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RESUMEN

En el metabolismo heterotréfico, NADH y NADPH se producen a partir de la
oxidacién de intermediarios por las deshidrogenasas presentes en las vias centrales.
Durante el crecimiento de Escherichia coli en acetato como unica fuente de carbono, la
isocitrato deshidrogenasa (ICDH) contribuye con més de un 80% de la produccion total
de NADPH. Las |CDHs se pueden clasificar de acuerdo a su especificidad: Aquellas que
utilizan NADP para oxidar isocitrato (como la de E. coli) y las NAD-dependientes.
Previamente se ha estudiado el efecto de reemplazar la ICDH enddgena por una forma
NAD-dependiente en E. coli {cepa icd¥P). En dicho estudio se postuld que la utilizacioén
de NADPH por la ICDH de E. coli fue una consecuencia evolutiva que mejoré el
crecimiento en acetato. Sin embargo, no se han investigado los cambios en la

distribucion de flujos metabdlicos asociados a la especificidad de la ICDH.

En este trabajo, evaluamos la hipotesis de que las redistribuciones de flujo que
acompafian la pérdida de produccion de NADPH en ICDH de E. cofi, debido al cambio
de especificidad del cofactor, responden al restablecimiento del balance de produccion
de NADPH y de intermediarios para la biosintesis durante el crecimiento en acetato.
Estudiamos mediante herramientas de modelamiento la distribucion de flujos
metabélicos de cepas de E. coli que poseen el reemplazo de la isocitrato deshidrogenasa
por una forma NAD-dependiente en presencia'y ausencia del gen de la franshidrogenasa
PntAB, la que mantiene el balance redox ante una cafda en la produccién de NAPDH,
en cultivos con acetato como Unica fuente de carbono. Para esto se generaron las cepas
mutantes a partir de ia cepa K-12 MG 1655 de E. coli (cepa wild type), mediante el método

de Datsenko-Wanner y un posterior retrocruce. Las distribuciones de flujos se obiuvieron

xii




in sifico a partir del Analisis de Balance de Flujos (FBA) de las cepas wild type, ApntAB,
icd™4° e jcd"*P ApntAB. Utilizando COBRA, integramos e modelo metabolico iJO1366 de
E. colfi con las tasas de crecimiento y de consumo de acetato obtenidas
experimentaimente durante la fase exponencial de crecimiento en cultivos batch. E! paso
de optimizacion de FBA consistio en maximizar e! ATP de mantencion y luego minimizar
el flujo neto de la red. Con nuestros resultados pudimos comprender el potencial de
adaptacion a escala genomica de E. coli frente al cambio de especificidad de la ICDH,
enfocandonos particularmente en los puntos de produccion de NAD(P)H. Observamos
que los parametros fisiologicos se vieron afectados principalmente debido al cambio de
especificidad de la ICDH. Las simulaciones predijeron la activaci6n de la enzima malica,
la gluconeogénesis, la rama oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato y también que
la particién de flujos en la bifurcacién del isocitrato varia para coordinar la produccién de
NADPH con ia biosintesis. Finalmente, en vista de que la modificacion de 1a {CDH gener6
una disminucién en la produccion de NADPH y un aumento en la de NADH, discutimos
como proyeccion biotecnolégica la utilizacién de las cepas jcd""P para la generacion de

electricidad empleando microorganismos.
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ABSTRACT

In the heterotrophic metabolism, NADH and NADPH are produced from the
oxidation of intermediates by dehydrogenases present in central pathways. During the
growth of Escherichia coli on acetate as the sole carbon source, isocitrate
dehydrogenase (ICDH) contributes over 80% of the total NADPH production. ICDHs can
be classified according to their specificity: those using NADP to oxidize isocitrate (such
as the ICDH of E. coli) and the NAD-dependent ICDHs. The effect of the replacement of
the endogenous ICDH by a NAD-dependent form over the growth rate in E. coli (icd"°
strain), has been previously studied. It was postulated that the use of NADP by E. coli
ICDH was a consequence of an evolutionary event that improved the growth on acetate.
However, changes in the metabolic flux distribution associated to the specificity of ICDH

have remained unassessed.

In this work, we have evaluated the hypothesis that in E. cofi, the redistribution of
fluxes resulting from the loss of NADPH production by 1CDH, due to the change in ifs
cofactor specificity, responds to re-establish the balance of NADPH production and fo
replenish the intermediates of biosynthesis during the growth on acetate. We used
modeling tools to study the distribution of metabolic fluxes in E. coli strains possessing a
NAD-dependent form of ICDH in the presence and absence of the transhydrogenase
PntAB, which maintains the redox balance in response to a fall in the NADPH production,
grown in acetate as the sole carbon source. For this, the Datsenko-Wanner method and
subsequent backcross procedure were used o generate the mutant strains from E. coli
K-12 MG1655 (wild fype). Metabolic flux distributions were obtained in silico by Flux

Balance Analysis (FBA) for the wild type, ApntAB, jcd"?P and icd"4? ApntAB strains. By

Xiv




using COBRA, we integrated the model iJO1366 of E. coliwith the growth and the acetate
consumption rates, experimentally obtained at the exponential phase of growth in batch
cultures. FBA was used to maximize the maintenance ATP and then minimize the net
flux of the network. Our results showed the adaptive pofential at the genome-scale of E.
coli upon the swapping the ICDH cofactor specificity, particularly focussing on the
NAD(P)H production points. We observed that the physiological parameters were mainly
affected by the ICDH specificity. The simulations predicted the activation of the malic
enzyme, gluconeogenesis and the oxidative branch of the peniose phosphate pathway,
as well as the changes of partition fluxes at the isocitrate bifurcation, in order to coordinate
the production of NADPH with biosynthesis. Finally, given ihat the modification of ICDH
caused both, a decrease in the NADPH and an increment in the NADH production rates,
employing these strains in order to generate electricity is discussed as a biotechnological

projection.
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1. INTRODUCCION

Los organismos heterotrofos poseen diferentes vias metabdlicas que les
permiten oxidar la fuente de carbono. Dichas rutas cumplen principalmente dos
funciones: (1) generar los precursores para la biosintesis o anabolismo, y (2) proveer la
energia (como el ATP, el NADPH vy la fuerza protén-motriz) que se necesita para el

consumo de nutrientes y la biosintesis (Holms, 1986).

En el caso de Escherichia coli, el metabolismo anabélico se encuentra constituido
por casi 1000 reacciones, pero el nicleo de esta red lo componen sélo 11 intermediarios
de las vias centrales y los cofactores ATP, NADH y NADPH (Sauer y col., 2004). Los
dinucleétidos de nicotinamida y adenina (NAD y NADP) actian como transportadores de
electrones en varios puntos de |a red, participando en mas de cien reacciones como se

muestra en la Figura 1 (Orth y col., 2011).
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Figura 1. Cofactores organicos mas utilizados en el metabolismo de Escherichia
coli
Las barras indican el nimero de reacciones en las que participan. Los recuadros de

lineas segmentadas de color rojo y verde encierran las barras de NAD(H) y NADP(H),
respectivamente. Las reacciones fueron contadas en el modelo metabélico iJO1366 de
E. coli (Orth y col., 2011).




1.1. Rol de NADH y NADPH

En la red de E. coli, la generacion de NADH y NADPH ocurre en diferentes vias
del metabolismo central, debido a las especificidades o preferencias que presentan las
deshidrogenasas por estos cofactores (Olavarria y col., 2014), como se muestra en la

Figura 2.

A pesar que NADH y NADPH son moléculas muy similares y poseen el mismo
potencial estandar de oxido-reduccion, éstas cumplen funciones diferentes (Carugo &
Argos, 1997). La primera esta relacionada con la generacion de energfa al fransferir
equivalentes de reduccion a la cadena transportadora de eiectrones para la produccion
de ATP y también con procesos de fermentacion. Mientras que NADPH participa en las
reacciones de biosintesis y en la defensa antioxidante, lo que 1o hace un cofactor que
vincula el catabolismo con el anabolismo (Fuhrer & Sauer, 2009). Dichas funciones son
posibles porque &l equilibrio quimico de estos cofactores se encuentra desplazado a la
oxidacion o a la reduccion. La célula mantiene casi fodo el NAD(H) en estado oxidado y
la mayor parte de NADP(H) en su forma reducida (Reich & Selkov, 1981), permitiendo
que NAD acepte electrones desde las vias catabdlicas y NADPH done electrones a las

anabolicas (Figura 3).

Asi, debido a la funcion metabdlica en que estos cofactores se encuentran
implicados, los electrones provenientes de NADH pueden salir del sistema (a través del
aceptor finalen la respiracion, o de los metabolitos de fermentacion), mientras que en el
caso de NADPH, los electrones permanecen en la célula, formando parte de la biomasa

(aminoécidos, nuclestidos, etc.).
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Figura 2. Produccion de NAD(P)H en las vias centrales de E. coli
Se muestran las vias centrales de E. coli y los distintos puntos de reduccion de NAD(P)

a NAD(P)H. Los metabolitos representados se detallan en la Lista de Abreviatura. Las
flechas corresponden a las reacciones enzimaticas, los circulos verdes muestran las
deshidrogenasas NADP-dependientes y los rojos a las NAD-dependiente. Los circulos
blancos numerados destacan las nueve deshidrogenasas que reducen a estos
cofactores, y sus nombres se detallan en la leyenda. En el recuadro rojo se muestran las
transhidrogenasas de membrana (PntAB) y la soluble (UdhA), que interconvierten estos
cofactores. Por ultimo, en azul se destaca el isocitrato como un punto de bifurcacion
entre la via del glioxilato y la isocitrato deshidrogenasa.
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Figura 3. Relacién de los principales cofactores organicos con las vias catabdlicas
y anabélicas en el metabolismo heterotrofico
Los atomos de carbono pueden fluir a través de vias catabolicas para la produccién de

energia y poder reductor, 0 a través del anabolismo para la generacion de precursores
de la biosintesis. NAD(H) participa exclusivamente en las primeras, relacionandose con
el anabolismo a través de la cadena respiratoria. Mientras que la energia liberada por la
hidrélisis del ATP hace posible el anabolismo, formandose desde la cadena respiratoria
ylo el catabolismo (fosforilacion a nivel de sustrato). Finaimente, NADP(H) es el cofactor
redox que relaciona de manera directa la transferencia de electrones desde el
catabolismo al anabolismo. Para cada cofactor el tamario de letra se relaciona con su
concentracién intracelular. Imagen modificada de la figura original de la tesis de
Canonaco (2003).

1.2. Transferencia de equivalentes de reduccion entre NAD(H) y NADP(H)

Puesto que NADPH se encuentra acoplado a la tasa de crecimiento o de
generacion de biomasay existen muy pocas reacciones distintas a las vinculadas con la
biosintesis para reoxidarlo; en organismos como Saccharomyces cerevisiae los flujos de
produccién se encuentran balanceados con los requerimientos de NADPH para el
anabolismo (Haverkorn, 2012). Sin embargo, en E. coli y muchas otras bacterias se da
el caso en que la produccion de NADPH se encuentra por debajo o por sobre el consumo

anabolico. E. coli es capaz de contrarrestar esta situacién mediante dos isoformas de




transhidrogenasa: la de membrana (PntAB) y la soluble (UdhA), mostradas en la Figura
2. La primera cataliza la transferencia de hidruros desde NADH a NADP, de manera
acoplada a la fuerza proton motriz, para poder ir en contra del equilibrio quimico ya
desplazado hacia NAD y NADPH. Mientras que a partir de estos tltimos, la segunda
transhidrogenasa cataliza la reaccién a favor del equilibrio (Fuhrer & Sauer, 2009). De
esta forma, cuando sea necesario, PntAB completa el requerimiento anabélico mediante
la produccién de NADPH, mientras que en los casos de sobreproduccion de este

cofactor, UdhA es capaz de contrarrestar esta situacién consumiéndolo.

Interesantemente, se ha visto que ambas transhidrogenasas son reguladas de
manera opuesta. Por ejemplo, como respuesta al nivel de leucina, el factor Lrp activa la
transcripcion de pnfAB y reprime la de udhA. Bajo la misma logica actia Crp, activando
a udhA, pero reprimiendo a pniAB (Haverkorn, 2012). Asi, la acciéon de estas
transhidrogenasas estaria segregada segn el contexio metabdlico, estando una activa

y la otra reprimida ante determinadas condiciones de crecimiento.

1.3. Crecimiento de E. coli en Acetato como inica fuente de carbono

A diferencia de la glucosa, el acetato es una fuente de carbono gue se encuentra
mas oxidada. Por esto, el rendimiento de generacion de biomasa por energia liberada
por esta fuente de carbono es menor que én la primera (Tempest & Neijssel, 1987). Una
vez que el acetato ingresa a la célula, es transformado a acetil-CoA. Dicho metabolito
puede ser oxidado completamente en el ciclo de Krebs, liberando dos moléculas de CO:
por accién de la isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y de Ia a-cetoglutarato
deshidrogenasa (AKGDH). La primera oxida el isocitrato en 2-oxoglutarato (también

conocido como o-cetoglutarato), y la segunda convierte este Gltimo en succinil-CoA. En




ambos casos se genera poder reductor, en forma de NADPH y NADH, respectivamente

(Figura 2).

Existen evidencias de que aquelios organismos capaces de crecer en acetato
comparten como caracteristica la presencia de la via del glioxilato, que actlla como
bypass evitando la pérdida de moléculas de carbono a través de la oxidacion
descarboxilativa del ciclo de Krebs y de esta forma reponer intermediarios necesarios
para [a biosintesis (Nunn, 1987). Por esto, se ha visto que este bypass es imprescindible
para que los organismos sean capaces de crecer en acetato (Kormnberg, 1966). También
se ha observado que los organismos que poseen la via del glioxilato siempre poseen
una isocitrato deshidrogenasa NADP-dependiente, mientras que los con una ICDH
especifica por NAD no poseen esta via (Zhu y col., 2005). Esto Ultimo también relaciona
la especificidad de esta enzima con las capacidades de crecimiento en esta fuente de

carbono.

Al igual que el resto de los organismos que pueden crecer en acetato, en E. coli
la regulacién de la bifurcacién desde isocitrato cumple un rol fundamental durante el
crecimiento en esta fuente de carbono. E! operdn ace contiene los genes de [as enzimas
presentes en la via del glioxilato y un regulador de la isocitrato deshidrogenasa, que

regula la particién de flujo a través del bypassy del ciclo de Krebs (LaPorte y col., 1985).

Como se muestra en la Tabla 1, existen diversos estudios en los que
caracterizaron fisiolégicamente la cepa wild type (WT ) de E. cofi durante el crecimiento
en acetato. Para comprender las capacidades metabdlicas de esta bacteria durante el
crecimiento en dicha fuente de carbono (Raman & Chandra, 2009), algunos autores han

empleado métodos de Andlisis de Flujos Metabélicos (MFA, del inglés Metabolic Flux




Analysis) para determinar distribuciones de flujos (Figura 4), enfocandose principalmente
en la bifurcacion del isocitrato. Esta herramienta utiliza la informacién experimental d el
marcado isotépico y el analisis matematico. En los Gltimos afios ha mostrado ser
bastante precisa en la determinacion de flujos infracelulares (Crown & Antoniewicz,
2013). Sin embargo, el nimero de reacciones que se pueden analizar es bajo (entre 20
y 30, las que generalmente corresponden a las vias centrales) en comparacién con el

total presente en la red metabdlica (2583 para E. coli).
Tabla 1. Parametros fisiologicos de cepas wild type de E. coli durante el

crecimiento en medio minimo suplementado con acetato como Unica fuente de
carbono

Cepa 1 Q.. Yws  Medio de cultivo Tipo  Referencia
E coliWTBW25113 020 1146 0017 Mg+ Acetato4gll Continuo z“é%g 4‘;°"
E cof WTBW25113 029 1258 0023  M9+Acetato 5g/l Batch H?;quz‘;r"
. - . Zhao &
E. coli WT K-12 0.22 14.43  0.015 M9+ Acetato de Sodin 2g/L  Continuo Shimizu (2003)
: - X Zhao &
E. colif WT K12 0.11 7.18 0.015 MO + Acetato de Sodio 2g/L.  Continuo Shimiztt (2003)
E cofWTki2 022  nd.  nd Mg+Acstatode Sodio3g/L  Batch T“""(‘;‘%)‘m‘-
Walsh &

E. coliWT K-12 0.28 1631 0018 MOPS + Acetato 5.9 g/L Batch Koshland Jr.
(1984, 1985)

E coli WT MC4100  0.33 nd. nd MO + Acetato 2.5 g/L Batch 0(2 3’ OCZ‘;"
E ol WTMGT655 031 155 0020  Mo+Acetato4giL Batch Edwggg 1‘; col.
E. colf WT MG1655  0.20 nd.  nd. Mo + Acetato 5 g/L Batch Sa:‘;‘ég’ 4‘;°"
) Liu y col.
E. colf WT MG1655  0.21 nd.  nd  MOPS+Acelato 0.33g/L  Batch (2005)
Taymaz-
E. coliWT MG1655  0.10 6.92 0.014 MOPS + Acetato 6.7 g/l Continuo  Nikerel y col.
(2010)
E. coli WT MG1655  0.35 nd.  nd.  MOPS + Acetato 20 giL Batch Wazgg1"1‘;°"

E. coli WT ML308 0.43 20.16 0.021 LMR+Acetato 1.77 glL Batch Holms (1986)

|i: Tasa especifica de crecimiento {h")

Q..: Tasa de consumo de acetato (mmol-gDW 1)

‘s Rendimiento de biomasa (gDW por mmol de acetato)
n.d.; Parémetro no determinado
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Figura 4. Distribuciones de flujos metabélicos de cepas wild type de E. coli
creciendo en acetato.

Distribuciones de flujos determinadas con técnicas de "C junto a espectrometria de
masa y/o resonancia magnética nuclear. Junto a cada reacciéon mostrada (representadas
por las flechas) se muestra un recuadro con cinco valores. Estos corresponden a la
velocidad de la reaccion, en términos del porcentaje del flujo de consumo de acetato.
Cuando el sentido de la reaccién es opuesto al de la flecha, el nimero es negativo. Los
valores no reportados se muestran como n.r. Desde el primer al quinto valor de cada
recuadro corresponde a lo observado por Haverkorn (2012), Taymaz-Nikerel y col.
(2010), Zhao & Shimizu (2003), Holms (1996) y Walsh & Koshland Jr. (1984, 1985),
respectivamente. Los circulos representan las deshidrogenasas en la red; en verde las
especificas por NADP y en rojo por NAD. Se muestra la Unica enzima malica activa (la
NADP-dependiente). Los metabolitos se detallan en la Lista de Abreviatura




Asi, durante el crecimiento en acetato, se ha observado que la ICDH de E. coli
produce sobre un 80% del NADPH total (Zhao & Shimizu, 2003). Sin embargo, la
capacidad de produccion de esta enzima también genera un exceso en la tasa de
produccion de dicho cofactor, haciendo que ésta se encuentre muy por arriba de la
demanda anabélica de NADPH. Esta situacion es contrarrestada por la accion de la
transhidrogenasa UdhA, reflejando la importancia de mantener los balances redox en el

metabolismo {(Haverkorn, 2012).

1.4. Cambios de Especificidad de las Deshidrogenasas

El balance redox esta dado principalmente por cofactores como NAD({P) y sus
especies reducidas. Como se mencioné anteriormente, este balance es importante para
mantener las reacciones de biosIntesis y de generacién de energia a partir de sustratos,

como por ejemplo glucosa y acetato.

Aprovechando lo anterior, una de las estrategias que se ha utilizado
recientemente en la ingenieria metabdlica para mejorar la produccion de compuestos de
interés comercial es la modificacion de la disponibilidad de NADH y NADPH para lograr
un efecto sistémico en la red. Este razonamiento también se ha empleado para
comprender la evolucién de las redes metabélicas y cémo ciertas vias fueron

confiriéndoles nuevas caracteristicas a los organismos.

Un ejemplo del primer caso es el trabajo de Kabus y col. (2007), donde
expresaron la transhidrogenasa PntAB de E. coli en Corynebacterium, que no posee este
tipo de enzima para aumentar la produccién de L-lisina. Asi generaron un mayor
abastecimiento de NADPH para las vias anabélicas, [o que desencadené un aumento

de la formacion de biomasa y de L-lisina. Otro caso es el de Baizery col. (2013), quienes
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aumentaron la disponibilidad de NADH y disminuyeron la produccién de formato en E.
coli al expresar heterdlogamente la formato deshidrogenasa NAD-dependiente de

Candida boidinii, con el fin de aumentar la produccion de succinato.

Dada la preponderancia de la disponibilidad de NAD(H) y NADP(H), existen
estudios que se enfocan en la importancia de la especificidad que tienen las
deshidrogenasas por el cofactor en la regulacion del metabolismo (Wang y col, 2013).
Tal es el caso de la investigacion de Bologna y col. (2007), donde ellos estudiaron dos
formas de la enzima malica: una especifica por NAD y la otra por NADP. Se vio que
éstas presentan estructura y sistemas de regulacién diferentes, lo que refleja la

importancia de la especificidad en el control metabadlico ante contextos distintos.

Particularmente, en el trabajo desarrollado por Zhu y col. {2005}, analizaron en
E. cofi el efecto del reemplazo del gen que codifica [a isocitrato deshidrogenasa NADP-
dependiente (ICDH) por una forma mutante especifica por NAD. Mencionaron que
debido al estado de oxidacién del acetato éste no puede ser utilizado a traves de la via
de las pentosas fosfato para la produccioén de NADPH por lo que la bacteria necesitaria
de fuentes alternativas para producir este cofactor, como lo es PntAB, la enzima malica
NADP-dependiente (MaeB) y la ICDH. Una de las conclusiones de este trabajo fue que
las ICDH NADP-dependiente emergieron como una adaptacion que favorece el

crecimiento en acetato.

Si bien estos trabajos han aportado a comprender la importancia del balance
redox para la produccién de ciertos metabolitos y el control sistémico de la red
metabolica, son pocos los estudios donde se ha explicado la repercusion del cambio de

la disponibilidad de NAD(H) y NADP(H) a nivel de flujos metabélicos. Entre estos ltimos
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destacan las investigaciones de Marx y col. (1999), Martinez y col. (2008}, y Olavarria y
col, (2014), en las que se analizaron los flujos metabolicos al cambiar la especificidad de
la glutamato deshidrogenasa de C. glutamicum, la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa de E. coli, y la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa de E. coli por una
NADH productora, respectivamente. Por su parte, King & Feist (2014) analizaron de
manera in silico el cambio de especificidad de distintas deshidrogenasas de E. coliy S.

cerevisiae para mejorar la produccion de metabolitos de interés.

