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RESUMEN

Los terpenos son una vasta y diversa clase de compuestos organicos con mas de 50.000
ejemplos. Estos compuestos pueden ser clasificados segun el nimero de atomos de
carbono que presenten, siendo los méas importantes los monoterpenos (Cs), sesquiterpenos
(Cys), diterpenos (Ca), y los triterpenos (Cag). Los terpenos pueden ejercer una amplia
variedad de funciones tal que han sido utilizados como anticancerigenos, antivirales,
antibidticos, suplementos alimenticios, nutracéuticos, colorantes, cosméticos, o fragancias.
Sin embargo, debido a sus bajas concentraciones en el reino vegetal y su compleja
purificacion se ha justificado el desarrollo de procesos alternativos de produccién a gran
escala. Entre las alternativas, el enfoque de la ingenieria metabdlica para la produccion de
terpenos en Saccharomyces cerevisiae ha sido considerada como una metodologia
adecuada para la biosintesis, extraccion y purificacion de estos compuestos. Entre las
ventajas de dicho microorganismo como plataforma de produccién se encuentran, la
disponibilidad de su secuencia gendmica, el conocimiento de su fisiologia y de sus técnicas
de manipulacién génica, ademas de la aceptacion general como un organismo inocuo. Para
obtener altos rendimientos con este microorganismo no solo se requiere la sobreexpresion
de los genes involucrados en la ruta de sintesis del terpeno de interés, sino que involucra
también la optimizacion de la red metabdlica de la levadura. Para esto se han utilizado
diversas estrategias como delecion y sobreexpresion de genes aleatorios, la sobreexpresion
de rutas biosintéticas paralelas, o la busqueda de blancos génicos en modelos metabdlicos

a escala genémica.

La gran mayoria de los estudios que consideran un modelo metabolico en particular,
utilizan solo un algoritmo de busqueda determinado. Sin embargo, ninguno ha combinado
las distintas construcciones ni las distintas metodologias de busqueda para la identificacion
de blancos génicos lo que tiene la ventaja de aportar en la robustez del analisis debido a
enfrentar un mismo objetivo bajo diferentes enfoques. En este trabajo los modelos a escala
genomica iIND750, iMM904 y Yeast 4.0, fueron utilizados para sugerir un nuevo blanco

génico para aumentar la biosintesis de monoterpenos en S. cerevisiae. Para ello, a cada
viii



modelo se le adiciono la reaccion de sintesis de limoneno, una molécula utilizada como
representante general de los monoterpenos; y luego, cada modelo fue analizado con tres
algoritmos de busqueda para seleccionar las reacciones mas importantes que compiten por
los precursores de la via de biosintesis. Tales algoritmos fueron: el OptGene, que identifica
a través de programacion evolutiva una combinacion de blancos génicos; el FSEOF que
clasifica todas las reacciones segin su comportamiento ante la redistribucion de flujos; y
un algoritmo de seleccién de los nodos principales de la red metabdlica. De esta forma, el
analisis integrado de sus resultados mostrd que varias reacciones vinculadas con la ruta de
sintesis de purinas disminuyen sus flujos a medida que aumenta la produccién de
monoterpenos, por lo que se propone alterar esta via y se discute la mejor forma de

lograrlo.

Palabras Claves: Ingenieria metabdlica, IND750, iIMM904, Yeast 4.0, OptGene, FSEOF.



ABSTRACT

Terpenes are a large and diverse class of organic compounds with more than 50,000
examples. These compounds can be classified according to the number of carbon atoms
that they present, where the most important of themare the monoterpenes (C5),
sesquiterpenes (C15), diterpenes (C20), and triterpenes (C30). Terpenesmay havea wide
variety of functions such that they have been used as anticancerous, antivirals, antibiotics,
food supplements, nutraceuticals, dyes, cosmetics orfragrances. However, due to their low
concentrations in the plant kingdom and its complex purification it hasbeen justified the
need to develop alternative processes for large scale production. Amongst the alternatives,
the approach of metabolic engineering to produce terpenes in Saccharomyces cerevisiae
has been considered as an appropriate methodology for the biosynthesis, extraction and
purification of these compounds. Some of theadvantages of this microorganism as a
production platform are, the availability of its genomic sequence, theknowledge of their
physiology and their genetic manipulationtechniques, in addition to general acceptance as
an innocuousorganism. To obtain high yields with this micro organism it’s not only
required overexpression of thegenes involved in the synthesis route of the terpene of
interest, but italso involves the optimization of the metabolic network of yeast. For this,
various strategies have been used as deletion and overexpression of random genes,
overexpression of parallel biosynthetic pathways, or search for gene targets in metabolic

models at a genomic scale.

The majority of the studies that consider a specific metabolic model, use only one
determined search algorithm. However, none has combined the different constructions nor
the different search methodologies for identification of genetic targets, which has the
advantage of providing the robustness of the analysis, due to confronting a same target
under different approaches. In this work the models at a genomic scale iND750, iMM904
and Yeast 4.0, were used to suggest a new genetic target to increase the biosynthesis of
terpenes in S. cerevisige. For that each model was explored with three search algorithms to

select the most important reactions that compete for precursors of the terpene
X



bionsynthesis path. Such algorithms were: the OptGene, which identifies a combination of
genetic targets through evolutionary programming; the FSEOF which classifies all the
reactions according to their behavior in the redistribution of flows; and a selection
algorithm of the main nodes of the metabolic network. This way, the integrated analysis of
their results showed that many reactions whose flows decrease at the same time that the
monoterpenes production increase, are linked with the purines synthesis path, so that this
work proposes the reduction of the flows in this path and the discussion of the best way to

achieve it.

Keywords: Metabolic engineering, iND750, iIMM904, Yeast 4.0, OptGene, FSEOF.
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1.

INTRODUCCION

1.1 Terpenos

Los metabolitos secundarios producidos en plantas y microorganismos son de
gran interés debido a su variedad estructural y diversidad funcional. Entre ellos,
los terpenos representan una de las clases mas grande de metabolitos secundarios
(Breitmaier 2006), identificindose mas de 50.000 compuestos (Withers &
Keasling 2007) con una gran diversidad de estructuras quimicas (lineales, ciclicas,
policiclicas) y con amplias modificaciones, ya sean hidroxilicas, carbonilos,
cetonas, aldehidos y/o con grupos perdéxidos. Estos compuestos, también Ilamados
isoprenoides, son encontrados en plantas como constituyentes de sus aceites
esenciales (McCaskill & Croteau 1997) y cumplen roles como hormonas
(giberelinas), pigmentos fotosintéticos (fitol, carotenoides), o transportadores de
electrones (ubiquinonas), y en algunos casos pueden actuar como atractores de
polinizadores o como repelentes de cierto tipo de insectos (Langenheim 1994;

Kessler & Baldwin 2001; Pichersky & Gershenzon 2002; Aharoni et al. 2003).

1.1.1 Rutas de sintesis

Los terpenos, junto con los esteroles, son derivados de la unidad de 5 atomos de
carbono isopreno (2-metil-1,3-butadieno), y la combinacion sucesiva de estas

unidades forma los distintos tipos de isoprenos. Es asi que la clasificacion de ellos



se basa en la cantidad de &tomos de carbono que contienen, siendo los més
importantes los monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, y los triterpenos con
10, 15, 20, y 30 &tomos de carbono respectivamente (Kirby & Keasling 2009).
Los precursores universales de todos ellos son el isopentenil difosfato (IPP) y su
isomero dimetilalil difosfato (DMAPP), los cuales pueden ser sintetizados por dos
rutas: la via del mevalonato (MVA) o la del deoxi-xilulosa-fosfato (DXP) (Figura
1). La primera es encontrada en hongos, animales, y en el citosol de las plantas, y
la segunda esta presente en bacterias y en los plastideos de las plantas (Kirby &

Keasling 2009).

a) La ruta del MVA

La ruta del mevalonato utiliza siete reacciones enzimaticas para convertir el
precursor acetil-CoA en IPP y DMAPP. Esta via citosolica inicia con la
condensacion de tres moléculas de acetil-CoA para formar hidroximetilglutaril-
CoA (HMG-CoA), proceso catalizado por dos enzimas, la tiolasa y la HMG-CoA
sintasa. Luego, este producto es reducido con dos moléculas de NADPH, lo que es
catalizado por la HMG-CoA reductasa, formando acido meval6nico el cual
posteriormente sufre dos fosforilaciones dependientes de ATP y wuna
descarboxilacion por la accién consecutiva de la mevalonato kinasa, la
fosfomevalonato kinasa, y la mevalonato difosfato descarboxilasa. El producto de
esto es el precursor general de 5 atomos de carbono IPP, que puede formar
DMAPP con la accion de la IPP isomerasa.
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Figura 1: Rutas biosinteticas de isoprenoides. En azul se muestra la abreviacion
de cada metabolito, y en rojo la abreviacién del gen que codifica para la enzima
respectiva.

AcCoA: acetil CoA; AACOA: acetoacetil CoA; HMG-CoA: hidroximetilglutaril-CoA; MVA:
mevalonato; MVA-P:  mevalonato-5-fosfato; MVA-PP:  mevalonato-5-difosfato;  g3p:
gliceraldehido-3-fosfato; pyr: piruvato; DXP: deoxi-xilulosa-fosfato; MEP: 2C-metil-D-eritrol-4-
fosfato; CDP-ME: 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritrol; CDP-ME-2P: 2-fosfo-4-difosfocitidil-2C-
metil-D-eritrol; ME-2,4cPP: 2C-metil-D-eritrol-2,4-ciclodifosfato; HMBPP: 1-hidroxi-2-metil-2-
(E)-butenil 4-diphosphate; IPP: isopentenil difosfato; DMAPP: dimetilalil difosfato; GPP: geranil
difosfato; FPP: farnesil difosfato; GGPP: geranilgeranil difosfato.



La enzima mejor estudiada es la HMG-CoA reductasa (HMGR), la cual
cataliza el paso limitante en la via. La levadura tiene dos isoenzimas
codificadas por el gen HMGL1, que proporciona el 80% de la actividad total, y
por el gen HMG2 (Basson et al. 1986). Ambas enzimas son reguladas
diferencialmente, la HMGR codificada por la HMG1 (Hmglp) es dominante
en la fase exponencial del crecimiento aerébico, mientras que la codificada por
la HMG2 (Hmg2p) es més importante en el crecimiento anaerdbico o en la fase
estacionaria. Estas enzimas tienen ademas un dominio transmembrana de
anclaje al reticulo endoplasmatico que regula la actividad enzimatica, y por lo
tanto, al sobreexpresar s6lo el dominio catalitico se logra aumentar el flujo por
la via (Donald et al. 1997).

b) La ruta del DXP

La primera reaccion de esta via condensa al piruvato y al gliceraldehido-3-
fosfato para formar deoxi-xilulosa-fosfato (DXP), lo que es catalizado por la DXP
sintasa (DXS). Luego, la enzima DXP reductoisomerasa produce 2C-metil-D-
eritrol-4-fosfato (MEP) con el consumo de una molécula de NADPH. La tercera
reaccion introduce el nucledtido CTP para producir 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritrol (CDP-ME), el cual es subsecuentemente fosforilado gastando una molécula
de ATP, formando 2-fosfo-4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritrol (CDP-ME-2P).
Tales reacciones son catalizadas por la MEP citidiltransferasa y por la CDP-ME
kinasa. La quinta reaccion requiere de los cationes divalentes Zn*? y Mg*? (Kemp
et al. 2002; Steinbacher et al. 2002) y consiste en la ciclacion del CDP-ME-2P, lo
que libera al nucle6tido CMP y produce 2C-metil-D-eritrol-2,4-ciclodifosfato
(ME-2,4cPP). A continuacion, este metabolito es reducido generando a 1-hidroxi-
2-metil-2-(E)-butenil 4-diphosphate (HMBPP), el que vuelve a ser reducido

formando IPP y su isomero DMAPP en una proporcién de 6:1, la cual es



posteriormente ajustada a 7:3 con la isopentenil difosfato isomerasa (IDI) que

cataliza la interconversion entre ambos compuestos (Rohdich et al. 2003).

La primera reaccion corresponde a la etapa limitante de la via, y la sobreexpresion
del gen Dxs resulta en el incremento de la sintesis de isoprenosides, y por otro
lado, en la reduccion de la tasa de crecimiento (Kim & Keasling 2001). Con
respecto al gen Idi, éste también mejora la produccion de terpenos en E. coli y es
el unico que no es esencial, ya que solo cataliza la interconversion entre dos

metabolitos.

c) La ruta del MVVA y del DXP en plantas

Aunque la biosintesis de los terpenos en las plantas, animales, y microorganismos
involucra familias de enzimas similares, existen diferencias importantes entre
ellos. La variedad de terpenos producidos por las plantas es mucho mayor, al igual

que la complejidad en la organizacién y regulacion de su biosintesis.

En primer lugar, la biosintesis puede tener regulacion tejido especifica (hojas,
raices, frutas, semillas, flores, madera o corteza) (Daviet & Schalk 2010). Por
ejemplo, los tricomas glandulares y las cavidades secretorias de las hojas, ademas
de las glandulas epidermales de los pétalos pueden generar, almacenar, o secretar
aceites esenciales terpénicos que son importantes para favorecer la polinizacion
por insectos. Otros ejemplos son los ductos de resinas de las coniferas que
producen y acumulan compuestos defensivos (trementina y colofonia); o los
laticiferos que producen ciertos triterpenos y politerpenos como el caucho
(Langenheim 1994).

En segundo lugar, existe una regulacion subcelular donde los sesquiterpenos (Cis),

triterpenos (Cso), y politerpenos son producidos en el citosol, lugar donde se



expresa la via del mevalonato. Por otro lado, los monoterpenos (Cy), diterpenos
(C20), Y los tetraterpenos (C4) se sintetizan en los plastideos, donde se expresa la
via DXP. Un hecho importante es que el IPP puede ser suministrado por el
plastideo al citosol, y vice versa, lo que hace muy dificil el estudio de las vias por

separado (Croteau et al. 2000).

d) Rutas biosintéticas rio abajo del IPP

La condensacion consecutiva del IPP en el DMAPP, catalizada por
preniltransferasas, forma los precursores de los distintos tipos de isoprenos
(Figura 1). Tales precursores corresponden al geranil difosfato (GPP) de 10
atomos de carbono, farnesil difosfato (FPP) de 15, y al geranilgeranil difosfato
(GGPP) de 20 atomos de carbono. Las reacciones siguientes ciclan de distintas
formas a tales precursores, y son catalizadas por las terpeno sintasas (terpenos
ciclasas). Finalmente, son las citocromo P450 monooxigenasas y oxidoreductasas
las que estan involucradas en las modificaciones subsecuentes del esqueleto basico

de los terpenos, dando miles de compuestos distintos (Kirby & Keasling 2009).

Las terpenos sintasas forman un amplio rango de compuestos estructuralmente
diversos, de los que unos pocos se producen preferencialmente. Los rasgos
estructurales que determinan la especificidad de sustrato y el diverso perfil de
productos son desconocidos, y los analisis de comparacion de secuencia por si
solos no entregan mucha informacion para entender tal diversidad. Dichos analisis
han mostrado que algunas terpenos sintasas que producen distintos compuestos en
un organismo vegetal, son mas similares que las mismas terpenos sintasas de
especies distintas (Martin et al. 2004). Por lo tanto, no se puede predecir con
precisién la funcién bioquimica de una terpeno sintasa basado Unicamente en la

similaridad de secuencia, incluso para enzimas.



1.1.2  Aplicacionesy obtencion

Muchos isoprenos han encontrado interesantes aplicaciones en medicina y
agricultura. Por ejemplo, se destaca el diterpeno Paclitaxel como un potente
agente antimitdtico con gran actividad contra el cancer de mamas y de ovarios
(Dieras 1998). Este compuesto es obtenido de la corteza de la conifera Taxus
brevifolia y se comercializa bajo el nombre comercial de Taxol. Otros
anticancerigenos son los monoterpenos limoneno y perilil alcohol, conocidos por
inhibir el desarrollo de algunos carcinomas como el de higado, pulmon, célon,
préstata, y pancreas entre otros (Crowell & Gould 1994; Reddy et al. 1997; Shi &
Gould 2002). La artemisina es un sesquiterpeno extraido de la hierba Artemisia
annua utilizado para combatir la malaria (Karunajeewa et al. 2007). Por otro lado,
varios monoterpenos tienen actividades insecticida y acaricida, por ejemplo, el
carvacrol es efectivo contra algunas pestes de productos agricolas almacenados
(Ahn et al. 1998); el a- y B-pineno en conjunto son una potente mezcla contra
larvas de moscas en champifiones (Choi et al. 2006); y el timol tiene actividad

insecticida contra gusanos de raices, arafias y moscas (Lee et al. 1997).

La extraccion de los terpenos desde tejidos vegetales ha sido la opcion tradicional
para la produccién a gran escala. Sin embargo, en muchos casos esto no es factible
econdmicamente debido a los bajos rendimientos, ademas de la variabilidad en la
composicidn y concentracion de isoprenos en los tejidos vegetales (de Carvalho &

da Fonseca 2006). Por ejemplo, para el paclitaxel el porcentaje de recuperacion en



peso seco es de 0.01-0.06% p/p (Zu et al. 2009), llegando en algunos casos a
0.128% p/p (Kawamura et al. 1999). Esto tiene un gran impacto medioambiental,
ya que para extraer 1 kg de paclitaxel de Taxus brevifolia, se necesitan cortar
cerca de 3.000 arboles (Bui-Khac & Dupuis 2002), lo que alcanza para el
tratamiento de cerca de 500 pacientes con cancer. En relacion a la artemisina, la
cantidad total encontrada en diversas variedades de A. annua varia entre 0.01 y

1.4% p/p en peso seco (Lapkin et al. 2006).

