is achieved using the ATP maintenance as objective function.

Futhermore,  intracellular metabolic fluxes were measured at a fixed growth rate

(0.2  h-1),  using  GC-MS  analysis  of  the  13C  isotopomers  from  the  proteogenic

a,minoacids. We calculated four flux ratios by using FiatFlux  (Fischer and Sauer

2003),  which  were  directly  incorporated  in  the  stoichiometric  matrix  using  the

FBrAtio method (Choi et al 2007; MCAnulty et al 2012). Sampling of the solution

space  was  performed  using  the  Monte  Carlo  algorithm  with  Markov  chains

(H'averkorn,   2012).  It  is  emphasized  t,he  novelty  of  the  combination  of  both

methodologies to obtain metabolic flux distributions.

The  primary response  we  observed  in the  strain  A£*±A  is  a  decrease in the

carbon flux  of the  6-phosphogluconate  dekydrogenase reaction  (6PGDH)  of the

oxidative branch of the PPP,,  along with a significant  activation of the Entner-

Doudoroff pathway (ED), from 797o to 2597o of the glucose uptake. In addition, the

rna,in    compensatory    response    is    the    production    of    NADPH    by    the

transhydrogenase PntAB.  However,  when PntAB  is  absent  or  NADH substrate
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availability  is  decreased,  we  observed  that  the  compensation  of  the  NADPH

production occurs in the reaction ICDH.
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1.  INTRODUCCION

1.  Introducci6n

En j7scher8.Oho.a coJ8., la generaci6n de NADPH y NADH ocurre en diferentes

vfas  del  metabolismo  central,  debido  a  las  especificidades  o  preferencias  que

presentan las deshidrogenasas por estos NAD y NADP, respectivamente (figura 1).

Viascatab6licas

Viasanab6licas

CO
Meta-Dolitosdc'
Fermentacidli

Biomasa

Figura  1.  Relaci6n  de  los  principales  cofactores  orginicos  con  las  vias  catab6licas  y
anab6licas  en  el  metabolismo  heterotr6fico.  Para  cada  cofactor  el  tamafio  de  letra  se
relaciona con su concentraci6n intracelular.

Los  atomos  de carbono pueden fluir  a trav6s  de VI'as  catab6licas  para la

producci6n  de  energia  y  poder  reductor,  o  a  trav6s  del  anabolismo  para  la

generaci6n de precursores de la biosintesis. NAD(H) participa exclusivamente en

las primeras, relacionindose con el anabolismo a trav6s de la cadena respiratoria.

Mientras  que  la  energi'a  liberada  por  la  hidr6lisis  del  ATP  hace  posible  el
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a,nabolismo,   ,formindose   desde   la   cadena   respiratoria   y/o   el   catabolismo

(fosforilaci6n a nivel de sustrato). Finalmente, NADP(H) es el co factor redox que

relaciona de manera directa la transferencia de electrones desde el catabolismo al

anabolismo  (figura 1).

A  pesar  de  que  NADH  y  NADPH  son  mol6culas  muy  similares y  poseen  el

mismo potencial estindar de oxido.-reducci6n, 6stas cumplen funciones diferentes.

NADH esta relacionada con la generaci6n de energia, al transferir equivalentes de

reducci6n a la cadena transportadora de electrones, para la producci6n de ATP,

y tambien con procesos' de fermentaci6n.  Mientras que NADPH participa en las

reacciones de biosintesis, lo que lo hace un co factor que vincula el catabolismo con

el   anabolismo   (Fuhrer   y   Sauer   2009),   y   ademds,   participa   en   la   defensa,

antioxidante (Gir6 y col.  2006). Dichas funciones son posibles porque en la c6lula

las  concentraciones  de estado  estacionario  de las  especies  oxidada y reducida de

estos cofactores se encuentran desplazado del equilibrio quinico, permitiendo que

NAD acepte electrones desde las vias catab6licas y NADPH done electrones a las

EI

anab61icas.

Los electrones provenientes de NADH pueden salir del sistema, (a trav6s  del

aceptor final en la respiraci6n, o de los metabolitos de fermentaci6n), mientras que
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en el caso de NADPH, los electrones permanecen en la c6lula, formando parts de

la biomasa (aminoacidos, nucle6tidos, etc.)  (figura 1).

1.1    Vfas  de  producci6n  de  NADPH:  importancia de  la via
de las pentosas fosfato

El  sistema  de  producci6n  de  NADPH  en  E.   coZ8.  en  las  vias  metabolicas

centrales, esta dado por: 1as dos deshidrogenasas de la rama oxidativa de la via de

las  pentosas  fosfato  (OXPPP),  glucosa  6-fosfato  deshidrogenasa  (G6PDH)  y  6-

fosfog`luconato  deshidrogenasa  (6PGDH);   1a  isocitrato  deshidrogenasa   (ICDH)

ubicada en el ciclo de Krebs y la enzima malica NADP-dependiente que es parte

de las reacciones anapleroticas de este ciclo.

Una mirada cuidadosa en la arquitectura, de las vias centrales de A.  coZo., mos

muestra  que  todas  las  deshidrogenasas  productoras  de  NADPH  comparten  la

caracteristica de estar ubicadas en una de las ramas de bifurcaciones de las vias

metab61icas  (figura '2). Por lo cual, en la c6lula el porcentaje de partici6n de flujo

de carbono en esas bifurcaciones, determina la cantidad de NADPH con que una

deshidrogenasa particular esta contribuyendo al pooZ total. Cuando se usa glucosa

como  iinica  fuente  de  carbono  y  la  tasa  de  crecimiento  es  malcima  (ii,I,art),  las

principales contribuyentes son la G6PDH y 6PGDH  (OXPPP)  que producen entre

3
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un  35%-4597o  y  la ICDH  con  un  2097o-2597o  (Sauer y  col.  2004).  Por  otro  lado,  E.

cojo. posee la transhidrogenasa PntAB , que transfiere directamente los equivalentes

de reducci6n desde NADH a NADPH contribuye con el porcentaje restante. Asi,

tomando  en  su  conjunto  las  reacciones  de  producci6n  de  NADPH,  podemos

distinguir aquellas asociadas directamente al flujo de carbono (deshidrogenasas) y

la no asociada (transhidrogenasa).

G6P 6PG 6PG-          a R5P
G6PDHNADPNADPHF6P 6PGDHNADPNADPHKDPG

ICT - ----- - ---8  AKG MAL .  -so.i ,----. r.  , --,-it,grul,JP p|R
ICDHN-ADPNADPHGlioxilato MaeBNADPNADPHOAA

Figura 2. Partici6n de flujo en metabolitos de la vias centrales de E.  coZ¢ donde una de
las ramas esta asociada a la producci6n de NADPH. Glucosa 6-fosfato (G6P); fructosa 6-
fosfato  (F6P);  6-fosfogluconato  (6PG);  2-dehidro  3-deoxi  6-fosfato  gluconato  (KDPG);
Ribosa   5-fosfato   (R5P);   Isocitrato   (ICT);   c[-cetoglutarato   (AKG);   malato   (MAL);
oxaloacetato  (OAA);  Piruvato  (PIR);  Glucosa  6-fusfato  deshidrogenasa  (G6PDH);  6-
fosfogluconato  deshidrogenasa   (6PGDH);   Isacitrato  deshidrogenasa   (ICDH) ;   Enzima
malica NADP dependiente  (MaeB).

La    red    metab6lica,    ademds    de    poder    reductor,    produce    diversos

intermediarios  que  son  ocupados  para  la  generaci6n  de  biomasa.   Estos  son

4
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producidos a nivel de las vias centrales en las tasas requeridas para la demanda

anab6lica.  Se sake especificamente cuanto de cada uno de estos intermediarios se

necesita para producir un gramo de biomasa en E.  coJo. (figura 3).

Figura 3. Requerimientos porcentuales de los 15 intermediarios metab6licos para generar
un gramo de biomasa en E.  coZ3. (Ingraham y col. 1983) de acuerdo con el modelo iAF1260,
indicados en distintos colores. Ver anexo figura S5.

La productividad de OXPPP, esta dada por la generaci6n de NADPH y de

ribosa 5-fosfato] (R5P). Sin embargo, el requerimiento porcentual de NADPH para

generar  biomasa  en  E.   coZo.  es  de  un  1497o,  siendo  el  segundo  metabolito  mds

demandado,1uego del ATP. En canbio, para R5P es alrededor de 197o (figura 3).

Se ha reportado que la cantidad procesada de glucosa por OXPPP siempre es arriba

de un 2097o del total de glucosa cousumida (Leighty y Antoniewicz 2013;  Chen y

col.  2011;  Sauer  y  col.  2004),  se  deduce  que  la  magnitud  del  flujo  a  trav6s  de

OXPPP es muy superior a los requerimientos de R5P. En otras palabras, existe un

1 precursor de nucle6tidos de piridina y purinas
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exceso relativo de R5P  con respecto a la demanda anab61ica.  En un contexto de

estado estacionario como no existe acumulaci6n de metabolitos, la producci6n de

biomasa  consume  la  cantidad  necesaria  del  intermediario  R5P  y  el  resto  es

transformado en metabolitos de la via glicolitica a trav6s de la rama no oxidativa,

de PPP  (noxppp).

Las  reacciones  que  componen  la via noxppp  tienen  la  caracterfstica  de  ser

reversibles2 y  producir  intermediarios  necesarios  para  la  biosintesis:  eritrosa  4-

fosfato  (E4P)  y sedoheptulosa-7-fosfato  (S7P)  (figura 4),  el primero es precursor

de  los  aminoacidos  aromaticos  y  el  segundo  es  usado  como  intermediario  de  la

producci6n de lipopolisa,cdridos  (Valvano y  col.  2002).  La reacci6n transcetolasa

(EC  2.2.1.1)  cataliza  la  transferencia  de  un  fragmento  de  2  carbonos  desde  un

dador  cetona hacia  un  aceptor  aldosa y  viceversa,  la  cual  esta presente  en  dos

reacciones de noxppp:

F6P + GAP -  E4P + X5P

R5P + X5P  - GAP + S7P

2 Esta caracteristica de las enzimas transcetolasas y transaldolasas, permite la viabilidad de cepas quei carecen

del  gen  ztt// (codifica Ilo primera enzima de OXPPP,  G6PDH)  o  g7}d  (codifica lab segunda enzima  de OXPPP,
6PGDH). En ot.ras palabras, permite que el flujo a trav6s de OXPPP sea cero y la c6lula pueda producir R5P.
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Glucosa

Via de
Elnbden

Meyerhof 01'al
-=-=.111111111+

I_`

Figura  4.  Mapa  metab6lico  de  las  VI'as  centrales  de  E.   coJ8. 3.  Los  distintos  colores
representan las vias presentes, en verde la glicolisis, en azul la via de las pentosas fosfato,
en naranjo la VI'a de Entner Doudoroff y en amarillo el ciclo de Krebs. En azul oscuro se
representa las reacciones de las transhidrogenasas PntAB y UdhA. Con las letras A hasta
D se muestran las enzimas que producen NADPH.  A. glucosa 6-fosfato deshidrogenasa;
8.   6-fosfogluconato  deshidrogenasa;   C.  isocitrato  deshidrogenasa;   D.   enzima  malica
NADP dependiente. G6P, glucosa 6-fosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; GAP, gliceraldehido
3-fosfato;  PEP,  fosfcenolpiruvato;   OAA,  exaloacetato;   6PG,  6-Fosfogluconato;   P5P,

pentosas 5-fosfato; E4P, eritrosa 4-fosfato;  S7P, sedoheptulosa 7 fosfato; KDPG,  2-ceto-
3-desoxi-6-fosfogluconato;  MAL,  Malato; Gliox, glioxilato;  SUCC, succinato;  OGA, alfa-
cetoglutarato.

En  E.  coza. estas  reacciones estin  catalizadas  por  dos isoenzimas  TktA y

TktB,  de las cuales la TktA  contribuye entre un  7097o-9097o  de la actividad total

transcetolasa   (Iida y col.  1993; Josephson y Fraenkel 1974). Es importante notar

3 Las abreviaturas fueron extrafdas desde el sitio web http://ecocyc.org/

7
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que la cepa doble mutante para los genes ffa£A y ffa£B es aux6trofa para compuestos

aromaticos, por la incapacidad de la c6lula de producir el intermediario E4P (Zhao

y Winklel.,  1994).  Sin embargo, en estudios del mutante del gen  tk£4, se observa

la  actividad  transcetolasa  dada  por  el  gen  tk±B,  es  suficiente  para  evitar  la

auxotroffa (Josephson y Fraenkel 1969).

1.2    Flujo a trav6s de OXPPP y su efecto sobre la producci6n
de NADPH en E.  coJ8..

Cuando  la  glucosa  es  la  fuente  de  carbono  la  partici6n  de  flujo  en  el

metabolito  G6P es muy importante ya que afecta el balance entre producci6n y

consumo  de  NADPH  con  consecuencias  directas  sobre  el  crecimiento.  Un  caso

extremo  ocurre  cua,ndo  G6P  es  procesada  en  su  totalidad  a  trav6s  de ioxppp

catalizada por las enzimas G6PDH y 6PGDH debido a la eliminaci6n del gen pg6

(que codifica para la enzima fosfoglucosa isomerasa) . Esto resulta en la producci6n

de  2  moles  de  NADPH  por  mol  de  glucosa  consumida.   Esto  conduce  a  un

desbalance con respecto de lo que se necesita para, generar biomasa.  Se identific6

que este desbalance de NADPH serfa el responsable de disminuir en casi un 8097o

la tasa de crecimiento de esta cepa (Canonaco y col.  2001).
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Si a la cepa Apg8. se le afiade la mutaci6n A"dh4  (transhidrogenasa soluble,

que interconvierte NADPH a NADH), la cepa doble mutante es inviable cuando

la glucosa es  la rinica fuente de carbono.  Por  el  contrario,  si se  afiade  a la cepa

Apg8. la sobreexpresi6n de la enzima UdhA se mejora la, tasa de crecimiento desde

0,22 h-1 hasta 0,27 h-1 (Canonaco y col. 2001). El alivio de la sobrecarga de NADPH

tambi6n ha sido observado en una cepa de  jF.  coza. (AttdhA,  Apgo.,  Ago7J,  Aiedd).

Esta cepa exhibi6 originalmente una muy baja tasa de crecimiento  (0,04 h-]') y de

consumo de glucosa (0,9 mmol*peso seco g-]*h-1)  coH}parado con la cepa,, silvestre,

pero fue sometida a evoluci6n en el 1aboratorio, seleccionando aquellas mutantes

que restablecen la tasa de crecimiento y el consumo de glucosa. Interesantemente,

al secuenciar  el genoma de la cepa evolucionada,  se observ6 el reemplazo E183A

en la enzima de NuoF5,  que se vuelve capaz de ocupar tanto NADH y NADPH

como donantes de elect,rones para la sintesis de ATP (Auriol y col. 2011). En otras

palabras, esta cepa es capaz de respirar NADPH.

Finalmente,  en  nuestro  laboratorio,  hemos  observado  una recuperaci6n  de

un  60%  de  la  tasa  de  crecimiento  en  la  cepa  Apgo.  al  expresar  una  G6PDH

4 Quinona oxidoreductasa,
`=' NuoF es el fragmento soluble de la enzima NADH deshidrogenasa, que cumple la funci6n de entrada de

los electrones a la enzima,.  En la cepa silvest.re de E.  coJ€ es NADH especffica.
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productora  de  NADH,  en  lugar  de  la  enzima  nativa  productora  de  NADPH

(Olavarria y col.  2014).

En conclusi6n, estas evidencias muestran que si la c61ula presenta un exceso

de NADPH se vera reflejado  en un  detrimento  en el  crecimiento maximo  de J7.

coZ8., ya que su tinico sumidero es la generaci6n de biomasa.

Por  otra parte,  se ha estudiado el efecto de los niveles de expresi6n  de la

enzima G6PDH sobre el flujo de carbono a, trav6s de la OXPPP mostrando un bajo

control de flujo.  Se observa que el flujo de carbono aumenta solo un 4097o en una

cepa que sobre-expresa 10 veces G6PDH (Orthner y Pizer 1974). En otro estudio,

se observ6 que sobre-expresando poco mds de 15 veces G6PDH conlleva a s6lo un

1297o  de  aumento  en  el  flujo  por  la  PPP  (Nicolas  y  col.  2007).  Por  lo  tanto,  en

cultivos en bcLfc7} y con glucosa como rinica fuente de carbono estas perturbaciones

no  afectan mayoritariamente la partici6n en el nodo, G6P  y tampoco la, tasa de

crecilniento  malcima,  comparado  con  la  cepa  silvestre.  Sin  embargo,  la  enzima

G6PDH si tiene un rol en situaciones relacionadas con una alta demanda por el

cofactor NADPH.  Por ejemplo, su expresi6n aumenta aproximadanente unas  10

veces cuando la c6lula esta\ sometida a estr6s oxidativo (Fawcett y Wolf 1995; Gir6

y  col.   2006).   Ademds  se  sabe  que  su  expresi6n  cambia  a  distintas  tasas  de

10
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i

crecimiento y por la fuent,e de carbono ocupada (Rowley y col.1991; Farrish y col.

1982).

La eliminaci6n del gen zw/, que codifica para la, enzima G6PDH, no es letal

para la bacteria, y  ar'm  mds,  no  se  observan  cambios  importantes  en  la tasa  de

crecimiento  maxima con glucosa como  tinica fuente  de  carbono  (Fraenkel,  1968;

Zhao y col.  2004; Nicolas y col.  2007). En la publicaci6n de Sauer del afro 2004, se

estudi61a cepa A2"J/A/€dd/€da;/6,1a cual presenta un detrimento en su tasa de

crecimiento respecto de la cepa silvestre, desde 0,67h-1 a 0,52h-1 (Sauer y col. 2004),

disminuyendo  en  aproximadamente un  2097o.  Mediante experimentos  de  L3C  (ver

secci6n  m6todos '2.3)  se  observa una redistribuci6n  de  flujos  a  nivel  de  las  vias

centrales como respuesta a la eliminaci6n del flujo de carbono y la producci6n de

NADPH a trav6s de OXPPP.  En esta cepa el flujo a trav6s de noxppp ocurre en

la dii.ecci6n  de producci6n  de los metabolitos  E4P  y R5P,  supliendo la ausencia

de abastecimiento por la ra,rna oxidativa. Por otra parte, se observa, un incremento

en el flujo a trav6s  de la ICDH en el ciclo de Krebs,  como respuesta del sistema

para lograr abastecer de NADPH el consumo anab6lico7 (Zhao y col. 2004).

tj  edd y  edo son los genes que codifican para ]as enzimas de la via de Entner-Doudoroff.
7 En un apartado posterior se vera la participaci6n de la transhidrogenasas en esta respuesta.

11
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Se  ha  estudiado  tambi6n,  el  efecto  fisiol6gico  de  eliminar  el  gen  de  la

segunda enzima de  OXPPP,  g7?d,  que codifica para la enzima 6PGDH,  mediaute

experimentos  de  ]3C.   Se  hace  notar  que  la  cepa  ocupada  en  este  estudio  es

BW25113, presenta una partici6n del flujo por G6P de 8097o hacia glicolisis y 2097o

hacia OXPPP. Lo primero que se observa en esta mutante, es que el porcentaje de

flujo en G6PDH baja hasta un 1097o. Lo que podrfa implicar una cierta dependencia

entre  ambas  enzimas  productoras  de NADPH  en  OXPPP.  De  hecho,  cuando  se

mide los  flujos intracelulares  en  OXPPP  en  distintos  contextos  gen6ticos,  ambas

enzimas,  G6PDH y 6PGDH,  tienden a aumentar o disminuir en forma conjunta

(Holm y  col.,  2010;  Martinez  y  col.,  2008;  Zhao  y  col.,  2004).  Por  otro  lado,1a

principal respuesta que nos parece interesante destacar,  fue que en esta mutante

se  abri6  el  flujo  a trav6s  de  la via Ent,ner-Doudoroff desde  cero  hasta un  1097o,

comparando con respecto a la cepa silvestre  (Jiao y col.  2003). Esta activaci6n es

interesante de destacar, ya que parte de los resultados de este trabajo tienen que

ver con el aumento de flujo a trav6s de esta via.

La via de Entner-Doudoroff (ED)  es  considerada como la via mds  autigua

del catabolismo de aziical.es, esta distribuida ampliamente en el drbol filogen6tico,

8 A pesar de que el sustrato utilizado es glucosa como linica fueute de carbono.
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incluyendo  arqueas  (Conway  1992;  Romano  y  Conway  1996).  Sin  embargo,  los

modelos actuales y mas estudiados, asociados a microorganismos industriales (por

ejemplo,  S.  ce7.€'uo.6'3.ae,  8.  swb€o.Zc.s,  a.  gzuta7m.c"m)  carecen de esta via metab61ica.

Arin  mas,  en  E.   coZo. se  considera  principalmente  que  permite  el  crecimielito  en

g.luconato  (Eisenberg y Dobrogosz 1967) y generalmente es omitida en los modelos

de   las   vias   centrales,   ya   que   se   ha   observado   que   permanece   inactiva   en

crecimiento en glucosa como tinica fuente de carbono  (Sam y col.  2002;  Zhao y col.

2004).

En  sfntesis,  como  con  Apg3.,  la  forma  de  estudio  de  las  redes  metab6licas

generalmente   ha   sido   eliminando   los   genes   y   observando   las   consecuencias

fisiol6gicas  que  esto  representa  para  la  c6lula.  Sin  embargo,  esta  aproximaci6n

cuando  se  aplica  en  una  bifurcaci6n  del  flujo  de  carbono,  lo  que  se  genera  en

t6rminos  estrictos,  es  que el  flujo  sea un  10097o  a trav6s  de la via metab6lica que

sigue activa (en otras palabras, linealiza el flujo).  Por lo cual, se desprende que no

es posible observar el efecto de distintas particiones del flujo de carbono aplicando

esta   aproximaci6n   experimental.   Entonces,   cori   el   prop6sito   de   disminuir   la

contribuci6n  de  OXPPP  al  pooJ de  NADPH  serfa  posible  hacerlo  a  trav6s  de  la

disminuci6n de la velocidad de noxppp.  Se us6 como estrategia la eliminaci6n de

13
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una de las isoenzimas que son responsables de lag reacciones de transcetolaci6n en

noxppp, el gen fk€4. For lo mencionado en pdrrafos anteriores, se asume que una

restricci6n  al  flujo  en  noxppp,  afectarf  directamente  la magnitud  del  flujo  en

OXPPP.  En estas  condiciones  se espera una redistribuci6n de flujos  metab6licos,

particularmente en las bifurcaciones mostradas en la figura 2,Figura en funci6n de

rna,ntener el bala,nce de NADPH en j7.  coZ8..

En  otras  palabras,  este trabajo propone  disminuir  el  aporte de NADPH  a

trav6s de OXPPP, restringiendo el flujo, sin llevarlo a, cero, y observar que puntos

de  producci6n  de  NADPH  se  activan  de  manera  compensatoria  frente  a  este

contexto  fisiol6gico.  En  este  punto  es  conveniente  ahondar  en  el  concepto  de

compe7iscLc8.o'72. Se realizaron cultivos continuos, que tienen como objetivo principal

mantener   constante   la   demanda   anab6lica   del   NADPH   y   los   metabolitos

intermediarios,  consecuencia de mantener una velocidad fija de  crecimiento.  En

esta condici6n particular, es donde se puede afirmar que un punto de producci6n

es   compe7tsc}do  por  otro  y  que  los  cambios  que  ocurren  en  cada  uno  de  los

contribuyentes al poof suceden por efecto de la restricci6n impuesta y no se` debe

a cambios  en la demanda, anab6lica.  Se hace hincapi6  que,  en la, mayoria de los

casos, las cepas con modificaciones gen6ticas sufren un detrimento en su capacidad

14
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de  crecer,  cambiando  sus  requerimientos  por  intermediarios,  y  aiin  mds,  este

c`ambio va aparejado con una variaci6n en el consumo de la, fuente de carbono.

