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RESUMEN

En este trabajo de investigacion se realizo un estudio in silico de la asimilacion de acetato y
el nodo del isocitrato entre 4. schindleri ACE y E. coli a nivel de flujos de carbono y de

estructura.

Respecto a los flujos de carbono, se emplearon analisis de balance de flujo metabodlico (FBA),
se deletaron in silico los genes ackA y acs en cada bacteria y se analiz6 la distribucion de
flujos asi como la repercusion que las deleciones tienen sobre la velocidad especifica de
crecimiento. Se encontrd que al deletar ack4 en A. schindleri ACE la uno cambia con
respecto al control, pero cuando se elimina acs la g disminuye un 24%. Por otra parte, con
respecto a E. coli, al deletar ackA la bacteria es incapaz de crecer pero cuando se elimina acs
la gz aumenta un 12%. Se realizaron también analisis de sensibilidad de flujo de las enzimas
Icdh e Icl, asi como analisis de variabilidad de flujo (FVA). Con estos se encontrd que los
flujos de Icdh e Icl en A. schindleri ACE son practicamente el doble que los de E. coli IM101,
y la u es muy sensible a esos cambios de flujo. Finalmente, los flujos de la Icdh e Icl son
poco flexibles en 4. schindleri ACE (0.01 mmol/DCW/h) en comparacion con los flujos de
las Icdh (7.02 mmol/DCW/h) e Icl (5.96 mmol/DCW/h) de E. coli IM101 para lograr una u

maxima.

Por ultimo, estructuralmente se estudiaron las enzimas Icdh, Icl y GlcB de ambas bacterias a
nivel de estructura primaria, secundaria y terciaria. Se encontré que las enzimas Icdh e Icl
tienen una conformacion distinta entre ambas bacterias, lo que implicaria el tener actividades
enzimaticas distintas. Asi mismo, se observo que en las dos bacterias GlcB tiene una

conformacion similar.

Este trabajo contribuye a la comprension de las posibles diferencias metabolicas entre A.

schindleri ACE y E. coli cuando emplean acetato como tnica fuente de carbono.
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Figura 37. Porcion del alineamiento y conservacion del sitio activo de Icl de E. coli y las Icl

del género Acinetobacter.

Figura 38. Estructura de Icl de Pseudomonas aeruginosa (6G10.pdb). a) Subunidad A (azul)
subunidad B (blanco), subunidad C (verde), subunidad D (magenta). b) Subunidad A de Icl
de Pseudomonas aeruginosa, en azul se observa la puntuacion EDIA mayor a 0.8, en magenta
los atomos que tienen una puntuacion entre 0.4 y 0.8 y en rojo los que tienen una puntuacioén

menor a 0.4.

Figura 39. Porcion del alineamiento de las Icl de Acinetobacter tomando como referencia

los residuos referentes a la catalisis de la Icl de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 40. Porcién del alineamiento de las Icl de Acinetobacter en el que se aprecia algunas

de las diferencias respecto a la Icl de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 41. Mapeo de zona de interfase de la Icl de P. aeruginosa (PDB: 6G10) con respecto
alalIcl de 4. schindleri ACE.

Figura 42. Prediccion de la Icl de A. schindleri ACE resaltando: a) los sitios cataliticos mas

importantes: residuo de unién a magnesio: aspartato 184 (rojo), sitio activo: cisteina 222
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(naranja) y sitio de union a sustrato: treonina (verde), y b) cada subunidad de la proteina con

un color distinto: A (azul), B (rojo), C (cyan) y D (morado). Imagenes visualizadas en VMD.

Figura 43. Conservacion de los residuos de la zona de interfase de la Icl de Pseudomonas

aeruginosa con respecto a las Icl del género Acinetobacter.

Figura 44. a) Icl de 4. schindleri ACE. se muestran sus cuatro subunidades y sitios cataliticos
en esferas de colores b) Icl de E. coli se muestran sus cuatro subunidades y sitios de union a
ligando en amarillo. ¢) Superposicion de la subunidad A de E. coli (verde), sito activo (r0jo)
con respecto a la subunidad D de la Icdh de 4. schindleri ACE (azul) y su sitio activo en

naranja.
Figura 45. Dendograma de las GlcB del género Acinetobacter incluyendo la de E. coli.

Figura 46. Alineamiento y conservacion del sitio activo de GlcB de E. coli y de las

Acinetobacter.

Figura 47. Superposicion de los PDB 1DSC, 1P7T, 1Y8B, 2JQX., 2GQ3, 5VFB de las GlcB

de la Tabla 12. Se empleo el programa R y se visualizaron en VMD.

Figura 48. Valores de RMSF de los residuos de la superposicion los PDB 1D8C, 1P7T,
1Y8B, 2JQX., 2GQ3, SVFB de las GlcB de la Tabla 12.

Figura 49. Superposicion de los 5 modelos generados de la GlcB de A. schindleri ACE en
SWISS MODEL.

Figura 50. Superposicion de los modelos de la estructura de la GlcB de A. schindleri ACE
obtenidos en SWISS MODEL (azul) y en I-TASSER (amarillo).

Figura 51. Prediccion de la GleB de 4. schindleri ACE resaltando los sitios de union a Acetil
Co-A (Rojo), sitio activo (Azul), sitio de union a glioxilato (verde) y sitio de unién a

magnesio (morado).

Figura 52. Superposicion de la GleB de E. coli (1P7T.pdb) contra el modelo de la GlcB de

A. schindleri ACE, en rojo se observan los sitios cataliticos conservados.
Figura 53. Superposicion de GlcB (ro0jo) con respecto a AceB (azul) de E. coli.

Figura 54. RMSF de la superposicion de GlcB y AceB de E. coli.
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Figura 55. Dendograma de GlcB de diferentes especies del género Acinetobactery de E. coli

con respecto a la AceB de E. coli.

Figura 56. Grafico de Ramachandran de la estructura de la Icdh predicha en SWISS MODEL
obtenida de Saves V6.0.

Figura 57: Grafico de Ramachandran de la estructura de la Icl predicha en SWISS MODEL
obtenida de Saves V6.0.

Figura 58: Grafico de Ramachandran de la estructura de la GlcB predicha en I- TASSER
obtenida de Saves V6.0.
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ABREVIATURAS

A. schindleri ACE
E. coli

E. coli IM101
aceA

acs

ackA

Pps

CATC

Acs

Pta

ackA
Acetil-CoA
NADH

ATP

acetil-F

Icdh

icd

Icl

Acinetobacter schindleri ACE

Eschericia coli

Eschericia coli IM101

gen que codifica la enzima isocitrato liasa

gen que codifica la enzima acetil-CoA sintetasa

gen que codifica la enzima acetato quinasa

gen que codifica la enzima fosfoenol piruvato sintetasa

Ciclo de los acidos tricarboxilicos

Enzima acetil-CoA sintetasa

Enzima fosfato acetiltransferasa

Enzima acetato quinasa

Acetil coenzima A

Nicotin Adenin Dinucleotico

Adenosin trifosfato

Acetil fosfato

Enzima Isocitrato deshidrogenasa

gen que codifica la enzima isocitrato deshidrogenasa

Enzima isocitrato liasa

20



NOMENCLATURA

Yyss
qAce
qo2
qco2
RO
DCW

Velocidad especifica de crecimiento

Rendimiento biomasa sustrato

Tasa especifica de consumo de acetato

Tasa especifica de consumo de oxigeno

Tasa especifica de consumo de didéxido de carbono
Cociente respiratorio

Dry cell weight (Peso de la célula seca)
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1. INTRODUCCION.
Algunos organismos en los diferentes dominios de la vida utilizan mecanismos de
asimilacion y excrecion de acetato para equilibrar el flujo de carbono y electrones (Sigala et
al. 2019); mientras que algunos lo utilizan como fuente primaria de carbono, otros lo pueden

usar como fuente de carbono secundario o bien, lo generan como subproducto.

Acinectobacter schindleri ACE es una bacteria gram negativa que utiliza acetato como fuente
de carbono primaria que induce una velocidad especifica de crecimiento (x) de 0.89 h™! en
presencia de 5.5 g/L de acetato de sodio (Sigala ef al. 2017). Sin embargo, la bacteria en la
que mas se ha estudiado el metabolismo de acetato es Escherichia coli debido a su
participacion en distintos procesos como la motilidad, formacién de biopeliculas, sobreflujo
metabolico, respuestas al estrés y fisiopatologia (Sigala et al. 2019; Bernal, Castafio-Cerezo

y Canovas 2016; El-Mansi et al. 2006).

El nicho natural de las enterobacterias es el intestino, ahi se encuentran presentes acetato y
otros acidos grasos de cadena corta que participan en la colonizacién y mantenimiento de las
poblaciones microbianas, ademas de modular las respuestas fisiopatoldgicas de E. coli y otras

bacterias (Bernal, Castafio-Cerezo y Canovas 2016).

A pesar de que el acetato es una de las fuentes de carbono biodisponible en el nicho natural
de E. coli, esta enterobacteria presenta un fendmeno llamado represion catabolica del carbono
(RCC) donde al tener varias fuentes de carbono disponibles, utiliza la glucosa
preferencialmente reprimiendo la absorcion de otros sustratos por medio de mecanismos de
regulacion génica globales y especificos. Hasta que la glucosa se agota comienza a activar la
maquinaria celular para catabolizar de manera jerarquica las deméas fuentes de carbono que
tiene biodisponibles (Aidelberg et al. 2014). Con glucosa como sustrato E. coli IM101 crece
auna u de 0.70 h'!, mientras que con acetato como Unico sustrato tiene una x4 de 0.28 h’!

(Sigala et al. 2009).

Por su parte, A. shindleri ACE no es capaz de utilizar pentosas ni hexosas, pero crece con
acetato como unica fuente de carbono a altas velocidades (Sigala et al. 2017). Lo anterior
evidencia posibles diferencias genéticas y de regulacion entre ambos grupos de bacterias al

metabolizar acetato.
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Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se realizo un estudio de comparacion fisiologica
y transcripcional del catabolismo de acetato entre A. schindleri ACE y E. coli IM101, en el
cual se demuestra que la ruta preferencial de 4. schindleri ACE para asimilar acetato es la de
dos pasos AckA-Pta, de modo contrario a E. coli IM101 que prefiere la ruta mediada por
Acs. Ademas, se observa una sobreexpresion de los genes de la ruta del glioxilato (aced y
gleB) en A. schindleri ACE respecto a E. coli IM101 (Sigala et al. 2019). A partir de dichas
observaciones surge la necesidad de entender el por qué ocurre eso en A. schindleri ACE,
cuales pueden ser las diferencias en la regulacion genética y estructural de las enzimas

involucradas en el nodo del isocitrato, asi como en las de asimilacion del acetato.

Por tal razdn, en el presente proyecto se estudia el metabolismo de acetato en A. schindleri
ACE de manera comparativa con E. coli IM101 a nivel bioinformatico, realizando un analisis
de flujos metabdlicos (FBA) con modelos metabolicos reducidos de ambas cepas. Con estos
modelos se observara el efecto de deleciones in silico de los genes ackA y acs sobre los flujos
del metabolismo central de carbono. También se llevara a cabo una modulacion de los flujos
de las enzimas isocitrato deshidrogenasa (Icdh) e isocitrato liasa (Icl) bajo distintas
condiciones. Por otra parte, se caracterizaran las propiedades estructurales relacionadas con
la funcion bioldgica de las enzimas Icdh, Icl y malato sintasa G (GlcB) de A. schindleri ACE
y de E. coli utilizando diversos analisis a nivel de estructura primaria, secundaria, terciaria y
cuaternaria de las proteinas. Debido a que las estructuras de las proteinas de A. schindleri
ACE no se encuentran resueltas, se realizard una prediccion de su estructura terciaria o

cuaternaria para la identificacion de motivos y dominios importantes para su funcion.

Finalmente, es importante destacar que la comprension del metabolismo de acetato tiene gran

relevancia al menos en dos areas:

1. Mitigacion del sobreflujo metabolico en los cultivos de alta densidad celular de E.
coli.
2. Detoxificacion de acetato de hidrolizados de biomasa lignoceluldsica (Irmak, S.

2017).
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2. MARCO TEORICO.

2.1 Género Acinetobacter.
El género Acinetobacter pertenece al orden Pseudomonadales y comprende bacterias Gram
negativas estrictamente aerdbicas no fermentativas que pueden crecer a una amplia gama de
temperaturas (20-42°C). Son saprofitos ubicuos, comunes y de vida libre; se encuentran en

diferentes habitats, incluidos el agua, suelo y piel humana (Sigala ef al. 2017; Towner 2006).

Estos microorganismos pueden utilizar como fuente de carbono una variedad de compuestos
entre los que se encuentran acidos orgéanicos, compuestos fenolicos, alcoholes alifaticos,
algunos aminoacidos, acidos grasos, hidrocarburos no ramificados, y relativamente pocas
cepas pueden usar glucosa. Dicha diversidad metabdlica hace que los miembros del género
Acinetobacter sean adecuados para estudiar una variedad de vias metabolicas inusuales

(Towner 2006).

2.2 Acinetobacter schindleri ACE como cepa de estudio.
A. schindleri ACE fue aislada en el laboratorio de nuestro grupo de trabajo como
contaminante de una mutante de E. coli PB12 maeB::loxP cultivada en medio mineral M9
con acetato como fuente de carbono y 30 pg/mL de kanamicina, tiene un solo cromosoma
circular de 3,001,209 pb, seis plasmidos de diferentes tamafios. Contiene 3,021 genes, 27
pseudogenes, 21 rRNA y 85 tRNA (Sigala et al. 2017). Puede catabolizar sustratos
gluconeogénicos como acetato, succinato y lactato, ademas tiene genes que codifican para el
transporte y degradacion de &cidos grasos. Sin embargo, no puede metabolizar glucosa, ya
que carece de genes edd y eda de la ruta Entner-Duodoroff, asi como genes que codifican
para enzimas glucoliticas tales como la glucocinasa, 6-fosfofructocinasa (PfkA), piruvato
cinasa (Pyk), ademas del sistema fosfotransferasa (PTS). También carece de los genes gnd y
zwf de la parte oxidativa de la via de las pentosas fosfato, por lo que no puede utilizar
compuestos aromaticos y no es capaz de crecer en fuentes de carbono comunes como la

glucosa, xilosa, glicerol o citrato (Sigala et al. 2017).

A. schindleri ACE crece auna u de 0.89 h™! en medio mineral con acetato como tnica fuente
de carbono (Sigala ef al. 2017). Tiene al menos un transportador de acetato que es homologo

al gen actP de E. coli (AsACE _CHO00168). Una vez dentro de la célula, el acetato se

transforma en acetil-CoA; esta reaccion se puede llevar a cabo por un paso y esta mediada
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por Acs o bien, en dos pasos por la via AckA-Pta, teniendo como intermediario al acetil
fosfato (Ac-P) (Sigala et al. 2017; Sigala et al. 2019). Por otra parte, aceA que codifica la
enzima isocitrato liasa y el gen glcB que codifica la malato sintasa G se transcriben de forma

independiente y no en un operdén como ocurre en E. coli (Sigala et al. 2017, 2019).

2.3 E. coli como cepa de referencia.
E. coli es una enterobacteria gram negativa con forma de baston, es aerobia facultativa, por
lo tanto, puede activar o reprimir las enzimas metabolicas requeridas dependiendo de los
niveles de oxigeno. Su genoma completo contiene una sola molécula circular duplex
compuesta por 4,639,221 pb. Las regiones codificadoras de proteinas corresponden al 87.8%
del genoma, mientras que el 0.8 % codifica ARN estables y el 0.7 % consiste en repeticiones
no codificantes, el 11 % restante codifica para funciones reguladoras, entre otras. Ademas,
el flujo de carbono esta estrictamente regulado por redes reguladoras sofisticadas (Idalia, V.
& Bernardo, F. 2017). Varias cepas de E. coli con diferentes genotipos se usan como sistemas
de expresion para la produccion de diversas proteinas recombinantes debido a que se conoce
su genoma completo, es de facil manipulacion genética y se ha estudiado mucho su fisiologia
y metabolismo (Lara 2011). Aunado a ello, se pueden obtener cultivos de alta densidad
celular y, en consecuencia, alta concentracion de producto utilizando glucosa como sustrato
principal (Shiloach et al. 1996). E. coli IM101 puede utilizar sustratos acetogénicos o
gluconeogénicos, alcanza una u de 0.7 h'' en medio mineral con glucosa como unica fuente
de carbono (Flores ef al. 2005), mientras que cuando se cultiva con acetato como Unica fuente

de carbono solo alcanza una u de 0.33 h'! (Sigala et al. 2019).

2.4 Metabolismo de acetato en A. schindleri ACE y E. coli.

2.4.1 Transporte de acetato a través de la membrana celular.
El acetato es un acido lipofilico que permea la membrana celular en sus formas anionicas y
neutras. Sin embargo, se han identificado dos transportadores de membrana de acetato en E.

coli:

1.- Una acetato permeasa (ActP) codificada por el gen actP (anteriormente yjcH) que
pertenece a la familia de transportadores de sodio y es altamente especifica para los
compuestos con cadenas cortas de carbono como acetato, glicolato y propionato (Sa-Pessoa

et al. 2013). Se ha encontrado como un dimero localizado en la membrana interna (Stenberg
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et al. 2005). Ademas, se ha reportado que tiene una constante de afinidad (Km) de 5.4 uM
para acetato y una velocidad maxima (Vmax) de 19.6 nmol/min/mg enzima (Gimenez et al.

2003).

2.- La proteina simporter de succinato-acetato/proton (SatP) codificada por el gen satP (antes
YaaH) se comporta como un trasportador secundario dependiente de la fuerza proton motriz,
y esta involucrada en el trasporte de acetato y del succinato. Se ha reportado con constantes
de afinidad a pH 6.0 de 1.24 = 0.13 mM para el acido acético y 1.18 + 0.10 mM para acido

succinico (Sa-Pessoa et al. 2013).

Se sugiere también que el transporte transmembrana facilitado es el principal mecanismo de

absorcion de acetato en E. coli (Bernal, Castafio-Cerezo y Canovas 2016).

En el caso de A. schindleri ACE, se ha reportado que dicha bacteria cuenta con al menos un
trasportador de acetato que es homologo al gen actP de E. coli (AsACE_CHO00168). Al
analizar el nivel de expresion de actP y AsACE no se observaron diferencias entre las cepas
A. schindleri ACEy E. coli IM101; no obstante, A. schindleri ACE consumi6 acetato un 44%
mas rapido en comparacion con E. coli IM101 (Sigala et al. 2019). Ademas, se sabe que en
E. coli, actP se cotranscribe con acs; contrario a A. schindleri ACE donde ambos genes se

encuentran en diferentes posiciones del genoma (Sigala et al. 2019).

Una vez dentro de la célula, el acetato se activa en forma de acetil-coA y existen dos rutas
para tal efecto. Ambas rutas estan presentes tanto en E. coli como en A. schindleri ACE
(Sigala et al. 2019). Una de las rutas se da en dos pasos, AckA-Pta (ackA-pta), y la otra ruta
se da en un paso y estd mediada por la enzima Acs. Ambas son dependientes de ATP, lo que

implica gasto energético en las células al comenzar el catabolismo de acetato (Valgepea et

al. 2010).

2.4.2 Ruta AckA-Pta.
En E. coli la ruta AckA-Pta bajo condiciones aerobias es reversible, es decir, funciona tanto
para la produccién como para el consumo de acetato. La direccion del flujo de carbono esta
regulada termodinamicamente y depende de la concentracion celular de este metabolito
(Enjalbert ef al. 2017). Esta ruta es de alta afinidad con una K, de 7-10 mM (Enjalbert et al.

2017). Una reaccion es catalizada por la enzima acetato cinasa codificada por el gen ack4, y
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utiliza como cofactor Mg?". La otra reacciéon es catalizada por la enzima fosfato-acetil

transferasa codificada por el gen pra (Fig. 1).

ADP + Pi
ATP
R/ =/
Acetato ackA Acetil-fosfato F pta

CoA Fosfato

Acetil coA

T I
“app CoA \
Fosfato
AT

Figura 1: Ruta AckA-Pta.

\ 4

Los genes pta/ackA forman parte de un operon que se expresa constitutivamente (Castafio-
Cerezo et al. 2009) y esta regulado transcripcionalmente de forma positiva por Fnr, ArcA y
CreB. Sus promotores son ackAp y ptap; ackA se encuentra regulado por un ARN pequeio
SdhX que inhibe la traduccion de ARNm (Fig 2). Se ha reportado que SdhX ajusta el flujo
de carbono al regular negativamente los niveles de acetato cinasa y juega un papel importante
en el proceso de vincular la expresion de los genes del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos con
la regulacion del metabolismo de acetato, mejorando el crecimiento de E. coli en acetato (De

Mets et al. 2019).