Por otro lado, la sintesis quimica tiene poco valor practico para desarrollar
complejos productos naturales debido al bajo rendimiento y a los numerosos pasos
involucrados. Usualmente, una ruta sintética para moléculas complejas es
impractica si el proceso total requiere mas de 10 pasos, debido a que en cada uno
de ellos el rendimiento total disminuye mientras que incrementan los desechos y
los recursos necesarios (Chemler & Koffas 2008). En el caso del Taxol se
requieren entre 35 a 51 pasos, con un rendimiento maximo de 0.4% (Ajikumar et

al. 2010).

1.2 Ingenieria Metabdlica para la Produccién de Terpenos

El enfoque de la ingenieria metabolica presenta una alternativa, en donde se trata
de entender y modular el metabolismo celular, con un énfasis en el estado global
de la célula (Tyo et al. 2007; Alper & Stephanopoulos 2009). Su objetivo es

mejorar la conversion de la materia prima en un compuesto de interés al modificar



la direccién de los flujos metabolicos (Rigoutsos & Stephanopoulos 2007). Este
enfoque se constituye por el disefio inteligente y sistematico de las redes
intracelulares, y se logra al optimizar, introducir (Stephanopoulos & Sinskey
1993; Stephanopoulos et al. 2004; Raab et al. 2005) y/o eliminar (Causey et al.
2003; Causey et al. 2004; Alper et al. 2005; Chang & Keasling 2006; Jarboe et al.

2007; Leonard et al. 2008; Trinh et al. 2008) una o varias reacciones quimicas.

Al trabajar bajo este enfoque se pueden evaluar cuatro estrategias importantes: la
sobreexpresion o silenciamiento de genes estructurales en la ruta metabdlica,
regulacion transcripcional, control de flujos metabdlicos, y sobreexpresion de

transportadores (Wang et al. 2011).

En primer lugar, hay que analizar la estructura de la red metabdlica y decidir por
la introduccion de uno o varios genes. Por ejemplo, para incrementar la biosintesis
y acumulacion en plantas, la sobreexpresion de enzimas que catalizan el paso
limitante, sin los dominios regulatorios, es el primer paso a realizar. Sin embargo,
a menudo el efecto de la introduccion de un Gnico gen es absorbido por el sistema
en un intento de restaurar la homeostasis (Capell & Christou 2004). Es por esto
que apuntar a maltiples pasos puede ayudar a controlar el flujo metabolico de
forma mas predecible. Para esto se requiere de la sobreexpresion de varias
enzimas en una misma via y/o la supresion de otras en rutas competitivas o

paralelas a la de interés. En microorganismos ha sido comun la introduccion de
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rutas biosintéticas foraneas, las cuales carecen de todo tipo de regulacion al

pertenecer a un organismo distinto (Maury et al. 2008).

En segundo lugar, con el mismo desafio de regular varios pasos en la red
metabdlica, es que la maquinaria de transcripcion debe ser examinada. Los
factores de transcripcion son una conveniente forma de regular toda una ruta
biosintética ya que estan involucrados en la activacion y represion de genes que
participan en la misma via de interés y/o en otras (Ro et al. 2006; Petersen 2007,
Grotewold 2008).

Una tercera estrategia es la identificacion de problemas con los flujos metabo6licos
a través del analisis de datos gendmicos, transcriptdbmicos, 0 metabolémicos. Los
trabajos con modelos a escala gendmica han mostrado ser muy Utiles para
identificar cuellos de botella y vias que compiten por sustratos comunes. Basado
en tales analisis, la sobreexpresion o la supresion de algunos genes ha permitido
variar la distribucion de flujos, incrementando los rendimientos de los productos

de interés (Patil et al. 2005; Bro et al. 2006; Asadollahi et al. 2009).

Finalmente, el almacenamiento o exportacion de los productos sintetizados deben
ser controlados en plantas y microorganismos. Los transportadores desempefian
roles importantes en la ingenieria metabdlica (Yazaki 2005) ya que evitan que la

produccion de los compuestos de intereés tenga efectos toxicos. Ademas facilitan el
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equilibrio metabolico a favor de la biosintesis ya que remueven los productos del

espacio donde se encuentran las enzimas (Wang et al. 2011).

1.2.1  Ingenieria metabdlica en plantas

La ingenieria metabdlica vegetal de terpenos ha permitido mejorar numerosos
rasgos propios de las plantas ademas de generar una plataforma de produccion de
tales compuestos. Es asi que varios trabajos se han realizado con el fin de mejorar
directa o indirectamente la defensa vegetal, el nivel nutricional de alimentos, o la

calidad aromatica en frutas y flores (Aharoni et al. 2005).

Por ejemplo, en menta se logr6 aumentar en cerca del 50% la produccion de
mentol, compuesto principal del aceite esencial de dicha planta y que se utiliza
ampliamente en la industria (Mahmoud & Croteau 2001). Para ello la menta se
transformé con dos genes: el que codifica para la deoxyxilulosa fosfato reductasa
(segunda reaccion de la via del DXP); y con un RNA antisentido para la
mentofurano sintasa, enzima que cataliza una reaccion lateral en la sintesis de
mentol. En un trabajo desarrollado en petunias y en tomates se logré acumular
linalool, un monoterpeno con propiedades defensivas contra plagas de insectos
(Lewinsohn et al. 2001; Lucker et al. 2001). Otro ejemplo es el conocido “arroz
dorado”, un cereal al cual se le adicion6 la ruta biosintética completa del B-
caroteno (provitamina A) para aumentar su valor nutricional (Ye et al. 2000).

Ademas, en la planta de tabaco se han expresado tres monoterpenos sintasas de
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limon capaces de sintetizar B-pineno, limoneno, y y-terpineno (Lucker et al.

2004).

En particular, cuando el objetivo es desarrollar una plataforma para la produccion
de compuestos volatiles, hay que tener en cuenta que la acumulacion de terpenos
en muchos casos esta asociada con la reduccion del crecimiento de la planta y con
clorosis (reduccion de clorofila). Esto indica un posible efecto toxico y/o la

reduccion del flujo de carbono a metabolitos esenciales (Daviet & Schalk 2010).

Por otro lado, algunas plantas no acumulan productos volatiles cominmente, por
lo que puede haber una gran proporcién de terpenos sintetizados y perdidos a la
atmosfera (Wu et al. 2006). Sin embargo, en otras especies existen ciertas
estructuras Illamadas tricomas glandulares y que justamente se encargan de la
acumulacién de tales compuestos. Varios trabajos han caracterizado promotores
de tricomas, lo que es util para la expresion especifica, con el fin de tener
limitados efectos toxicos junto con un aumento en la acumulacion de terpenos
(Daviet & Schalk 2010). Otra ventaja de utilizar estos promotores es que la
posterior extraccion de terpenos se realizara a partir de las hojas, el tejido mas

facil para la recuperacion de aceites esenciales.
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1.2.2  Ingenieria metabdlica en microorganismos

La biosintesis de compuestos naturales en microorganismos ha surgido como una
alternativa a su sintesis quimica 0 a su extraccion desde plantas, ya sean
modificadas genéticamente o no. Ademas, la ingenieria microbiana ofrece muchas
ventajas sobre los sistemas vegetales en cuanto a produccion y purificacion. Las
mas importantes son: el conocimiento genético y metabolico es tipicamente
mucho mayor que en el huésped nativo, lo que permite analizar mas y mejores
estrategias de ingenieria genética; y en segundo lugar, el conocimiento de
procesos biotecnoldgicos y de los protocolos de escalamiento han sido bien
estudiados, lo que reduce el tiempo en el desarrollo de una plataforma de

produccion.

Debido a las limitaciones en el suministro de los precursores universales IPP y
DMAPP, diversas estrategias se han desarrollado para aumentar los flujos
metabolicos en las rutas que los sintetizan. EI primer enfoque empleado es la
sobreexpresion de los genes que codifican para las enzimas de cada via. Por
ejemplo en E. coli, la sobreexpresion de la dxs (Figura 1) de Bacillus subtilis
resultd en el aumento de 2 veces la produccién de licopeno en comparacion a la
cepa control (de ~450 a ~1000 pg/gDW) (Harker & Bramley 1999). En otro
trabajo, se incorporaron 4 genes de la via (dxs, ispD, ispF, idi), ademas del gen
que participa en la sintesis de quinonas (IspB), todos bajo el promotor fuerte del

bacteriofago T5, lo que permitié producir 3-caroteno a concentraciones de 6 mg/L
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(Yuan et al. 2006). Recientemente, la sobreexpresién combinada de los genes dxs,
dxr, y de idil (Figura 1) ha mostrado la mejoria en la biosintesis del diterpeno
abietadieno de acuerdo al siguiente orden: dxr < dxs < idi + dxr < dxs + dxr <
control < idi + dxs < idi < idi + dxs + dxr (Morrone et al. 2010). Los autores
discuten sus resultados sugiriendo que la isomerizacion del IPP y del DMAPP,
mediada por idi, es la etapa limitante de la via, y que ademas los genes dxs y dxr

ejercen un control en la distribucion de flujos hacia otras vias.

Por otro lado, en S. cerevisiae la etapa limitante en la via del mevalonato es la
reaccion catalizada por la enzima HMG-CoA reductasa, que es codificada por el
gen HMGL. En una cepa que produce 1.1 mg/gDW de licopeno, la sobreexpresion
de tal gen incrementa al doble dicha produccion, y si se expresa sélo el dominio
catalitico (tHMG) se logran niveles de 4.3 mg/gDW. El aumento puede ser de
hasta 7 veces si ademas se elimina el gen ERG9 que codifica para la escualeno
sintasa, parte de una via competitiva de los terpenos (Shimada et al. 1998). En
otro estudio se disefid un alelo condicional para este gen, el cual es regulado por el
promotor MET3, de forma tal que la expresion es reprimida en presencia de altas
concentraciones extracelulares de metionina (Gardner & Hampton 1999). El uso
de este gen condicional tiene la ventaja de que reduce el flujo de carbono a
ergosterol, y ademas puede aumentar el flujo por la via MVA ya que reduce la
inhibicion de la HMG-CoA sintasa producida por el mismo ergosterol. Aunque

esto puede reducir el crecimiento al desviar el carbono destinado originalmente a
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la sintesis de biomasa, el promotor MET3 soluciona el problema ya que es
reprimido en la fase de crecimiento y activado en la fase estacionaria (Maury et al.

2005).

Otra estrategia utilizada en S. cerevisiae ha sido la expresion del gen upc2-1 el
cual codifica para un factor de transcripcion que participa en el uptake de
esteroles. En una cepa que sobreexpresa dicho gen junto con el de la tHMG se han
logrado obtener concentraciones de 370 ug/L de epi-cedrol, un sesquiterpeno poco
volatil utilizado como reportero (Jackson et al. 2003). Este factor de transcripcién
se eligio debido a que la produccion de esteroles es un proceso que interfiere con
la biosintesis de terpenos al competir por los mismos precursores; por lo tanto, al
proporcionar una forma alternativa en la cual la célula pueda captar tales
compuestos desde el medio extracelular, se intenta inhibir su biosintesis e
incrementar el flujo hacia los terpenos. En otro trabajo, en donde se combina la
sobreexpresion de los genes tHMG y upc2-1, ademas de la regulacién del gen
ERG9 con el promotor METS3, se ha logrado obtener 153 mg/L del sesquiterpeno

amorfadieno, precursor de la artemisina.

Si bien el enfoque anterior logré mejorar la produccion de isoprenoides, tiene
limitaciones debido a los mecanismos de control presentes en el huésped. Asi, una
segunda estrategia ha sido la expresion heterdloga de una ruta paralela, la cual no

es regulada por el organismo huésped (Martin et al. 2003). En E. coli se incorporo
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la ruta del mevalonato al disefiar y transformar dicha bacteria con tres plasmidos:
(i) uno con el operén atoB:ERG13:tHMG1, donde el gen atoB corresponde a la
acetoacetil-CoA tiolasa de E. coli; (ii) un segundo plasmido que poseia el operon
ERG12:ERG8:MVD1:idi:ispA con los dos ultimos genes de E. coli; (iii) y
finalmente, un tercer pldsmido tenia el gen de la amorfadieno sintasa de A. annua.
Con esta cepa y con un sistema de cultivo de dos fases se logré determinar una
produccion de 0.5 g/L de amorfadieno (Newman et al. 2006), lo que mejor6 a 25
g/L al cambiar los genes ERG13 y tHMG de S. cerevisiae por los hortélogos de

Staphylococcus aureus (Tsuruta et al. 2009).

Por otro lado, la incorporacion de la ruta DXP en S. cerevisiae se ha logrado al
disefiar dos plasmidos, donde cada uno porta 4 genes heterélogos. Esto logrd
concentraciones de 1 mg/L de valence, un sesquiterpeno citrico utilizado como
reportero (Maury et al. 2008). Ademas se demostrd que esta via por si sola puede
suministrar los precursores necesarios para el crecimiento, ya que fue viable un

cultivo al cual se le adicion6 lovastatina, un inhibidor fuerte de la ruta MVA.

Un tercer enfoque ha sido la sobreexpresion de una libreria de DNA en una cepa
de E. coli productora de licopeno (Kang et al. 2005). La ventaja de este sistema es
que debido a que el licopeno le confiere un fuerte color rojo a las colonias, es
facilmente identificable aquellas que tienen un incremento en la produccion de

dicho compuesto. De esta forma, luego de un extenso screening se lograron
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identificar tres genes regulatorios que aumentan la produccion de licopeno (crl,

rpos, y appy).

Finalmente, una cuarta estrategia ha sido el estudio holistico del metabolismo
celular bajo un enfoque matematico. Dicho enfoque, que es detallado
extensamente en el apartado siguiente, ha sido Gtil para encontrar blancos génicos
que aumentan la produccidon de terpenos. Por ejemplo, en E. coli se han
identificados tres genes a suprimir para mejorar la produccion de licopeno (gdhA,
acek, fdhF) (Alper et al. 2005). Esta cepa se desarrolld en una que previamente
sobreexpresaba los genes dxs, idi, e ispDF, logrando un rendimiento de 6.6
mg/gDW, que corresponde a aproximadamente un 40% de incremento en
comparacion con la cepa parental. Posteriormente, la optimizacion del cultivo
(Alper et al. 2006), y la sobreexpresion de genes identificados por el screening de
librerias gendémicas (Jin & Stephanopoulos 2007) permitieron aumentar los
rendimientos a 16 mg/gDW. Por otro lado, en S. cerevisiae el modelo desarrollado
por Forster et al. (2003) identifico al gen GDH1, que codifica la glutamato
deshidrogenasa, para mejorar la produccion de sesquiterpenos. La delecion de
dicho gen aumenta la disponibilidad de NADPH citosolico para otras enzimas
dependientes de este metabolito, incluyendo la HMG-CoA reductasa. Esta
modificacion aumenta en un 85% la concentracion final de cubebol, un

sesquiterpeno utilizado como reportero (Asadollahi et al. 2009).
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1.3 FBAY Modelos Metabdlicos

Para establecer a un microorganismo como plataforma de produccion de algin
compuesto de interés es necesario aumentar los flujos de carbono hacia las vias de
sintesis de dicho compuesto. Para ello, ademéas de sobreexpresar los genes que
codifican las enzimas que catalizan los pasos limitantes, se puede redirigir el flujo
del metabolismo. Sin embargo, por los complejos mecanismos de interaccion y
control que existen entre las rutas biosintéticas, es dificil predecir las minimas
modificaciones genéticas para explotar la méaxima capacidad celular en funcion
del fenotipo deseado (Asadollahi et al. 2009). Este desafio puede ser abordado
bajo el enfoque del andlisis de balance de flujos (Flux Balance Analysis - FBA)
ya que representa al metabolismo celular de una forma holistica a través de un
modelo matematico (in silico), y que es usado para estimar cuantitativamente el
comportamiento del metabolismo celular bajo determinadas condiciones

(ambientales o genéticas).

El FBA es una metodologia basada en restricciones ampliamente utilizada para
estudiar redes metabdlicas, en especial las reconstrucciones a escala genomica.
Este analisis permite calcular los flujos metabolicos intracelulares basandose en un
balance de masa realizado sobre cada metabolito (nodo) y en el supuesto de estado
estacionario. Su ventaja es que no requiere de informacion cinética o regulatoria

debido a que se centra en la topologia de la red metabolica.
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1.3.1  Representacion matematica del metabolismo celular

El primer paso en el FBA es la descripcion matematica de las reacciones
metabdlicas para lo cual se requiere de un modelo metabolico que represente las
reacciones mas importantes del sistema estudiado. Para la construccion de dicho
modelo se debe establecer un balance de masa sobre cada metabolito (Figura 2C),

lo que representa la primera restriccion del modelo. Dichos balances pueden ser

escritos de forma matricial como: dc’{dt =3 ; donde C es el vector de
concentraciones de cada metabolito al interior de la célula, v es el vector de tasas
de reaccion, y S es la matriz estequimétrica de tamafio mxn, con m metabolitos y n
reacciones. Una reaccion muy importante en esta matriz es la sintesis de biomasa,
la cual es mateméaticamente representada al adicionar una reaccion que consuma

diversos precursores metabdlicos como proteinas, RNA, lipidos, ATP, etc.

A continuacion se incorpora el supuesto de estado estacionario (0=25-v ),
implicando que la concentracion de cada metabolito al interior de la célula
permanece constante. Este supuesto es razonable debido a que el metabolismo
opera a escalas mucho mas rapidas que la dinamica extracelular (Terzer et al.