1.3    Producci6n    de    NADPH    dependiente    de    NADH:
transhidrogenasa PntAB

En  E.  coZo. existen  dos  transhidrogenasas:  PntAB  y  UdhA.  PntAB  es  una

enzima que' esta codificada por dos genes: p7i€A y p7}€B, esta asociada a membrana

y  transfiere  el  equivalente  de  reducci6n  del  NADH  hacia  el  NADP  de  manera

acoplada  a la  disipaci6n  del  gradiente  de  protones.  Al ,contrario,  UdhA  es  una

transhidrogenasa soluble que toma el hidruro del NADPH y lo transfiere al NAD

lo que ocurre independiente del gradiente de protones. Las enterobacterias son la

unica excepci6n conocida que contiene ambas transhidrogenasas:  PntAB  (Clarke

y  col.  1986)  y  UdhA  (Boonstra y  col.  1999),  1os  dem6,s  microorganismos  tienen

una u la otra.

Las transhidrogenasas en E.  coZ3. responden de forma diferencial, en terminos

de patrones de expresi6n, dependiendo del estado redox de la c61ula (Saner y col.

2004).  Concomitante con el aumento de NADPH en la cepa Apg3. se observ6 una

reducci6n  en  la  expresi6n  de  PntAB.  Por  otro  lado,  cuando  se  hace  crecer  en

glicerol   como   dnica   fuente   de   carbono,   donde   se   ha  visto   que   existe   una
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disminuci6n en la producci6n de NADPH, se observa una transcripci6n mds baja

de UdhA. Adicionalmente, se ha visto que ambas transhidrogenasas son reguladas

de   manera   opuesta.   Por   ejemplo,   el   factor   de   transcripci6n   Lrp   activa  la

transcripci6n de pntAB y reprime la de udhA. Bajo la misma 16gica actiia el factor

de transcripci6n Crp,  activando a udhA, pero reprimiendo a pntAB  (Haverkorn,

2012) . Asf, la acci6n de estas transhidrogenasas estarfa segregada segrin el contexto

metab61ico, estando activa una y reprimida la otra, ante determinadas condiciones

de  crecimiento.  Mfs  aiin,,  para  la  enzima  homologa  a  UdhA  de  Pse"domo7bas

cbe7.ttg8.7tosa  se  vio   una  activaci6n  alost6rica  por  NADPH  y  una  inactivaci6n

mediante NADP  (Widmer y Kaplan 1977). Esto podria sugerir un mecanismo de

control  para  ambas  transhidrogenasas  dependiente  del  NADP(H)  (Sauer  y  col.

2004).

En relaci6n con la magnitud del aporte de las transhidrogenasas al poof de

NADPH y NADH, existen reportes contradictorios9. Por un lado, se ha observado

que existe un  aporte  de la transhidrogenasa PntAB  es  de un 35-4597o,  cuando se

usa glucosa como iinica fuente' de carbono en modo de crecimiento  bcitcfa (Sauer y

col.   2004).   Por  otro  lado,  el  grupo  de  Vemuri,  en  estas  mismas  condiciones

9 Ambas publicaciones ocupan la misma cepa silvest.re K-12 MG1655 y realizan los cultivos por lotes en

condiciones similares.
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fisiol6gicas,    muestra    que   no    existe    aporte    de    PntAB,    y    mds    bien    la

transhidrogenasa UdhA consumiria NADPH en un 797o  (con respecto  al consumo

de  glucosa),  cuando  se  usa glucosa como  L'inica fuente  de  carbono  (Holm y  col.

2010).  Esta discrepancia no es' facil de aclarar.  Sin embargo, es importante tener

en  cuenta  que  la  tinica  forma  de  cuantificar  el  aporte  de  la  transhidrogenasa

PntAB,  es  calcular la  diferencia entre  el flujo  a trav6s  de las reacciones  en vfas

centrales que producen NADPH y el consumo de NADPH para generar biomasa.

Este valor, del requerimiento de NADPH por gramo de biomasa puede variar. De

hecho, en la publicaci6n del grupo de Sauer, se informa dos valores distintos para

este requerimiento,  comentando que el uso depende de la rapidez de crecimiento

de la cepa, sin aclarar o discutir en que cepa se ocupa qu6 valor. Por otro lado, el

trabajo del grupo de Vemuri no reporta el valor utilizado.

Esta es una raz6n para usar cultivos continuos fijando para todas las cepas

el mismo requerimiento de NADPH, ya que todas estin generando biomasa a la

misma tasa de crecimiento. Asi, mos independizalnos de este parametro a la hora

de comparar entre las distintas cepas y sus modificaciones particulares.

Dado que NADH es el sustrato de la transhidrogenasa PntAB, es importante

su disponibilidad intracelular.  En el contexto de cultivos continuos,  donde existe
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una demanda fija por NADPH y ATP para generar biomasa, se evalu6 modificar

la disponibilidad de NADH expresando heter61ogamente la enzima, NADH oxidasa

(NADHox)  de Sfraptococc"s p7t€ttmo7".cb€, la cual cataliza la reducci6n del oxigeno

transformindolo en agua,  ocupando para ello  NADH.  Esta enzima le permite a

este organismo anaerobio facultativo,  enfrentar ambientes donde el oxfgeno esta

presente (Yu y col. 2001). Esta enzima ha sido usada para alterar el cociente redox

NAD/NADH.  En  un  estudio  de  m€€clboza.c  ouer#ow]° en,  E.   coZ8.    se  ocup6  esta

enzima para establecer un sumidero alternativo de NADH. La tasa de crecimiento

fue controlada mediante cultivos continuos,  encontrandose que la producci6n de

acetato  ocurrfa   a tasas  de  asimilaci6n de  glucosa mds  elevadas  que en la cepa

silvestre. Ademas, se estableci6 que exist fa una alta correlaci6n entre la aparici6n

de acetato y el aumento de la fracci6n redox NAD/NADH. Tambi6n, se encontr6

que  el  fa,ctor  de  transcripci6n  ArcA  es  sensible  a  este  cuociente  y  controla  la

expresi6n de enzimas del ciclo de Krebs (Vemuri y col.  2006).

10 El ef`ecto "overflow metab6lico" ocurre cuando hay uri alto consumo de glucosa alcanzindose la capacidad
de flujo  maxima para el  ciclo  de  Krebs  y ]a, c6lula comienza a excretar  acetato,  incluso  en la presencia de
oxfgeno  (66).  En  E.  Ooze. la producci6n  de acetato  estf asociada a la producci6n de ATP  por fosforilaci6n a
nivel de sustrato.
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Se  utiliz6  1a  enzima  NADH  oxidasa  para  disminuir  la  disponibilidad  de

NADH, con el prop6sito de alterar la contribuci6n potencial de NADPH mediante

la   transhidrogenasa,   PntAB.   Asi,   cambios   en   la,   productividad   de   NADPH

mediante  PntAB  se  pueden  relacionar  directanente  con  la  disponibilidad  del

NADH.

1.4    Determinaci6n de los flujos intracelulares

Para estudiar la, producci6n de NADPH y la partici6n del flujo de carbono en

los distintos nodos de inter6s, es necesario estimar los flujos intracelulares. Esto es

I.ea,lizado actualmente de dos formas .alter.nativas y complementarias:  Analisis de

Balance de Flujos (FBA, siglas en ingl6s) y Analisis de Flujos Metab6licos (MFA,

siglas en ingl6s).

EI Analisis de Balance de Flujos es una aproximaci6n matematica que permite

calcular las velocidades de reacci6n dentro de una red metab6lica completa de un

organismo.  En  otras  palabras,  es  un  analisis  a.7i  so.j8.co  para  predecir  los  flujos

metab61icos,  1a tasa de  crecimiento,  y  la tasa de  consumo y/o  de producci6n de

metabolitos (Orth y col. 2010)  (ver m6todos 2.4 para mayor detalles). Ya que este

analisis  corresponde  a  un  problema  lineal  no  determinado,  el  cual  genera  un

espacio   de   soluciones,   es   necesario   optimizar   una   funci6n   objetivo   usando

19



1.  INTRODUCCION

programaci6n   lineal   para   obtener   una   soluci6n   tinica.   En   literatura   existe

actualmente una evaluaci6n y discusi6n mds detallada acerca de cual es la funci6n

objetivo que el metabolismo esta optimizando (Schuetz y col. 2012; Schuetz y col.

2007).  Entre las cuales esta la generaci6n de biomasa,  disminuci6n de la entrada

de  glucosa,   disminuir  el  flujo  total  del  metabolismo,   minimizar  el  ATP   de

mantenci6n, entre otras.  Se ocup6 la minimizaci6n del ATP de mantenci6n como

la funci6n objetivo, debido a razones expuestas en los resultados  (secci6n 3.3).

Considerando que el FBA necesita de la optimizaci6n de una funci6n objetivo,

se ha criticado  que el m6todo implica la premisa sesgada de que los organismos

evolucionaron   hacia   la  optimizaci6n   de   las   propiedades   de   su   metabolismo

(Bordbar y col. 2014). Sin embargo, a partir de la informaci6n experimental de 44

casos   analizados   por   MFA,   se   concluy6   que   la   mejor   representaci6n   del

comportamiento   metab6lico   seria   una   superficie   de   Pareto   definida   por   la

combinaci6n de tres objetivos: maximizar la generaci6n de biomasa, maximizar el

rendimiento de ATP y minimizar el flujo neto a trav6s de la red meta,b6lica. Los

autores   observan   que   los   orga,nismos   presentan   un   crecimiento   sub-6ptimo

respecto  a  dicha  superficie,  lo  que  les  permitiria  una  rapida  adaptaci6n  a  las

perturbaciones ambientales  (Schuetz y col.  2012).  Para evitar esta problematica,
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ademds  del FBA mencionado anteriormente,  se ocup6 el algoritmo Monte Carlo

por  cadenas  de Markov  (ver  m6todos  2.4.3)  que no requiere uso  de una funci6n

objetivo   y   que  realiza  un  muestreo   del  espacio   de  soluciones   obteni6ndose

histogramas para cada reacci6n en la red cuyo valor de la moda es el flujo mds

probable.

Por  otra  `parte,  MFA  es  una  herramienta  que  combina  la  informaci6n

experimental obtenida desde el marcado isot6pico con el analisis matematico. En

los riltimos  afros ha mostrado ser bastante pl'ecisa en la determinaci6n de flujos

intracelulares (Crown y Antoniewicz' 2013). Sin embargo, el ninero de reacciones

que se pueden analizar es bajo (entre 20 y 30, las que generalmente corresponden

a las vfas centrales)  en comparaci6n con el total presente en la red metab6lica.

En t6rminos experimentales, se alimenta la c6lula en cultivo con una fuente

de carbono marcada, isot6picamente y debido a la dependencia que existe entre las

vfas de carbono ocupadas en el procesamiento catab6lico y el marcaje producido

en los a,minoacidos, es posible dilucidar los flujos intracelulares. Esta t6cnica suele

llamarse  "determinaci6n  por  ]3C",   y  se  realiza  mediante  la  medici6n  de  las

poblaciones  de mol6culas  marcadas  isot6picamente  en  distintas  posiciones  de su

esqueleto    carbonado.    Estas   poblaciones   se   denominan   isotop6meros   y   se
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cua,ntifican  por  cromatografia  de  gases  y  espectroscopia  de  masas  (GC-MS)  o

resonancia magn6tica nuclear (NMR). Existe una amplia literatura que trata, sobre

las  distintas formas  de hacer  uso  de  esta t6cnica  (Fischer y  col.  2004;  Fischer y

Saner  2003;  Wittmann 2007;  Wittmann y Heinzle  1999)  y una amplia gama de

softwares, entre los cuales los mds importantes son:  "13C-Flux]L", "OpenF|uxl2" y

FiatFlux  (Zamboni y col.  2005),  este riltimo se ocup6 para calcular los cocientes

de flujo.

En  este  contexto,  el  grupo  de  Sauer  ha  presentado  un  procedimiento  para

estimar  los  flujos  llamado:   analisis  de  cociente  de  flujos   (m€€aboz8.c  #"a;  7-cbto.o

onc}Jgrs8.s, en ingl6s)  (Fischer y Sauer 2003). Esta aproximaci6n matematica sei basa

en el estudio local de las proporciones de los flujos de producci6n de un metabolito,

separado del resto de la red. Se generan una serie de ecuaciones que relaciona,n la

distribuci6n  de  masas  en  los  aminoacidos,  provenientes  de  la  cuantificaci6n  de

isotop6meros, con la actividad de las vias metab6licas que lo producen, y cuantifica

la  contribuci6n  relativa  de  vfas  convergentes  o  reacciones  de  los  intermediarios

metab6licos.  Se  cuant,ificaron  los  cocientes  de  flujo  pa,ra  las  cepas  silvestre  y

mutantes  en cultivos  continuos y se incorporaron  al modelo  (ver m6todos  2.4.2)

11 http://www.13cflux.net/index.jsp
]2 http://openflux.sourceforge.net/
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mediante  un  m6todo  llamado  "#"a;  bcbzci72ce  c}7ta;Zgrs3.s  tuo.th #"ff  rcb£3.os"  (FBrAtio)

(Choi y  col.  2007;  MCAnulty y  col.  2012),  que se basa en modificar  a la matriz

estequiom6trica y  luego,  con  el  modelo  modificado, ,se realizan  los  calculos  para

obtener una distribuci6n dei flujos, los cuales pueden ser mediante programaci6n

lineal o el algoritmo Monte Carlo por cadenas de Markov.

Se  destaca  que  este  es  el  primer  trabajo,  del  cual  se  conozca,  que  se  haya

ocupado FBrAtio y Monte Carlo por cadenas de Markov combinados para obtener

una distribuci6n de flujos metab6licos.
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1.5    Hip6tesis

La disminuci6n del flujo en noxppp, como consecuencia de la deleci6n de

fk€A,  afectara las particiones del flujo metab6lico presentes en OXPPP,  activando

la   via   de   Entner-Doudoroff   en   presencia   de   glucosa   y   conllevara   a   una

redistribuci6n  de  flujos  en  las  vfas  centrales  como  respuesta  compensatoria  a

cambios  en  la  producci6n  de  NADPH,  siendo  la  reacci6n  transhidrogenasa  la

respuesta primaria.
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1.6    0bjetivos

I..6..1    0bjetivo  general

Determinar   el   flujoi  cle   carbono   a   ti.av6s   de   las   deshidrog'enasas   del

metabolismo  central de E5`c/}€7`8:c7}e-a  COZ?:,  como consecuei'icia de la. disminuci6n de

la &ctividad t,ranscetolasa y lzi producci6n (le NADPH por PntAB.

1.6.2   0bjetivos especfficos

1.    Generar una cepa de J7.  coZo. con actividad bra.nscetolasa disminuida. (4tfa£A).

2.   Disminuir ]a disponibilida(1 de NADH ilitracelular en la, eel)a de E.  coZo. 4tA:±.4,

mediailt`e la, expresi6n de NADH oxidasa.

3.   Eliminar la producci6n dc NADPH desde p7z.fAB en la cepa cle E.  coZo. 4*k£A.

4.   Observar I)arinietros  fisiol6g.icos  (tasa de  crecimieuto,  consumo  de  g`lucosa y

|>roducci6n de met,al)olit,os ,de fementacit<)11) en fase de ci.ec,imielito exponencial

en   bcbtc/},   usando   g.lucosa,   como   rfuica   fuente   de   carboiio   en   las   cepas

mencionadas.

5.   Modeler  el  efect,o  1.net,al)6lico  de la deleci(`)n  de  *L^*A,  p7}£AB y  la, expresi6n  de

NADH oxitlasifu media.1.ite Flux Balance Analysis usando los datos geiierados en

el ob.jetivo 4.
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6.   Im|)lemeutar  cultivos  continuos  a una tasa de  crecimiento  de  0,2  h-I.  usando

como    I.'1nico    sustrato    g`lucosa    marcado    isot6picaniente    1-CL:'    y    U-C]3.

Obteiiiendo     los     isotop6meros     de     anino€iciclos     rliediante     hidrolisis,

derivatizaci6n y medici6n por cromatografia de gases y espectroscopi'€` de masas

(GC-MS).

7.   Aiialisis de las distribut`,iones de isol;op6mei.os de, 1os aminocfcidos pi.oteog.6nicos'

para la obt,eiici(`jn de los cocient,es de flujo usando el software FiatFlux.

8.   Detel`minar  los  carnbios  en  la distribuci6n  cle flujos  metab61icos  en  las  cepas

mencionadas  mediant,e  el  uso  de  los  cocientes  cle  flujo  como  resti`iccioiies  en

FBA  y  en  el muestreo  del  espacio  de  sc)lucioiies  mediante  Monte  Carlo  con

cadenas de Mar.kov.
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2.  Materiales y M6todos

2.1    Construcci6n de cepas

Para la construcci(`)n de las cepas con elimim`ci6n cle genes, se utiliz6 la cepa

silvestre   de   j7sc/i.era.c7i8:a   coZ`;  MG1655   (ATCC   47()76)   a  la   cual   se   realiz6   el

prot,ocolo Datsenko-Wanner (Datsenko y Wanner 2000).  Este m6todo se basa en

la tr{ansfoi-mac.,i6n (1e la (:epa con un fragmento de DNA que cont,iene el gen cle la

resistencia a kanani(;ina.,  secuencias  que perlniten 1& recombimci6n hom61ogzL y

sitios   FRT,   los   cuales   permiten   una   escisi6n   I)osterior   de   la  resistencia   al

antibi6tico. La cepfl a ser modificada est'a transformada con el pldsmido pKD46 el

cual  expi.esa  el  sist,ema  de  1.ecoinbinaci6n  del  ba,ct;eri6fag`o  A  Red.  El  6xito  del

procedimient.o fue vcrifica.do mediante secuellciaciones, de los jocu,s objetivos tkt,A

y pntAB.  Ei.I un I)aso poste,rior cacla una de estas  cepas se transfoi'maron con el

pl€'+smiclo  pcp20  (contiene  el  g.en  cle  I.esistencia  a  ampicilina),  el  cual  expl.esa  la

recombinasa de levadura Flp, que recolloce los sitios FRT y genera una, "secuencia

remanente" en el genoma, eliminalldose la resistellcia a kanarnicina. Estas tilt.imas

cepas,  sirven  como  pal.en+,ales  pal.a  una  segmnda  ronda  del  mism(>  pr{]toc(>lo  cle

Datsenkc+Tva.imer.
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Se   verifi(:6   1a   sensibili(`1a.(1   de   est,as   eel)as   el   antibi6t,ico   ampicilina   y

ka,narnicina  pal.aL observar  que  los  plcismidos  utiliz.ados  en  el  I)roceso  ha,yon  sido

6liminados en las cepas resultantes.

Se   const.I.uyeron   las   cepas   MG1655   NADHox   y   Atkt,4   NADHox   que

expresan  de for.rna heter6log`a episomal  la enzima NADI-I  oxidasa  (NADHox)  de

57€raptococc{t6` i77t,ctt7r},o'r}'t.cie.  E]  pldsmido  que contiene el gen de la NADH  oxidasa

(pTrc99A-NADHox) fue donado geutilmente poi- el ,I)rofesor Mark A. Eiteman de

la Uliiversidad dc Georgia. Las tl.ansformantes fueron seleccionadas mediaiite uso

de anpicilina, y su arialisis me(-liaiite elect,roforesis en g`el de ag'ar(>sa, ct>mprobando

su presencia en las cepas.

Los   pldsmidos   ocupados   estali   listados   en   el   anexo   7.1   junto   a   sus

caractei.isticas gen6ticas nids relevantes.

Los  a.I.ialisis  cle  las  secueiiciaciones  y  las  im€igenes  se  realizaron  ct>n  el

programa Geiieious 6.1.5.

2.2    Condiciones de cultivo

Las, condicioiies  dc  c,ultivo  fucron  37°C,  aer6bico,  con  glucosa  como  iiiiica

fueiite de c,arbono y la mantenci6n del pH en 7, agregando voliimenes necesarios

de uncl soluci6n lM (1e NaoH.

28



2.  MATERIALES Y METODO.S

La composici6n del medio M9 I)or cacla. 1itl.o de cult.ivo es la siguiente:

•  Soluci6n M9 Base:\ 0,8 g NH4Cl, 0,5 g Nacl, 5.98 g Na.2HP04, 3 g KH2P04.

•   Soluci6n  de  element,os  traza:  0,18  g  Zns04,  0,12  g  CuC12,  0,14  g. Miic12,

0,21  g CoSO,i_ y  1  g Fecl:i.

a   Adem€is,  fueron  estei.ilizados  por  filtraci6n,  sep{,Lradaniente  y  agregados

pal.a completar el litro:  1  mL  de Mg.S04 2M,  1  mL  de  Cac12 0,1M,  3  illj  de

Tiamina 30mM y clependiendo clel cultivo, D-glucosft. 150 g./L.

Las  cepas  fueron  almacena(1as  en  LB  50%  g`licerol  a  -80°C  hasta  su  uso.

Luego para, realizar los cultiv(is se c'omenz6 siein|)re con un pre-inoculo de 30 mL

en el mismo medio en que se I.ealizaria el cultivo.  'Generalmente este pre-inoculo

necesit,aba   cle   12117   horas   I)ara   estar   en   fase   exponencial.   Para   que   cada,

creciiniento de la (,.er)a. silvesl;re y de las cepas nut,antes eii el biorreactor,  tuvierii

el minimo  tiempo en fase lag.,  se realizaron cultivos cn mati`aces para conocer el

tiempo   particular   de  ent,rada  en  fase  exponencial   del  I)I.e-inoculo   (datos  no

mostrados).

2.2.1    Cultivos en modo  batch.

Para  los  cult,ivos  realizados  ell  modo  brjtcfo  se  us6  un  biorreactor  con  un

volumcn  cle  tl`abiijo  de  1,5  L,  con  un  rotor  a  una  velocidad  de  800  1.pin.  La
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coiicentraci6n de oxig`eno disuelto se mailtuvo en todo tiempo mds arriba de 30yo

de sat,uraci6n de aire.  Laj canticlad de glucosa oci,ipad£L fue de 4 g`/L.

Sc  tomaron  muest,ras  apl.oximadamelite  cada  15-30  minutos,  I)era realiza,r

las siguientes  mediciones:  i)  1a (1ensiclad 6ptica a 600  nm;  ii)  1a concentl.aci6n de

g.lucosa y metabolit,os de feri.nentaci6n (se obtiene el medio exti-acelular mediante

filtraci('>n  con  membranas  dc  poro  de  0,2  iim  de  diametro,  estas  muestras  se

guardan  hasta  su  meclici6n  per  HPLC;  a -80°C),  iii)  el  peso  seco  (se  agrega  un

volumen a un recipients cle aluminio de peso conocido y se seca a 100-125  °C por

24-48 lioras ha,stLt que el peso del tacho sea c,onst,ant.e).

El factor d'e conversi6ii (f) cle la absorbancia en peso seco, se calcula como la

pendiente de la re(;ta que relaciona estas dos varial:>les.  Para la cepa silvestre y la

cepa A*faIA, el factor. cle conversit'in calculaclt] I.ue de 0,44 grcarnos / 1itro de cult,ivo

*- uni(lad de absorl:)ancia.

2.2'.2    Cultivos en modo continuo

Los cultivos realiza(1os en modo continuo fueron realizados en un biorreactor

de  1  L,  con un volumen de trad)ajo  de 600  InL,  con un rot,or a una velocidad de

400  r|)in.  La cantidad  de  glucosa  ocupada fue  de  2  g/L.  Para cada una  de  las

cepas,  se  realizai.on  clos  cult,ivos  independientes,  clonde  se  ocupan  dos  formas

30



2.  MATERIALES Y M£.TODOS

distintas  de  g`1u.cosa  I-narcada  isot6picamente,  D-Glucosa-1-£3C   (Sigma.,  N°  cat.