Zhu y col. (2005) examinaron el efecto fisiolégico de la especificidad de la ICDH
de E. coli durante el crecimiento en acetato, observando que la preferencia por NADP
es una adaptacion que mejord el crecimiento en dicha fuente de carbono. Sin embargo,
no vieron e! efecto metabélico asociado al cambio de especificidad. Por este motivo, en
este trabajo se examinaron los cambios en las distribuciones de flujos y los efectos
asociados ante las perturbaciones redox impuestas por la especificidad de la ICDH y la
presencia y/o ausencia de la transhidrogenasa PntAB. En capitulos posteriores se
discutira la importancia de los cofactores redox y en los puntos de la red donde
participan, respondiendo a la disponibilidad de estos en el contexto del presente estudio.
También, se abordard una posible aplicacion biotecnoldgica relacionada al cambio

realizado en el abastecimiento de NAD(P)H en el metabolismo central.

1.5. Analisis de Balance de Flujos para predecir las distribuciones de flujos

metabdlicos

El Andlisis de Balance de Flujos (FBA, abreviacién en inglés de Flux Balance
Analysis) es una aproximacion matematica que permite calcular la distribucién de

velocidades de reaccion dentro de una red metabélica completa de un organismo. Dicho
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de otro modo, es un analisis in silico que predice los flujos metabodlicos, la tasa de
duplicacion celular, y tamblén la tasa de consumo ylo de produccion de metabolitos (Orth
y col., 2010). Si bien MFA permite determinar los flujos de las vias centrales de manera
experimental, con FBA es posible predecirlos para la red completa. Para esto se necesita
determinar experimentalmente un nimero menor de parametros fisioldgicos como lo
pueden ser la tasa de crecimiento, de consumo de fuente de carbono, de consumo de

oxigeno, de produccion de COz y/o de metabolitos de fermentacion.

Por caracteristicas como la anterior, se empled FBA para predecir las
distribuciones de flujos ante las perturbaciones asociadas al cambio de especificidad de
la ICDH durante el crecimiento de E. coli en acetato. Para mas detalles del método,

revisar la seccién 2 (Materiales y Métodos) y/o la revision de Orth y col. (2010).
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1.6. Hipdtesis

En Escherichia coli, 1as redistribuciones de flujo que acompafian la pérdida de
produccién de NADPH en ICDH debido al cambio de especificidad del cofactor,
responden al restablecimiento del balance de produccion de NADPH y de intermediarios

para la biosintesis durante el crecimiento en acetato.

1.7. Objetivo General

Estudiar mediante herramientas de modelamiento la distribucion de flujos
metabélicos de cepas de Escherichia coli que poseen el reemplazo de la isocitrato
deshidrogenasa por una forma NAD-dependiente en presencia y ausencia del gen de la

transhidrogenasa PntAB en cultivos con acetato como (nica fuente de carbono.
1.8. Objetivos Especificos

1) Generar cepas de E. coli que posean el reemplazo del gen icd por el gen icd“A?
en presencia y ausencia del gen de la transhidrogenasa PntAB mediante
recombinacién homdloga.

2) Realizar estudios fisiologicos, incluyendo la determinacion de la tasa de
crecimiento, el rendimiento y la tasa de consumo de fuente de carbono de las
cepas generadas en el Objetivo 1, cultivadas en acetato.

3) Estudiar el impacto metabdlico de las modificaciones realizadas en el Objetivo 1
mediante el modelamiento de los flujos metabolicos por Andlisis de Balance de

Flujos utilizando como restricciones los resultados obtenidos del Objetivo 2.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1P. Materiales ptilizados

2.1.1. Cepas bacgerianas

Todas las cepas construidas y utilizadas en este trabajo se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas utilizadas y sus caracteristicas relevantes

Cepa Caracteristicas relevantes
wild type 30 Cepa K-12 MG1655 con genotipo F- A rph-1
ApntAB:kan @ Ausencia de la transhidrogenasa de membrana (PntAB) y presencia de
resistencia a kanamicina
jedMAP:anR @ Cambio de especificidad de la ICDH y presencia de resistencia a kanamicina
fed™AP ApntAB::kan® @ Cambio de especificidad de la [CDH, ausencia de PntAB y presencia de
resistencia a kanamicina
ApntAB ® Ausencia de PntAB
icgNAL ab Cambio de especificidad de la ICDH
fodNAP ApntAB ® Cambio de especificidad de la ICDH y ausencia de PntAB

= - Sa emplet en la construccion de otra(s) cepa(s)
b Se caracterizo fisioldgicamenta

2.1.2. Reactivos

Tabla 3. Reactivos utilizados durante el seminario de titulo

Proveedor Reactivos
Agilent Technologies Inc (CA-USA) PfuUltra Il fusion HS DNA polymerase
Becton Dickinson (NJ-USA) Peptona
Biotium {CA-USA) Gel Red
Clontech Laboratories, Inc. (CA-USA) SapphireAmp® Fast PCR Master Mix
IDT {IO-USA) Partidores
Lonza {Basel-Switzerland) LE Agarosa SeaKem®
Merck {NJ-USA) Agar, Extracto de levadura, clorure de sodio y sales
para medios de cuitivo
New England Biolabs® Inc {MA-USA) 1 kb DNA Ladder, Gel Loading Dye Blue (6X), Enzima
de restriccién Dpn [
OMEGA Bio-tek (GA-USA) E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit [I (Mini-prep)
Promega (Wi-USA) Bovine Serum Albumin Acetylated (BSA), Wizard®
Genomic DNA Purification Kit
Sigma-Aldrich (MO-USA) Acetato de sodio
S Biological (MA-USA) Kanamicina, ampicilina

E! agua utilizada en todos los experimentos fue de calidad miliQt, con una conductividad de 0.05 pS-cm™,

14
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2.1.3. Medios de cultivo

Medio Lysogeny broth (LB}

La composicién del medio liquido LB por cada 1 L es la siguiente: 10 g de
peptona, 5 g de extracto de [evadura y 10 g de NaCl. Para su preparacion se disolvieron
los componentes en 900 mL de agua mili-Q y se ajusté el pH a 7. Luego se complet6 el

volumen con agua mili-Q a 1 L. Se esterilizo por autoclave.

En el caso del medio sélido LB, se empled la composicién anterior salvo que se

suplement6 con agar al 1.7% piv (17 g de agar). También se esterilizé por autoclave.

Cuando fue necesario, se suplementd L-arabinosa, glucosa, ampicilina y
kanamicina, a concentraciones finales de 0.2%, 5 g-L*, 100 mg-L"' y 50 mg-L?,

respectivamenie.
Medio Minimo M9 - Acetato

La composicion del medio minimo M9 por cada 1 L es la siguiente: 3.0 g de
KH.PO4, 5.96 g de NazHPOy4, 1.02 g de NH,CI, 0.5 g de NaCl. Para su preparacion se
disolvieron los componentes en 900 mL de agua mili-Q y se esteriliz6 por autoclave. Se
adicioné 1 mL de las siguientes soluciones esterilizadas por separado: MgSO; 2 M, CaCl;
0.1 M, Tiamina 3 mM, Sales traza. Y también 40 mL de acetato de sodio 75 g-L™! para

ajustar el pH a 7 y suplementarlo al medio a una concentracion final de 3 gL

La solucién de sales traza por cada 1 L posee: 1.8 g de ZnSO; » 7H:0, 1.2 g de

CuCl, » 2H:0, 1.4 g de MnCl; » 4H20, 2.1 g de CoSO4+ 7H20 y 10 g de FeCls * 6H:0.
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2.1.4. Plasmidos

Tabla 4. Plasmidos ocupados en este estudio

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia
pKD13 Sitios FRT flanqueando al gen de Datsenko y Wanner
resistencia a kanamicina (kan®) (2000)
pKD46 Termosensible (M: 30°C, C: 37°C). Datsenko y Wanner
Inducible por L-arabinosa. Sistema de (2000)

recombinacién del bacteriéfago A Red.
Gen de resistencia a ampicilina (ampF)

pCP20 Termosensible (M: 30°C, C: 43°C). Datsenko y Wanner
Recombinasa Flp que reconoce los sitios (2000)
FRT. Gen de resistencia a ampicilina
(ampF)
pUC57-icd*P-FRT-kan®-FRT Gen icd"AP fusionado al cassette FRT- Aporte del Dr. Karel
kanR-FRT proveniente del plasmido Olavarria

pKD13. Resistencia a kanamicina y
ampicilina (genes kan®y ampF,
respectivamente)
M: Temperatura de mantencion del plasmido; C: Temperatura de “cura” o lavado del plasmido

2.1.5. Partidores

Tabla 5. Partidores utilizados para la modificacion y secuenciacion de las cepas

Partidor Secuencia
Secuenciacion del cassette de reemplazo del gen icd
M13-FP 5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'
M13R 5-GCGGATAACAATTTCACACAG-3'
Amplificacion del cassette de reemplazo del gen icd
PFicdNAD-KanFRT 5-GCAAACCAGTAGCGCTCGAAGGAGAGGTGAATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTC-3'
PRicdNAD-KanFRT 5-TCCCGTTAATAAATTTAACAAACTACGGCAGTCGACCTGCAGTTCG-3'
Amplificacion del cassette de delecién del operén pntAB
FwDWpnt 5.CGTTCTGTTAAGCGATCTCAATAAAGAGTGACGGCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3'
ReDWpnt 5-CTAGATCACAGGCATAATTTTCAGTACGTTATAGGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3'
Amplificacién de la regién codificante del gen icd
FSicdh 5-CATATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGG-3'
RSicdh 5'-GAGCTCTTACATGTTTTCGATGATCGC -3'
Amplificacién de la region codificante del operén pntAB
FSpnt 5'-AGACTGCAGCAGGGTTACAGAGCTTTCAG-3'
RSpnt 5'-TCAGGATCCCCGATGGAAGGGAATATCATG-3
Verificaciéon del tamafio y secuenciacién de la regién del gen icd
11¢@ 5'-CATGACGGCAAACAATAGGGTAGTA-3'
123 5'-CCAAAACTACCGAGGGGTTTTGATA-3
13t 5-TATGCGGGTATCGAATGGAAAGC-3'
Verificacién del tamafio y secuenciacion de la regién del operén pntAB
1 5-CAGCGGGAGGTCAAAGCATC-3'
2 5-ACGGTGTAACTGTCTGCGTC-3'
gt 5-GTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAG-3'
10° 5-GTCCATAAAACCGCCCAGTCTAGCTATC-3'

Se muestra una regién subrayada y destacada en rojo para los partidores empleados en el procedimiento de Datsenko y
Wanner (2000). Esta corresponde al sitio de recombinacién homaéloga entre un extremo del producte de PCR y la region
cromosomica.

2 : Partidor utilizado para amplificar la region de interés y en una reaccion de secuenciacion.

® : Partidor utilizado exclusivamente en una reaccion de secuenciacion
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2.2. Metodologias de Biologia Molecular
2.2.1. Extraccién de DNA

Se extrajo el DNA genémico utilizando el Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega), mientras que los plasmidos se purificaron con E.ZN.A® Plasmid DNA Mini

Kit 1] (OMEGA BIO-TEK). En ambos casos se siguieron las indicaciones del fabricante.

2.2.2. Amplificacion de DNA mediante PCR

Los cassetfes empleados para las modificaciones a nivel cromosomico fueron
amplificados mediante PCR utilizando la DNA Polimerasa PfuUltra i Fusion HS (Agilent
Technologies). La mezcla de reaccion se preparé en un microtubo de 200 pL, la cual
esta compuesta por: 5 uL de 10x PfuUitra 1l reaction buffer, 0.5 pL de mezcla de dNTPs
(cada uno a una concentracién de 25 mM), 100 ng de DNA molde, 1 pL de cada partidor
(forward y reverse) a una concentracion 10 pM y 1 L. de Polimerasa. Se completéd un
volumen final de 50 pL con agua estéril libre de DNAsas. El protocolo de PCR consistié
en: i. una etapa de pre-calentamiento a 95°C durante 2 min, ii. 30 ciclos que comprenden
un periodo de desnaturacién a 95°C por 20 s, de alineamiento de partidores seglin su
Tm {45.5°C para el cassette de reemplazo del gen icd, y 55°C para el casselte de
delecion del operén pntAB) durante 20 s y de elongacion a 72°C durante 45 s, iil. una
etapa de post-calentamiento a 72°C por 3 min y iv. un periodo de mantencién a 4°C
durante 10 min. Luego de obtener el producto de PCR, se le adiciond 1 uL de la enzima
de restriccion Dpn | (New England Biolabs® Inc), la cual reconoce y degrada DNA
metilado, lo que permitié eliminar el plasmido presente en la mezcla de reaccion. Se

incubb toda la noche a 37°C.
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Tras cada paso de obtencién de cepas, las modificaciones fueron verificadas
mediante PCR-colonia, amplificando la region de interés para analizar su tamafio. La
mezcla de reaccion se prepard en un microtubo de 200 pL: primero se depositaron 11.25
pL de agua estéril libre de DNAsas y luego se arrastré una colonia por las paredes
internas del tubo, la cual fue picada desde la placa donde fue cultivada. Posteriormente,
se agrego: 0.25 L de BSA, 12.5 UL de SapphireAmp® Fast PCR Master Mix, y 0.5 pL
de cada partidor (forward y reverse) a una concentracién 10 pM. El protocolo de PCR-
colonia consistié en: i. una etapa de pre-calentamiento a 94°C durante 10 min, i 30
ciclos que comprenden un perfodo de desnaturacién a 98°C por 10 s, de alineamiento
de partidores a 55°C durante 10 s y de elongacién a 72°C durante 30 s, y iif. un periodo

de mantencion a 4°C durante 10 min.

2.2.3. Verificacion del tamaifio de DNA mediante electroforesis en gel

Cada muestra de DNA se mezcld en proporcion 2:1 con una solucion Gel Loading
Dye Blue (New England Biolabs® Inc) y luego se cargd en un gel de agarosa al 0.8%
p/v, preparado en una solucion TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, acetato 20 mMy EDTA 1 mM)
y Gel Red 3X (Biotium). Ademas de las muestras, se cargo en un carril el estandar de
peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs® Inc). La electroforesis se
realizé a voltaje constante de 80 V en una camara de electroforesis hotizontal H2

(Fermelo). Finalmente, el gel se observé sobre un transiluminador UV y se fotografio.

2.2.4. Secuenciacién y analisis de secuencias

Ademas del PCR-colonia, se verificaron las modificaciones realizadas mediante
secuenciacién. Para esto se extrajo el DNA genémico y luego se amplificaron por PCR

las regiones de interés empleando el protocolo que utiliza la Polimerasa Pfulltra Il. Los




19

productos de PCR y el plasmido pUC57-icd"AP-FRT-kan"-FRT se enviaron a secuenciar
a Macrogen USA, empleando los partidores de secuenciacion detallados en la Tabla 5.
Las secuencias obtenidas fueron ensambladas con el software Geneious Pro 4.8.5,
utilizando las regiones de sobrelapamiento consideradas en el disefio de los partidores.
Luego se comprobaron las modificaciones mediante alineamiento con las secuencias

esperadas.

2.2.5. Preparacion de células electrocompetentes y transformacién

Se prepararon células electrocompetentes de E. coli cultivando la cepa
correspondiente durante toda la noche en 3 mL de medio LB a 37°C (o a la temperatura
de mantencion si la cepa posee un plasmido termosensible), luego se inoculb con 1 mL
de dicho cultivo en un matraz con 50 mL del mismo medio y se incubé en agitacion a la
misma temperatura, hasta alcanzar una ODsoonm determinada. Posteriormente, se incubd
el matraz en hielo durante 5 min y se centrifug6 el cultivo en un tubo Falcon® de 50 mL
durante 10 min a una velocidad de 8000 rpm y a una temperatura de 4°C. Se descartd
el sobrenadante y iuego se suspendié el sedimento en 20 mL de glicerol al 10%
mantenido en hielo. Se centrifugé 3 veces adicionales de la misma manera, pero [a dltima
suspensién del sedimento se realizé en 1 mL de glicerol al 10%, y se traspasé a un
microtubo de 1.7 mL estéril. La transformacion de las células electrocompetentes se llevo
a cabo mediante eletroporacién en cubetas de 2 mm, mezclando 90 L de células desde
el microtubo de 1.7 mL con 10 pL de DNA. Para esto se utilizé el equipo Eppendorf
Eporator® en condiciones de voltaje 2.5 kV, capacitancia 25 pF y resistencia de 200
Ohm. La recuperacién se realizé en 1 mL de medio LB (si corresponde, suplementado
con glucosa y/o L-arabinosa) a 37°C durante 2 h. Posteriormente, se sembraron las

células en placas con medio LB sdlido suplementado con el antibiético que corresponda.
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2.3. Metodologias para la Generacion de Cepas
2.3.1. Recombinacién homoéloga en un paso con producto de PCR

El cassette FRT-kan®-FRT contenido en el plasmido pKD13 fue amplificado
utilizando los partidores correspondientes para generar el producto de PCR con
extremos de 35 pb y homélogos a las regiones cromosémicas adyacentes al operén
pntAB de E. coli (Figura 5a). Mientras que el cassette icdVAP-FRT-kanR-FRT fue
amplificado desde el plasmido pUC57-icd“P-FRT-kan®-FRT, generando el producto de
PCR con extremos homdlogos a las regiones cromosémicas de 30 pb adyacentes algen
jed de E. coli (Figura 5b). Cada uno de estos cassetftes se utilizé por separado para
células electrocompetentes de la cepa wild fype previamente transformada con el
plasmido pKD46 (Datsenko & Wanner, 2000). Para lograr la recombinacion, las células
electrocompetentes fueron preparadas en medio LB suplementado con L-arabinosa y
ampicilina a 30°C hasta alcanzar una ODeoonm 0.5 - 0.8, para expresar la recombinasa A
Red presente en el plasmido. Luego de la recuperacién en LB suplementado con glucosa
a 37°C durante 2 h, las células fueron sembradas en medio sélido LB, suplementado con
kanamicina. Aquellas colonias que crecieron, resultaron ser las cepas ApntAB:kan® e
ica™P.kan® segin el respectivo cassette utilizado para la transformacion. Las

modificaciones fueron verificadas por PCR-colonia y secuenciacion.
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RH1 FRT FRT RH2 RH3 FRT FRT RH4
Producto - W ai3jah A 5 -3} 1334 0b
de PCR

Region A T L AT T O
cr Fa— Sttt B9 PR T AS3S P
RH1

Figura 5. Recombinacién homéloga de los productos de PCR
Se muestran los fragmentos lineales utilizados para la construccién de cepas. En (b), el

producto de PCR presenta el cassette FRT-kan®-FRT empleado para la delecion del
operén pntAB. Mientras que en (a), presenta el cassette icdV*P-FRT-kanR-FRT para
reemplazar el gen icd por el gen icd“°. Ambos productos de PCR tienen extremos que
homalogos con las regiones cromosémicas adyacentes al sitio modificado (RH1 a RH4).
El evento de recombinacién homologa se representa por las formas elongadas que
conectan la region RH en el producto de PCR con la misma en la region cromosémica.

2.3.2. Transferencia de las modificaciones mediante retrocruce o backcross

Posteriormente, las modificiaciones fueron transferidas a células
electrocompetentes frescas de la cepa wild type mediante retrocruce o backcross (Toro
y cols., 1998) para descartar alteraciones al azar en el genoma debido a la sobre-
expresion del gen de la recombinasa A Red. Para esto, se extrajo el DNA genémico de
las cepas modificadas, éste presenté una concentracién entre 800 - 1000 ng-uL'y tuvo
una pureza sobre 1.7 dada por la proporcion Aseo/Azso. Se agitd intensamente mediante
vortex durante 20 min para fragmentarlo, y asi se utilizé para transformar las células.
Para lograr la recombinacién mediada por la maquinaria de reparacion de E. coli, las
células electrocompetentes fueron preparadas en medio LB a 37°C hasta alcanzar una
ODsoonm 0.70 - 0.75. Luego de la recuperacion en LB a 37°C durante 1 h, las células
fueron sembradas en medio solido LB, suplementado con kanamicina. Aquellas colonias
que crecieron fueron analizadas por PCR-colonia y secuenciacion para verificar la
correcta incorporacion de las modificaciones. Una vez que los resultados de estos

analisis fueron positivos, se escindié el gen de resistencia a kanamicina como se detalla
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en [a siguiente seccién, generandose las cepas ApnfAB e icd™4P. Para generar la cepa
icd"*® ApntAB::kan® se empleé el procedimiento de backcross, utilizando células
electrocompetentes de la cepa icd™*® y el DNA gendmico de la cepa ApntAB::kan®.
Posteriormente, el gen de resistencia se escindio de! mismo modo, obteniéndose

finalmente la cepa icd™A° ApntAB.

2.3.3. Remocién del gen de resistencia a kanamicina

Luego de que se confirmé que cada cepa obtenida presentaba resistencia sélo a
kanamicina, se transformaron células de cada una de estas con el plasmido pCP20
mediante electroporacién como se detall6 en la seccidn 2.2.5. Luego de su recuperacion,
se sembraron en una placa con LB-agar suplementada con ampicilina y se incubaron a
30°C toda la noche. Esto permitié la escisién del gen kan® debido a la recombinacién de
los sitios FRT por accién de la recombinasa Flp, cuyo gen se encuentra en el plasmido
pCP20. Para “curar” este plasmido, de aquellas colonias que crecieron se tomaron 8 al
azar y se sembraron en medio sélido LB-agar e incubaron a 43°C toda la noche.
Posteriormente, se sembraron en tres condiciones distintas de medio sélido LB-agar: i
sin antibiético, /i. suplementado con kanamicina y jii. suplementado con ampicilina, y se
incubaron a 30°C toda la noche. Aquellas que crecieron sélo en la condicién sin
antibiético fueron las que perdieron el gen kan® y no contienen el plasmido pCP20, lo

que se confirmé mediante PCR-colonia y secuenciacion.

2.4. Metodologias para la Caracterizacién Fisiologica de las Cepas

La caracterizacion fisiologica de las cepas en este caso consistié en determinar
la tasa de crecimiento, consumo de acetato y el rendimiento de biomasa de cada una de

estas.
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2.4.1. Condiciones de cultivo, monitoreo de las curvas de crecimiento y obtencién

de muestras

Las cepas estudiadas fueron cultivadas aerébicamente en matraces de 500 mL
que contenian 100 mL de medio minimo M9 — Acetato (composicién detallada en la

seccion 2.1.3.), a 37°C y a una agitacién de 200 rpm.

Previamente a esfo, se preparé un Stock de [noculacién de cada cepa,
cultivandolas en 25 mL de medio minimo M9 — Glucosa (misma composicién de medio
minimo M9 — Acetato, salvo que se empled glucosa a una concentracion final de 6 g-L™
en lugar de acetato, debido a un crecimiento més rapido de E. coli en esta fuente de
carbono) hasta alcanzar una ODsoonm de 1.0. Luego se incubé el matraz en hielo durante
15 min y posteriormente se centrifugd el cultivo en un tubo Falcon® de 50 mL durante
10 min a una velocidad de 5000 rpm y a una temperatura de 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el sedimento en un volumen de glicero! 10% equivalente
a 1/25 parte del volumen del cultivo centrifugado. Se transvasé el stock a un microtubo
de 2 mL y se mantuvo almacenado a -80°C para ser utilizado cuando se requiriera

inocular.