2009).
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Figura 2: representacion matematica del metabolismo celular. (A) una
pequefa red de reacciones que presenta tres metabolitos, cuatro reacciones (v;), y
tres transportes (b;). (B) Resumen de las reacciones. (C) Balance de masa
dindmico para cada metabolito. (C) La matriz estequiométrica S es construida a
partir de los balances de masa. Se supone estado estacionario, y se establecen los
limites para cada reaccion. Adaptado de (Kauffman et al. 2003; Lee et al. 2006;

Terzer et al. 2009).
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De esta forma se imponen restricciones de flujo sobre los metabolitos, tal que se
asegura que la cantidad total de cualquier compuesto que se produce debe ser
igual a la cantidad total que se consume en estado de equilibrio. Un segundo tipo
de restriccion impuesta en el sistema corresponde a los limites superiores e
inferiores, es decir, un rango de flujo permitido para cada reaccion, lo que en su
conjunto genera el espacio solucion o espacio nulo. Estas restricciones
diferencian al FBA de otros tipos de modelos que se basan en ecuaciones
biofisicas y que requieren de parametros cinéticos dificiles de obtener (Orth et al.
2010). Restricciones adicionales a menudo son consideradas para reducir el
espacio nulo, de tal forma que las predicciones del FBA puedan ser mejoradas.
Algunas de ellas son por ejemplo, la compartimentalizacién de metabolitos y de
reacciones, la reversibilidad de las mismas, el minimo y maximo teérico para
algunos flujos, la cantidad de ATP requerida para mantencion, o la minima y

maxima tasa de crecimiento (Otero & Nielsen 2010).

1.3.2  Formulacion de un problema FBA tradicional

El segundo paso en el analisis FBA es la optimizacion de uno o més flujos. En un
sistema de ecuaciones subdeterminado, como los que existen en los modelos a
escala gendémica (n>m), existen maultiples soluciones dentro del espacio nulo.
Dicho espacio define el rango de todos los fenotipos permisibles, de los cuales
solo un conjunto particular suele ser de interés. Para encontrar tal conjunto hay

que establecer una funcion objetivo que represente al estado bioldgico buscado,
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que posteriormente se debe optimizar. Este enfoque se basa en el supuesto de que
las células luchan por un objetivo determinado. Por ejemplo, es razonable pensar
que la evolucion ha influido para que los microorganismos maximicen el
crecimiento o la razén entre la produccién de energia y la cantidad de sustrato
consumido. Este objetivo se traduce en una funcion que se expresa

matematicamente como una combinacion lineal de los flujos metabdlicos (ec.1. 1).

S.a.

ec.l.1
S5-v=20
lb} = vy = ub}

Donde Ib; y ub; son los limites de flujo inferiores y superiores para la reaccion j, y
donde c es un vector de ponderacion que indica la contribucion de cada reaccién a
la funcidn objetivo. De esta forma, el sistema de ecuaciones puede ser resuelto
usando algoritmos de programacién lineal, tal que se encuentre un conjunto de
flujos que optimice la funcion objetivo (Orth et al. 2010). Las funciones objetivos
pueden ser utilizadas para probar las capacidades de la red metabdlica y para
representar posibles disefios que la mejoren. Hasta la fecha, la funcion objetivo
mas utilizada ha sido la maximizacion de biomasa, que ha entregado predicciones
coincidentes con datos experimentales (Varma & Palsson 1994; Edwards et al.
2001). Sin embargo, hay que tener especial cuidado en la definicion de dicha

ecuacion ya que se ha visto un aumento en las discrepancias (del 16% al 80%)
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entre los datos experimentales y las predicciones si se utiliza una composicién de

biomasa incorrecta (Pramanik & Keasling 1997).

1.3.3  Modificaciones y Aplicaciones del FBA

El FBA ha sido utilizado para predecir genes esenciales o para estudiar la
robustez de una célula bajo una determinada condicion ambiental o genética. Para
ello se puede observar el cambio en el valor de la funcidn objetivo, en respuesta a
variaciones de flujo de una reaccion particular (Kauffman et al. 2003; Orth et al.
2010). Por ejemplo, si el valor de flujo para la sintesis de biomasa se reduce a cero
luego de fijar una reaccion también a cero, significa que dicha reaccion es
esencial. Fisioldgicamente, el restringir el flujo de una reaccion a cero puede
interpretarse como una cepa knockout del gen que codifica para la enzima que
cataliza dicha reaccién, o por la adicion de un compuesto inhibitorio. Es asi que
este tipo de andlisis ha sido importante para el desarrollo de nuevas drogas contra
ciertos microorganismos (Jamshidi & Palsson 2007; Raman & Chandra 2009).
Adicionalmente, al restringir las tasas de consumo o de sintesis de los sustratos o
productos en el medio externo, el FBA puede ser usado para: cuantificar la tasa de
crecimiento celular bajo diferentes condiciones ambientales (Edwards et al. 2001);
investigar la secrecion de subproductos bajo uptakes crecientes de oxigeno
(Varma et al. 1993); evaluar la capacidad de utilizacion de la fuente de carbono
(Orth et al. 2010); o para identificar la composicion 6ptima del medio de cultivo

(Song et al. 2008).
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Ademas, otras funciones objetivos se han utilizado aparte de la maximizacion de
biomasa. Entre ellas se incluyen: la maximizacion de la produccion de algin
metabolito para determinar las capacidades productivas de una determinada red
metabdlica (Varma et al. 1993); la minimizacion del uptake de nutrientes (Famili
et al. 2003); o la minimizacion de la produccion de ATP, que se ha establecido
para determinar condiciones Optimas de eficiencia energética y ha sido empleada

para estudiar las propiedades de la mitocondria (Ramakrishna et al. 2001).

Por otro lado, con el fin de explotar al maximo el potencial metabdlico e
identificar blancos génicos para la ingenieria metabdlica, varios algoritmos
basados en el FBA se han desarrollado para analizar el espacio nulo de los
modelos a escala gendomica. El FBA se ha considerado s6lo como una “primera
mirada” para evaluar las estrategias de optimizacion de la red metabdlica
(Boghigian et al. 2010) ya que se ha sugerido que el comportamiento metabolico
sub-optimo visto luego de la delecion de uno o varios genes, es el resultado de un
ajuste del organismo como una forma de minimizar los cambios en la distribucion
de flujos. Para tener en cuenta dicho ajuste, se han desarrollado los algoritmos
MOMA (Minimization Of Metabolic Adjustment) y ROOM (Regulatory on/off
Minimization) (Segre et al. 2002; Shlomi et al. 2005) los cuales utilizan métricas
de distancias continuas o discretas para cuantificar la desviacion entre la
distribucion de flujo en un estado original, cepa wild-type (WT), y en un estado

perturbado, knockout. EI MOMA asume que la cepa mutante “se alejara” de la
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cepa WT lo menos posible, por lo que encuentra una distribucion de flujos cuya
diferencia con la cepa WT es minimizada. Para esto minimiza la norma Euclidiana
del vector de diferencias de flujos a través de programacion cuadrética (Quadratic
Programming — QP). Por otro lado, el ROOM utiliza programacion lineal entera
mixta (Mixed Integer Linear Programming — MILP) para buscar una distribucion
de flujos que minimiza el nimero de cambios de flujo en el WT. Es asi que el
MOMA puede generar varios cambios pequefios en gran parte de los flujos totales,

a diferencia del método ROOM que intenta minimizar dichos cambios.

El MOMA ha sido utilizado tanto en E. coli como en S. cerevisiae para identificar
una o mas combinaciones de genes a delecionar para aumentar la produccion de
ciertos compuestos. Por ejemplo, para la produccién de L-valina en una cepa de
E. coli previamente modificada se mejord la produccion al identificar la
combinacién de tres genes candidatos que aumentaban la produccién 3 veces
(Park et al. 2007). Para esto se utiliz6 el modelo MBEL979 (Lee et al. 2005), una
modificacion del iJR904 (Reed et al. 2003), bajo el enfoque del MOMA vy
generando varias rondas de deleciones in silico (simples, dobles y triples). En otro
estudio, una cepa de levadura productora de vanilina fue modelada con la red
metabolica iFF708 (Forster et al. 2003) bajo el mismo enfoque anterior de forma
tal que se logrd identificar la delecion de dos genes que incrementaron 5 veces la

produccion (Brochado et al. 2010).
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El MILP ha sido utilizado junto con el FBA para desarrollar otros algoritmos,
como el OptKnock y OptStrain que utilizan un sistema de optimizacion en dos
niveles para disefiar una cepa mejorada. Para esto el andlisis se basa en la teoria de
la dualidad para optimizar dos funciones objetivos, una dentro de otra; o mejor
dicho, el enfoque consiste en un problema externo y uno interno, donde el externo
optimiza una funcién objetivo de disefio, mientras que el problema interno
optimiza una funcion objetivo celular. Asi, para el OptKnock se maximiza la
produccion de un compuesto sujeto a la maximizacion de biomasa (Burgard et al.
2003), o para el OptStrain se maximiza la produccion de un compuesto sujeto a la

minimizacién de la incorporacion de reacciones foraneas (Pharkya et al. 2004).

Basado en el OptKnock, se desarroll6 el método OptGene para identificar blancos
génicos para la optimizacion de la produccion de un compuesto usando un
algoritmo genético en vez de MILP para reducir el tiempo computacional (Patil et
al. 2005). Los algoritmos genéticos cominmente se han utilizado para optimizar
una funcion objetivo que es discontinua, no diferenciable, estocéstica, o altamente
no linear, y estan basados en la evolucion Darwiniana (Boghigian et al. 2010). El
enfoque consiste en evolucionar una poblacion de posibles soluciones durante
varias generaciones, hasta que eventualmente se llegue a un éptimo global. Una
poblacion de varios genotipos es inicializada al asignar un estado on/off para cada
gen, y luego a cada genotipo se le asigna un valor de fitness al usar FBA, MOMA,

ROOM, u otro algoritmo. Los individuos con mayores fitness son seleccionados
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para la generacion de una nueva poblacion aplicando modificaciones genéticas
(crossover y mutaciones aleatorias). Este ciclo se repite hasta que se cumpla una
de las condiciones de salida, como nimero maximo de generaciones o tiempo
maximo de corrida. El algoritmo OptGene ha sido utilizado para sugerir blancos
de delecidn para mejorar la produccion de vanilina, glicerol, acido succinico, y
sesquiterpenos en Saccharomyces cerevisiae (Patil et al. 2005; Asadollahi et al.

2009).

Por otro lado, MILP ha sido utilizado para encontrar éptimos alternativos, es
decir, donde la funcion objetivo toma un mismo valor pero las distribuciones de
flujo son distintas. Un ejemplo de esto lo entrega el trabajo de Lee et al. (2000) en
donde se identificaron 9 distribuciones de flujos en una red metabdlica de E. coli
con 30 metabolitos y 33 reacciones. Extrapolando tal trabajo, en una red a escala
gendmica el nimero de distribuciones distintas puede aumentar considerablemente
junto con los costos computacionales requeridos; de hecho, en un trabajo realizado
con el modelo a escala genémica de E. coli iJR904, se mostraron mas de 50.000
distribuciones de flujo alternativos bajo 136 condiciones de crecimiento (Reed &
Palsson 2004). Una forma de enfrentar tal problema es con un analisis de
variabilidad de flujos (Flux Variability Analysis - FVVA) el cual se enfoca en cada
reaccion en vez de buscar el numero total de distribuciones posibles (Mahadevan

& Schilling 2003). Esta estrategia fija el valor de la funcion objetivo al valor
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Optimo, para luego maximizar y minimizar cada una de las reacciones entregando

el rango de variacion de cada reaccion ante un valor 6ptimo dado.

Otro andlisis basado en el FBA, pero con el objetivo de identificar genes a
sobreexpresar es el FSEOF (flux scanning based on enforced objective flux) (Choi
et al. 2010). El anélisis consiste en agrupar los flujos metabdlicos segin su
respuesta ante el aumento (forzado) de la sintesis de un compuesto de interés. De
esta forma las distintas reacciones se clasifican segln el comportamiento de sus
flujos los que pueden ser: crecientes, decrecientes constantes, u oscilantes. Este
método se aplicd en E. coli para hallar blancos génicos que aumentan la
produccion de licopeno, identificando 3 genes (dxs, idi y mdh) que al amplificarlos

mejoraron en 3 veces la produccion.

La metodologia del FSEOF se relaciona con el concepto desarrollado por
Stephanopoulos y Vallino (1991) para identificar los cuellos de botella en la
sobreproduccién de compuestos de interés. De acuerdo a su analisis, el
rendimiento del producto depende de la particion de flujos de un pequefio
subconjunto de todos los nodos que comprenden la red metabolica, los que se
denominan nodos principales (NP). La identificacion de ellos facilita la
elaboracion de estrategias para la ingenieria metabolica, para lo cual se deben
ubicar aquellos nodos donde existe la mayor variacion en la particion de flujos a

medida que aumenta la sintesis del producto de interés. Esto ultimo es lo que
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vincula ambos analisis, ya que en los dos casos se requiere de la evolucién de la
distribucion de flujo desde un estado inicial, a un estado final de produccion del
compuesto de interés. La ventaja de la busqueda de los NP es que debido a que se
relaciona con la arquitectura de la red, es posible realizarlo con o sin datos

experimentales.

Sin embargo, aunque la arquitectura de la red afecta la respuesta metabolica ante
modificaciones enzimaéticas, es el grado de rigidez del nodo en donde reside en
ultima instancia la facilidad con que la particion de flujo puede ser alterada
(Stephanopoulos & Vallino 1991). Tal caracteristica esti determinada tanto por
las diferencias en los parametros cinéticos de las enzimas participantes en cada
rama del NP, como en la estructura de control (feedback, activacién/inactivacion
por fosforilaciones, etc). De esta forma se pueden establecer tres tipos de nodos:

los flexibles, los débilmente rigidos, y los fuertemente rigidos.

Los nodos flexibles son aquellos donde la particion de flujos puede ser cambiada
facilmente al aumentar la demanda por el metabolito en cuestion. En ellos, las
enzimas participantes en cada rama tienen afinidades similares por el nodo, al
igual que las velocidades de reaccion son similares en magnitud. Por otro lado, la
particion de flujos en un nodo rigido esta fuertemente regulada y es dominada por

la cinética de una de sus ramas. Dichos nodos pueden formar cuellos de botella
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debido a su resistencia a modificar su particion de flujos a favor de la biosintesis

de los productos de interés.

A diferencia de los NP, para estudiar la rigidez de los nodos se requieren de datos
experimentales. Los métodos que se han propuesto para dicho fin contemplan la
desregulacién de ciertos metabolitos para incrementar la carga metabdlica, la
alimentacion con distintas fuentes de carbono, o el aumento y disminucion de la
actividad enzimética a través de modificaciones genéticas o por la adicion de

inhibidores especificos.

1.3.4  Modelos genémicos de S. cereviciae

El primer modelo a escala genémica de Saccharomyces cerevisiae fue el iFF708.
Esta red consiste en 708 genes, 1175 reacciones, 584 metabolitos, y ademas
compartamentaliza las reacciones en el citosol, mitocondria y el medio
extracelular (Forster et al. 2003). Las predicciones de dicho modelo se ajustan a
los datos experimentales de distintos cultivos y con diversas deleciones (Famili et
al. 2003). A partir de dicha reconstruccion, varios modelos se han desarrollado por
diversos equipos de investigacion, los cuales han ido aportando al conocimiento
del metabolismo de S. cerevisiae. EI modelo iND750 introdujo 5 compartimentos
extras (peroxisoma, nucleo, aparato de golgi, vacuola, y el reticulo endoplasmatico
rugoso) (Duarte et al. 2004), y el modelo iLL672 elimino algunas reacciones que

no estaban conectadas a la red metabolica (Kuepfer et al. 2005). Luego, la version
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iIN800 introdujo el metabolismo de lipidos y modificé la ecuacion de biomasa
(Nookaew et al. 2008). Posteriormente, el modelo iIMM904 adiciond genes
involucrados en la degradacién de esfingolipidos y glicerolipidos, ademés de
incorporar la sintesis y degradacion de esteril ésteres y almacenamiento de
esteroles (Mo et al. 2009). Este modelo también adicioné varias reacciones de
transporte para conectar algunos gaps entre los compartimentos intracelulares, y

agrego ciertas vias de secrecion.

Todas estas reconstrucciones se realizaron independientemente, usando distintos
datos o interpretando de distinta forma la informacion de literatura, lo que motivd
al desarrollo de un modelo consenso. Este modelo ha sido actualizado
regularmente y su ultima versién, denominada Yeast 4.0, contiene 932 genes,

1865 reacciones y 1319 metabolitos (Dobson et al. 2010).
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Tabla 1: Comparacion de los modelos a escala gendmica de Saccharomyces

cerevisiae.
Modelo Genes Reacciones Metabolitos Templado Referencia
) Forster et al.
iFF708 J08 1175 284
2003
) ) Duarte et al.
iIND730 750 1489 1061 iFF708
2004
) ) Kuepferet
iLLG72 672 1038 636 iFF708
al. 2005
) ) MNookaew et
iINB00 200 1446 1013 iFF708
al. 2008
) ) Mo et al.
iMNMS04 904 1412 1228 iND750
2009
Dobson et al.
Yeast 4.0 932 1865 1319 COnsenso
2010

En este trabajo se utilizaron los algoritmos de basqueda OptGene, FSEOF, y NP

sobre los modelos iIND750, iMM904, y Yeast 4.0 con el fin de identificar una via

cuyos flujos disminuyen a medida que aumenta la sintesis de limoneno, un

compuesto utilizado como molécula representativa de los monoterpenos en

general. El uso de cada método en un mismo modelo le confiere al analisis una

mayor robustez debido a que se explora la red metabdlica bajo distintos enfoques,

pero con un mismo objetivo: la maximizacién de la biosintesis de monoterpenos.

Asimismo, los distintos modelos también aportan a la robustez del analisis debido
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a que estan construidos con distintos supuestos. Por ejemplo, un modelo puede
asumir una via biosintética que en otro esté ausente, o las ecuaciones de biomasa

pueden asumirse distintas, etc.
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2. METODOS

Tres modelos metabolicos a escala gendmica (iND750, iMM904, y yeast4) (Duarte et
al. 2004; Mo et al. 2009; Dobson et al. 2010) fueron implementados en el software
Matlab con la ayuda del toolbox COBRA (Constraints Based Reconstruction and
Analysis). En dicha plataforma se modificaron los modelos al incorporar a cada uno la
reaccion de sintesis de limoneno a partir de GPP (ANEXO Aa). Este compuesto es
utilizado como representante de los monoterpenos en general. Luego, se ejecutaron los
algoritmos OptGene, FSEOF, y uno de blsqueda de los nodos principales, con el fin de

destacar las reacciones mas importantes en la redistribucion de flujos.