Figura 2. Unidad de transcripcion del operon ackA-pta (tomado de ecocyc).

El intermediario acetil-fosfato (Ac-P) es rico en energia y puede actuar como sefal global en
procesos como la regulacion de la division celular, la formacion de biopeliculas, asi como su

relacion con ciertos procesos patogénicos (El-Mansi et al. 2006).

Por su parte, la enzima acetil-transferasa actia como un sensor para la concentracién
intracelular de CoA-SH, y en E. coli regula algunos procesos celulares por fosforilacion o
acetilacion de proteinas y otras moléculas (Enjalbert et al. 2017); se sabe que el acetil-CoA

puede influenciar la regulacion de casi 100 genes (Valgepea et al. 2010).

El acetato puede ser excretado de las células de E. coli durante un proceso llamado
desbordamiento de acetato que involucra estas dos enzimas Pta y AckA, mismas que estan
conectadas con el metabolismo central (De Mets ef al. 2019). Durante la fase de crecimiento

exponencial, el acetil-CoA que proviene del piruvato (producto de la glicolisis) puede
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convertirse en acetil fosfato por Pta y luego en acetato por AckA (Fig. 3) (De Mets et al.
2019).

TCA Cycle 5.0 O
Glyoxylate Shunt !

acetyl-P
glycolysis PDHC y}/ A;”k’

glucose —» —— pyruvate —— acetyl-CoA acetate

'ﬁ\acetyl AMP/r4

CoAS

Figura 3. Vias de activacion de acetato y su vinculacion con el metabolismo central (De
Mets et al. 2019).

En direccion contraria, E. coli usa la via AckA-Pta que resulta en la sintesis de acetil-CoA a
partir de acetato. Esta via generalmente se activa cuando hay altas concentraciones de acetato
extracelular (>8 mM) (De Mets ef al. 2019). Sin embargo, cuando las células se encuentran
en fase estacionaria, con baja concentracion de oxigeno disuelto se activa la via Acs que es
irreversible y de alta afinidad cuando el carbono es limitante (De Mets ef al. 2019; Sigala et

al. 2017).

Ademas de la via Pta-AckA de generacion de acetato en E. coli, se ha reportado otra via
mediada por la enzima piruvato oxidasa codificada por el gen poxB. Esta enzima lleva a cabo
la descarboxilacion oxidativa de piruvato a acetato generando CO: (Enjalbert et al. 2017),
jugando un papel importante en la eficiencia del crecimiento de E. coli al mantener la reserva
de CoA-SH aunque no es esencial en el inicio durante la fase estacionaria (Dittrich, Bennett

y San 2005).

Por su parte, aunque 4. schindleri ACE también tiene los genes ackA-pta y acs, no se ha
reportado que sea capaz de generar acetato ya que no cataboliza glucosa. En principio, podria
utilizar ambas vias para catabolizar acetato, pero se observo ademas que acs estaba altamente
subexpresado en A. schindleri ACE en comparacion con E. coli IM101, en contraste con los

genes ackA y pta que se sobreexpresaron (Sigala et. al. 2019).
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2.4.3 Ruta Acs.
En la otra ruta por la cual el acetato es activado estd involucrada la enzima acetil-CoA
sintetasa codificada por el gen acs. Esta es una enzima de alta afinidad utilizada para eliminar
pequeiias concentraciones de acetato, <10 mM al agotarse la fuente principal de carbono
(glucosa) (Bernal et al. 2016). La reaccion que cataliza es irreversible, se produce como
metabolito intermedio acetil-AMP, utiliza Mg?'como cofactor y su pH 6ptimo es 8.5

(Valgepea et al. 2010; Uniprot) y se muestra en la ecuacion 1.
Acetato + ATP + Coenzima A — Acetil-CoA + AMP + Difosfato  ................... (Ec. 1)

Se ha reportado una K, de acetato para la Acs de E. coli de 200 uM (0.2 mM) (Valgepea et
al. 2010), tiene una funcion principalmente catabdlica y su expresion esta vinculada a la via
de derivacion de AckA-Pta y glioxilato (Bernal ef al. 2016). La expresion del gen acs se
encuentra muy regulada en E. coli; este gen forma parte del operdn acs-yfcH-actP (Fig.4).
Como se menciond antes, el gen actP codifica un transportador de membrana de acetato,

mientras que la funcion de la proteina codificada por yjcH sigue siendo desconocida (Bernal

etal. 2016).

(cyclic-AMP] CRP [fb RNAP acs, yjcH, [actP]
Il o5 opg ALLLTULIIIIIL PE—
: = , O (Mg-*)
Fis |— - T
7
InfB )(IhfA %

Figura 4. Regulacion del operon acs-yfcH-actP. Las lineas vedes indican activacion, las
purpuras indican inhibicidn, y las flechas amarillas indican transcripcion (tomada de
Ecocyc).

El operon esta regulado por la limitacion de carbono y oxigeno, asi como el aumento del
flujo a través de las vias asociadas al acetato y durante su crecimiento en acetato (Bernal,
Castafio-Cerezo y Cénovas 2016). La transcripcion depende de 67y esta reprimida por 65;
ademas estd regulado positivamente por CRP-AMPc, negativamente por las proteinas
nucleoides Fis e IHF-B e IHF-A (Bernal ef al. 2016), y opera en ausencia (o limitacion) de

azucares (Bernal, Castano-Cerezo y Canovas 2016). La expresion de este gen estd ligada a
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la ruta AckA-Pta y a la ruta del glioxilato (RG), y estd regulada directamente por represion
catabdlica. La transcripcion del operdn se activa en E. coli durante la fase de crecimiento
estacionaria para habilitarla a utilizar acetato como fuente de carbono (Castafio-Cerezo et al.

2009).

El AMPc esta vinculado a la represion catabdlica, donde E. coli consume preferencialmente
glucosa antes de metabolizar otros sustratos gluconeogénicos. En exceso de glucosa, el nivel
de AMPc es bajo debido a que la adenilato ciclasa se encuentra inhibida y CRP inactiva
(Enjalbert et al. 2017). Por el contrario, en ausencia de glucosa se produce gradualmente mas
AMPc, mismo que se puede unir a CRP, permitiendo asi la expresion de genes y operones
involucrados en el catabolismo de fuentes de carbono alternativas de glucosa (como el operon
acs-yfcH-actP), genes del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, otros genes gluconeogénicos e

incluso genes involucrados en el sistema PTS (Valpea et al. 2010).

A pesar de que el gen acs se encuentra presente en A. schindleri ACE, éste se encuentra
altamente subexpresado en comparacion con el de E. coli IM101 (Sigala et al. 2019). Esto
pudiera deberse a distintos factores, la regulacion de estos genes es distinta en ambas
bacterias, comenzando con que en A. schindleri ACE los genes no se encuentran cotranscritos
como en el operén de E. coli (acs-yfcH-actP), se encuentran en diferentes posiciones del
genoma (Sigala ef al. 2019), y por lo tanto su regulacion es distinta. A nivel bioquimico
resultaria también interesante comparar los valores de K, de acetato de Acs presente en 4.

schindleri ACE.

Las vias de sintesis y excrecion de acetato antes descritas se muestran en la Figura 5.
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Figura 5. Rutas de produccion y consumo de acetato en E. coli 'y A. schindleri ACE

(Quiroz L, 2019).
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244 Ciclo de los acidos tricarboxilicos y ruta del glioxilato (nodo del
isocitrato).

Cuando el acetato entra a la célula sigue el proceso de oxidacion hasta didéxido de carbono y
agua (C2H402 + 202 > 2 CO, + H20). El ciclo de los acidos tricarboxilicos inicia con la
condensacion de acetil-CoA y el oxaloacetato (OAA). El acetil-CoA es una molécula que
conecta el metabolismo de acetato, glucdlisis y ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (CATC)
(Fig. 6) sus funciones principales son generar poder reductor en forma de NADPH para
procesos anabolicos, y en forma de NADH para la obtencion de energia por el proceso de

fosforilacion oxidativa (Quiroz L, 2019).
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aceB GOX icdA

fumA
0-KG
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Sdhx SUC-CoA

suc MA

Figura 6. Reacciones que conforman el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CATC) y la ruta
del glioxilato (RG) (Quiroz L, 2019).

El CATC consta de 8 reacciones, pero hay un punto en el que bajo determinadas condiciones
se da la bifurcacion entre CATC y la RG a partir del isocitrato. El isocitrato puede continuar
en el CATC y biotransformarse en a-cetoglutarato (a-KG) por accion de la enzima Icdh
codificada por el gen icd. La reaccion se muestra en la ecuacién 2 y utiliza Mg?'como

cofactor:

Isocitrato + NADP" 2 a-oxoglutarato + CO, + NADPH .......................... (Ec. 2)
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En E. coli 1a enzima Icdh estd regulada por fosforilacion/desfosforilacion mediada por el
regulador AceK que se transcribe a partir del operén aceBAK que codifica las enzimas de la
ruta del glioxilato; la modulacion de esta actividad enzimatica le permite modular cambios
rapidos entre CATC y la RG (Walsh, K., & Koshland, D. E., Jr 1985). Para que la enzima
esté activa debe estar desfosforilada; se ha demostrado que la fosforilacion/inactivacion de
esta enzima es un requisito para que E. coli crezca en acetato (El-Mansi et al. 2006). El sitio
de fosforilacion se encuentra en la serina 113 al final de la hélice d (Fig.7a) (Hurley et al.

1989). En la figura 7b se muestra dicha serina 113 resaltada en amarillo con rojo.

Figura 7. Sitio de fosforilacion de la enzima isocitrato deshidrogenasa de E. coli. A)
Representacion de la estructura completa de la enzima (Hurley et al. 1989), b) Estructura de
la enzima (PDB: 3ICD); el sitio de fosforilacion (serina 113) encuentra en amarillo con
rojo.

Otro aspecto que incide en la actividad de la enzima Icdh es que muestra inhibicion alostérica
por fosfoenolpiruvato (Ogawa et al. 2007). Se ha sugerido que el flujo a través de Icdh es
esencial para que pueda operar el switch de acetato y su catabolismo (El-Mansi et al. 2006;
Quiroz 2019). En la Figura 8 se observan las unidades de transcripcion del gen icd, CRA es
un regulador dual de union a DNA y regula de forma positiva la transcripcion del gen icd,

ademas de que activa el inicio de la transcripcion del operon aceBAK (El-Mansi et al. 2006).
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Figura 8. Unidades de transcripcion del gen icd de E. coli (tomado de Ecocyc).

En E. coli el operon aceBAK (Fig. 9) incluye el gen aceB que codifica la enzima malato
sintasa A, aceA que codifica la isocitrato liasa y aceK que codifica la enzima isocitrato
deshidrogenasa quinasa/fosfatasa. ArcA controla la expresion de algunos genes del
metabolismo central de carbono, incluyendo el CATC (Perrenoud y Sauer 2005). Ambos
reguladores ArcA y ArcB forman parte de un sistema de transduccion de senales de dos
componentes que regula la expresion de genes en respuesta a condiciones oxido reduccion
(Perrenoud y Sauer 2005). El operdn aceBAK estéa regulado transcripcionalmente por IcIR y

FadR.

Mg2

(glyoxylaté)—!(nyruvata IclR T

Figura 9. Elementos de regulacion del operon aceBAK de E. coli (tomado de Ecocyc); el
gen aceB codifica la enzima malato sintasa A, el gen aceA4 codifica la enzima isocitrato

liasa (Icl) y el gen aceK codifica la enzima isocitrato deshidrogenasa quinasa/fosfatasa.

La enzima Icl codificada por el gen aced cataliza la formacion reversible de succinato y

glioxalato a partir de isocitrato (Isocitrato—>Succinato + Glioxilato) y es una reaccion que
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utiliza Mg?" como cofactor. La isocitrato liasa y la malato sintasa A participan en la RG para
producir malato a partir de dos moléculas de acetil-CoA. Esta ruta hace uso de 6 de las 8
reacciones del CATC y es necesaria durante el crecimiento de acetato para poder generar
biomasa y evitar dos descarboxilaciones del CATC. Por lo tanto, en exceso de glucosa esta
inactiva la RG (Kim et al. 2012) pero cuando se empled acetato como Unico sustrato la

actividad de Icl se vio ampliamente favorecida (Quiroz, 2019; Kornberg 1966).

Las enzimas Icl e Icdh compiten por su sustrato comun (el isocitrato). Por lo tanto, el nodo
del isocitrato es un punto de regulacion importante para el metabolismo de carbono (Castafio-
Cerezo et al. 2014; Sigala et al. 2019). Hasta ahora se sabe que A. schindleri ACE no tiene
en su genoma el gen de la isocitrato deshidrogenasa quinasa/fosfatasa (aceK), por lo que la
Icdh no se regula por fosforilacion. Ademas, las enzimas de la RG no se encuentran en un
operon como en E. coli. En E. coli ademas de la malato sintasa A codificada por el gen aceB
también se encuentra el gen glcB que codifica la malato sintasa G. Por su parte, A. schindleri
ACE solo cuenta con el gen glcB que codifica la malato sintasa G, es decir, no tiene el gen

aceB que codifica la malato sintasa A.

En la comparacion transcripcional que se realizé entre A. schindleri ACE y E. coli IM101 se
observo que los genes de la ruta del glioxilato se sobreexpresaron en A. schindleri ACE,
mientras que los niveles de transcripcion de icd y sucA se mantuvieron igual, aunque hubo

mayor flujo de carbono a través de RG y CATC en A. schindleri ACE (Sigala et al. 2019).

2.4.5 Sobreflujo metabolico y su mitigacion
El sobreflujo metabolico también conocido como desbordamiento de acetato ocurre cuando
E. coli crece en condiciones aerobias y exceso de glucosa. Este fenomeno se presenta cuando
el CATC se limita por lo que el acetil-CoA se acumula y se excreta como acetato, lo que
permite la generacion de CoASH aunque no esta claro como funciona la regulacion (Castano-
Cerezo et al. 2009). La generacion de acetato en cultivos de E. coli se ha considerado un
problema biotecnoldgico ya que disminuye la productividad, el rendimiento biomasa/sustrato
asi como el rendimiento biomasa producto. Como ya se menciono, ésta es la bacteria mas
estudiada y se utiliza como fabrica celular para generar productos de interés en el area

farmacéutica, alimentaria, textil y ambiental. Por lo general se utilizan altas concentraciones
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de glucosa como sustrato (en condiciones aerobias), lo que deriva en altas concentraciones

de acetato (Shojaosadati et al. 2008; Shiloach et al. 1966; Lara 2011).

El acido acético (pK. = 4.8) es un metabolito indeseable en los cultivos de E. coli, ya que al
ser un acido organico lipdfilo se impregna facilmente en la membrana, desacoplando el
gradiente de protones transmembranal. Cuando atraviesa la célula se disocia en el i6n acetato
y un H', el proton acidifica el citoplasma y el anién aumenta la presion osmdtica (Wolfe
2005) y dependiendo de la cepa se inhibe la formacion de proteina a concentraciones que
varian de 5 a 10 g/L. (Eiteman & Altman 2006; Wolfe 2005). Ademads, representa un
desperdicio de esqueletos de carbono que podrian destinarse a la generacion del producto de
interés (Eiteman & Altman 2006; Wolfe 2005; De Mey et al. 2007). Se han propuesto
diversas estrategias para disminuir la generacion o presencia de acetato en los cultivos de alta
densidad celular, éstas pueden agruparse en dos: a nivel genético y a nivel de bioproceso
(Eiteman & Altman 2006; De Mey et al. 2007). Las modificaciones genéticas se centran en
la comprension del metabolismo central y en como mediante su regulacion se puede lograr
disminuir la producciéon de acetato. Por ejemplo, se ha interrumpido el sistema
fosfotransferasa para la captacion de glucosa, aunque repercute negativamente en la tasa de
crecimiento especifico (De Mey et al. 2007); también se ha probado inactivar las vias de
sintesis de acetato, aumentar el flujo de carbono hacia el CATC modificando su regulacion

o sobreexpresando algunas enzimas (De Mey et al. 2007).
Otros ejemplos puntuales son:

- Sobreexpresion de SRNA (sgrS), disminuyendo la produccion de acetato en cepas de E. coli
K12 (JM101 y MG1655), debido a que sgrS interactia con el mRNA del gen ptsG

disminuyendo su traduccion y por lo tanto el transporte de glucosa (Negrete ef al. 2013).

- Sobreexpresion de una enzima piruvato carboxilasa heteréloga (Pyc) que cataliza la
conversion de piruvato en oxalacetato de forma directa, lo que disminuye hasta un 80% la
acumulacion de acetato a una velocidad especifica de crecimiento de 0.4 h'! en la cepa poxB-

pyve (Vemuri et al. 2005).
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- Aumento de la eficiencia del metabolismo aerobico por la expresion de la hemoglobina de
Vitreoscilla stercoraria (VHb) debido a que aumenta el consumo de NADH en la cadena

respiratoria lo que conduce a una mayor actividad en el CATC (Pablos et al. 2014).

Estas estrategias reflejan la necesidad de seguir generando conocimiento sobre las vias

catabolicas de acetato y su regulacion.

Por otro lado, las otras estrategias utilizadas para mitigar el sobreflujo metabdlico en cultivos
de alta densidad celular de E. coli se centra directamente en los bioprocesos y comprenden
la modificacion del medio y/o las condiciones de operacion del cultivo. Por ejemplo, la
modificacion de temperatura, régimen de agitacion, tension de oxigeno disuelto, pH, incluso
modificar la concentracion del sustrato limitante (Eiteman & Altman 2006; Wolfe 2005; De

Mey et al. 2007).

2.5 Detoxificacion de acetato en residuos de biomasa lignocelulésica.
La biomasa lignoceluldsica es muy abundante y biorenovable en la tierra (Isikgor & Becer,
2015). A partir de ella se pueden producir una amplia gama de productos de valor agregado,
incluidos biocombustibles (como el etanol, hidrogeno, etc), diversos bioproductos como
proteina recombinante e incluso productos quimicos de importancia industrial (Irmak, S.
2017). La biomasa lignoceluldsica esta constituida principalmente por celulosa, hemicelulosa
y lignina, ademas también puede contener en pequefias cantidades grupos acetilo, minerales

y sustituyentes fenolicos (Harris, 2012 & Isikgor y Becer, 2015) (Fig. 10).
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Figura 10. Principales componentes y estructura de la lignocelulosa. a) Celulosa, b)
hemicelulosa y ¢) Lignina (Adaptada de Isikgor & Becer, 2015).

La proporcion de esos elementos varia dependiendo del origen de la biomasa lignocelulésica,

por ejemplo (Isikgor & Becer, 2015):

e Madera dura: Alamo, roble, eucalipto.

e Madera blanda: Pino, abeto Douglas, abeto.

e Residuos agricolas: Paja de trigo, casco de cebada, paja de cebada, paja de arroz,
cascaras de arroz, paja de avena, mazorcas de maiz, tallos de maiz, bagazo de cafia
de azflicar, paja de sorgo, entre otros.

e Pastos y zacate.

A continuacion, se mencionan algunas caracteristicas de los componentes principales de la

biomasa lignoceluldsica:
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Celulosa

El componente principal de la biomasa lignoceluldsica es la celulosa, y ésta a su vez forma
parte de la mitad del carbono organico en la biosfera. La celulosa esta compuesta por cadenas
lineales de glucosa conectadas por enlaces  1-4, dichas cadenas interactan entre si por
puentes de hidrogeno dando origen tanto a zonas amorfas como a zonas muy ordenadas
generando una estructura cristalina, razones por las cuales es insoluble en agua, es rigida y

presenta resistencia a ataques enzimaticos (Harris, 2012 & Isikgor y Becer, 2015) (Fig. 10

a).
Hemicelulosa

Es el segundo polimero mas abundante y tiene una estructura aleatoria y amorfa, que se
compone de varios heteropolimeros que incluyen xilano, galactomanano, glucuronoxilano,
arabinoxilano, glucomanano y xiloglucano. Su composicion varia dependiendo de su origen.
Si proviene de maderas blandas (coniferas), estd constituida principalmente por
combinaciones de galactosa, manosa y glucosa; si proviene de maderas duras (latifoliadas)

esta constituida principalmente por xilosa y glucosa (Harris, 2012; Isikgor & Becer, 2015)
(Fig. 10 b).