Para el estudio de cada cepa, la noche anterior al monitoreo se inoculd el cultivo
con 240 pL de Stock de Inoculacion, obteniéndose una ODseonm inicial entre 0.05 - 0.07.
Este procedimiento sirvié para que todos los cultivos partieran con una biomasa similar
y también para que la fase /ag de estos durara entre 10 - 13 h. De esta forma, debido a
la baja velocidad de crecimiento que presenta E. coli en acetato, la fase exponencial se
pudo caracterizar por completo al dia siguiente de la inoculacion. Previamente a la

implementacion de este método se realizaron controles para descartar que la tasa de
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crecimiento se viera afectada. Utilizando un cultivo previo (pre-indculo) en lugar del Stock
de Inoculacion, se observé que solo disminuye la duracién de la fase /ag sin mostrar
diferencias en la tasa de crecimiento respecto a lo registrado con el método empleado

en este trabajo.

De cada cultivo realizado para caracterizar fisiologicamente las cepas
estudiadas, se tomaron muestras cada 1 h para: i. medir densidad dptica a 600 nm; i.
obtener el medio exiracelular mediante filtracion con fiitros con tamario de poro de 0.22
pm, y guardar estas muestras a -80°C para luego analizar la concentracion de acetato

mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés).

2 4.2. Determinacién de la concentracién de acetato en el medio de cultivo

mediante HPLC

Las muestras de medio extracelular fueron analizadas por HPLC ocupando el
equipo Waters 1525 y la columna de intercambio i6nico Aminex HPX-87H (BioRad) para
carbohidratos y acidos organicos. Se utilizé una fase movil de H.S0s4 a una
concentracion de 5 mM, las bombas se operaron a un flujo neto de 0.6 mL - mintvyla
columna se mantuvo a 65°C. Los detectores ocupados fueron de Indice de refraccion

(Waters 2414) y UV (Waters 2487) a una longitud de onda de frabajo de 210 nm.

Se determind la concentracion de acetato presente en cada muestra,
interpolando los valores de éarea obtenidos con la curva de calibracién realizada en las
mismas condiciones de medio de cultive (medio minimo M9 — Acetato), variando la

concentracion de acetato de sodio en unrangode 0a3g- L.
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2.4.3. Determinacion del consumo de acetato

El crecimiento bacteriano en un cultive batch puede ser descrito por el siguiente

sistema de ecuaciones diferenciales:

as(t) _ —uS®)

It Yars -X(6) (N
dx(t)
TS z2(S@) - X(t) (2)

Donde la Ecuacién (1) representa la tasa de cambio del sustrato en el tiempo (en
este caso acetato), y la Ecuacién (2) representa la variacién de biomasa en el tiempo.
S(t) corresponde a la concentracion de sustrato (mM) en un tiempo () determinado de
cultivo; p(S(t) a la tasa de crecimiento (h') determinada para la concentracion de
sustrato al tiempo t; Yxs al rendimiento de biomasa producida por sustrato consumido
(gDW de biomasa - mmol de acetato™) y X(f) representa la concentracion de biomasa

{gDW-L) en el tiempo .

Desde la Ecuacion (2) se tiene:

_dX(@®) 1
,u(S (t)) = m (3)
Que al reemplazarlo en la Ecuacién (1) queda:
-1
ds(t) = —-dX(t) @
Yx/s ‘
Integrando:
S(t) —1  X@®
ds(@) =——- dX(r) 5)

$(0) Yxis Jx(0)
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S(t) — S(0) = 1 oxo+ —1 X(t) (6)
Yxis Yx/s

Resuitando finalmente:
1 -1
S@) = (S(O) +—--X(0)) + —X() (7)
Yx/s Yx/s

Donde S(0) y X(0) corresponden a la concentracién inicial de sustrato (mM) y de

biomasa inoculada (gDW-L"), respectivamente.

Por este motivo, se graficé la concentracién de sustrato medida por HPLC en
funcién de la biomasa expresada en gDW-L"! para el mismo tiempo de medicién. Al
realizar la regresion lineal, la pendiente obtenida correspondié a -1/Yxs. Este valor
permiti6 calcular la tasa de consumo de acetato (Qac, con unidades de mmol-gDW-h?)

al multiplicarlo por la tasa de crecimiento obtenida del cultivo:
-1
Qae = —— - u(S(1)) (8)
Yx/s

El factor de conversién de biomasa (f) para expresar ia densidad optica medida
a 600 nm en unidades de gDW-L™, se obtuvo como la pendiente de [a regresion lineal
de la biomasa en peso seco por litro, respecto de la biomasa en OD. Para esto, se
realizaron tres cultivos de la cepa wild fype bajo las condiciones mencionadas en la
seccion 2.4.1; de cada uno se tomaron dos veces muestras en friplicado de 16 mL a
distintos tiempos de cultivo, de las cuales se utilizo 1 mL para determinar la OD y el
volumen restante se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min a 4°C. El sedimento se
resuspendié en 100 pL y se dejé secar durante 24 h a 100°C en un recipiente
previamente masado. Posteriormente, se maso el recipiente con la muestra seca en su
interior, y se determiné la masa de ésta por diferencia. Finalmente, se normalizd

dividiéndola por el volumen de la muestra centrifugada (15 mL. en todos los casos).
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2.5. Metodologias para el Analisis de Balance de Flujos

La red metabdlica de un organismo puede ser representada matematicamente
en su totalidad mediante la matriz estequiométrica (8). Esta posee m filas y n columnas,
representando respectivamente el nimero de metabolitos y de reacciones en el sistema.
Cada celda de esta matriz contiene el coeficiente estequiométrico con el que un
determinado metabolito participa en cada reaccion. Se asigna un valor negativo para
aquellos metabolitos que son consumidos, cero para [os que no participan y positivoe para

los que son producidos en la respectiva reaccion.

Por ofro lado, todos los flujos metabdlicos de la red pueden ser representados
por un vector ¥, de dimensién igual al nimero de reacciones del sistema (o al nimero

de columnas de la matriz S). Mientras que el cambio de las concentraciones en el tiempo,
. . dz . e
de todos los metabolitos, se encuentra contenido en un vector ?t" de dimension igual al

nimero de metabolitos del sistema (o al nimero de filas de la matriz S). Este cambio
puede ser representado mediante ecuaciones de balance de masa, utilizando la matriz
S y el vector 7:

B esi (©)

Sin embargo, este sistema de ecuaciones presenta un espacio de solucién (ES)
indeterminado. £l ES contiene todas las combinaciones de flujos que hacen posible la
igualdad de la Ecuacion (9), por lo que para generar un ES acotado, FBA considera la

condicidén en que la tasa de cambio de concentracidén de todo metabolito debe ser igual

a cero (estado estacionario):

§5-9=0 (10)
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Esto significa que las concentraciones se mantienen constantes en el tiempo,
como lo que se espera que suceda en [a fase exponencial del crecimiento microbiano
(Monod, 1949). Es decir, la velocidad de produccion de los distintos intermediarios es

igual a la velocidad de su consumo debido al crecimiento.

Con esto es posible encontrar distintos vectores # que son solucién del sistema
de ecuaciones. Ademas se facilita el analisis, pues al no trabajar con las concentraciones
de los metabolitos, no seria necesario conocer parametros cinéticos. Para encontrar un
tinico vector, FBA emplea métodos de programacién lineal para optimizar una funcion
objetivo. Esto frecuentemente corresponde a la maximizacion de la velocidad de
produccién de biomasa (tasa de crecimiento), fundamentado en que durante la fase
exponencial ésta es maxima. Para hacer mas preciso este calculo, y el resultado
consistente con las tasas de crecimiento registradas experimentalmente, se suelen
utilizar datos experimentales de flujos metabdlicos externos para restringir el modelo,
poniéndole limites minimos y maximos, como por ejemplo a la tasa de consumo de
fuente de carbono, consumo de oxigeno, produccion de metabolitos de fermentacion,

efc.

Empleando el FBA como herramienta predictiva, se puede realizar una serie de
anélisis que dan cuenta del comportamiento metabdlico de un organismo. En la Figura
6 se resumen métodos empleados para los andlisis in silico realizados en el presente
trabajo. Aqui se destacan el célculo del ATP de mantencién (ATPM), [os analisis de
sensibilidad que dan cuenta de la robustez de [a red, la distribucion de flujos metabélicos
en la red completa, tasas de produccion y consumo de los metabolitos del sistema y
comparaciones high-throughput que permiten identificar facilmente las diferencias entre

las cepas estudiadas a nivel de flujo a través de vias metabdlicas. Dichos metodos se
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llevaron a cabo utilizando la COBRA Toolbox v2.0.5 (Schellenberger y col., 2011a) para
MATLAB (MathWorks®). Los codigos de programacion para estos analisis se pueden

encontrar en el Anexo N° 7.2.
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Figura 6. Esquema resumen de las etapas de analisis in silico
Primero se generaron los modelos de cada cepa (a), luego a estos se les calcul6 el ATP

de mantencién (b) mediante optimizacion de acuerdo a parametros experimentales.
Posteriormente, los modelos se utilizaron para realizar una serie de analisis: Analisis de
sensibilidad (c), con el fin de estudiar la robustez de la red ante perturbaciones a nivel
de flujos metabolicos. Predecir la distribucion de flujos metabdlicos (d), lo que da cuenta
de cuales son las vias activas en la red. Con esto, se obtienen valores de velocidad de
todas las reacciones en cada cepa, las que se pueden emplear para: Calcular la tasa
produccién o de consumo de cada metabolito de la red (e) y comparar los flujos entre
distintas cepas de manera high-throughput (f), observando las diferencias a través de
vias metabdlicas y/o reacciones determinadas.

2.5.1. Generacion de modelos de cepas

Se utilizé el modelo iJO1366 como reconstruccién metabolica de E. coli (Orth y
col., 2011). Sobre éste se generaron los modelos de las cepas construidas en este
trabajo, modificando los coeficientes estequiométricos de las reacciones catalizadas por
las enzimas modificadas. Para los modelos de aquellas cepas que presentan una ICDH
NAD-dependiente, los coeficientes estequiométricos de NADP y NADPH en esta

reaccién se reemplazaron por un valor 0, mientras que para NAD y NADH se modificaron
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por -1 y 1, respectivamente. Por otro lado, para los modelos de las cepas que presentan
la delecion de la transhidrogenasa PntAB, se restringié el limite inferior y superior del
valor de flujo metabdlico que puede adoptar la reaccion catalizada por esta enzima a un
valor de 0. Del mismo modo, se restringteron los limites de la reaccién de generacion
de biomasa y de la de consumo de acetato, empleando las tasas medidas

experimentalmente para cada cepa (Anexo 7.2).

2.5.2. Calculo del ATP de mantencion

Ademas del ATP necesario para la generacién de macromoléculas, existe una
demanda energética basal que se puede dividir en la asociada al crecimiento y la no
asociada al crecimiento (ATPM). Ejemplos de estas demandas son [os costos asociados
a la polimerizacién de proteinas y al reciclaje de la membrana, respectivamente (Feist y
col., 2007). En el modelo, el valor de ATP de mantencién se expresa como el limite
inferior del flujo de la reaccion ATPM, la cual tiene la siguiente férmula:

ATP + H,0 —» ADP +Pi+ H* (11)

El valor del ATPM se puede obtener experimentalmente desde cultivos continuos
(Russell & Cook, 1995) o también se puede estimar con FBA. En este caso corresponde
a maximizar el fiujo de la reaccién ATPM en el modelo, lo que también corresponde a
optimizar el rendimiento de ATP. Tras fijar latasa de crecimiento y el consumo de acetato
a los valores experimentales, se utilizé esta aproximacion debido a que [os flujos
bacterianos se aproximan a una superficie de Pareto que contempla el crecimiento
méaximo, la mayor produccion de energia (ATPM maximo) y el uso del menor nimero
de enzimas {Schuetz y col., 2012). Una vez maximizado el ATPM, su valor se empled
para fijar el limite inferior de dicha reaccion. Desde la optimizacion realizada para calcular

este valor, se obtiene una distribucion de flujos como se detalla en la seccion 2.5.4.
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2.5.3. Analisis de sensibilidad

Los andlisis de sensibilidad consisten en modificar el valor de flujo de una o mas
reacciones determinadas y ver el comportamiento de la red metabdlica. Se puede usar
como variable dependiente el cambio en la velocidad de la reaccién optimizada o de

otra(s) distinta a la(s) alterada(s). Para cada cepa se realizaron los siguientes analisis:

(1) Un andlisis de robustez, en el cual se hizo un barrido de la tasa de consumo de

acetato y se observé el comportamiento de la tasa de crecimiento y del rendimiento.

(2) Un analisis de Phenotype Phase Plane, el cual consiste en realizar un barrido del
flujo de dos reacciones simultdneamente. En este caso se modifics la velocidad con que
el acetato se destina al punto de bifurcacion del isocitrato {(como porcentajge del consumo
de acetato, desde 0 a 100), y el porcentaje de este flujo que se destina a la isocitrato

liasa (ICL, de la via del glioxilato), observando el efecto sobre el rendimiento de bi}omasa.

(3) Un analisis de robustez para observar el exceso de produccién de NADPH al variar
la particién hacia ICL (0 - 100% del flujo de consumo de isocitrato, el que representa el
valor neto desde la bifurcacion). El flujo maximo de la transhidrogenasa UdhA se uso
como indicador de la sobreproduccion de NADPH. También se analizéd la tasa de
crecimiento ante el cambio de la particion hacia ICL para ver cédmo infiuye el exceso de

este cofactor con los cambios de produccién de biomasa.

2.6.4. Obtencion de las distribuciones de flujos metabdlicos

Una distribucién de flujos metabdlicos corresponde a los valores de velocidad de
todas las reacciones del modelo metabdlico. En este trabajo, se calcul6 la distribucion

de flujos empleando el modelo de cada cepa estudiada bajo las condiciones de tasa de
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crecimiento y consumo de acetato determinadas experimentalmente. Como se muestra
en la Figura 7, sobre el modelo de cada cepa se pueden especificar las condiciones
experimentales, utilizando las tasas obtenidas desde cultivos bacterianos como
restricciones de los modelos. Puesto que no se realizé la determinacion experimental del
consumo de oxigeno, éste se predijo de manera in silico como el oxigeno optimo para

las condiciones experimentales incluidas en el modelo.
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Figura 7. Método para el calculo de las distribuciones de flujos
Primero se incorporaron los parametros determinados experimentalmente, restringiendo

los valores de flujos que pueden adoptar dichas reacciones. Luego, se realizd una serie
de optimizaciones de manera iterativa como se resume en la imagen. Primero se
maximizo el flujo de ATPM. Después, la tasa de consumo de oxigeno se minimizo para
obtener el valor 6ptimo asociado al crecimiento simulado. Luego, para eliminar los loops
de la distribucién, se realizé una minimizacién de la suma de los cuadrados de los flujos.
Posteriormente, se identificaron los loops restantes que superaran el flujo umbral (500
mmol-gDW-"-h! en este caso), y se fijaron todos los otros valores en el modelo para
nuevamente minimizar la suma de los cuadrados, obteniéndose finalmente una
distribucion de flujos sin loops.
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Un loop puede ser definido como un flujo a través de reacciones que devuelven
el sistema al mismo estado de origen. Esto ocurre cuando un grupo de reacciones
ocurren simultaneamente en direcciones opuestas. En la Figura 8 se esquematiza que
las reacciones que conforman un /loop pueden alcanzar valores muy altos de velocidad,
lo cual dificulta los analisis posteriores al calculo de la distribucién. Uno de los principales
problemas de determinar las distribuciones de flujos utilizando modelos grandes, como
lo es el iJO1366 (que posee 2583 reacciones y 1805 metabolitos), es que al no disponer
de un nimero de mediciones experimentales capaz de acotar suficientemente el espacio

de solucion, aparecen loops en distintos puntos de la red.

_ % vt TN I

| 999 999 | L0 0o i

i Vi V2 i Vi V2 !

P Ve Vs Vg | _ VA=® V3 @ vg |

glamooeli i 1 i 1
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Figura 8. Representacion de /oops en una distribucién de flujos metabdlicos
En una red metabdlica, la ley de loops se considera analoga a la segunda ley de Kirchhoff

en un circuito eléctrico. En la figura (a) se muestra un ejemplo de la presencia de un loop
en una via metabdlica, lo que permite que las velocidades de las reacciones que lo
componen (vi, V2 y v3) puedan alcanzar flujos maximos sin afectar a las vias adyacentes
(con flujos va y vs). Sin embargo, este caso es desfavorable termodinamicamente, por lo
que es necesario emplear métodos predictivos que permitan corregir este
comportamiento en calculos de distribuciones de flujos. En la figura (b) se muestra una
condicion sin loop, que es termodinamicamente favorable, luego de implementar un
protocolo de correccién. Figura modificada de Schellenberger y col. (2011b).

Es por esto que en este trabajo se utilizé una tercera etapa de optimizacion, que
consiste en calcular una nueva distribucién de flujos que mantenga el ATPM y el
consumo de oxigeno determinados en los dos primeros pasos de optimizacion, pero que

a su vez minimice la suma de los cuadrados de los flujos metabdlicos. Esto disminuye la
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velocidad de las reacciones que presentan loops y se fundamenta en que los organismos

utilizan el menor ntimero posible de vias activas (Blank y col., 2005):
n
> (12)

Donde v; representa la velocidad de la reaccién i, y n es el nimero total de
reacciones de la red metabdlica. Luego, se analizo la nueva distribucion calculada, y se
fijaron los valores que estuvieron bajo del umbral de foop establecido (en este caso 500
mmol-gDW-"-h"). Aquellos por sobre este valor, se dejaron libres en el modelo y
nuevamente se minimizé la suma de cuadrados, resultando en una optimizacion de
manera iterativa con el fin de reducir los tiempos de simulacién. En cada uno de los
Ultimos dos pasos de optimizacion se buscaron 400 6ptimos distintos utilizando métedos
de programacion lineal entera mixta (Reed & Palsson, 2004), ocupando la funcion
enumerateOptimalSolutions de COBRA. De cada conjunto de 6ptimos se selecciond el
que mejor cumpliera los criterios antes mencionados, segun corresponda. Finalmente,

la distribucion obtenida tras el tltimo paso no presentd /oops.

Asl, la reduccion de foops empleada sigue el fundamento descrito por Dauner y
Sauer (2001); se maximizé el ATPM por unidad de flujo de la red (suma de los
cuadrados), pero en este caso con la condicion de que en primer lugar el flujo por ATPM

sea méximo y luego la suma de los cuadrados de flujos sea minima:

Varrm
2 {(13)

max
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2.5.5. Calculo de la tasa de produccion de metabolitos

Una vez obtenida la distribucion de fiujos, es posible calcular la tasa de
produccién y de consume de cada metabolito del sistema. Considerando que el FBA se
fundamenta en el estado estacionario, se tiene que la tasa de produccién de una
molécula es igual a su tasa de consumo. Con esto, calculamos la tasa de produccion ()

de un determinado metabolito i (NADH, NADPH, etc.), empleando la siguiente formula:

1 n
¢ = E;ISG’D &l (14)

Donde j indica el niimero de reaccién del modelo, y por ende, Sy es €l coeficiente
estequiomeétrico de! metabolito i en la reaccion |, presente en la matriz estequiométrica

(S). El flujo metabélico de dicha reaccion esta indicado por v.

2.5.6. Comparacion High-Throughput: Flux-Array

En este trabajo se desarrolld un programa en Python con el fin de identificar
faciimente las diferencias de flujos metabdlicos a escala gendmica (de todas las
reacciones del modelo), entre dos condiciones (o cepas) y amistosa visualmente.
Ademas, esta herramienta entrega la informacion relacionada con los subsistemas o vias
metabdlicas en que se encuentran las reacciones que presentan cambios significativos,
asi como también, si corresponden o no a reacciones de producciéon o consumo de

NAD(P)H.

Esta herramienta corresponde a una matriz visual, en que cada celda representa
una reaccion, y se encuentra coloreada segiin el tipo de cambio que presente en una
condicién respecto de otra. Para esto, es necesario establecer una condicién de

comparacion y otra de referencia, como por ejemplo la cepa icd"AP y la cepa wild type,
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respectivamente. El color verde de la celda indica un aumento o activacién del flujo de
la reaccion (desde un determinado valor o desde cero) en la condicion de comparacion
respecto a la de referencia. Mientras que el color rojo indica que hubo una disminucién
o una inversién del flujo (esto ultimo representa que el flujo de la condicion de
comparacion tiene signo opuesto al de la condicién de referencia). E! color amarillo indica
que no hubo cambio significativo entre las dos condiciones para una determinada
reaccién. Paor otro lado, el color también puede ser amarillo cuando su velocidad no
supera un flujo umbral establecido (en este caso 10%), en ambas condiciones
simultaneamente. En cambio, el color blanco significa que en dicha celda no hay

reaccion asociada.

La intensidad de cambio de los colores se puede establecer manualmente
mediante limites de proporcién (de aumento y de disminucion). En este caso, el color
verde con mayor intensidad correspondié a una variacién del flujo de comparacion de
cinco o méas veces respecto del de referencia (Limite de Aumento de Proporcion, L.A.P
igual a 5). Mientras que el color rojo mas intenso representé una disminucién en un quinto
o menos veces (Limite de Disminucién de Proporcién, L.D.P. igual a 0.2). En la Figura 9
se detallan las diferentes formas de asignacién de colores de celdas que representan

una determinada reaccion.
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Figura 9. Asignacion de color a cada reaccion del modelo para representarla en
Flux-Array
La reaccion [n] puede poseer un valor de flujo para la condicion de referencia (X)

y otro para la condicién de comparacion (Y). Estos valores son representados en esta
figura por el punto (X,Y). En ambas condiciones, el flujo puede ir desde valores negativos
(-) a positivos (+), pasando por cero (0). Dependiendo de la ubicacion de este punto en
el grafico, es el color que tendra la celda asociada a la reaccion [n] en el analisis Flux-
Array. La manera en que se determinaron los colores de todos los puntos del grafico
consistié en obtener, para cada uno de estos, la fraccion Y/X, denominada Proporcion
de Flujo (P.F.). Cuando el valor P.F.[n] (P.F. de la reacci6n [n]) sea mayor o igual al
Limite de Aumento de Proporcién (L.A.P.), el color asignado sera el mismo que el de la
recta con pendiente igual a L.A.P. (recta verde segmentada). Mientras P.F.[n] sea menor
o igual que el Limite de Disminucién de Proporcion (L.D.P.), el color sera el mismo que
el de la recta con pendiente igual a L.D.P. (recta roja segmentada). En cambio, si P.F.[n]
es igual a uno, tendra el color de la recta amarilla segmentada, y significara que el flujo
de la reaccion es el mismo para ambas condiciones. Si P.F.[n] adopta un valor menor
que L.A.P. y mayor que L.D.P., el color asignado se ubicara en el gradiente entre verde
y rojo (zona localizada entre las rectas segmentadas que poseen estos colores). Si
P.F.[n] es negativa (signos opuestos entre el flujo de cada condicion), el punto (X,Y) se
ubicara en la Zona de Inversién, y asi la celda sera roja. Si el punto se ubica en uno de
los ejes (es decir, el flujo de una de las condiciones es cero), la celda adoptara el color
verde o rojo, dependiendo de cual condicién tenga el flujo de valor cero (si es de la de
referencia, sera verde, mientras que si es la de comparacion, sera roja). Por ultimo, si el
flujo de la reaccién [n], para ambas condiciones simultaneamente, no supera un Flujo
Umbral (102 en este caso), el punto (X,Y) asociado a la reaccion se ubicara dentro del
cuadrado amarillo que se encuentra en el centro del grafico, y por ende, su celda
asociada en el analisis Flux-Array sera de color amarillo (esto es para descartar P.F. muy
elevadas ante flujos muy pequefios).
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Cada columna de la matriz representa un subsistema o via metabdlica, por lo que
cada celda de una determinada columna es una reaccion de la via. La abreviacion que
se utilizé para nombrar cada subsistema o columna se puede encontrar en el Anexo

7.3.1.