297046-10G,   99%)   y   D-Glucosa-U-1:jc'   (Sigma,   N°   cat.   660663-2G,   99%).   La

g.lucosa  marcada.  isot,6picameiite  solo  se  usa  en  el  i'iltimo  i;iempo  de  resi(1encia,

cuando ya, se ha alcanzado esta,do estaciona,rio.  Parfl observar la ]legada a esta(lo

estacionario, se in()nitore6 la, estabilidad de la absorbailcia a 600 nm y del oxigeno

disuelt,o  en  el  mcdio,  en  t,odos  los  casos,  se  requiri6  al  meiios  5  tiempos  de

resiclencia. Un& vez lleg.ado el cultivo a estado estacionario se realiz6 el reemplazo

del  medio  que  cont,iene  g`lucosaL  sin  marcar,  con  un  meclio  id6ntico,  excepto,  la

mczcla  de  i)  2097o  D-Glucosa.~U-t:3C  y  8097o  D-Glucosa  sin  marcar  o  ii)  100  %  D-

Glucosa-1-]3C.  La decisi6n de qu6 marca isot6pica user y en qu6 praporciones sc

usarfa la g.1ucosa,  se  bas6  en  un  estudio  donde  se  observan  la resoluci6n  de  los

flujos metab6licos y  su  clependencia, de la marca. isot6pica usada  (Fischer  y  col.

2()04).  Alcaiizaiido el estado estacionario, se obtuvieron muest,ras de c61ulas pal.a

medir los aminoacidos mediante GC-MS.

2.2.3    Concentraci6n de metabolitos en el medio extracelular

Las  muestras'  (1e  medio  ex+,racelular  fueron  a,naliza,das  por  ci.omat,ogra.fia

lfquida de a,1ta resoluci6n (HPLC, por sus sis.las en ingl6s).  Las concelitraciones de

91ucosa y  de  metal)olitos  de  fermentaci6n  fueron  cua,ntificadas  por  comparaci6n
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mediante,  una  cur.va  de  calibraci6n  I.ealizada  en  las  mismas  condiciones  (Anexo

7.3)

Se   usaron   dos   equipos   y   protocolos   distintos.   Eii   el   Liiboratorio   de

Bioquimica y Biologfa Molecular, para las muestras cle los c,ultivos moclo bafc/i, se

us6  un  eciuipo  HPLC  Waters  1525,  que  est,aha  equipado  con  una  columna,  de

iiitei.cEunbio   i6nico   pa,I`a   ca,rbohidratos  y   €tcidos   orgcinicos   Aminex   HPX-87H

(BioRacl)  operanclo a 0,3 mL/ min, 40°C y con una fase m6vil de 5mM H2S04. EI

pel.fil (1e separaci6n se observ6 €b 2101m con 1.in det,ector UV  (Waters,  2487) y un

detector  de indice  de re,fracci6n  (RI)  (Waters  2414).  La curva  cle  calibi`aci6n  de

glucosa fue realizada  agreganclo  cantidades  en  el  orden  de  los  mici.olitros  desde

una soluci6n altanieute concentrada de glucosa (1.6 M) , hacia una soluci6n con 40

mL de medio M9,  preparnda seg.rim especific€icic>nes cle los cultivos.   Par.a la curva

de  acetato,  se  ocup6  uiia  soluci6n  de  acido  ac6tico  a  17.49  M  y  se  1.ealiz6  un

pl.ocedimiento  id6nti,co  al  (1e  la  curva  (1e  g.lucosa„  Aclemds,  se lepiti6  esta  curva

mcdiante otl.o stock, prepar.frdo desde acetal;o de soclio, 1.esultaiido ambas con una

peridiente que Ilo presentan difei`encias significa,i,ivas (Ancova P<0.05). En ambos

casos, se realizaron correcciones en los calculos seg`i'm la diluci6n y los volrimenes

I,omados en ca,da inye.cci6n.
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Em  ct la.boa:atonlo  ¢` Mctal]olic  EiLgineering  an,d  Sys±e'm.s  13i,otechaolog'if' ,  au

cargo del Dr.  Ka Yiu Son, en R8.ce  CJ7?z:tJerso.tar, par.a, las Inuestras de los cultivos en

modo  conl;inuo,  se, us6  un equipo  de HPLC  Shim€rdzu-1()A  que est.aba equipado

con  rna  columna  de  intel.cambio  i6riico  para  cat.bohidrat,os  y  aciclos  orginicos

Aminex IIPX-87H  (BioR.nd)  o|)era;ndo a 0,5 mL/ min,  55°C y con una face m6vil

cle 2.5mM H2S04.  El analisis de, la se])araci6n se realiz('j a 210 nm con un detect,or

UV  (Shimedzu SPD-10A),  y  I.I.n  detector  de fiiclice de refracci6n  (RI)  (Shimadzu

RID-10A).   En     este  caso,  las  curvas  de  calibra,ci6n  estaban  incorporadas  al

software  del  HPLC  y  se  realizaba,n  pruebas  de  foi`ma,  coni;inua  pa,ra  observar

cualquier vai`iaci6n en ellas.

La, variaci6n e.n la concentraci6n se us6 junt,o con el cambio en la biomasa

para icalcular. 1as tasas de capt,aci6ii de g`lucosa y las t.,a.sas de excreci6n de acctato,

utilizando  el  factor  de  conversi6n  medido  expel.imeiitalmente  (anexo  7.3).  En  el

caso  de  log  cultivos  en.  modo  bci±cfr  ot,ros  compuestos  oi.ganicos  (como  lactat,o,

±`orma,to,   etanol,   succiilat.o   y   rna,1at,o)   no   fueron   detect,ados   eii   cantidades

apreciables,  comparado  c.,ontra  un  estalidar  (ntimero  de  cat,alogo  Aminex:  125-

0234).  En el caso  (le los  c,ultivos en  modo continuo,  cuando se habift estab]ecido

estado est.acionario, no se detect6 ning`l'1n met,abolito de fermentaci6n, ni ta,mpoco
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el sustrato glu(;osa, en el medio ext.racelulai.. Esto es concordaiite con la, conclici6n

de  que  el  carbono ies  limita.lit,e,  consumi6nclose  inmediatamente  una  vez  que  se

mezcla la, gota` del medio fresco con el medio en el biorl`eac,tor.

2.3    Analisis  por  GCMS  y  obtenci6n  de  los  cocientes  de
flujos metab6licos

2.3.1    Preparaci6n de muestra: hidrolisis y derivatizaci6n

El ex|)eriment,o para obtener la dist.ribuci6n de la rna.rca isot6pica, comienza

una vez  que  el  cultivo  continuo  ha alca,nzado  el  estado  estacioiiario,  lueg.o  de  5

tiempos  de  residencia.   Una  vez  finalizado  el  i'iltiino  t,iem|)o  de  residencia,,  se

tolncaron 50 mL de cultivo y se centrifugaron a 5000G,  durarite  15 min a 4°C.  EI

sedimento celular se lav6 tres veces con 25 mM TI.is-Hal (pH 7,6) y se guard6 a -

20°C paLra, fut,ur(>s arialisis.  IJueg.o, este sediment,o celular se resuspende en 1,5 mL

de Hcl 6M.  La mezcla se hidroliza en tubos de viclrio clurante 12 how.as a 105°C]:I.

Luego de la hidrolisis se observa la, formaci6n de un sedimento cle color oscuro, el

cual  sera filtraclo  con  una membra.na  cle  I)olietersulfona  (PES)  (resistente  a pl[

bajos)  cle  0,2  pin  filtro  de  tanafio  de  poro,  obteni6ndose  un  liquido  de  color

" El  dciclo  genera  muc.lia.  pre8i6n,  I)or  lo  que  se  recomiend'{L, el  cierrc  llerm6tico  de  log  tubos  p2irzi  evitar

evaporaci6n.
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amarillento.   Esta  mezcla  se  sec6  clurante  12-24  horas  bajoi  una  corriente  de

nitr6geno  (N2)[``.  En ese  momeiitt>,  hay  16  a.minoacidos  en  el hidrolizado,  ya que

la cisteina y  cl  tript6fario  st)n  destruidos  en la hidl.olisis,  y la aspari.ag.uina y  la

91utarnina    son    desarninados    hasta    acido    aspartico    y    acido`    glutiniico,

respe(..tivarnente   (Szy|)erski,    1995).   El   hidrolizado   (s61ido   cle   color   cafe)   se

disuelve]:' en  300  |iL  tetrahidrofuraiio  (TF)   (Sig`ma,  N°  cat;.  270385-2Ij,  99,9%,

grado    de    put.eza).    Luego,    se    adiciona    300    |1L    N-ter-butildimetilsilil-N-

metiltrifluoroacetamicl€` (MTBSTFA)  (Sis.rna, N° ca,t.  394882L5mL, 97%, gr€ido de

pureza) como agente dei.ivatizatlor de la mucstra. La derivatizaci6n ocurre a 85°C

Per  1 horal6.

2.3.2    M6todos de colecci6n de datos del GCMS

Se cori`ieron las muestran en el GC-MS basaclos en dos protocolos (Dauner

y Sauer,  2000;I Zhao y  Sliiinizu,  2003).  Se aplicaron anibos m6todos pa,ra cliscernir

cual  era mss  id6nco,  dadas  las  concliciones  del  equipo  disponible.  El  equipo  de

GCMS  (GCMS-QP2010,  SIlimadzu)  estaba equipado  c()n  uiia columna DB-5MS

" Sc realiza pot.que cl |>aso de. Ia deri`..atizaci6ii es impedidi` pot. lil presencia dc agri€`.  Por lo cual,  el  sec.ado

dc  la  mLiestr7L es  ci`u(;i{LL.
I..-' No se Due(le disol`..er  t,ado  e}  sedilncnto,  es si.if].cienL.a obtencr un color cad.`6-mim`6Ii  eii el  liquido.

]6 Si  se  obscl.vaii  des]iechos  de  c6lulas  cn  1±`  muestm  derivatiza,da,  centrifitga,1.  bl`cvemente  pai`a  evit&i`  ]a

transl.ei`encia.  de  cualquiei.  particulzt  en  log  \Jjales  GCMS.  Ijas  muestras  se  deben  €`nalizai`  proiit;o  pot.que  la

(1cgr,TLdficj6n oc.`iri`e  dentro  (1c pocos  dfas.
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(Ag`ileiit)   .y   c{tn   un   in.vectt`jr   autt')m{itico   (AOC-20i,   Shimadzu).   Se   realizaroii

I)ruebas  I)ara  cst,aljle(.€`r  una,  buemi,  se|>aracit'>n  de  los  distiiitos  amiiio£`it.idos'7 y  la

mcjor resolu(.,i(`')n tie las dist,ribuciones d(i isotop6ineros.  La,s coiidicioiies definitivas

fuel.on,  uri  vo]umell  tle  iiiyec,t`i6n  (le  1  i]L  con  una  fa,se  mt-3vil  de  helio  1  mL/min

c(in  un  (.o(.iellt€`  dc`  c()rt,€`  (".I.pj'!.I  `/`(I,{`/,.(J")   d¢`  1:20.   LZL  t.emperatiii.a  iliicial  del  liorno

a(.;  file  dc  15()C'C  inantciii{'!iidosc  pt)r  dos  miniitos,  I)ara  lucgo  a,urn(mt{`,I.  con  una

I`ampa,  dc  3°aymiii  hast,a  llega.r  a  log  28()°C.  Oti.a,s  concliciones  fucroii:  250°C  de

t,emperzit,u.I.a tle h int,er face,  200°C la, tempel.atura de la, fue]ite de iones y 70ev la,

t.ilierg{{}   (1c   it)iiiz.,{,Lei(`jii   rjoi.   iin|j{ict,o   dc   clec.t,rones.   E.I   ari{`ilisis   dc   log   espet;t,ros

gouerados fue €`,iializt`ido |>i.imci`o on el ra.iig.o dc 100-525 unidadcis dc masa at6inica,

1-)a,ra  (.(jliocer  el  tieinpo  (le  eltlci('m   de  cada,  a,mino{`i(`i(1o  .y  lueg.o  ocupa].  el  mo(1o

SIM.  Est,e  modo,  sc  basa  en  qu(.`,  cn  un  detc`rmiliado  {,icmpo,  el  cquipo  cs(..,arica

sola.nicnt,e  cl  (,{i,inal~io  (lc  liias+i,  f`,1.,Omit.a  pediclt>]H,  t`st,t.i  l{)gra  z`,urn(lilt.,{.Lr  la  rcsoluci(')ii

de  ]os  pict>s  de  a,mi]iot`ici(1os.

'T  Pa,I.t`  1a  I(``t(.iiiti  .\   1z`  ist)loll(.iii{i,  debido  a  titl(`  Liouou  la  niis}n€L  iliz`.5+I,  ,9t?  dc`be  telici.  untl  rttrili)a  dc  tcilipcrut.urti,

rtii  cl   rl(`'  qiic   rici`mita   q`m  7tmlttjLL  (ilu,v.an  f`n   i.ormti   (lit..I.encial.   El   titini|>o  d{¢  rctciirit.>ii  (}c  k`iit'ina   sicmprc  cs

mfiiioi.  qiiti   lil   i,sol(`H``ilia.

'`  Pt)T`  tijf`mi)lo,  ki   fil7i,niiia  liciie  `in  tjemr>o  de  r(`ten(:i61l  d('  {ilJ'rdt`(loT`  tic   [7  mimit,os,  por  lrj  ctifil,  el  ]nt;I,`)do  sr

(.imlig`m`   I)tir+`  eat.tLiiiial`  i`lre(I(I(lol`  d€`   16``r)  .v   17,5  miJlutos  lag  sigllicli{,es  mas{},s:   26().   261.   2(j2,   2(}3`   204,   232,

2:i;i,   2.3zlt  2:3rj.   F,Ii  f`s[t`  fa`so  sc  mj(lf`ii  lo,i  ioli(`s  I)ri,ra  log  fr{`gm.n{,os  tlr  !Ibi,iiilia  M~57       v  M-8.rj  I  .
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2.3.3    0bteiici6n de cocieiites de flujo

Los  da`t,os  obtenidos  del  GC;MS  fueron  arializa(los  mediante  el  software

MestReNova   (versi6n  9.0.1-13254,   Mestrelab  Research   S.L.),   que  pei.miti6  la

visua,liza,ci6n  e  id'entificaci6n  de  los  picos  dc  los  fraglnentos  de  log  aminocicidos,

mediant,e librerias y el toolbox cle Mat,Lab  "FiatFlux"  (versi6n  1.67)  (Zamboni y

c,ol.  2005), que pemite obtener los cocientes de flujo metab61ico.

Brevemelite descrito, dircctanente de l€i da,t,cl cruda del GCMS se. obt`ienen

los  vectores  cle  clistribuci6n  de  nasa  para  cada  fragmentc)  Q   (MDva)   de  los

aminoacidos:

M,I)lrct - (i)

El protocolo que ejecuta el programa FiatFlux es:

1)   Correcci6n por abunclai-iciiL natural de isot,opos, obteni6iid()se el vector MDva*

2)   Correc{`,i6n por biomasa no marcada obteni6ndose los vectores de distribuci6n

de masa de los a.minoacidos  (MDVAA)

3)   A partir  de  combinaciones  lineales  (1e los  MDVAA  se obt,ienen  los vectores  de

clistribuci6n de nasa de los metabolitos (MDV.\,I )
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4)   Los   MDVM   y   los   MDVAA   se   usan   para   obtener   los   cocientes   de   flujos

metab6licos.

Los  cocientes  de  flujo  obtenidos  en  esta  tesis  se  muestran  en  el  siguiente

diagrama.  Los cocientes de flujo representan una fracci6n de un metabolito que

proviene de distintas vias aferentes.

cO,
NAOPH                      NADpl+

€e.P®u=nfro€?.omneo.?P
1'.I

Fracci6n de la serina originnda a trav6s de glicolisis

s7PA

NADPH I  Nrm

Acety!-.CoA  iF

a.+2unH a  ATP
Prceurm9  a  Biomesg

Aceute

pr
succmste-          RADH   F(sohery col. 2004

2 * (t'6 - I,8 - „9)
t75 + 2 * t76 + u7 + t79

Fhacci6n de piruvato originndo a trav6s de Entncr-Doudoroff

„5
p5 + t712 + t719

Fracci6n del fosfoenolpiruvato desde oxaloacetato

t720

t,11 + t,20
Fracci6n del fusfoenolpiruvato originedo a travds de PPP
(limite superior)

D>_
I,7 + 3 * „8 + 2 * t,9)
I,5 + 2 * „6 + „7 + „9

Figura 5.  Cocientes de flujo determinados experimentalmente para las cepas de  E.  coJa.

generadas.  Los  cocientes  de  flujo  dependen  de  ciertos  flujos  metab6licos  de  las  vias
centrales. Los flujos metab6licos estin representados como vl hasta v26 de acuerdo con
el mapa mostrado a la izquierda.  Los cocientes de flujo estin representados como letras

(A-D) y los colores coinciden con los de los flujos metab6licos representados como cfrculos
llenos.
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2.3.4    Distribuciones  de  isotop6meros  de  aminoacidos  proteog6nicos  y

calculos realizados por FiatFlux

En   esta   secci6n   se   expollen   ejemplos   de   cada   paso   de  los   protocolos

implement,ados. Los valores mostrados fueron obt,enidos de forma experimental.

Primero,  1a  muest,ra  de  aminoacidos  provenientes  cle  la  fracci6n  prot.eica

(proteog.6nicos)  derivatizada  por  MTBSTFA,  es  separada  por  GC,  luego  de  la

ionizaci6n en el MS   se obtieiien frag.mentos (figura 6).

La  derivatizaci('>n  bloquea  por  sililaci6n  ]os  hidr6g.enos   de  los   sitios   cle

aminoacidos  OH-,  NH-,  y  grupos  SH para  reduc,ir  iiiteracciones  dipolo-dipolo  y

para aumentar la volatilidad en la set)araci6n por GC.

Un  tipico  grafico  de  corrient,e  i6nica t,otal  (TIC)  se  obtiene media,nte  GC,

am|)liado se observa el patr6n de fragmentaci6n en el espectro de masas del pico

de la alariina (el primer aminoaciclo en aparecer en cualquier corl.ida de, GC)., Con

el valor. nasa/car.ga 260-263 se coiist,ruye el vector de distribuci6n de nasa para

el fi.aLgmento M-57 de la alanina (figrira .7).
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#,-¥¢.a.I

FI.agment.o                  Nombre dcl fragmento                                           Gal.actcristicas

a                                             (M-15)i-                                      perdida de un gi`upo metil

b                                             (M-57)+-                                      perdida. de un gru|)o terbutil

c                                            (M-159)+                                     perdidc` de un ioii c(O)O-TBDMS

d                                                 (f302)=
fragmento dol)le sililado sin cadena

lateral (R)

e                                                    (M-8.5)+
reordenamieuto molecular, g.rupo C=O

y 8r\|po terl)util

Figura 6. F.ra.gmentos de aminoaciclos det,ectados en GC-MS. A) Esquema de los fragmeiitos
de  aminoacidos  detectados  en la derivatizaci6n pot. MTBSTF`A lueg.o  de ser ionizaclos.  El
rec.t,angulo gris es la parte com`'m a todos los aminoacidos.  La fragmentaci6n ocurre eii las

posicioiies  def`inidas  por letras  (a-d).  La figura fue tomada de la, publicaci6n  de Dauner y
Sauer 2000. 8)  Caractcl`isticas de cada, unc) de los fragmentos obtenidos. Las letras refieren
donde oc,urre la fragment.aci6n indicada en la figura.
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.Jl;fDV.^i.4,,ir,,1(,if„57}=

160  10S  }70  175  }cO  185  leo  i95 2cO  205 2}0  215 2Z8  225  230 23S 240 2i5  250  25S
rtyz (Da)

?

0
R

•--------i_.__
it-~t-'r-~rt=-:-`-+l..`T-:---i-.t+ -... iL-*.{.--+ ......`.?~`.i--r..-r -.....- r.-:--TT-.?--r'--.ri+-7-ii.r..^-.*.~L-+-i-t+j.fr-T^ . ,- T i  =L+i+J¥-=
17.a          co.a          ig,0         2o`8         2i`0          22`o         23.a          24.a       T2:25;§gode2;ggrfuiz.5%}       38.a          29.a         3o`o         3io         33-a         33.a         34`0         3s`o

Figur2L 7. El vector cle clistribuci6n de masa pa,ra el fragmeuto .iv'I-57 de la alanina. Imagen

generada con el pl.c>grama, MestR.cNova.

Para corregir por ocurrei.icia natural de isot.opos se requiere usar matrices

cle  correcci6n  para  cada  uno  de  los  atomos  del  fragmento.  La  forinula  genei.al

ocu|)ada para, realizar los calculos cle cori.ecci6n es:

h!A{mdtH!"ti = (£ur(fe)I"     ,# (qJ(A,)F'i'.,(i..,I
I,[J(LJ!!
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Por ejemplo, para el ca,rbono, 1a ocui.rencia natural cle C]2 es de un 98,93%

y  de  C]3  de  1,0797o  (Bluck  y  Volmer  2009;  Rosman  y  Taylor  1998),  con  esta

informaci6n se const,ruyen mati`ices]9:

Ccon`,. -

(i#:;;`;

El  pr6ximo  ejemplo  es  sobl'e  el  calculo  clel  MDVM.  Si  asumimos  que  el

esqueleto carbonado de un aniinoacido se g.enei.a direct.amente desde un metabolito

iinico, el MDVM de esc metabolito es igual al MDV,\A del aminoc4cido.  En el caso

de dos o mds metabolitos,  entonces  el MDVAA  del aminoacido es la combinaci6n

lineal de log dos MDviv[ de ]os metabolitos en cuesti6n. Esto sucede en el caso del

oxaloacetatoi.4  y  de  piruvato2.3  a  partir  dd  MDVAA  del  frcngmento  M-15  de  la,

isoleucimL (figura 8).

" Como ejemplo,  el  va,loll pal.a I.-'C7  I;!C[ se calcula,  8! . 2±:;:3i .  £i9ESZ± =  o,0794

•-" Est.,as correcciones soli realizadas c`iit.om!iticamente poi. el softwa,re FjatFlu.\'.
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--   : ------ I-:-----_ir::-i--I

Figura 8. Represent-,aci6n del orig.en del esqueleto car`bonado de la isoleucina con respecto
it los metabolitos intermediarios pil.uvato y oxaloacetat.o.  Las lineas gruesas denotan que
esos  enlaces  ent.re  carbonos  no  se  rompen  cuando  se  forma  el  a,miiiofci(lo.  I..€}s  lineas
delgadas indican nuevos enlace C-C y la lfnea puuteada indica que esos carbonos clerivan
del mismo metabolito a,unque no est6n juntas en el crLmiiioi'Lcido. En el anexo 7.5 se muestra
la figura Sl  donde estali represent.,adas  todas  las  dependencias  de  log  aninoacidos y los
iutermediaricts metab6licos cle l`os cuales derivan.

A  continuac,i6n  se presentan las  matrices y  el  resultado  del  calciilo2] para

obtener los MDV`,I del oxalocacetatoi_4 y de piruvat-o2.3.

Dado los vectores:

iM I)VAA,I LE =

~J1'f/J tfbf.a.4.-i.1 ~zl  =

0' 407
0, 194
0, 210
0, 104
0, 060
0, 018
0, ()()7

M:DVM`.|>rR;2~<`3

2'  Se rc`suel\..e uii sistema dc ecuaciones lincales con la condici6n dc quc la suma del vcctoi. ,sc{}  I.
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Combinando:

M IIVAA.I.I,I; -

0, 407
0, 194
0, 210
0.104

0, 060
0. 018

0, 007

O()j?()

OoP1 + OIPo
OoP2 + 01P1. + 02P(I
O.IP2 + a,2Pl + O;)Po
02P2 + 03P| + Oz|P0

03J?2 + 04J.?l`
O,jp2

Se resuelve obteni6ndose el MDV.\,I (lel oxaloacetatoi4 y de piruvato2.3.