2.1. OptGene

Dentro del Toolbox COBRA se encuentra la rutina de optimizacion evolutiva
(Patil et al. 2005), pero que requiere del paquete de optimizacion tomlab_cplex
para el correcto funcionamiento. Luego de instalar tal paquete se pudo correr el
algoritmo (ANEXO Ab), el cual entrega como resultado una poblacion de 500
individuos, donde cada uno corresponde a un conjunto de genes a ser
delecionados. Tales individuos estdn ordenados segin un valor de fitness que
surge del resultado de la optimizacion realizada bajo el enfoque MOMA, sin
embargo, el programa solo entrega el detalle del mejor individuo, lo que impide

analizar al resto de ellos. Por lo tanto, se modificd el programa para acceder a
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todas las poblaciones evaluadas (Figura 3), tal que se aumenta la posibilidad de

encontrar un gen que en la practica pueda ser mutado.

Individuos
Guardados

Evaluacion del
fitness

Poblacion Criterio
temporal (PT) de stop

Mutacion Crossover
«—

Figura 3: Estructura general del algoritmo OptGene desarrollado por Patil

w I
N
si Mutante
i final

no

et. al. 2005. En negro se presenta la base del algoritmo OptGene, y en rojo lo
adicionado al script del Toolbox COBRA para almacenar un nimero mayor de
individuos evaluados. El criterio fue que si el fitness del mejor individuo de la
nueva poblacion (fipr) es mayor que el fitness del mejor individuo de los que estan

almacenados (f,), entonces se guarda dicho individuo.
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2.2. FSEOF (flux scanning based on enforced objective flux)

Para aplicar el algoritmo descrito por (Choi et al. 2010) se escribié un script que

genera 10 distribuciones de flujos (steps) (Figura 4A), en donde la primera

stepl
distribucion (i ) corresponde a la maximizacién de biomasa (ec.2. 1), y la

stepld
décima (% ) corresponde a la maximizaciéon de Limoneno (ec.2. 2),

compuesto utilizado como representante de los monoterpenos. Los steps

ﬂsrs;:_k o .. . .
intermedios (¥ ) corresponden a la maximizacion de biomasa, pero con flujos

crecientes en la sintesis de limoneno (ec.2. 3).

Stepl

Max ybiomﬂsrx ec.2. 1
S.a.

i=a
jeN)
b, = v; =< ub;

0 = = 1000

= vlimonano =

vsra?ﬂl =0 (V L'EM, y \é

ij =y )

Stepl0

Max Viimonsno ec.2.2
S.a.

j=13
j € N)
lb; = v; = ub;

0 < = 1000

= vl:’monano =

vsra?ﬂll} — ':.; (v II.EM’ y V

i Vs
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Step_ K
Max vbz’omﬁsrx
S.a.
i=1 9 ”;rw_x =0; (VieM, yVjeN) ec.2. 3
ibj = v = ubj
kR <

stepld
R = Limonsno

10

< 1000; (V ke[12,..9]

EJLE?‘J‘IID?‘!E?‘!I‘J =

Donde i es el coeficiente estequiométrico del metabolito i en la reaccion 7, M es

el set de metabolitos, IV es el set de reacciones, Lh; y uBj son los limites inferiores

j (1000 = v; = 1000

y superiores para la reaccion , para reacciones

et .= ) . . .
0 = v = ub; para reacciones irreversibles).

reversibles;
Con este método, cuatro tipos de flujos fueron identificados a medida que se
avanza por los steps: flujos crecientes, decrecientes, invariables, y flujos oscilantes
(Figura 4 B-E). Sin embargo, debido a la existencia de soluciones multiples, no
existe la certeza de que las reacciones dentro de un grupo tengan siempre el
mismo comportamiento, por lo que fue necesario realizar un analisis de
variabilidad (Mahadevan & Schilling 2003) a cada una. Este anélisis consiste en
fijar la funcion objetivo (produccion de biomasa) en su valor optimo, y luego
maximizar y minimizar el flujo por cada reaccion. Para esto se utilizo el comando
fluxvariability del Toolbox COBRA (ANEXO Ac) en cada uno de los steps

(Figura 4 Fy G) de los flujos decrecientes. Este método, si bien no entrega el
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Figura 4: FSEOF y analisis de variabilidad. (A) Base del algoritmo FSEOF

donde se maximiza la biomasa (stepl) o la produccion de monoterpenos (stepl0).

Los steps intermedios corresponden a la maximizacion de biomasa pero con flujos

crecientes para la sintesis de monoterpenos. (B-E) Reacciones clasificadas como

(B) crecientes, (C) decrecientes, (D) invariables, u (E) oscilantes segln se avanza

del stepl al stepl0. (F y G) Analisis de variabilidad para reacciones (F) muy

variables o (G) poco variables. El color azul indica el valor maximo de flujo para

una determinada reaccion, mientras que el color rojo indica su valor minimo.
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namero de cuantas distribuciones de flujo distintas pueden existir, entrega el rango
de variacion para cada reaccion. De esta forma, las reacciones decrecientes y que

ademas son poco variables se clasificaron como FSEOF_down.

Las reacciones clasificadas asi pueden ser utilizadas como base de busqueda de
aquellas mas plausibles para ser delecionadas con el fin de aumentar el flujo a la
sintesis de monoterpenos. En otras palabras, se pueden descartar del andlisis de
busqueda aquellas reacciones que no interesan debido a su comportamiento

creciente, oscilante o invariable ante el aumento del flujo hacia los monoterpenos.

2.3. Nodos Principales (NP)

Los NP son aquellos donde su particion de flujos varia en mayor medida al pasar
de una condicion a otra (Stephanopoulos &  Vallino 1991). Para poder
identificarlos en un modelo a escala genémica se desarrollé el siguiente algoritmo
dividido en 3 etapas: i) FSEOF, ii) diferencia porcentual (score), iii) ranking y
seleccion de los NP. La primera de ellas consiste en generar y guardar los datos
del algoritmo FSEOF, donde la condicion inicial es la produccion de biomasa, y la
final es la produccion de limoneno. En la segunda etapa (Figura 5) se calcula un
score para cada nodo (o metabolito), el cual esta dado por la norma de la
diferencia porcentual entre cada step. De esta forma se puede ordenar cada nodo
de acuerdo a tal valor para los 10 steps. Finalmente, en la tercera etapa se

promedia el puesto (ranking) de cada nodo, y se elige un nimero arbitrario de los
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nodos con los mejores rankings para representar a los NP, que en nuestro caso
fueron solo los 40 primeros. De estos 40 nodos, se descartaron algunos (e.g. ATP,
NADH, H,0, CO,) debido a su participacion en varias reacciones lo que dificulta

el anélisis (ANEXO C).

step step?
o  B0%
100% o AT 100% A el
> "‘H
75T 40%

score=+j(60— 25)* +(40-75)°

Figura 5: Segunda etapa del algoritmo NP. Calculo del score utilizado para
ordenar los nodos. En este ejemplo, todos los flujos que producen el metabolito

“A” son estandarizados al 100% y comparados con los flujos que lo consumen.

2.4. Analisis Integrado

Los enfoques de cada algoritmo de bdsqueda anteriormente descritos son distintos
(Tabla 2), pero los tres apuntan al mismo objetivo: aumentar los flujos
metabolicos hacia los monoterpenos. Por ejemplo, el algoritmo OptGene busca un
conjunto de genes que pueden ser delecionados, el FSEOF encuentra reacciones
que disminuyen sus flujos continuamente, y los NP busca a los metabolitos cuyos

destinos metabolicos cambian en mayor medida. Sin embargo, cuando son



41

ejecutados con la produccion de monoterpenos como funcion objetivo, se deben
encontrar coincidencias entre sus resultados si son analizados desde el punto de
vista de las reacciones quimicas, o mejor dicho, desde el punto de vista de la

topologia de la red metabdlica.

Tabla 2: Resumen de caracteristicas de los tres algoritmos de busqueda

utilizados.

Algoritmo  Detalles Funcidn Obj. Busqueda de
Busca genes gue al ser delecionados puedan

OptGene o\ mentar el rendimiento de un compuesto de interes. el genes
Clasifica cada reaccion de la red metabalica segun su

FSEOF comportamiento al aumentar progresivamente el Biomasa reacciones
flujo a una reaccidn en particular.
Selecciona los metabolitos con los mayores cambios

NP en sus particiones de flujo cuando aumenta Biomasa metabalitos

progresivamente el flujo a una reaccidn en particular.

De esta forma, los resultados de los NP y los del OptGene fueron analizados segun
las reacciones a las cuales estdn asociadas, identificando aquellas que coinciden
con las del FSEOF _down (Figura 6). Al encontrar las coincidencias resulta un
analisis mas robusto ya que contiene la combinacion de tres enfoques distintos, y
permite un estudio con menos reacciones lo que facilita la comprension de los
resultados. Analogamente, se compararon las reacciones seleccionadas para cada
modelo metabdlico, lo que también aporta en la robustez del analisis debido a que

cada modelo tiene sus propias caracteristicas. Por ejemplo, el modelo iND750
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carece de algunas rutas de sintesis de lipidos que si tiene el iMM904, y el modelo
Yeast 4.0 es la version consenso del metabolismo de Saccharomyces cerevisiae y

tiene més reacciones y metabolitos que los modelos anteriores.

Cabe destacar que se consider6 como base s6lo el conjunto de reacciones
FSEOF_down, ya que las que estan fuera de él tienen un comportamiento que no
es de interés (flujos crecientes, invariables u oscilantes). De esta forma las
reacciones provenientes del algoritmo OptGene y del NP permitieron Unicamente
descartar (o filtrar) 59, 126 y 125 reacciones para los modelos iND750, iMM904 y

yeast4.0 respectivamente (Figura 6).

Una dificultad en esta metodologia es la nomenclatura utilizada en el modelo
Yeast 4.0 ya que es totalmente distinta a la de los otros dos modelos. Por este
motivo, el andlisis de integracion de datos se realiz6 de forma manual, lo que fue
facilitado por los filtros realizados con los algoritmos de budsqueda. Dichos
algoritmos seleccionaron 19, 49, y 23 reacciones para los modelos iND750,
IMMO904, y Yeast 4.0 respectivamente, cantidades manejables para emparejar de

forma visual aquellas que son idénticas en una plantilla de Microsoft Excel.
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IND750 iMMO904

L/

Yeast4.0

&

NP

Figura 6: Clasificacion y numero de reacciones para cada modelo. A cada
modelo metabdlico se le aplicaron los algoritmos OptGene, FSEOF y NP, para

luego agrupar las reacciones que se repiten entre ellos.
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RESULTADOS

3.1. Méaximo Tebrico

Para tener una idea general del proceso de produccion microbiana de limoneno
(C10H16), lo primero que se realizé fue calcular el rendimiento tedrico maximo en
un cultivo alimentado Unicamente con glucosa. Para ello se puede plantear la

ecuacion general:

ec.3.1

En donde tres de los cuatro coeficientes pueden ser calculados a partir del grado
de reduccion y de los balances de masa de carbono e hidrégeno, quedando la

siguiente expresion en funcién de un solo parametro.

d+8
—[T]- C,Hy,0,— [d—6]- O, + [d—2]-C0O, + d- H,0 + CyyH,, =0

ec.3.2

Pero debido a que en el proceso no se produce O, se puede plantear la

desigualdad: @ =6 =0; de la que se obtiene que: @ =6, Es asi que el mayor
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rendimiento de limoneno se logra con un @ = 6; tal que Yps = 3/7 = 0,43 [mol

limoneno/mol glucosa].

Sin embargo, esta metodologia no considera los requerimientos de cofactores ni
supone una ruta metabdlica. Para incorporar dichos parametros la formulacion de
todas las reacciones desde glucosa hasta limoneno pueden ser planteadas
(ANEXO B), de tal forma que al considerar la ruta mas corta (la menor cantidad

de reacciones) se obtiene la ecuacion ec.3. 3, lo que entrega un rendimiento de

Yps = 1/3 = 0,33 [mol limoneno/mol glucosa] (y & = 10),

— C.H,,0,+ 4/3- NADPH+ 4-NADH + 8/3-C0, + 1/3-C,yH,, =0

ec.3.3

Posteriormente se montaron tres modelos metabodlicos de Saccharomyces
cerevisiae y se compararon dichos valores. Los modelos utilizados fueron el
IND750, el iMM904, y el modelo consenso Yeast 4.0 (Duarte et al. 2004; Mo et
al. 2009; Dobson et al. 2010), los que se utilizaron por su mayor accesibilidad de
descarga e implementacion. A continuacion, con el software MATLAB vy el
toolbox COBRA se establecio un uptake de glucosa a 10 mmol/gDW:-h y se les
incorporo la reaccion de produccion de limoneno a partir de GPP (ANEXO A;
Figura 1) para luego maximizar su biosintesis al igual que la de biomasa (Tabla

3).
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Tabla 3: Valores para la produccién de biomasa (en h™') y para la biosintesis
de limoneno (en mmol/gDW-h) para los tres modelos utilizados cuando el

uptake de glucosa es fijado a 10 mmol/gDW-h.

funcion i )

o iIND750 inMnS04 Yeast 4.0
objetivo
biomasa 0.97 0.97 1.70
limoneno 3.33 3.47 4.29

Las diferencias en la produccion de limoneno se deben a las distintas rutas que se
utilizan entre los nodos piruvato y acetil-CoA (Figura 7). El flujo de entrada a
piruvato en los tres modelos es de 20 mmol/gDW-h, pero debido a las distintas
rutas utilizadas a partir de dicho nodo los flujos de entrada a la via del mevalonato
son de 20, 20.8, y 25.7 mmol/gDW:-h para los modelos iND750, iMM904 y Yeast
4.0 respectivamente. EI modelo iND750 utiliza casi la misma ruta que la descrita
en el ANEXO B para llegar a la ec.3. 3, la Unica diferencia es que en vez de
utilizar la piruvato deshidrogenasa para formar acetil-CoA, utiliza la piruvato
descarboxilasa que produce acetaldehido. Por otro lado, los modelos iIMM904 y
Yeast 4.0 utilizan ademas una rama del nodo piruvato que se origina con la
piruvato carboxilasa para formar oxalacetato, el cual luego de una serie de
reacciones puede formar acetaldehido y glicina (Figura 7). El acetaldehido entra a
la ruta del mevalonato, mientras que la glicina luego de transformarse en serina

puede formar nuevamente piruvato. EI mayor rendimiento de esta ruta alternativa
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se debe a que no se pierde un atomo de carbono en forma de CO; con la piruvato

deshidrogenasa o la piruvato descarboxilasa.

PEP
- Oaa > asp > 4pasp > aspsa > hom > phom
HCO, — ‘
PYR
.
N 0
N 0.8
™ 5.7
~ ser, ser,, gly,, < gly, < tre
N T °
co, 0.8 16
5.7 | 114
23.0 \F v
14.3 Co, acald
\ |
acald -
0
16
v 114
ac
20 iND750
208 iMMSs04
25.7 Vl'a del Yeast 4.0
AcCoA
mevalonato

Figura 7: Ruta alternativa para la produccion de monoterpenos. Los
recuadros muestran el valor de flujo en mmol/gDW-h para cada via segun un
uptake de glucosa de 10 mmol/gDW:-h. EI primer valor en azul corresponde al
modelo iIND750, el segundo en rojo al modelo iIMM904, y el ultimo valor en
negro corresponde al modelo Yeast 4.0.

4pasp: 4P-aspartato;

aspartato

oaa: oxalacetato; asp: aspartato; aspsa:

semialdehido; hom: homoserina; phom: P-homoserina; tre: treonina; gly: glicina;

ser: serina; Acald: acetaldehido; PYR: piruvato; PEP: fosfoenolpiruvato.
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Por otro lado se analizo la productividad para los modelos estequeométricos segin

la definicion de Patil (2005). La productividad es la cantidad de producto

sintetizado por unidad de tiempo y por unidad de sustrato consumido, por lo que la

multiplicacion del rendimiento con la tasa de crecimiento entrega dicho valor. Sin

embargo, debido a que en los modelos estequiométricos la tasa de consumo de

sustrato es fijada a un valor determinado, Patil (2005) hace la distincion entre la

productividad real y la calculada para los modelos, la cual la denomina como

BPCY (Biomass-Product Coupled Yield). Este analisis bajo el enfoque del FSEOF

para los tres modelos puede encontrar facilmente el méximo de productividad

BPCY segun lo muestra la Figura 8.

iND750 iMM904

ID-1269 mD-1580
01

=

0.1

=

Yeast 4.0

xID-1868

0.2

o

>
-
-

L]

0.05

]

=
0.05%
o

R flux immal/gDVy h)
(BPCY)

R flux (mrmal/gDVW h)
Rx flux immal/gDV h)

0

=

0

=

=]

(BPCY)

0

02 04 06 08 1 02 04 06 08 1
biomass (1/h) biomass (1/h)

=
=

05

1
biomass (1/h)

15

2

Figura 8: Analisis FSEOF y calculo de la productividad BPCY para los

modelos iND750, iIMM904, y Yeast 4.0.
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3.2.  Analisis Integrado

Los modelos metabdlicos a escala gendmica iIND750, iMM904, y Yeast 4.0
fueron utilizados junto con los algoritmos de busqueda OptGene, FSEOF, y NP
para seleccionar un conjunto de reacciones cuyos flujos disminuyen
continuamente a medida que se fuerza la produccion de limoneno. Tales
reacciones sirven como puntos claves dentro de la red metabdlica para poder
entender la redistribucion de flujos, ya que presentan un metabolito cuya particion
de flujos es uno de los que se ve mayormente afectado, llamado nodo principal
(NP) (Stephanopoulos & Vallino 1991). La seleccidn consiste en ubicar todas las
reacciones que son comunes en los tres algoritmos para un mismo modelo, y luego

identificar aquellas que son comunes a los tres (Figura 6).