Por otro lado, cada celda puede poseer o no un circulo en su interior. Si lo posee
en su costado izquierdo, la reaccion estd asociada a NADH; y silo posee a su derecha,
esta asociada a NADPH. El color de dicho circulo puede ser rosado o celeste, indicando

consumo o produccion de dichos cofactores, respectivamente.

2.6. Metodologias para el Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos experimentalmente, tasa de crecimiento, consumo de
acetato y rendimiento de cada cepa fueron comparados mediante i-test ajustado con la
cofreccion de Welch (para espacio muestral pequefio, en este caso n = 3). Para esto se

utilizé el software GraphPad Prism® 6 (GraphPad Software, Inc).




3. RESULTADOS

Con el fin de modelar la distribucién de flujos en cepas que posean el reemplazo
de ICDH, asi como la delecién de pntAB, primero fue necesario generar [as cepas
mediante procedimientos de biclogia molecular para luego medir sus parametros

fisiologicos en cultivos durante la fase exponencial.

3.1. Generacion de Cepas

El procedimiento se describe en la seccion 2.3. Previo a la etapa final se
obtuvieron cepas intermedias que presentaron resistencia a kanamicina como resultado
de los procedimientos de Datsenko-Wanner y del respectivo retrocruce. Finalmente,
estas se transformaron con el plasmido pCP20 para la escisidon de la resistencia al
antibiético, obteniéndose las cepas finales. En la Tabla 2 se detallan [as cepas
generadas vy las caracteristicas que poseen. Todas fueron analizadas mediante PCR-
colonia y posteriormente por la secuenciacion de los fragmentos amplificados. En la
Figura 10a se muestran los fragmentos amplificados segtin la modificacion de cadka cepa
y las masas moleculares esperadas tras el analisis de PCR-colonia. Las bandas se
encuentran en el rango de tamafio esperado (Figura 10b). En aquellas cepas que se les
reemplazé el gen icd, se aprecié un aumento del tamafio del fragmento debido a la
integracion del cassefte icd"AP-FRT-kan®-FRT, mientras que en las que se deleciono el
operén pntAB, se observo una disminucién debido a la integracion del cassefte FRT-
kanR-FRT en el lugar del operén. En las cepas tratadas con pCP20 para remover la
resistencia, se observé una disminucién de! tamafio de los fragmentos provenientes de
los cassettes integrados, debido a la escision del gen kan®. También se muestra un

ejemplo de secuenciacion (Figura 11).
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Figura 10. Verificacién de la construccién de las cepas mediante PCR-colonia
En (a) se muestran los esquemas de las regiones icd y pntAB, segun la modificacion que

corresponda. Las flechas negras representan el posicionamiento de los partidores
utilizados para la verificacion de tamarios (Tabla 5). Bajo cada fragmento se indica su
cédigo de una letra y un numero (i para icd y p para pntAB), y también el tamafio
esperado. En (b) se muestra el gel obtenido de la electroforesis de los productos del
PCR-colonia. El primer carril es el estandar de peso molecular (Ladder). Luego, cada par
corresponde a una determinada cepa. El primero de cada par muestra la amplificacion
de la regién del gen icd, mientras que el segundo muestra la del operén pntAB. Sobre
cada banda se indica el codigo del esquema que le corresponde en (a).
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Figura 11. Verificacion de la construccion de las cepas mediante secuenciacion
Se muestra como ejemplo el cromatograma de secuenciacién de la region del operén
pntAB de la cepa ApntAB. Mediante alineamientos con las regiones correspondientes,
se logré identificar la cicatriz FRT generada con el plasmido pCP20. Se destacan las
regiones rio arriba y rio abajo del operdn, y entre éstas la cicatriz que lo reemplaza.
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3.2. Caracterizacion Fisiolégica de las Cepas

El comportamiento metabdlico de un organismo se puede simular con FBA al
incorporar parametros fisiolégicos obtenidos experimentalmente (Orth y col., 2010). Por
eso se determind la tasa de crecimiento, el rendimiento y la tasa de consumo de acetato
de las cepas construidas en este trabajo, durante la fase exponencial del crecimiento en

acetato como tinica fuente de carbono.

3.2.1. Tasa de crecimiento

Cada cepa se cultivd en triplicado y se tomé una muestra cada 1 h para medir la
ODsoonm. En la Figura 12 se muestra el curso temporal del incremento en biomasa vy la

regresion lineal del grafico logaritmico para cada replica.

Las cepas a las que se les reemplazé el gen icd por el gen icd"*P se vieron
mayormente afectadas en su tasa de crecimiento respecto a la cepa wild fype, cayendo
desde 0.196 a valores cercanos a 0.130 (aproximadamente, un 33% menos). Mientras
que la cepa ApntAB no presenté una diferencia significativa con esta dltima, con un valor

de 0.191 (con una diferencia de un 3%).

Por otro lado, al comparar la cepa icd¥° con la wild type; y la cepa icd"*® ApntAB
con ia ApntAB (conservando el mismo fondo génico del operén pnfAB), se tuvo que el
reemplazo del gen icd en ambos casos gener6 una disminucién de la tasa de crecimiento
(p-value < 0.01). Mientras que al contrastar la cepa icd° ApntAB con la icd"*®, y [a cepa
ApntAB con la wild type (conservando el mismo fondo génico del gen icd), se obtuvo que
la delecion del aperon pntAB no provoct un efecto importante (p-value de 0.06 y 0.34,

para las respectivas comparaciones).
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Figura 12. Curvas de crecimiento de las cepas
El curso temporal de la ODgoonm, Se grafica con el eje de la ordenada en escala normal

(izquierda) y escala logaritmica (derecha). Los graficos muestran los triplicados
biolégicos de las cepas (a) wild type, (b) ApntAB, (c) icd"4P e (d) icd“*® ApntAB. En los
distintos cultivos se muestreo principalmente la fase exponencial del crecimiento, pues
en ésta se cumple de mejor forma el estado estacionario, esencial para el FBA. Bajo el
grafico logaritmico se muestran las regresiones de los puntos que presentaron una
tendencia lineal para cada cultivo (rectas en el gréfico). La pendiente de cada ecuacion
corresponde a la tasa de crecimiento (p) en unidades de h ",
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3.2.2. Rendimiento y tasa de consumo de acetato

Para determinar la tasa de consumo de acetato se tomaron muestras a distintos
tiempos que fueron analizadas mediante HPLC para determinar la concentracion de

acetato remanente en el medio de cultivo.

Sin embargo, para determinar el rendimiento y posteriormente [a tasa de
consumo de acetato, es necesario tener los valores de biomasa en unidades de gramos
de peso seco por litro (gDW-L™). Por este motivo, primero se cfeterminé el coeficiente de
conversién f (gDW-L"-OD") que relaciona la OD con el peso seco por litro. Para ello,
junto con medir la absorbancia se tomaron simultaneamente muestras para masar la
biomasa presente desde un mismo cultivo. Como se expone en la Figura 13, la pendiente

de la regresion resultante correspondié a f.
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Figura 13. Determinacién del factor de conversion de absorbancia a peso seco
Se muestra la correlacion entre la biomasa medida a distintos tiempos de muestreo,

luego de secar las muestras durante 24 h 2 100°C, y la 0D registrada en el cultivo en el
momento de la obtencién de la muestra. La masa se dividié por el volumen de la muestra
secada. Los puntos rojos representan el promedio de las mediciones en triplicado
técnico, y las barras negras la desviacién estandar. En el recuadro se muestra [a
ecuacion resultante de la regresion lineal. La pendiente corresponde al coeficiente de
conversion f.

Se obtuvo un valor de f de 0.4 gDW-L"-OD", el cual se utilizé para transformar
los valores de OD presentes en las curvas de crecimiento (Figura 12) a unidades de

gDW-L1,
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Para medir la concentraciéon de acetato en las muestras tomadas desde los
cultivos caracterizados en la seccion anterior, primero se realiz6 una curva de calibracion
en el HPLC. Para esto, se inyectaron distintas muestras de medio M9 suplementadas
con diferentes concentraciones de acetato de sodio en unrangoentre 0y 3g- L. Enla
Figura 14 se muestran los cromatogramas y la pendiente obtenida para convertir el area

bajo la curva en concentracion de acetato.
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Figura 14. Curva de calibracién para la cuantificacion de acetato
En (a) se presentan los cromatogramas de diferentes concentraciones conocidas de

acetato de sodio. La flecha negra sefiala el pico correspondiente a acetato. En (b) se
muestra la relacion entre el area bajo el pico de acetato y su concentracion. Los circulos
rojos representan el promedio del triplicado de la curva, mientras que las barras negras
la desviacién estandar. La ecuacion obtenida de la regresion lineal se utilizé para calcular
la concentracion de acetato en las muestras de cultivo.

Se observo que el pico de acetato aparecié luego de un tiempo de retencion de
14.5 min aproximadamente y que el factor de conversion de concentracion de acetato a

area bajo la curva tiene un valor de 68946 pV-s'mM-.
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Posteriormente, se inyectaron las muestras obtenidas desde los cultivos
caracterizados en la Figura 12 y empleando la curva de calibracion se determiné la
concentracién de acetato en cada una. A continuacion se muestran los graficos de la
concentracion de acetato versus la biomasa por litro de cultivo, presente en cada tiempo

de muestreo.
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Figura 15. Determinacion del rendimiento de produccion de biomasa por acetato
consumido

Se muestra la concentracion de acetato en funcion de la concentracion de biomasa en
el medio de cultivo, para las cepas: (a) wild type, (b) ApntAB, (c) icd"*° e (d) icd"”
ApntAB. Los distintos puntos corresponden a la concentracion de acetato y de biomasa
en un mismo tiempo. Los graficos muestran los triplicados biologicos para cada cepa con
distintos simbolos. Se calculd la regresién lineal para cada réplica, donde la pendiente
corresponde al reciproco del rendimiento.
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La pendiente de la regresién obtenida en los graficos de la Figura 15 corresponde
al reciproco del rendimiento (Yxs™'), de acuerdo con la Ecuacion (7). Empleando la
ecuacion (8), con este valor y la tasa de crecimiento se puede calcular la tasa de

consumo de acetato (Qac). En la Tabla 6 se muestran los valores obtenidos.

Tabla 6. Parametros fisiolégicos de las cepas de E. coli estudiadas, durante el
crecimiento en acetato como tnica fuente de carbono

Yx{s Q ac

Cepa h a. -
P B {hY) (gDW por mmol de acetato) (mmol-gDW “h 1)
wild type 0.196 £ 0.006 ® 0.025 + 0.001 7.88 0,03 °
ApntAB 0.191 +0.008 0.025 £ 0.001 @ 76:032ab
icd"*® 0.135 + 0.007 ® 0.017 +0.001® 8.0+03°
icd™® ApntAB 0.1203 +0.0002 ° 0.0171 £ 0.0007 7.0:0.3°0

Para cada cepa se detallan los valores de tasa de crecimiento (1), rendimiento (Yxs) y tasa de consumo de acetate
{Que). Se muestra el promedio y la desviacién estandar de observaciones realizadas en triplicado.

* : Dentro de un mismo parameiro fisioléglco, aquellos valores marcados con este superindice no presentan diferencias
significativas entre si, en camblo, sl lo tienen con aquellos que s6lo poseen uno diferente (p-value < 0.05).

b . Representa lo mismo que el superindice anterior.

De la misma forma a lo observado en la tasa de crecimiento, el rendimiento
disminuyé significativamente ante el reemplazo del gen icd por el icd"”. Las cepas con
dicha modificacién mostraron los valores de Yxs mas bajos (un 32% menos). Por otro
lado, la ausencia del operén pritAB no afect6 el rendimiento al igual que como se observé

con la tasa de crecimiento.

En el caso de la tasa de consumo de acetato, se tuvo que los valores menores

corresponden a las cepas que no poseen el operén pntAB. Sin embargo, solo fue

significativa la disminucion que presento la cepa icd" ApntAB respecto a las cepas wild

type e icd"*? (un 11% menos), no asi con ApntAB (un 8% menos).
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3.3. Analisis de Balance de Flujos
3.3.1. ATP de mantencion

Junto con la tasa de consumo de acetato, se utilizo la tasa de crecimiento para
restringir parametros de cada modelo. En este escenario, no se optimizo el crecimiento,
sino que en su [ugar se calculd el ATP de mantencién 6ptimo, que darfa cuenta de las
tasas determinadas experimentalmente. Previamente van Gulik & Heiinen (1995)
utilizaron esta optimizacién en S. cerevisiae y Candida ufilis. Sin embargo, el sentido
biolégico fue determinado por Schuetz y col. (2012), quienes a partir de la informacién
experimental de 44 casos analizados por MFA, concluyeron que la mejor representacion
del comportamiento metabdlico serfa una superficie de Pareto que contempla la tasa de
crecimiento, e ATPM y el flujo neto de la red. Por su parte, Chen y col. (2011)
demostraron que el ATPM varia segtin las condiciones de crecimiento. Por todas estas

razones, suponemos que también puede variar frente a contextos genéticos diferentes.

Luego de ejecutar el FBA, los valores obtenidos de ATPM fueron 1.6; 1.1, 16.5y
13.8 mmolgDW-h! para la cepa wild type, ApntAB, icd™ e ich A° ApntAB,
respectivamente. La cepas wild type y ApntAB presentaron los valores mas bajos de
ATPM, sin mayores diferencias entre ellas. En cambio, las que presentaron el gen icdVAP
tuvieron un valor de ATPM mayor que aquellas con el gen icd4°": 10.1 veces mayor en
el contexto de que ambas cepas sean pntAB* y 12.6 veces en la situacion pniAB. Al
comparar las cepas con un mismo gen icd, pero distinta regién pntAB, la mayor diferencia
fue entre las icd“? con un 48% versus el 19% que hubo entre las icd™®. Los valores

obtenidos por FBA se utilizaron para restringir el limite inferior de la reaccion ATPM, y
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asi actualizar la informacion de ATPM en el modelo de cada cepa para los analisis

posteriores.

3.3.2. Analisis de sensibilidad de la tasa de crecimiento y del rendimiento

Después de actualizar los modelos con los valores de ATPM, se realizdé un
andlisis de robustez para ver el comportamiento de la tasa de crecimiento y del
rendimiento ante variaciones en la tasa de consumo de acetato para cada cepa. Este
flujo se vari6 en un rango entre 0y 10 mmol-gDW-"-h"". En la Figura 16 se muestra el

resultado del analisis.

03T " . T v T —— 0.03 - wild type
— ApntAB

——— V]
icd

= icd"*PapntaB

(Joww- pmab)
S/X A ‘ojuelwipuay

Tasa de Crecimiento, p

Tasa de Consumo de Acetato, Q,,

(mmol -gDW™ -h™")

wild type: Y = 0,0257X - 0.0067 R’=1.0
ApntAB: Y=00257X-00045 R'=10
ica™®: Y=00252X-00665 R'=1.0
icd™*® ApntAB: Y=00251X-00557 R'=10

Figura 16. Dependencia de la tasa de crecimiento y del rendimiento con la

velocidad de consumo de acetato
Analisis de robustez, donde se observa que la tasa de crecimiento (, lineas continuas)

se incrementa linealmente con la tasa de consumo de acetato (Qac). Bajo el gréfico se
presenta la regresion lineal de los valores de u respecto a los de Qac. El rendimiento
(Yxs, lineas segmentadas) se incrementa hiperbélicamente con Qac. Este se obtuvo
como resultado de la division de p por su respectivo Q... Cada cepa se representa segun
el color mostrado en la leyenda.

En la Figura 16, se puede apreciar que para todas las cepas se tuvo una
pendiente similar de la tasa de crecimiento con el consumo de acetato, pero un

coeficiente de posicion en que las diferencias fueron mayores al comparar las cepas
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icdP con las icd¥PP. Ademas, las cepas con el gen icd"A%" (wild type y ApntAB)
mostraron una capacidad de crecimiento a menores flujos de consumo de acetato que

aquellas con el gen icd"*° (icd"° e icd™® ApntAB).

Respecto al rendimiento (el cual se calcul6 a partir de Ia divisién de la tasa de
crecimiento por la de consumo de acetato, como se muestra en la Ecuacion (8) en la
seccién 2.4.3), en todos los casos se aprecié un comportamiento hiperbélico ante la
variacién de la tasa de consumo de acetato. Al igual que con la tasa de crecimienio, se
aprecié que en las cepas icd™™ el rendimiento comenz6 a aumentar a valores de

consumo de fuente de carbono menores que las icd™®.

Tanto en la cepa wild type como en la ApniAB rapidamente se alcanzo una
saturacién del rendimiento en un valor cercano a 0.025. Sin embargo, las cepas icd"*Pe
jcdA° ApntAB no alcanzaron la saturacion en el rango de consumo de acetato analizado,
reflejando un aumento mas gradual. Es interesante notar que si la tasa de consumo de
acetato es mayor que las registradas experimentalmente para estas cepas es posible

obtener un rendimiento mayor que el obtenido desde los cultivos.

Si el acetato fuera completamente oxidado a través del ciclo de Krebs, se

perderian dos atomos de carbono en forma de CO,, dejando sin sustrato a lared parala

sintesis de componentes celulares. Sin embargo, la via del glioxilato proporciona un una
bifurcacion a nivel del isocitrato que permite desviar el flujo de carbono por este bypass,
permitiendo el abastecimiento de energia y precursores de cuatro carbonos para la
biosintesis. Es por ello que, se realizé un analisis de robustez en tres dimensiones,

denominado Phenotype Phase Plane, para ver el comportamiento del rendimiento de
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cada cepa ante la variacion del flujo de produccion de isocitrato, y la variacion del flujo

desviado a la via del glioxilato (Figura 17).
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Figura 17. Rendimiento de biomasa de las cepas caracterizadas en funcién del
flujo de formacion de isocitrato y particion hacia la via del glioxilato
Andlisis de Phenotype Phase Plane, que muestra el comportamiento del rendimiento de

biomasa (valores representados en colores en la barra inferior) ante la variacion del flujo
de formacién de isocitrato (porcentaje del flujo de consumo de acetato determinado
experimentalmente para la respectiva cepa) y la variacién del flujo a través de la via del
glioxilato (porcentaje del flujo de consumo de isocitrato). Cada grafico representa una
cepa, estos se encuentran ordenados en columnas y filas, dando cuenta del tipo de gen
icd que posee cada cepa (columnas) y de la presencia (+) o ausencia (-) del operon
pntAB (filas). Las regiones con contornos negros en cada gréafico representan la zona de
mayor rendimiento.
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En la Figura 17 se observd que los modelos de las cuatro cepas presentaron una
regién comin de combinacicnes de flujos que permite el crecimiento en acetato

(delimitada por el color celeste).

En relacion con el flujo de produccion de isocitrato, se vio gue en todos los casos
es necesario un flujo minimo para permitir el crecimiento, mosirando que es esencial la
actividad del ciclo de Krebs. Por otro lado, al observar el porcentaje del flujo que debe
ser destinado a través de la via del glioxilato, desde |a bifurcacién del isocitrato, se vio
que a 0% de particién al bypass ninguna cepa crece; ocurriendo lo mismo a 100%. En el
primer caso, se estaria dando [a situacidn de que el flujo a través de la [CDH seria 100%,
mientras que en el segundo 0%. De esta forma, se denotaria que es esencial que haya
de una particion de flujos entre la ICL (comienzo de la via del glioxilato) y la ICDH, y no

exclusivamente un flujo por sélo una de estas dos.

A medida que aumentan los porcentajes de formacion de isocitrato y de particion
a glioxilato, se aprecia un aumento del rendimiento, alcanzando un maximo denotado
por la regién mas intensa de cada gréafico (regién dptima, destacada por el contorno

negro de la Figura 17) y posteriormente una disminucion de este 6ptimo.

ADP respecto a los

l.os valores de rendimiento fueron mayores en las cepas ic
de las cepas icd™®. No se aprecié mayores diferencias entre cepas con la misma ICDH,
por lo que la presencia o ausencia de pntAB no estaria afectando directamente el
rendimiento. Sin embargo, se aprecié que la ausencia de este operén provocd que la

regién dptima se acotara, alcanzando rendimientos levemente mas altos que en su

presencia (1% en el contexto icd"*"", y 2% en icd™P).
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Puesto que se ha visto que durante el crecimiento de E. coli en acetato existe
una sobreproducciéon de NADPH y que ésta es compensada por la accion de la
transhidrogenasa UdhA (Sauer y col. 2004), se evalu6 el efecto del flujo a través de la
via del glioxilato sobre la actividad de UdhA y las implicancias que este bypass tendria
en la tasa de crecimiento. Para esto se calcul6 la tasa de crecimiento 6ptima ante una
determinada particion a ICL, luego se fijo este valor y se maximizé el flujo a través de

UdhA. Este paso se repitié para cada porcentaje de particion (Figura 18).
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Figura 18. Efecto de la particion de flujo hacia la via del glioxilato sobre la
sobreproduccion de NADPH
Andlisis de robustez, donde se muestra la dependencia de (a) el flujo de la

transhidrogenasa UdhA y (b) la tasa de crecimiento con el flujo a través de la via del
glioxilato (porcentaje del flujo de consumo de isocitrato). El flujo de la transhidrogenasa
UdhA se calculé como el maximo permitido ante una tasa de crecimiento éptima para
cada valor de particion a la via del glioxilato. Cada cepa es representada por un color
segun la leyenda.
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En la Figura 18a se aprecia que todas las cepas .eresentaron una zona de
particion a glioxilato en que el flujo de UdhA fue minimo. En las cepas wild fype, ApntAB,
icd™® e icd"A° ApntAB esta zona comprendié rangos de particion de 41 a 97, 43 a 97,
24 a 47 y 25 a 54%, respectivamente. En estos intervalos de flujo a glioxilato se puede
considerar que hay una menor sobreproduccion de NADPH, debido a que se generaria
un balance entre su produccion en las vias catabdlicas y su consumo en las anabdlicas.
Por lo tanto, las cepas icd"°" requieren una mayor particién que las icd"*? para
comprensar el exceso de flujo de produccién de NADPH. El menor valor de flujo de UdhA
alcanzando por las cepas icd"° fue cercano a 1 mmol-gDW-h™, mientras que por las

icd™P fue 0 mmol-gDW--h-1,

Para todas las cepas se vio que en la regién de particién previa al minimo, ocurre
una disminucién abrupta en los valores de flujo de UdhA ante un aumento de la particion
a glioxilato. Mientras que en la posterior, todas las cepas presentaron un incremento, el

que fue mas gradual en las icd™” que en las icd" %",

El maximo valor de flujo de UdhA lo alcanzé la cepa wild fype (con 91.5
mmol-gDW--h), vy el menor lo tuvo la icd"*® ApntAB (35.1 mmol-gDW"-h""). Lo que se
puede entender como que la primera tuvo la mayor sobreproduccion de NADPH vy la

segunda la menor.