.f}`fz)Vj*w/30A.^1,1.~4=

(), 561

0, 188
0, 129
0, 080
0, 040

MDvfy|.prFi`2-``3

Tanto los MDVAA como los MDV.ty[ son ocupados para calcular los cocientes

de  flujo.  En  el  pr6ximo  ejemplo,  se  calcula  la fracci6n  de  la  serina originada  a

trav6s cle glicolisis.  Como se deduce (le ]a conectividad de las vias metab61icas de

E.   coJ'!.  a,1  MDVA.1  de  la  seriiia,  que  proviene  tie  3Lfosfoglicerato,  depencle  de  la

coiiti`ibuci6n de tres vjas: glicolisis, PPP .y ED.  Se representa esta dependencia en

la siguiente, formula:

iM DV.S¢,.tit -- I . M I}+/G|,I + {1 - i ) . M DVED3ppp

Reordenando

-M DVse;I.1-`3 -M DVE|),PPP

M DVG|,I - M DVED`ppp (3)
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Est.a, f6rmula se interpi.eta (le la siguiente I.orma,  el MDVs".1.3 es igual  a la

contribuci6n   fraccional   f  de  la  via  metal)6lica   (en  este  caso   glicolisis)   y  la

contribuci6n fraccional (1-f)  de los otras vias metab6licas22  (ED y PPP).

Todos  los   calculos  mostrados  los  realiza  FiatFlux23  de  forma  intema,

mt>strando como resultfrdt> final los cocientes de flujo mds un error obtenido desde

los da,tos redundant.,es clue cont,ienen los MDVAA.

Est.os  cocientes  metab61icos  fueron  a  su  vez  ocupados  como  restricciones

adicionales en los calculos realizados I)or el toolbox Cobra (Becker y col.  2007).

2.4    Metodologias para el Analisis de Balance de Flujos

La red metab6lica de un organismo puede ser represeutada matematicamente

en su  t.otalidad  mediante  la, mati`iz  estequiom6trica  (S).  Esta posee  in filas y  n

columnas,   representando   respectivarnente   el   niimero   de   metabolitos   y   cle

reacciones   en   el  sistema.   Cada  celda  de   esta  matriz   contiene  el   coeficiente

cst,equiom6trico con el que ull cleterminado metabolit,o participa en cada reacci6ii.

Se asigna un valor ncgativo  |>ara aquellos metabolitos  que son  consumidos,  cero

•~'2 ED y PPP,  en el caso  de crecimiento en glucosa^ m2ircada en el ca.rbono  1,  pueden  ssr considcrndos juntos

c.olno  un solo pooJ que contribu}Je al MDVsflj..
•J:I Lamental)leineutc los c6digos en este, toolbox, vienen encript{i,dos, ]o qua iinpide revisarlos dot.,ELlla,damente.
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para los qi.ie no pa,rticipan y positivo para los que son proclucidos en la I`espectiva

reaccion.

Por otro lado, todos los flujos met,ab6licos de la red pueden ser representados

por un vector  v,  de dimensi6n igual al ninero  de reacciones  del sistema  (o  al

niimero   de   columnas   de   la.   rna,triz   S).    Mientras    que   el   cambio    de   las

concent.raciones en el tiempo, de toclos los metabolitos, se enci.1.entra contenido en

un  vector £,  de  dimensi6n  igrial  al  nrimer(]  de  met,alDolit,os  del  sistema  (o  al

niimero  de  filas  de  lab matriz  S).  Este  cambio  puede ,ser  representado  mediant,e

ecuacioiies de balance cle masa, utilizando la mat,riz S y el vector v:

('.I
E-S.3 (4)

Sin  embargo,  este  sistema  de  ecuaciolles  presenta  un  espacio  de  soluci6n

indet,erminado.  Ei'i otras palal)rae, contiene todas las combinaciones de flujos que

hacen posible la igualded de la Ecuaci6n  (3), por lo que, para generar un espacio

de  soluciones  acotado,  FBA  considcra la condici6n  en  que la tasa  de  cambio  de

concentraci6n de todo metabolito debe ser ig.ual a cel.o  (estado estacionario):

s . i3 = 6
(5)
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Esto significa qi.1.e las cone,entraciones se mantienen constantes en el tiempo,

es decir,  que la velociclad (1e |>roducci6n de los distintos ii.itermediarios es i`gual &

la velocidad de su consumo debido al crecimient,o.

Con  'esto  es  posible  encontrar  dist.int,os  vectores  i7  que  son  soluci6n  del

sistema de ecuaciones.  Ademds  se facilita el  arialisis,  pues  al no trabajar  con las

concentraciones   dc   los   met;abolitos,   no   seria   necesar.io   conocer   parcinetros

cin6ticos. Para enconti.ar un rinico vector, FBA em|)lea m6todos de programaci6n

lineal para optimizar una funci6n objetivo. Esto frecuent,emente corresponde a la

maximizajci6n  de  lil  vclocidad  de  producci6n  de  biomasa  (tasa  de  crecimiento).

Para hacer  mds  preciso  este  calculo,  y  el  i'esultado  consistente  con  las  tasas  de

crecimiento, I.egistradas expel.imentalmente, se suelen utilizar clatos experimentales

de   flujos   met,al]61icos   cxternos   para  restringir   el   modelo,   poni6ndole.   1imites

minimos y maximos, como por ejeniplo a la tasa de consumo de fuente de carbono,

consumo cle oxfgeno, proclucci6n de metabolitos de fermentaci6n, etc.

Generalmente,  la reacci6n  de  biolmisa  corresponde  a la funci6n  objetivo,

puesto  es  la  fulici6n  que  el  proceso  de  optimizaci6n  busca  maximizar.  Existen

varias   funciones   objetivo   que   permiten   obtener   resultados   biol6gicamente

cohereutes,  y esto  es  de hecho una de las pl.incipales debilidades de. 6ste met,oclo
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puesto  supone introducir  arbitl.ariamente  una funci6n  objetivo,  lo  que limit,a el

arialisis  al  sesgo  que  e,1  investiga.dor  tenga  a  la  hora  de  elegir.  Otras  funciones

objetivo  utilizadas  soil  por  cjemplo:  marimizar  el  crccilniento  al  mismo  tiempo

que se minimiza lai suma de todos los flujos activos cl`el metabolismo o maximizar

kh  pi.oducci('tn  de  ATP  al  mismo  tiempo  que  se  minimiza  la  suma  de  todos  los

flujos act;ivos. Esta tiltima, fue la aproximaci6n ocupada.

El  grupo  clel  Dr.  Palsson  lleva  varios  afros  desarrollando  este  m6todo  y

actualment,e tienen un  fooJbo&. gratuito desarrollado en el software MatLab  (The

Mathworks,     Iiic.),     que     per.mite    I.ea.1izar     los     calculos     de     optimizaci6n

(Schellenbei.ger y col.  2011).  La i'iltima versi6n de este toolbox es:  COBRA 2.0.5,

que es la que se ocu|)6 en este estudio.

En t6I.minos de modelo dc E.  COZ?., se ocuparon tres. El modelo iJ01366 (Orth

y col. 2011), iAF1260 (Feist y col. 2007) y el modelo CORE, que es un subconjunto

de reacciones de Ivies centrales .y otras relevantes del modelo iAF1260.  Cada uno

de estos modelos tiene clifei.encias sustanciales que gelieran espacios de soluciones

distindos.   Una.  cle  las  di.ferencias  mds  remarcal)les  entre  el  Inoclelo  iJ01366  e

iAF1260 es el valor del ATP de mantenci6n fijado por ca(la modelo, en el I)rimer
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caso  es  de  3.15 mmol *peso seco g-i  *  h-1,  mientras que en el  segundo   es de 8.39

mmol*peso seco g-1  * h-1.

2.4.I    Calculo del ATp de, mantenci6n

Apai.te del ATP necesario para, la. generaci6n de macromol6culas, existe una

demaiida.   energ.6tica   basal   que   no   esta   asociada   al   cl.ecimieiito   (ATP   de

maritenci6n).  Ejemplos  de esta demai.Ida, es  el  costo  asociedo  a laL polimei.izaci6n

de pl.oteinas y  al reciclaje de la membrcana  (Feist, y  col.,  2007).  En el modelo,  el

valor  de  ATP  clc  mantenci6n  se  expi.esa  como  el  lfmite  inferior  del  flujo  de  la

reacc,i6n ATPM, la cual tiene la siguiente formula:

ATP + H20  + ADP + Pi + H+

El valor del ATP de mantellci6n se puede obt,eller experimentalmente desde

cultivos' continuos  (R,ussell y  Cook  1995)  o  tarnbi6n  se  I)uede  esf,imai.  con  FBA.

En  este  caso  corresponde  a  una maximizaci6n  del  flujo  a  trav6s  de  la reacci6n

ATPM   preselite   en   el   moclelo,   Io   que  tanibi6n   corl.espoiide   a  optimizar   el

I.endimieiito  dc  ATP.   Se  utiliz6  estc`  aproximaci6ii,  lueg.o  de  fijar  1'a  tasa  de

crecimiento  y  el  consumo  de  glucosa  a  los  valores  experimentales.   Una  'vez

obtenido lnediante optilnizac,i6n  el flujo maximo de ATPM,  este, valor se utiliza
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como restricci6n.  Est.a aproximaci6n ya ha sido utilizada exitosarnente en nuestro

grupo de investiga,ci6n (01avarria y col.  2014).

2.4.2    Incorporar los cocientes de flujo derivado de isotop6meros como
restricci6n en el analisis de balance de flujos

Este m6todo se basa incorporar directaniente los cocientes de fluj() a la matriz

estequiom6t,rica.    Una  vent.aja  de  este  enfoque  es  que  permite  incluir  mi'iltiples

cocientes de flujo simultc4nea,meilte y el problema de opt,imizaci6n es resuelto con

programaci6n  lineal.  Esta  incorpol'aci6n  a  la  matriz  estequiom6ti.ica.  se  realiza

mediante la reformulaci6n cle las ecuaciones estequiometrias ocupa.nclo metabolitos

art.ificiales.   Se  tomara  como  ejemplo,  el  cociente  de  flujo  "A"  para  la  serina

producida a trav6s cle la g`licolisis2`t:

2 * (t76 - t78 - #9)
#5 + 2 * c76 + #7 + v9

Reem|)lazando los flujos con el nombre de las reacciones:

2 `* CFBA -TKT2 -TAIA)
EDD + 2 * FBA + TKT1 + TALA

2JSchacehiiicapi6enciucelcocientcdetlujtt"A.`esconoeido,caleu!adoat)artii.del()sdatosexti.al'dosdeGC-MS'.
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Para construir la restricci6n de flujo en la matriz estequioln6ti.ica, primero

la ecuaci6n ant,erior se I.eordena, de la siguieute forma:

o=(A-1)FBA+(£)rJfri+(£+1)T4LA+(£)EDD+(1)I+fr2

A   continuaci6n,   se  afiade  una  nueva  fila  a  la  matriz   estequiometria

(metabolito a.i`tificial  "A").  En esta nueva filcl,  se al~ia,den cinco valores  (todos los

demas  valores  en  la  fila  son  cero).  En  la  columna  que  i`epresenta  la  reacci6n

catalizacla por FBA, el coeficiente afiadido a la matriz es "(A-1)".  En la columna

que  representa,  laL  reacci6n  catalizada  por  el  TKT1,  se  a.fiade  el  coeficieiite  de

"(A/2)",  y  asi  sucesivamente,  se  agrega  todos  los  coeficientes  de  la  ecuaci6n

asociados   a  las   I.eacciones   correspondientes.   Con   estas   adiciones,   cuando   la

ecuaci6n de ba.lance de flujos se resuelve,  la relaci6n cle flujos I)arti las reacciones

sera el valor del cociente A. isi el valor del cociente de flujo elegido no conduce a

un estado estacioiiario, ninguna soluci6n sera encontraclaL. Tanto individualmente,

como  en  conjunto,  los  cocient,es  de  flujo  ocupados  llevaron  a  encont,ran  estado

estacionario, es decir, soluci6n 6ptima que satisface las restricciones afiadidas.
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2.4.3    Muestreo  del  espacio  de  soluciones  usando  Monte  Carlo  por
cadenas de Markov

De acuer(lo  con  Schuetz y  colaboradores  (2012),  la mejor  representaci6n del

comportamient,o metab6lico seria una super.ficie de Pareto  donde los org`anismos

presentan un ci.ecimiellto sub-6ptimo respecto a dicha superficie.  A la luz de esta

informaci6n, se us6 el muest,reo del espacio de soluciones usando Mont,e Carlo poi.

cadenas  de  Markov  luego  de  act.ualizar  el  moclelo  usaiido  los  cocientes  de  flujo

calculaclos anteriormentc.

El muestreo del espacio de soluciones se us6 paLra evaluar la aplicaci6n, de los

cocientes  de flujo en el modelo:  1)  se obsel.v6  cuan restringido resulta el espacio

de soluciones y 2) se det,ermin6 el flujo particular de cada I.eacci6n en el modelo a

pa,rtir dc la distribuci6n de flujos mds I)robable.

El  muestreo  i.i`sando   el   alg`oritmo   Monte   Carlo   poi.   caclenas   de   Markov

(tcunbi6n coiiocido como "hit and run sampler") ha sido implement,a(1o en COBRA

con la funci6n lla.inada "gpsampler"  (Schelleiibei.ger, 2010). Brevemende, se inicia

el analisis t,omantlo las coordenadas de algr'm punto al azar dentro clel es|>acio de

solucioiies  y luego  este punt,o  se desplaza en  a,lg.urn clirecci6n  aza.rosa dentro  de

ese    mismo    espacio,    res.isti.andose   las    coordenadas    de   los    dost;iiios.    Cada.

componente de las cool.denadas de un punto corresponcle al valor cle flujo de una
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reacci6n en ese punto, se construyen histogi'amas de la canticlad (1e veces que algrin

pundo fue muestreado  dentro  de una subdivisi6n del I.ango de cada com|)onente

(rea,ccit'jn).  Generalmente cacla reacci6ii tendra una, distribuci6n normal,  el valor

medio  de la ga.ussiana inclicarf el valor cle flujo que fue muestreado mds veces y

por lo tanto el flujo mc4s |]robable de ocurrii`. En otras palabras, el valor de flujo

estimaclo  por  este  m6todo  corl.esponde  al  flujo  mds  probable  de  acuerdo  a  la

disti.ibuci6n   nor.mat   del   histograma   de   puntos   muestreados   res|)ecto   cle   la

g.eometrfa  del  espacio  de  soluciones.  0  dicho  de  oti.o  modo,  el  flujo  iestimado

corresponde  al  flujo  que  el  sistema,  en  est,e  caso  la  c6lula,  t,iene  mds  formas  tie

propiciar  (I.igura 9).
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Figura  9.   Determinaci6n   de  los  flujos  metab6licos  mediante   distintos  m6todos  de
simulaci6n. Se representa el espacio de soluciones simplificado a dos reacciones (Vi y V2)

y la tercera reacci6n es la funci6n objetivo.  El cfrculo verde representa la aproximaci6n
generalmente  usada en el  analisis  de  balance  de  flujos  que  minimiza  o  maximiza  una
funci6n objetivo dada por el investigador.  Los circulos amarillos representan el enfoque
del analisis de la variabilidad del flujo (FVA, siglas en ingl6s) , en el que los flujos maximos

y minimos a trav6s de cada reacci6n se calculan iterativamente cuando el flujo del objetivo
funci6n estf limitado  a su valor maximo.  Por ultimo,  los circulos rojos  representan un
muestreo de distribuciones de flujo mediante Monte  Carlo por cadenas de  Markov que

proporciona una distribuci6n de probabilidad para log flujos. Este ultimo enfoque no tiene
sesgo, ya que no se requiere el presupuesto de rna funci6n objetivo. Esta figura fue tomada
de Bordbar y col. 2014.
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3.  Resultados

3.1    Construcci6n de cepas con alteraciones en la producci6n

de NADPH.

Este   estudio   tiene   como   objetivo   medir   la   redistribuci6n   de   flujos

metab6licos  frente a una disminuci6n  del flujo  de  carbono  a trav6s  de OXPPP  y

observar   cambios   en   el   aporte   al   pooJ  de   NADPH   desde   otros   puntos   de

producci6n.  Para lograr esto, se construy6 una cepa cuya caracteristica principal

es tener alterado los aportes de NADPH en OXPPP a trav6s del fa7tocft-ott€ del gen

de   la,   transcetolasa   tk±A   (Atfa£A).   Ademds,   se   realizaron   dos   modificaciones

adicionales paralelas, tomando como cepa parental Atk±A, se afect6 1a producci6n

de  NADPH   dependiente   de   NADH,   eliminando   la  transhidrogenasa  PntAB

(deleci6n de los genes p7t€A y p7t£B), y se expres6  de forma heter6loga la enzima

NADH  oxidasa  (NADHox).   Las  cepas  generadas  y  sus  propiedades  gen6ticas

distintivas se enumeran en la tabla 1.

Para construir las cepas  fe7}ocL^-otif,  se reemplazaron los genes objetivo con

el gen de resistencia al antibi6tico kanamicina, mediante recombinaci6n hom6loga

por el met,odo de Datsenko-Wanner  (43)  (vcr secci6n materiales y m6todos  2.1).
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La   secuenciaci6n   de   los   Zoc"s   gen6micos   de   inter6s   confirm6   el   6xito   del

procedimiento  (figura 10).  Para generar la, doble mutante,  primero  se elimin6 el

gen  de  resist,encia,  dejando  una secuencia remanente  en  el  genoma,  para  luego

repetir  el  proceso  en  el  segundo  gen  objetivo.  A  ambas  mutantes  se  les  logr6

remover  el  gen  de resistencia a kanamicina.  A  esta  fa7?OCAA;A-ott* doble  se someti6  a

secuenciaciones, para comproba,r el reemplazo  (figura 10 a).

Tabla 1.  Cepas con alteraciones meta,b6licas y sus principales caracteristicas gen6ticas

Nombre de la cepa                Caracteristicas gen6ticas Origen

MG 1655                                         Parental Donado por el laboratorio
del   Dr. Palsson

A:tlckA

K7tocfa-ot4* del gen €ife4 de la

isoenzima transcetolasa A.
*fetA::FRT

Este estudio

K17tocfa-ottt de los genes p7i±A  y
Ap7t£AB                    p7}fB, de la transhidrogenasa de                      Este estudio

membrana. p7i€A y p7itB::FRT.

KTLock-out de los genes tlckA, pritA
A*A;*A  Ap7t±AB                   y p7afB.  *fa£A::FRT y p7btA y                             Este estudio

p7tfB::FRT.
Expresi6n heter6loga de la enzima

MG1655 NADHox           NADH oxidasa en el plasmido                       Este estudio

pTrc99A regulable mediante   IPTG

Affa£A  NADHOx

Expresi6n heter6loga de la enzima
NADH oxidasa en el plasmido

pTrc99A regulable por IPTG, en
un contexto gen6ticoi fa7iocfa-ot4t del

gen  tL.£A.  *k€A::FRT

Este estudio

Ver anexo tabla Sl para cepas intermediarias, del proceso
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3.  RESULTADOS

Para   la   expresi6n   heter61oga   episomal   de   la   enzima   NADH   oxidasa

(NADHox),  se us6 el pldsmido pTrc99A-NADHox que contiene el gen de la NADH

oxidasa.  El pldsmido fue totalmente secuenciado, comprobindose la presencia de la

NADH oxidasa y de la secuencia, de resistencia a ampicilina. El plasmido fue ocupado

para  transformar   la   cepa   silvestre   MG1655   y   la   cepa   fa7bock-ottt  Atk£A.   Estas

transformantes  fueron  seleccionadas  mediante  uso  de  ampicilina,,  y  su     analisis

mediante electroforesis en gel de agarosa,  comprobando su presencia en las cepas.

La expresi6n de NADH oxidasa apunta a disminuir la disponibilidad de NADH

intracelular.  En este sentido,  se ha observado que la disponibilidad de NADH tiene

una correlaci6n proporcional a la excreci6n de acetato  (Vemuri y col.  2006;  Holm y

col.  2010).  Si  se  compara  la  producci6n  de  acetato  de  la  cepa  Afk±A  expresando

NADH oxidasa,  con respecto a la cepa parental Atk£4, se observa una disminuci6n

de  aproximadamente  un  7597o,  lo  que  seria  coherente  con  la  disminuci6n  de  la

disponibilidad  de  NADH  en  la  cepa  que  expresa  NADH  oxidasa.  Ademds,  si  se

compara  la  tasa  maxima  de  crecimiento  de  la  cepa  silvestre  que  expresa  NADH

oxidasa con respecto a lo informado en literatura, se encuentra solamente un 897o de

diferencia entre ambas  (Vemuri y col.  2006).
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3.2    Determinaci6n  de  los  parimetros  fisiol6gicos  de  cultivos

en tasa de crecimiento maxima.

L.os parametros fisiol6gicos de los cultivos por baifch se determinaron mediante

cl.ecimiento en biorreactor.  Se realiz6 un seguimiento a la densidad 6ptica a 600 nm,

el  peso  seco y  la  cantidad  de  glucosa y  metabolitos  de  fermentaci6n  en  muestras

obtenidas  a  distintos  tiempos.  Con  estos  datos  se  calcul6  la  tasa  de  crecimiento

malcima en cultivos por bo*ch, el factor de conversi6n "f" de absorbancia a peso seco,

el consumo de glucosa y la producci6n de meta,bolitos de fermentaci6n. Se calcul6 el

factor "f" de conversi6n de a,bsorbancia a peso seco de 0,44 gramos de peso seco por

litro por unidad de absorbancia (figura 11). El experimento de factor de conversi6n

se replic6 para la cepa A±fa±A, en cultivos por  bcL€ch,  obteni6ndose el mismo valor.

El efecto en la tasa de crecimiento de la deleci6n del gen  tfa£A sobre distintos

contextos  gen6ticos  muestra que  todas  las  modificaciones  gen6ticas  que  alteran  la

homeostasis  redox  disminuyen  su  crecimiento  en  medio  minimo  M9  aer6bico  con

glucosa como tinica fuente de carbono (figura 12). En la cepa A€k€A, la tasa malcima

de crecimiento  baja en  aproximadamente un  10%  con respecto  a la cepa silvestre.

Las modificaciones gen6ticas que se generan sobre la cepa AtktA, presentan un rna,yor

efecto sobre la tasa de crecimiento, tal como se observa para las cepas AfktA Ap72±AB
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y  Affa±A  NADHox,  que,  disminuyen  'su  tasa,  de  crecimiento  en  un  1097o  y  un  3097o

comparado con la cepa Atk£A25, respectivamente.

f-0,44±0'03*I-
C3'

8
®

cO
C)
cO
®

fL
Abs 600nm

02468
Tiempo (h)

Figura 11. Curva de crecimiento de la cepa silvestre en modo Z)a;£ch. En el recua,dro se observa
el factor "f"  de conversi6n absorbancia a peso seco calculada.  *Representa el promedio y la
desviaci6n estfndar de al, memos 3 cultivos independient'es.

A  continuaci6n  se  midieron  la  tasa  de  consumo  de  glucosa  y  producci6n  de

metabolitos  de  fermentaci6n  en  cada  una  de  las  cepas.  Para  calcular  la  tasa  de

consumo de glucosa se construyen curvas que relacionan el peso seco de las bacterias

con el consumo de glucosa remanente en el cultivo por batch (figura 13).

•-'5 A lo largo de este trabajo se compararf las cepas Affa£A Ap7}£AB y Atfa£A NADHox contra la cepa AfLAtA, es

decir, su cepa parental desde la cual fueron generadas.
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3.  RESULTADOS

Al igual que lo  ocurrido  en la tasa de crecimiento,  los  cambios gen6micos

en  las  cepas  conllevan  una  variaci6n  en  el  consumo  de  glucosa.  El  dato  mds

relevante de esta medici6n es la disminuci6n, de la tasa de consumo de glucosa de

la cepa Afk£A, 1o cual podrfa, indicar un mecanismo de respuesta en el cont,rol del

consumo de glucosa a variaciones del flujo metab6lico a trav6s de OXPPP.