La ventaja de esta metodologia es el uso de tres enfoques distintos para la
exploracion de las redes metabolicas. De esta forma se puede reducir el nimero de
reacciones seleccionadas facilitando el andlisis. Por ejemplo, si se toman
unicamente los datos entregados por el algoritmo de busqueda FSEOF_down se
obtienen 78, 175, y 148 reacciones para los modelos iIND750, iMM904, y Yeast
4.0 respectivamente. El analisis no se clarifica si ademas dichas reacciones son
agrupadas de acuerdo a las rutas en las cuales participan, y ocurre o mismo con
cada algoritmo de busqueda por separado (ANEXO C). Sin embargo, cuando los

algoritmos son integrados la cantidad de reacciones seleccionadas disminuyen a
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19, 49, y 23 respectivamente, lo que puede ser mejorado a 17 reacciones cuando

se combinan los tres modelos (Figura 6).

Esta metodologia se utilizo bajo dos condiciones: con un uptake de glucosa como

Unica fuente de carbono, y con un suplemento de aminoacidos.

3.2.1. Glucosa como Unica Fuente de Carbono

Para todas las reacciones de transporte entre el medio extracelular y el citosol el
comportamiento y variabilidad fueron similares en los tres modelos (ANEXO D).
Esto asegura que los modelos pueden ser comparables entre si, aportando a la
robustez del analisis. Por otro lado, bajo el escenario en el cual la glucosa es la
Unica fuente de carbono (con un uptake de 10 mmol/gDW h), es claro que el flujo
de carbono debe ingresar por la glicélisis y luego ramificarse hacia la sintesis de
los precursores de biomasa en el stepl, o hacia los precursores de limoneno en el

step10.

Es asi que las reacciones que presentan las mayores disminuciones de flujo tienen
un NP en la glicolisis (Tabla 4). En primer lugar la reaccion CSm tiene como NP
al Acetil-CoA, y corresponde a la entrada al ciclo TCA que proporciona el ATP
necesario para la produccion de biomasa. Cabe destacar que en la ecuacion de
biomasa el coeficiente estequiométrico promedio para cada precursor es de 0.17,

sin embargo, para el ATP tal valor es de 59, lo que explica que la reaccion CSm
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tenga la mayor reduccion de flujo dentro de la Tabla 4. En segundo lugar se
encuentra la reaccion MANG6PI, la que a partir del NP fructosa-6P sintetiza
manosa-6P. Este Ultimo metabolito sirve como precursor de mannan, un
compuesto que esta presente en la ecuacion de biomasa con un coeficiente
estequiométrico de 0.8, lo que justifica, al igual que en el caso anterior, la elevada
reduccion de flujo. En tercer lugar, la reaccion ACLSm origina a partir del
piruvato una ruta que culmina (sin ramificaciones) con la sintesis de valina y

leucina, precursores directos de biomasa.

Por otro lado, al utilizar los mapas metab6licos de la base de datos kegg

(www.genome.jp/kegq) (ANEXO E), nueve de las reacciones de la Tabla 4 son

agrupadas en vias de sintesis de aminoacidos, de las cuales ocho tienen al
glutamato como NP. Este metabolito est4 asociado a méas de 40 reacciones, donde
el mayor aporte porcentual de sintesis y de consumo esta restringido a sélo 4, las
que ademas presentan la mayor variabilidad. Tales reacciones participan de un
gran ciclo, con méas de 20 nodos (ANEXO F), en el cual existe un consumo neto
de NADHmitocondriar Y Una producciéon de NADH.itwssiico €n la misma cantidad, tal
que una parte del ciclo funciona como un shuttle, similar al malate-aspartate

shuttle (Lehninger et al. 2005).
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Tabla 4: Reacciones seleccionadas por el analisis integrado para aumentar el

flujo de sintesis de limoneno. Cada reaccion seleccionada por el analisis fue

buscada en la base de datos kegg (www.genome.jp/keqq), y se clasificaron en una

0 varias rutas metabdlicas segun tal pagina (ANEXO E). ElI nombre sigue el

formato de los modelos IND750 e iMM904, y la reduccion de flujo presenta el

valor absoluto de tal disminucion (en mmol/gDW:-h) para cada modelo (iND750,

IMMO904, y yeast4.0 respectivamente).

Nombre  Clasificacién segiin Kegg OptGene NP Reduccion de flujo.
Grupo A [iND7S50, iMMS304, yeastd.0)
1G3PS Histidine metabolism 'L_Glutamate’ 0.06 0.1 0.2
ANS Phenylalanine, tyrosine and 'L_Glutamate' 003 003 005
tryptophan biosynthesis
HSTPT Histidine metabolism ¥ 'L_Glutamate’ 0.06 0.1 0.2
Phenylalanine, tyrasine and
TRPS1 trypti ’ han bi Jw::h i Glyci Glyceraldehyde._ 003 003 003
rlpp_- ophan ||:|51,'r1_ esis | | ‘prIrIF_‘, 3 phosphate’ . I .
serine and threonine metabolism
C&m Citrate oycle (TCA oycle) ‘Acetyl_CoA' 1 B 15
Grupa B (iMM304, yeastd.0)
PHETAL Phenylalanine, tyrosine and 'L_Glutamate' 01 02
tryptophan biosynthesis
LEUTA V_aline, Ieu1_:ine and isoleucine 'L_Glutamate' 02 0.4
biosynthesis
ACLSm Buta_nu:nate m_etabu:nli_sm | | Valineg, - v T 06 1
leucine and isoleucine biosynthesis
D_Ribul
DB4PS Riboflavin metabolism =lolese 0020 0.003
5_phosphate’
DRTPPD Riboflavin metabolism ‘Ammonium’ 0001 0002
D_Fruct
MANEPI Fructose and mannose metabolism SiaRsE 0.6 13
6_phosphate’
rimidine metabalism Reduced
TRDR Py I : g ) - 006 0.5
Selenocompound metabolism thioredoxin'
Grupa C (iND750, iIMMS04)
ASNS1 Alanlne,_aspartat_e and glutamatn? v 'L_Glutamate' 01 01
metabolism | | Nitrogen metabolism
Lysine bi thesi Lysi
AATA ysine biosynthesis | | Lysine 'L_Glutamate’ 03 03
degradation
Lysine bi thesi Lysi
SACCDL ysine biosynthesis | | Lysine 'L_Glutamate' 03 03
degradation
FASBOCOA_L Fatty acid biosynthesis '‘Coenzyme_A' 0.06 0.05
Grupo D [iND750, yeastd. 0}
ACCOACr Pyruvate metabolism ‘Acetyl-CoA' 0.35 0.16
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Los ciclos se pueden detectar por sus elevados flujos y alta variabilidad. En el
caso del modelo IND750 el 6% de las reacciones (en valor absoluto) son
superiores a 10 mmol/gDW h, llegando incluso a valores cercanos de 1000
mmol/gDW h (Figura 9A). De ellas, las que tienen un flujo superior a 40
mmol/gDW h son altamente variables. Para ejemplificar, la Figura 9B muestra un
pequefio ciclo, cuyo efecto neto es la reduccion en la sintesis de NADH a medida
que se favorece la produccién de limoneno. Esta reduccion corresponde a 6
mmol/gDW h, valor comparable al 94% de las reacciones en el modelo. Ademas,
resulta interesante el hecho de que esta reduccion puede ser independiente del
flujo inicial, es decir, que se podria esperar la misma caida de 6 mmol/gDW h si la
restriccion de limite superior para todas las reacciones en vez de 1000 mmol/gDW
h, fuera de 500 u otro valor. Esta caracteristica, en la cual permiten casi cualquier

valor de flujo, explica la alta variabilidad en sus reacciones.
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Rx flux (mmol/gDW h)

Model iND750

10001

800+

600}

400+

200+

- -

+
-

L
-

0 etmmmm——r__ L n
1160 1180 1200 1220 1240 1260

reactions

B
NH,4
mithf
thf
1000
lpam ¢/ ————  alpam
6
' v Fujoenstepl
gly co, Flufo en steps

Figura 9: Ejemplo de ciclos en el modelo iND750. A) Para 1191 reacciones

(94%) el valor absoluto del promedio de los flujos en los 10 steps es menor a 10

mmol/gDW h, 26 reacciones estan entre 10 y 110 mmol/gDW h, 4 entre 300 y 350

mmol/gDW h, 9 entre 650 y 750 mmol/gDW h, y 39 reacciones estan entre 950 y

1000 mmol/gDW h. B) Un ciclo pequefio de 2 nodos (dhlam, Ipam) y dos

reacciones laterales (Ipam -> alpam -> dhlam), en el cual los valores dentro de los

rectangulos representan el flujo (en mmol/gDW h) ya sea en el stepl (dato

superior de color negro) o en el step10 (dato inferior de color rojo). Con respecto

al NADH, el efecto neto es la disminucién de su sintesis.

alpam: S-aminomethyldihydrolipoamide; dhlam: Dihydrolipoamide; gly: Glycine;

Ipam: Lipoamide; mlthf: Methylenetetrahydrofolate; thf: Tetrahydrofolate.
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Por otro lado, las reacciones DB4PS y DRTPPD, estan involucradas en la sintesis
de riboflavina, un precursor directo de biomasa. EI NP de la reaccion DB4PS es la
ribulosa-5P, un metabolito de la via de las pentosas fosfato ubicado a la entrada de
la ruta de biosintesis de purinas; y la reaccion DRTPPD pertenece a una
ramificacion de esta Ultima via (a partir del GTP), y cuyo NP es el amonio

(ANEXO E, Riboflavin metabolism).

3.2.2. Uptake de Glucosa y Aminoacidos

Debido a que en las condiciones anteriores muchas vias estan relacionadas con la
biosintesis de amino&cidos, y a que los cultivos se puedan realizar con estos
compuestos en el medio, es que se realiz6 el mismo analisis pero con un
suplemento de tales sustratos. De esta forma 16 reacciones fueron seleccionadas
(Tabla 5), de las cuales 4 se repiten en las dos condiciones (MANGPI, ACCOACT,
FAS80COA L, y TRDR). La reaccion MANG6PI presenta la segunda mayor
disminucion de flujo en ambas condiciones debido a su participacion en la sintesis
de mannan como se explico anteriormente. Por otro lado, las reacciones
ACCOACTr y FAS80COA L estan en la via de sintesis de acidos grasos, donde
la primera también tiene una de las mayores disminuciones de flujo ya que

sintetiza malonil-CoA, el precursor comun a todos los acidos grasos.
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Tabla 5: Reacciones seleccionadas por el andlisis integrado para aumentar el
flujo de sintesis de limoneno con suplemento de aminoacidos. Cada reaccion
seleccionada por el andlisis fue buscada en la base de datos kegg

(www.genome.jp/keqq), y se clasificaron en una o varias rutas metabolicas segin

tal pagina (ANEXO E). EI nombre sigue el formato de los modelos iIND750 e
iIMMO904, y la reduccién de flujo presenta el valor absoluto de tal disminucion (en

mmol/gDW-h) para cada modelo (iND750, iIMM904, y yeast4.0 respectivamente).

Nombre (lasificacion segin Kegg OptGene NP Reduccion de flujo.

Grupo A (iND750, iMMS04, yeastd.0)
Puri taboli Alani

GLUPRT urine metabolism | | Alanine, v L Glutamare' 012 012 036
aspartate and glutamate metabolism

MANGPI Fructose and mannose metabolism 'D_Fructose_b_phosphate’ 1 1 2

PRFGS Purine metabolism 'L_Glutamate' 012 012 0326

Grupo B [iMMS04, yeastd.0)
Glycine, serine and threonine

GHMTZr metabolism | | One carbon pool by 'L_Sering’ 035 065
folate

GRTT Terpenoid backbone biosynthesis 'Geranyl_diphosphate’ 0.005 003

imidi taboli

TROR Pyrimidine metabolism || ‘Reduced_thioredoxin’ 008 0.09
Selenocompound metabolism

Grupa C [iND750, iIMMS04)

ACCOACT Pyruvate metabolism ‘Acetyl_CoA' 047 0.5

ATPS3m Oxidative phosphorylation 65 65

CYOR_uem Oxidative phosphorylation Ubiquinol_g&' ; 'Ubiquinone_g' 58 Bl

FASBOCOA_L Pyruvate metabolism Coenzyme_A' ; 'Acetyl_CoA' 007 007

GMPS2 Purine metabolism 'L_Glutamate' 006 006

IMPD Purine metabolism 0.0 006

PRPPS Purine metabolism || Pentose ‘alpha_D_Ribose_5_phosphate’ 025 07
phosphate pathway
Sulf taboli Puri

SLEAT ulfur metabolism || Purine Sulfate’ 007 006
metabaolism

Grupo D {iND750, yeastd.0)

TKT1 Pentose phosphate pathway glyceraldehyde 3-phosphate’ 0.025 0.16

lyceraldehyde 3-phosphate’ ; 'D-Erythrose 4-
TKT2 Pentose phosphate pathway SHE " " " - 02 0.3

phosphate' ; 'D-fructose 6-phosphate’
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Por otro lado, la reaccion TRDR participa en la via de incorporacion de sulfato al
reducir la tioredoxina (Figura 10). En esta ruta participan ademas las reacciones
SLFAT y GHMT2r en donde la primera fija el sulfato al ATP, y la segunda (con
la tercera mayor disminucion de flujo) interconvierte la serina en glicina
transfiriendo una unidad de carbono al cofactor tetrahidrofolato (THF), metabolito

que participa en varias rutas metabolicas (ANEXO E, folate biosynthesis).

En cuanto al metabolismo energético las reacciones CYOR_u6m y ATPS3m son
las que presentan las mayores disminuciones de flujo (Tabla 5). La primera se
ubica en la cadena transportadora de electrones mientras que la segunda
corresponde a la ATP sintasa, y al igual que en el caso anterior, presentan las
mayores reducciones debido a la menor demanda de ATP para la produccion de

biomasa.

Con respecto a la reaccion GRTT, ésta corresponde a la rama de sintesis de
ergosterol a partir del NP geranil difosfato (GPP). Tal metabolito es el precursor
de limoneno, por lo tanto es evidente el cambio en su particién de flujos, por lo
que no aporta informacion relevante al andlisis. Por otro lado, todas las reacciones
restantes estan involucradas en la reduccion de flujo en la via de sintesis de
purinas (Figura 10), por un lado participando directamente de dicha ruta (PRPPS,
GLUPRT, PRFGS, IMPD, y GMPS2) o estando presente en la via de las

pentosas fosfato (TKT1y TKT2).
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3.3.  Modelacion de la Reduccion de Flujos en la Via de las Purinas

Al considerar todas las reacciones de la Tabla 4 y Tabla 5 se obtienen 29
reacciones ([17+16]-[4 repetidas]). De ellas 12 estan vinculadas a la sintesis de
purinas (Figura 10), otras 10 pertenecen a vias de sintesis de diversos
aminoacidos, 3 se relacionan con la produccion de ATP, 2 con los &cidos grasos, y
1 a la sintesis de de FPP. Todas ellas se entienden bajo el argumento de
disminucion de precursores de biomasa, destacandose el porcentaje de
reacciones vinculadas al metabolismo de purinas. Por lo tanto, el analisis
desarrollado bajo este enfoque in silico, propone al trabajo experimental la
reduccion de los flujos metabdlicos en esta via para aumentar el rendimiento de la

produccion de monoterpenos.

Para lograr dicha disminucion, una alternativa es la reduccion de flujos por la
reaccion PRPPS (Figura 10) tal que se bloquee la puerta de entrada a la ruta de
biosintesis de purinas. Saccharomyces cerevisiae tiene 5 genes capaces de
codificar la enzima que cataliza dicha reaccién (PRS1-PRS5) (Carter et al. 1994;
Hernando et al. 1998), y con la delecion de cualquiera de ellos la actividad
enzimatica disminuye sobre un 80% vy el tiempo de duplicacién aumentade 1.7 ha
2 — 3 h dependiendo de la version del gen suprimido (Hernando et al. 1999), lo
que equivale a una reduccion de 0.41 [h*] a 0.35 — 0.23 [h™], es decir un 14.6 —

43.9% en relacion a la tasa de crecimiento.
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Figura 10: Rutas metabdlicas asociadas con la biosintesis de purinas luego del analisis. Las
reacciones que estan marcadas en rojo corresponden a las mas importantes de aquellas seleccionadas por
el analisis de interseccion entre los tres algoritmos (Optgene, FSEOF_down, y NP) y por los tres modelos

(iND750, iMM904, y yeast4.0).
10THF: '10_Formyltetrahydrofolate’; 5aprbu: '5_Amino_6__5 phosphoribitylamino_uracil’; 6pgc: '6_Phospho_D_gluconate’;
APS:

6pgl: '6_phospho_D_glucono_1_5_lactone’; AICAR: '5_Amino_1 5 Phospho_D_ribosyl_imidazole_4_carboxamide';
'‘Adenosine_5__phosphosulfate’; db4P: '3_4 dihydroxy 2_butanone_4_phosphate’; e4P: 'D_Erythrose_4_phosphate’; f6p:
'D_Fructose_6_phosphate'; FAD: 'Flavin_adenine_dinucleotide_oxidized"; FMN: 'Flavin_mononucleotide’; g3P:
Glyceraldehyde_3 phosphate’; g6p: 'D_Glucose_6_phosphate'; GDP-man: '‘GDP_D_mannose’; GlIn: 'L_Glutamine'; H2S:
'Hydrogen_sulfide’; heys: ‘'L_Homocysteine'; His: 'L_Histidine'; IMP: 'inosine-monophosphate’; manlpP:
'D_Mannose_1_phosphate’; man6P: 'D_Mannose_6_phosphate’; met: 'L_Methionine'; mITHF: '5_10_Methylenetetrahydrofolate';
PAPS: '3__Phosphoadenylyl_sulfate’; PRPP: '5_Phospho_alpha_D_ribose_1_diphosphate’; r5P: 'alpha_D_Ribose_5_phosphate';
ribflv: 'Riboflavin’; ruSP: 'D_Ribulose_5 phosphate’; s7P: 'Sedoheptulose_7_phosphate’; SO3: 'Sulfite'; SO4: 'Sulfate’; THF:
'5_6_7_8 Tetrahydrofolate'; TRDox: 'Oxidized_thioredoxin'; TRDrd: 'Reduced_thioredoxin'; Xu5P: 'D_Xylulose_5 phosphate'.
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Por lo tanto, para simular dicho escenario se realizaron 3 optimizaciones seguidas
(Tabla 6). La primera solucion (soll) se obtiene al maximizar biomasa, y con el
valor de flujo para la reaccion PRPPS se ajusta su limite superior pero con una
reduccion del 80%. Asi se genera una segunda optimizacion de biomasa, donde su
valor de flujo es utilizado como limite inferior en la tercera optimizacion, para asi
poder maximizar la biosintesis de limoneno (LimS). En otras palabras, la tercera
solucidn (sol3) corresponde a la maximizacion de la biosintesis de limoneno, pero
con el limite inferior de la produccion de biomasa ajustado al valor donde el flujo

por la PRPPS disminuye un 80% en comparacion a su wild type.