Por Gltimo, se observé que las regiones de menor flujo de UdhA coinciden con
las zonas de maximo crecimiento o de valores subdptimos de cada cepa (Figura 18b) y

que el comportamiento de ésta tasa muestra lo mismo que en la Figura 17.
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3.3.3. Distribuciones de flujos metabdlicos

Una vez obtenida la distribucién de flujos sin loops, segin se describe en la
seccion 2.5.4. de Materiales y Métodos, se identificé que |a reaccién catalizada por la
piruvato sintasa (PORS5, Ecuacion 15) se encontraba activa en el sentido de la fijacion

de COs.

Cod + Piruvato + Flavodoxina® e Acetil — CoA + CO, + Flavodoxina®EP  (15)

Con el fin de evaluar este comportamiento, se realizé una blisqueda en la base
de datos EcoCyc. Sin embargo, no se encontrd informacion respecto de su reversibilidad
in vivo. Por este motivo, para mejorar la coherencia con la fisiologia bacteriana, se
blogued el sentido inverso de PORS. Es decir, se fij6 su limite inferior de flujo igual a cero
(por [o que no puede estar activa en el sentido inverso) y se repiti6 todo el procedimiento

descrito en la seccién 2.5.4., para obtener una distribucién de flujos depurada.

Posteriormente, tras incorporar las tasas determinadas experimentalmente
(crecimiento y consumo de acetato), se optimizé el ATPM. De esta forma, fue posible
obtener un conjunto de distribuciones de flujos 6ptimos, pero se escogio aquella que
cumpliera con la minimizacion de los cuadrados de cada flujo de reaccion (eliminacion

de loops). Esto se realizd para cada una de las cuatro cepas estudiadas en este trabajo.

Puesto que no se midié experimentalmente el consumo de oxigeno, dicho flujo
también se calculd a partir de los pasos de optimizacién (Figura 7). Para esto se minimizd
el flujo de consumo de oxigeno, representado por la maximizacién del flujo de la reaccion

EX_o2(e), ya que el consumo es representado por un flujo negativo.
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En la Figura 19 se muestran las distribuciones de flujos predichas para cada
cepa, para cada caso las velocidades de reaccion fueron representadas como porcentaje

de la tasa de consumo de acetato.

Las tasas de consumo de oxigeno calculadas fueron 7.30; 6.85; 10.17 y 8.81
mmol-gDW-+h' para las cepas wild iype, ApntAB, icd™® e icd™® ApntAB,
respectivamente. Como resultado de la obtencion de las distribuciones de flujo, tambien
se calcularon las tasas de produccién de CO, siendo: 7.71; 7.36; 10.46 y 9.06

mmol-gDW--h'! para las distintas cepas en el mismo orden anterior.

En este caso aquellas cepas con el gen icd silvestre presentaron un menor flujo a través
del ciclo de Krebs que aquellas con el gen icd"¥P. \nteresantemente, en aquellas con una
ICDH NADP-dependiente se encontr6 activa la transhidrogenasa UdhA, no asi en las
que poseen la enzima NAD-dependiente. Por otro lado, la transhidrogenasa PntAB se
vio activa en la cepa icd"#?, no asi en la cepa wild fype. Junto a esto, la primera tambien
presenté un menor flujo que el resto de las cepas, a través de vias anapleréticas:
glioxilato, enzima maélica y PEP-carboxiquinasa (PCK). Esto conllevé a que el flujo hacia

gluconeogénesis en las cepas icd"*° fuera menor.

Se vio que la cepa icd“® ApntAB presenté los principales cambios en
redistribucion de flujos, mostrando un aumento a través de la gluconeogénesis, inversion
del sentido de flujo de la rama no-oxidativa de la via de las pentosas fosfato y activacion

de la rama oxidativa de esta misma via.
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Figura 19. Distribucion de flujos metabodlicos simulada para cada cepa
Se muestra el mapa de las vias centrales de E. coli y las transhidrogenasas (UdhA y

PntAB). Para el conjunto de reacciones (representadas por flechas) se muestran
recuadros con cuatro valores. Estos corresponden al flujo de la respectiva reaccién para
cada cepa, expresado como porcentaje de la tasa de consumo de acetato determinada
experimentalmente. Los flujos se muestran en colores segin la cepa a la que
corresponden: wild type, ApntAB, icd"*" e icd"*® ApntAB. Cuando el sentido de la
reaccion es opuesto al de la flecha, el numero es negativo. Los circulos representan las
deshidrogenasas en la red; el color verde indica especificidad por NADP y el rojo por
NAD. Sélo se muestra la enzima malica NADP-dependiente (la Gnica activa). Enla Lista
de Abreviaturas se encuentran los metabolitos representados en la figura.
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En la bifurcacion de isocitrato, se observd que la particion se encuentra en la
regiéon optima de las distintas cepas (Figura 17). En la Tabla 7 se muestran los

porcentajes de particion en este nodo.

Tabla 7. Particion de flujos a partir de la bifurcacién de isocitrato

Cepa Particion a ICL {via del glioxilato) Particion a ICDH
wild type 41% 59%
ApntAB 42% 58%
jeghaD 24% 76%
jcdaVAD ApntAB 30% 70%

Los valores representan un porcentale del fiujo de conversion de citrato a Isocitrate. Estos resultados corresponden a
la particién éptima predicha para cada caso (Figtra 19).

Las cepas con una ICDH NADP-dependiente presentaron una mayor particion a
la via del glioxilato, con valores similares entre ellas (aproximadamente un 35% mas que
las otras). Por otra parte, la cepa icd° ApntAB presenté un aumento de particién hacia
ICL respecto de la icd™ P (un 24% maés). Si bien en las cuatro cepas el flujo a través de
la ICDH fue mayor que en la ICL, cuando esta deshidrogenasa es especifica por NADP

su flujo es menor que la forma preferente por NAD.

3.3.4. Tasa de produccion de metabolitos

Para cada cepa, a partir la distribucién de flujo obtenida se calculé la tasa de
produccién de distintos metabolitos (equivalente a la tasa de consumo; ver seccién

2.5.5.): intermediarios de las vias centrales, cofactores y aminoacidos (Tabla 8).

Se pudo ver que independiente de la distribucién de flujo de los diferentes
modelos, la produccion de glioxilato por unidad de biomasa se mantuvo en valores
cercanos entre las distintas cepas. Por el contrario, se vio un aumento de la produccion

de metabolitos como acetil-CoA, 2-oxoglutarato e isocitrato en aquellas cepas con una
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ICDH NAD-dependiente. En el caso de la ribosa 5-fosfato, la cepa wild fype tuvo la menor
produccién, mientras que en la cepa icd"? ApntAB present6 la mayor produccién. Las
cepas ApntAB e icd"*" presentaron valores similares entre si e intermedios a las dos
cepas anteriores. Al generarse desde precursores mas reducidos que el acetil-CoA, su
produccion daria% cuenta de la redistribucién y/o adaptacion de la célula para mantener
el balance ante las modificaciones realizadas y el crecimiento en acetato como unica

fuente de carbono.

En el caso de cofactores como el ATP y ADP, los valores de produccion fueron
diferentes. Estos aumentaron en las cepas con el gen icd"®, respecto a las con el gen
icdVAP | o mismo ocurrié para NADPH y NADH, en cambio, AMP presenté el mayor sélo

en la cepa wild type, mientras que el resto mantuvo el mismo valor.

Respecto a la produccidn de aminoécidos, se observé que el valor siempre fue el
mismo sin importar la cepa, dando cuenta de que su produccién soélo estaria

respondiendo a la demanda para la produccion de biomasa.
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Tabla 8. Resumen de tasas de produccién de distintos metabolitos para cada cepa
Metabolito Nombre wild type ApntAB fcdNAD icd¥AP ApntAB

Intermediarios
accoa Acetil-CoA 40.787 40,373 59.924 58.879
akg 2-Oxoglutarato 22.899 22.485 41.872 37.338
glx Glioxilato 10.754 10.754 10.835 12.580
jcit Isocitrato 26.175 25.762 45230 42,441
rSp Ribosa 5-Fosfato 0.934 2.626 2626 4,146
Cofactores
adp ADP 126.644 122.908 258.768 254.007
amp AMP 3.389 1.692 1.692 1.892
atp ATP 125.880 124.574 260.460 255,699
nadh NADH 56.097 54.856 123.623 113.484
nadph NADPH 19.280 18.837 14.271 14.244
Aminoacidos
ala-L Alanina 0.583 0.583 0.583 0.583
arg-L Arginina 0.296 0.296 0.268 0.286
asn-L Asparagina 0.241 0.241 0.241 0.241
asp-L Aspartato 2.928 2.928 2.928 2,928
cys-L Cisteina 0.248 0.248 0.248 0.248
gin-L Glutamina 1.811 1.811 1.811 1.811
glu-L Glutamato 10.104 10.099 10.098 10.099
gly Glicina 1.117 1.115 1.115 1.115
his-L Histidina 0.095 0.095 0.095 0.095
fle-L Isoleucina 0.291 0.291 0.291 0.291
leu-L Leucina 0.451 0.451 0.451 0.451
lys-L Lisina 0.343 0.343 0.343 0.343
met-L Metionina 0.155 0.155 0.155 0.155
phe-L Fenilalanina 0.185 0.185 0.185 0.185
pro-L Prolina 0.221 0.221 0.221 0.221
ser-L Serina 1.718 1.718 1.718 1.718
thr-L Treonina 0.544 0.544 0.544 0.544
trp-L Triptéfano 0.057 0.057 0.057 0.057
tyr-L Tirosina 0.138 0.138 0.138 0.138
val-L Valina 1.005 1.005 1.005 1.005

Valores de produccion (equivalentes al consumo) stmulados para metabolitos Intermediarios de vias como €l ciclo de

Krebs, via del glioxilato y ruta de las pentosas fosfato. Se muestran también los principales cofactores orgénicos y los
20 aminoacidos. Los valores se expresan como mmol-gDW y no con unidades de flujos (mmol-gDW-h), ya que el

flujo neto se normalizé al dividirio por la tasa de crecimiento de la respectiva cepa.

Por otro lado, se desglosé el flujo de produccion neto de los cofactores NADPH
y NADH en las reacciones con mayor aporte a su produccion con el fin de entender como
cambié la distribucion de flujos a modo de compensar el desbalance redox impuesto en
las distintas cepas ante las modificaciones gendmicas realizadas. En la Figura 20a se
muestran los puntos de produccién de NADPH y en 20b los de NADH. También, se
expone la cantidad y/o proporcién con la que cada uno de estos aporta al flujo de

produccion total en la respectiva cepa.
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Figura 20. Contribucién de diferentes puntos de produccion de NADPH y NADH
En la leyenda se muestran las principales reacciones que contribuyen a la produccion

de (a) NADPH y (b) NADH, en la respectiva cepa. El codigo de las reacciones se detalla
en la Lista de Abreviaturas.

En la Figura 20 se aprecia que entre la cepa wild type y ApntAB hay sélo un 4%
de diferencia en el flujo neto de produccién de NADPH (3.77 y 3.60 mmol-gDW"-h",
respectivamente). De la misma forma ocurre entre la cepa icd“° e icd"*° ApntAB (1.93
y 1.71 mmol-gDW"-h"", respectivamente), con una diferencia de un 12%. Sin embargo,
la diferencia ocurre al comparar las cepas segun su gen icd. Aquellas con una ICDH
NADP-dependiente mostraron en promedio el doble de flujo de producciéon de NADPH
que las cepas con la enzima que utiliza NAD. En relacion a las vias especificas que
contribuyen a la produccién de NADPH, se aprecia que entre las cepas icd"*°" no existié
una mayor diferencia, ni tampoco en la proporcién en que estas lo hacen. Sin embargo,
entre las cepas icd"? si se observa un comportamiento distinto debido a la ausencia de
PntAB, lo que generé una compensacion a nivel de la rama oxidativa de la ruta de las

pentosas fosfato, a la produccién de NADPH.

En el caso del flujo neto de produccién de NADH al analizar la cepa wild type y
ApntAB ocurre lo mismo, hay sélo un 5% de diferencia (11.0 y 10.5 mmol-gDW"-h",
respectivamente). Sin embargo, esta vez entre la cepa icd"*° e icd"*® ApntAB si existe

un cambio considerable (16.7 y 13.7 mmol-gDW-"-h"", respectivamente), de un 22%.
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Entre las distintas cepas no se vio una mayor diferencia en las vias que aportan a la
produccién de NADH, salvo el aporte debido al cambio de especificidad. Por otro lado,
en las cepas icd"*? se observo un leve aumento del flujo a través de la enzima malato
deshidrogenasa, eh el mismo valor que present6 la transhidrogenasa UdhA en las cepas
con el gen ica"4?” para la produccién de NADH. Ante el reemplazo de la ICDH, también

se ve un aumento de la contribucion de la enzima a-cetoglutarato deshidrogenasa.

Todas las cepas presentaron enzimas en comin que contribuyeron a la
produccién de estos cofactores: Para NADPH estas fueron la enzima malica y [a
metilenotetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD), mientras que para NADH lo fue la
malato deshidrogenasa, la fosfoglicerato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato

deshidrogenasa.

3.3.5. Analisis Flux-Array

Esta herramienta fue desarrollada en este trabajo para determinar los principales
cambios de distribucion de flujos a nivel de modelo completo, entre las distintas cepas.
En este caso, se compararon los flujos normalizados (o divididos) por [a tasa de consumo
de acetato determinada experimentalmente para cada cepa. Con el fin de abordar el
efecto del cambio de especificidad, se comparé la condicién icdA? respecto de la icd¥A2P
(cepa wild type) y paralelamente la cepa icd"® ApntAB respecto de la icd¥%” ApntAB
(cepa ApntAB). En la Figura 21 se muestran los cambios mas imporiantes notandose
que clertas vias aumentan o disminuyen su flujo. En las Tablas A2 y A3 presentes en el

Anexo 7.3. se muestran los valores de cambio para todas las reacciones que lo hicieron.
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Entre los principales cambios se observa una disminucién del flujo a través de la
transhidrogenasa UdhA y un aumento del fiujo a través de la fosforilacién oxidativa, para

ambas cepas icd™P,

De manera individual, la cepa icd™”® difirié principalmente de la wild type en que
tiene mas activo el ciclo de Krebs, utilizé en menor medida vias anapleréticas como la
del glioxilato y la enzima malica, presenté un menor flujo a través de la gluconeogénesis
y por esto también en la via de las pentosas fosfato, no hubo flujo en la transhidrogenasa
UdhA, pero sf en PntAB. Por otro lado, presentd una leve distninucion de flujos en vias
relacionadas con sintesis de valina, leucina e isoleucina; glicina y serina, metabolismo
de folatos, treonina y lisina; y otras relacionadas con la sintesis de purinas y pirimidinas,

pero sin afectar y/o variar mayormente el flujo neto de produccién de estos metabolitos.

La cepa icd“*® ApntAB se diferencié principalmente de ApnfAB en que también
tuvo un ciclo de Krebs mas activo, un menor uso de vias anapleréticas como [a del
glioxilato y [a enzima malica, pero en este caso se presenté un mayor fiujo a fravés de la
via de gluconeogénesis. A diferencia de las ofras cepas, ésta presenté actividad
importante en la rama oxidativa de la via de las pentosas fosfato (cerca de un 9% del
flujo de carbono), y por esto mismo tuvo una reversion del sentido de la rama no-
oxidativa. No mostré una UdhA activa, y tampoco PntAB debido a la delecion. De la
misma manera que el par de cepas anteriormente comparado, tuvo una leve disminucidn
de flujos en vias relacionadas con sintesis de valina, leucina e iscleucina; glicina y serina,
metabolismo de folatos, treonina y lisina; y otras relacionadas con Ia sintesis de purinas

y pirimidinas.




4. DISCUSION

En este trabajo se utilizé FBA para comprender las capacidades metabdlicas de
las cepas de E. coli descritas en la Tabla 2. Este método necesita de la optimizacién de
una funcién objetivo, lo cual implica la premisa sesgada de que los organismos
evolucionaron hacia la optimizacién de las propiedades de su metabolismoi(Bordbar y
col., 2014). Sin embargo, Schuetz y col. (2012), a partir de la informacion experimental
de 44 casos analizados por MFA, concluyeron que la mejor represeﬁtacic’m del
comportamiento metabdlico serfa una superficie de Pareto definida por la combinacién
de tres objetivos: maximizar la generacion de biomasa, maximizar el rendimiento de ATP
y minimizar el flujo neto a través de la red metabdlica. Desde este resultado, también
observaron que los organismos presentaron un crecimiento mas bien sub-6ptimo
respecto a dicha superficie, lo que les permitiria una rapida adaptacién a las

perturbaciones ambientales.

Para cada cepa generada fuimos capaces de medir la tasa de crecimiento, el
rendimiento y la tasa de consumo de acetato; parametros que se utilizaron para restringir
los respectivos modelos. Considerando las tres funciones objetivos que describen la
supetrficie de Pareto, en nuestro caso la maximizacion de la generacion de biomasa
estaria dada por la tasa de crecimiento en fase exponencial medida experimentalmente,
por lo que para acercarnos ala aproximacion de Schuetz y col., la optimizacién empleada
en este trabajo buscé maximizar el rendimiento de ATP (fiujo de la reaccién ATPM) junto
a la minimizacién del flujo neto de la red {como se muestra en la Ecuacion 13, Materiales
y Métodos). De esta forma buscamos obtener una distribucién de flujos que nos

permitiera interpretar las capacidades metabdlicas de E. cofi durante el crecimiento en
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acetato como UGnica fuente de carbono, enfocandonos en la bifurcacion del isocitrato y

en el impacto de la especificidad por NAD(P) de su ICDH.

4.1. La presencia de una ICDH NAD-dependiente tiene un impacto negativo sobre

la fisiologia de E. coli durante su crecimiento en acetato

La primera aproximacion al efecto que tiene el cambio de especificidad de la
ICDH de E. coli fue a través de la tasa de crecimiento y el rendimiento de biomasa. En
la Tabla 6 se observa que disminuyeron significativamente en las cepas con el gen
icd"P, respecto a aquellas con el gen jcd silvestre (icd"*"F). No se observé el mismo
efecto respecto de la presencia o ausencia de PntAB, lo que coincide con lo visto en el
estudio de Sauer y col. (2004), donde las cepas wild type y ApntAB tuvieron la misma
tasa de crecimiento en acetato (0.2 h™'). Lo anterior sugiere que el impacto sobre dichos
parametros fisiologicos se debe al cambio de especificidad de la ICDH. Esto se condice
con lo observado por Zhu y col. (2005): la aparicién de estas enzimas especificas por
NADP fue una adaptacion que permitio el crecimiento en acetato. Interesantemente,
estos autores observaron que los organismos capaces de crecer en acetato necesitan
una bifurcacion en el nodo del isocitraio (isocitrato deshidrogenasa versus via del
glioxilato), de manera que los atomos de carbono del acetato no se pierden por
descarboxilacién. Diferentes bifurcaciones en las vias centrales presentan enzimas
productoras de NADPH en una de sus ramas (via de las pentosas versus glicolisis,
enzima malica versus malato deshidrogenasa). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que cuando una bifurcacién que contiene una deshidrogenasa en una de sus
ramas no presenta especificidad por NADP, ocurre un efecto negativo en el crecimiento
de la bacteria. Otfros resultados de nuestro laboratorio apoyan esta observacién

(Olavarria y col. 2014).
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Sin embargo, existen diferencias entre nuestros resultados y los observados por
Zhu y col. Estos autores expresan el efecto del cambio de especificidad de ICDH como
el cociente de las velocidades de crecimiento picd™%/ Huiwiee. EN NUestro caso el cociente
fue de 0.69, mientras que el de ellos fue 0.96. Respecto del cociente Wi Capnias/ Hapnian
obtuvimos 0.63, comparado con 0.73 observado por ellos. También, las tasas de
crecimiento que registraron para las cepas wild type e icd™° son mas de un 70%
mayores que las nuestras (sus tasas fueron de 0.35 y 0.34 h' respectivamente; las que
se muestran en el estudio de Wang y col., 2011). Una posible explicacién a todo lo
anterior, es la diferencia del protocolo de cultivo, ya que en la investigacion de Zhu y col.
utilizaron MOPS suplementado con acetato 338 mM, mientras que nosotros ocupamos
M9 con acetato 37 mM. Importantemente, los valores de p que registramos para la cepa
wild type resultaron ser cercanos a los observados por otros investigadores que utilizaron
condiciones de cultivo similares a las nuestras (en la Tabla 1, los estudios de Thakur y

col. en 2010 y de Sauer y col. en 2004).

Lamentablemente, Zhu y col. no reportan los valores de rendimiento y tasa de
consumo de acetato, lo cual hubiera sido Gtil para comparar con el comportamiento
observado en la Figura 16, donde se evalué in silico el cambio de la tasa de crecimiento
y del rendimiento de cada cepa ante la variacion de la tasa de consumo de acetato. La
regresion lineal presente en esta figura muestra la tendencia de p propuesta

anteriormente por Pirt (1982):
H =YX’%‘!X'Qac—m (16)

Donde p corresponde a la tasa de crecimiento, representada en funcion de la

tasa de consumo de acetato (Qac). La pendiente es el rendimiento maximo (/5% v el
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coeficiente de posicién es la constante de mantencion (m). En este caso, la diferencia
entre las tasas de crecimiento podria explicarse por una diferencia a nivel de tasa de

consumo de acetato.

Por ofro lado, si consideramos que el rendimiento equivale a la divisién de p por

Qac se tiene:

m

QCLC

Yxis = YX’%X - (17)

La disminucion del rendimiento (Yws) observado en las cepas icd™® en
comparacion con las icd°F también podria estar explicado por la tasa de consumo de

acetato, ya que si dicho valor en estas cepas fuera mayor a los registrados

experimentalments, el coeficiente a"i se haria mas pequefio y por ende, las cepas

ac

podrian alcanzar el rendimiento maximo, que fue similar en todas las cepas (cercano a
0.025). Asi, todas las cepas tendrian el mismo potencial de crecimiento maximo. Esto
explicaria por qué el grupo de Zhu y col. no observé una mayor diferencia a altas
concentraciones de acetato entre las cepas icd"*” y wild type, ya que de acuerdo con o
propuesto por Monod (1949): la tasa de crecimiento depende de la concentracion de la

fuente de carbono en el medio.