Lignina

Es un polimero tridimensional de unidades fenilpropanoides, funciona como pegamento
celular y proporciona resistencia a la compresion del tejido vegetal y las fibras individuales
que proporcionan resistencia contra insectos y patogenos (Harris, 2012; Isikgor & Becer,
2015). Las unidades monoméricas de fenilpropanoide correspondientes en el polimero de

lignina se identifican como unidades de p -hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringilo (S),

respectivamente (Fig. 10 ¢) (Harris, 2012; Isikgor & Becer, 2015).

La celulosa y la hemicelulosa contienen hidratos de carbono fermentables que mediante
conversion/fermentacion bioldgica pueden generar distintos productos (Chuetor et. al. 2019).
Sin en embargo, para que esto suceda se requiere fraccionar la biomasa lignoceluldsica. Ello
puede llevarse a cabo por diferentes métodos de pretratamiento, los cuales se dividen en
métodos mecanicos, quimicos, fisicoquimicos, bioldgicos, o alguna combinacion, cada uno

de ellos presenta ventajas y desventajas (Isikgor & Becer, 2015).
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Uno de los pretratamientos mas simples y por tanto mas utilizados es la hidrolisis 4cida a
altas temperaturas. Ademas de permitir la obtencion de carbohidratos fermentables, este
procedimiento tiene el inconveniente de formar subproductos derivados de la lignocelulosa,
que pueden inhibir o desactivar enzimas y biocatalizadores microbianos. Estos compuestos
toxicos incluyen derivados de furanos, compuestos fendlicos, derivados de lignina y acidos
carboxilicos (Kim 2018; Amin et al. 2017; Mills 2009). Dentro de los 4cidos organicos que
se generan se encuentran el acido acético y el acido formico, siendo el primero de ellos el
compuesto inhibidor més abundante en los hidrolizados. El acido acético se encuentra en un
intervalo de concentraciéon de 1 a 10 g/l (Mills 2009). Por ello es importante encontrar
formas de detoxificar estos hidrolizados y asi obtener un mayor rendimiento del producto de

interés en procesos biotecnoldgicos subsecuentes.

Se propone utilizar a A. schindleri ACE como agente detoxificador del 4cido acético presente
en los hidrolizados de la biomasa lignoceluldsica, o bien, entender mejor como A. schindleri
ACE metaboliza tan eficientemente este acido organico y poder transferir esas cualidades
metabolicas a otras cepas de Acinetobacter, como lo es A. baylyi ADP1 o incluso a cepas de

E. coli.

2.6 Analisis de balance de flujo (FBA).
El andlisis de balance de flujo (Flux Balance Analysis) es un método matematico utilizado

para analizar el flujo de metabolitos a través de una red metabolica, lo que hace posible
predecir la tasa de crecimiento de un organismo o la tasa de produccion de un metabolito
biotecnologicamente importante. Para ello se utilizan reconstrucciones a escala gendmica de

la red metabolica del organismo de interés, o modelos reducidos (Orth et al. 2010).

La construccion del modelo matematico del metabolismo (a escala genémica o reducido) se
inicia a partir de los balances de materia de cada metabolito interno de la red metabolica, lo
que genera un conjunto de Ecuaciones Diferenciales Ordiarias (EDO), estas se simplifican
considerando que el sistema se encuentra en estado estacionario (tasa de crecimiento

constante), al realizar esa susposicion, las EDO se reducen a un sistema lineal de ecuaciones.

Cada fila de la matriz representa una reaccion (n reacciones). Las entradas en cada columna
son los coeficientes estequiométricos de los metabolitos que participan en una reaccion. Hay

un coeficiente negativo para cada metabolito consumido y un coeficiente positivo para cada
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metabolito que se produce. Se utiliza un coeficiente estequiométrico de cero para cada

metabolito que no participa en una reaccion en particular (Orth ez al. 2010).

Debido a que el conjunto de ecuaciones lineales no tiene solucion Unica para una red de
tamafio gendmico, se plantea su soluciéon por medio de un problema de optimizacion
utilizando programacion lineal, y para resolverlo se propone el uso de una funcion objetivo
que es la velocidad de crecimiento a esta estrategia se le conoce como Balance de Flujo
Meabolico por sus siglas en ingles Flux Balance Analysis (FBA). Dependiendo de las
restricciones que se utilicen se pueden hacer diferentes andlisis, entre ellos, delecion de
genes, analisis de variabilidad que permiten evaluar la flexibilidad que tiene la red,

permitiendo asi un analisis mas robusto de la red metabdlica (Hay, J., & Schwender, J., 2011).

2.6.1Analisis de variabilidad de flujo
El analisis basado en restricciones de redes estequiométricas permite la simulacion de estados

de flujo celular bajo un estricto balance de masa de todos los metabolitos celulares (Hay, J.,
& Schwender, J., 2011), sin embargo, los patrones de flujo intracelular predichos por la
optimizacion lineal empleados en FBA no son unicos, pueden existir muchos escenarios de
flujo posibles y alternativos que pueden operar con la misma optimizacidn, para ello, el
espacio de soluciones puede explorarse mediante varios métodos, uno de ellos es conocido
como analisis de variabilidad de flujo (FVA) que permite identificar para cada reaccion el

rango de valores de flujo permitidos en la optimizacion (Hay, J., & Schwender, J., 2011).

FVA se utiliza para encontrar el flujo minimo y maximo de reacciones en la red mientras se
mantenga algiin estado de la red. Las aplicaciones de FVA para la biologia de sistemas
moleculares incluyen, entre otras, la exploracion de Optimos alternativos, el estudio de
distribuciones de flujo en un crecimiento subdptimo, investigacion de la flexibilidad y la

redundancia de la red (Gudmundsson, S., & Thiele, 1., 2010).

2.6.2 Eliminacion in silico de genes.
El anélisis de knockout se a convertido en una técnica importante para el estudio de las redes

metabolicas y en la ingenieria metabolica ya que la elminacon de un gen o algunos genes en
conjunto pueden repercutir de manera directa en toda la red metablica pudiendo generarse al
menos 3 casos. a) Generar mas biomasa y/o producto deseado, b) Disminuir la generacion de

biomasa y/o producto c) Que la delecion sea letal para el microorganismo y una séla delecion
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sea suficiente para que el microorganismo sea incapaz de crecer bajo ciertas condiciones

fisiologicas (Goldstein & Bockmayr, 2015, Tomar, N., & De, R. K. 2013).

La evaluacion global de la delecion de genes particulares en microorganismos se puede
realizar tanto experimentalmente como in silico, una forma practica es evaluar mediante FBA
las deleciones in silico, estas deleciones puden llegar a describir el impacto de cada posible
knockout de reaccion en una red metabdlica, pudiendo elegir genes importantes dentro del
metabolismo del microorganismo de interés 'y después poder comprobarlo

experimentalmente, (Goldstein & Bockmayr, 2015, Tomar, N., & De, R. K. 2013).

2.7 Analisis bioinformatico de proteinas.
La bioinformatica es un campo de la ciencia en la que convergen diversas disciplinas como

las matematicas aplicadas, estadistica, inteligencia artificial, quimica, bioquimica,
informatica y las tecnologias de la informacion. Se ocupa del desarrollo y aplicacion de datos
analiticos y métodos teodricos, modelado matematico y técnicas de simulacion por
computadora para estudiar sistemas bioldgicos. Su objetivo es facilitar el descubrimiento de
nuevas ideas biologicas, asi como crear perspectivas globales a partir de las cuales se pueden
discernir principios unificadores en biologia. Se pueden realizar analisis y caracterizacion de
moléculas bioldgicas, en particular proteinas, que juegan un papel importante en todos los
procesos celulares y evolutivos de los organismos (Herndndez-Dominguez, E. M. et al,
2019). En las tltimas décadas, las tecnologias de secuenciacion denominadas de proxima
generacion, en conjunto con la bioinformatica han facilitado la recoleccion y analisis de gran
cantidad de datos gendmicos, transcriptdémicos, protedmicos y metabolomicos de diferentes
organismos que han permitido predicciones sobre la regulacion de la expresion,
transcripcion, traduccidn, estructura y mecanismos de accion de las proteinas, asi como la
homologia, mutaciones y procesos evolutivos que generan cambios estructurales y
funcionales a lo largo del tiempo (Herndndez-Dominguez, E. M. et al, 2019). La
bioinformatica abarca dos campos de aplicacion complementarios entre si; éstos incluyen el
desarrollo de herramientas informaéticas y bases de datos, y su aplicacion en la generacion de
conocimiento bioldgico para comprender mejor los sistemas vivos (Hernandez-Dominguez,
E. M et al, 2019). Los programas pueden hacer uso de bases de datos. Algunas de acceso

abierto para la investigacion académica y otras bajo el pago de una licencia que han sido
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creadas con informacién en constante crecimiento y gestionada por instituciones de diversos

sectores.

En el presente proyecto se utilizaron diversas herramientas bioinformaticas para caracterizar
las propiedades estructurales relacionadas con la funcion biologica de las proteinas Icdh, Icl
y GlcB de 4. schindleri ACE y de E. coli utilizando analisis a nivel de estructura primaria,

secundaria, terciaria y cuaternaria.
Las bases de datos, servidores y herramientas que se utilizan se encuentran en el Anexo I.

2.7.1 Alineamiento de secuencias.
Los alineamientos de secuencias son fundamentales para la identificacion de genes, la
construccion de filogenia, el modelado de estructura de proteinas, el disefio de proteinas y la
anotacion funcional de proteinas (Marti-Renom et al. 2004). Existen distintos tipos de

alineamientos:

De acuerdo con el numero de secuencias a alinear:

> Pareado (dos secuencias)

> Multiple (mas de dos secuencias)
De acuerdo con la region a alinear:

> Local (subregion de la secuencia)

> Global (secuencia completa)

A partir de dichos alineamientos es posible encontrar la similitud, la identidad o la homologia
entre las secuencias de interés. Se considera que dos secuencias son homologas cuando
comparten un origen evolutivo y tienen un porcentaje de identidad mayor al 30% para

residuos de aminodcidos (Pearson W. R. 2013).

Existen distintas herramientas y algoritmos que permiten hacer el alineamiento de
secuencias; uno de ellos es el alineamiento multiple de secuencias con el algoritmo de Clustal
Omega en la plataforma de EMBL-EBI (Madeira et al, 2019). Esta herramienta utiliza
métodos de alineacion progresiva, es decir, aquellas con mejor puntuacion de alineacion se

alinean primero, luego se retinen grupos de secuencias progresivamente mas distantes hasta
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que se obtiene una alineacion global. El algoritmo comienza calculando una matriz de
distancia aproximada entre cada par de secuencias basandose en puntuaciones de alineacion
de secuencias por pares. Estas puntuaciones se calculan utilizando los parametros de
alineacion por pares para ADN y secuencias de proteina. Después el algoritmo utiliza el
método de union de vecinos con enraizamiento de punto medio para crear un arbol guia que
se utiliza para generar una alineacion global. El arbol guia sirve como una plantilla
aproximada para los clados que tienden a compartir caracteristicas de insercion y
eliminacion, lo que generalmente proporciona un resultado cercano al optimo, especialmente
cuando el conjunto de datos contiene secuencias con diversos grados de divergencia por lo

que el arbol guia es menos sensible al ruido (Higgins D et al. 1994).

Las secuencias de aa que se utilizan en este tipo de analisis pueden venir de distintas bases
de datos, como la Universal Protein Resource (UNIPROT) (Bateman et al/, 2021). Esta base
de datos es un recurso completo para la secuencia de proteinas y los datos de anotacion en la
que colaboran el Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI) (Lopez, R. 2008)., el
Instituto Suizo de Bioinformatica SIB y el Protein Information Resource (PIR). Otra base de
datos 1til es el KEEG por sus siglas en inglés que significan Kyoto Encyplopedia of Genes
and Genomes (Kanehisa, M., & Goto, S. 2000).

2.7.2 Arboles filogenéticos.
Un arbol filogenético puede definirse como un arbol etiquetado con hojas que representan la
historia evolutiva de un conjunto de taxones, ya sea con o sin raiz (Huson, D. H., & Bryant,
D.,2006). El concepto de red filogenética es otro término utilizado para representar cualquier
red en la que los taxones estan representados por nodos y sus relaciones evolutivas estan
representadas por bordes; en el caso de los arboles filogenéticos, los bordes se denominan
ramas (Huson, D. H., & Bryant, D.,2006). La relacion evolutiva de un conjunto de taxones
suele estar representada por un arbol filogenético, y este modelo ha facilitado enormemente
la discusion y prueba de hipotesis (Huson, D. H., & Bryant, D.,2006). Existen distintos
softwares para crear arboles filogenéticos, como lo es Jalview (Waterhouse AM et al, 2009).
Este programa hace el calculo de arboles a partir de alineamientos de secuencias. De manera
particular, los arboles se generan a partir de un alineamiento completo usando una de dos

medidas de distancia y construyendo el arbol a partir de uno de dos algoritmos.
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Medidas de distancia: Los arboles se calculan sobre la base de una medida de similitud entre

cada par de secuencias en la alineacion:

PID: El porcentaje de identidad entre las dos secuencias en cada posicion alineada,
PID considera el numero de simbolos sin espacios alineados equivalentes
multiplicados por 100 y se divide entre el nimero minimo de posiciones sin espacios
en cualquiera de ambas secuencias). Este nimero refleja el nimero de bases o
residuos idénticos por cada 100 pares de bases o residuos.

BLOSUMG62, PAM250, DNA: Estas opciones utilizan una de las matrices de
sustitucion disponibles para calcular una suma de puntuaciones para los pares de
residuos en cada posicion alineada.

Similitud de caracteristicas de secuencia: Estos arboles se construyen a partir de la
matriz de distancia entre las caracteristicas de secuencia observadas en cada columna

de la alineacion.

Métodos de construccion de arboles que emplea Jalview:

Este programa utiliza dos métodos de agrupacion aglomerativa:

UPGMA tree: UPGMA significa método de grupos de pares no ponderados
utilizando promedios aritméticos. Los clusteres se forman y amplian de forma
iterativa al encontrar una secuencia 0 miembro con la menor disimilitud promedio
entre los miembros del cluster.

Neighbour Joining o arbol de union de vecinos: Este método aplica un algoritmo

para encontrar el arbol con las ramas mas cortas.

2.7.3 Prediccion de estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de proteinas.

La prediccion de la estructura 3D de proteinas a partir de su secuencia de aminoacidos es uno

de los problemas sin resolver mas importantes de la biofisica y la biologia computacional

(Haiyou et al. 2018). Sin embargo, es un area que se ha ido desarrollando en gran medida

desde finales del siglo XX. Por ejemplo, en 1973 Anfisen demostré que toda la informacién

que una proteina necesita para plegarse correctamente esta codificada en su secuencia de

aminoacidos (llamado dogma de Anfinsen); ésta determina la composicion molecular basica

de la proteina y su estructura nativa corresponde a la conformacion mas estable con la menor
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energia libre. Sin embargo, es complejo incluir las interacciones que la proteina puede tener
con las moléculas de disolvente circundantes, ademas de que el espacio conformacional es
enorme y dificil de predecir (Haiyou et al. 2018). Por ello, se han propuesto distintos
enfoques para hacer predicciones de plegamiento. Uno de ellos se basa en tomar como
plantilla una estructura homologa resuelta del Protein Data Bank (PDB); este es un método
conocido como reconocimiento de subprocesos o pliegues que hacen coincidir la secuencia
objetivo con estructuras homologas cercanas y distantes basadas en alglin algoritmo, y toma
las mejores coincidencias como plantilla estructural. Tanto el modelado de homologia basado
en la comparacion de secuencias como los métodos de enhebrado basados en el
reconocimiento de dominios o sectores de plegamiento, pueden denominarse métodos de
prediccion de estructura basados en plantillas (Haiyou ef al. 2018) y representan uno de los
enfoques mas utilizados por algunos servidores que prestan el servicio de prediccion de

estructura 3D de proteinas.

En el presente proyecto se utilizardn dos servidores para la prediccion de estructuras

tridimensionales.:
I-TASSER.

El servidor llamado Iterative Threading ASSEmbly Refinement (I-TASSER (J Yang et al.
2015, ARoy et al. 2010 & Y Zhang, 2018) tiene un enfoque jerarquico para la prediccion de
la estructura de proteinas y la anotacion de funciones basadas en el plegamiento. De manera

general tiene el siguiente procedimiento:

1. Identifica las plantillas estructurales del PDB mediante el enfoque de multiples
subprocesos ocupando un servidor de meta-hilos local (Local Meta-Threading Server
(LOMETS), esto es para una secuencia determinada LOMETS genera modelos 3D
mediante la recopilacion de plantillas estructurales de alta puntuacion de 11
programas de subprocesos instalados localmente (Cethreader, FFAS3D, Hhpred,
Hhsearch, MUSTER, Neff-MUSTER, PPAS, PRC, PROSPECT2, SP3 y SparksX).
Luego esas plantillas se conjuntan con modelos atdmicos de longitud completa
construidos mediante simulaciones iterativas de ensamblaje de fragmentos basadas

en plantillas.
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2. Se obtiene informacion sobre la funcion del objetivo volviendo a relacionar los
modelos 3D a través de la base de datos de funciones de proteinas BioLip, la cual es
una base de datos curada semi-manualmente para interacciones ligando-proteina de
alta calidad y biologicamente relevantes, lo que permite hacer una deteccion de

ligando virtual y anotacion de la funcion de la proteina.

Cabe resaltar que I-TASSER se clasificé como el servidor numero 1 para la prediccion de
muchas estructuras (J Yang et al. 2015, A Roy et al. 2010 & Y Zhang, 2018). El servidor

estd en desarrollo activo con el objetivo de seguir utilizando algoritmos de Gltima generacion.
SWISS MODEL.

Es un servidor de modelado de homologia de estructuras de proteinas totalmente
automatizado. Es accesible a través del servidor web Expasy o desde el programa DeepView
(Swiss Pdb-Viewer). Su funcionalidad incluye el modelado de complejos homo vy
heteroméricos a partir de las secuencias de aminoacidos; este es uno de los servidores de

modelado de estructuras mas utilizados en el mundo (Waterhouse et al, 2018).

El flujo de trabajo general de SWISS MODELse basa en un modelado comparativo y consta

de los siguientes pasos (Waterhouse ef al, 2018):

1. Datos de entrada: La proteina diana se puede proporcionar como secuencia de
aminoacidos, ya sea en formato FASTA, Clustal o como texto sin
formato. Alternativamente, se puede especificarun codigo de acceso de
UniProtKB. Si la proteina diana es heteromérica, es decir, consta de diferentes
cadenas de proteinas como subunidades, se deben especificar secuencias de
aminoacidos o cddigos de acceso UniProtKB para cada subunidad.

2. Busqueda de plantillas: Los datos proporcionados en el paso 1 sirven como consulta
para buscar estructuras proteicas relacionadas con la evolucion frente a la biblioteca
de plantillas SWISS-MODEL SMTL. SWISS-MODEL realiza esta tarea utilizando
dos métodos de busqueda en la base de datos: BLAS, que es rapido y suficientemente
preciso para plantillas estrechamente relacionadas, y Hhblits, que agrega sensibilidad

en caso de homologia remota.
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3. Seleccion de plantilla: Cuando se completa la busqueda de la plantilla, las plantillas
se clasifican de acuerdo con la calidad esperada de los modelos resultantes, segun lo
estimado por la Estimacion de la calidad del modelo global (GMQE) y la Estimacion
de la calidad de la estructura cuaternaria (QSQE). Las plantillas y alineaciones mejor
clasificadas se comparan para verificar si representan estados conformacionales
alternativos o cubren diferentes regiones de la proteina objetivo. En este caso, se
seleccionan automaticamente varias plantillas y se crean diferentes modelos en
consecuencia. Para brindar al usuario la opcion de utilizar plantillas alternativas a las
seleccionadas automaticamente, todas las plantillas se muestran en forma de tabla con
un conjunto descriptivo de caracteristicas. Ademas, las vistas graficas interactivas
facilitan el andlisis y la comparacion de las plantillas disponibles en términos de sus
estructuras tridimensionales, similitud de secuencia y caracteristicas de estructura
cuaternaria.

4. Construccion de modelos: Para cada plantilla seleccionada, se genera
automaticamente un modelo de proteina 3D transfiriendo primero las coordenadas
del 4tomo conservadas segun lo definido por la alineacién objetivo-plantilla. Las
coordenadas de residuos correspondientes a inserciones / deleciones en la alineacion
se generan mediante modelado de bucle y se obtiene un modelo de proteina de atomo
completo  construyendo las cadenas laterales de aminodcidos no
conservadas. SWISS-MODEL se basa en el marco de biologia estructural
computacional de OpenStructure y el motor de modelado ProMod3 para realizar este
paso.