La    cepa    A*fa£A    Apt?€AB    disminuye    su    incorporaci6n    de    glucosa

comparindola  con  su  cepa  "parental"   Ap7}±AB  en  un   10%.   En  cambio,   con

respecto a la otra cepa "parental" Atk€A, esta aumenta el consumo en un 1297o.

La  cepa  AfktA  NADHox  disminuye  su  incorporaci6n  de  glucosa  un  8%

comparindola  con  su  cepa  "parental",  es  decir,  la  cepa  expresando  la  NADH

oxidasa  en  un  contexto  gen6mico  silvestre.  En  cambio,  con  respecto  a  la  cepa

Atfa£A, esta aumenta el consumo en un 2597o.

Con respecto  a la producci6n de metabolitos  de fermentaci6n en  cultivos

por  ba±c7} se detect6 en todos los casos solo la presencia de acetato  (figura 14).

Los   cambios   gen6micos   en   las   cepas   conllevan   una   variaci6n   en   la

producci6n de acetato, como se mencion6 en la introducci6n esta variaci6n es un

indicativo del m€±flboz3.c  ouer#ow.
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550555
-       MGlco5       2,8 ± 0,2
--+r---               A.A-t.1               4,4 ± o,3

•--o---     Aifei,4ApriA/j      o,6±o,2

•--V---Ath-tA NADHor     I,2±°,1                         A|

A^®,dew:vO :E  OTh o

0            0,3          0,6          0,9          1,2          1,5          1,8
Peso Seeo (g/L)

Figura 14. Tasa de producci6n de acetato en cultivo por bateh. En el recuadro se muestra
la tasa de producci6n de acetato27 medida en mmol * peso seco g-1 * h-1. Estos puntos son
obtenidos de al memos 3 cultivos independientes. No se muestran puntos de mayor peso
seco que 1,6 g/L, debido a que no tienen un comportamiento lineal con respecto a estas
curvas. El analisis ancova de estas regresiones lineales, con un P<0,05, muestran ser todas
significativamente distintas unas de otras.

Al comparar la producci6n de acetato de la cepa silvestre con respecto a la

cepa  A±k*A  se  observa  un  aumento  de  alrededor  de  un  6097o  en  la  mutante.

Concordante  con  este  aumento,  el rendimiento  de la producci6n  acetato  por  el

consumo  de  glucosa,   aumenta  desde  0,27  g/g  hasta  0,45  g/g.   Esto  podria

interpretarse como un indica,tivo, dado el fen6meno de me±aboJ8.c  otJerflo", que la

actividad  del  ciclo  de  Krebs  disminuye  en  esta  mutante,  ya  que  se  estaria

27 Se hace notar que el calculo de esta tasa de producci6n incorpora la tasa de crecihiento. El valor reciproco

de la pendiente de estas curvas son el rendimiento de acetato en glucosa.
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desviando una mayor parte del pil`uvato hacia la producci6n de acetato en la cepa

LLthiA.

En el caso de la producci6n de acetato la cepa Affa*A Ap7}±AB presenta, una

disminuci6n  de  casi  un  8097o  con  respecto  a  la  cepa  Atfa£A.   En  t6rminos  de

rendimiento,  se  calcul6  0,45  g/g  para  Afft±A  y  0,7  g/g  la  cepa  Atfa€A  Apya±Aj3.

Esta gran  diferencia entre  ambas,  es un indicativo  de la activaci6n del  ciclo  de

Krebs,  en  respuesta  a  la  falta  de  actividad  transhidrogenasa  en  la cepa  A€fa€A

ALPTitAB.

En  el  caso  de  la,  cepa  Afk*A  NADHox  6sta  disminuye  su  producci6n  de

acetato  alrededor  de  un  7597o  con  respecto  a  A±k£A.  Como  se  mencion6  en  la

introducci6n, 1a expresi6n de NADHox aumenta el flujo glicolftico en E.  coZ3.. Por

lo cual, una menor producci6n de acetato indicaria una actividad del ciclo de Krebs

aumentada en la cepa A€fa£A NADHox comparada con A€fa*A.

Comparada  con  la  cepa  silvestre,  todas  las  cepas  con  alteraciones  en  la

homeostasis redox disminuyen su rendimiento  de biomasa generada por glucosa

consumida.  Esto podrfa indicar  que la capacidad  de  producir  NADPH  en  estas

cepas  esta  impedida,  al  no  alcanzar  la  misma  product,ividad  que  en  la,  cepa

silvestre.  Esto  conllevaria  a  decir,   que  la  compensaci6n  en  la  producci6n  de
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NADPH  (la  redistribuci6n  de  flujos)  sucede  en  cierta  medida,  por  lo  cual,  1as

reacciones de producci6n de NADPH no son totalmente intercambiables (tabla 2).

Tabla 2. Parametros fisiol6gicos de la cepa silvestre y las cepas mutantes

Cepa                                 p                       Qs            y x/s Qo               Y  ace/s

MG1655                         0,63 ± 0,006           6,1  ± 0,4         0,57         2,8  ± 0,2             0,27

AtfatA                             0,57 ± 0,003           5,6  ± 0,3          0,56          4,4  ± 0,3             0,45

Ap7®±A.B                             0,56  ±  0,02             7,0  ±  0,3          0,43                n.I.                     n.r.

Atk£A  Ap7DtAB                    0,52 ± 0,03            6,3  ± 0,4          0,42          0,6 ± 0,2             0,07

MG1655 NADHox              0,47 ± 0,02           8,1 ± 0,9         0,32              n.r.                  n.r.

Atk£A  NADHox                   0,4 ± 0,01             7,5 ± 0,7         0,29         1,2 ± 0,1            0,14

Todas las mediciones son al memos en triplicado. p, tasa de crecimiento  (h-1);  Qs, tasa de
consumo de glucosa (mmol *peso seco g-I * h-1); Q„, tasa de producci6n de acetato (mmol
*peso seco g-1 * h-I); y x/s rendimiento de biomasa a partir del sustrato  (g * g-1);  Y ace/s

(g *  g peso seco-1). n.r.  = no realizado

Se encuentran publicadas las tasas de crecimiento de las cepas Apt?±4B y

MG1655  NADHox.  Los  resultados  obtenidos  presentaron  diferencias  con  estos

datos.  Con respecto a la cepa Apm±AB (0,45 h-1, tabla 2) hay una diferencia de un

2097o (Sauer y col., 2004) y con respecto a la cepa MG1655 NADHox (0,51 h-1, ta,bla

2)  se observa una diferencia de un 897o  (Vemuri y col.  2006).
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3.3    Condiciones  para  lograr  el  estado  estacional.io  en  el
analisis de balance de flujos ocupando parametros fisiol6gicos.
Relevancia del ATP de mantenci6n.

Los datos experimentales fueron usados para realizar analisis de balance de

flujos,  tanto  los  obtenidos  mediante  cultivos  por  bafcfa,  como  los  recolectados  en

cultivos  continuos.   Como  se  dijo  en  la  secci6n  de  materiales  y  m6todos,  este

aiialisis realiza una estimaci6n de los flujos intracelulares,  ocupando un conjunto

de  restricciones  experimentales  y  una  funci6n  objetivo,  la  cual  generalmente  es

biomasa.

For  otra  parte,  en  el  analisis  del  balance  de  flujos  metab6licos,  el  estado

estacionario significa que la optimizaci6n del modelo encontr6 una soluci6n posible

dentro  de  las  restricciones  impuestas  y  la  funci6n  objetivo  usada.  La  primera

aproximaci6n   que   tom6   este   trabajo   es   averiguar   si   los   datos   obtenidos

experimentalmente son concordantes con la obtenci6n del estado estacionario.

La funci6n objetivo  que se ocupa mayoritariamente  en las publicaciones es

la maximizaci6n de biolnasa.  Por lo cual, la cantidad de glucosa consumida es un

valor  critico  para  los  calculos  de  optimizaci6n  por  FBA.  El  limite  superior  del

valor  del  consulno  de glucosa que uno imponga como restricci6n  al modelo,  sera

siempre  el  que  el  modelo  ocupe.  En  otras  palabras,  es  16gico  que,  si  uno  esta
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optimizando la cantidad de biomasa producida, el consumo de la fuente de carbono

sera siempre la mas alta posible.

Por  otro  lado,  es  posible  fijar  la  tasa  de  crecimiento  al  valor  obtenido

experimentalmente y preguntarle al modelo cual es la minima, cantidad de glucosa

requerida para cumplir ese valor.  Si ese valor calculado es mayor,  que el medido

expel.imentalmente para la tasa de consumo de glucosa, se concluye que no existirf

estado estacionario usando ambos valores experimentales como restricciones.

El caso  contl.ario,  es  que la tasa de consumo  de glucosa sea sobreestimada

por el modelo, es decir, la tasa de consumo de glucosa medida experimentalmente

es mayor que la tasa minima predicha por el modelo, en cuyo caso, usando ambos

valores  experimentales  como  restricciones,  se  encontrara un estado  estacionario.

Sin embargo, este estado estacionario calcula que existe una parte de glucosa extra,

que se consume en ciclos futiles o generaci6n de metabolitos de fermentaci6n. Hay

que  recordar  que  no  puede  ser  acetato,  ya  que  es  otra  de  las  restricciones

experimentales de estas simulaciones.

El riltimo  caso,  el ideal,  serfa que la, cantidad  de glucosa minima predicha

sea  exactamente  el  va,1or  experimental,  con  lo  cual,  los  tres  valores  obtenidos
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experimentalmente (biomasa,, glucosa y acetato) puedan ser ocupados en conjunto

para dilucidar la distribuci6n de flujos metab6licos.

Ocupando  los  datos  experimentales  obtenidos  (tabla  2),  ademds  de  datos

extl.aldos  de  literatura,,  se  realizaron  calculos  de  optimizaci6n  ocupando  como

restricciones la tasa de producci6n de acetato y la tasa de crecimiento especlfica,

donde la funci6n objetivo es la minimizaci6n de la cantidad de glucosa consumida

(tabla 3).  Los modelos ocupados son:  iJ01366  (Orth y col.  2011), iAF1260  (Feist

y  col.  2007)  y  ,el  modelo  CORE,  que  es  un  subconjunto  de  reacciones  de  vias

centrales y otras relevantes del modelo iAF1260.

Si se compara las tasas de consumo minimas de glucosa calculados con cada

modelo, comparado con el valor experimental, este tiltimo es menor, es decir,   no

se  alcanza  estado  estacionario.  Como  se  observa,  1a  mayor  cantidad  de  casos

representan mediciones  del  consumo  de  glucosa que son menores  a las  mfnimas

I.equeridas  segiin  los  calculos  de  los  modelos.  Al  contrario,  cuando  se  alcanza

estado   estacionario,   el   valor   obtenido   para   la   glucosa   experimentalmente,

sobrepasa lo  calculado por el modelo, por lo tanto,  el modelo predice una rna,yor

biomasa generada.
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Tabla  3.  Comparaci6n  de  las  tasas  de  consumo  mfnimo  predichas  de  glucosa  segiin
distintos modelos y datos experimentales

Modelo

Predicci6n de
la tasa de

consumo de
glucosa minima

Tasa de           Tasa de
producci6n        consumo             Referencia
de acetato       de glucosa

a O RE                    Zj3±
iAFi26O                 an
i]O 1366                 as

2,5 6'1
Este estudio,

cultivo por  baifch

a O RE                      2±fiE

iAF1260                     242                               0                          2 , 5'2

iJ01366                  2j±

Este estudio, cultivo
continuo

CORE            RE / 8,7**
iAF1260              ±£4 / 8,3*                       5,8                         8,7

iJ01366            ±±g / 8,08*

Chen y col.  2011,
cultivo por batch

a ORE                     a±Efi

iAF1260                     8]ife                              3,15                         7,5                  Saner y col.  2004,
cultivo por  ba7tch

i]O 1 366                     z±se

CORE                    4±ai
iAF1260                     4±49                             o,o8                         4,o                Kayser y col.  2005,

cult,ivo continuoiJ01366                   4J2
Los valores con subrayado simple, corresponde cuando no se alcanza estado estacionario.
Los  valores  subrayado  doble  corresponde  cuando  se  alcanza  estado  estacionario.  Los
valores con asteriscos se obtienen una vez que se usa el valor de ATP de mantenci6n de
17,2   mmol*peso   seco   g-]*h-1   (Chen   y   col.   2011).   El   doble   asterisco  indica  el   iinico

modelamiento    donde    se    obtiene   concordancia   entre    lo    calculado   y   lo   medido
experimentalmente. Las unidades del consumo de glucosa y de producci6n de acetato son
mmol*peso seco g-1*h-1.

Por   otro   lado,   existen   casos   donde   se   obtiene   lo   contrario.   Esto   se

ejemplifica para los datos de la cepa silvestre publicados  (Chen y col.  2011), para

alcanzar la tasa de crecimiento de 0,58 observada experimentalmente, se necesita
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solamente  8,24-7,5  mmol*peso  seco  g-]*h-t,  por  lo  cual,  si  uno  impone  el  valor

experimental de 8,7 mmol*peso seco g-]*h-1  en todos los casos,  se  calcularia una

tasa de crecimiento mayor.

Ahora bien, se realiz6 un estudio sistematico de la capacidad predictiva de

varias  funciones  objetivos,  entre  ellas,  la  optimizaci6n  de  la  cantidad  de  ATP

producida, concluy6ndose que bajo la escasez de nutrientes en cultivos continuos,

1a  maximizaci6n  lineal  de  los  ATP  alcanza  la  mds  alta  precisi6n  predictiva

(Schuetz y col.  2007).  Atin mds,  en un caso presentado en la tabla 3,  se observa

que  el  ATP  de  mantenci6n  es  un  factor  importante  en  la  correlaci6n  entre  las

simulaciones y los datos experimentales.  Se inform6 que la cantidad de ATP que

participa  en  la  mantenci6n  de  los  procesos  celulares,  es  un  tercio  del  ATP

producido:  17,2  mmol*peso  seco  g-]*h-1  (Chen y  col.  2011).  Este valor  es  critico,

ya que en los modelos  CORE  e iAF1260,  el  ATP  de mantenci6n que viene por

defecto en el modelo es de 8,39 mmol*peso seco g-]*h-1 y en el modelo iJ01366 es

de  3,15  mmol*peso  seco g-]*h-1.  Esta discrepancia es  may  importante,  ya, que si

uno modifica el valor del ATP de mantenci6n hasta, el valor informado, la cantidad

de glucosa requerida por el modelo CORE, es igual a la cantidad informada en la
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publicaci6n.  En el caso de los otros  dos modelos,  la cantidad  de glucosa minima

se asemeja mds a lo medido experimentalmente.

En  conclusi6n,  se  muestra  la  relevancia  del  ATP  de  mantenci6n  como

funci6n  objetivo,  destacando  ademds,  que  el  uso  de  esta,  funci6n,  permite  la

optimizaci6n con 3 restricciones experimentales  (tasa de crecimiento, consumo de

glucosa y producci6n de acetato), comparado con las otras funciones objetivo, que

requieren,  o la tasa de crecimiento o el consumo de glucosa y que,  ademds, sean

susceptibles  de  variar.  En  el  mismo  sentido,  se  hace  hincapi6  en  que  se  ham

informado  en  liter.atura,  distintos  valores  para  el  ATP  de  mantenci6n,  lo  que

sugiere que no es un valor fijo, sino mds bien depende de las condiciones gen6ticas

de la cepa y/o ambientales del cultivo. Adicionalmente, en literatura se encuentra

que  el  uso  de  esta  funci6n  objetivo  se  ha,  probado  en  otros  organismos  como

Sciccfaaromgrc€s  c€7.€uiso.cbe y  Ocb7td8.da  tt±8.Ze.s  (van  Gulik  y  Heijnen  1995).

Por  otro  lado,  se  decidi6  ocupar el modelo i'J01366  para las simulaciones

que se mostraran en los pr6ximo acapites, por dos razones, 1) los resultados de la

optimizaci6n muestran una cercania mayor con los resultados experimentales y 2)
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es  el  modelo  estequiometrico  mds  actual  de  E.   coJo.  y  que  abarca  todas  las

reacciones conocidas de E.  coZc. hasta la fecha28.

3.4    La disminuci6n del consumo de glucosa como respuesta
a la restricci6n en el flujo de carbono en noxppp

Uno de los rasgos fisiol6gicos que caracteriza a la cepa 4tk£A es mostrar una

disminuci6n  en  el  consumo  de  glucosa  comparado  con  la  cepa  silvestre.  Para

entender  esta  disminuci6n  se  realizaron  variadas  simulaciones  ocupando  FBA

(figura 15).

100           80            60            40
%TKT

200

Figura '15.  Simulaci6n  de  la variaci6n  de la  partici6n  en  el  metabolitoi G6P  y  consumo
mfnimo  de  glucosa predicho  por  el  modelo  cuando  se  varia el flujo de las reacciones  de
transcetolaci6n.  Con los valores  de  20%,10%  y 0%,  no se encuentra estado estacionario.
Se usaron los datos experimentales de la A*k£A,  buscando el minimo consumo de glucosa

predicho por el modelo.  Las unidades del consumo de glucosa son mmol*peso seco g-]*h-
1

28 Los  modelos  usados  en  literatura,  especialmente  en  experimentos  de  I:`C,  carecen  de  ciertas  vias,  cuya

presencia  depende,  en  la mayori'a  de  log  casos,  a razoiles  de  simplificaci6n  de  calculos.  Ejemplos:  1)  No  se
considera la via  Entner-Doudoroff  (Ho]m  y  col.  2010);  2)  No  se  considera  la via  del  glioxilato  (.Jiao  y  col.
2003)`; 3) No se considera las transhidrogenasas  (Martinez y col.  2008)
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El   consumo   minimo   de   glucosa   predicho   por   el   modelo,   no   Gambia

sustancialmente   a,   medida   que   se   disminuye   el   flujo   en   las   reacciones   de

transcetolaci6n  en noxppp.  La, respuesta  que se  observa,  es  mas  bien variar  la

partici6n  del  flujo  en  el  nodo  G6P  disminuyendo  desde  un  3097o  hacia  OXPPP,

hasta    un     1097o    aproximadamente     (figura    15).     Como    las    observaciones

experimentales  y  de  calculo  de  estado  estacionario  no  se  condicen  entre  si,  se

dedujo  que el consumo  de glucosa,  como respuesta a la disminuci6n del flujo en

OXPPP,  podria deberse a que la partici6n en el nodo  del metabolito G6P  no sea

libre de variar  (figura 15).

3.5    Determinaci6n de los parametros fisiol6gicos de cultivos
en tasa de crecimiento fija.

Los   parinetros   fisiol6gicos   se   determinaron   a   una   tasa   fija   de

crecimiento  de  0,2  h-1  mediante  cultivo  continuo  en  biorreactor.  Se  realiz6  un

seguimiento a la densidad 6ptica a 600 nm,  el peso seco y la cantidad de glucosa

y metabolitos de fermentaci6n en muestras obtenidas a distintos tiempos.

Los  cultivos  contiiiuos  se  separan  en  dos  fases,  la  primera  es  donde  se

obtiene suficiente biomasa por el modo batch, para luego comenzar el recambio de

medio  a  la  tasa  de  diluci6n  deseada.  Para  asegurar  el  estado  estacionario  del
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sistema, se monitorea la absorbancia, del cultivo y la cantidad de oxfgeno disuelto

esperando  que estos  valores se estabilicen a medida que ocurran los tiempos  de

residencia (figura 16). Se realizaron los cultivos de las cepas: silvestre, Afk*A, 4fk±A

4p7afAB 'y Affa£A NADHox. En todos estos cultivos realizados se observ61a cin6tica

que se muestra en la figura 16, cuando se alcanza el estado exponencial tardio, se

da inicio a la, fase del cultivo continuo. Se observan oscilaciones de la absorbancia,

hasta  que  se  alcanza  un  valor  estable  alrededor  de  2,2  0D6oo]]]n.  En  el  caso  del

oxfgeno disuelto, 1a estabilizaci6n ocurre alrededor del 75-8097o. N6tese que en esta

curva,  se  observan  dos  picos,  uno  a  las  22  horas  y  otro  a  las  38  horas.  Estos

corresponden a los tiempos cuando el cultivo dejaba de recibir glucosa por un par

de minutos  (al intercambiar las botellas de los medios),. Para todas las cepas, las

muestras sacadas a, partir de cultivos desde la hora 10 en adelante, no se observ6

glucosa en el medio, indicando un consumo total del sustrato. Ademas, no se logr6

detect,ar metabolitos de fermentaci6n pasadas las 15 horas de cultivo. Al igual que

en cultivos por b¢£cfa, se obtuvo un factor de conversi6n "f" de absorbancia a peso

seco de 0,44, para las cuatro cepas evaluadas.
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0         5        10      15      20      25      30      35      40      45      50

Tiempo   (h)

Figura  16.  Curva  de  crecimiento  de  la  cepa silvestre  en  modo  continuo.  En  cfrculos  se
observa la absorbancia y  en lfnea,  continua el  porcentaje  de  oxfgeno  disuelto.  La  linea

punteada marca el tiempo en el cual se cambia al modo de cultivo continuo, alrededor de
las 6 horas. La flecha indica cuando ocurre el recambio al medio con la glucosa marcada
isot6picamente, luego de aproximadamente 5 tiempos de residencia.

Luego  de  aproximadamente  5  tiempos  de  residencia,  donde  se  observan

valores estables de los parinetros de cultivo, se realiza un recambio de medio con

la glucosa marcada isotopicamente,  en una condici6n se suplementa con 100%  1-

]3C-glucosa y  en otro  caso  con U-[3C-glucosa.  Se espera un tiempo  de residencia

para  extraer  las  muest,ras  para la  medici6n  de  distribuci6n  de  proporciones  de

isotop6meros en los aminoacidos pl.oteog6nicos.
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3.6    0btenci6n de  los cocientes de flujo a partir  del patr6n
de marcaci6n isot6pica de los aminoacidos proteog6nicos

Para dilucidar la redistribuciones de flujos, que ocurren en las  cepas con la

homeostasis   redox   perturbada,   se   us6   el   analisis   de   los   cocientes   de   flujos

metab6licos  (Fischer  y  Sauer  2003;  Fischer  y  col.  2004).  Como  se  explic6  en  la

secci6n  m6todos  2.3,  a,  partir  de  los  vectores  de  distribuci6n  de  masas  de  los

distintos  aminoacidos se puede calcular los vectores de distribuci6n de masas de

los metabolitos intermediarios y a partir de estos,  calcular los cocientes de flujos

(Emmerling y col.  2002;  Yang y col. '2003).  Se ejemplifica la obt,enci6n de uno de

ellos,  serina,  a  trav6s  de  glicolisis  (tabla  4).  Se  muestran  la  resoluci6n  por  la

izquierda de la divisi6n matricial en el recuadro  "command window"  (MatLab)

basandonos en la f6rmula ntimero 3 de la secci6n 2.3.4. Este resultado corresponde

al obtenido para la cepa silvestre. Para las demds cepas, el valor de la matriz 8 y

C son igua,1es, lo que cambia es el vector de distribuci6n de masas de la serina 1-

3.   El   resultado   se   puede   expresar   como   la   fracci6n   de   un   intermediario

originindose desde alguna via especifica para las cepas de A.  coZ8. estudiadas (figura

17).  Estos valores y sus errores estindar son obtenidos por el software FiatFlux

(Zamboni y col.  2005).
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Tabla 4. Obtenci6n del Cociente de flujo serina a trav6s de glicolisis para la cepa, silvestre.
Vector de Contribuci6n Contribuci6n Resoluci6n en ,MatLab

dist,ribuci6n de la glicolisis de 3 atomos I.9~apHrE,§nwgw¥{i`!l.#.pnd"+v;Jh,..{"£`_i..\.`di*.3.`ivn§*`i.`...`,+ch~iL..*rfe

de masas de al poo' de de carbono >>   SER1_3=[0.696   0.286  0.018   0.001],.
>>  z3=[o.qgg   0.5oo   a.oil   o.ooo3;,

serina serina sin marcar >>  c=[o.968  a.03i  a.goo  o.ooo];

MDVAA,SER1-3 MDVGLI MDVED,PPP
>>  .RE= (SERi3-C) / (B'-C}

0,696 0,489 0,968 RE-
0,2860,018 8-  ::::: c-  :;::: `` t`,                0-5563

0,001 0,000 0,000

El vector MDVGL| corresponde a la contribuci6n de la glicolisis al pooZ de la

serina,  es  la  combinaci6n  entre  un  50%  de  3  atomos  de  carbono  con  la  marca

isot6pica en el carbono  1 y un 5097o de 3 atomos de carbono sin marcar. El vector

MDVED,ppp es  igual  a 3  atomos  de carbono sin marcar.  Si se supone una pureza

del sustrato del 99%,  ambos MDV pl.esentan id6nticos valores en todos los casos.