4.2, El cambio de especificidad de la ICDH genera un aumento del gasto energético

destinado a la mantencion celular

En la Figura 16 se aprecia un corrimiento de las rectas que representan el
comportamiento de la tasa de crecimiento respecto al consumo de acetato. Las ica™"?
se ubicaron mas a la derecha respecto de las icd™®". Como se muestra en la Ecuacién

(16), esto ocurre porgue las primeras tienen un valor mas alto de m. Mientras més grande




69

sea este valor, se requiere destinar una mayor proporcién del total de fuente de carbono
que ingresa a la célula a funciones de mantencion. Este fenémeno se refleja también en
el ATPM simulado, que fue mayor en las cepas icd"*P. A su vez, al comparar las dos
cepas que poseen una misma ICDH, se aprecié que este valor fue menor en las que no
poseen la transhidrogenasa PntAB. Esto resulia interesante, puesto que se aprecia un
comportamiento similar al comparar los valores de Qac, la disminucion del consumo de
acetato podria deberse a que, de acuerdo al valor de ATPM, se necesita una menor

cantidad destinada a la formacidn de ATP para la mantencién celular.

En unec de los modelos propuestos por Pirt (1982) se menciona que la energia
requerida para la mantencién disminuye proporcionalmente con el aumento de Ia tasa
de crecimiento, por lo que aquellos organismos que crecen mas rapido requieren una
menor cantidad de ATPM. Nuestros resultades se ajustan a lo anterior, puesto que las
cepas icd"P" son las que crecen mas rapido y las que presentaron menores valores de
ATPM simulados, mientras que las icd™” poseen menores tasas de crecimiento y una

mayor demanda de ATPM.

Resulta inferesante notar que los valores obtenidos de ATPM para las cepas
icd"°F rondan valores entre 1 y 2 mmol-gDW-"h". Se observa una diferencia importante
al compararlos con los 11.5 mmol-gDW-"-h" de flujo de ATPM que serian necesarios a
una tasa de crecimiento como la registrada experimentalmente (Varma & Palsson, 1993).
Del mismo modo, al compararlos con el valor actualizado en 2007 por Feist y col. (8.4
mmol-gDW-1-h""), la magnitud sigue siendo significativamente menor. Sin embargo,
nuestros valores se acercan mas al ATPM de 3.2 mmolgDW*h' el cual fue
determinado experimentalmente por Taymaz-Nikerel y col. (2010) y al descrito en la

reconstruccién metabdlica de Orth y col. (2011), con un valor de 3.15 mmol-gDW-"-Iy".
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Por el contrario, los valores de las cepas icd™? se encuentran por encima de todos los
valores ya registrados para las cepas icd°"", acercandose mas al mencionado por

Varma y Palsson.

Independiente de las diferencias entre los valores simulados con los calculados
por otros investigadores, Varma y Palsson (1993) proponen que es importante establecer
un valor de ATPM apropiado para obtener una distribucién de flujos que refleje lo
registrado experimentalmente. En dicha publicacion, ellos también mencionan que si el
ATPM fuera cero, el rendimiento esperado seria cercano a 0.026 gDW por mmol de
acetato, mientras que para valores de 12 mmol-gDW-'-h", el valor de Yxs se acercaria a
0.017 gDW por mmol de acetato. Al contrastar esto con nuestros resultados, se observa
que las cepas icd“A°F presentaron un rendimiento de 0.025 gDW por mmol de acetato y
sus ATPM se aproximan mas a 0 que a 12 mmol-gDW-"-h""; mientras que las cepas icd™°
tuvieron un rendimiento de 0.017 gDW por mmol de acetato y sus ATPM se acercan mas

al segundo valor. Por lo tanto, la tendencia de los resultados concuerda con lo reportado.

4.3. Durante el crecimiento en acetato, la via del glioxilato no sélo evita la pérdida

de CO: en favor de la biosintesis, sino que también afecta el balance de NADPH

La importancia de la via del glioxilato durante el crecimiento en acetato ha sido
mostrada previamente (Kornberg, 1966). La delecion del gen que codifica a ICL, la
primera enzima de la via, provoca que E. coli no sea capaz de crecer en esta fuente de
carbono. Sin embargo, al evaluar esta delecién en las simulaciones no se aprecio el
mismo comportamiento debido a que la reaccién catalizada por la piruvato sintasa
{PORS, seccidn 3.3.3) se encontraba activa en el sentido de [a fijacién de CO,(Ecuacion

15). Al restringir el flujo de la reaccion PORS s6lo en el sentido de la descarboxilacion,
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se pudo simular correctamente lo visto experimentalmente. Este descubrimiento es
importante, ya que es una correccién que contribuye a aumentar la robustez de la

informacién presente en el dltimo modelo de E. coli.

Lo visto experimentalmente por Kornberg se aprecia en la Figura 18b, donde
ninguna cepa es capaz de crecer en acetato ante un flujo cero a través de la via del
glioxilato (delecion de ICL). Sin embargo, en la misma figura se puede ver que si el flujo
es 100% por la ICL, las cepas tampoco son capaces de crecer. Esto indicaria que es
necesario que haya flujo via ICDH, AKDH y succinil-CoA sintetasa para mantener la
produccion de poder reductor, metabolitos esenciales para la produccién de biomasa
como el 2-oxoglutarato que es el precursor de glutamato (LaPorte y col., 1984) y
fosforilacion a nivel de sustrato. Lo cual se puede ver en que para todas las cepas se
obtiene un crecimiento mé&ximo a un determinado flujo (distinto de 0 y 100%) a través de

la via del glioxilato.

Por otra parte, la particion de flujos a nivel de la bifurcacién también permitiria
regular el balance redox del NADPH. Se ha visto que, a diferencia de otras fuentes de
carbono, durante el crecimiento de E. coli en acetato existe una sobreproduccion de
NADPH (Figura 22), la cual es contrarrestada por accién de la transhidrogenasa UdhA
{Sauer y col., 2004). Previamente otros investigadores han visto que la via del glioxilato
podria tener una funcién en el balance de los cofactores-redox en el contexto del ciclo
fosfoenolpiruvato-glioxilato (PEP-glioxilato) (Fischer y Sauer, 2003). Observaron que su
actividad previene la formacion de NADPH en condiciones de sobrecarga de este
cofactor, de la misma manera que la transhidrogenasa UdhA, siendo redundantes sus
funciones. Asi, la ICL también cumpliria un rol de regular el balance de NADPH

(Maharjan y col., 2005).
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Figura 22. Produccion neta de NADPH en E. coli cultivada en distintas fuentes de
carbono
Se muestra la diferencia entre la produccion de NADPH en las vias catabdlicas y su

consumo en las vias anabdlicas. Para [as distintas fuentes de carbono, el acetato es la
Unica situacion en que la produccion supera al consumo. En el resto se estima que lo
necesario para el consumo anabélico, es compensado por la transhidrogenasa PntAB.
Las barras blancas consideran la produccién de NADPH sélo a través de la via de las
pentosas fosfato y el ciclo de Krebs. Las barras grises incluyen el NADPH producido por
la enzima malica NADP-dependiente. Figura modificada del Capitulo 4 de la tesis de
Haverkorn (2012).

En el andlisis de robustez mostrado en la Figura 18a, el nivel de flujo de UdhA es
un indicador de la ocurrencia de sobreproduccion de NADPH a nivel de las vias
centrales. De hecho, las cepas que poseen una ICDH NADPH productora presentaron
una mayor produccion de este cofactor (Figura 20a) y niveles mas altos de flujo a través
de UdhA (Figura 18a), irente a todos los porcentajes de particion en el nodo del isocitrato.
En el caso de las cepas icd"AF, tanto UdhA como la via del glioxilato contribuyen a
disminuir la sobreproduccidén de NADPH. La accion seria conjunta, debido a que en el
intervalo de particién en el que se observa la mayor disminucién del exceso de NADPH,
aun se requiere de flujo a través de UdhA. Interesantemente, la magnitud del flujo de
UdhA predicho para este rango de valores se encuentra dentro del orden de magnitud
del flujo de exceso de NADPH reportado en literatura (Figura 22). En cambio, cuando la
actividad ICDH es NADH productora existe un intervalo de valores de particion en que [a

via del glioxilato puede compensar completamente la sobreproduccién de NADPH
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(actividad UdhA cero). Esto podria deberse a que en las cepas icd" P la produccion total
de NADPH cae aproximadamente en 2 mmol-gDW'-h* (Figura 20a), lo cual se asemeja

al flujo de sobreproduccion de NADPH (Figura 22).

4.4. El cambio de especificidad de la ICDH provoca cambios de distribucién de
flujos que impactan el balance redox y la disponibilidad de intermediarios para la

biosintesis

Existen diferentes antecedentes experimentales reportados para el crecimiento

de E. coli wild type en acetato:

El primer reporte de distribucién de flujos fue realizado en 1984 por Walsh y
Koshland Jr.! con el fin de determinar la particién en la bifurcacién del isocitrato.
Observaron que cerca de un 21% del flujo de acetato consumido es destinado a Ia via
del glioxilato (Figura 4). En nuestro caso, la simulacion arrojé un valor de 26.7% (Figura
19). Respecto a la bifurcacion misma, ellos observaron que por cada 1 mmol destinado
a la via del glioxilato se destinan 2.58 mmol al ciclo de Krebs. Nuestros resultados
muestran que por cada mmol se desvian 1.44 (cerca de un 45% menos). Estos valores
se acercan mas a lo visto por Haverkorn en 2012 (en condiciones de cultivo similares a
las nuestras, Tabla 1 y Figura 4): un 30% del flujo de carbono se destina a la via del
glioxilato, y por cada 1 mmol de isocitrato desviado hacia ésta se utiliza 1.16 mmol en el

ciclo de Krebs.

Por otro lado, el comportamiento visto en las simulaciones es coherente con lo

reportado por Oh y col. en 2002 (Figura A2 en Anexos), quienes observaron un aumento

! Las condiclones de cultivo utilizadas por Walsh y Koshland Jr. (1984) corespenden a medlo MOPS suplementado con
6 g-L"! de acetato.
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en la expresiéon de los genes que codifican las enzimas PCK y malica NADP-
dependiente, cuando la fuente de carbono de E. coli es acetato en lugar de glucosa. En
primer lugar, nuestras simulaciones muestran un flujo significativo en los pasos
controlados por estos genes y en concordancia con lo anterior se ha demostrado que
estas enzimas son importantes en el crecimiento acetato (Bologna y col., 2007), ya que
la primera enzima desvia atomos de carbono hacia [a gluconeogénesis (Oh y col., 2002)
y la segunda regenera acetil-CoA (Murai y col., 1971). En segundo lugar, reportaron una
menor expresién de los genes que controlan la glicélisis y la ruta de las pentosas en
acetato respecto de glucosa, y en nuestras simulaciones la glicolisis no se encuentra
activa y el flujo de la ruta de las pentosas es nulo. En tercer lugar, observaron una baja
expresién del gen de la piruvato deshidrogenasa, coincidiendo con el bajo valor de flujo
visto por otros autores (Figura 4) y el flujo cero de nuestras simulaciones. Finalmente,
detectaron un aumento en la expresion de los genes de la via del glicerato, lo que se
condice con el flujo que observamos a través la fosfoglicerato deshidrogenasa, que
contribuye a la formacién de NADH (Figura 20b). Interesantemente, al igual que lo visto
por Fan y col. (2014), nuestras simulaciones indicaron que existe un flujo a través de la
metilentetrahidrofolato deshidrogenasa (MTHFD), siendo una via productora de NADPH

distinta a las clasicas que se conocen.

Puesto que la distribucion de flujos simulada para la cepa wild fype no se aleja
de lo observado experimentalmente por ofros autores, creemos que las obtenidas para

el resto de las cepas representan bien lo que ocurriria de manera in vivo.

Con el cambio de especificidad tenemos en las cepas icd" una menor velocidad
de producciéon del NADPH total junto a una disminucién del flujo a través de la via del

glioxilato y un aumento en el de la ICDH. Esta respuesta podria permitir mantener el
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balance entre el NADPH producido y los intermediarios disponibles para la biosintesis,
ya que al disminuir el flujo a través de la via del glioxilato, que es una fuente de estos
intermediarios, se podria obtener un abastecimiento de intermediarios al nivel requerido
por el NADPH disponible. Esta interpretacién es complementaria con lo sugerido por Zhu
y col. (2005): La especificidad por NADP de las ICDHs en organismos que poseen ICL,
evolucioné por el requerimiento de una mayor disponibilidad de NADPH para la

biosintesis.

En esta misma linea de pensamiento, si bien ante la disminucién de la produccion
de NADPH en la cepa icd"” vimos una activacién de la transhidrogenasa PntAB de la
misma forma como fue propuesto por Zhu y col. (2005), el flujo a través de ésta no fue
suficiente para compensar {a calda en la produccién de este cofactor, lo que explicaria

la disminucion observada en el flujo a través de la via del glioxilato.

A pesar que PntAB es importante para contrarrestar el efecto del cambio de
especificidad, esta enzima no seria imprescindible porque como se vio en la cepa icd"4?
ApntAB, su aporte a la produccién de NADPH podria ser suplida en su mayoria por la
rama oxidativa de la via de las pentosas fosfato con la concomitante redistribucién de
flujos. El leve aumento de particion hacia la via del glioxilato observado en esta cepa
respecto de la icd™® puede explicarse por una mayor demanda de atomos de carbono
para sostener el incremento del flujo a través de la gluconeogénesis y de Ia ruta de las
pentosas fosfato. Contrario a lo propuesto por Zhu y col. (2005), nuestro resultados
sugieren que la via de [as pentosas fosfato si podria aportar a la produccién de NADPH
(con un 9% del! flujo de carbono). Sin embargo, esto conllevaria a un gasto adicional de
recursos (ATP para la gluconeogénesis), o que se puede apreciar en que la regién de

rendimiento ptimo fue mas acotada que la regién de la cepa icd“?, lo que reduce su
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adaptacion ante perturbaciones externas. Por otro lado, las redistribuciones de flujos que
compensan la caida en la produccién de NADPH no muestran actividad de UdhA. En el
caso de NADH, por el contrario, se vio un aumento debido al cambio de especificidad de
la ICDH y al aumento mismo del flujo. Ademds, observamos que en las cepas icd"A?
aumento la tasa de consumo de O y la de produccién de CO,, lo que se deberia al
aumento del flujo a fravés del ciclo de Krebs, puesto que se favorece la descarboxilacién

del acetato y la respiracion celular acoplada a esta via.

Los principales cambios detectados con [a herramienta Flux-Array coinciden con
lo observado en las distribuciones de flujo de las vias centrales en las distintas cepas.
En ambas cepas icd"P cayé la produccién de NADPH y la particion a la via del glioxilato,
lo que conllevé una menor biosintesis en general. Mediante esta herramienta se puede
obtener un mayor nivel de detalle respecto a esto: una disminucién a nivel de vias
relacionadas con la sintesis de valina, leucina e isoleucina; glicina y serina, metabolismo

de folatos, treonina y lisina; y otras relacionadas con Ia sintesis de purinas y pirimidinas.

Resumiendo lo observado en este trabajo, se puede decir que una ICDH NAD
preferente en E, coli durante su crecimiento en acetato provoca: Primero, una mayor
particién a ICDH, causando una calda en la produccion de NADPH y un aumento en la
de NADH, una mayor tasa de respiracion (mayor consumo de Oy liberacién de CO,) y
por ende, mas produccién de ATP. Esto Ultimo es disipado con una mayor demanda
energeética basal (ATPM), causando una caida del rendimiento de biomasa como primer
efecto fisioldgico. La menor produccion de precursores de biosintesis se asociarfa con
la disminucion del flujo de la via del glioxilato, lo que se observa fisiolégicamente en la
disminucién de la tasa de crecimiento. Finalmente, los flujos metabdlicos se

redistribuirian respondiendo a los niveles de producciéon de NADPH (Figura 23).
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Figura 23. Efectos del cambio de especificidad por el cofactor de la ICDH de E. coli
durante el crecimiento en acetato
Las flechas negras destacadas en verde o en rojo representan las reacciones de las vias

centrales que presentaron cambios en sus flujos. El primer color corresponde al aumento y
el segundo a la disminucién del flujo en las cepas icd"° respecto a las icdV°F. En (a) se
tienen las consecuencias mas directas al cambio de especificidad, destacandose un aumento
de los niveles de produccion NADH y CO2, consumo de O, produccién de ATP, destinada
principalmente a ATPM, y una disminucién del nivel de produccion de NADPH y el
rendimiento de biomasa. En (b) se muestran las consecuencias indirectas, apreciandose una
caida en la disponibilidad de los atomos de carbono destinados a la formacion de precursores
de la biosintesis, provocando una menor tasa de crecimiento. Y en (c) se destacan los
impactos sistémicos, que tienen relacién con la respuesta al déficit de NADPH ocasionado
por el cambio de especificidad (recuadro azul). En presencia del operén pntAB, la
transhidrogenasa es la principal fuente de produccion de NADPH. Mientras que en su
ausencia, ocurre una activacion de la rama oxidativa de la via de las pentosas fosfato y una
reversion de la rama no-oxidativa. Los circulos coloreados representan las deshidrogenasas
en la red; el color verde indica especificidad por NADP y el rojo por NAD. Sélo se muestra la
enzima malica NADP-dependiente (la tnica activa). En naranja se destacan los cambios
observados experimentalmente. Los nombres de los metabolitos se detallan en la Lista de
Abreviaturas.
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4.5. El aumento de produccién de NADH debido al cambio de especificad de la

ICDH puede ser utilizada con fines electrogénicos

Actualmente, se conoce que los microorganismos son capaces de transportar
electrones desde la célula hacia un aceptor de electrones extracelular, y viceversa. Este
fenémeno fue reportado por primera vez en 1910 por M. C. Potter, quien escribio: “La
degradacion de compuestos organicos mediada por microorganismos esta acompafiada
de la liberacion de energia eléctrica” (Rabaey & Rozendal, 2010). Las Celdas de
Combustible Microbianas (Microbial Fuel Cells en inglés, cuya abreviacion es MFC) san
dispositivos que aprovechan esto, utilizando a los microorganismos como catalizadores
de [a oxidacion de materia organica e inorganica para generar corriente eléctrica (Logan
y col., 2006). A las MFC también se les denomina celdas bioelectroquimicas, pues

siguen el fundamento de las celdas electroquimicas convencionales.

Como se muestra en [a Figura 24, las MFCs estan compuestas por dos camaras
separadas por una membrana semipermeable que permite el paso de protones y
resiringe el de oxigeno. En cada camara se encuentra un electrodo: un anodo en Ja
camara anddica, el cual acepta electrones desde el cultivo microbiano en condiciones
de anoxia, y un catodo en la camara catédica, el cual transfiere los electrones

provenientes del anodo a un aceptor final, como el oxigeno (Lovley, 2006).

Puesto que los electrones transportados desde la célula provienen del suministro
intracelular de electrones generados por la oxidacién de nutrientes (Rabaey &
Verstraete, 2005), una estrategia para mejorar la generacion de electricidad en MFCs ha
sido la modificacion del metabolismo de los microorganismos para aumentar la cantidad

de electrones que pueden ser destinados a la produccién de electricidad (electrones

l
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liberables). Existen casos como la cepa de E. coli que posee la delecién del gen de la
lactato deshidrogenasa (/dha), donde ocurre un aumento de la proporcion NADH/NAD
intracelular, y que en condiciones electrogénicas genera mas electricidad que la cepa
wild type. En esta cepa, la produccion de electricidad lleva el cociente NADH/NAD a
valores similares que ésta crecida en condiciones no-electrogénicas (Yong y col., 2012).

Es por esto que el NADH se puede relacionar como portador de electrones liberables.

Como se apreci6 en los resultados de las simulaciones, el cambio de
especificidad de la ICDH generara un cambio en la disponibilidad de NADH. Por esta
razon, dicha modificacién podria mejorar la generacion de corriente eléctrica respecto a
la cepa wild type durante el crecimiento en acetato. Por lo que finalmente, como
proyeccion de este trabajo se propone el uso de las cepas icd"*? como estrategia para

mejorar la generacioén de electricidad desde material organico que presente acetato.

H™ ="
]
icroorganismo!

CamaraAnddica Camara Catddica
Membrana

Figura 24. Esquema de una Celda de Combustible Microbiana
En la imagen se muestra una MFC de dos cdmaras separadas por una membrana. En

una se ubica el anodo y en la otra el catodo. En la camara anddica los organismos son
capaces de liberar electrones provenientes de la oxidacion de la fuente de carbono.
Estos finalmente llegan a un aceptor final en la camara catédica. Esta figura fue
modificada de la presente en el articulo de Rabaey y Verstraete (2005).




5. CONCLUSIONES

. Las distribuciones de flujos simuladas para la cepa wild fype representan
correctamente los resultados experimentales descritos por oiros autores.

. La pérdida de producciéon de NADPH en ICDH, debido al cambio de especificidad
del cofactor, tiene un impacto negativo sobre la velocidad de crecimiento y el
rendimiento de E. coli durante su crecimiento en acetato.

. El cambio de especificidad de la ICDH también genera un aumento del flujo
relacionado al gasto energético destinado a la mantencion celular.

La redistribucion de flujos asociada al cambio de especificidad de ICDH,
responde al restablecimiento de produccion de NADPH, aunque no {ogra los
niveles observados en presencia de la ICDH NADPH productora.

En ausencia de [a transhidrogenasa PntAB, Ia redistribucién de flujos asociada al
cambio de especificidad de ICDH, permite la produccion de NADPH en la via de
las pentosas.

. Las simulaciones indican que UdhA permiie mantener el balance redox en
presencia de una ICDH NADPH productora, pero es prescindible ante el cambio
de especificidad. Mientras que la transhidrogenasa PntAB es prescindible en la
mantencién del balance redox, independiente de la especificidad de la ICDH.