5. Estimacion de la calidad del modelo: Para cuantificar los errores de modelado y
proporcionar estimaciones sobre la precision esperada del modelo, SWISS-MODEL
se basa en la funcion de puntuacion QMEAN. El cual utiliza potenciales estadisticos
de fuerza media para generar estimaciones de calidad global y por residuo. Las
estimaciones de calidad local se mejoran mediante restricciones de distancia por pares
que representan informacién de conjunto de todas las estructuras de plantilla

encontradas.
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Adicionalmente, los usuarios expertos pueden cargar directamente alineaciones de secuencia
de plantilla de destino personalizadas, estructuras de plantilla o archivos de proyecto

DeepView en formularios de entrada separados (Waterhouse et al, 2018).
Pruebas de validacion de modelos 3D con SAVES v6.0.

Ademas de los algoritmos propios de los softwares antes mencionados, existen otros
servidores como SAVES v6.0 (Colovos, C., & Yeates, T.O. 1993, Bowie et al., 1991, Luethy
et al., 1992) que evaluan la calidad de la prediccion de las proteinas, considerando diversos

parametros, este servidor se basa en el analisis y aprobacion de 6 variables:

1. Verificacion 3D: Determina la compatibilidad de un modelo atémico 3D con su
propia secuencia de aminoacidos, asignando una clase estructural en funcion de su
ubicacion y entorno (alfa, beta, si es polar, no polar, etc), compardndolas con

estructuras consideradas adecuadas.

2. Errat: Analiza las estadisticas de interacciones no enlazadas entre diferentes tipos de
atomos y traza el valor de la funcion de error frente a la posicion de una ventana
deslizante de 9 residuos, calculada mediante una comparacion con estadisticas de

estructuras altamente refinadas.

3. Probar: Calcula los volumenes de 4&tomos en macromoléculas utilizando un algoritmo
que trata a los atomos como esferas duras y calcula una desviacion estadistica Z-score
para el modelo de PDB altamente resuelto (2 A o mejor) y refinado (factor R de 0.2

o mejor) de estructuras depositadas.

4. Procheck: Comprueba la calidad estereoquimica de la estructura de una proteina
mediante el analisis de la geometria, residuo por residuo y la geometria de la

estructura general.

5. Whatcheck: Derivado de un subconjunto de herramientas de verificacion del
programa de verificacion de proteinas del programa Whatif, lo cual realiza un control

exhaustivo de muchos pardmetros estereoquimicos de los residuos en el modelo.

6. Cryst: Este programa busca en el PDB entradas que tengan una celda unitaria similar

a su archivo de entrada, se requiere registro CRYST1.
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2.7.4 Mapeo de la zona de interfase con Getcontacts.

Un mapeo de la zona de interfase entre subunidades de proteinas permite clasificar
interacciones entre los limites de las proteinas. Dado que la interfaz puede estar definida por
una superficie que separa las dos proteinas, es posible crear un mapa de interaccion que
permita realizar comparaciones en 2D. Este analisis se utiliza cuando las proteinas a estudiar
tienen un estado oligomérico distinto a un mondémero, por ejemplo, que se encuentre como

homodimero u homotetramero.

En el presente proyecto se utilizara Getcontacts que es un sitio de analisis de interaccion para

estructuras y conjuntos moleculares.

3. OBJETIVOS.
3.1 OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar in silico a las enzimas que toman parte en las vias de asimilacion de acetato y el

nodo del isocitrato en A. schindleri ACE a nivel estructural y de flujos de carbono.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Efectuar un analisis de eliminacion in silico de los genes ackA-pta 'y acs, y evaluar su
efecto en la distribucion de flujos de carbono y en el valor de la & en el modelo de 4.
schindleri ACE y de E. coli IM101 empleando acetato como fuente de carbono.

2. Llevar a cabo un andlisis de modulacion de las actividades de la isocitrato
deshidrogenasa (Icdh) y la isocitrato liasa (Icl), y evaluar su efecto en la distribucion
de flujos y la p en el modelo de A. schindleri ACE y de E. coli JIM101 empleando
acetato como fuente de carbono.

3. Realizar un analisis de variabilidad de flujo de Icdh e Icl en A. schindleri ACE y E.
coli IM101 empleando acetato como fuente de carbono.

4. Caracterizar las propiedades estructurales relacionadas con la funcioén biologica de
las Icdh de A. schindleri ACE y de E. coli utilizando diversos analisis a nivel de
estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas.

5. Caracterizar las propiedades estructurales relacionadas con la funcidon bioldgica de
las Icl de 4. schindleri ACE y de E. coli utilizando diversos analisis a nivel de

estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas.
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6. Caracterizar las propiedades estructurales relacionadas con la funcidon bioldgica de
las GlcB de A. schindleri ACE y de E. coli utilizando diversos analisis a nivel de

estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

1. (Coémo es la redistribucion de flujos metabolicos al deletar in silico los genes ackA y
acs en un modelo metabolico reducido?

2. (Cbémo es la redistribucion de flujos metabolicos al modular in silico las actividades
de Icdh e Icl en un modelo metabdlico reducido?

3. (Es posible identificar in silico las caracteristicas estructurales de las enzimas Icdh,
Icl y GlcB de A. schindleri ACE? De ser asi, ;estas caracteristicas estructurales

permiten explicar algunas de las diferencias en funcién/regulacion de las enzimas de

A. schindleri ACE respecto a las de E. coli?

5. HIPOTESIS.
El analisis de flujos metabdlicos in silico junto con la diferenciacion estructural de las
enzimas Icdh, Icl y GlcB contribuiran a la comprension del catabolismo acelerado de acetato

que presenta 4. schindleri ACE en comparacion con E. coli.

6. MATERIALES Y METODOS.
6.1 Analisis de balance de flujo (FBA).

Se utiliz6 una version reducida del modelo metabolico a escala gendmica de E. coli 1AF1260,
con una ecuacion de biomasa simplificada (Orth et al. 2014; Sigala ef al. 2019). Esta version
contiene 82 reacciones que incluyen las principales reacciones del metabolismo del carbono
central, algunas reacciones del sistema de transporte de electrones, transporte de acetato,

reacciones anaplerdticas y asimilacion de amoniaco, entre otras (Sigala ef al. 2019).

Por otra parte, se utilizé el modelo metabolico de 4. schindleri ACE basado en la version
reducida de E. coli 1AF1260, tal cual se encuentra descrito en Sigala et al. 2019. En ese
modelo se eliminaron las reacciones del metabolismo de carbono central que estan ausentes
en el genoma de A. schindleri ACE. Por ejemplo, glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH),

gluconato 6 fosfato deshidrogenasa (GND), enzimas de la via de las pentosas fosfato (PPP),
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piruvato cinasa, 6-fosfofructocinasa y el sistema de fosfotransferasa (PTS) de transporte de

glucosa. Por lo tanto, el modelo final contiene 71 reacciones (Sigala et al. 2019).

Se tomaron en cuenta algunos valores cinéticos de los experimentos de Sigala y

colaboradores (2019) en los que E. coli IM101 y A. schindleri ACE crecen utilizando acetato

como Unica fuente de carbono (Tabla 1).

Tabla 1: Datos cinéticos de E. coli IM101 y A. schindleri ACE (Sigala et al. 2019).

Cepa
Parametro E. coli IM101 A. schindleri ACE
wu (hh) 0.33 +0.008 0.93 +£0.02
Yxs (goew Zace™) 0.29 £0.05 0.58+0.02
quce (Zace goew ' h) 1.11+0.14 1.60 +0.10
go2 (mmolO;z gpew 'h) 15.38+1.09 14.06 + 1.19
gco2 (mmolCO; gpew'h!) 14.1+1.21 12.07 £0.55
RQ (mmolcommoloy™) 0.92 +0.01 0.86 £0.03

Se empled el software Matlab 2020b para resolver el problema de programacion lineal para

la red metabodlica simplificada de los dos modelos. En ambos casos se utilizo la funcion

linprog, la cual resuelve un problema de optimizacion utilizando programacion lineal; para

A. schindleri ACE se utiliz6 el agoritmo “dual-simplex”, mientras que para E. coli JIM101 el

algoritmo “interior-point”. Estos algoritmos se ocuparon con la finalidad de lograr una

solucion factible. Se resolvi6 el problema utilizando como funcidn objetivo la generacion de

biomasa (maximizando) o bien, maximizando el consumo de acetato para observar de una

mejor manera como cambia la distribucion de los flujos metabdlicos bajo las condiciones

descritas en la Figura 11.
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Analisis de Balance de Flujo (FBA)

Datos experimentales
disponibles:
Ver en tabla 1

Eliminacion in silico de los genes ackA
y acs en el modelo de E. coli IM101 y
A. schindleri ACE.

Analisis de sensibildad de Icdh e Icl en
el modelo de E. coli IM101 y A.
schindleri ACE.

1. A. schindleri ACE:
-Restricciones: Flujo de 0 en ack4, flujo de
0 en acs:

-Funcién objetivo: Maximizando generacion
de bimasa
-Sin restriccion de CO; ni Os.

2. E. coli IM101:
Restricciones: Flujo de 0 en ackA, flujo de 0
en acs, valores de CO,, O, experimentales:
-Funcion objetivo: Maximizando generacion
de bimasa.

Analisis de variabilidad de flujo de
Icdh e Icl en el modelo de E. coli
IM101 y A. schindleri ACE.

Modulacion de la actividad de Icdh e Icl en
A. schindleri ACE y E. coli IM101:
Funci6n objetivo: Maximizando generacion
de biomasa.

Restricciones: Variando flujo de Icdh o Icl,
manteniendo fijo consumo de acetato.
Sin restriccion de CO; ni Os.

Funcion objetivo 1: Maximizar flujo de Icdh
o Icl (enzima a estudiar).

Funcion objetivo 2: Minimizar flujo de Icdh
o Icl (enzima a estudiar).
Restricciones: Valores experimentales de la u
para ambas bacterias
FVA: Obtencion de la diferencia entre lo
obtenido de la funcion objetivo 1 y la funcion
objetivo 2.

Figura 11. Diagrama de flujo de la metodologia del analisis de FBA para E. coli IM101 y A. schindleri ACE. * Se toman como flujos
control los flujos para E. coli IM101 y A. schindleri ACE publicados por J. Sigala y colaboradores, 2019.
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6.2 Analisis bioinformatico de proteinas:

6.2.1 Estudio de las Icdh de A. schindleri ACE y E. coli a nivel de estructura
primaria, secundaria y terciaria.

La enzima isocitrato deshidrogenasa cataliza la reaccion mostrada en la ecuacion 3:
Isocitrato + NADP* = a-cetoglutarato + CO2 + NADPH .......................... (Ec. 3)

En la naturaleza existen dos tipos de Icdh seglin su especificidad, dependientes de NAD" y
dependientes de NADP". Se diferencian 3 subfamilias filogenéticas entre todas las Icdh

(Wang, et. al. 2018);

e Tipo I: Se pueden encontrar en diferentes estados oligoméricos: homodiméricos,
homo-tetraméricos, hetero-oligoméricos. Tienen una longitud alrededor de 400 aa y
se encuentran en arqueas, bacterias y mitocondrias.

e Tipo II: Se encuentran como homodiméros y tienen una longitud alrededor de 400 aa.

e Tipo III: Se encuentran como mondmeros u homodiméros, con una longitud cercana

a los 740 aa.

Aunque los Icdh de las subfamilias de tipo I y II comparten un numero aproximado de
aminodcidos y una topologia similares, sus porcentajes de identidad de secuencia primaria
son menores al 15% (Wang, et. al. 2018). La Icdh de E. coli pertenece a la subfamilia I
mientras la Icdh de A4. schindleri ACE pertenece a la subfamilia III.

En el presente proyecto se tomaron las secuencias en formato FASTA de aminodcidos (aa)

de dos bases de datos, KEEG y UNIPROT.

- Las secuencias de las enzimas Icdh, Icl y GlcB de A. schindleri ACE se tomaron del
genoma publicado en el KEEG cuya URL se encuentra a continuacion
https://www.genome.jp/kegg-bin/show organism?org=asj

- Parala recopilacion de las secuencias de las Icdh del género Acinetobacter se utilizo
la base de datos UNIPROT. La seleccion de las secuencias a estudiar se presenta en

la Figura 12. La Icdh de E. coli se toma de UNIPROT (ID: P08200).
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BASE DE DATOS: UNIPROT

l

Filtros de bisqueda:

Name: isocitrate dehydrogenase — 1254 resultados

Organism: Acinetobacter

l

Restriccion adicional:

» 721 resultados

Protein name

l

Icdh-I (400 aa): 370 secuencias 20 fragmentos de secuencias

Icdh-1lI (=740 aa): 351 secuencias 313 secuencias sp

A 4

Se toma una secuencia de cada tipo de ICDH por
cada especie (65 especies)

Icdh-I (=400 aa): 51 secuencias

Icdh-lIl (=740 aa): 60 secuencias

Figura 12. Diagrama de flujo de recopilacion de secuencias Icdh-I e Icdh-III del género
Acinetobacter.

54



El nombre e ID de las secuencias Icdh que se seleccionaron se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Icdh-I e Icdh-III analizadas de 64 especies del género Acinetobacter y la secuencia
de la Icdh de E. coli, *Las secciones en gris indican que la bacteria no tiene en su genoma

esa proteina.

Icdh-
Organismo ID Icdh-I |ID 11 (740
(400 aa) aa)
1| Escherichia_coli_strain K12 P08200 416
2 | Acinetobacter baumannii V5VAJ9 418 V5VCIO 745
3| Acinetobacter pittii AOA0Q1IVGS2 418 | AOAO0OQIVEWS 745
4| Acinetobacter calcoaceticus AO0A4467ZH72 418 AO0A4467H64 745
5 | Acinetobacter johnsonii AOA380TZ27 417 | AOA380U136 743
6 | Acinetobacter oleivorans AO0AOB2UAU6 418 | AOAOB2USX4 745
7 | Acinetobacter guillouiae AOAG6ATIRXK3 418 | AOAQ77L736 743
Acinetobacter tjernbergiae DSM
814971 V2W(C92 418 | V2V554 743
9 | Acinetobacter gingfengensis AOA1E7QYP3 745
10 | Acinetobacter chinensis AOA3B7M3H2 417 | AOA3B7M389 743
Acinetobacter baylyi (strain Q6FCZ2
11 | ATCC 33305/ BD413 / ADP1) 436 | Q6FCZ5 743
12 | Acinetobacter venetianus AOA150HYO93 418 | AOA150HXR2 743
13 | Acinetobacter haemolyticus AOA1L6KPI1 418 | AOA1L6KP77 743
AsACE_CHO0104
14 | Acinetobacter schindleri ACE 3 745
15 | Acinetobacter junii AO0A380U143 418 | AOASP1B616 743
16 | Acinetobacter nosocomialis AOA241YHNS 418 |K9BDWI1 745
17 | Acinetobacter Iwoffii AO0A2KS8UQE4 418 | AOA4Y3IXY2 743
18 | Acinetobacter proteolyticus AOA2NOWDS89 418 | AOA653K4A0 743
19 | Acinetobacter bereziniae AOAOASTISY 418 | AOAS5SC4TV04 743
20 | Acinetobacter beijerinckii CIP N9DZ37 418 N9F773 743
21| Acinetobacter indicus AOA21.2J115 418 | AOA6COXZPO 745
Acinetobacter gerneri DSM N8ZEE7
22 | 14967 N8YBSS8 417 745
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https://www.uniprot.org/uniprot/V5VAJ9
https://www.uniprot.org/uniprot/V5VCI0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0Q1VG52
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0Q1VEW8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A446ZH72
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A446ZH64
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A380TZ27
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A380U136
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0B2UAU6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0B2U5X4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6A1RXK3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A077L736
https://www.uniprot.org/uniprot/V2WC92
https://www.uniprot.org/uniprot/V2V554
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E7QYP3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3B7M3H2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3B7M3S9
https://www.uniprot.org/uniprot/Q6FCZ2
https://www.uniprot.org/uniprot/Q6FCZ5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A150HY93
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A150HXR2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1L6KP91
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1L6KP77
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1P8PIV8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1P8PIV8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A380UI43
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5P1B616
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A241YHN8
https://www.uniprot.org/uniprot/K9BDW1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2K8UQE4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Y3IXY2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2N0WD89
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A653K4A0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A8TIS9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5C4TV04
https://www.uniprot.org/uniprot/N9DZ37
https://www.uniprot.org/uniprot/N9F773
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2L2J1I5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6C0XZP0
https://www.uniprot.org/uniprot/N8YBS8
https://www.uniprot.org/uniprot/N8ZEE7

23 | Acinetobacter soli AOA1PSEIB3 744
24 | Acinetobacter gyllenbergii AOA1BSUC61 418 | AOAIB8UC39 743
25 | Acinetobacter bouvetii AO0A4Q7AVS3 417 | A0A4V2DPD7 744
26 | Acinetobacter tandoii AOAS515BGR7 743
27| Acinetobacter radioresistens AOA2T1J3P6 418 | AOA2T1J3B9 745
28 | Acinetobacter bohemicus AOA1I6NS20 417 | AOA1I6NSI3 743
29 | Acinetobacter rudis CIP 110305 S3P031 745
Acinetobacter brisouii CIP
30110357 V2URM3 418 | V2UMTS 743
31 | Acinetobacter lactucae REYWW7 418 |R8YW37 745
32| Acinetobacter parvus DSM N8QE76 418 | NSRRW4 743
33| Acinetobacter towneri AOA1ESE4GS 744
Acinetobacter parvus DSM
34116617 N8QE76 418 |N8RRW4 743
35| Acinetobacter colistiniresistens | N9RAZ2 418 |N9PRVO 743
36 | Acinetobacter larvae AOA1B2M09%4 417 | AOA1B2MOU4 743
37| Acinetobacter equi AOAON9OW421 743
38 | Acinetobacter ursingii AOA2N6VDI1 419 | AOA3G9G4K4 743
39 | Acinetobacter seifertii N§S9R2 AOASE9PICS 418 N8S9R2 745
40 | Acinetobacter variabilis _ NINSV9 745
41 | Acinetobacter defluvii AO0A2S2FG49 418 | AOA2S2FBA4 744
42 | Acinetobacter wuhouensis AO0A385C1S2 418 | AOA385C363 743
43 | Acinetobacter cumulans AOA3ABG2T7 744
44 | Acinetobacter gandensis AOA1ATRDGS 417 | AOATATRS50 744
45 | Acinetobacter idrijaensis AOA098Y7F3 418 | AOA098YID3 743
46 | Acinetobacter pseudolwolffii AOA2HIYPQ4 743
47 | Acinetobacter celticus AO0A1C3CUD5S 743
48 | Acinetobacter pragensis AOA151X764 417 | AOA151XYC6 744
49 | Acinetobacter marinus AOA1G6GMO8 418 | AOA1IG6MOX6 743
50| Acinetobacter kookii AOA1G6IGA9 417 | AOAIGO6N215 743
51| Acinetobacter populi AO0A17970A0 418 | AOA1Z9YZ9%4 745
52 | Acinetobacter kyonggiensis AOA1H3G4S0 417 | AOATH3GS5F1 743
53 | Acinetobacter puyangensis AO0A240E696 417 | AOA240E5P9 745
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https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1P8EIB3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B8UC61
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B8UC39
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q7AV53
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4V2DPD7
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A515BGR7
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2T1J3P6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2T1J3B9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I6NS20
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I6NS13
https://www.uniprot.org/uniprot/S3P031
https://www.uniprot.org/uniprot/V2URM3
https://www.uniprot.org/uniprot/V2UMT8
https://www.uniprot.org/uniprot/R8YWW7
https://www.uniprot.org/uniprot/R8YW37
https://www.uniprot.org/uniprot/N8QE76
https://www.uniprot.org/uniprot/N8RRW4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E8E4G8
https://www.uniprot.org/uniprot/N8QE76
https://www.uniprot.org/uniprot/N8RRW4
https://www.uniprot.org/uniprot/N9RAZ2
https://www.uniprot.org/uniprot/N9PRV0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B2M094
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B2M0U4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0N9W421
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2N6VDI1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3G9G4K4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5E9PIC8
https://www.uniprot.org/uniprot/N8S9R2
https://www.uniprot.org/uniprot/N9NSV9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2S2FG49
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2S2FBA4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A385C1S2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A385C363
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8G2T7
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1A7RDG8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1A7R550
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A098Y7F3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A098YID3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2H9YPQ4
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C3CUD5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A151XZ64
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A151XYC6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6GM08
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6M0X6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6IGA9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6N215
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9Z0A0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9YZ94
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1H3G4S0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1H3G5F1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A240E696
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A240E5P9

54 | Acinetobacter guerrae AOA3ASEMUS3 419 | AOA3ASEIP8 743
55 | Acinetobacter dispersus AOA6PILHMI1 417 | AOA6PILFNI 743
56 | Acinetobacter sichuanensis AO0A371YVI6 418 | AOA371YTKS 743
57 | Acinetobacter albensis AO0A1C4AGSD5 417 | AOA1CAGSA2 745
58 | Acinetobacter halotolerans A0A4Q6XH14 418 | AOA4Q6XAA0Q 743
59 | Acinetobacter wanghuae AOASQOPOW3 744
60 | Acinetobacter piscicola A0A4Q4GZ02 417 | AOA4Q4GZBI1 744
61 | Acinetobacter lanii AO0A6GESS5YS 418 | AOA6G8S2Q8 745
62 | Acinetobacter shaoyimingii AOA6GSRUJT 418 | AOA6GSRWTS 744
63 | Acinetobacter nectaris V2TQ73 418

64 | Acinetobacter boissieri AOA1G6HSF9 417

65 | Acinetobacter apis AOA217EF45 417

Las secuencias de las Icdh mostradas en la tabla 2 se utilizaron para hacer alineamientos,

dendogramas, mapeo de la zona de interfase, entre otros analisis.