Con esta metodologia se aumento la sintesis de limoneno, pero la produccion de
biomasa disminuyd considerablemente. Para los modelos iIND750 e iMM904 la
reduccion en la tasa de crecimiento fue de un 80.4%, mientras que en el modelo
Yeast 4.0 fue de 80.0%, lo que es muy distinto de los 14.6 — 43.9% obtenidos

experimentalmente.
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Tabla 6: Comparacién de resultados obtenidos por los distintos modelos en
cada una de las optimizaciones. Los flujos para las reacciones PRPPS y LimS
estan dados en [mmol/gDW-h]; la sintesis de biomasa estd en [h]; y la

productividad BPCY esta en [mmol de Lim/mmol de glc-h].

iIND750 iNMNS04 Yeast 4.0
Reaccian soll  sol2  sold sold soll  sol2 sold sold soll  sol2 sold sold
PRPF5 0.20 0.06 006 0.15 0.20 006 006 0.15 057 011 011 0.29
biomasa 097 0,19 019 049 097 0,19 019 049 .70 0.24 034 0.85
Lim5 292 201 2.89 1.91 3.43 2.14
BPCY 0.06 0.10 0.06 0.09 0,12 0.18

* soll: maximizacion de biomasa; sol2: maximizacion de biomasa pero con el
limite superior de la reaccién PRPPS reducido en un 80% del valor obtenido en la
sol1; sol3: maximizacion de LimS pero con el limite inferior para la produccion de
biomasa igual al obtenido en sol2; sol4: maximizacion de biomasa pero con el

limite inferior para la reaccion LimS ajustado para obtener el maximo BPCY

Por otro lado, como se obtuvieron valores de productividad BPCY menores al
maximo, se buscé el porcentaje de reduccidn necesario para poder alcanzarlo. Es
asi que se realizd una cuarta optimizacion, donde se maximizo la produccion de
biomasa pero con el limite inferior de LimS ajustado a la maxima productividad
BPCY. Tal ajuste representa una disminucion en la tasa de crecimiento del 50% en

los tres modelos, lo que se puede observar graficamente en la Figura 8. De esta
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forma se vio que la reduccion en el flujo de la PRPPS debe ser cercana al 50% en

los tres modelos (Tabla 6).
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4, DISCUSION

La metodologia propuesta en este trabajo combina distintos enfoques y supuestos para
identificar una ruta metabolica a modificar para aumentar el rendimiento de la
biosintesis de monoterpenos. Los algoritmos de busqueda por si solos no son capaces de
identificar un conjunto pequefio de reacciones, pero con la combinacion de ellos y junto
con los distintos modelos a escala gendmica, se puede mejorar el analisis. De esta
forma se ha logrado identificar la ruta del metabolismo de purinas como una via a
reducir sus flujos para mejorar la produccion de monoterpenos, lo que se convierte en

la PROPUESTA de este trabajo.

Sin embargo, hay que tener presente que los supuestos detrds de los analisis no son
menores. Por ejemplo, se asume que las modificaciones genéticas no afectan el uptake
de glucosa (que se mantiene constante a 10 mmol/gDW-h). Otro supuesto importante es
que todo el flujo de carbono que no ingresa a la via de las purinas, se redirige a la
sintesis de monoterpenos, lo que en condiciones reales no ocurre ya que el excedente de
carbono se redistribuye en varias rutas metabdlicas. Es por esto que la propuesta
planteada debe ser evaluada tomando en cuenta la mayor cantidad de informacién
posible, en donde las bases de datos MetaCyc, brenda-enzymes, y Kegg pueden orientar
para tomar la mejor decision.

Es asi que, al estudiar la ruta de las purinas junto a sus vias asociadas (Figura 10), se
reconoce a la ribosa-5P (r5P) como la unica puerta de entrada a dicha via, y por lo tanto

es un NP clave para lograr la propuesta. En tal metabolito se definen tres destinos
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posibles al flujo de carbono seguin las demandas metabolicas. En primer lugar, si existe
demanda por &cidos nucleicos, como lo es en un estado de proliferacion celular, la
enzima fosforibosilpirofosfato sintetasa (PRS, EC 2.7.6.1) cataliza la sintesis de PRPP
(5-fosforibosil pirofosfato), un precursor de histidina, triptéfano, purinas y pirimidinas
entre otros compuestos (Hove-Jensen 1988; Murray et al. 2003; Lehninger et al. 2005).
En segundo lugar, si los acidos nucleicos son suficientes y hay demandas de ATP o de
NADPH, la PRS es inhibida y la ribosa-5P es reciclada por la via no oxidativa de las
pentosas fosfato, produciendo gliceraldehido-3P y fructosa-6P los cuales pueden volver
a entrar a la via de las pentosas fosfato o seguir por la glicolisis (Garrett & Grisham
1999; Metzler & Metzler 2003). Las enzimas encargadas de la via no oxidativa son la
trascetolasa (EC 2.2.1.1) y la transaldolasa (EC 2.2.1.2). En tercer lugar la ribosa-5P
puede ser transformada a 3,4-dihidroxi-2-butanona-4P (db4P), un precursor de
riboflavina (Richter et al. 1992; Garcia-Ramirez et al. 1995; Jin et al. 2003), gracias a la

accion de la DB4P sintasa (EC 4.1.99.12).

Sin embargo, a pesar de que la ribosa-5P sea un nodo principal, hay que estudiar las
regulaciones que se ejercen sobre él ya que los modelos metabdlicos no consideran
estos parametros. Segun Stephanopoulos (1991) tales regulaciones definen la rigidez de
un nodo, que se puede considerar como las resistencias de la red metabolica a modificar
la particion de flujos en un determinado nodo. Por este motivo, dicho parametro puede

ser estudiado Unicamente con datos experimentales.



65

Stephanopoulos (1991) define tres tipos de nodos: los rigidos, los flexibles, y los
débilmente rigidos. Un nodo rigido es aquel que no modifica su particion de flujos
cuando la ruta metabdlica es perturbada lo que puede ocurrir debido a que los productos
(generalmente finales) de cada rama retroalimentan positivamente la via paralela,
mientras que en la propia retroalimentan negativamente. Por lo tanto, al disminuir el
flujo por una rama del nodo que no es de interés, no se activa la rama paralela (la que si
es de interés), por lo que el resultado neto es la disminucién de flujo por ambas vias. Por
el contrario, los nodos flexibles pueden modificar su particion de flujos cuando la via
metabdlica es perturbada ya que la retroalimentacion negativa de cada rama es inducida
s6lo por sus propios productos. Finalmente, los nodos débilmente rigidos son aquellos
donde la particion de flujos es dominada por la cinética de una de las ramas como
resultado de la mayor actividad enzimatica o afinidad, y por la falta de inhibicion en la

rama dominante (Stephanopoulos & Vallino 1991).

Bajo tal perspectiva, el control existente en la ribosa-5P para definir su destino
metabdlico clasifica a este NP como flexible. Tal control se basa en la inhibicion de la
PRS por parte de las purinas y pirimidinas mono-, di-, y trifosfatos, productos finales de
la via que se inicia con esta enzima. Por el contrario, la DB4P sintasa no presenta
inhibicion, y las enzimas de la via no oxidativa solo tienen inhibicién por sulfato (base
de datos: MetaCyc.com; brenda-enzymes.org), favoreciendo la fijacion de tal
compuesto en metionina ya que el proceso requiere del NADPH producido en la via

oxidativa.
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Por lo tanto, como primera estrategia para lograr el objetivo de la propuesta, es la
delecion de una version de la fosforibosilpirofosfato sintetasa (PRS1-PRS5). El efecto
de esto es la reduccion de la actividad enzimatica sobre un 80% (Hernando et al. 1999),
y debido a que la ribosa-5P es un nodo flexible, los flujos metabolicos se redistribuirian,
generando un excedente de carbono que puede ser utilizado, entre otras cosas, para la

biosintesis de monoterpenos.

Sin embargo existen dos inconvenientes al querer desarrollar una cepa con esta
estrategia. La primera es que para lograr el maximo de productividad BPCY segun la
Tabla 6, la reduccion del flujo debe ser sélo del 50%, lo que no se puede saber a priori
con una reduccion del 80% de la actividad enzimatica. En segundo lugar, se ha visto
que la delecion de algin gen PRS genera dafio en la pared celular y mayor sensibilidad
térmica (Wang et al. 2004; Vavassori et al. 2005), lo que puede ser perjudicial para una

cepa de levadura productora de un antifungico como limoneno.

Considerando lo anterior, una segunda estrategia para disminuir el flujo por la via de
las purinas es la regulacion fina de la expresion del promotor del gen PRS (Nevoigt et
al. 2006), de tal forma que exista un 6ptimo de produccion en funcién de la expresion.
Una tercera estrategia, que puede ser complementaria a la anterior, es la utilizacion de
un promotor inducible (Shibasaki et al. 2003; Shin et al. 2010; Matsuyama et al. 2011)
tal que luego de producir la biomasa suficiente se anule la induccién del gen PRS y se

active la sintesis de limoneno.
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Por otro lado, dejando de lado la propuesta y tomando en cuenta el resto de la
informacion entregada por el anélisis integrado, se observa que la segunda mayor
reduccion de flujo se localiza en la reaccion MANG6PI (Tabla 4 y Tabla 5). Dicha
reaccion sintetiza manosa-6P a partir de fructosa-6P y la enzima encargada es la
fosfomanosa isomerasa (PMI40, EC 5.3.1.8). Su delecién resulta en una cepa auxétrofa
para manosa (Payton et al. 1991), por lo que no resulta ser un buen blanco génico. La
auxotrofia se explica por la incapacidad de la levadura para sintetizar GDP-manosa, un
precursor en la glicosilacion de las proteinas de la pared celular (Foret et al. 2009), y
que se obtiene luego de dos reacciones a partir de manosa-6P (Figura 10) que son
catalizadas por la fosfomanomutasa (SEC53, EC 5.4.28) y la manosa-1P
guaniltransferasa (PSA1, EC 2.7.7.13). Un sustrato de la ultima enzima es el GTP,
producto final de la via de biosintesis de las purinas, y como se mencion6
anteriormente, la sintesis de éste metabolito puede ser reducida al delecionar cualquiera
de las 5 versiones del gen PRS. Por lo tanto, el dafio en la pared celular producido por la
delecion de tal gen se puede explicar por la menor disponibilidad de GTP para la

sintesis de glicoproteinas.

Otra via cuyos flujos se ven reducidos es la biosintesis de riboflavina, un precursor del
cofactor FAD que es utilizado en una amplia variedad de reacciones redox (Burgess et
al. 2009). La ruta de sintesis de la riboflavina se origina a partir de GTP y de ribulosa-
5P (Figura 10), y al igual que en el caso anterior, debido a que el GTP es su precursor,

la delecion de uno de los genes PRS también puede reducir la sintesis de riboflavina
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(Jiménez et al. 2008). Por lo tanto, esto reafirma la propuesta de delecionar tal gen para

disminuir el flujo en la via de sintesis de purinas.

Finalmente una segunda propuesta podria considerarse a partir de la Figura 7, la cual
consiste en forzar los flujos a través del metabolismo de amino&cidos. Sin embargo,
debido a la existencia de varias ramificaciones en dicha ruta, resulta poco probable que
llegue una cantidad apreciable al acetaldehido. Los detalles completos de la ruta se
encuentran en el ANEXO E, Citrate cycle (TCA cycle), Alanine, aspartate and

glutamate metabolism, y Glycine, serine and threonine metabolism.
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ANEXO A: USO DEL TOOLBOX COBRA

a) Adicidn de la reaccion de sintesis de limoneno a cada modelo:
Luego de descargar cada modelo metabdlico se utilizé el comando addReaction para
adicionar las reacciones de sintesis y de exportacion de limoneno. A continuacion se

muestra un ejemplo del codigo, utilizando el modelo IND750.

load ('iND750 Bigg SBML export');
newmodel = addReaction ( model, 'LimS', 'grdp[c] -> lim[c] + ppilcl',...
[],true,0,1000,0, '"Monoterpene synthesis');

newmodel = addReaction(newmodel, 'Lim trs', 'lim[c] -> lim[e]', ...
[],true,0,1000,0, '"Monoterpene synthesis');
newmodel = addReaction (newmodel, 'Lim exp', 'lim[e] -> ',...
[],true,0,1000,0, '"Monoterpene synthesis');
b) OptGene:

Para ejecutar el algoritmo se utiliz6 el comando optGene, segin se muestra a continuacion.

[x, population, scores, optGeneSol, bst] = optGene (model, targetRxns, rx,
rxns, del);

Donde x es el individuo seleccionado por tener el mayor valor de fitness, y corresponde a
un vector binario de ceros y unos de 1xg (con g igual al nimero de genes), donde cada uno
representa al gen a ser delecionado; population es una matriz binaria de ceros y unos de
500xg, que representa la poblacién a la cual pertenece el individuo x; scores es un vector
de 500x1 que almacena el valor de fitness para cada individuo de population; optGeneSol
es un “structure” con un resumen del individuo x (uptakes de substratos, la reaccion a
maximizar, una lista de los genes delecionados, el nimero total de genes delecionados, una
lista de reacciones afectadas, el valor de fitness, population, y scores); y finalmente, bst es
un output afadido al script que entrega los mejores individuos evaluados desde el

comienzo de la rutina hasta el final (ver texto principal).
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En relacion a los inputs del algoritmo, model es el modelo metabdlico; targetRxns es la
reaccién a maximizar su produccién (produccion de limoneno); rx son las reacciones de
uptakes; rxns son las reacciones que seran evaluadas para delecionar (todas); y del es el

nimero méaximo de deleciones evaluadas, que en este caso fue de 4.

c) Anadlisis de variabilidad:
El analisis de variabilidad se ejecuté para cada uno de los steps con el comando

fluxVariability como se muestra a continuacion.

[minFlux,maxFlux] = fluxVariability (model,percent, 'max', rxAbb) ;

Donde minFlux y maxFlux corresponden a vectores con los valores minimos y maximos
para las reacciones ingresadas en rxAbb; percent corresponde a un porcentaje del valor de
la funcion objetivo, el cual se fijo por defecto a 100%; y 'max‘corresponde al sentido de la

optimizacion, es decir, maximizar biomasa.
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ANEXO B: MAXIMOS TEORICOS

atp[c] + glc-DASH-D[c] -> adplc] + gbpl[c] + h[c]
g6p(c] => foplc]

atp[c] + fép[c] -> adp(c] + fdp[c] + h{c]
fdp[c] => dhap[c] + g3plc]
dhaplc] => g3plc]

2 atp +glc -> 2g3p

(x2)

g3plc] + nad[c] + pi[c]
13dpg|c] + adp|c]

=> 13dpglc] + h[c] + nadh]c]
=> 3psglc] + atp[c]

3pglc] => 2pglc]

2pg|c] => h2o[c] + pep(c]

adp[c] + h[c] + pep|c] -> atp[c] + pyr(c]

coa[m] + nad[m] + pyr[m] -> accoa[m] + co2[m] + nadh[m]
g3p +coa -> 2 nadh + 2 atp +co2 + accoa
(2/3 =0.6667)

2 accoalc] -> aacoalc] + coalc]
aacoa[c] + accoalc] + h20[c] => coa[c] + h[c] + hmgcoalc]

2 h[c] + hmgcoa[c] + 2 nadphlc]

ctp[c] + mev-DASH-R[c]
S5pmev(c] + atp|c]
5dpmev]c] + atp[c]

=> coa[c] + mev-DASH-R[c] + 2 nadp[c]
-> S5pmev|c] + cdp(c] + h[c]

-> 5dpmev|c] + adp|c]

-> adp[c] + co2[c] + ipdp[c] + pi[c]

3 accoa + 2 nadph +2 atp + ctp

(1/3 = 0.3333)

-> 3 coa +co2 +ipdp

ipdp(c] => dmpp]c]
dmpp(c] + ipdp[c] -> grdplc] + ppilc]
grdplc] -> ppi[c] + Lim[c]
2ipdp -> Lim



TOTAL

(x1) 2 atp + glc -> 2adp+2g3p

(x2) g3p + coa -> 2 nadh + 2 atp + co2 + accoa
(x2/3) 3 accoa + 2 nadph +2 atp + ctp -> 3 coa +co2 +ipdp

(x1/3) 2 ipdp -> Lim

Suponiendo ctp = atp

2 atp + glc -> 2g3p

2g3p+2coa > 4 nadh +4 atp +2co2 + 2 accoa
2 accoa+4/3nadph+2atp > 2 coa+2/3 co2 +2/3 ipdp

2/3 ipdp -> 1/3 Lim

glc -> 8/3 co2 +1/3 Lim + 4/3 nadph + 4 nadh
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ANEXO C: RESULTADOS DE CADA ALGORITMO DE BUSQUEDA POR
SEPARADO

Tabla 7: Reacciones seleccionadas por el algoritmo de busqueda FSEOF clasificadas seguin cada
modelo de acuerdo a la ruta a la cual pertenecen.