. La particion de flujos a nivel de bifurcacién del isocitrato se ajusta segun la
especificidad de la ICDH, afectando la disponibilidad de intermediarios para la

biosintesis y el balance de NADPH.
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7. ANEXOS

7.1. Diferencias entre gen icd silvestre y el gen icdVA?

icd gene 1 ATGGAARGTARAGTAGTTGTTCCGGCACAAGGCAAGAAGATCACCCTGCARARCGGCARR 60
icdNAD gene 1 ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACARGGCAAGRAGATCACCCTGCARARCGGCARA 60
icd gene 61 CTCAACGTTCCTGAARAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGAT 120
icdNAD gene 61 CTCAACGTTCCTGARAATCCGATTATCCCTTACATTGAAGGTGATGGAATCGGTGTAGAT 120
icd gene 121 GTAACCCCAGCCATGCTGARRGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGARAGCCTATARAGGCGAG 180

icdNAD gene 121 GTAACCCCAGCCATGCTGAAAGTGGTCGACGCTGCAGTCGAGARAGCCTATAAARGGCGAG 180

icd gene 181 CGTARRATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGARARATCCACACAGGTTTATGGTCAG 240
icdNAD gene 181 CGTAARATCTCCTGGATGGAAATTTACACCGGTGAARARTCCACACAGGTTTATGGTCAG 240

icd gene 241 GACGTCTGGCTGCCTGCTGAAACTCTTGATCTGATTCGTGRATATCGCGTTGCCATTARA 300
icdNAD gene 241 GACGTCTGGCTGCCTGCTGAAACTCTTGATCTGATTCGTGARTATCGCGTTGCCATTARA 300

icd gene 301 GGTCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAACGTTGCCCTGCGCCAG 360
icdNAD gene 301 GGTCCGCTGACCACTCCGGTTGGTGGCGGTATTCGCTCTCTGAACGTTGCCCTGCGCCAG 360

icd gene 361 GAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGGGCACTCCAAGCCCG 420
icdNAD gene 361 GRAACTGGATCTCTACATCTGCCTGCGTCCGGTACGTTACTATCAGEGCACTCCARGCCCG 420

icd gene 421 GTTARACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGARAACTCGGAAGACATTTAT 480
icdNARD gene 421 GTTAAACACCCTGAACTGACCGATATGGTTATCTTCCGTGAAAACTCGGRAGACATTTAT 480

icd gene 481 GCGGGTATCGAATGGARAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTARATTCCTGCGT 540
icdNAD gene 481 GCGGGTATCGAATGGRAAGCAGACTCTGCCGACGCCGAGAAAGTGATTARATTCCTGCGT 540

icd gene 541 GAAGAGATGGGGGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGTGGTATCGGTATTAAGCCG 600
icdNAD gene 541 GAAGAGATGGGGGTGAAGAAAATTCGCTTCCCGGAACATTGTGGTATCGGTATTARGCCG 600

icd gene 601 TETTCGGAASAAGGCACCAAACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGARTACGCAATTGCIAAC 660
icdNAD gene 601 ATGTCGGAAGAAGGCACCARACGTCTGGTTCGTGCAGCGATCGAATACGCAATTGCTARC 660

icd gene 661 GATCGTGACTCTGTGACTCTGGTGCACAAAGGCARCATCATGARGTTCACCGARGGAGCE 720
icdNAD gene 661 GATCGTGACTCTGTGACTCTGGTGCACAARGGCAACATCATGARGTTCACCGAAGGAGCG 720

icd gene 721 TTTARAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGAAGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGT 780
icdNAD gene 721 TTTAAAGACTGGGGCTACCAGCTGGCGCGTGARGAGTTTGGCGGTGAACTGATCGACGGT 780

icd gene 781 GGCCCGTGGCTGABAGTTAAAAACCCGAACACTGGCAARGAGATCGTCATTARAGACGTG 840
icdNAD gene 781 GGCCCGTGGCTGARAGT TAAARACCCGAACACTGGCAARGAGATCGTCATTARAGACGTG 840

icd gene 841 ATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCC 900
icdNAD gene 841 ATTGCTGATGCATTCCTGCAACAGATCCTGCTGCGTCCGGCTGAATATGATGTTATCGCC 900

iecd gene 901 TGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCAGCGCAGGTTGGCSEGTATC 960
icdNAD gene 901 TGTATGAACCTGAACGGTGACTACATTTCTGACGCCCTGGCAGCGCAGGTTGGCGGTATC 960

icd gene 961 GGTATCGCCCCTGGTGCAAACATCGGTGACGAATGCGCCCTGTTTGARGCCACCCACGGT 1020
icdNAD gene 961 GGTATCGCCCCTGGTGCARACATCGGTGACGAARTATGCCCTGTTTGAAGCCACCCACGGT 1020

icd gene 1021 ACTGCGCCGﬁAﬁE&TGCCGGTCAGGACAAAGEﬁAATCCTGGCTCTATTATTCTCTCCGCT 1080
icdNAD gene 1021 ACTGCGCCGGATATTGCCGGTCAGGACAARGCCAATCCTGGCTCTATTATTCTCTCCGCT 1080

icd gene 1081 GAGATGATGCTGCGCCACATGGGTTGGACCGAAGCGGCTGACTTAATTGTTARAGGTATG 1140
icdNAD gene 1081 GAGATGATGCTGCGCCACATGGGTTGGACCGAAGCGGCTGACTTAATTGTTARAGGTATG 1140

icd gene 1141 GRAGGCGCAATCAACGCGAAAACCGTAACC?A?GACTTCGAGQ@ﬂCTGATGGATGGCGCT 1200
icdNAD gene 1141 GAARGGCGCAATCAACGCGAAAACCGTAACCAAGGACTTCGAGTCCCTGATGGATGGCGCT 1200

icd gene 1201 AAACTGCTGRAATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCGAARACATGTAA 1251
icdNAD gene 1201 AAACTGCTGARATGTTCAGAGTTTGGTGACGCGATCATCGAARACATGTAA 1251

Figura A1. Alineamiento de secuencias del gen icd y del gen icd"4?

En amarillo se muestran las diferencias de nucledtidos entre ambos genes. A nivel de
aminoacidos corresponden a: Cys201Met, Cys332Tyr, Lys344Asp, Tyr345lle, Val351Ala,
Tyr391Lys y Arg395Ser.
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7.2. Codigos de Programacion para los modelamientos metabdlicos

En verde y luego del signo % se representan los comentarios de los comandos.
Estos codigos se ejecutaron en el orden que se muestra en la Figura 6. Se generan los
modelos y después se calcula el ATPM. Luego de este paso se pueden realizar los
analisis de sensibilidad o calcular la distribucion de flujos (siempre ejecutar alguno de

estos dos luego una ejecucion desde cero de (a) y (b) de la Figura 6).

7.2.1. Generacion de modelos

Cargar modelos
if exist('modelo') ~= 1;
modelo = readCbModel () ;

end;

ecoli = modelo; Cepa Wild type

ecoli pntAB = ecoli %Cepa delta pntAB

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'THDZpp', 0, 'b'"); Delecidon gen pntAB

ecoli icdNAD = ecoli; sCepa icd-NAD

ecoli icdNAD = changeRxnMets (ecoli_ ichAD, {'nadp[c]', 'madph(ec]'}, {'madlc]’',
'‘nadh[e] '}, "ICDHyx', [=1; 1]): ‘Reemplazar especificidad NADP-dependiente de ICDH por

NAD-dependiente

ecoli IP = ecoli tCepa icd-NAD delta pntAB

ecoli IP = changeRxnMets (ecoli IP, {'madplcl', nddph[\]'}, {'nad[c]"',
"nadh[e] "}, "ICDHyr", [=1; 1]})}; tReemplazar especificidad NADP-dependiente de ICDH por
NAD-dependiente

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'THDZpp', 0,'b'): Delecién gen pntAB

7.2.2. Incorporar parametros experimentales

Tasas Experimentales
mu_wt = 0.196;
mu_pntAB = 0.191;
mu_icdNAD = 0.135;
mu_IP = 0.1203;

al

experiment

Ac_wt = -7.88;
Ac_pntAB = -7.6;
Ac_icdNAD = -8.0;
Ac_IP = -7.0; xperimental ta pntAE
“ondi ulti
Cepa Wild type
ecoli changeRanounds(eccll,'Rf qlrlél' 0,'b'); Fijar glucosa en cero para gue
acetatc sea la unica fuen
ecoll = changeRanounds(ecoll,'EL_QE!GW‘,-20,'1'); Limite inferior de consumo de
xigeno
ec011 = changeRxnBounds (ecoli, 'E¥ ac(e)',Ac_wt,'b'); Consumo de
ecoli = changeRanounds(ecoll,'T“PE',U YL 5 Blogqueo sentido inverso PO
ecoli = changeRanounds(ecoll, Ec_biomass_iJ01366_core_ djp“ﬁﬁ',mu Wt thY) ;

de crecimiento a valor e xpe :rimental
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%Cepa delta pntAB

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'EX glc(e)', 0,'b"); % Fijar glucosa en cero
para que acetato sea la unica fuente de carbono

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'EX oZ(e)',-20,'1"); $Limite inferior de
consumo de oxigeno

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'EX acl(e)',Ac_pntAB,'b'); $Consumo de
Acetato

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'POR5',0,'1'); %Bloqueo sentido inverso de
PORS

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'Ec_biomass_iJ01366_core 53p95M',mu_pntAB, 'b');
$Fijar tasa de crecimiento a valor experimental

3Cepa icd-NAD

ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'EX _glc(e)', 0,'b'); $Fijar glucosa en
cerp para gue acetato sea la unica fuente de carbono

ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD,'EX o2 (e)',-20,'1"); $Limite inferior de
consumo de oxigeno

ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (eccli_icdNAD,'EX acle)',Ac_icdNAD, 'b'); $Consumo de
Acetato )

ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_ icdNAD, 'PORS',0,'1"); $Bloqueo sentido inverso de
PORS

ecoli icdNAD =
changeRanounds(ecoli_ichAD,'Ec_biomass_iJ01366_core_53p95M',mu_ichAD,'b'j; $Fijar

tasa de crecimiento a valor experimental

4Cepa icd-NAD delta pntAB

ecoli IF = changeRxnBounds (ecoli IP,'EX glc(e)', 0,'b'); $Fijar glucosa en cero para
que acetato sea la Unica fuente de carbono

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'EX o2(e)',-20,"'1"); %Limite inferior de consumo
de oxigeno

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'EX_ac(e)',Ac_IP,'b"); %Consumo de Acetato
ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'PORS',0,'1"); $Bloqueo sentido inverso de PORS

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli_ IP,'BEc_biomass_iJO1366_core 53p95M',mu IP,'b');
$Fijar tasa de crecimiento a valor experimental

7.2.3. Calcular ATP de mantencion (ATPM)

%% Cambiar funcidon objetive a ATEM

ecoli = changeObjective (ecoli, 'ATPM');

ecoli_pntAB = changeObjective (ecoli pntAB, 'ATEM');
ecoli_icdNAD = changeObjective (ecoli_ icdNAD, 'ATEM');
ecoli IP = changeObjective(ecoli IP, 'ATPM');

%¥%Liberar limite inferior de ATPM y acotar el superior
ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'ATPM',50,'u');
ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'ATEM',0,'1");

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'ATPM',50,'u');
ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntaB,'ATEM',0,'1');

ecoli_ icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'ATFM',50,'u');
ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli icdNAD, 'ATPM',0,'1");

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli_ IP, 'ATPM',50,'u');
ecoli_ IP = changeRxnBounds(ecoli_ IP, 'ATPM',0,'1");

%% Calcular flujo de ATPM

FBAsolution = optimizeCbModel (ecoli, 'max'); %Calcular ATP de Mantencién de Cepa Wild
type

FBAsolution pntAB = optimizeCbModel (ecoli pntAB, 'maxz'); %Calcular ATP de Mantencién de
Cepa delta pntAB

FBAsolution_icdNAD = optimizeCbModel (ecoli_icdNAD, 'max'}); $Calcular ATP de Mantencién
de Cepa icd-HAD

FBAsolution IP = optimizeCbModel (ecoli IP, 'max'); %Calcular ATP de Mantencidén de Cepa

icd-NAD delta pntAB
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$%Fijar ATEM

ecoli = changeRxnBounds (ecoli,'ATPM',FBAsolution.f,'1");

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'ATPM',FBAsolution pntaB.£,'1l');
ecoli icdNAD = changeRxnBounds(ecoli_ icdNAD, 'ATPM', FBAsolution icdNAD.f,"1');
ecoli IP = changeRxnBounds(ecoli_IP, 'ATPM',FBAsolution IP.f,"1");

7.2.4. Analisis de robustez del crecimiento respecto al consumo de acetato

ecoli = changeobjective(ecoli,‘Ecﬁbiomass_iJOlBGS_core_53p95M');

ecoli iedNAD = changeObjective (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJO1l366_core 53p895M');
ecoli pntAB = changeObjective (ecoli_pntAB, 'Ec_biomass_iJ01366_core_53p%5M');
ecoli IP = changeObjective(ecoli_ IP,'Ec_biomass_iJ01366_core 53p95M');

ecoli = changeRxnBounds {ecoli,'Ec biomass_iJ01366_core 53p95M',0,'l"};

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_ pntAB, 'Ec_biomass iJ01366_core 53p95M',0,'1');
ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJ01366 core 53pS5M',0,'1l'):
ecoli IP = changeRxnBounds(ecoli IP,'Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M',0,'1');

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'Ec_biomass_iJ01366_core_ 53p9%5M',1000,'u'); )

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'Ec_biomass 1J01366 core 53p95M',1000,'u’);
ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJ01366 core 53p8%5M',1000,'u');
ecoli_ IP = changeRxnzounds(ecoli_IP,'Ec_biomass_iJOl366_coreL53p95M',1000}'u'};

a=1;
for 3 = 0.0:0.1:10; %Rango de consumo de Acetato, desde 0.0 a 10.0 variando cada 0.1

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'EX ac(e)',-j,'b"); %Variar Consumo de Acetato Cepa
Wild type

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'EX ac(e)',-j,'b'); tVariar Consumo de
Acetato Cepa delta pntAB

ecoli_ icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_ icdNAD, 'EX_ac(e)',-j,'b"); %Variar Consumo de
Acetato Cepa icd-NAD

ecoli_ IP = changeRxnBounds(ecoli IP,'EX ac(e)',-],'b"); %Variar Consumo de Acetato

Cepa icd-WNAD delta pntAB

FBAsolution = optimizeCbModel (ecoli, 'max'); %Calcular Tasa de Crecimiento Maxima
Cepa Wild type

FBAsclution_pntAB = optimizeCbModel (ecoli_pntAB, 'max'); $Calcular Tasa de
Crecimiento Maxima Cepa delta pntAB

FBAsclution_icdNAD = optimizeCbModel (ecoli icdNAD, 'max'); %Calcular Tasa de
Crecimiento Maxima Cepa icd-NAD

FBAsolution_IP = optimizeCbModel (ecoli IP, 'max'); ¥Calcular Tasa de Crecimiento

Maxima Cepa icd-WAD delta pntAB

if (FBAsolution.stat == 0) %Descartar error cuando no exista solucioén.
FBAsolution.x = zeros (3000,1);
FBAsolution.x (36) = -j;

end;

if (FBAsolution pntAB.stat == 0)
FBAsolution pntAB.x = zeros (3000,1);
FBAsolution pntAB.x (36) = -j;

end;

if (FBAsolution icdNAD.stat == 0)
FBAsolution icdNAD.x = zeros(3000,1);
FBAsolution icdNAD.x (36) = -3j;

end;

if (FBAsolution IP.stat == 0)
FBAsolution IP.x = zeros(3000,1);
FBAsolution IP.x (36) = -3j;

end;

dateosmu(a,l)
datosmu(a,2)
datosmu(a,3)

i;
FBAsolution.f;
FBAsolution pntaB.f;

n

l
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datosmu(a,4) = FBAsolution_icdNAD.f;
datosmu{a,5) FBAsolution_ IP.f;
a=a+ 1;

end;

7.2.5. Phenotype Phase Plane: Rendimiento respecto al flujo de produccién de

isocitrato y a la particion hacia la via del glioxilato

ecoli = changeCbjective (ecoli,'Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M");

ecoli icdNAD = changeObjective(ecoli_ icdNAD, 'Ec_biomass_iJ01366_core_53p95M');
ecoli pntAB = changeObjective (ecoli pntAB,'Ec_biomass_iJ01366_core S53pd5M');
ecoli IP = changeObjective(ecoli_IP, 'Ec_biomass_iJO1366_core 53p95M');

ecoli = change&anounds(ecoli,‘Ec_biomass_iJOl366_core753p95M‘,0,'1‘);

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'Ec biomass_1J01366_core 53p95M',0,'1');
ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJ01366_core_53p95M',0,'1');
ecoli_ IP = changeRxnBounds (ecoli_IP, 'Ec_biomass_1iJ01366_core 53p85M',0,'1");

eceli = changeRxnBounds (ecoli,'Ec_biomass_iJO1366_core_53p95M',1000, 'u’);

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntaAB, 'Ec _biomass_iJO1366_core 53p95M',1000,'u');
ecoli_ icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJO1366_core_ 53p95M',1000,'u');
ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli_ IP,'Ec_biomass iJ01366_core 53p95M',1000,'u');

for i = 0.0:0.01:1.0% $Rango de flujo de consumo de acetato (0 a 100%)

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'ACONTb',-i*Ac_wt, 'b'); 4Variar Flujo de ACONTb Cepa
Wild type

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'ACONTH',-i*Ac_pntAB, 'b'); $Variar Flujo
de ACONTb Cepa delta pntAB

ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'ACONTb',-i*Ac_icdNAD, 'b'); ¥Variar
Flujo de ACONTb Cepa icd-NAD

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP, 'ACONTH',-i*Ac_IF,'bD');: iVariar Flujo de
ACONTb Cepa icd-NAD delta pntAB

for j = 0.0:0.01:1.0; $Rango de pdrticion a ICL (0 a 100%)

flux = j*-i*Ac_wt;

flux pntAB = j*-i*Ac_pntaB;
flux icdNAD = j*-i*Ac_icdNAD;
iz TP = JF-iFNe IP;

ecoli = changeRxnBounds (ecoli,'ICL', flux, 'b"); %Variar Flujo de ICL Cepa Wild
type

ecoli_pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntaAB, 'ICL',flux pntaAB, 'b'); %Variar Flujo
de ICL Cepa delta pntAB

ecoli_icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'ICL',flux icdNAD,'b');: tVariar
Flujo de ICL Cepa icd-NAD

ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'ICL',flux IP,'b'); $Variar Flujo de ICL

Cepa icd-NAD delta pntAB

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'MALS',flux,'b'); $Variar Flujo de MALS Cepa
Wild type

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'MALS',flux_pntAB, 'b'); ¥Variar
Flujo de MALS Cepa delta pntAB

ecoli icdNAD = changeRanounda(ecoli_ichAD,'MALS',flux_ichaD,'b'); $Variar
Flujo de MALS Cepa icd-NAD

ecoli_ IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'MALS',flux IP,'D'); %Variar Flujo de MALS

Cepa icd-NAD delta pntAB

FBAsolution = optimizeCbModel (ecoli, 'max'); $Calcular Tasa de Crecimiento
Maxima Cepa Wild type

FBAsolution pntAB = optimizeCbModel (ecoli pntAB, 'max'); %Calcular Tasa de
Crecimiento Maxima Cepa delta pntAB

FBAsolution_icdNAD = optimizeCbModel (ecoli icdNAD, 'maxz'); $Calcular Tasa de

Crecimiento Maxima Cepa icd-WAD
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FBAsolution IP = optimizeCbModel (ecoli IP, 'max'); %Calcular Tasa de
Crecimiento Maxima Cepa icd-NAD delta pntAB
if (FBAsolution.stat == 0) iDescartar error cuando no exista solucidn.
FBAsolution.x = zeros(3000,1);
FBAsolution.x (36) = -j;
end;

if (FBAsolution_pntAB.stat == 0)
FBAsolution pntAB.x = zeros(3000,1);
FBAsolution_pntAB.x (36) = -j;

end;

if (FBAsolution_ icdNAD.stat == 0)
FBAsolution_ icdNAD.x = zeros(3000,1);
FBAsolution_ icdNAD.x (36) = -j;

end;

if (FBAsolution IP.stat == 0)
FBAsolution IP.x = zeros(3000,1):

FBAsolution IP.x (36) = -j;
end;
datosGliox(a,l) = i*100;
datosGliox(a,2) = j*100;

datosGliox(a, 3)
datosGliox(a,4)

-FBAsolution.f/Ac_wt;
-FBAsolution pntAB.f/Ac_pntAB;

datosGliox(a,5) = -FBAsolution icdNAD.f/Ac_icdNAD;
datosGliox(a,6) = -FBAsolution IP.f/Ac_IP;
a=a+ 1;

end;

end;

7.2.6. Calcular distribucion de flujos

%% Procedimiento de optimizacién

obj = ('ATPM'}:

fluxEcoli = IterativeOpt (ecoli,obj): $Funcidén IterativeOpt

fluxEcoli pntAB = IterativeOpt(ecoli_pntAB,obj); $Funcién IterativeOpt
fluxEcoli_icdNAD = IterativeOpt(ecoli icdNAD,obj); #Funcidén IterativeOpt
fluxEcoli IP = IterativeOpt(ecoli IP,obj); %Funcién IterativeOpt
fluxDistributions = [fluxEcoli, fluxEcoli pntAB, fluxEcoli_ icdNAD, fluxEcoli IP];

7.2.7. Calcular produccion de metabolitos

%% Calculo de Produccién/Consumo de cada metabolito en las distintas cepas

ProdEcoli = MetsProduction(ecoli, fluxEcoli); %Funcidén MetsProduction

ProdEcoli_pntAB = MetsProduction(ecoli_ pntAB,fluxEcoli_pntAB); %Funcién MetsProduction
ProdEcoli icdNAD = MetsProduction(ecoli icdNAD,fluxEcoli_ icdNAD); % Funcién
MetsProduction

ProdEcoli IP = MetsProduction(ecoli_ IP,fluxEcoli_ IP); tFuncidén MetsProduction
metProduction = ProdEcoli;

metProduction(:,4) = ProdEcoli pntAB(:,3);

metProduction(:,5) ProdEcoli_ icdNAD(:,3);

metProduction(:, 6) ProdEcoli IP(:,3);

o
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7.2.8. Analisis de robustez del flujo de UdhA respecto a la particion de isocitrato

% Se utilizé la distribucién de 1fujo caleculadas para los flujos optimos fijados

%Fijar Flujo 6ptimo de ACONTb (produccién de Isocitrato) para cada cepa

ecoli = changeRanounds(ecbli,'ACONTb',fluxEcoli(findenIDa(eCOli,'ACONTb')},'b'};

ecoli pntAB =

changeRanounds(ecoli_pntAB,'ACDNTb',fluxEcoli_pntAB(findenIDs{ecoli_pntAB,'ACONTb']),'b
")

ecoli icdNAD = _

changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, "ACONTb', fluxEcoli_icdNAD(findRxnIDs (ecoli_ icdNAD, 'ACONTH'))
lbr}.