Como  se  observa,  el  valor  obtenido  es  de  0.5563,  que  es  representado  en forma

porcentual  en  la figura  17  como  la  primera  columna  del  grffico  bajo  el  r6tulo

"serina a trav6s de glicolisis" de la cepa silvestre.

Se  logr6  determinar  4  cocientes  de  flujo,  tres  de  los  cuales  provienen  de

experimentos con  10097o de glucosa marcada en 1-]3C y uno  (el limite superior de

la  cantidad  de  PEP  a  trav6s  de  PPP)  que  proviene  de  experimentos  con  2097o

glucosa marcada uniformemente y 8097o de glucosa sin marcar (figura 17).
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EE    Silvestre

EH    AtktA

EE    AtktA/ApntAB

EE    AtktA/NADHox

* Piruvato   a * F o s fo e n o I- F o sfo e n o I-

travesde            travesde  Entner     piruvatodesde       piruvatoatraves

Glicolisis                      Doudoroff                 oxaloacetato               de   ppp   (ub)

Figura  17.  Origen de los  intermediarios  metab61icos en las  cepas  de  E.  coj¢ estudiadas.
Los   calculos   se   realizaron   a   partir   del   "toolbox"   FiatFlux  para   Matlab.   El   error
experimental se estim6 a partir de distribuciones de masas redundantes, distintas formas
de preparaci6n de la muestra derivatizada y distintos m6todos  de obtenci6n de datos a

partir del GCMS. Los asteriscos indican los resultados obtenidos a partir de experimentos
con  10097o  [1-[3C]  de  glucosa.  PEP  a  trav6s  de  PPP  (ub  o  limite  superior)  se  obtuvo  a

partir  de experimentos  con  2097o  [U-t3q]  y  8097o  glucosa sin  marcar.  La estrella sobre  las
barras indica una diferencia estadisticamente significativa (prueba tukey, P 5; 0,01) entre
la cepa silvestre y cada una de las modificaciones realizadas a las demds cepas.

Si se compara la fracci6n de serina, I)roducida a trav6s de la glicolisis para la

cepa  silvestre   con  respecto   a  la   cepa  Atk±4   no   se   observa  una   diferencia

significativa.  En cambio,  la cepa A€kfA  Ap7i£AB y  A€fa*A  NADHox aumenta un

1997o  y  un  1397o  respectivamente  con  respecto  a  la  cepa  silvestre.  Esto  es  una
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evidencia  experimental  de  que:  1)  la  restricci6n  del  flujo  a  trav6s  noxppp  no

afectarfa de forma significativa la partici6n en el metabolito  G6P,  2)  en la cepa

Afkt4 Ap7}t4B Ia glicolisis presentaria un mayor flujo, y probablemente un ciclo

de  Krebs  mds  activo  3)  La  cepa  A€fa±A  NADHox  aumenta,  su  flujo  glicolitico,

coherente con el hecho de que la actividad NADH oxidasa compite directamente

con  la disipaci6n  del  gradiente  de  protones  en  la  membrana,  pudiendo  evaluar

como  esa  disminuci6n  afecta  la  disponibilidad  de  NADH  para  la  actividad  de

PntAB.

Si se compara la fracci6n del piruvato producido a trav6s de la via Entner-

Doudoroff para ]a  cepa silvestre,  con respecto  a  la  cepa  Afk£A,  se  observa  una

diferencia  significativa  de  mds  de  3  veces  de  aumento  en  la  cepa  Atfa±A.  Si  se

observan las otras cepas estudiadas,  AfktA  Ap7it4B  gr Affa±A  NADHox,  tambi6n

se  observa un  aumento,  aunque  en menor  medida,  con  2  veces  de variaci6n  en

ambos casos.  Este aumento representa evidencia experimental de un mayor flujo

a trav6s  de via Entner-Doudoroff en las  cepas  que presentan  una restricci6n  al

flujo a, trav6s de noxppp.

En  el  caso  de  la,  cantidad  de  fosfoenolpiruvato  que  es  producido  desde

oxaloacetato  se  observa  que  entre  la  cepa  silvestre  y  la  cepa  A£*€A  no  existen
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variaciones  significativas.   Sin  embargo,  las  otras  dos  cepas  estudiadas,  Atfa£A

Ap7}±AB gr Afk£A NADHox7 presentan aumentos significativos de un 7% y un 597o,

respectivamente.  Este aumento podria indica,r una evidencia de rna,yor actividad

del ciclo de Krebs.

En el caso del fosfoenolpiruvato producido a trav6s de PPP,  es importante

notar que este cociente de flujo es un li'mite superior  (ver m6todos),  es decir,  que

cualquier valor que tome por debajo de este limite, esta permitido como soluci6n

de la, optimizaci6n. En t6rminos practicos, este cociente no fue usado directamente

como  restricci6n,  sino  como  un  valor  a  comparar  luego  de  la  optimizaci6n.  En

todos los calculos realizados, se obtuvieron valores menores a este cociente.

Con la informaci6n de los cocientes de flujo se realizaron nuevas simulaciones

(tabla  5),  usando  la  maximizaci6n  del  ATP  de  mantenci6n29 como  una  de  las

funciones objetivo, realizando una comparaci6n entre los valores obtenidos sin y

con el uso del cociente de flujo.

29 Reacci6n del ATP de mantenci6n. ATP + H20 --> ADP + H + Pi
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Tabla  5.  Simulaciones  en  la  cepa  silvestre  optimizando  tres  funciones  objetivo  con  los
datos experimentales de los cultivos continuos.

Minimizar la           Maximizar la           Maximizar el
tasa de consumo             tasa de                     ATp de

de glucosaA              crecimientoB             mantenci6nc
Sin CF* 2'13 0'24 12'4

Con CF 2,38 0'21 6,2
*CF (cociente de flujo)
A Varma y col.  1993

8 }' a Schuetz y col.  2007

Al  comparar  la  optimizaci6n  realizada  cuando  se  minimiza  la  tasa  de

consumo  de glucosa,  con y sin presencia del cociente  de flujo,  se observa que el

consumo  de glucosa aumenta en el  caso  de  usar  las restricciones  adicionales.  Se

remarca  que  el  valor  de  2,38  mmol*peso  seco  g-]*h-1  se  aproxima  mds  al  valor

experimental  obtenido  de  2,52  mmol*peso  seco  g-]*h-1.  En  el  caso  de` la tasa  de

crecimiento,  sucede  algo similar,  donde   el valor  de 0,21  h-1  se asemeja mds a la

tasa  de  crecimiento  fijada  en  el  cultivo   continuo   0,2  h-1.   En  el  caso   de  la

optimizaci6n usando como funci6n objetivo el ATP de mantenci6n, se observa que

existe una menor cantidad de ATP producido en el caso del uso del cociente de

flujo. El valor de 6,2 mmol*peso seco g-[*h-1 esta mucho mds cercano dd valor que

fija el modelo iJ01366 por defecto  (3,15 mmol*peso seco g-]*h-1).
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3.7    Distribuciones de flujos metab6licos mediante el uso de
cocientes  de flujo y muestreo con Monte  Carlo pop cadenas
de Markov.

Para obtener distribuciones de flujos metab6licos en las cepas estudiadas se

realiz6 un muestreo del espacio de soluciones mediante el m6todo de Monte Carlo

por cadenas de Markov usando los cocientes de flujo provenientes de experimentos

]3C como restricciones  adicionales ademds de la tasa de crecimiento,  consumo de

glucosa y producci6n de acetato. De forma relevante cabe destacar que este m6todo

no tiene sesgo, ya que no necesita la elecci6n de una funci6n objetivo, ademds, es

capaz  de  explorar  el  espacio  de  soluciones  sub-6ptimo.  Se  hace  recordar  que  al

coniparar  los  valores  experimentales  con la superficie  de  Pareto  (simulados),  se

obtiene que la bacteria esta en una estado sub-optimo  (Schuetz y col. 2012).

En una simulaci6n realizada se observa la reacci6n ICDH en la cepa silvestre

con una tasa de crecimiento de 0,2 h-1 en dos condiciones, donde se usa solamente

las  restricciones  de  intercambio  con  el  medio  y  la  tasa  de  crecimiento,  y  otra,

donde ademds de lo anterior, se modifica la matriz estequiom6trica con los valores

de cociente de flujo extraldos desde los experimentos de ]3C (figura 18, figura 19).
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Figura  18.  Histogramas  del  flujo de la reacci6n ICDH  en la cepa silvestre mediante el
m6todo Monte Carlo por cadenas de Markov.  Sin uso de cocientes de flujo  (azul).  Con
uso de cociente de flujo (rojo). Las lineas punteadas son las soluciones optimas calculadas
usando  la  maximizaci6n  del  ATP  como  funci6n  objetivo.  En  el  cuadro  se  muestra  el
coeficiente de variaci6n (CV). Primero se realiza una prueba chi-cuadrado de bondad de
ajuste  para  conocer  si  la  distribuci6n  del  histograma,  corresponde  a  rna  normal.  EI
coeficiente de variaci6n muestra cuan dispersos estin los valores en torno al promedio.
Un valor alto indica mayor dispersi6n y, al rev6s,  un valor mds bajo indica una menor
dispersi6n del histograma frente al promedio.

Este analisis tiene varias implicaciones,  el uso de los cocientes de flujo:  1)

restringe  el  espacio  de  soluciones,  2)  canbia  el  valor  del  6ptimo  calculado,  3)

cambia  el  valor  medio  de  la  gaussiana  que  indica  el  valor  de  flujo  que  fue

muestreado mds veces y 4) cambia la forma del histograma presentando una menor

dispersi6n de los datos en torno al promedio, en otras palabras, su CV tiene un

84



3.  RESULTADOS

valor menor 0,08,  comparado con 0,14.  El valor de flujo que fue muestreado mds

veces,  en otras palabras,  la media del histograma,  fue ocupado como el valor en

los mapas de flujo metab6lico  (figura,18).

Los flujos metab6licos medidos son afectados al usar los cocientes de flujo si

se  observan  los  resultados  para  un  conjunto  de  las  reacciones  presentes  en  el

modelo.  En algunos casos, el espacio de soluciones resulta restringido al punto de

que solo  existe  una soluci6n.  En  otros,  el  histograma ca,mbia de forma y/o  sus

linites inferior y superior, resultando otro flujo metab6lico mds probable  ('figura

19).

Los resultados muestran que lo primero  a considerar es  que la eliminaci6n

del  gen  tk€A  afecta  el  flujo  a  trav6s  de  OXPPP.  Aunque,  no  de  la  forma  que

esperabamos, ya que se ha visto en varias publicaciones, ademds de simulaciones,

1as enzimas G6PDH y 6PGDH tienden a aumentar o disminuir en forma conjunta

(Holm y col., 2010; Martinez y col., 2008;  Zhao y col.,  2004).  En este caso, el flujo

a  trav6s  de  G6PDH  no  es  mayormente  a,fectado,  e  incluso  contra  lo  esperado,

aumenta ligeramente  de  un  4797o  a un  5097o,  si  se  compara con  la cepa silvestre.

Por otro lado, el flujo a trav6s de 6PGDH se ve disminuido notoriamente,  de un

4097o  hasta  un  2597o.  Asf,  si  se  compara  la  cepa  silvestre  con  la  cepa  AtktA  se
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observa inmediatamente,  que el principal efecto de restringir el flujo a trav6s de

noxppp es el aumento del flujo a trav6s de la via de ED,  a,umentando de un 797o

hasta un  2597o.  Este efecto se observa en las  otras  dos  cepas,  AtktA ApntAB y

AtktA NADHox, con 1597o y 1797o respectivamente. Los efectos sobre la producci6n

de NADPH se analizarin a la luz de las bifurcaciones (figura 20).

Como se mencion6, las reacciones de producci6n de NADPH se encuentran

en una de las ra,mas de bifurcaciones de las vfas metab61icas.  En estos t6rminos,

el efecto fisiol6gico de mutar la transcetolasa A (£k€A), tiene una claro impacto en

la pa,rtici6n del metabolito 6PG  (la producci6n de NADPH baja de un 85% a un

5097o con respecto a la cepa silvestre) e ICT (la producci6n de NADPH baja de un

6497o  a un  51%  con respecto  a la cepa silvestre),  sin embargo,  es  casi nula sobre

G6P  que se mantiene all.ededor de un 5097o  en ambos casos.  Esta disminuci6n en

la producci6n de NADPH en 6PGDH e ICDH tiene una compensaci6ii, directa en

la producci6n de NADPH mediante la transhidrogenasa,  que sube desde un  1397o

hasta un 3897o, como se observa, en la figura 19.  Por otro lado, la bifurcaci6n en el

metabolito  malato,  en  t6rminos  de  porcentaje  no  presenta  ninguna  diferencia

(tabla 6).
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Tabla 6. Porcentaje de partici6n de bifurcaciones asociada a la producci6n de NADPH en
E.  coil.

Particiones de flujo             Silvestre                    AfktA               Afk£A/Ap7}£AB      Afk£A/NADHox

F6P

5297o/48% 49%/5197o 6697o/34% 59%/41%

KDPG

1597o/85% 509ro/50970 4597o/55% 42%/58%

OAA

10097o/0% 100%/0% 10097o/0% 10097o/0%

Glioxilato

36%/6497o 4997o/5197o 4%/96% •r-'-H®,/r/T.J:|.`

Los porcentajes de flujo estin normalizadus con respecto a la bifurcaci6n en particular.
El porcentaje asociado a la deshidrogenasa productora de NADPH se muestra en azul.

Cuando  se  estudia  la  partici6n  con  respecto  a  las  modificaciones  realizadas

sobre la cepa At*£14, es decir, las cepas AfktA Ap7}tAB y AtktA NADHox, se observa

que en ambas existe un impacto en la bifurcaci6n del metabolito G6P,  donde se

observa un mayor flujo glicolitico.  A pesar de esta disminuci6n del flujo a trav6s

de OXPPP,  el efecto observado en la bifurcaci6n de 6PG,  se mantiene cercano a

un 5097o. La principal diferencia entre estas dos cepas, es en el flujo a trav6s de la

89



3.  RESULTADOS

bifurcaci6n en ICT.  Como se observa en la cepa A±fa±A  Ap7i£AB existe una caida

del flujo desde un 4997o hasta un 497o. Esta caida del flujo tiene que ver directamente

en que la producci6n de NADPH a trav6s de la trasnhidrogenasa no es posible y

para cumplir los requerimientos se necesita producir el NADPH por la ICDH, que

sube su aporte porcentua,I desde un 5197o hasta un 9697o.
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4.  Discusi6n

En  todos  los  organismos  vivos  las  vias  metab6licas  poseen bifurcaciones  del

flujo de carbono que permiten distribuirlo en distintos intermediarios necesarios

para la bios{ntesis.  En organismos heter6trofos como j7sc7}€7%.c7ao.a COZ?., la oxidaci6n

de  glucosa  a  piruvato  puede  ocurrir  mediante  la,  via  de  Embden-Meyerhoff

(glicolisis), via de las pentosas fosfato  (PPP)  o la via de Entner-Doudoroff (ED).

Los    mecanismos    que    determinan    los    porcentajes    de    partici6n    en    estas

bifurcaciones,   adn   no   se   encuentran   totalmente   explicados,   y   mds   arin,   la

predicci6n certera de cual sera la partici6n luego de alguna modificaci6n gen6tica,,

del nutriente, o ambiental, esta lejos del estado del arte. Actualmente, el impacto

en  la  fisiologfa  de   cada  uno   de  los   carnbios   debe   ser   aparejado   con   datos

experimentales   que   muestren   el   efecto   sobre   la  redistribuci6n   de   los   flujos

metab61icos.

4.1    Determinaci6n de la redistribuci6n de flujos metab6licos
en tasa de crecimiento fija y maxima

Este  trabajo  trata  principalmente  de  la  redistribuci6n  de  flujos  dado  por

cambios  gen6ticos  que  afectan  la  producci6n  de  NADPH  a  nivel  de  las  vias
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centrales.    En   una   primera   aproximaci6n   al   impacto   de   los   cambios,   se

cuantificaron los parinetros fisiol6gicos de las cepas estudiadas en condiciones de

cultivos por bcb*cfa. Estos resultados mostraban diferencias significativas en la tasa

de   crecimiento   maxima,   (ii]],ax)    entre   las   distintas   cepas.   Determinando   la

distribuci6n de flujos metab6licos en esas condiciones, no solo se observa el efecto

de  la  perturbaci6n  gen6tica,  sino  ademds,  '1a  diferencia  en  la  demanda  para

biosintesis  de los  distintos intermediarios,  que es  dependiente de la velocidad  de

crecimiento.

Por otro lado, en cultivos continuos, se fij6 1a tasa de crecimiento a un mismo

valor  de 0.2 hr-1, logrando asf mantener el mismo requerimiento de intermediarios

para biosintesis.  En  este mismo  sentido,  se  us6  una concentraci6n  de 2  g/L  de

glucosa, la cual es consumida en su totalidad en todos los experimentos realizados.

Esto fue verificado mediante la medici6n de la, concentraci6n de glucosa por HPLC

en el medio  de cultivo,  que fue cero  en t,odos los casos una vez alcanzado la fase

estable del  crecimiento continuo en el 5to recambio  del medio  de cultivo.  Por lo

cual,  se puede decir,  que dos parametros muy relevantes a la hora de evaluar la

redistribuci6n  de flujos metab6licos en las cepas mutantes,  fueron fijados por el

experimentador y en conclusi6n, se puede afirmar que los cambios observados en
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la   redistribuci6n   de   flujo   metab6lico   son   solo   consecuencia   directa   de   las

modificaciones  gen6ticas  realizadas.  El  beneficio  adicional  de  no  usar  una  alta

concentraci6n    de    glucosa,    necesaria   para   obtener    malcima   velocidad    de

crecimiento, es la disminuci6n del costo econ6mico en la fase experimental en que

se usa la glucosa marcada isot6picamente.

4.2    Sobre  el  estudio  de  los  efectos  en  la  partici6n  de  los
flujos   metab6licos   asociados   a   cambios   en   la   vfas   de
producci6n de NADPH

En los casos reportados en literatura, las bifurcaciones o particiones del flujo

de  carbono  se ham  estudiado  mediante la, eliminaci6n  de alguna  de las  enzimas

presente en una de las ra,mas  (Holm y col.  2010, Nicolas y col.  2007, Sauer y col.

2004, Zhao y col., 2004), en efecto, linealizando el flujo a trav6s de la rama restante

y, por ende, alterando la conectividad de la red metab6lica. Es decir, iel porcentaje

de partici6n obtenido siempre es 10097o para la enzima remanente y 097o para la via

cuya enzima fue eliminada. Para entender los factores que determinan la partici6n

del  flujo  de  carbono,  las  bifurcaciones  estudiadas  debieran  modificadas  de  tal

forma,,    que   sea   posible   obtener   valores   de   partici6n   intermedios.    Siendo

consecuentes con este punto de vista, realizamos una, perturbaci6n indirecta de las

bifurcaciones presentes en OXPPP, en el nodo de la glucosa 6-fosfato y en el nodo
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del 6-fosfogluconato, mediante la disminuci6n de la velocidad de una reacci6n rio

abajo  de  estas  bifurcaciones.  Dado  que  A.   coZo.  posee  dos  isoenzimas  para  las

reacciones  de  transcetolaci6n  en  noxppp,  1a  deleci6n  de  una  de  ellas  debiera

permitir  disminuir  el  flujo  de  la  rama  oxidativa  sin  llegar  a  cero.  Con  esta

estrategia abordamos la pregunta central de la tesis,  G Ottcfjes so7t Zos e/€c*os  €7t Jcb

pa;rfuct6rL  de fhajo  mctab61,i,co  a,sock,ados  a, via,s  de produect6TL  de  NADPH,  cucundo

§e ha di,smi;"itd,o  al fowjo  de co;rbono por no@PPP?

La   partici6n   de   flujo   podria   ser   tomado   como   un   efecto   local,   dado

simplemente por las concentraciones de los sustratos y productos, y las constantes

cin6ticas  de  las  enzimas  presentes.  Sin  embargo,  se  ha  observado  que  pequefios

cambios puntuales,  generalmente tienen un efecto  sobre toda la red metab6lica.

Esto es particularmente cierto para metabolitos que estin altamente conectados

como  los   cofactores   NAD(P)(H).   Al  modificar  alguna  via  de  producci6n  de

NADPH,   se   espera   que   otros   puntos   de   producci6n   respondan   de   manera

compensatoria si la demanda anab6lica permanece constante.
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4.3    Uso de los cocientes de flujo como restricciones y el ATP
de   mantenci6n   como   funci6n   objetivo   en   Fztta;   BCLZcmc€
Anakyszs

Las   ecuaciones   de   los   cocientes   de   flujo   dependen   directamente   de   las

reacciones consideradas en el modelo y de la marcaci6n isot6pica de la fuente de

carbono. Se calcularon 4 cocientes de flujo, 3 de los cuales son obtenidos con 100%

1-]3C-glucosa y el restante con 8097o  glucosa sin marcar y  20%  U-[3C-glucosa.  Sin

embargo,  en  estas  condiciones  hubiese  sido  posible  obtener  cocientes  de  flujo

adicionales.  Por ejemplo,  en una publicaci6n del grupo de Sauer,  se observa que

bajo  el  mismo  protocolo  de marcaci6n isot6pica lograron obtener  9  cocientes  de

flujo para el modelo de E.  coZo. (Fischer y Saner, 2003). Con esa cantidad de datos

es  posible usar  FiatFlux y  estimar  directa,mente la distribuci6n  de flujos  en las

vfas centrales.  En nuestro caso, tuvimos que rechazar algunos de los cocientes de

flujos  cuya desviaci6n estandar fue muy grande,  1o  que impidi6 seguir el mismo

procedimiento. Sin embargo, los cambios en la distribuci6n de flujos pudieron ser

observados mediante una combinaci6n de dos metodologias relativamente nuevas:

el  m6todo  FBrAtio  (Choi  y  col.  2007;  MCAnulty  y  col.  2012),  que  se  basa  en

incorporar  directamente  los  cocientes  de  flujo  a la  matriz  estequiom6trica,  y  el
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muestreo del espacio de soluciones mediante el algoritmo Monte Carlo por cadenas

de Markov (Haverkorn, 2012).

Debido a que el uso de esta combinaci6n de metodologfas no ha sido descrito

previamente en la literatura, exploranos c6mo los cocientes de flujo restringen el

espacio   de   soluciones.   Asi,   en   la   figura   17,   el   histograma   coloreado   azul

corresponde al muestreo de soluciones sin usar cocientes de flujo y, por el contrario,

usandolos se obtiene el histograma coloreado en rojo. Este resultado muestra que

la introducci6n  de cocientes  de flujo restringe notablemente el rango  de valores

posibles de los valores de flujo maximo y minimo (eje x del histograma).