Ruta iND750 iMMO904 Yeast 4.0
‘Alanine and Aspartate Metabolism' 1 2 2
‘Arginine and Proline Metabolism' 9 12 4
'Cysteine Metabolism' 5 1
'Glutamine Metabolism' 1 1
'Histidine Metabolism' 9 10 10
'Methionine Metabolism' 1 1 1
'Threonine and Lysine Metabolism' B 9
"Tyrosine Tryptophan and Phenylalanine Metabolism 5 15 16
'Waline Leucine and Iscleucine Metabolism' 4 13
'Glutamine Metabalism' 2
'Glycine and Serine Metabolism' 1
‘Alternate Carbon Metabolism' 4 5
'Fructose and Mannose Metabolism' 3
'Glycoprotein Metabolism' 2
'Pentose Phosphate Pathway' 2 2 1
'Purine and Pyrimidine Biosynthesis' 5 20 12
'Mucleotide Salvage Pathway' 1 & 9
'‘Riboflavin Metabolism' 7 Fi
‘Sterol Metabolism' 14 2
'Fatty Acid Biosynthesis' 11 8 4
'Phospholipid Biosynthesis' 1 9 5
'Glycerolipid Metabolism' 1 1
'Fatty Acid Degradation’ 1
‘Sphingolipid Metabalism' 3
'Pyruvate Metabolism' 1 2 1
'‘Oxidative Phosphorylation' 4
"Citric Acid Cycle’ 1 2 1
'Folate Metabolism' 1 4 4
‘Anaplerotic reactions' 1
Transport' 9 23 17
1 2 26
TOTAL 78 175 148

* Las reacciones clasificadas como [] son aquellas que no estan definidas en una ruta en
particular
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ANEXO D: REACCIONES DE INTERCAMBIO

A continuacion se presenta un resumen con las reacciones de intercambio para cada
modelo. En primer lugar se define la reaccion a evaluar segun el formato del modelo dado,
y se entregan los valores de flujo para dicha reaccion. Luego se muestran dos gréficos, el
primero con el analisis FSEOF y el segundo con el andlisis de variabilidad para dicha

reaccion.

Model: iND750

rxID: 407; rxAbb: EX_co2(e)

CO2 <=>

co2[e] <=>

Fluxes: 24.6 24.1637 23.7273 23.291 22.8546 22.4183 21.9819
22.1369 244018 26.6667

rxID-407 xID-407

= 30r - e 1 =

2 O 5

o . =

g /5 \%e_- — [@))

o] ; > 3

£ 25 * 08 g

£ ) £

5 5

X . - L < 3
¢ 20 -1

0.5 0 0.5 1 - 1
biomass (1/h) imS (mmoligdbw-h) 0 -1 piomass (1/h)

En el primer grafico con linea azul se muestra el comportamiento del flujo de la reaccién
407 del modelo iND750. Tal reaccion corresponde a la produccion de CO; definida como
“co2[e] <=> 7, lo que quiere decir que los flujos positivos liberan CO, al medio. Se
puede ver que inicialmente (stepl) el flujo es de 24.6 [mmol/gDW-h] y que la produccién
de biomasa es cercana a 1[h™], lo que progresivamente comienza a disminuir a medida que

aumenta la produccion de limoneno. La disminucion llega a su minimo 21.9
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[mmol/gDW:-h] para luego aumentar en los Gltimos 3 steps hasta 26.6 [mmol/gDW-h]. Se

muestr ademas, en linea verde, la productividad BPCY de limoneno.

En el segundo grafico se ocuparon los mismos steps para hacer un analisis de variabilidad.
El plano XZ corresponde al primer grafico, al cual se le ha afiadido el eje Y que muestra la
produccién de limoneno. De esta forma, en cada step se ha maximizado (puntos azules) y
minimizado (puntos rojos) la produccion de CO, (reaccion 407). Como se aprecia, la

variabilidad aumenta en los ultimos 3 steps.

Model: iMM904

rxID: 517; rxAbb: EX_co2(e)

CO2 <=>

co2e] <=>

Fluxes: 24.5933  24.309 24.0246  23.7402 23.4558 23.1973 23.5566
23.9236  24.4835  25.3333

rID-517 rxID-517

< 26r 1 =
2 2 26
2 = S)
° > =
£ 24: 05§ g 24
E , o £
x 3
= 2 2
= / ; L x 4 :
& 22% 0

0 0.5 1 « o5

biomass (1/h) JimS (mmol/gDW-h) 0 0 piomass (1/h)

Model: yeast4.0

rxID: 1194; rxAbb: r_1194

<=> carbon dioxide [cytoplasm]

<=>s 0470

Fluxes: -2.26402 -3.91723 -5.57043 -7.22363 -8.87684  -10.53 -12.1832
-13.8364 -15.4897 -17.1429
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Model: iND750

rxID: 428; rxAbb: EX_glc(e)

D-Glucose <=>

glc-DASH-D[e] <=>

Fluxes: -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10

rxID-428

rxID-428
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Model: iMM904

rxID: 550; rxAbb: EX_glc(e)
D_Glucose <=>

glc_D[e] <=>
Fluxes: -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10 -10
ID-550 rxID-550
= 1 = ‘
z =
Q a
2 — =)
3 5 3
g 055 =
E Q £
X K
X -11 s - 0} :
=0 0.5 1 -

biomass (1/h) imS (mmoligbwh) 0 0 biomass (Uh)



Model: yeast4.0
rxID: 1293; rxAbb: r 1293
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YDL245C; YDR342C; YDR343C; YDR345C; YDR536W; YELO69C; YFLO11W;
YHRO092C; YHR094C; YHR096C; YJL214W; YJL219W; YJR158W; YLRO81W;

YMRO11W; YNRO72W; YOL156W;
<=> D-glucose [cytoplasm]

Rx flux(mmol/gDW-h)

-imS (mmol/gDW -h)

<=>s_0545
Fluxes: 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
rxID-1293
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Model: iIND750

rxID: 436; rxAbb: EX_h2o(e)

H20 <=>

h2o[e] <=>

Fluxes: 35.9057  35.1749  34.4441
31.185 32.2591  33.3333

rxID-436
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Model: iMM904

rxID: 560; rxAbb: EX_h20(e)

H20 <=>

h2o[e] <=>

Fluxes: 35.8902  35.2427  34.5952
32,24  32.1565  32.2667

(BPCY)

33.7132

Rx flux(mmol/gDW-h)

32.9824
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Model: IND750
rxID: 437; rxAbb: EX_h(e)
H+ <=>
hle] <=>

Fluxes: 45009 4.0943  3.6877
0.78577 -9.1899¢-014
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Model: iIMM904

rxID: 561; rxAbb: EX_h(e)

H <=>

hle] <=>

Fluxes: 44702  4.0248 3.5794
0.60412 -8.4721e-014
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Model: yeast4.0
rxID: 1077; rxAbb:r_ 1077
hydroxide [cytoplasm] <=>

s 0806 <=>

Fluxes: -1000 -10.245785 -1000

-1000 -1000 -1000

rxID-1077
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Model: IND750

rxID: 456; rxAbb: EX_nh4(e)

Ammonium <=>

nh4[e] <=>

Fluxes: -4.9918 -4.5409 -4.0899

-0.87148 2.3159e-012

rxID-456
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Model: iMM904

rxID: 592; rxAbb: EX_nh4(e)

Ammonium <=>

nhd[e] <=>

Fluxes: -4.9733 -4.4778 -3.9823

-0.67212 4.2942e-013
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= ;
2
2
©
e
£
E
X
&
JimS (mmol/gDW-h) 0 0 piomass (1/h)
-3.6389 -3.1879 -2.737 -2.286 -1.743
rxID-456
<
= 20
@)
2
g o0
£
x
= -20
x 4
&
4imS (mmol/gdbw-h) 0 -1 piomass (1/h)
-3.4868 -2.9913 -2.4917 -1.896 -1.2991
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rXID-592 rxlD-592
T 5 1 =
;. X

- a
2 g ) o [=))
3 /- ) 5 =
E O/ {059 g o
E \ ) £
x : - % 4 3
o g 0
0.5 1 o 2 05
biomass (1/h) -imS (mmol/gDW -h) 0o biomass (1/h)

Model: yeast4.0

rxID: 1157; rxAbb: r 1157

YDR384C; YGR121C; YNL142W; YPR138C;

<=>ammonium [cytoplasm]

<=>s 0430

Fluxes: 8.7551  7.7823 6.8095 5.8367 4.8639 3.8911 29184 1.9456
0.97279 9.851e-013

rxID-1157 ID-1157

< 10 2 =

= = 50

2 = o

3 8 3

E 5 18 g 0

E Q £ kb= N

E; 2 0

g o -0 g ° 2

2 1
biomass (1/h) imS (mmol/gDW-h) 0 0 piomass (1/h)

Model: iIND750
rxID: 458; rxAbb: EX_02(e)
02 <=>
02[e] <=>

Fluxes: -22.626  -20.9142 -19.2024 -17.4906 -15.7788 -14.067 -12.3552
-11.2465 -12.2899 -13.3333

ID-458 rxID-458
= -10 1 =
5 z
2 .15¢ - =,
E o e
= 20t = E
3 5
P L 4 3
¢ -25 - = -0.5
0.5 0 05 1 - 1

biomass (1/h) imS (mmoligdbw-h) O -1 piomass (1/h)
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Model: iMM904

rxID: 594; rxAbb: EX_02(e)
02 <=>

02[e] <=>

Fluxes: -22.5696 -20.9621 -19.3545 -17.7469 -16.1394 -145581 -13.6071
-12.6639 -11.9174 -11.4667

rxID-594 rxiD-594

£ -10; 1 =
2 2 -10

) -
A - [=) |
3 'S 3
E 20+ 05§ g -20
£ Q £
x / . L : 4 :
@ -30 0

0 0.5 1 o 05
biomass (1/h) -imS (mmol/gDW -h) 0o biomass (1/h)

Model: yeast4.0

rxID: 1435; rxAbb: r 1435

<=> oxygen [cytoplasm]

<=>s 1160

Fluxes: 0.20894 0.18572 0.16251 0.13929 0.11608 0.092861 0.069646
0.046431 0.023215 -6.8376e-013

XID-1435 XID-1435

< 067 2 =
2 e =
S 04r = 115 g
% # . > =
£ 02- / % - 1 g g
£ / : ) ) £
>;_<., o»../ 10.5 5
Y / Y
> k. - E X
¢ -0.2% 0

0 1 2 -

biomass (1/h) imS (mmol/gdw-h) 0 0 piomass (1/h)
Model: iND750

rxID: 466; rxAbb: EX_pi(e)
Phosphate <=>

pi[e] <=>

Fluxes: -0.17647 -0.16052 -0.14458 -0.12864 -0.1127 -0.096754 -0.080811 -
0.061615 -0.030808 -2.2424e-013



94

xID-466 rxID-466
= 0 % = 1 =
= ’ wxig& =
aQ \ a
o . — =)
3 > 2
€ 01 09 S
£ ) £
5 X
ped L Ped
0.2 ' - 1
e 0 05 1 o
biomass (1/h) imS (mmoligDW-h) 0 -1 piomass (L/h)
Model: iMM904

rxID: 607; rxAbb: EX pi(e)

Phosphate <=>

pife] <=>

Fluxes: -0.17569 -0.15818 -0.14068 -0.12317 -0.10567 -0.088023 -0.066978 -
0.045891 -0.023743 2.1944e-013

rxID-607 rxID-607

= 02 1 =
2 f ' 2 02

- D N
2 . — > ‘
E / - osd 3
IS O,/ \ 055 = 0
E % \ @ £
x Ty * = %
= : 2 -0.2
Z -0.2% - 0 z 4 1

0.5 1 0.5
biomass (1/h) -imS (mmol/gDW-h) 0o biomass (1/h)

Model: yeast4.0

rxID: 1461; rxAbb: r_1461

YBR296C; YCRO037C; YJL198W; YML123C; YNRO013C;

<=> phosphate [cytoplasm]

<=>g 1207

Fluxes: 0.3205 0.28489 0.24928 0.21367 0.17806 0.14245 0.10683
0.071223 0.035612 -1.5088e-013

rxID-1461 mXID-1461

= 06 2 =
= % 2 04
D 0.4f - 115 3
g # ' 5 S
£ 02 / RS S 0.2
£ < o £
E (0 10.5 x 0
> L x 5
g 0.2+ 0

1 2 o

biomass (1/h) imS (mmol/gbW-h) 0 0 biomass (L/h)
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Model: iND750

rxID: 476; rxAbb: EX_so4(e)

Sulfate <=>

sod[e] <=>

Fluxes: -0.068998 -0.062764 -0.056531 -0.050297 -0.044064 -0.03783 -0.031597
-0.024091 -0.012046 -0

ID-476 rxID-476

= 0 % ‘ 1 =

= 2

a a

o — =)

3 5 >

£ 005" 0y £

£ o =

bed _01 - - -_l X

© 55 0 05 1 o

biomass (1/h) imS (mmol/gbw-h) 0 -1 biomass (1/h)

Model: iMM904
rxID: 619; rxAbb: EX_so4(e)
Sulfate <=>
sod[e] <=>

Fluxes: -0.068693 -0.061849 -0.055005 -0.048161 -0.041316 -0.034417 -0.026188
-0.017943 -0.0092835 1.4285e-013

rxID-619 rxID-619

= 01y 1 =
% f : = 0

- (@)
2 / — > ‘
£ Ok, T 1059 2 005
E L \ @ £
Y / - a3 = %‘e: — ?{
2 T 2 -01
Z -0.1% . 0 g 4 1

0.5 1 0.5
biomass (1/h) imS (mmoligbw-h) 0 0 piomass (1/h)

Model: yeast4.0

rxID: 1507; rxAbb: r_1507

YBR294W; YLR092W;

<=> sulphate [cytoplasm]

<=>s 1347

Fluxes: 0.17299 0.15377 0.13454 0.11532 0.096103 0.076883 0.057662
0.038441 0.019221 2.3069e-015



Rx flux (mmol/gDW:-h)

rxID-1507
0.2 2
0.15 1.5
0.1 11
0.05 10.5
03 <0
0 2

0.2

0.1

Rx flux(mmol/gDW-h)

-imS (mmol/gDW -h)

rxID-1507

0

0

96

2
1
biomass (1/h)
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ANEXO E: MAPAS METABOLICOS SEGUN LA BASE DE DATOS KEGG

a) Nomenclatura utilizada

En cada mapa metabdlico se incorpora un tridngulo o una cruz (v,x) en cada reaccion
seleccionada por el analisis. Cuando el simbolo es de color azul, rojo o negro, se alude al
modelo iIND750, iMM904 o Yeast 4.0 respectivamente. Ademas se incluye un numero que
corresponde al nimero de reaccién del modelo respectivo. Finalmente, cada metabolito

que es subrayado representa un nodo principal.



a) Condicion sin aminoacidos
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I ALANINE, ASPARTATE AND GLUTAMATE METABOLISM I

((Micotine anc niotinamide retabolisrn Jt-———

}’ pmrﬁme reetabolism N-Carbamoyk
|

L-aspartate
e #0O— — — — —={ Pyriraidine metabolism
Lysine biosynthesis Job————~|
: - I (3517}
D-Alanine metabolisra B-Alanine reetabolisra Je ———\I _— : gin
5 Gy Ser & Th reetbolista ja———— |7~~~ Histidine mostsholisn |
| | 22w F557] glu
I (Pantothenste and Cob. biosynthesis Y —— — || jv7) ALEEES =
L-Alanire | = I
—{ 41112 — o
35.1.38]
3511
Adenylo- -
IZ@ succm succinate
[2612][261.12] [ta11]
[4311] [4322] [4321]
i 43,
P—;‘K Fumarate O 2611 #O Oxaloacetate
| ( Citrate cycle
v
— >0
NH3 O#—|
[1a12]
[Ta13][1a14] [14113][14114]
Lt D-Glucosarnine-6P
;i taraate
. ¥ 4 Aminobutanoate o
e gtle O 26119 - I111

Histidine reetabolism  Je} ——
Nitrogen raetsholista  }3 ——

D-Gln & D-Glu retabolisra )} ——

i

Glutathione reetabolisra

Porphyrine retabolisra  }3——

Cyanoaraino acid metsholism }3——

o} — —

Butanoate reetsholism <3 ——

Il

( C5-Branched diaasic acid retabolism }4 -/

00250 611411
(c) Kanehisa Laboratories

S5-Phospho-
ribo: H

O— — — = Purine rmetabolism )
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I BUTANOATE METABOLISM

(S,5)-Butane-2,3-diol O 11176

Q (S)-2-Acetoin

[
¥
Su/:cmahes\ 1399.1 O
t F

2-(o-Hydroxyethyd)-
3 ygnxgpye 1241
(R,R)-Butane-2,3-diol O Ce—{ 41150 O
(R)-2-Aicetoin 2-Acetolactate [22‘1 6
Ty ... it
O )
42131 11183
Malese ' (R-Malte
Butanoate & SEEE] O Butanoyl-P

Alanine, aspartate and O IR O »O4———— Biosynthesis of type II
glutaraate metabolisra 1-Butanol ] Butanal [1.2.1.57 4 Butanoyl-Co& ] polyketide backbone