Para los alineamientos de secuencia, a la secuencia 11 que pertenece a Acinetobacter baylyi
se le eliminaron los primeros 18 aa debido a que se encontraban lejanos al sitio catalitico y
no es una region de interés en este estudio. Se empleo el servidor Clustal Omega Multiple

Sequence Alignment < EMBL-EBI.

Prediccion de la estructura tridimensional de la Icdh de ACE

La tnica secuencia dilucidada de las Icdh del género Acientobacter pertenece a la Icdh de A.
baumannii, esta se encuentra resuelta como homodimero, es la primera estructura dimérica
que se ha informado que se origin6 a partir de las Icdh de la subfamilia IIT (Wang et al. 2018).
Ademas, se verifica su clasificacion complejo-proteina determinado por HyPPI prediction
server que se encuentra en el servidor Proteins plus (https://proteins.plus) (Schneider et al.

2013).

Para hacer la prediccion de la Iedh de A. schindleri ACE se utilizaron los servidores I-
TASSER y SWISS MODEL. Las predicciones se validaron mediante Saves v6.0, su grafico

de Ramachandran y su estado oligomérico con un mapeo en la zona de interfase.
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https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8EMU3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8EIP8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6P1LHM1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6P1LFN1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A371YVI6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A371YTK8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C4GSD5
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C4GSA2
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q6XH14
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q6XAA0
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5Q0P0W3
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q4GZ02
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q4GZB1
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8S5Y8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8S2Q8
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8RUJ7
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8RWT8
https://www.uniprot.org/uniprot/V2TQ73
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6H5F9
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A217EF45

6.2.2 Mapeo de la zona de interfase.

Un mapeo de la zona de interfase entre subunidades de proteinas permite clasificar
interacciones entre los limites de las proteinas. Dado que la interfaz puede estar definida por
una superficie que separa las dos proteinas, es posible crear un mapa de interaccion que
permita realizar comparaciones en 2D. Este andlisis se utiliza cuando las proteinas a estudiar
tienen un estado oligomérico distinto a un monémero, por ejemplo, que se encuentre como
homodimero u homotetramero. De manera general, esto se lleva a cabo empleando distintas

herramientas bioinformaticas y el proceso se describe a continuacion:

1. Seleccion de secuencias que se van a analizar. Es necesario que al menos una de las
secuencias ya este resuelta estructuralmente. Esta secuencia es la proteina que se toma
como referencia.

2. Se hace una busqueda de los residuos que interactian en la zona de interfase entre
cada subunidad. En este proyecto, esto se realizd con el programa Getcontact
(https://getcontacts.github.io/). Los archivos de salida con la red de contactos que se
generaron tienen extension JSON que se visualiza en la interfaz flareplot.

3. Estas interacciones se visualizaron en FLAREPLOT y en VMD.

4. A partir de la identificacion de los residuos involucrados en la zona de interfase de la
proteina dilucidada, se hiz6 un alineamiento de secuencia con la proteina que se esta
estudiando (Icdh) y se hizé una busqueda dentro del alineamiento de los residuos
identificados en la zona de interfase.

5. Dependiendo de los residuos que se conserven en la zona de interfase, se puede inferir
si la proteina que se estd estudiando pudiere compartir el mismo estado oligomérico

que la proteina de referencia.

6.2.3 Estudio de las Icl de A. schindleri ACE y E. coli a nivel de estructura primaria,
secundaria y terciaria.

La enzima isocitrato liasa (Icl) cataliza la reaccidon presentada en la ecuacion 4:
Isocitrato = Succinato + GLOXIlato .........c.ovviiriii i, (Ec. 4)

Utiliza Mg?* como cofactor y esta codificada por el gen aceA.
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https://getcontacts.github.io/

En E. coli se encuentra en el operon aceBAK, mientras que en A. schindleri ACE no se
encuentra en ningin operon. En el presente proyecto se tomaron las secuencias en formato
FASTA de aa de las bases de datos KEEG y UNIPROT tal como en la seccion 6.2.1. Para la
recopilacion de las secuencias de las Icl del género Acinetobacter se utiliza la base de datos
UNIPROT. La seleccion de las secuencias a estudiar se presenta en la Figura 13. La Icl de E.

coli se toma de UNIPROT (ID: POA9G6).

BASE DE DATOS: UNIPROT

|

Filtros de busqueda:

Name: isocitrate lyase N 1683 resultados

Organism: Acinetobacter

|

Restriccion adicional:

— 363 resultados

Protein name

15 fragmentos de secuencias

Icl (= 530 aa): 363 secuencias , 159 secuencias sp

4

Se toma una secuencia de Icl por cada especie (60
especies)

Icl (=530 aa): 60 secuencias

Icl (E. coli): 434 aa

Figura 13. Diagrama de flujo de recopilacion de secuencias Icl género Acinetobacter y la
Icl de E. coli.
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El nombre y las ID de las secuencias de las Icl que se seleccionaron se muestran en la tabla

3.

Tabla 3. Icl seleccionadas de 60 especies del género Acinetobacter y la secuencia de la Icl

de E. coli.
Organismo ID Longitud
1 | Acinetobacter baumannii V5VH61 534
2 | Acinetobacter guillouiae AOAQ77KW22 534
3 | Acinetobacter baylyi Q6FD89 532
4| Acinetobacter schindleri ACE AsACE_CH02022 533
5 | Acinetobacter haemolyticus AOA1L6KLCS 532
6 | Acinetobacter Iwolffii AO0A2K8UPQ4 533
7 | Acinetobacter junii AOA380UN25 532
8 | Acinetobacter johnsonii AOASIOWYH6 534
9 | Acinetobacter bereziniae AOAOAS8TTKO 534
10 | Acinetobacter oleivorans AOAOB2UANG6 534
11| Acinetobacter gerneri DSM N8ZUS57 534
12 | Acinetobacter indicus AO0A17974B2 533
13 | Acinetobacter venetianus AOA150HQUS 534
14 | Acinetobacter tandoii AOASN4AWTT9 534
15 | Acinetobacter beijerinckii CIP N9EDR4 534
16 | Acinetobacter radioresistens AOA2TI1IYR3 534
17| Acinetobacter bohemicus AO0A1I6Q901 533
18 | Acinetobacter parvus DSM N8RU15 534
19 | Acinetobacter towneri AOA1E8ESK3 533
20| Acinetobacter brisouii CIP V2UVIS 534
21| Acinetobacter bouvetii AOA4Q7ARZS 534
22 | Acinetobacter nosocomialis AOAOA7XTC4 534
23 | Acinetobacter soli AOA1P8EIHS 534
24| Acinetobacter colistiniresistens NI9R6QS 534
25 | Acinetobacter variabilis NINWD2 533

60


https://www.uniprot.org/taxonomy/470
https://www.uniprot.org/uniprot/V5VH61
https://www.uniprot.org/taxonomy/106649
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A077KW22
https://www.uniprot.org/taxonomy/62977
https://www.uniprot.org/uniprot/Q6FD89
https://www.genome.jp/entry/asj:AsACE_CH02022
https://www.uniprot.org/taxonomy/29430
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1L6KLC5
https://www.uniprot.org/taxonomy/28090
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2K8UPQ4
https://www.uniprot.org/taxonomy/40215
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A380UN25
https://www.uniprot.org/taxonomy/40214
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A510WYH6
https://www.uniprot.org/taxonomy/106648
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A8TTK0
https://www.uniprot.org/taxonomy/1148157
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0B2UAN6
https://www.uniprot.org/taxonomy/1120926
https://www.uniprot.org/uniprot/N8ZU57
https://www.uniprot.org/taxonomy/756892
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9Z4B2
https://www.uniprot.org/taxonomy/52133
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A150HQU8
https://www.uniprot.org/taxonomy/202954
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5N4WTT9
https://www.uniprot.org/taxonomy/1217648
https://www.uniprot.org/uniprot/N9EDR4
https://www.uniprot.org/taxonomy/40216
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2T1IYR3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1435036
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I6Q901
https://www.uniprot.org/taxonomy/981333
https://www.uniprot.org/uniprot/N8RU15
https://www.uniprot.org/taxonomy/202956
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E8E5K3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1341683
https://www.uniprot.org/uniprot/V2UVI8
https://www.uniprot.org/taxonomy/202951
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q7ARZ5
https://www.uniprot.org/taxonomy/106654
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A7XTC4
https://www.uniprot.org/taxonomy/487316
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1P8EIH5
https://www.uniprot.org/taxonomy/280145
https://www.uniprot.org/uniprot/N9R6Q8
https://www.uniprot.org/taxonomy/70346
https://www.uniprot.org/uniprot/N9NWD2

26 | Acinetobacter tiernbergiae DSM | V2V2X7 534
27 | Acinetobacter defluvii AOA2S2FEW3 534
28 | Acinetobacter calcoaceticus FOKGW7 534
29 | Acinetobacter larvae AOA1B2LXNO9 533
30 | Acinetobacter equi AOAONIVWGT 533
31| Acinetobacter ursingii AOA3GIFTV3 532
32 | Acinetobacter celticus AOA1C3CY18 533
33 | Acinetobacter idrijaensis AO0A098YM67 533
34 | Acinetobacter wuhouensis AO0A385C812 534
35 | Acinetobacter cumulans AOA3A8GOI2 534
36 | Acinetobacter kookii AOA1G6H3RI1 534
37| Acinetobacter gandensis AOA1A7R8V3 534
38 | Acinetobacter populi AOA1Z9YYE6 534
39 | Acinetobacter marinus AOA1G6JPHO 531
40 | Acinetobacter pseudolwolffii AOQOA2HOYTC7 533
41 | Acinetobacter gingfengensis AOA1E7REI2 532
42 | Acinetobacter chinensis AOA3B7LX59 533
43 | Acinetobacter albensis AOA1C4GSH2 533
44 | Acinetobacter kyonggiensis AOA1H3J037 533
45 | Acinetobacter piscicola A0A4Q4GT90 534
46 | Acinetobacter guerrae AOA3ABEN27 534
47 | Acinetobacter shaoyimingii AOA6GE8RXR6 534
48 | Acinetobacter puyangensis AOA240E5X6 533
49 | Acinetobacter wanghuae A0A50Q0P493 533
50| Acinetobacter lanii AO0A6G8S286 533
51| Acinetobacter pittii AOAOM3BV67 534
52 | Acinetobacter proteolyticus AO0A653K8B9 534
53 | Acinetobacter gyllenbergii AOA1B8UF55 534
54 | Acinetobacter seifertii NSQVAI 534
55 | Acinetobacter rudis CIP 110305 | S3NJY9 533
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https://www.uniprot.org/taxonomy/1120928
https://www.uniprot.org/uniprot/V2V2X7
https://www.uniprot.org/taxonomy/1871111
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2S2FEW3
https://www.uniprot.org/taxonomy/871585
https://www.uniprot.org/uniprot/F0KGW7
https://www.uniprot.org/taxonomy/1789224
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B2LXN9
https://www.uniprot.org/taxonomy/1324350
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0N9VWG7
https://www.uniprot.org/taxonomy/108980
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3G9FTV3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1891224
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C3CY18
https://www.uniprot.org/taxonomy/1507807
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A098YM67
https://www.uniprot.org/taxonomy/1879050
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A385C812
https://www.uniprot.org/taxonomy/2136182
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8G0I2
https://www.uniprot.org/taxonomy/1226327
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6H3R1
https://www.uniprot.org/taxonomy/1443941
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1A7R8V3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1582270
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9YYE6
https://www.uniprot.org/taxonomy/281375
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6JPH0
https://www.uniprot.org/taxonomy/2053287
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2H9YTC7
https://www.uniprot.org/taxonomy/1262585
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E7REI2
https://www.uniprot.org/taxonomy/2004650
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3B7LX59
https://www.uniprot.org/taxonomy/1673609
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C4GSH2
https://www.uniprot.org/taxonomy/595670
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1H3J037
https://www.uniprot.org/taxonomy/2006115
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q4GT90
https://www.uniprot.org/taxonomy/1843371
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8EN27
https://www.uniprot.org/taxonomy/2715164
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8RXR6
https://www.uniprot.org/taxonomy/1096779
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A240E5X6
https://www.uniprot.org/taxonomy/2662362
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5Q0P493
https://www.uniprot.org/taxonomy/2715163
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8S286
https://www.uniprot.org/taxonomy/48296
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0M3BV67
https://www.uniprot.org/taxonomy/1776741
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A653K8B9
https://www.uniprot.org/taxonomy/134534
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B8UF55
https://www.uniprot.org/taxonomy/1530123
https://www.uniprot.org/uniprot/N8QVA1
https://www.uniprot.org/taxonomy/421052
https://www.uniprot.org/uniprot/S3NJY9

56 | Acinetobacter lactucae AOA1VOKDMS 534
57 | Acinetobacter pragensis AOA151XXCS8 534
58 | Acinetobacter dispersus AOAG6P1LL33 534
59 | Acinetobacter halotolerans A0A4Q6XD35 533
60 | Acinetobacter sichuanensis AOA371YRE2 534
61 | E. coli (strain K12) POA9G6 434

Las secuencias de las Icl mostradas en la tabla 3 se utilizaron para hacer alineamientos,

dendogramas, mapeo de la zona de interfase, entre otros analisis.

Para los alineamientos de secuencia se empled el servidor Clustal Omega Multiple
Sequence Alignment < EMBL-EBI.

Hasta ahora ninguna Icl del género Acinetobacter ha sido resuelta estructuralmente,
por lo que se realiza una bisqueda de Icl que compartan alto porcentaje de identidad
con la Icl de 4. schinderi ACE.

Se utilizaron los servidores I-TASSER y SWISS MODEL para hacer la prediccion
de la estructura de la Icl de 4. schinderi ACE.

De acuerdo con la prediccion realizada con I-TASSER, la Icl de Pseudomonas
aeruginosa presenta el mayor porcentaje de identidad (73.4 %) y una desviacion
cuadratica media (RMSD) de 0.93, el resto de los PDBs no superan el 30 % de
identidad ni valores de RMSD mayores a 2 (Ver anexo II), por lo tanto, la proteina
elegida como referencia es la Icl de Pseudomonas aeruginosa (PDB ID: 6G10).

Se valida la prediccion mediante Saves v6.0 y su estado oligomérico con un mapeo

en la zona de interfase y se obtiene su grafico de Ramachandran.

Nota: El RMSD es una medida estandar de distancia estructural entre coordenadas. Mide

la distancia promedio entre grupos de atomos, este valor representa el grado de

divergencia de las estructuras alineadas, valores cercanos a 0 indicaria que son proteinas

practicamente iguales.
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https://www.uniprot.org/taxonomy/1785128
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1V0KDM5
https://www.uniprot.org/taxonomy/1806892
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A151XXC8
https://www.uniprot.org/taxonomy/70348
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6P1LL33
https://www.uniprot.org/taxonomy/1752076
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q6XD35
https://www.uniprot.org/taxonomy/2136183
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A371YRE2
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

6.2.4 Estudio de las GlcB de A. schindleri ACE y E. coli a nivel de estructura primaria,
secundaria y terciaria.
Existen dos isoformas de la enzima malato sintasa. La malato sintasa A codificada por el

gen aceB y la malato sintasa G codificada por el gen gicB.
La malato sintasa G (GlcB) cataliza la reaccion presentada en la ecuacion 5:
Acetil-CoA + Glioxilato + HoO = Malato + CoA + HT ........................... (Ec.5)

y utiliza Mg?* como cofactor.

Tanto A. schinderi ACE como el resto de las bacterias del género Acinetobacter reportadas
hasta este momento cuentan solo con la malato sintasa G, mientras que E. coli cuenta con
ambas, la malato sintasa G y la malato sintasa A. En el presente proyecto se realiz6 una
comparacion entre ambas isoformas, con mayor énfasis en el analisis de la malato sintasa G.
Se tomaron las secuencias en formato FASTA de (aa) de las bases de datos KEEG y
UNIPROT. Para la recopilacion de las secuencias de las GlcB del género Acinetobacter se
utilizo la base de datos UNIPROT. La seleccion de las secuencias a estudiar se presenta en

la figura 14. La Icl de E. coli se toma de UNIPROT (ID: P37330).
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https://www.uniprot.org/uniprot/P37330

BASE DE DATOS: UNIPROT

|

Filtros de busqueda:

Name: Malate synthase G )

Organism: Acinetobacter

|

566 resultados

Restriccion adicional:

Protein name

5 435 resultados

|

GlcB (= 720 aa): 435 secuencias

A 4

9 fragmentos de secuencias

182 secuencias sp

Se toma una secuencia de GlcB por cada especie (61

especies)

Y ladeE. coli K12 (723 aa)

Figura 14. Diagrama de flujo de la recopilacion de secuencias GlcB del género
Acinetobacter y 1a GlcB de E. coli.

El nombre y ID de las secuencias de la GlcB que se seleccionaron se muestran en la tabla 4.

Tabla 4: GlcB seleccionadas de 61 especies del género Acinetobacter, la secuencia de la

GlcB de E. coli.