Por otra parte, se altera, para la gran mayoria, de las reacciones, el valor del

flujo mds probable  (pico  del histograma).  Tambi6n  en la mayor parte  de casos,

usando  las  restricciones  de  cocientes  de  flujo,  el  pico  del  histograma  coincide

estrechanente con el flujo 6ptimo que resulta de minimizar el ATP de mantenci6n,

de acuerdo con el protocolo convencional del FJtt£ BaiJa7}c€ A7?azgrsc.5. Se hace notar

que en pocos casos ocurre que en los histogramas generados, al comparar el grffico

azul y rojo, el limite maximo y el lfmite m'nimo de flujo no se alteren. Sin embargo,

en todos los  casos se observa que el  estadigrafo,  coeficiente de variaci6n  (CV)30,

:'° El coeficiente de variaci6n solo es posible calcularlo luego de una prueba de bondad de ajuste, que

establece si los datos presentan una distribuci6n normal.
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que se define como un valor que indica la dispersi6n de datos en torno al pl.omedio,

disminuye su valor al hacer uso de los cocientes  de flujo.  Esto indica una menor

dispersi6n  de  datos,  por  lo  cual,  picos  mas  aguzados.  Se hace  notar  que si  bien

algunas reacciones pueden no variar en su minimo y mirimo de flujo,  el espacio

de soluciones si varia, ya que este dltimo es I.esultado de todos los flujos que estin

presentes en el modelo.

Se  mapearon  los  flujos  mds  probables  obtenidos  usando  cocientes  de  flujo,

pues  contienen el maximo nivel de informaci6n fisiol6gica sin el sesgo del uso  de

una funci6n objetivo  (figura 19).

Finalmente, tomamos la decisi6n de usar el ATP de mantenci6n como funci6n

objetivo en la estimaci6n de flujos intracelulares ocupando datos experimentales

de cultivos continuos debido a tres razones. El valor del ATP de mantenci6n varia

dependiendo de las condiciones fisiol6gicas en que se encuentre la c61ula.  Esto ha

sido medido para el caso de j7.  coZo. en un contexto fisiol6gico aer6bico  (17.2 mmol

*peso seco g-1  *  h-1)  y anaer6bico  (16.4 mmol *peso seco g-1  *  h-1)  (Chen y col.

2011).  Los valores  del ATP  de mantenci6n en los  distintos modelos  que  existen

son muy diferentes.  En el caso del modelo de jF.  coJo. iAF1260  (Feist y col.  2007)

es de 8.39 mmol *peso seco g-1  * h-1 y en el modelo iJ01366  (51) es de 3.15 mmol
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*peso seco g-1  * h-1,  es decir, memos de la, mitad del valor del primer modelo. Y,

por  riltimo,  permite  la  optimizaci6n  con  3  mediciones  experimentales  (tasa  de

crecimiento,  consumo  de  glucosa,  y  producci6n  de  acetato),  comparado  con  las

otras funciones objetivo,  que requieren,  o 1a tasa de crecimiento o el consumo de

glucosa est6n susceptibles de variar.

Tomando en cuenta todo lo anterior, se concluye que el ATP de mantenci6n

deberfa ser un parinetro a medir experimentalmeute para cada una de las cepas

generadas.  Sin  embargo,  requiere  en  t6rminos  experimentales  variar  la  tasa  de

crecimiento en cultivos continuos, lo que lo hace un parfmetro

4.4    Impacto  de  la deleci6n  del  gen  tfe£A  en  la partici6n  de
los  flujos   metab61icos  asociados   a  vfas   de  pl.oducci6n   de
NADPH

Para medir los efectos en la, partici6n de flujo metab6lico asociados a vias

de  producci6n  de  NADPH  cuando  se  ha  disminuido  el  flujo  de  carbono  por

noxppp, se midi6 experimentalmente la distribuci6n de flujos metab61icos en las

vias  centrales  de  las  cepas  de  E.   coZo. silvestre,  Atk€A,  Atk±A  Ap7}€AB y  Afk±4

NADHox en cultivos continuos. Recordando la, hip6tesis, "1a disminuci6n del flujo

en noxppp, como consecuencia de la deleci6n de tk±A, afectara las particiones del

flujo  metab6lico  presentes  en  OXPPP,  activando  la via  de  Entner-Doudoroff en
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presencia de glucosa y conllevara a una redistribuci6n de flujos en las vias centrales

como respuesta compensatoria a cambios en la producci6n de NADPH, siendo la

reacci6n  transhidrogenasa la respuesta primaria".  A  la  luz  de  los  resultados  se

puede decir que, en cultivos continuos,  al restringir el flujo a trav6s de noxppp,

hay un efecto en la partici6n de flujo en el nodo 6PG, disminuyendo la producci6n

de NADPH en la enzima 6PGDH y activando ED.

Como se mencion6 en la introducci6n, cuando se mide los flujos intracelulares

en OXPPP en distintos contextos gen6ticos, ambas enzimas NADPH productoras,

G6PDH  y  6PGDH,  tienden  a  aumentar  o  disminuir  en  forma  conjunta.  JSolo

cuando se elimina el gen g7}d ocurre una activaci6n de ED,  es decir,  en esa cepa,

se observa que la producci6n de NADPH es independiente en ambas enzimas. Por

lo cual, con la, modificaci6n gen6tica en noxppp, se observa un efecto similar. Es

decil.,  efectivamente aunque se observe que estas enzimas tra,bajan regularmente

de forma conjunta en la producci6n de NADPH, tienen la capacidad de tener flujos

de carbono diferentes.

La disminuci6n  de  la producci6n  de NADPH  en  6PGDH  en la cepa Affa£4,

conlleva a una compensaci6n dada primariamente por la producci6n de NADPH

por PntAB. La magnitud de esta, producci6n es mayor que en la cepa silvestre: un
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1397o frente a un 3897o de la cepa Affa£A  (figura 20). Esto genera que la ICDH en el

ciclo de Krebs baje su producci6n de un 799ro a un 6697o  (figura, 20). Al existir una

baja de producci6n de NADPH en 6PGDH, l'a c6lula activaria la transcripci6n de

PntAB (Haverkorn, 2012). Sin embargo, est,o no solo restaura los niveles de a,porte

de NADPH, sino que interesantemente, el aporte es mucho mayor que en silvestre,

concomitantemente, la c6lula I`esponde aumentando la partici6n en el metabolito

ICT hacia un mayor flujo a trav6s de la via del Glioxilato,  de un 45% a un 6397o.

Ahora bien, cuando se expresa heterologamente una enzima que disipa el NADH,

sustrato  de  PntAB,  vemos  como  esa  contribuci6n  de  un  38%,  baja  a  24%,

concomitantemente la partici6n en el metabolito ICT,  por la via del  Glioxilato,

baja de un  6397o  a un  3597o.  En  otras  palabras,  la producci6n  de NADPH por la

transhidrogenasa PntAB  depende  de la disponibilidad  del NADH.  En el dltimo

caso,  cuando desaparece completamente el aporte de NADPH por PntAB  (cepa

A€fa£A  Ap7LtAB), vemos como la ICDH aumenta hasta  12897o,  disminuyendo hasta

un  597o  el  flujo  a  trav6s  la  via  del  Glioxilato.  Por  lo  cual,  se  concluye  que  la

respuesta prima,ria esta dada, por la transhidrogenasa PntAB, 'y si  ese punto  de

producci6n no esta disponible, la respuesta compensatoria es ICDH en el ciclo de

Krebs.
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Este resultado puede ser  comparado con lo obtenido para la cepa A2;COJ;  que

presenta flujo cero a trav6s de OXPPP  (Sauer y col.  2004), en esta publicaci6n se

observa que la mayor parte del NADPH es producido por ICDH y no por PntAB.

Es decir, lo contrario a lo que sucede en los resultados reci6n expuestos.  Hay que

recordar,,  que  en  estos  resultados  de  Sauer  las  cepas  tienen  distiutas  tasas  de

crecimiento. Por lo cual, un factor es que esto responda a las condiciones de cultivo

Ziafcfr en el caso del grupo de Sauer. Esto reafirma lo dicho anteriormente que fijar

la tasa de crecimiento es la iinica condici6n donde se puede afirmar que un punto

de producci6n es compensado por otro.

Es  necesario  declarar  una  discrepancia  encontrada  en  literatura  sobre  el

porcenta,je de partici6n de G6P.  En condiciones de cultivos continuos  (0,2 h-1)  de

la  cepa  silvestre,  se  ha  observado  consistentemente  un  80%  glicolisis  y  un  20%

OXPPP  en las  publicaciones  del grupo  de investigaci6n  del  Dr.  Shimizu,  (Jiao y

col. 2003; Zhao y col. 2004). En cambio, en una publicaci6n del laboratorio del Dr.

Sauer  se  inform6  5097o  y  5097o  (Nanchen  y  col.  2006).  Esta  discrepancia  puede

deberse   a   que   las   cepas   silvestres   en   a,mbos   casos   son   distintas,   BW25113

(Colecci6n  Keio3])   y  MG1655,   si  bien  ambas  son  K-12.   Por  otro  lado,   esta

:" http://cgsc.biology.yale.edu/KeioList.php
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discrepancia se observa tambi6n en condiciones de cultivos en  bcL±ch,  donde se ha

observado un 8097o glicolisis y un 2097o OXPPP  (Sauer y col. 2004) y 5097o-50% (Holm

y col.  2010).  Esta tiltima,  no puede deberse a la cepa,, ya que en ambos estudios,

es  MG1655,    pero  si  a  que  usaron  distintos  medios  de  cultivo  (M9  y  MOPS,

respectivamente).

4.5    Activaci6n de la via de Entner-Doudoroff en presencia
de glucosa

De los resultados obtenidos fue muy interesant'e la activaci6n de la via EDD

en presencia de glucosa.  Como se menciona en la introducci6n,  generalmente en

los estudios de flujos metab6licos de E.  coza. es omitida, ya que la via glicolitica es

mayoritariamente la que realiza la oxidaci6n de la glucosa.

Se estudi6 la magnitud de los flujos de cada una de las 3 vias metab61icas

(EMP, ED y PPP) para procesar la glucosa en 7 especies de bacterias con distintos

modos de vida y filogen6ticamente distintas, incluida E.  coJo. (Fuhrer y col., 2005).

Se observ6, sorpresivamente, que en 5 casos, ED fue la via, catab6lica exclusiva de

la glucosa, y EMP  casi estuvo ausente.  En el caso de j7.  coZ8.,  se observa, un flujo

muy pequefio por ED, como se ha documentado en variadas publicaciones (Holm

y col.,  2010;  Martfnez y col.,  2008;  Zhao y col.,  2004).
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Lo  dicho  anteriormente implica que  j7.  coZo. tiene  la capacidad  de procesar

una  mayor  cantidad  de  glucosa  por  ED  que  lo  visto  hasta  este  momento,  sin

embargo, deben existir restricciones para que esto no suceda asi. Por ejemplo, que

la  demanda  de  NADPH  imponga  al  flujo  de  carbono  a  ser  direccionado  por

6PGDH. Se ha, visto que la expresi6n de los genes edd y ed¢ depende de la presencia

de   gluconato,   el   cual   interactila   con   el   represor   transcripcional   GntR,   co-

transcribi6ndose ambos genes, y no asi en presencia de glucosa (Egan y col.  1992).

Se midieron los flujos metab6licos de una libreria de 24 cepas de E.  coZ8., cada

una  con  disrupci6n  de  un  solo  gen,  las  cuales  son  parte  de  la  colecci6n  Keio.

Interesantemente,   en   esta   medici6n   ho.gh-£faro"ghpuf  se   calcularon   los   flujos

intracelulares para la cepa Affa£A, encontrandose que existe una activaci6n de ED

comparada con la cepa silvestre, reafirmando lo encontrado en el presente trabajo

(Ishii  y  col.  2007).  Sin  embargo,  no  coinciden  los  resultados  para  otros  flujos,

especialmente  en  t6rminos  de  partici6n,  por  ejemplo,  se  report6  un  7897o  hacia

91icolisis  y  solo  un  2197o  hacia  OXPPP  en  esta cepa.  Ademds,  estos  resultados  en

especifico no son discutidos en la publicaci6n. Estas diferencias se pueden explicar

debido a, que la cepa parental en este estudio es la BW25113, en contraste con la

ocupada en este trabajo  (MG1655).  Es impol.tante recordar que se hace menci6n
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en un apartado anterior,  a que estos valores de partici6n para esta cepa,,  se ham

visto en trabajos anteriores (Jiao y col. 2003; J Zhao y col. 2004). Y ademds, otra

diferencia relevante es que los cultivos realizados son al doble de la concentraci6n

de glucosa con respecto al presente trabajo.

4.6    Impacto  en  los  parametros  fisiol6gicos  en  cultivos  en
bafcfa frente a la restricci6n de flujo en noxppp

El  efecto  fisiol6gico  de  la restricci6n  de  flujo  en  noxppp  (Afk£4)  impacta

negativamente  sobre la tasa de  crecimiento  en  alrededor  de  un  1097o  comparado

con la cepa silvestre en cultivos I)or  bafcfr.  Esta disminuci6n puede ser explicada

por varias razones o una combinaci6n de ellas.

La  eliminaci6n  del  gen  ±fa£A  afecta  primariamente  la  magnitud  del  flujo  a

trav6s  de  noxppp,  como  se  revisa  en  introducci6n,  se  ha  observado  que  la

eliminaci6n   de   ambas   isoenzimas    (TktA   y   TkaB)    de   las   reacciones   de

transcetolaci6n producen anxotroffa, por la incapacidad de la c6lula de producir

el  intermediario  E4P  (Zhao  y  Winkler  1994).  Para  explorar  esta  posibilidad  se

estudi6  mediante  FBA  Ia  variaci6n  del  precio  sombra32  de  este   metabolito.

" Como parte del procedilniento de optimizaci6n es posible calcular, ademds del valor de la funci6n objetivo,

1os  flujos  intracelulares  y  lag  reacciones  de  intercambio,  log  precios  sombra  de  log  metabolitos.  EI  precio
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Conceptualmente, el precio sombra mide el aumento en la funci6n objetivo debido

a la adici6n de un metabolito particular  (Varma y Sauer,1993).

loo   9C    8C    7C    68    50    40    SO    20    1C     C

%TKT

Figura 21. Valores del precio sombra para el meta,bolito E4P cuando se varfa el flujo de
las  reacciones  de transcetolaci6n  en noxppp.  El  valor  del  100%  del  flujo  se  obtiene  en
una   primera   simulaci6n   sin   ningtin   tipo   de   restricci6n   sobre   las   reacciones   de
transcetolaci6n. Luego ese valor se varfa, repitiendo la simulaci6n hasta llegar a 097o donde
no se encuentra estado estacionario. Las restricciones de la simulaci6n son el consumo de

glucosa y la producci6n  de  acetato medidas  en  cultivos  por  aafcfa en la  cepa Atk€A.  La
funci6n objetivo es biomasa.

sombra se define matematicamente como el incremento margiml en la funci6n objetivo debido a, urn variaci6n
marginal de un metabolito particular.

Precio sombra = 6Z/6bi
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Se observa que el precio sombra de E4P  tiene un valor  alrededor  de 0,08,

que  se  conserva  en  casi  todo  el  rango  de  porcentajes  del  flujo  a  trav6s  de  las

reacciones de transcetolaci6n.  Sin embargo, cuando se restringe el flujo a, un 10%

del  ol.iginal,  el precio  sombra presenta un valor  cercano  a 2,4.  Como  la funci6n

objetivo  es  el  crecimiento,  los  precios  sombra con  un valor  positivo  indican  que

frente a un aumento infinitesimal del intermediario E4P la tasa de crecimiento se

veria favorecida.  La diferencia entre ambos valores es de 30 veces,  lo que indica

que  si  la  cepa  tiene  una  muy  baja  actividad  transcetolasa  vera  impedido  su

crecimiento. Volviendo a los resultados experimentales, en el caso de A€*£j4 no es

posible  descartar  algiin  efecto  anxotr6fico  en  crecimiento  en  ba±cfr  debido  a  la

disminuci6n de un 1097o de la tasa de crecimiento con respecto a la cepa silvestre.

Se hace hincapi6 que,  sin embargo,  en el  caso  de   cultivos continuos,  al fijar la

tasa de crecimiento a un valor mucho menor que la tasa maxima de crecimiento,

no es posible que exista auxotrofia (figura 21).

Otro  efecto  fisiol6gico  interesante  de  la  cepa  Afk£4,  es  la  disminuci6n  del

consumo de glucosa, en aproximadamente un 10% comparado con la cepa silvestl.e.

Como se observa en las simulaciones vista,s en la figura 14, 1a cantidad ml'nima de

91ucosa    que    requiere    el    sistema    para    alca,nzar    la    biomasa    observada
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experimentalmente,   a   trav6s   de   un   barrido   de   porcentaje   de   actividades

trancetolasa no varia, y mds bien, se afecta la partici6n del flujo en el nodo G6P.

Sin embargo, lo que se observa experimentalmente es que dg.smo.7"gre  eJ 8.7tgr€so  d€

gJt4cosa).  Nos  llam6  la  atenci6n  este  fen6meno,  ya  que  en  experimentos  de  otro

alumno  de  doctorado  del  laboratorio,  donde  se  reemplaz6  1a  versi6n  G6PDH

NADP preferente, por otra con la especificidad alterada, es decir, NAD preferente,

se  observ6  que  el  consumo  de  glucosa  baja  a  un  40%  comparado  con  la  cepa

silvestre  (Olavarria y  col.  2014).  Sin  embargo,  de  esta cepa no  se  han realizado

determinaci6n  de flujos  intracelulares por  experimentos  de  C]3.  Adicionalmente,

para la cepa A€A'£A Ap72fAB, es interesante ver que disminuye la tasa de consumo

de glucosa en un 1197o con respecto a lo observado en la cepa Ap7ttAB, indicando

que no es  un comportamiento exclusivo  de la cepa Affa*4  con respecto a la cepa

silvestre.  En  conjunto,  esto podrfa estar implicando un mecanismo  de respuesta

en el control del consumo de glucosa a cambios en el flujo ide carbono por OXPPP,

hasta ahora no descrito en literatura.

Otro  efecto  fisiol6gico  interesante  de  la  cepa  Afk£4  es  el  aumento  de  la

excreci6n de acetato alrededor de un 2597o con respecto a la cepa silvestre.  Segtin

Hoek y Merks  (2012)  la excreci6n de acetato es un indicat,ivo de la relaci6n entre
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el flujo glicolitico y el flujo en ciclo de Krebs. Se ha demostrado que a un alto flujo

91icolitico, el ciclo de Krebs se reprime. La excreci6n de acetato evitaria la entrada

de  carbono  al  ciclo  de Krebs.  Por lo  cual,  en nuestro  caso  particular,  donde se

disminuye el  consumo  de glucosa en la cepa Affa£A  y se favorece la excreci6n  de

acetato,  podriamos  sugerir  que  el  ciclo  de  Krebs  esta  siendo  reprimido.  Esto

implicaria,  que  la  respuesta  de  la  red  a  una  disminuci6n  del  flujo  a  trav6s  de

OXPPP cuando la tasa de crecimiento es maxima, esta dada por la producci6n de

NADPH por PntAB.

Adicionalmente a esta observaci6n, la doble mutante Affo£A Apn£Aj3 presenta

una, marcada, disminuci6n de la, excreci6n de aceta,to en un 8597o comparada con la

mutante  A£A-£A.  Esto  significaria  que  al  no  estar  disponible  la  producci6n  de

NADPH  por  PntAB,  la  cepa  activa  su  ciclo  de  Krebs  y  consecuentemente  la

enzima ICDH, la enzima, malica NADP dependiente o ambas.

Por otro lado,  en literatura se ha informado las consecuencias fisiol6gicas de

sobre  expresar  la  enzima  NADH  oxidasa  en  el  contexto  de  la  cepa  silvestre,

observando que la tasa de crecimiento disminuye en un 897o, la cantidad de glucosa

consumida aumenta aproximadamente un 25% y la cantidad de acetato producido

disminuye un 4097o  (Holms y col.,  2010).  En esrta cepa se realizaron experimentos
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de  C]3  que  indicaron  que  el  ciclo  de  Krebs  aumentaba  su  flujo  casi  el  doble,

permaneciendo inalterado el flujo en OXPPP. Ademds, hubo una activaci6n de la

tra,nshidrogenasa  UdhA   (soluble)   que  transfiere  directamente  equivalentes  de

reducci6n desde NADPH a NADH.

Comparando con nuestros ,resultados, la cepa MG1655 NADHox presenta una

disminuci6n  de  ]a  tasa  de  crecimiento  de  un  26%  y  un  aumento  de  la tasa  de

consumo   de   glucosa   de   un   3297o,   con   respecto   a   la   cepa   silvestre,   siendo

comparables con los resultados de literatura.

En  contraste,  1a  expresi6n  de  NADH  oxidasa  en  el  contexto  gen6tico  de  la

cepa  A±k£4,  es  decir,  la  comparaci6n  entre  la  cepa  Affa£A  y  Affa*4  NADHox,  se

observa que el efecto fisiol6gico es que la tasa de crecimiento disminuye un 309ro,

la tasa de  consumo  de glucosa aumenta en un  3397o  y la tasa de producci6n  de

acetato disminuye en un 75%.  Estos resultados indican que frente a la expresi6n

de NADH oxidasa, se enmascara el efecto que produce la eliminaci6n del gen A€k*A

discutido   en   pdrrafos   anteriores,   ya   que   el   consumo   de   glucosa   aumenta.

Adicionalmente,   al   disminuir   la  t,asa   de   producci6n   de   acetato   indica  una

activaci6n del ciclo de Krebs, si esto ocurre asf, ICDH estaria aument,ando su flujo.

Ademds,  como se esta disminuyeiido la disponibilidad  del sustrato NADH de la
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tra,nshidrogenasa PntAB,  se podria concluir  que su actividad disminuye en esta

cepa comparada con la cepa Atk£A.
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5.  Conclusiones

•    En  cultivos  continuos  a  0,2  h-1,  una  disminuci6n  del  flujo  metab6lico  a

trav6s de la noxppp afecta principalmente la partici6n de flujo en el nodo

6PG,  disminuyendo  la  producci6n  de  NADPH  en  la  enzima  6PGDH  y

activando ED.

•    Si se disminuye la contribuci6n de 6PGDH en OXPPP, en cultivos continuos

a 0,2 h-1, la principal respuesta compensatoria, es la pl.oducci6n de NADPH

por la transhidrogenasa PntAB.

•    El efecto de la expresi6n de NADH oxidasa en la cepa Affa£A NADHox, es

activar la glicolisis y disminuir el a,porte de PntAB comparado con la cepa

Ai;hiA.

•    En cultivos continuos a 0,2 h-1, si PntAB no es capaz de suplir la demanda,

en  el  caso  de  la  icepa  Affa±A   Ap7atAB,  ICDH  es  capaz  de  compensar  la

producci6n de NADPH.

•    La  capacidad  de  ICDH  de  responder  a  los  ca,mbios  en  la producci6n  de

NADPH se debe a la posibilidad activar o reprimir el flujo a trav6s de la

via del glioxilato.
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•    En cultivos por  bcafcfa,  el aumento de la tasa de producci6n de acetato en

la  cepa   Atk€A   podrfa  indicar   que   la  respuesta   compensatoria   a  una

disminuci6n del flujo  a trav6s de OXPPP,  esta dada por la producci6n de

NADPH por pntAB.