4 Arainobutanoate
L-Glutamate 411150 2A6.1,19|—D~XQ—| 111610

Succinate-

| seraialdehyde
Vitamin B6 metsbolism k- — — — — —— /

12.1.10

4Hydroxgbutanoate 3. Butenoyl-Cok

R)-3-H;
ul

Glutaconyl-Col [23154][ 1271 ]

Y 2-H .
S« {ATI}0e {421 |-+ ihuinithh

Crotonoyl-Cod

5
-Ctmy

Sbaokyiooost

[1r13s)[111157] 2.Oxoghttarate |

Alanine, aspartate and

Acetoa:etyl—Culi L < glutarate raetabolism Y
] 1 -0} ] >
2319 O
Synthesis and degradation r —_— E
og{nkehmbodiesg SRS L J AeaiyCoh
g - 23310
Butyn-1- . ¥ (5)-3. 3
O——»0——w0{42127}»0% > Shaiy Tahiyl-Cols
3-Butyn-1-0l 3-Butynoate tAcemeceme 4134

00650 6120111
(c) Kanehisa Laboratories
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| citrRatE CcycLE (Tca cyeLE) |

Fatty acid biosynthesis J-————-,

\
( Fatty acid elongation in mihochnndxia}Q —_— —\_i
|
|

Val, Leu & Ile degradation ____‘]
Fatty acid metsbolisra |- — — — Al

41.132

Phosphoenol-
pyruvate

41.1.49

Glycolysis /|
Glucoreogenesis

Acetyl-Col
Alanine, aspartate and .
glutamate metsholisra o)
- | Dihyrkro-
Glyoxylate and dicarboxylate o lipoaraide-E
metabolisra i { =
] -2.3.3.1 Citrate socitrate
Q 354 O 421304213 | »Ot——.
Oxaloacetate 2 ;
_— %gg cis-Aconitate

¥ 6314 Succingd-Cods
oo 6‘2l1‘5 = ] So inyl
. -Suceinyl- 3-Carhoxy-
Succinate | dihyrrolipoarde-E 1 Kytroxpropyl- THEP Ascoroate and aldarate
metabolisra
| >0 13.1.4 —»0—
2 Emydm‘ Lipoaraide-E
PO

00020 6128111
(c) Kanehisa Laboratories

[ 1
1273

Alanine, aspartate and
| glutarnate mfmr?olism
N ————= D-GIn & D-Gu metabolis
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| FRUCTOSE AND MANNOSE METABOLISM |

L-Sorose
O 119921

Galactose s ED-lezose

retsbolist Ow—{1.1.121 [EREY D-Manitol- 1P
L1167 B la
11118 D-Iannitol —

D-Fructose-1P D-Fructose-2P D-Fructose-2,6P2
i:= 1313- | O

Arano sugar and
nucleotide sugar metaholism

| GDP-D-

raannuronate

«—{1111%2

4223 Alginate v
- O%—[24133—0
A-Direr [42211

GDP-6-deoxy-D-talose O

241217

GDP-D-thatmmose O 111187 [42.147]

111281
O 27730 O -1.1.1 2 O
L-Fucose-1P GDP-L-fucose GDP-4-oxo-
6-deoxy-D-mannose

L-Fucose

D-Lactaldehyde D-Fuconate

O 412.18HO%— 421670
2-Dehyrro-3-deoxy-

D-fuconate

o]
Iannosyiglyrerate

L-Lactaldehyde L-Rharanonate

L-Fuculose  L-Fuculose-1P

2-Dehyrro-3-deoxy-
I.,-rhammydfomte 4

41219
L
M.

Mannosyl-
Q 3-phosp¥1|nglyceme

L-Rharanono-
1,4lactone  L-Rharmnofuranose

0271510412170 w{ 412 [w-Oa{42.190 O #{3.1.1.65 O #{ 111173 [0

L-Rharanulose
O -2.7.1.5 O -5.3.1.14 O
Rharanulose-1P L-Rharanose

y

2.7.1.56

Gl emm-PL
i Ot 5311

41213

| Eietiatn]

>

D-Sorbitol

St—
t B-D-Fructose-

27169 1.1.1-

Q L-Sorbose-1P

1,6P2

O
L-Sothose

PR
» 27128
D-Glyveraldehyre

00051 3/811
(c) Kanehisa Laboratories

o———————— 4> Glyrolysis )
j Gl 1de b, 3P
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I GLYCINE, SERINE AND THREONINE METABOLISM |

Glycolysis /
Glucorieogenesis

m‘ Glycerate 3P- Hydxoxy—
Mooy ow— === —»0Y 2713“—’ TT105} >0 615

re) -2
1.1.131 313 3P_D- Glycemte ;
D-Serine  D-Lorabricine

- e o N-Phos
Wethane reetdbolista }-— —————— O 273510 [,
—>| Citrate le
S phingolipid metabolisn J —— — — ——— 43118 I/ iate cye

26145 [23117] ¥ P
31 . SR S .
26151 43119 pw?mm Tebiotim,

LT

O—— —— = Tryptophane retaholisr )

THF

6, L 4.1
O Choline Cysm%mﬁsandmthmmm b — — Ow—
L-Cysteine

143414321

\
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Dihyrro l

9 Y -
Creatine Guamdmoacetate Epoyiprotein i

inine and proline
Argiuine end ol F}————? (2112] 7 !
2 mEE |
1531 V S-Arino- |
O ot———— ; i !
ALSamsme 15991 ju lpoyiprotn |
0] ! O Lipoyly |
21120 I L - !
23137 »O— — — — — 4= Porphyrine i
& |
i |

o 4125 Lo Aminoacetone | I
EAlbthinine 11750 ——- i
4125 Arninopropan-2-ol I
|

T 2
Beleucs piosiees 2-Oxobutanoate Threonine

O-Phos, O
'S L,humaglewrme Hydroxyacetone

and gluhmaﬁe meﬁabu].\sm - _b. - B 4! A. - ' Q
L-Aspartate
AsermAldehyde

Ectoine S5-Hydroxyectoine

00260 2/2/11
c) Kanehisa Laboratories
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| HisTIDINE METABOLISM | gln

PRPP Phosphorbosyl- AMP

2<-| 24217p-0—{36.131 035419053116} »O
|

Phosphorbosyl-ATP Phosphoribos
T " fommn-A AR.P

v AICARQ
Pentose phosphate pathway |
y
[o:
(- Acetylanninoethyl)- — LR (11123
inudazole o
3413.13)[341320
N- Formyl lmld,amlone Imwlam]e» Iidazole 231-
L acetl a1i2
0<—| 3535 ]—o-—[ 352- ]—o<—| 114135]—o<—| 1213 ]—o<—|14322]—c; e
NF TRE
¥ 26.133
1-(5-Phosphoribosyl)-
?As‘mm Lo Phesphorbosll-o ET
v ) )
Aluﬁamahe nmgh:rxf I.;[-}:pggnm;na-h 3 %  2-Oxoglutarate
g (1-Ribosyliridazle)-4-acetate O )
Forylisoglutamine  Isoglutarnine
3527 s
N-Formiraino- N-Form;
L-glutamate & 5343 oLgluhmyalh
Tridazole:
pynrvate Y 51
l NCaubargl  LGlbwmat Dl
L-Glutarmate uf metabolism
]Iar‘(;udam].e- (o] Lglutamazl o £
00340 822111
(c) Kanehisa Laboratories

| LysiNE BIOSYNTHESIS |

Glyrine, serine and
threonine raetabolisr

LAspamhe

é\l -Acetyl- 11,32 -arino-
oxopiraelate 2 - N-Aostyl-LL 2,6-
.—-_' diamindpireelate
N-Succingl-LL-2,6-
diaminopiraelate

O 2611

L2,3-Dihydmdipicolim'e

(2724 »o—{12111}—»0— 42152} »Oe—{131.26] 231117

L4—Aspmyl LrAspartahe L2,3 4,5 N-Succinyl-L-2-araino-
| phosphate 4-sernialdehyrle Tetrahytro- 6- oxopumgllahe
| dipicolnate
Alanire, aspartate and 26.183
= LL-2,6-Diaminopiraelats

glutamate raetabolism
UDP-N-ace:
L’mﬁdﬁDdE:‘;?ﬁ ol L2-A A [Tatid] . 2,6.Di
% . ring- meso- iarnino-
16?:10&113:'1 D- alanmeplme R 6- oxopl.me]aheo 14.1.16 plmela

— 6.3.2.10 [632.13]
3 UDP-N. 1yl
Glycolysis L-alanyl.D-1- gluhmyl
raeso-2,6- diarinopirae!

l y Horo- 5- Ade -2- m—Armmad.lpnyl ]
{7 Homocitrate cis-aconitate ammo S-acvle: 51 L Lysine = =
Lcetyl-Cob O X 42136 [12.131] .%—P TR - = ::::::b Topane, 51“ e
L-2-Lmy - 1409 A B
' & semiale 1128 |
| | glu’ LysK v
| Homo ' i Lysine
: | onmey ab O— LysZ -0 LysY H-O— Lysl O dgradation
N2-Acetyl- N2-Acetyl N2-Acetyl-
L-arainoacy

- Laminoadipats  L-lysine
5-p}\osp}m£yl serrda]dehyg

O« 111870
Oxaloglutarate  2-Oxoadipate

00300 114411
(c) Kanehisa Laboratories
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I LYSINE DEGRADATION

D-Lysine
ow{14112}w0
2,5-Diamaino-  2-Andno-
e 6-cetarnido- hexanoate S-oxohexanoate
) 15121 i 2-0raexanoall
L-Pipecolate O Ost— - 51150 5.1.19
1.5.1.1 | Al-Piperideine- X -Dmmno S-Araino-3-
2-cathoxylate L-p-Lysine hexano oxohexanoate
_____ . 15993 14314 6.1 5432 w0—{5433 |—>o<—|1.4.1,11 [0
| ¥ a1-Piperideire-
I Q6 L-catboxylate
| glu 6. foetyl- N6-
AKG | = ¢ Nﬁ Hyd.roxy- cef
Saecharopine [ 1517 | o | hydroxy-lysine Aerob
S 12131 ‘c&—gw\—m Lot o—|1141359|—>o—|2311m|—>o—|63227|—>o
2-Amino- L2 i 15110 [1518]
TR 25 H2-(D-1-Caboxy-0
ethyl)-L-lysine

Cadaverine ||| t—m——=—— Lysire biosynthesis
O 4Ll
—————

semm]dehydz

5)-3-Hydroxy-
( ) -Cody
O N-Acetyllysine

O
5-Acetaraido- 6-Lcetarnido-

pentanoate 2-oxohexanoate
: Protinll- " inasthyl-
71143] ProtinN6-[31143 21143 tmathy hi e i
Pl 21150 —wO—[211.59 ey PIEE >0 34 }» 114113 114111 |0 Camitine
tein -
21160 21160 b2 21160 Trimeth
M2 lysine e -
@ 1 'O 5-Phosphonooxylysine
Bt T voscummare
Hirroxylysine

00310 11418110
(c) Kanehisa Laboratories
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IPHENYLALANINE, TYROSINE AND TRYPTOPHAN BIOSYNTHESIS'

Pentose phosphate ;
pathwayphu pha Quinate

; | 7P-2-Dehylro-
Photosymthesis ~ 3.deox;. 11124 2-Araino-3,7-dideoxy-
| D-arabino- 11282| D-threo-hept-

v heptonate v 6-ulosonic acid
D-
4_ph5‘3’s"j"i'§gor 25.154-»0—{4234 |-» 141 o 4al2- jxolhspatate
3-Dehyrroquinate
; s Phosphoenol-
Glyrolysis pymvpg‘hg 6-Deoxy-5-ketofructose
l-p}wsﬁmhe
Protocatechuate OO gl-Djkej]hydmm &
1.1.1.25
1.1.58 || 1.1.1282
: ¥ =
Benzoxazinone iki Shikirate pathwra

— | Beameing O Shikiraats pathway

glyrerolphosphate

1-(2-Carboxyphenylaraino)- - :
Indlole alkeloid %_‘Sﬁ;‘g}‘&m” i L,
biosymthesis %*'g gln nonrhosoraal peptides

PRFFO ~

165 Phosgho- An ]
B-D-rbosyl)- 24218} 0% e
anthranilal | ’I &
( ‘Acridone alkaloid biosynthesis )0 ——————— s I " Foias
| biosynthesis
|
42191 Ubiguinone and other
[ | [42151] [26157] [13112][131.13] m;gmid_quimmhmynmesis)
4-Hydroxy-
SO CRPHRD { i
1 1 = Te SIne
(Ph;mylalanme retsholista ) ST & pa tyro. St‘ﬁ I
- - ’|3 [1432][2611][2615]L263 261.1][2615][1432] |
T e | 2619 |[26.157jwgos 2610 |[26157 |
alkaloids } 2615314120 26153 |
ET— "'E | ﬁejé‘ 42151 1314) ¥ Tyosine J' — — -
biosynthesis & a_A_______Ph_BYE'l.- "~ [42.101 13178] al - D-(Isoqumohne aﬂ@oxdbmsynthes:s)
alanie 13179 |l '
. ‘|V Purorayein biosynthesis

v -
Tynosine wetabolisra ) ﬁ.ﬁrﬁmﬁmd ]

00400 6i21411
(c) Kanehisa Laboratories
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| PYRIMIDINE METABOLISM |

Pentose phosphate pathway —

———————— =0 PRFP
UDP-glucose 0 i
et 13.1.14] o] (emg e I/ B-Alanine metsbolista
Laspartate - Q#3523 |—>0<—1‘3‘98.1 o0 Cyeic| .
| Pseudouridine 5'-phosphate
I 421700 271830 Pseudowidine
«{27am— o 0 e POetiil a3 o3 Uik,
UTp—— UDP [2.7.4.22|UNF, —|3135|_’4 T > racil [ 1312 propionate
jL Uridine| 3.2.2. Uracil [ 1.3.1. Dihyrrowacil
Y
3615 3616 T
[36139] — [3615
{36115} T618 ocTp (3945
[6322] '(l_i;xmu
RN 1_]3615 |_,CDP._|27414|_1\E 71 «[2422]
7.7 (:"IP—| 2746 l—” —{3615 ]—> 3-1-3-5 it & [3228]" Cybsine L1794
Alarine, aspartate and L‘M— P kit
ghutaruate raetabolism Thigredorin 1024%( moreaoxm S EXETy Jop 131 2-Deaxy Sty O Batbiturate [ -Alanine metabolisr
1505 — 1505 z 5-Hydroxymethyl- !
1024'1.8.1.9 11742 '1819 deoxygcm' y]ateyl 5"‘1*"’59‘"’”9
S el o o PR ra— )
“""’eg"ﬂ j Thioredoxin 2:Deaxy S ydiory, O 3-Oxo0-3-wrsidopropancats
[3é112] >4 74 S-diphosphats [3.5.195]
> 2746 o o )
izaziv 1819 [11742] daCTP L [ZEE ACDP j ICNE 3135 | | Deoxyeytidine o
Urea
—Oe| TRl 35412 [3545][35414 e
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I PYRUVATE METABOLISM
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| RIBOFLAVIN METABOLISM |

(Pemose phosphate pathway)
I

' " 3,4 Dibyeox

4 % H0 o2
Ribulose ¥ 2-butanone-4-phosphate
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I VALINE, LEUCINE AND ISOLEUCINE BIOSYNTHESIS

Glyring, serine and
threonine metabolism
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| FRUCTOSE AND MANNOSE METABOLISM |
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I GLYCINE, SERINE AND THREONINE METABOLISM |
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Glucorieogenesis
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| OXIDATIVE PHOSPHORYLATION |

Coraplex I Coraplex 1T Corplex 1T Corplex IV Coraplex V
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| PENTOSE PHOSPHATE PaTHWAY |
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PURINE METABOLISM
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| PyrIMIDINE METABOLISM |

Pentose phosphate pathway }— — — — — — — — —|
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I PYRUVATE METABOLISM
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| SULFUR METABOLISM : REDUCTION AND FIXATION |
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I TERPENOID BACKBONE BIOSYNTHERIS
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GTP

dihydroneopterin triphosphate

dihydroneopterin phosphate

chorismate hiosynthesis

dihydroneopterin
chorismate

2-amino-4 y-6-hydroxymethyl-7,8-dihy
d4-amino-4-deoxychorismate
/
2-amino-4 °/
p-aminobenzoate 7,8 -dih ydrom:n'yme dlphnsphaﬂe
\ _'_'_F'_’_’_FFF'—’_

e

o

7.8-dihydropteroate

folate polyglutamylation

folate polyglutamylation de novo hiosynthesis of purine nucleotides
~

7,8-dihydrofolgie

10-form I THF

5, 10 methen

S-methyl-THF
v

folate polyglutamylation
methionine biosynthesis

10~ methylene THF

folate polyglutamylation
de novo hiosynthesis of pyrimidine deoxyribonucleotides|

fo!ate polyglutamylation

* Esta figura no corresponde a la base de datos Kegg, sino que a la del SGD
(Saccharomyces Genome Database; www.yeastgenome.org).
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ANEXO F: CICLO DONDE PARTICIPA EL GLUTAMATO

L Mitocondria

asp oaa
1000

\/ 1000
960 /
akg glu

\/ w
1000 1000 1000
9%\

tyr 34hpp

El efecto de pasar del step1 al step10en
este ciclo es el cambio en la ruta de
transporte del oaa desde la mitocondria al
citosol. El resultado de esta ruta alternativa
es el intercambio de NADH,_ . por NADH,.

Flujo en stepl
Flujo en stepl0

akg: a-cetoglutarato; asp: aspartato; glu: glutamato; mal: malato; oaa: oxaloacetato; tyr:
tirosina.
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Mitocondria

cit cit

oaa mal <«— mal

succ

fum

v
0aa

cit: citrato; fum: fumarato; icit: isocitrato; mal: malato; oaa: oxaloacetato; succ: succinato.
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