’ ’

ecoli IP =

changeRanounds(ecoli_IP,'ACONTb',fluxEcoli_IP(findenIDs(ecoli_IP,'ACONTb']},'b');

a=1;

for j = 0.0:0.01:1.0; %Rango de particion a ICL (0 a 100%)
flux = j*fluxEcoli (findRxnIDs (ecoli, 'ACONTbL'));
flux_pntAB = j*fluxEcoli_pntAB(findRxnIDs (ecoli_ pntAB, 'ACONTH'));
flux_icdNAD = j*fluxEcoli icdNAD(findRxnIDs (ecoli_icdNAD, 'ACONTh'));
flux IP = j*fluxEcoli_IP(findRxnIDs(ecoli IP,'ACONTb'));

ecoli = changeObjective (ecoli,'Ec_biomass_iJ01366_core 53p95M');

ecoli_icdNAD = changeObjective(ecoli_ icdNAD, 'Ec_biomass 1J01366_core_53p95M');
ecoli pntAB = changeObjective (ecoli_pntAB, 'Ec_biomass iJ01366_core 53p95M');
ecoli IP = changeObjective(ecoli IP,'Ec_biomass_1iJ01366_core 53p93M');

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'Ec_biomass 1J01366_core_53p95M',0,'1');

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'Ec biomass_iJ01366_core 53p95M',0,'l');
ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_1J01366_core_53p95M',0,'l');
ecoli IP = changeRxnBounds(ecoli IP,'Ec_biomass_iJ0O1366_core_533p95M',0,'l");

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'Ec _bhiomass_iJ01366_core 53p95M',1000, 'u');
ecoli pntAB = changeRanounds(ecoli_pntAB,'Ec_biomass_iJ01366_c0r6_53995M‘,1000,'u‘};
ecoli icdNAD =
changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJ01366_core 53p%5M',1000, 'u');
ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli_ IP,'Ec_biomass 1J0O1366_core_ 53p95M',1000,'u');

4Variar Flujo de via del glioxilate de cada Cepa

ecoli = changeRxnBounds (ecoli,'ICL',flux,'b');

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli pntAB, 'ICL',flux_pntaAB, 'b'
ecoli icdNAD = changeRxnBounds (ecoli icdNAD, 'ICL', flux_icdNAD, 'b’
ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP,'ICL',flux IP,'b’'

ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'MALS',flux, 'b’

ecoli pntAB = changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'MALS',flux_pntAB,'b');
ecoli_ icdNAD = changeRxnBounds (ecoli_ icdNAD, 'MALS',flux_icdNAD, 'b');
ecoli IP = changeRxnBounds (ecoli IP, 'MALS',flux IP,'b'};

$Calcular Tasa de Crecimiento Optima de cada cepa
FBAsolution = optimizeCbModel (ecoli, 'max');

FBAsolution pntAB = optimizeCbModel (ecoli pntAB, 'max');
FBAsolution_ icdNAD = optimizeCbModel (ecoli_icdNAD, 'max');
FBAsolution IP = optimizeCbModel (ecoli IP, 'max');

%Fijar Tasa de Crecimiento Maxima de cada cepa
ecoli = changeRxnBounds (ecoli, 'Ec_biomass_iJ01366_core 53p95M', FBAsolution.f,'b');
ecoli pntAB =
changeRxnBounds (ecoli_pntAB, 'Ec_biomass iJ01366 core 53p95M',FBAsolution pntaAB.f,'D');
ecoli_ icdNAD =
changeRxnBounds (ecoli_icdNAD, 'Ec_biomass_iJ0136& core 53p95M',FBAsolution icdNAD.f, 'b');
ecoli IP =
changeRanuunds(ecoli_IP,'Ec_bicmass_iJOl3667core_53p95M',FBAsolution_IP.f,'b');

$Maximizar flujo de UdhA ante la tasa de crecimiento 6ptima
obj = {'HADTRHD'};
ecoli = changeObjective (ecoli,ob]);
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ecoli_icdNAD = changeObjective (ecoli icdNAD,obj);
ecoli pntAB = changeObjective (ecoli_pntAB,ob]) ;
ecoli IP = changeObjective(ecoli IP,obj);

FBAsolution = optimizeCbModel (ecoli, 'max');

FBAsolution pntAB = optimizeCbModel (ecoli_pntAB, 'max');
FBAsclution icdNAD = optimizeCbModel (ecoli_ icdNAD, 'max');
FBAsolution IP = optimizeCbModel (ecoli IP, 'max'};

if (FBAsclution.stat == 0) $Descartar error cuando no exista solucidn.
FBAsolution.x = zeros(3000,1);
FBAsolution.x (36) = -j;
end;
if (FBAsolution pntAB.stat == 0)
FBAsolution pntAB.x = zeros(3000,1);
FBAsolution pntAB.x (36) = -j;
end;

if (FBAsolution_icdNAD.stat == 0)
FBAsolution_ icdNAD.x = zeros(3000,1);

FBAsolution icdNAD.x (36) = -3;
end;
if (FBAsolution IP.stat == 0)
FBAsolution IP.x = zeros(3000,1);
FBAsclution IP.x (36) = -3j;
end;
RobUdha(a,l) = 3*100; %Flujo via glioxilato (% de consume de isocitrato)
RobUdha (a,2) = FBAsolution.f; $Flujo Udha
RobUdha(a,3) = FBAsolution_ pntAB.f;
RobUdha (a,4) = FBAsolution_ icdNAD.f;

RobUdha (a,5)
RobUdha (a, 6)

FBAsolution IP.f;
FBAsolutiocn.x(8); %Tasa de crecimiento

RobUdha (a,7) = FBAsolution_ pntAB.x(8);
RobUdha (a,8) = FBAsolution_icdNAD.x(8);
RobUdha (a,9) = FBAsolution IP.x(8);
a=a+1;

end;

7.2.9. Funciones utilizadas en los comandos anteriores

IterativeOpt

function fluxDistribution = IterativeOpt (model,objective)
$INPOTS

% model = Modelo

% objective = Reaccién cbjetivo a optimizar

$OUTPUTS

% Distribucién de flujos cbtenida de la optimizacién iterativa

3% FBA y cdlcule del consume de oxigeno optimo
%Establecer reaccién objetivo a optimizar
model = changeObjective (model,objective);

$Optimizar
FBAsolution = optimizeCbModel (model, 'max');

%Restringir la reaccién objetivo con el flujo 6ptimo obtenido en el paso anterior
model = changeRxnBounds (model,objective,FBAsolution.f,'b');

$Establecer la reaccién de intercambio de oxigeno como la funcién objetivo
model = changeObjective (model, 'EX o2 (e)');

$Calcular la tasa de consumo de oxigeno 6ptima ante el flujo calculado para la reacciodn
objetivo
FBAsolution = optimizeCbModel (model, 'max');
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%Restringir la tasa de consume de oxigeno al valor obtenido en el paso previo
model = changeRxnBounds (medel, 'EX o2 (e)',FBAsolution.f,'b");

$Establecer nuevamente la reaccién objetivo para optimizar
model = changeCbjective (model,objective);

%% Minimizar la suma de los cuadrados de los flujos
minmodel = minSum (model); $Funcién minSum
%% Minimizar Loops (aquellos flujos con valores sobre 500), minimizando la suma de los
cuadrados de flujos
for i = l:length(minmodel);

if abs (minmodel(i)) < 500

model = changeRxnBounds (model,model.rxns (i),minmodel (i), 'b");

end;

end;

fluxDistribution = minSum(model);

minSum

function result = minSum(model)
% Muestrear optimos
soluts = enumerateOptimalSolutions (medel);
% Encontrar 6ptimo de la muestra con menor suma de flujos
SumaMin = 1000000*length(soluts.fluxes(:,1));
for i = l:length(soluts.fluxes(l,:));
Suma = 0;
for ii = l:length(soluts.fluxes(:,1));
Suma = Suma + (soluts.fluxes(ii,i))”2;
end;
MinSum (i, 1) = Suma;
if Suma < SumaMin;
SumaMin = Suma;
NuSumaMin = i;
end;
end;
result = soluts.fluxes(:,NuSumaMin) :
end

MetsProduction

function Production = MetsProduction (model, fluxDistribution)
SINPUTS

% model = Modelo

% fluxDistribution = Distribucidén de flujos

$QUTPUTS

% Tasas de Consumo/Produccién de metabolitos

%% Calcular el Consumo/Produccién de metabolitos
for i = l:length(model.mets);
sum_model = 0;
for j = 1l:length(model.rxns);
aux_model = abs (fluxDistribution (j) *model.S(i,3));
sum_model = sum_model + aux_model;
end;
sum_model = 0.5*sum model;

]

Production (i, 1)
Production (i, 2)

model .mets (1) ;
model .metNames (i) ;

Production(i,3) = {sum_model};
end;




7.3. Material Suplementario del analisis Flux-Array
7.3.1. Abreviaciones de los nombres de cada columna

Tabla A1. Abreviaciones de los subsistemas o vias metabdlicas del modelo iJO1366

Abreviacion Subsistema
Ala-Asp Alanine and Aspartate Metabolism
AltCar Alternate Carbon Metabolism
Anaple Anapierotic Reactions
Arg-Pro Arginine and Proline Melabolism
CellEnv Celf Envelope Biosynthesis
CitricAc Citric Acid Cycle
Cofact Cofactor and Prosthelic Group Biosynthesis
Cys Cysteine Metabolism
Exch Exchange
Folate Folate Metabolism
Glu Glutamate Melabolism
GIPhlipid Glycerophospholipid Metabolism
Gly-Ser Glycine and Serine Metabolism
GlycoGluco Glycolysis/Gluconeogenesis
Glyoxy Glyoxylate Metabolism
His Histidine Metabolism
Inorglon Inorganic lon Transport and Metabolism
LPS Lipopolysaccharide Biosynthesis / Recycling
MbLipid Membrane Lipid Metabolism
Abreviacién Subsistema
Met Methicnine Metabolism
Methylglyo Methylglyoxal Metabolism
MureinBio Murein Biosynthesis
MureinRec Murein Recycling
Nitrogen Nitrogen Metabolism

Nucleotide Nucleotide Salvage Pathway
OxPhospho Oxidative Phosphorylation

PPP Pentose FPhosphate Pathway

PuPy Purine and Pyrimidine Biosynthesis

Pyruv Pyruvate Metabolism

Thr-Ser Threonine and Lysine Metabolism

Transinn Transport, Inner Membrane

TransOQut Transport, Outer Membrane

TransPorin Transport, Outer Membrane Porin

tRNA tRNA Charging

Tyr-Trp-Phe Tyrosine, Tryplophan, and Phenylalanine Metabolism
Val-Leu-lle Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism

Unassigned Unassigned




7.3.2. Principales cambios entre cepas: icd"? versus icdVAP?

Tabla A2. Cambios principales de la cepa icd"A° respecto de la wild type
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Reaccién Enzima Subsistema Proporcién
NDPK1 nucleoside-diphosphate kinase (ATP.GDP) Nucleotide Salvage Pathway 1,00
PPM phosphopentomutase Alternate Carbon Metabalism 1,00
R15BPK ribose-1 5-bisphosphokinase Alternate Carbon Metabolism 1,00
R1PK ribose 1-phosphokinase Alternate Carbon Metabolism 1,00
THD2pp NAD(P) transhydrogenase (periplasm) Oxidative Phosphoarylation 1,00
SUCOAS succinyl-CoA synthetase (ADP-forming) Citric Acid Cycle 0,65
AKGDH 2-Oxogluterate dehydrogenase Citric Acid Cycle 0564
ICDHyr isocitrate dehydrogenase (NADP) Citric Acid Cycle 063
ATPS4rpp ATP synthase (four protons for one ATP) (penplasm) Oxidative Phosphorylation 0,60
CYTBO3_4pp cytochrome oxidase bo3 {ubiquinol-8: 4 protons) (periplasm) Oxidative Phospharylation 0,60
FUM fumarase Citric Acid Cycle 0,55
cs citrate synthase Citric Acid Cycle 0,55
ACONTa aconitase (half-reaction A, Citrate hydro-lyase) Citric Acid Cycle 0,55
ACONTB aconitase (half-reaction B, Isocitrate hydro-lyase) Citric Acid Cycle 0,55
ME2 malic enzyme (NADP) Anaplerotic Reactions 039
ICL Isocitrate lyase Anaplerclic Reactions 0,38
MALS malate synthase Anaplerotic Reactions 0,38
ACLS acetolactate synthase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0.38
DHAD1 dihydroxy-acid dehydratase (2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate) Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,38
KARA1 ketol-acid reductolsomerase (2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate) Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 038
VALTA valine transaminase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 038
Plt2rpp phosphate reversible transport via symport (periplasm) Inorganic lon Transport and Metabolism 0,38
ASPK aspartate kinase Threonine and Lysine Metabolism 038
ASAD aspartate-semialdehyde dehydrogenase Threonine and Lysine Metabolism 0,38
PGCD phosphoglycerate dehydrogenase Glycine and Serine Metabolism 0,38
PSERT phesphoserine transaminase Glycine and Serine Metabolism 0,38
PSP_L phosphoserine phosphatase (L-senne) Glycine and Serine Metabolism 038
HSDy homoserine dehydrogenase (NADPH) Threonine and Lysine Metabolism 038
GHMT2r glycine hydroxymethyliransferase, reversible Glycine and Serine Metabolism 0,38
PPKr polyphosphate kinase Oxidative Phosphorylation 038
FADRx FAD reductase Cofactor and Prosthetic Group Biosynthesis 0,38
CBMKr Carbamate kinase Unassi 038
GLNS glutamine synthetase Glutamate Metabolism 038
MTHFC methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase Folate Metabolism 0,38
MTHFD methybnetetrahydrohlau dehydrogenase (NADP) Folate Metabolism 0,38
RPI bose-5-phosphate isomerase Pentose Phosphate Pathway 0.38
PPCK phusphoenolpymvaia carboxykinase Anaplerotic Reactions 038
PGM phosphoglycerate mutase Glycolysis/Gluconeogenesis 0,38
ENO enolase Glycolysis/Gluconeogenesis 0,38
RPE ribulose 5-phosphate 3-epimerase Pentose Phosphate Pathway 038
PGK phosphoglycerate kinase Glycolysis/Gluconeogenesis 0,38
GAPD glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Glycolysis/Gluconeogenesis 0,38
TPI triose-phosphate isomerase Glycolysis/Gluconeogenesis 038
FBP fructose-bi Glycolysis/Gluconeogenesis 0,38
FBA fructose-bisphasphate al Glycolysis/Gluconeogenesis 0.38
GLUDy glutamate dehydrogenase (NADP) Glutamate Metabolism 038
ASPTA aspartate transaminase Alanine and Aspartate Metabolism 0,38
NADTRHD NAD transhy Oxidative Phosphoryliation 0,00
ADK1 adenylate kinase Nucleotide Salvage Pathway 0,00
PRPPS phosphoﬂbosylpymphasorme synthetase Histidine Metabolism 0,00
HSK homoserine kinase Threonine and Lysine Metabolism 0,00
THRS threonine synthase Threonine and Lysine Metabolism 0,00
AICART phospnmbusﬁamlmmdazolewbomnide formyltransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
HCO3E HCO3 equilibration reaction Unassigned 0,00
IPMD 3-isopropylmalate dehydrogenase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
IPPS 2-isopropylmalate synthase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
LEUTAJ leucine transaminase (ireversible) Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
OMCDC 2-Oxo-4-methyl-3-carboxypentancate decarboxylation Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
GARFT phosphoribosylglycinamide farmyltransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
GLUPRT glutamine phosphoribosyldipk amidotransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRAGSr phosphoribosylgl de synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRAIS phosphoribosylamineimidazole synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRFGS phosphoribosylformylglycinamidine synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
ADSL2r osuccinate lyase Purine and Pyrimidine Blosynthesis 0,00
AIRC2 phasphoribosylaminoimidazole carboxylase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRASCSI phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
AIRC3 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase (mutase rxn) Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0.00
IPPMIa 3-Isopropylmalate dehydratase Valine, Leucine, and isoleucine Metabolism 0,00
IPPMIb 2-isopropylmalate hydratase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
IMPC IMP cyclohydrolase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
TKT2 transketolase Pertose Phosphate Pathway 0,00
VPAMTr Valine-pyruvate aminotransferase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
ADK3 adentylate kinase (GTP) Nucleotide Sal Pathw 0.00

Los valores de proporcion se calcularon de la normalizacion de la proporcion de los flujos respecto al consumo de acetato en un rango
de 0 a 1. Verde indica aumento y rojo disminucion.
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7.3.3. Principales cambios entre cepas: icdV*? ApntAB versus icd"A°? ApntAB

Tabla A3. Cambios principales de la cepa icd"? ApntAB respecto de la ApntAB

Reaccion Enzima Subsistema Proporcion
GEPDH2r glucose B-phosphate dehydrogenase Pentose Phosphate Pathway 1,00
GND phosphogluconate dehydrogenase Pentose Phosphate Pathway 1,00
PGI glucose-6-phosphate isomerase Glycolysis/Gluconeogenesis 1,00
PGL B-phosphogluconolactonase Pentose Phosphate Pathway 1,00
TALA transaldolase Pentose Phosphate Pathway 1.00
TKT1 transketolase Pentose Phosphate Pathway 1,00
RPI ribose-5-phosphate isomerase Pentose Phosphate Pathway 0,76
FBA fructose-bisphosphate aldolase Glycolysis/Gluconeogenesis 072
FBP fructose-bisphosphatase GlycolysisiGluconeogenesis 072
TPl triose-phosphate isomerase Glycolysis/Gluconeogenasis 089
NADH16pp NADH dehydrogenase (ubiquinone-8 & 3 protons) (periplasm) Oxidative Phosphorylation 063
SUCOAS suceinyl-CoA synthetase (ADP-forming) Citric Acid Cycle 081
ATPS4rpp ATP synthase (four protons for one ATP) (periplasm) Oxidative Phosphorylation 061
AKGDH 2-Oxogluterate dehydrogenase Citric Acid Cycle 0861
CYTBO3_4pp cytochrome oxidase bo3 (ubiquinol-8: 4 protons) (periplasm) Oxidative Phosphorylation 0,60
ICDHyr isacitrate dehydrogenase (NADP) Citric Acid Cycle 0,60
PGK phosphoglycerate kinase Glycolysis/Gluconeogenesis 0,55
GAPD glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Glycolysis/Gluconeogenesis 0.55
ICL Isacitrate lyase Anaplerotic Reactions 0,43
MALS malate synthase Anaplerotic Reactions 0,43
ME2 malic enzyme (NADP) Anaplerotic Reactions 0,39
NDPK1 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:GDP) Nucleotide Salvage Pathway 0,38
VALTA valine transaminase Valine, Leucine, and Iscleucine Metabolism 0,38
ACLS acetolactate synthase Valine, Leucine, and [soleucine Metabolism 0,38
DHAD1 dihydroxy-acid dehydratase (2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate) Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,38
KARA1 ketol-acid reductoisomerase (2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate) Valine, Leucine. and |soleucine Metabolism 0,38
GLUDy glutamate dehydrogenase (NADP) Glutamate Metabolism 0,38
ASPK aspartate kinase Threonine and Lysine Metabolism 0,38
ASAD aspartate-semialdehyde dehydrogenase Threonine and Lysine Metabolism 0.38
PGCD phosphoglycerate dehydrogenase Glycine and Serine Metabolism 0,38
PSERT ne transaminase Glycine and Serine Metabolism 038
PSP_L phosphoserine phosphatase (L-senne) Glycine and Serine Matabolism 0,38
ASPTA aspartate transaminase Alanine and Aspartate Metabolism 038
HSDy homoserine dehydrogenase (NADPH) Threonine and Lysine Metabaolism 0,38
GHMT2r glycine hydroxymethyltransferase, reversible Glycine and Serine Metabolism 038
Pit2rpp phosphate reversible transport via symport (periplasm) Inarganic lon Transport and Metabolism 038
PRPPS phosphoribosylpyrophosphate synthetase Histidine Metabolism 038
CBMKr Carbamate kinase Unassigned 038
PPM phosphopentomutase Alternate Carbon Metabolism 038
GLNS utamine synthetase Glutamate Metabolism 0238
MTHFC methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase Folate Metabolism 038
MTHFD methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP) Folate Metabolism 038
R15BPK ribose-1,5-bisphosphokinase Alternate Carbon Metabolism 038
R1PK ribose 1-phosphokinase Alternate Carbon Metabolism 038
PPKr polyphosphale kinase Oxidative Phosphorylation 0,38
FADRx FAD reductase Cofactor and Prosthetic Group Biosynthesis 038
NADTRHD NAD transhydrogenase Oxidative Phosphorylation 0,00
HSK homoserine kinase Threonine and Lysine Metabalism 000
THRS threanine synthase Threonine and Lysine Metabolism 0,00
AICART phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
HCO3E HCO3 equilibration reaction Unassigned 0,00
IPMD 3-isopropylmalate dehydrogenase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
IPPS 2-isopropylmalate synthase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
LEUTAI leucine transaminase (Ireversible) Valine, Leucine, and Isoleucine Metabalism 0.00
OMCDC 2-Oxo-4-methyl-3-carboxypentanoate decarboxylation Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
GLUPRT glutamine phosphoribosyldiphosphate amidotransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRAGSr phosphoribosylglycinamide synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRAIS phosphoribosylaminoimidazole synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRFGS phosphoribosylformylglycinamidine synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
ADSL2r auu'mosuwnm iym Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
AIRC2 phosphoribosy 1 Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
PRASCSI phosphoaribosylaminoimidazol inocarboxamide synthase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
GARFT phosphoribosylglycinamide formyltransferase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
NDPK2 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:UDP) Nucleotide Salvage Pathway 0,00
AlRC3 phosphoribosylamincimidazale carboxylase (mutase rxn) Purine and Pynmidine Biosynthesis 0,00
IPPMIa 3-isopropylmalate dehydratase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
IPPMIb 2-isopropylmalate hydratase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
IMPC IMP cyclohydrolase Purine and Pyrimidine Biosynthesis 0,00
TKT2 transketolase Pentose Phosphate Pathway 0,00
VPAMTr Valine-pyruvate aminotransferase Valine, Leucine, and Isoleucine Metabolism 0,00
RPE ribulose Pentose Pathwa 0.00

tose Phosphate Pathway
Los valores de proporcién se calcularon de la normalizacion de la proporcion de los flujos respecto al consumo de acetato en un rango
de 0 a 1. Verde indica aumento y rojo disminucién.
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7.4. Expresion de genes en E coli durante el crecimiento en acetato

Fic. 2. The expression levels of cen-
tral metabolic pathway genes in ace-
tate compared with those in glucose.
The numbers beside gene names repre-
sent the expected -fold changes of expres.
sion levels caleulated from six repetitions
of experiments. The red arrows represent
the induced genes, and green arrows rep-
resent the repressed genes in acetate
compared with in glucose with more than
95% confidence. The thicker the arrows,
the higher the genes were regulated. G6P,
glucose  6.phosphate; FBP, fructose
G-phosphate; F1L6P, fructose 1.6-phos.
phate; G3P, glyceraldehyde 3-phosphate;
PYR, pyruvate; AcCaA, acetyl-CoA; Ac-P,
acetylphosphate; ICT, isocitrate; SUC,
succinate; 0AA, oxaloacetate; 6PCint,
6-phosphogluconate;  RuSP, ribulose
Sephosphate; RSP, ribose 5-phosphate;
X5P, xylulose 5-phosphate. The gene
names followed the E. coli K-12 linkage
map in Ref. 50

Figura A2. Comparacion de la expresion de genes de las vias centrales de E. coli
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en condiciones de crecimiento en acetato y en glucosa

Esta figura fue extraida del articulo de Oh y col. (2002). Aqui se muestra en verde
aquellos genes que se expresaron mas durante el crecimiento en glucosa, mientras que
en rojo cuando lo hicieron mayoritariamente en el crecimiento en acetato. El grosor de
las flechas se relaciona con el nivel de expresién.