•    En cultivos por  bai±ch, la cepa doble mutante 4tk€A  4pr}tAB presenta una

marcada disminuci6n de la excreci6n de acetato en un .8597o comparada con

la mutante 4€A^£A,  lo que indicaria que la respuesta compensatoria en este

caso  a  la  demanda,  de  NADPH  seria  la producci6n  mediante  la  enzima

ICDH.
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7.1    Cepas, plasmidos y partidores

7.  ANEXOS

Tabla S1.  Cepas y caracteristicas genotipicas

Cepas
Fragmentos

Regi6n  tfatA Regi6n p7b±A  y p7}±B

.a¢a)i3+iI AthiA::kamR Ocisse#e FRT-kanR-FRT Oper6n p7}t4B silvestre

AputAB::kanR Gen *r#4 silvestre Oa;sse#c FRT-kanR-FRT

11,, , i -\ I-3   11 l``r .`L , ,1'`, , , ,,`.Ociss€#e icdNAD-FRT-kanR-FRT Secuencia remanente FRT

3ii,IE|

MG1655 NADHoxt Gen  €ifeA silvestre Oper6n p7t±AB silvestre

4f4.fA Secuencia remanente FRT Oper6n p7}€4B silvestre

ApatAB Gen  *k£A silvestre Secuencia remanente FRT

AthiA ApritAB Secuencia remanente FRT Secuencia remanente FRT

4tfr£4 NADHOxt Secuencia remanente FRT Oper6n p7}±AB silvestre

tExpresi6n heter6loga de la enzima NADH oxidasa en el pldsmido pTrc99A regulableporIPTG
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Tabla S2. Lista de pldsmidos

Nombre
Pldsmido

pKD13

Caracterfstica gen6mica relevantes

•      SitiosFRT
•      KanamicinaR

Referencia

Datsenko y
Wanner, 2000

pKD46

•      Termosensible (mantenci6n 30°C, curar a,

37OC).

•      Inducible por ,Ij-Arabinosa
•      Sistema de recombinaci6n del bacteri6fago

A  Red.

•      AmpicilinaR

Datsenko y
Wanner, 2000

pCP20

•      Termosensible (Inducci6n a 30°C, curar a

43OC)

•      Recombinasa de levadura Flp, reconoce los

sitios FRT.

Datsenko y
Wanner, 2000

pTrcggA_nox            :     in£::::[]£::ROT [PTG.                                            Vemuri y col., 2006
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Tabla S3. Lista de partidores

identificador
de partidor Secuencia

Sitio inicio
TM      hibridaci6n
°C       engenoma

o pldsmido

TCTCATTATCTGGTGCTGAAAACAG                 62         1.i672.516

2                     TATCACATTCCTTAAGCCAATTTTAATC            61         1.676.317

3                         GTGGTATTAATGTGCGTTTCGGTAT                62         1.673.354

4                          CAGGATTCAGTAACGCAATTTCATC                 63         1.675.672

5                TGAATGTAATTCITCGCTGATATAGTTTTTAT       61         3.077.222

6                    CATATACACTTTGTAATTTACCGGCTGAC          63         3.080.191

7                 ACTGATTTTCATCGCTACCGGTTCAGAAGT        69         3.077.976

8                 AGTTTTAGAGTGCAGCTGACGGAAGTTTTT        68         3.079.367

9                    GTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG           69              2 13
(pKD13)

10                    GTCCATAAAACCGCCCAGTCTAGCTATc            69             1.054
(pKD13)
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7.2    Tasa  de   diluci6n  y  tasa  de   crecimiento   en   cultivos
continuos.

Los cultivos continuos tienen como finalidad controlar la tasa de crecimiento.

En este anexo se presenta la deducci6n matematica y los supuestos que permite

establecer que la tasa de crecimiento  (11)  es igual a la tasa de diluci6n  (D).  Para

un  metabolito  cualquiera en  un  cultivo  (incluida la biomasa)  se  definen  cuatro

procesos.  La velocidad  de acumulaci6n es igual a la velocidad  de ingreso mas la

velocidad de formaci6n, memos la velocidad de salida y de consumo del metabolito.

d(jlr)V
/'..

=X'(5)=Fic,;-F2G5,+Vr}~Vr2

donde:  X=Biomasa;  V=volumen  del  cultivo;  F1=caudal  de  alimentaci6n;  F2=caudal  de salida;
Ci=concentraci6n del componente i en la alimentaci6n;  Cs=concentraci6n del componeute i en el
lavado,  r{f =velocidad de formaci6n del componente i;  I.jc = velocidad de consumo del componente
i.

En  los   cultivos   continuos,   ademds  de  la  tasa  de  crecimiento   hay  que

considerar la tasa de remoci6n de c6lulas. La ecuaci6n queda de esta forma:

dIr=pxv_Fx

Se reordena:

(.'-\.

Eii

F/V = Tasa de diluci6n D (h-1)

-prx--;x
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- UJX - DX

Si la concentl.aci6n de c6lulas es constante dx/dt = 0

0 -pix -DX pr-D
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7.4    Funciones y scripts de MatLab (R2013a) para uso en el
toolbox Cobra.

Notas colores.
Naranjo = Comentarios.
Calipso = Entradas o cadenas de texto.
Azul = Palabras claves reservadas por MatLab. Ejemplo: uso de bucles.

1. La funci6n optimizar, puede ser ocupada para calcular el 6ptimo usando programaci6n

linear  (LP)   o   programaci6n   lineal  _entera  mixta  (MILP),   esta   dltima  para   obtener

soluciones con bucles minimizados.

cl.assdef  optimizar
methods   (Statl-c)
96 E n t r a d a s
96       model.        :     Model.o    Cobra

96Sal.ida     .LP

95      Sol            :   Vector   soluci.6n
96      PuntoF    :    Val.or   soluci6n
96Salida     .MILP

96      Sol.             :    Vector   soluci.6n   con   minimizaci6n   de   bucl.es
function    [Sol.,PuntoF]=GluMinLP(model)
8 I- 0 = 0 . 2 ;
Ace=0;
model.=    changeRxnBounds(model,     I(=_biomt.ii=`_.I_LJ_    I                                          ,Bio,     -);

model=changeRxnBounds(model,  `  L`c_biomass_i."_i                cF-i     L`                   ,o,          )  ;
model=   changeRxnBounds(model,'EX_gl.c(e    I  ,-2®,     `    );
model.=   changeRxnBounds(model.,'EX_ac(e    I  ,Ace,        .);
model=changeobjective(model,    i= <_gT/             ) ;
Sol=optimizecbModel(model,     I      I);
PuntoF=Sol . f ;
di sp ( spri ntf (

-.     ,PuntoF));

end
function    [Sol,PuntoF]=BioMaxLP(model)
Glu=2 . 52 ;
Ace=®;
model=   changeRxnBounds(model,     --_511(`_       ,-Glu,        ');
modet=    changeRxnBounds(model,    i-_\{_ac(e)  t  ,Ace,  I I,I   )  ;
model=changeobjective(model,    -`   .!`,ioiTiass_I jul3b(
model=changeRxnBounds(model,     -/   _lJit=iniass_i.J0136r
Sol=optimizecbModel.(model.,      '`  `  ');
PuntoF=Sot . f ;
di sp ( spri ntf (

' PuntoF) ) ;
end
function    [Sol,PuntoF]=ATPMinLP(model.)
Bi o=O . 2 ;

0,     I      );
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G1.u=2 . 52 ;

Ace=®;
model=changeRxnBounds(model,    I--_              _     I,-Glu,    '     );
model=changeRxnBounds(model,    r-._          -       ,Ace,I       );
model=changeRxnBounds (model ,         .                               \

::::I::::::::::::::::(::::I;          ),
model=changeRxnBounds(model,                  ,®,         ) ;
Sol=optimizecbModeT(model.,             I ) ;
PuntoF=Sol . f ;
di sp ( spri ntf (
end
functi.on    [fluxEcol.iGluMILP] =GluMinMILP(model)
Bi 0=0 . 2 ;
Ace=®;
modeL=   changeRxnBounds(model.,       i`__b  L,I
model=changeRxnBounds(model,    =    +)ii`~~   ,
model=   changeRxnBounds(model,.L)(_g'`       _     I  ,-20,          );
model.=   changeRxnBounds(model,     -,T"    I-,Ace,          );
modeL=changeobjective(model,          _    I               ) ;
fluxEcoliGl.UMILP   =   Iterativeopt(model,I       .=`'.    _       );
end
function    [fluxEcoTiBioMILP]=Bl.oMaxMILP(model)
G1.u=2 . 52 ;
Ace=0 ;
model=   changeRxnBounds(model,\EX_€lH_(rJ     t  ,-Gl.u,  I       );
model=   changeRxnBounds(model,  "X_ac(e,  `,Ace,  '       );
model=changeobjective(model,    I-`_hionias`=_  i     A,
model=changeRxnBounds(model,  ',.    _I)  iomas,:,       ll-
fluxEcoli.BioMILP   =   Iterativeopt(model,    '=i_ _
end
function    [fluxEcoliATPMILP]=ATPMinMILP(model)
Bi o=0 . 2 ;
Gtu=2 . 52 ;

model=changeRxnBounds(model.,     -_    _                     ,-Glu,          ) ;
model.=changeRxnBounds(model.,                            I  ,Ace,  ' '     ) ;
model=changeRxnBounds(model,  I          I        I                    \

::::::::::::::;::::::(::::::   ,  -,(L   );             :,-L-
model=changeRxnBounds(model,                  ,®,         ) ;
fluxEcoliATPMILP   =   Iterativeopt(model,       -I-);
end
end
end

Bio'          );
0'          );

PuntoF) ) ;

Bio'         );
0,          );

0'          );

);

81'0'          );
0,           );
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2.  La funci6n calculoFR,  se utiliz6 para realizar los calculos de  los  cocientes de flujo  y

ocuparlos como restricciones en la optimizaci6n.

cl.assdef   cal.cul.OFR
methods   (Static)
96   Entradas
96      model                 :    Modelo   Cobra
96       FBAsol.              :    SoTuci6n    Cobra
96   Sal.ida

96      Resul.tado    :    Valor   Gal.culo   cociente   de   ftujo
functi.on    [Resul.tado]   =   A(model,FBAsol)

RxnsA=    I                  '                      ,                   I  ,,,,,-  ''1;

rxnlDiJO   =   findRxnlDs(model,RxnsA) ;
FBA=FBAsol . x ( rxnlDi JO (I) ) ;
TKT2=FBAsot . x ( rxnlDi JO (2) ) ;
TALA=FBAsol . x ( rxnlDi JO (3) ) ;
EDD=FBAsol . x ( rxnlDi JO (4) ) ;
TKTl=FBAsol. . x ( rxnlDi JO (5 ) ) ;
Resultado= ( (2* ( FBA-TKT2-TALA) ) / ( (EDD) + (2*FBA) + (TKTl) + (TALA) ) )  ;

end
function   [Resultado]   =   B(model,FBAsol)

RxnsB   =   I               ,,,,,    I;
rxnlDiJO   =   ;indRxnlDs(model,RxnsB) ;
EDD=FBAsol . x ( rxnlDi JO (i) ) ;
PDH=FBAsol . x ( rxnlDi JO (2) ) ;
MEl=FBAsol . x ( rxnlDi JO (3) ) ;

Resul.tado= (EDD) / ( ( EDD) + (PDH) + (ME1) )  ;
end
functi.on   [Resultado]   =   C(model.,FBAsol)

Rxnsc    =    {     .                ,     _     rr`,I;

rxnlDiJO   =   fi.ndRxnlDs(model.,Rxnsc) ;
PPCK=FBAsol . x ( rxnlDi JO (1) ) ;
GAPD=FBAsol . x ( rxnlDi JO (2) ) ;

Resul.tado= ( PPCK) / ( (PPCK) + (GAPD) )  ;
end
function   [Resultado,Limite]   =   D(model,FBAsol,limite)

RxnsD=    {                                        ,            1_      ,      H,Ti,`T     I     \};

rxnlDiJO   =   fin&RxnlDs(model,RxnsD) ;
EDD=FBAsol . x ( rxnlDi JO (1) ) ;
FBA=FBAsol . x ( rxnlDi JO (2) ) ;
TKTl=FBAsol . x ( rxnlDi. JO (3 ) ) ;
TKT2= FBAsol. . x ( rxnlDi JO (4) ) ;
TALA=FBAsol . x ( rxnlDi. JO (5) ) ;
Resultado= ( (TKT1) + (2*TKT2) + (3*TALA) ) / ( ( EDD) + (2*FBA) + (TKT1) + (TALA) )  ;

i.f   Resultado   >=   li.mite
disp(
L1'mite=®;

end
if   Resultado   <   l.i.mite

L1.mite=1;
end
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3.  Script del  muestreo del  espacio de soluciones mediante Monte Carlo por cadenas de

Markov.

modelcaso   =   readcbModel();t`6   Carga   Model.o
9o   Establecer   restric.cioiies   y   catcul.ar   6ptirio
Bi 0=® . 2 ;
Gl-u=2 . 52 ;

model.Caso=changeRxnBounds(modelcaso,i--_                 ,Ace,          );   ;'oAcetato
modelcaso=changeRxnBounds(modelcaso,  ' ,'`   _
model.Caso=changeRxnBounds (mode|Caso,  I F v_  -,` \
modeLcaso=changeRxnBounds (modelcaso,  ' I
96 8 i o in a s a

modelcaso=changeRxnBounds (modelcaso ,
81-0*0.05'          );
modeLcaso=changeF2xnBounds(modeLcaso,     _

-Glu-Gl-u*® . ®5 '
-Glu+Glu*® . 05 ,

);    96Glucosa

);
0'     I      );

Bi o-

Bi o+Bi o*0 .
05'         );
P60ptiniizar    1.Iamando    a    l.a    funci6n    optimizar.ATPMi.tiMILP

[Solcaso , PuntoF ( i , i) ] =opti ml. zar . ATPMi. nLP (modelcaso) ;
96Se   usa   l_a   sol.uci6n   6ptima   como    restricci6n   adicional.
modelcaso=changeRxnBounds(modelcaso,   t\TP"  ,PuntoF(l)-PuntoF(i) *0.05,
modelcaso=changeRxnBounds(modelcaso,    `iTr.   `  ,PuntoF(1)+PuntoF(i)*O.05,  I
96Muestreo   dell    espacio   de    so.lLiciones   lllediante   Mctnte    Cat-1o   por    cadenas    c!e
Markov     (MCMC)

[Caso_model_gp,Caso_mixfraction]   =   gpsampler(model.Caso) ;
96Calcul.ar   picos   de   la   distribuci6n   de   cada    reaccion
for   i   =   1:I.ength(modelcaso.rxns)

gausscaso  =   fitdist(Caso_model_gp.points(i, :) ' ,     ,
Fl.ujosprobables_Caso(i ,i)   =   {modelcaso.rxns(i)};
Flujosprobables_Caso(i ,2)   =   {Solcaso.x(i)};
Flujosprobabl.es_Caso(i ,3)   =   {gausscaso.mu};

end

4.  Script que construye graficos de  los histogramas de las reacciones de interds, de dos

muestreos del espacio de soluciones mediante Monte Carlo por cadenas de Markov.

96   Iniciar   Variaoles
cvcasol=zeros ( ) ;
cvcaso2=zeros ( ) ;
CHIcasol=zeros ( ) ;
CHIcaso2=zeros ( ) ;
Numerocolumnas   =   5
NumeroFi.las   =   cei.I(l.ength(ListRxn) /Numerocol.umnas) ;
graphNum   =   1;
for   i   =   i:length(ListRxn(:,1))

°6Reacci6n   Graficacla

subplot(NumeroFil.as,   Numerocolumnas,   graphNum) ;
Reacci.on   =   ListRxn(i.,1);
°6BLiscar    posibilidades de   fl.ujos   de   dicha   reacci6ti   en   anlbas   condiciones
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Casol   =   Casol_model_gp.points(findRxnlDs(model.CAS01,Reaccion) , :) ;
Caso2   =   Caso2_model_gp.points(findRxnlDs(modelcAS02,Reaccion) , : ) ;
}T,-`,Normal.i=ar    numel-o   de    barras    del.    histograiiia

Dl'vHistl   =   50;
DivHl.st2   =   5®;
9:Histograma    casc>    1,    col.or    aziil.

[y_casol,x_casol]   =   hi.st(Casol,DivHistl) ;
bar_casol=bar(x_  casol,y_  casol) ;
set(bar_casol,                             I,[0   01],.I_
hol.d

);

9;His[ograma    case    2`    cl3-lor    rLijo

[y_caso2,x_caso2]   =   hist(Caso2,DivHist2) ;
bar_caso2=bar(x_  caso2,y_   caso2) ;
set(bar_caso2,                             ,[10   o] ,.,,-    );
°£,Traiisparencia   de   liistogramas

alpha(get(bar_casol,  I  t=}`,  I  1\ r!r     i`,  '

alpha (get (bar_caso2 , 1
°6Ajustar    i.inii[es    cjel.    eje    X

ll'mite   =   i.2;
if   abs(Fl.uxprobables_CAS0l(findRxnlDs(modelcAS0l,   Reacci.on) ,1))    ...

<   l.imi.te   &&   abs(Fluxprobabl.es_CAS02(findRxnlDs(model.CASO1,    Reaccion) ,i))    <
|imite

maxi.mo(i,i)   =   Fluxprobables_CAS0l(findRxnlDs(model.CAS0l,
Reacci. on) ,1) ;

maximo(2,i)    =   Fl.uxprobabl.es_CAS02(findRxnlDs(modelcAS0l,
Reaccion) ,i) ;

valorMax   =   max(maximo);
xli.in([(vaTorMax   -abs(valorMax*3))    (vaTorMax   +   abs(valorMax*3))]);

end;
if   xlim   <=   0.5   &   xlim   >=-0.5;

xlim([(valorMax   -abs(val.orMax*5®))    (vaTorMax   +   abs(valorMax*75))I)  ;
end

9oAgregar   1_inea    r-ecta    con   valor   optimo

altura=get(gca,          '    );
set(gca,               ,al.tura) ;
if  Opti.moFluxcasol(i )==OptimoFluxcaso2(i)
l.i.ne([OptimoFl.uxcasol(i.)

OptimoFluxcasol(i)],get(gca,        i     lit),'i'_ii-H=``

(       =1-_;          ))

e1-se
l.i ne ( [Opti moFluxcasol ( i )

OptimoFluxcasol(l.)],get(gca,    ,       ,!t),'Lir.i
(     ,                             -))

li ne ( [Opti moFluxcaso2 ( i )
optimoFluxcaso2(i)]  ,get(gca,            iii'),    i   HF=`-

(      i                                       1))

end
96Cambios   en   lcis   titutos

if   strcmp(Reaccion,                   r    )
Reacci.on   =   strrep(Reaccion,

end
if   strcmp(Reaccion,                   I)

Reacci.on   =   strrep(Reaccion,

'      ,                    ,i,

1,

i,

-T,_,               );
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end
if   strcmp(Reaccion,                  /   )

Reacci.on   =   strrep(Reacci.on,
end

);

if   strcmp(F3eaccion,                        )
Reaccion   =   strrep(R;accl.on,                        ,                ) ;

end
Reaccion   =   strrep(Reaccion,           ,             );
tl.tie(Reacci.on,                                    ,       I    -,.    );
graphNum   =   graphNum   +   i;

96Se   muestra   en   1.a   Tegenda   el   coeficiente   de   varlaci6n    \C\v')    calculaclo,    solo   si
tiene   una   distribuci6n   normal,   dado   por   ta   prueba   prueba   chi-cuadrado   de
bondad   de   ajuste.

CHIcasol(i)   =   chi2gof(Casol);
CHIcaso2(i)   =   chi2gof(Caso2);
cvcasol(i.)   =   std(Casol)/mean(Casol);
cvcaso2(i)   =   std(Caso2)/mean(Caso2);
i.f   CHIcasol(i)    ==   1   &&   CHIcaso2(i)    ==   1;

if  cvcasol(i)   <=   0;
NewMean=mean (Casol) . *-i ;
cvcasol(i)   =   std(Casol)/NewMean;
legend(sprintf(               ,cvcasol(i)) ,sprintf(               ,cvcaso2(i))) ;
if   cvcaso2(i)    <=   ®;

NewMean=mean (Caso2)  . *-1 ;
cvcaso2(i.)   =   std(Caso2)/NewMean;

1.egend (spri ntf (
end

cvcasol (i ) ) , spri ntf ( cvcaso2 ( i. ) ) ) ;

elseif   cvcaso2(i)   <=   0;
NewMean=mean (Caso2) . *-i ;
cvcaso2(i)   =   std(Caso2)/NewMean;
legend(sprintf(      .  `      ,cvcasol(i)),sprintf(               ,cvcaso2(i.)));

else
legend(sprintf(        _      ,cvcasol(i)),sprintf(               ,cvcaso2(i.)));

end
end
if   CHIcasol    (i)   ==   0    ||    CHIcaso2(i-)   ==   0;

legend(           ,           ) ;
end
96Pt-opiec!ades   de    Ta    teyenda

set(legend,                        I ,8) ;
Set(legend,                L=tn'  ,  tl"                         );

end
96Exporta   Graficc>   a   imagen    .tif

box
set(8cf,                   '          ) ;
set(gcf,                             ,    [223  431462   929]);
export_fig                                                     'L     _,                I      -oi7eiig_

96Nota:    Solo   el   "rendering"   opengl   es   capaz   de   real.Tzar   transparencias   MatLab
R2013a .
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7.  ANEXOS

Tabla-S4.-Equivalenciaentrelas-reacciones-metab6licas`enelmodelo-iJO.1366-yelmodelousado

•por-FiatF.len.

Numero             Nombre           Numero         Nombre
reacci6n             reacci6n            reacci6n        reacci6n
COBRA            COBRA          FiatFlur       FiatFlur

164                 EXLnglc (e) 1                 glucose

12 83               G 6PDH2r                 2                    zwf

1423                     CND                      . 3                    .grld

2077                    PGI                      4                    pgi

1095                    EDD                      5                    edd

1151                     FBA

2064                   PFK
S                   .p_fk-_fb.p

2442                 TKT 1                   7                 tktA

2443                 TKT2                   8                  tktB

2 398                  TALA                    9                    t al

1315                   .GAPD                    10               .gap=.pgk

1 1.02                  .Err.O                   ii          .p.GA>p.E.p

2266                   PYK                    12                  Pyk

2047                  PDH                    13           Pyr-Accoa

878                        CS                       14                 TCA1

1548                ICDHyr                 15                TCA2

608                 AKGDH                 16                TCA3

1245                   FUM                    17                TCA4

175 8                   MDH                    18                 .mdh

1761             ME1  (NAD)

•1762             M.E2.(NA-DP-)
19                  mae

2.183                   P-P CK                    20                   -pck

2181                     PP.C                      21                   .pcc

.36                 EX_ac (e.)                .22               . ac`etate

1552                      ICL                      23                   .gox

2418                THD2pp

1871             NADTRHD
24TH

25 2               EX_o2 (e)               25           respiration
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7.  ANEXOS

Tabla S5. Lista de requerimi.entos de inte`ngledi.arios metabolitos para generar un gramo
deb;oinasaenEscfaerfefa8.acoJo.(Ingralianycol.1983).

Cantidad*   -Metabolito
59.81               ATP
13.0.3           NADPH

4. 94             .a LU-Ij
3. 74            ACCOA
3.54               NAD
2.83               PYR
1.78               0AA
1.49                 -3PG

0.89                'R5P
0.51               PEP
0.36                E4P
.0.25              GLN-L
•0.20                 G6P

0.12                 G3P

0.07                FOP
*mmoles por gramo de peso seco.
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7.  ANEXOS

7.5    0rigen   metab6I±co   del  esqueleto  carbonado  de   ]os
aminoa€idos.

A precursors

E2    EZ    0
3-phosphoglycerate

Gro

®1®®
phosphoenolpyruvate

acetyl{oA                     oxaloacetale

8  amino acids
Peta-

cO
Per

y  -                 Val

CL CE

BHB
pyruvate                        erythrose+-p hosphate

2-oxoglutaTate

a- Gro
6

Ser                  G 'y

©i....pta

a!8
•® -cO

Leg

ES

8¢

Asp, Thr, Met

YPtt

FI    41    pK    ,AI    AI`

ribosei5-phosphate

in

E-G-5og6
Lps

p -. .tl#
Y

-.EL
'le

S-I

6'/

G'u'Pro

Pc(

Ba

Figura  S1.  Las  ]fneas  gruesas  denofan  que  esos  enlaces  entre  carbonos  no  se  rompen
cuandoseformaelaminodeido.Lash'neasdelgadasindicannuevosenlaceC-Cylalinea

punteada  indica  que  esos  carbonos  derivan  del  mismo  metabolito  aunque  no  est6n
adyacentesen.elaminodeido(Szyperski,1995).

1-34