No. Organismo ID Longitud
1 | Acinetobacter pittii A0A14317259 721
2 | Acinetobacter bereziniae AOAQAS8TIJJ3 720
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https://www.uniprot.org/taxonomy/48296
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A143IZ59
https://www.uniprot.org/taxonomy/106648
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0A8TJJ3

3 | Acinetobacter guillouiae AOAQ77L0T4 720

4 | Acinetobacter lanii AO0A6G8S4W4 720

5 | Acinetobacter shaoyimingii AOA6G8RUSI 720

6 | Acinetobacter calcoaceticus A0A4467ZKB1 721

7 | Acinetobacter oleivorans AOAOB2UEXS 721

Acinetobacter baylyi (strain ATCC 33305 /BD413 /

8| ADP1) Q6F9Z8 720

9 | Acinetobacter indicus AO0A1797915 721
10 | Acinetobacter baumannii AOA059ZRX9 721
11| Acinetobacter venetianus AOA137XKH3 720
12 | Acinetobacter beijerinckii CIP 110307 N9FKS53 720
13 | Acinetobacter gerneri DSM 14967 = CIP 107464 N8ZRQ5 720
14 | Acinetobacter gyllenbergii AOA1B8UGGI 720
15 | Acinetobacter bouvetii AO0A4Q7ATS80 720
16 | Acinetobacter tandoii AOASN4W740 721
17 | Acinetobacter rudis CIP 110305 S3IN7C6 721
18 | Acinetobacter bohemicus AOA1I6T1U7 720
19 | Acinetobacter soli AOA1PSEFPO 720
20 | Acinetobacter Iwoffii AO0A4Y3J2D3 721
21 | Acinetobacter schindleri ACE AsACE_CHO01699 721
22 | Acinetobacter parvus NIPH 1103 N8RGI1 720
23 | Acinetobacter lactucae AOA1VOKBQS 721
24 | Acinetobacter brisouii CIP 110357 V2UTP4 721
25 | Acinetobacter haemolyticus AO0A372MNOO 720
26 | Acinetobacter johnsonii AO0A239RQYS 720
27 | Acinetobacter colistiniresistens S3T9U3 720

Acinetobacter tjernbergiae DSM 14971 = CIP

28107465 V2vs501 720
29 | Acinetobacter seifertii N8S853 721
30| Acinetobacter towneri AOAI1E8E187 721
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https://www.uniprot.org/taxonomy/106649
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A077L0T4
https://www.uniprot.org/taxonomy/2715163
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8S4W4
https://www.uniprot.org/taxonomy/2715164
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6G8RUS1
https://www.uniprot.org/taxonomy/471
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A446ZKB1
https://www.uniprot.org/taxonomy/1148157
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0B2UEX5
https://www.uniprot.org/taxonomy/62977
https://www.uniprot.org/taxonomy/62977
https://www.uniprot.org/uniprot/Q6F9Z8
https://www.uniprot.org/taxonomy/756892
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9Z9I5
https://www.uniprot.org/taxonomy/470
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A059ZRX9
https://www.uniprot.org/taxonomy/52133
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A137XKH3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1217648
https://www.uniprot.org/uniprot/N9FK53
https://www.uniprot.org/taxonomy/1120926
https://www.uniprot.org/uniprot/N8ZRQ5
https://www.uniprot.org/taxonomy/134534
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B8UGG1
https://www.uniprot.org/taxonomy/202951
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q7AT80
https://www.uniprot.org/taxonomy/202954
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5N4W740
https://www.uniprot.org/taxonomy/421052
https://www.uniprot.org/uniprot/S3N7C6
https://www.uniprot.org/taxonomy/1435036
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1I6T1U7
https://www.uniprot.org/taxonomy/487316
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1P8EFP0
https://www.uniprot.org/taxonomy/28090
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Y3J2D3
https://www.genome.jp/entry/asj:AsACE_CH01699
https://www.uniprot.org/taxonomy/1217671
https://www.uniprot.org/uniprot/N8RG91
https://www.uniprot.org/taxonomy/1785128
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1V0KBQ5
https://www.uniprot.org/taxonomy/1341683
https://www.uniprot.org/uniprot/V2UTP4
https://www.uniprot.org/taxonomy/29430
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A372MN00
https://www.uniprot.org/taxonomy/40214
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A239RQY5
https://www.uniprot.org/taxonomy/280145
https://www.uniprot.org/uniprot/S3T9U3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1120928
https://www.uniprot.org/taxonomy/1120928
https://www.uniprot.org/uniprot/V2V501
https://www.uniprot.org/taxonomy/1530123
https://www.uniprot.org/uniprot/N8S853
https://www.uniprot.org/taxonomy/202956
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E8E187

31 | Acinetobacter junii AOA365PJF9 720
32 | Acinetobacter equi AOAON9VFF3 720
33 | Acinetobacter nosocomialis AOASQORQS8S 721
34 | Acinetobacter ursingii AOA3F31.3]3 721
35 | Acinetobacter variabilis N9MHD7 721
36 | Acinetobacter larvae AOA1B2LYES 721
37 | Acinetobacter defluvii AOA2S2FEOQ5 720
38 | Acinetobacter wuhouensis AOA385C3B6 720
39 | Acinetobacter radioresistens AOA2TIIZWO 721
40 | Acinetobacter gingfengensis AOATE7QYQ7 720
41 | Acinetobacter cumulans AOA3A8FV70 720
42 | Acinetobacter gandensis AOA1ATRA44 720
43 | Acinetobacter idrijaensis AOA098YKT71 721
44 | Acinetobacter pseudolwolfii AOA2H9YQGO 721
45 | Acinetobacter celticus AOAIC3CVW3 720
46 | Acinetobacter pragensis AOA151Y388 720
47 | Acinetobacter chinensis AOA3B7LUZI 720
48 | Acinetobacter kookii AOAT1G6GRM1 720
49 | Acinetobacter puyangensis AOA240ED72 720
50 | Acinetobacter populi AOA1Z9YYUO 720
51 | Acinetobacter marinus AOA1G6GMI2 720
52 | Acinetobacter albensis AO0A1C4AGUX6 720
53 | Acinetobacter kyonggiensis AOA1H3IBB2 720
54 | Acinetobacter proteolyticus AOA2NOWEH2 720
55 | Acinetobacter guerrae AOA3ASENQO 721
56 | Acinetobacter dispersus AOA6P1LJI8 720
57 | Acinetobacter sichuanensis AOA371YL35 720
58 | Acinetobacter halotolerans AO0A4Q6XLLY9 720
59 | Acinetobacter wanghuae AOASQOP3A3 721
60 | Acinetobacter piscicola A0A4Q4H1Q3 721
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https://www.uniprot.org/taxonomy/40215
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A365PJF9
https://www.uniprot.org/taxonomy/1324350
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A0N9VFF3
https://www.uniprot.org/taxonomy/106654
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5Q0RQ88
https://www.uniprot.org/taxonomy/108980
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3F3L3J3
https://www.uniprot.org/taxonomy/70346
https://www.uniprot.org/uniprot/N9MHD7
https://www.uniprot.org/taxonomy/1789224
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1B2LYE8
https://www.uniprot.org/taxonomy/1871111
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2S2FE05
https://www.uniprot.org/taxonomy/1879050
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A385C3B6
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2T1IZW0
https://www.uniprot.org/taxonomy/1262585
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1E7QYQ7
https://www.uniprot.org/taxonomy/2136182
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8FV70
https://www.uniprot.org/taxonomy/1443941
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1A7RA44
https://www.uniprot.org/taxonomy/1507807
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A098YK71
https://www.uniprot.org/taxonomy/2053287
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2H9YQG0
https://www.uniprot.org/taxonomy/1891224
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C3CVW3
https://www.uniprot.org/taxonomy/1806892
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A151Y388
https://www.uniprot.org/taxonomy/2004650
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3B7LUZ1
https://www.uniprot.org/taxonomy/1226327
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6GRM1
https://www.uniprot.org/taxonomy/1096779
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A240ED72
https://www.uniprot.org/taxonomy/1582270
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1Z9YYU0
https://www.uniprot.org/taxonomy/281375
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6GMJ2
https://www.uniprot.org/taxonomy/1673609
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1C4GUX6
https://www.uniprot.org/taxonomy/595670
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1H3IBB2
https://www.uniprot.org/taxonomy/1776741
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A2N0WEH2
https://www.uniprot.org/taxonomy/1843371
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A3A8ENQ0
https://www.uniprot.org/taxonomy/70348
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A6P1LJJ8
https://www.uniprot.org/taxonomy/2136183
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A371YL35
https://www.uniprot.org/taxonomy/1752076
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q6XLL9
https://www.uniprot.org/taxonomy/2662362
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A5Q0P3A3
https://www.uniprot.org/taxonomy/2006115
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A4Q4H1Q3
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Acinetobacter boissieri

AOA1G6IY41

721

62

E coli

P37330

723

Las secuencias de las GIcB mostradas en la tabla 3 se utilizaron para hacer alineamientos,

dendogramas, entre otros analisis. Para los alineamientos de secuencia se empled el servidor

Clustal Omega. Hasta ahora ninguna GlcB del género Acinetobacter ha sido dilucidada

estructuralmente. Se hace una btisqueda de distintas GlcB reuetltas, y se considerd la que

tiene mayor porcentaje de identidad con la GlcB de A. schinderi ACE.

Para hacer la prediccion de la GlcB de A. schinderi ACE se utilizaron dos servidores: I-

TASSER y SWISS MODEL. Se validé la prediccion mediante Saves v6.0 y se determiné su

grafico de Ramachandran.
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https://www.uniprot.org/taxonomy/1219383
https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1G6IY41
https://www.uniprot.org/uniprot/P37330

7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 Efecto de la delecion in silico del gen ackA y acs en la simulacion de flujos de
carbono de A. schindleri ACE y E. coli JM101.

A continuacion, se describen y analizan de manera general los resultados obtenidos de la
delecion in silico de los genes ackA y acs de A. schindleri ACE, asi como la comparacion
con su control. Posteriormente se hara lo mismo con los resultados de E. coli IM101,

comparandolos con su control.

7.1.1 A. schindleri ACE.
Para el FBA de A. schindleri ACE se tom6 como unico valor experimental la 12(0.93 h'!) y
se optimizé maximizando el consumo de acetato (Sigala er. al. 2019). Dichos flujos se

observan en color azul de la figura 15.

2 NADPH,2 CO,

>
0.7 Ribulosa-5P 4= = = = 2= - - Glucosa-6P
0.1 pid rpe 0.7 i 0.
0.1 pgt 0.1 Dentro Fuera
| Ribosa-5P Xilulosa-5P | | Fructosa-6P | 00 | Acetato I‘_| Acetato |
thtA ATP, CoA~ |acs | ack4, pra
0 371
D 321 0
| Sedoheptulosa-7P AMP,ADP A !

Acetil-CoA

fald

Condicién | z ACE (h')

Control | 0.93

acs’ | 0.93 NADH

NADH, CO, g~04

ackA | 0.70

ACE ackA 2 u
disminuye 24.7%

ATP, CoA

Figura 15. Flujos metabolicos de A. schindleri ACE control (azul) y de la delecion in silico
de ackA (rojo). La condicion control y A. schinderi ACE acs™ muestan que no hay cambios

en los flujos. A. schinderi ACE ackA™ con respecto al control dismimuye un 24.7%.
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Sin embargo, para fines de este estudio donde se espera ver la redistribucion de los flujos en
el metabolismo central de A. schindleri ACE al realizar la delecioén in silico de los genes ackA
y acs, no se pueden tomar en cuenta las mismas restricciones que en el control debido a que
al tener fija una u seria imposible observar la variabilidad en este parametro al hacer dichas
deleciones. Por tanto, se utiliz6 como parametro fijo la demanda de oxigeno dptima requerida
para que A. schindleri ACE alcance una x de 0.93 h'!, y se optimizé maximizando el valor

de la s

Al realizar la delecion in silico de acs, los flujos en las vias metabolicas del metabolismo
central del carbono se comportaron de la misma manera que en el control. Por tanto, en la
Figura 15 en color rojo sdlo se muestran los flujos obtenidos cuando se realiza la delecion de
ackA. Los detalles de todos los flujos obtenidos de la via metabdlica completa en el control

y en la propuesta de funcidn objetivo y restriccion se pueden encontrar en el Anexo II1.

Al realizar la delecion de ackA se observa que la u disminuye 24.7% respecto al control.
Aunado a ello, la g también se ve alterada, disminuyendo un 16.2%, lo cual indica que la
eliminacion de la via AckA-Pta repercute negativamente en el crecimiento de A. schindleri
ACE. Sin embargo, su crecimiento ain es posible con esta deleciéon. En principio, se
observaba que el modelo metabdlico reducido utilizado para este estudio arrojaba un flujo de
0 para Acs (Sigala et al, 2019) pero al deletar in silico ackA todo el flujo se redirige a la via
Acs, siendo esta via la utilizada para asimilar la totalidad del acetato. Por su parte, en el nodo
del isocitrato se presenta un ligero incremento de flujo del 4.1% en A. schindleri ackA™ hacia
la formacidn de a-cetoglutarato por actividad de la Icdh. En consecuencia, el flujo hacia la
formacion de glioxilato por actividad de la Icl disminuye en un 25 %. Cabe mencionar que
la relacion de fujos de Icdh/Icl para el caso control es de 1.5, mientras que para ackA™ esta
relacién aumenta a 2.1, es decir, aumenta un 40%. Lo anterior indica que se requiere que el
flujo se dirija en mayor media hacia CATC que a la RG. Probablemente esta sea la razon por
la que la p disminuya para 4. schindleri ackA™ ya que parte del carbono se pierde en dos
descarboxilaciones del CATC. Es interesante observar que bajo el escenario ackA™ en el que
el flujo a través de Icdh tiene un aumento ligero, el flujo a través de MaeB disminuye 23%

mientras que el flujo debido a SfcA se queda en 0 y el de Mdh disminuye 11%.
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El flujo hacia el citocromo CYTBOB_4 permanece constante, y el flujo hacia el citocromo
NADH16 aumenta s6lo un 3%. Por otro lado, se presenta un incremento debido a la actividad
de una de las transhidrogenasas (NADTRHD), la cual aumenta su flujo de 0 mmol /DCW/h
a4.21 mmol / DCW/h, es decir, aumenta su flujo 421%. NADTRHD es una transhidrogenasa

que presenta la reaccion descrita en la ecuacion 6
NAD"+NADPH = NADH +NADP" ..ot (Ec. 6)

Parece ser que en 4. schindleri ACE ackA™ es importante la actividad de NADTRHD para
mantener un balance favorable de poder reductor, lo cudl resulta interesante, ya que para E.
coli si se ha reportado, que dependiendo de la transhidrogenasa de estudio y bajo ciertas
condiciones fisiologicas, la sobreexpresion de algunas transhidrogenasas puede aumentar

tanto el rendimiento del producto como la disponibilidad de NADPH (Jan et al. 2013).

PckA es una de las enzimas que conecta el flujo de CATC hacia la ruta gluconeogénica y
disminuye 25% en A. schindleri ACE ackA™ como consecuencia de la disminucion concertada
en la asimilacion de acetato y en los flujos de CATC. Por otra parte, el flujo de fosfoenol
piruvato sintetasa (Pps) es de 0, lo que evidenciaria que el flujo a través de las enzimas
malicas es solo para suplir a la célula de piruvato para generacion de biomasa y generar algo
de poder reductor. En la parte superior de la via gluconeogénica de A. schindleri ACE, el

flujo a través de Fbp decrece un 22%.

Finalmente, dado que se utiliz6 como parametro fijo el requerimiento de oxigeno, no se puede
ver esta variable bajo estas condiciones. Dado que el modelo metabolico utilizado es un
modelo reducido, valdria la pena realizar las mismas simulaciones utilizando un modelo
metabolico a escala gendomica que involucre mas reacciones, ademas de realizar de manera
experimental las deleciones de ack y acs para determinar como es que dichas modificaciones

influyen en la 4, g5, Yvsy coeficiente respiratorio.
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7.1.2 E. coli JIM101.

Los parametros control para FBA de E. coli JM101 fueron los valores experimentales de
consumo de Oz, generacion de CO2, 1 (0.33 h!) y se optimizé maximizando el consumo de
acetato (Sigala et. al.2019). Los flujos obtenidos se presentan en color azul en la figura 16 y
se consideran como control. Por otro lado, no se pudo mantener como parametro fijo la
££(0.33 h') en las simulaciones de inactivacion in silico del gen ackA y acs en E. coli. Por
tal motivo, al igual que en el caso de A. schindleri ACE se optimiza maximizando la
M, aunque se mantienen los otros parametros experimentales fijos: consumo de O y
generacion de CO;. En la figura 16 se observan en color naranja los flujos de E. coli IM101

acs'.

Es interesante mencionar que el modelo en E. coli IM101 ackA™ predice que la x es igual a
0, es decir, la cepa no es capaz de crecer (Anexo IV). Esto concuerda con estudios realizados
previamente por Castafio Cerezo y colaboradores en 2009 donde al hacer el knock-out de pta
observaron que se generd un fenotipo que altera mas su crecimiento cuando se deletd acs.
Ademas, demostraron que la delecion de pfa redujo la capacidad de E. coli de crecer en
acetato como fuente de carbono, ademads de afectar la expresion de varios genes relacionados
con las vias metabolicas centrales. Cuando se usa acetato como fuente de carbono, la
expresion conjunta de pta y acs es crucial para el crecimiento y la asimilacion del sustrato.
A nivel adaptativo, la deficiencia de pta hace que la cepa sea mas sensible a cambios

ambientales y desregula el metabolismo central (Castafio & Cerezo et al. 2009).
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Figura 16. Flujos metabdlicos de E. coli JM101 control (azul) y con delecion acs (naranja).

E. coli acs” muestra un aumento de la g del 12%, mientras que E. coli ackA™ es un gen esecial,

pues al ser deletado se muestra una x de 0.

Para E. coli IM101 acs™ se observa que la ¢zaumenta de 0.33 a 0.37 h™!, valor que se encuentra

dentro del intervalo experimental (Sigala et al, 2019). Sin embargo, en el modelo el flujo

hacia Icdh aumenta un 27% mientras que el flujo hacia Icl disminuye un 20%. Por su parte,

la malato deshidrogenasa dependiente de NADP™" (maeB) disminuye su flujo de 2.2 a 1, lo

cual tiene sentido debido al incremento en la actividad de Icdh. Lo anterior también justifica

la disminucion de la x4, ya que en el CATC por accion de la isocitrato deshidrogenasa y la o-

cetoglutarato deshidrogenasa se generan 2 de las 3 descarboxilaciones del CATC

descarboxilaciones. Aunado a ello, el flujo NADTRHD disminuye un 81%, favoreciendo una

mayor disponibilidad de NADPH. Por su parte, la malato deshidrogenasa dependiente de

NAD" disminuye su flujo de 0.4 a 0.1, aunque el flujo hacia Mdh aumenta 9% como respuesta

a su requerimiento de NADH.
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Para E. coli IM101 al igual que en A. schindleri ACE, el flujo de fosfoenol piruvato sintetasa
(Pps) es de 0, lo que evidenciaria que el flujo a través de las enzimas malicas es s6lo para
suplir a la célula de piruvato para generacion de biomasa y generar algo de poder reductor.
Por tanto, el flujo de CATC hacia la ruta gluconeogénica se da principalmente por la PckA y
no hay una variacion significativa entre el control y E. coli IM101 acs™. Finalmente, el flujo
a través de Fbp disminuye 55%, lo que indica que el flujo hacia la parte superior de
gluconeogénesis disminuye en general.

Con respecto a la fase oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato, el flujo de las enzimas
G6PDH y GND disminuyen en su totalidad; esto tiene concordancia con lo reportado por Oh
et al. 2002 quienes proponen que Icdh es la principal fuente de NADPH en el metabolismo
de acetato. Lo anterior supone que el papel principal de la via de las pentosas fosfato en el
metabolismo de acetato de E. coli es proporcionar eritrosa-4-P y ribosa 5-fosfato para
biosintesis de nucleétidos y aminoacidos aromaticos, y su funciéon como fuente de NADPH
es insignificante. Cabe mencionar que 4. schindleri ACE no cuenta con G6PDH ni GND,
por lo que esta parte de la via de la PP no se considera en el modelo.

Por su parte, al comparar la fase no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato tanto en E.
coli como en A. schindleri ACE se observa que los flujos en A. schindleri ACE ackA™ son

casi iguales que en E. coli IM101 acs".

Finalmente, es importante mencionar que a partir del modelo metabdlico reducido utilizado
anteriormente en nuestro grupo (Sigala et al., 2019) en el que se toman como restricciones
valores experimentales de consumo de O, generaciéon de CO», 1(0.33 h'), el modelo
arrojaba un flujo hacia Acs de 0. Este dato no concuerda con lo reportado experimentalmente
por Oh et al. 2002, quienes demostraron por medio de un anélisis transcripcional que Acs es
la principal via de asimilacion de acetato en E. coli en comparacion a su crecimiento en
glucosa. Faltaria en el modelo poder establecer la parte que corresponda a los flujos entre
AckA-Ptay Acs, ya que si la asimilacion de acetato como fuente de carbono en el crecimiento
de E. coli se debe principalmente a la via Acs, parte del flujo se debe dar por la via de AckA-

Pta ya que esta tltima tiene mayor influencia en el metabolismo de E. coli.

Como se menciono en los antecedentes, AckA-Pta es una ruta reversible con una K, de 7-10

mM que se encuentra en un operén expresado de manera constitutiva y que genera
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acetilfosfato, que es un intermedio inestable y que se sabe fosforila proteinas relacionadas
con diferentes vias de transduccion de sefales (Castanio & Cerezo ef al. 2009). Cuando se
deleta alguno de los dos genes ackA o pta se presenta una afectacion a nivel global y en el
crecimiento de E. coli por lo que se espera exista un flujo a través de esta via al crecer E. coli

en acetato como Unica fuente de carbono.

Valdria la pena realizar una busqueda de modelos a escala gendmica de E. coli que involucren
mecanismos regulatorios, asi como hacer uso de metodologias que existen sobre como
integrar datos de expresion y observar si los datos determinados por Oh et a/. 2002 se pueden
replicar al utilizar los parametros experimentales publicados por J. Sigala y colaboradores en

2019.

7.2 Analisis de sensibilidad de la actividad de la enzima isocitrato deshidrogenasa e
isocitrato liasa mediante FBA en A. schindleri ACE y E. coli JM101.

Hasta ahora se sabe que la enzima Icdh se regula en E. coli pero no en Acinetobacter. Es
importante tomar en cuenta como se lleva a cabo en E. coli la regulacion de las enzimas que
se encuentran involucradas en el nodo del isocitrato (Icdh e Icl). En E. coli los genes aceK
(isocitrato deshidrogenasa cinasa/fosfatasa bifuncional), aceA (isocitrato liasa) y aceB
(malato sintasa A) se encuentran el operén aceBAK, mientras que, 4. schindleri ACE no tiene
el gen aceB ni el gen aceK. Para E. coli la Icdh se encuentra activa cuando esta desfosforilada
y gradualmente disminuye su afinidad por el sustrato a medida que se fosforila; estas
actividades estan mediadas por AceK. El operon aceBAK se encuentra regulado a su vez por
otros factores de transcripcion como IcIR, en el que el glioxilato favorece su estado dimérico
inactivo mientras que el piruvato aumenta la union de IcIR al promotor aceBp estabilizando

la forma dimérica de la proteina. El operon aceBAK también se encuentra regulado por CRA.

A continuacion, se presenta el anélisis de modulacion de la actividad de Icdh de 4. schindleri

ACEYy E. coli IM101.

7.2.1 Analisis de sensibilidad de flujos en A. schindleri ACE.

Debido a que en A. schindleri ACE no existe regulacion en Icdh, es importante observar
como se distribuyen o modulan los flujos del nodo del isocitrato. Esto se realiza por FBA
bajo la condicion de que la x sea la maxima reportada experimentalmente (0.93 h!). Para

ello, primero se deletaron los genes icd y aceA por separado, lo que resultd en que el modelo
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no tenia resolucion. Con la delecion de cualquiera de los dos genes icd y aceAA. schindleri
ACE es incapaz de crecer con acetato como fuente de carbono, concordando con lo reportado
para E. coli, ya que, sin esos genes (icd y aceA), es incapaz de crecer utilizando acetato como
fuente de carbono (Castafio & Cerezo et al. 2009). Posteriormente, se modularon las
actividades de Icdh e Icl para evaluar su efecto en la distribucion de flujos y la g El pardmetro
control del FBA para este caso fue el consumo de acetato (EX ac (e)) con un valor de de
37.13 mmol/DCW/h lo que equivale a 1.52 g de acetato/L*h, se optimiz6é maximizando la
y se variaron los flujos de Icl en un intervalo de 0.85 hasta 27 mmol/DCW/h (Figura 17 y
18).
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Figura 17: Intervalo de flujos de carbono de Icl e Icdh y su efecto sobre la 4 de A.
schindleri ACE.

El anélisis comienza con el caso extremo donde Icl se fija en 0.84 mmol/DCW/h; para ello,
el flujo calculado de Icdh seria 35.13 mmol/DCW/h, con una relacion Icdh/Icl de 41.8 y una
u de 0.08 h!. Esto puede deberse a que atin bajo esa restriccion de Icl, A. schindleri ACE atin
es capaz de crecer aunque a una p baja. Es claro que para que 4. schindleri ACE crezca a su
p maxima, es necesario mantener los flujos de Icdh e Icl en un intervalo de 10 a 15
mmol/DCW/h. Es decir, cualquiera de los dos flujos de Icdh e Icl pueden variar su
proporcion, ya sea que haya mayor flujo hacia Icdh o Icl, siempre y cuando no excedan ese
intervalo (10 a 15 mmol/DCW/h). Esto se aprecia de una mejor manera en la Figura 18 en la

que se observa que una relacion de flujos de Icdh/Icl con valores de 1 a 1.5 favorecen los
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valores maximos de p, llegando a tener un mayor flujo debido a Icdh (14.35 mmol/DCW/h)
que de Icl (9.64 mmol/DCW/h).
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Figura 18: Influencia de la relacion de flujos de Icdh/Icl sobre la u de 4. schindleri ACE.

En esta simulacion se varia el flujo de Icl en un intervalo de 0.85 hasta 27 mmol/DCW/h.
Con esto se establece que para alcanzar una ¢ maxima en A. schindleri ACE, debera estar
mas activo el CATC que la RG; aunque es necesario el acoplamiento de ambas vias
permitiendo asi la generacion de NADH para la produccion de energia necesaria, asi como
el ahorro de esqueletos de carbono. Como se ha mencionado, para A. schindleri ACE no se

presenta una regulacion de la actividad de Icdh e Icl como ocurre en E. coli.

7.2.2 Analisis de sensibilidad de flujos en E. coli JM101.

Como todas las bacterias que crecen utilizando acetato como unica fuente de carbono, E. coli
requiere de la actividad de las enzimas de la RG. En esta via, la Icl compite por el isocitrato
con la Icdh; Icdh tiene mayor afinidad por el isocitrato en comparacion con Icl. A pesar de
ello, el flujo a través de la Icl se lleva a cabo por una alta concentracion intracelular de
isocitrato y la fosforilacion/inactivacion reversible de Icdh de la cual hemos hablado
anteriormente. De manera general, Icdh experimenta cambios de dominio y/o cambios
conformacionales de ajuste inducido para adaptarse a la union de la cinasa/fosfatasa de Icdh

(AceK), cuya funcion es fundamental para la adaptacion y crecimiento de E. coli utilizando
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acetato como fuente de carbono (Cozzone & El-Mansi, 2005). Al igual que en A. schindleri
ACE, se realizé la modulacion de la actividad de Icdh e Icl utilizando FBA. Para este caso se
tomaron como restricciones el intervalo de consumo de O y la generacion de CO»
experimentales (Tabla 1). Con esto en consideracidon, se maximizo la biomasa y se vario el

flujo de Icl (Figura 19 y 20).
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Figura 19. Intervalo de flujos de carbono de Icl e Icdh y su efecto sobre la u de E. coli. En

rojo se observa como decae la ¢ cuando se sigue incrementando el flujo de Icl
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Figura 20. Relacion de flujos de Iedh/Icl Vs p del modelo metabodlico de E. coli, al

modular Icl.
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En la figura 19 se observa que al incrementar el flujo de Icl, los cambios en la Icdh son muy

sensibles, pues pequenas variaciones hacen que la x baje.

Como ya se menciond, cuando E. coli crece con acetato como unica fuente de carbono Icl e
Icdh compiten por su sustrato comin. De manera general, el flujo a través de Icl genera los
precursores utilizados para la biosintesis, mientras que la mayor parte del flujo (95%) a través
de la Icdh se dedica al suministro de potencial redox y NADH que se empleard en la
fosforilacion oxidativa para la produccion de ATP. Lo que la célula hace es ajustar el flujo a
través de Icdh para que la tasa de suministro de NADPH y ATP sea igual a las demandas de
biosintesis (Holms W. H., 1987). Bajo este esquema, tanto en la Figura 18 como en la 19, se
observa que, para que E. coli crezca de forma 6ptima utilizando acetato como Unica fuente
de carbono, se debe tener un equilibrio entre los flujos de Icl e Icdh. Sin embargo, es
contrastante que la maxima u que se alcanza es 1/3 de la de 4. schindleri ACE. Seguramente
la regulacion en las enzimas del nodo del isocitrato limita en parte el crecimiento de E. coli

en acetato en comparacion con lo que ocurre en las Acinetobacter.

Es interesante que la relacion Icdh/Icl (Fig. 20) estd en un intervalo de 1.14 a 1.87, y que
valores cercanos a 1.5 como en el caso de 4. schindleri ACE sean los més adecuados. Esto
nuevamente pone de manifiesto el equilibrio que se requiere entre CATC y RG para que
mantenerse sea viable el crecimiento de E. coli. En este caso el intervalo en el que Icdh e Icl
pueden modular su actividad es entre 2 y 7 mmol/DCW/h, es decir, las enzimas tienen un
intervalo mas amplio que las de 4. schindleri ACE, aunque los flujos de E. coli de Icdh e Icl
en todos los casos son menores que en A. schindleri ACE. Esto apoya el por qué A. schindleri
ACE tiene una mayor u, ya que hay mayor flujo hacia ambas vias (CATC como RG)
manteniendo elevados los niveles de NADH y NADPH, permitiendo asi a la célula generar
suficiente energia para sintesis de biomasa a una velocidad considerablemente mayor a la de

E. coli.

7.3 Analisis de variabilidad de la actividad de las enzimas isocitrato deshidrogenasa e
isocitrato liasa mediante FBA en A. schindleri ACE y E. coli JM101.
El anélisis de variabilidad se utiliza para identificar los flujos méximo y minimo de las

reacciones en la red metabolica mientras se mantiene algtin estado de la red fijo. Esto permite
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encontrar soluciones Optimas alternativas, asi como evaluar la flexibilidad de la red ((Hay,

J., & Schwender, J., 2011).

7.3.1 Analisis de variabilidad de A. schindleri ACE.

Para este caso se utilizaron como restricciones experimentales del consumo de acetato de
37.13 mmol/DCW/h y la i de 0.93 h'!. A partir de ello, se determiné el flujo maximo y el
minimo para cada enzima (Icdh e Icl). La diferencia de flujos de cada una resulta en el

intervalo de flujo en el que la enzima puede operar bajo las restricciones descritas (Tabla 5).

Tabla 5. Variabilidad de flujo de Icdh e Icl de A. schindleri ACE.

Flujo Flujo Intervalo
. minimo maximo de flujo
Enzima
(mmol (mmol (mmol
/DCW/h) | /DCW/h) | /DCW/h)
Icdh 14.34 14.35 0.01
Icl 9.65 9.66 0.01

El intervalo en el que pueden variar los flujos de Icdh e Icl en 4. schindleri ACE es minimo,
con un valor de 0.01 mmol/DCW/h. Una interpretacion de este resultado es que para que
exista una elevada u (0.93 h!) es indispensable que dichos flujos funcionen cercanos a sus
valores maximos. Resulta interesante que, al extender el analisis de variabilidad de flujo a
otras enzimas involucradas en el metabolismo central del carbono (Tabla 6), la tendencia es
similar, es decir, el intervalo de flujo en el que funcionan esas enzimas se restringe a su
maxima capacidad.

Tabla 6. Variabilidad de flujo de enzimas involucradas en el metabolismo central de
carbono de A. schindleri ACE.

Flujo Flujo Intervalo
. minimo maximo de flujo
Enzima
(mmol (mmol (mmol
/DCW/h) | /DCW/h) | /IDCW/h)
ACKr 37.11 37.13 0.02
ACONTa 24.00 24.00 0.00
ACONTD 24.00 24.00 0.00
ACS 0.00 0.02 0.02
AKGDH 13.34 13.35 0.01
FBP 0.93 0.93 0.00
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ME1 0.00 0.06 0.06
ME?2 2.57 2.65 0.08
PPC 0.00 0.01 0.01
PPCK 4.33 4.36 0.03
PPS 0.00 0.01 0.01
PTAr -37.13 -37.11 0.02
SUCOAS | -13.35 -13.34 0.01

Para corroborar lo dicho anteriormente, se espera que al disminuir la ¢ gradualmente aumente
el intervalo de flujo de las enzimas (Tabla 7). Se observa que a 4 menores de 0.93 h! la

distribucion de flujos en todo el modelo puede variar y reacomodarse.

Tabla 7. Flexibilidad de la x4 de 4. schindleri ACE con respecto al intervalo de flujo de
Icdh e Icl.

Intervalo
Intervalo de de flujo de
flujo de Icdh Icl (mmol
u (b | (mmol /DCW/h) | /DCW/h)

0.93 0.01 0.01
0.7 19.23 19.23
0.5 24.34 24.34
0.33 28.69 28.69

7.3.2 Analisis de variabilidad en E. coli JM101.

Para este caso se utilizaron como restricciones el flujo de generacion de CO, experimental
(12.80-15.31 mmol/DCW/h), el intervalo del consumo de Oz experimental (-16.47 a -14.29
mmol/DCW/h) y la u de 0.33 h™l. Al igual que en el caso anterior, se determinaron los flujos
maximos y minimos para cada enzima (Icdh e Icl), y la diferencia de éstos resulta en el

intervalo de flujo en el que puede operar cada enzima (Tabla §).

Tabla 8. Variabilidad de flujo de Icdh e Icl de E. coli IM101.

Flujo Flujo Intervalo
. minimo maximo de flujo
Enzima
(mmol (mmol (mmol
/DCW/h) | /DCW/h) | /DCW/h)
Icdh 0.87 7.89 7.02
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Icl 2.78 8.75 5.96

Debido a que el intervalo en el que pueden variar los flujos de Icdh e Icl es de 7.02 y 5.96
mmol/DCW/h respectivamente, se puede interpretar que para la x4 de 0.33 h'! existe un
intervalo de operacion dos 6rdenes de magnitud mas amplio con respecto al intervalo de flujo
en A. schindleri ACE. Es decir, en E. coli IM101 estas enzimas tienen mayor flexibilidad de
flujos quiza porque operan para sustentar una u casi tres veces menor que en el caso de 4.
schindleri ACE. Por otro lado, se procedio a determinar la variabilidad de flujo de otras
enzimas involucradas en el metabolismo central de carbono de E. coli JIM101 (Tabla 9). Es
claro que para todas ellas el intervalo de flujo para la xz dada es mayor que en el caso de 4.

schindleri ACE.

Al igual que en el caso de A. schindleri ACE, también se realiz6 un andlisis de la variabilidad
de Icdh e Icl al aumentar gradualmente la x (datos no mostrados). Sin embargo, no se observé
una tendencia clara que evidencie que mientras aumente la u, el intervalo de flujo de las
enzimas disminuye también. Lo anterior puede deberse a que tal como funciona la red del
modelo de E. coli IM101 no se sustenta un aumento de p por arriba del valor experimental.

Tabla 9. Variabilidad de flujo de enzimas involucradas en el metabolismo central de
carbono de E. coli IM101.

Flujo Flujo Intervalo de
. . minimo maximo flujo
Enzima/reacciones
(mmol (mmol (mmol
/DCW/h) | /DCW/h) /DCW/h)

ACKr 7.67 21.56 13.88
ACS 0.00 5.41 5.41
AKGDH 1.68 7.64 5.95
EX akg -4.24 2.71 6.95
FBP 0.33 4.38 4.06
ICDHyr 0.87 7.89 7.02
ICL 2.78 8.75 5.96
ME1 0.00 5.69 5.69
ME2 0.00 8.15 8.15
PTAr -21.56 -7.67 13.88
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7.4 Estructura de proteinas.

A continuacion se describe el andlisis con respecto a las proteinas estudiadas.

7.4.1 Isocitrato deshidrogenasa (Icdh).

Como se observa en la tabla 10, mas detalladamente en la seccion 6.2.1, A. schindleri ACE

cuenta con una Icdh agrupada en la subfamilia III y tiene una longitud de 745 aa mientras

que E. coli tiene una Icdh agrupada en la subfamilia I y tiene una longitud de 416 aa. Es

interesante mencionar que 48 de 645 especies del género Acinetobacter cuentan con Icdh-I e

Icdh-III (entre ellas; A. baylyi ADP1), 3 cuentan s6lo con una Icdh-Iy 12 especies del género

Acinetobacter cuentan solo con una Icdh-III.

Tabla 10. Icdh-I e Icdh-III del género Acinentobactery de E. coli.

Icdh-1 (400 aa)

Icdh-III (740 aa)

Bacterias del género

51 secuencias

60 secuencias

Acinetobacter 417-419 aa 743-745 aa
A. schindleri ACE 745 aa
A. baylyi ADP1 436 aa 743 aa
E. coli K12 416 aa
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7.4.1.1 Iedh-1.

En el dendograma de la Figura 20 se observa el parentesco a nivel de secuencia que tienen
las Icdh-1 del género Acinetobacter. Las secuencias de Acinetobacter comparten un
porcentaje de identidad entre el 86 y el 99%. La secuencia de E. coli actia como control
externo, el nodo con el que tiene mas cercania evolutiva (punto verde) es en el que se

encuentra la Icdh de Acinetobacter nectaris, Acinetobacter boissieri y Acinetobacter apis:

1. Acinetobacter nectaris (418 aa) - Aislada del néctar de flores polinizadas por
insectos mediterraneo. Se ha reportado que no crece con acetato como fuente de

carbono (Alvarez-Pérez, et al. 2013).

2. Acinetobacter boissieri (417 aa) > Aislada del néctar floral de plantas polinizadas
por insectos salvajes del mediterraneo. Se ha reportado que no crece con acetato como

fuente de carbono (Alvarez-Pérez, et al. 2013).

3. Acinetobacter apis (417 aa) > Aislada del tracto intestinal de una abeja melifera, se

ha reportado su crecimiento en acido succinico y glucosa (Kim et al, 2014).

Del nodo resaltado con un punto rojo en la Figura 20 se agrupan distintas Icdh-I del género
Acinetobacter, entre estas se encuentran las de 4. baylyi ADPI1, A. calcoaceticus, A.
oleivorans, A. pittii, A. lactucae, A. seifertii y A. baumannii. Este nodo es importante, porque
las cepas mas estudiadas del género Acinetobacter incluyen a A. baylyi ADP1 y a A.

baumannii (recuadros verdes de Fig. 21).
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Figura 21. Dendograma de Icdh-I (400 aa) del género Acinetobacter con respecto a la Icdh-1 de E. coli (método de distancias medias).
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7.4.1.2 Caracteristicas generales de la Icdh-I de E. coli.

Hasta ahora se han reportado 35 estructuras de la Icdh-I de E. coli en el PDB, de las cuales 7
no estan con ligando y 28 si tienen algin ligando. En la figura 22 se observa una
superposicion de las 35 estructuras. Ademas, se calcularon las fluctuaciones cuadraticas
medias (RMSF) que es una medida del desplazamiento de un dtomo o grupo de atomos en
particular en relacion con una estructura de referencia, promediando sobre el numero de
atomos (Martinez, L., 2015); dicho de otra forma, se aplica el teorema de Pitagoras entre los
residuos de la proteina. Un RMSF bajo indica que no hay fluctuacion entre las estructuras
por otra parte, un RMSF alto puede reflejar grandes desplazamientos de un pequefio
subconjunto estructural dentro de una estructura rigida general (Martinez, L., 2015). En color
amarillo se observan las zonas con un RMSF de 0-5, en color azul se observan las zonas con

un RMSF de 5 a 10 y en verde las zonas que corresponden a un RMSF entre 10 y 15.

Figura 22. Superposicion de cadena A de 35 Icdh de E. coli visualizadas en VMD.
Residuos con RMSF de 0-5 (amarillo), residuos con RMSF de 5 a 10 (azul) y residuos con
RMSF entre 10 y 15 (verde). Se identifica en color rojo la serina-113 correspondiente al
sitio de fosforilacion mediado por AceK.

Por otra parte, también se realiz6 una superposicion utilizando el programa YASARA de una
estructura con ligando (1AI2.pdb) y una sin ligando (6ICD.pdb) (Fig. 23). Se observa en
verde la subunidad A y en morado la subunidad B. La estructura atdmica del sustrato ICA
(complejo de calcio isocitrato) se muestra en color azul, los atomos grises corresponden al

ligando NADP".
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Lo que refleja esta superposicion es que no hay una fluctuacion relevante entre las estructuras
con ligando y las estructuras sin ligando, por lo que es confiable utilizar arbitrariamente

alguna de las Icdh-1 de E. coli dilucidadas en el pdb como referencia.

Figura 23. Diferencias entre ICDH-I de E. coli con ligando (1AI2.pdb) y una sin ligando
(6ICD.pdb).

7.4.1.3 Conservacion del sitio activo de las Icdh-I del género Acinetobacter tomando
como referencia los residuos conocidos para la Icdh-I de E. coli.

De acuerdo con los datos reportados en Uniprot para la Icdh-1 de E. coli (P08200), los dos
residuos criticos del sitio activo corresponden a tirosina 160 y lisina 230. Los residuos del
sitio de union a NADP" son asparagina 352, tirosina 391 y arginina 395. Los residuos del
sitio de union a sustrato son serina 113 (sitio de fosforilacion), asparagina 115, arginina 129

y arginina 153.

En la Figura 24 se observa una porcion del alineamiento de las secuencias de las enzimas
Icdh-I del género Acinetobacter con respecto a la Icdh-I de E. coli. En un recuadro verde se
identifican los sitios correspondientes al sitio critico para catalisis, en rojo los residuos de
unién a NADP" y en naranja los residuos del sitio de union a sustrato; para todos los casos
hay una conservacion del 100%. Todas estas proteinas Icdh-I pertenecientes al género
Acinetobacter comparten un porcentaje de identidad mayor al 74% con la secuencia de E.

coli.
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Figura 24. Conservacion del sitio activo de las Icdh-I del género Acinetobacter tomando
como referencia los residuos conocidos para la Icdh-I de E. coli.

Por otra parte, en la Figura 25 se observan en otra porcion del alineamiento las diferencias a
nivel de secuencia de la Icdh-I del género Acinetobacter con respecto a la de E. coli. Estas
diferencias se observan en el carboxilo terminal, amino terminal y en algunas secciones
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especificas, por ejemplo, del residuo 17 al 23. También se introduce un gap en el aspartato

83 (D83) y en la valina 84 (V84).
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Figura 25. Diferencias a nivel de secuencia de la ICDH-I del género Acinetobacter con
respecto a la de E. coli (método de distancias medias).
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7.4.2 Icdh-III.

En la Figura 26 se observa el dendograma que incluye las Icdh-III del género Acinetobacter.
A manera de comparacion se incluye la Icdh-I de E. coli que sirve como grupo control
externo. En recuadros rojos se observan las Icdh-III que comparten mayor cercania evolutiva
con A. schindleri ACE, A. baylyi ADP1 y a A. baumannii. Las especies del nodo que

comparte la secuencia de A. schindleri ACE son las siguientes:

e Acinetobacter indicus. Bacteria que ha sido aislada de un vertedero de
hexaclorociclohexano, asi como del intestino de termitas. Particularmente la cepa
Indicus KTCV2 se ha utilizado como productora de celulasas en cultivos cuyo
objetivo es generar bioetanol (Karlapudi et al., 2019). También se ha reportado que
Acinetobacter indicus tiene la capacidadde utilizar otros sustratos como el benzoato,
etanol, DL- lactato, fenilacetato, pero no es capaz de catabolizar manosa, D -fructosa,
rafinosa, celobiosa, xilosa, manitol, meso -inositol, sacarosa, sorbosa, citraconato,
adipato,  putrescina, I- aspartato, 1 -histidina, | -arginina, 1 -ornitina, I- lisina, -
alanina o D- malato (Malhotra ef al., 2012).

e Acinetobacter variabilis: Se ha reportado que se han aislado distintas cepas de una
variedad de muestras clinicas humanas en diferentes ubicaciones geograficas, se sabe
que crece en acetato como fuente de carbono y no es capaz de crecer con B-alanina,

citraconato, d-gluconato, d -glucosa, levulinato, trigonelina (Krizova et al., 2015).

Las secuencias de las Icdh-I1I del género Acinetobacter comparten entre el 20.36 y el 22.42%
de identidad con la Icdh-I de E. coli. A lo largo del alineamiento de la Figura 27 se observa
que son distintas las secciones del amino y carboxilo terminal de las Acinetobacter y de E.
coli, ademas de que se introducen muchos huecos (gaps). Esta informaciéon junto con el
dendograma anterior indican que las proteinas tienen un origen evolutivo distinto y no son

comparables a nivel de secuencia.
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Figura 26. Dendograma de Icdh-III del género Acinetobacter con respecto a la Icdh-1 de E.
coli (método de distancias medias).

En la Figura 28 se muestra un dendograma con dos grandes grupos monofiléticos que
corresponden a las Icdh-I y III, respectivamente. Claramente se puede estipular una
divergencia evolutiva entre estas dos enzimas. Dentro del grupo de las Icdh-I (recuadro rojo
grande), se observa un subgrupo en el que divergen las Icdh-I del género Acinetobacter y la
Icdh-1 de E. coli resaltada de azul. En el recuadro verde se agrupan las Icdh-III del género

Acinetobacter, y en azul se localiza la A. schindleri ACE.
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Figura 27. Diferencias a nivel de secuencia de la Icdh-III del género Acinetobacter con
respecto a la de E. coli.
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7.4.2.1 Analisis estructural de la Icdh-III de A. schindleri ACE.

Hasta ahora se han caracterizado Icdh con diferentes estados oligoméricos: monoméros,
homodiméros, homotetrameros y hetero-oligomeros: (Wang et al., 2018). La Icdh-III de 4.
schindleri ACE no ha sido dilucidada estructuralmente, por lo que es necesario predecir su

estructura terciaria para poder analizarla.

7.4.2.2 Prediccion del estado oligomérico de la Icdh de A. schindleri ACE.

Existen distintos servidores que permiten hacer prediccion de la estructura tridimensional de
las proteinas. En el presente proyecto se hizd uso de dos, I-TASSER y SWISS MODEL;
ambas herramientas bioinformaticas tienen caracteristicas diferentes. -TASSER no genera
modelos oligoméricos en un solo paso (homodimeros, homotetrameros o hetero-oligomeros)
pero permite obtener los PDBs que comparten mayor porcentaje de identidad con la proteina
que se estd estudiando. Por otra parte, SWISS MODEL puede generar en un solo paso la
prediccion de estado terciario o cuaternario de proteinas, incluso permite tomar como
plantilla algin PDB especifico, se predijo la estructura de la Icdh-III de 4. schindleri ACE
en ambos servidores (Fig. 29). Como era de esperarse, en [-TASSER se model6 la proteina
como un monémero pero en SWISS MODEL como homodimero. A continuacion, se verifico

el estado oligomeico que tiene mas probabilidad de existir.

I-TASSER SWISS MODEL

) Homodimero
Mondmero

Figura 29. Prediccion de la estructura de la Icdh-1I1 de A. schindleri ACE en I-TASSER y
SWISS MODEL.
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Se encontr6 que la unica estructura dilucidada de las Icdh-III del género Acinetobacter es la

de A. baumannii (PDB: 5Z16) y tiene las siguientes caracteristicas:

e Comparte un 91.6% de identidad con la de 4. schindleri ACE.

e La longitud de ambas proteinas es de 745 aa, por lo que tendrian un 100 % de
covertura.

e La proteina resuelta se encuentra en estado homodimérico de acuerdo con lo
reportado por Wang et al. 2018, aunado a ello, se corroboro determinado la
clasificacion de las interacciones proteina-proteina que arroja que la interfaz entre las
cadenas A y B del complejo 5Z16.pdb se clasifica como complejo permanente (52%),
complejo transitorio (19%) y artefacto del cristal (28%). El complejo permanente,
que predomina en esta estructura indica que la proteina es estable en su estado
homodimérico y las subunidades se desnaturalizarian tras la disociacion del
complejo.

e Tomando los puntos anteriores como referencia, 5z16.pdb se puede utilizar como
plantilla para modelar la estructura 3D de la ICDH-III de 4. schindleri ACE en
SWISS MODEL.

Para determinar si la Icdh-III de A. schindleri ACE tiene el mismo estado oligomerico que la
de A. baumannii se realiz6 un mapeo de la zona de interfase entre las proteinas. El mapeo en
la zona de interfase permite hacer una comparacion a partir de los residuos que interactuan
en la interfaz de la subunidad A y la subunidad B de la Icdh-III de A. baumannii con los
residuos de la Icdh-11I de A. schindleri ACE para determinar cuantos residuos de la zona de

interfase se comparten y se conservan.

7.4.2.3 Mapeo de zona de interfase de Icdh de A. baumannii con respecto a la Icdh de
A. schindleri ACE.

El mapeo de la zona de interfase entre subunidades de proteinas permite clasificar
interacciones entre los limites de las proteinas. Dado que la interfaz puede estar definida por
una superficie que separa las dos proteinas es posible crear un mapa de interaccion que
permita realizar comparaciones en 2D. Para este caso particular el mapeo de la zona de
interfase en la estructura de Icdh-IIl de A. baumannii es importante porque se pueden

diferenciar los residuos que se encuentran en la zona de interfase que separa la subunidad A
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de la subunidad B. Estos residuos se pueden comparar con la estructura primaria de la Icdh-
I de A. schindleri ACE y con ello determinar si esta enzima cuenta con los mismos residuos
de los que se encuentran en la zona de interfase de la Icdh-II1 de 4. baumannii. Si la Icdh-I11
de A. schindleri ACE cuenta con mas del 70% de los residuos homologos a la zona de
interfase de la Icdh-III de 4. baumannii, existira una gran probabilidad de que el estado
oligomérico de la Icdh-III de A. schindleri ACE sea el mismo que el de la Icdh-III de 4.
baumannii, es decir, un homodimero. Las interacciones marcadas entre la subunidad A y la
B (Fig. 30) fueron comparadas con la estructura primaria de la Icdh-III de A. schindleri ACE
y s6lo difieren en dos residuos (histidina 398 y glutamina 241) que se encuentran resaltados
en la Figura 30. Esto corresponde a que un 95% de los residuos de la zona de interfase se

conservan entre ambas proteinas.

Figura 30. Interacciones de zona de interfase de las subunidades A B de la Icdh-III de 4.
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baumannii comparadas con los residuos de Icdh-III de 4. schindlri ACE. Los residuos del
recuadro rojo son aquellos en los que difieren ambas proteinas.

Como se observa en la Figura 31, los tnicos residuos de la zona de interfase de ambas
subunidades que no comparten las secuencias de Icdh-III de A. schindleri ACE y de A.
baumanni se encuentran en la periferia de la interfase. Por lo tanto, es muy probable que el
estado oligomérico de la Icdh-III de 4. schindleri ACE sea igual que el de la Icdh-III de 4.
baumannii, es decir, la Icdh-11I de 4. schindleri ACE ser4d un homodimero (Fig. 32).

Figura 31. Zona de interfase de la subunidad A y B de la estructura de Icdh-III de 4.
baumanni con respecto a la Icdh-I11 de A. schindleri ACE. En verde se observa la
subunidad A, en amarillo la subunidad B, en rojo la zona de interfase que podrian compartir
las Icdh-III de A4. schindleri ACE y de A. baumanni, y en morado los residuos que no
comparten ambas estructuras.
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Figura 32. Prediccion de Icdh-111 de 4. schindleri ACE en SWISS MODEL tomando como
plantilla la estructura de la Icdh-III de 4. baumannii (PDB: 5Z16). Los sitios en rojo
corresponden a los residuos cataliticos de la proteina, en amarillo la subunidad A y en verde
la subunidad B. Imagen visualizada en VMD.

Adicionalmente, se valido la prediccion de la proteina en Saves v6.0 y tuvo un ERRAT de
92.14, pasa la verificacion completa con un 95.45%. El grafico de Ramachandran permite
aproximar la estructura secundaria del péptido. Para la Icdh de A. schindleri ACE predicha
indica que el 89.4% de los residuos se encuentran en las regiones mas favorecidas (Ver anexo
V). Finalmente, se hace una superposicion entre la proteina tomada como plantilla (5z16.pdb)
y la estructura predicha obteniendo un valor de la desviacion de la raiz cuadrada media

(RMSD) de 0.1 en cada subunidad. Por lo tanto, se concluye, que la prediccion es de calidad.

A partir del analisis de la zona de interfase se estudia la conservacion de los residuos de la
zona de interfase de la Icdh-III de todas las bacterias del género Acinetobacter (Tabla 11,
Fig. 33).

Tabla 11. Conservacion de los residuos de la zona de interfase de la Icdh-III del género
Acinetobacter con respecto a los residuos de la zona de interfase de A. baumannii.

No. De residuo Aminoacido Conservacion

168,170,172, 174, 176, 177, 244, 247,376, | (K, W,Q,H,S,H, D, E,K, R, | 100 %
386, 389, 390, 393, 397, 494, 525, 529, 537 Q,E,N,W,Y,V,R,R)

169 (Cambio de Q por P en
Acinetobacter variabilis)
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241 (Cambio de E por Q en
Acinetobacter baumannii)

398 En A. baumannii H, pero hay
una distribuciéon con N

En general, se obtuvo el mismo comportamiento que se observo en la Icdh-111 de A. schindleri

ACE. Solo se detectaron cambios en:

e Acinetobacter variabilis: La glutamina 169 por prolina, en este caso este residuo

cambia de ser un residuo hidrofilico a un residuo hidrofobico.

e Acinetobacter baumannii: en el residuo 241 hay una variacion entre glutamato y
glutamina en todas la Icdh-III del género Acinetobacter, aunque en A. baumanni
(estructura de referencia) el residuo 241 es una glutamina. En el residuo 398 hay una
combinacion entre histidina y asparagina. Particularmente en A. baumannii se
encuentra presente la histidina. Se considera que ese residuo se conserva de manera
parcial ya que la histidina estd cargada positivamente mientras que la asparagina es

un residuo polar sin carga y tiene un comportamiento hidrofilico.

De ahi en fuera todos los demas residuos que se encuentran en la zona de interfase se
conservan en todas las Icdh-III del género Acinetobacter, por lo que es muy probable que

todas tengan ese estado oligomérico.
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Figura 33. Conservacion de los residuos de la zona de interfase de la Icdh-III (740 aa) del
género Acinetobacter con respecto a la Icdh-11I de 4. baumannii.

Ademas, se observa la conservacion del sitio activo de las Icdh-III incluyendo la Icdh de 4.
schindleri ACE con respecto a la Icdh de referencia (Icdh-III de 4. baumannii). En la Figura

34 se observan:
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Los dos residuos del sitio critico para catalisis corresponden a:

v Alanina 257: Se conserva 100 %.

v' Tirosina 422: Se conserva 100 %.
Sitio de union a NADP":

v' Asparagina 137: Se conserva 100 %.

v' Histidina 592: Se conserva 100 %.

v’ Arginina 652: Se conserva 100 %.
Sitio de union a sustrato:

v" Arginina 147: Se conserva 100 %.

v’ Arginina 550: Se conserva 100 %.

v' Lisina 84: Se conserva 100 %.

v" Leucina 85: Se conserva 100 %.

v" Prolina 86: Se conserva 100 %.

v' Asparagina 87: Se conserva 100 %.

v" TIsoleucina 88: Se conserva 100 %.

v" Serina 89: Se conserva 100 %.

En todos los casos, a nivel de estructura primaria se conservan al 100 % los residuos que

corresponden al sitio critico para catalisis, sitio de unién a NADP" y sitio de union a ligando

(Fig. 34).

100



Acinetobacter_soli/1-744

Acinetobacter_halotolerans’1-743

Acinetobacter_ursingii/1-743
Acinetobacter guemae/1-743

Acinetobacter_parus_ DSM_16617/1-743
Acinetobacter_tandoii/1-743

Acinetobacter_venetianus/1-743

| 1-743
Acinetobacter_proteolyicus/1-743
Acinetobacter_gyllenbemii/1-743
Acinetobacter_dispersus1-743
Acinetobacter_haemolyticus/1-743
Acinetobacter_beijerinckii _GP_ 1103071

Acinetobacter_wanghuae/1-744

Acinetobacter_bouveliif1-744
Acinetobacter pragensis’1-744

Acinetobacter_shaoyimingii/1-744
Acinetobacter_wuhousnsis/1-743
Acinetobacter_guillouige/1-743

Acinetobacter_mannus1-743
Acinetobacter_schindlen_ACES1-745
Acinetobacter_indicus/1-745
Acinetobacter lis_NSNEVA1-745

Acinetobacter_cumulans’1-744
Acinetobacter_kookii/1-743

Acinetobacter_joRnsonii/1-743

Acinetobactar_defluwi/1-744

Conservation

IR TR e

THIIKLPHNISASKCLGSAVNPLREGNSDRRG ILFSLHVKAAEEYGS ILRDYAPKHWFPSRRT

Figura 34. Conservacion del sitio activo de las Icdh-III del género Acinetobacter.

7.4.2.4. Comparacion entre la Icdh-III de A. schindleri ACE Vs la Icdh de E. coli.

Se hace una superposicion de las estructuras de la Icdh de A. schindleri ACE con respecto a

la Icdh de E. coli, estas estructuras difieren en:
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o Lalcdh de A4. schindleri ACE se encuentra como homodimero (Fig 35 a).
e Lalcdh de E. coli se encuentra como mondmero (Figura 35 b).
e Comparten un 8.65 % de identidad a nivel estructural.

e Tienen un RMSD de 2.53.

En la Figura 35, se observan los sitios cataliticos; Sitio activo (Fig 35 c¢), sitio de unién a
sustrato (Fig 35 d) y sitio de uniéon a NADP" (Fig 35 e). Esto sugiere que ambas proteinas
tienen una conformacion diferente, sin embargo, al menos el sitio de union a sustrato (Fig 35

d) se encuentra en una posicion cercana.

102



Figura 35. Se muestra la estructura de la Icdh de ambas bacterias. a) Icdh de A. schindleri
ACE (en verde se observa la subunidad A y en amarillo la subunidad B, los sitios cataliticos
se observan en rojo). b) Idhc de E. coli: 1AI2.pdb (naranja) y en rojo se muestra el ion
Ca". ¢) Superposicion de Icdh de A4. schindleri ACE subunidad A (verde) con respecto a la
Icdh de E. coli (naranja). Los iones se encuentran en azul, en rojo se encuentran los
residuos del sitio activo de la Iedh de E. coli y en magenta los de la Icdh de A. schindleri
ACE. d) El sitio de union a sustrato se resalta en cyan para E. coli y para A. schindleri
ACE los residuos resaltados en rojo oscuro. e) El sitio de union a NADP " para 4. schindleri
ACE se observa en morado y rosa para E. coli.

7.4.3 Isocitrato liasa (Icl).

En la Figura 36 se muestra el dendograma de las Icl del género Acinetobacter; se incluye
ademas la Icl de E. coli a manera de comparacion. La Icl de E. coli se encuentra mas cercana
evolutivamente con la Icl de Acinetobacter soli; esta especie se aisldé por primera vez del
suelo de un bosque en el monte de Backwoon, Reptblica de Corea (Kim et al., 2008) aunque
también se ha reportado que A. soli esta presente en aislados de Acinetobacter que causaron

bacteriemia en un hospital terciario japonés (Endo et al., 2014).

Por su parte, la Icl de A. schindleri ACE tiene un 31.4% de identidad con la Icl de E. coli. No
obstante, en el arbol se generan claramente dos grupos, una que incluye a la Icl de E. coli
mientras que el otro contiene a las Icl del género Acinetobacter. Ademas, en la figura 37 se
observa parte del alineamiento de la Icl de E. coli con respecto a las Icl del género
Acinetobacter. Se conocen los residuos importantes para la catalisis de la Icl de E. coli

(UniProtKB — POA9G6 (ACEA_ECOLI)):

e Sitio de union a magnesio: Aspartato 157 (no se conserva a nivel de estructura
primaria en las Icl de Acinetobacter).
e Sitio activo: Cisteina 195 (no se conserva a nivel de estructura primaria en las Icl de

Acinetobacter).
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e Sitio de unién a sustrato: Arginina 232 (no se conserva a nivel de estructura primaria
en las Icl de Acinetobacter) y Treonina 351 (no se conserva a nivel de estructura
primaria en las Icl de Acinetobacter).

e Familia y dominios (sitio de union a sustrato):

o Serina 91, valina 92 y lisina 93 (no se conserva a nivel de estructura primaria
en las Icl de Acinetobacter)

o Glicina 196 e histidina 197 (no se conserva a nivel de estructura primaria en
las Icl de Acinetobacter)

o Asparagina 317, Cisteina 318, Serina 319, Prolina 320 y Serina 321 (no se

conserva en las Icl de Acinetobacter)

Ademads, se observa un alto numero de Gaps entre la secuencia de E. coli y las de
Acinetobacter. Debido a que los sitios importantes para la catalisis de la Icl de E. coli en
comparacion con las Icl del género Acinetobacter no se conservan a nivel de estructura
primaria, aunado al dendograma de la Figura 36, se concluye estas enzimas son

evolutivamente distantes y no son comparables a nivel de estructura primaria.
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Figura 36. Dendograma de la Icl de E. coli y las Icl del género Acinetobacter.
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Figura 37. Porcion del alineamiento y conservacion del sitio activo de Icl de E. coli y las
Icl del género Acinetobacter.

7.4.3.1 Analisis estructural de la Icl de 4. schindleri ACE.
Hasta ahora la Icl de A. schindleri ACE no ha sido dilucidada estructuralmente, tampoco

alguna Icl del género Acinetobacter.

7.4.3.2 Prediccion de la Icl de A. schindleri ACE.
La primera prediccion que se realiz6 fue empleando el servidor I-TASSER. Sin embargo, la

estructura no cumplia con los estdndares minimos al ser evaluada por Saves v6.0.

I-TASSER utiliza como plantillas los PDBs que tienen el mayor porcentaje de identidad con
la proteina de estudio. Al realizar la prediccion se obtuvieron 10 PDBs de Icl con los que la

proteina de A. schindleri ACE compartia mayor porcentaje de identidad:

e Pseudomonas aeruginosa (PDB: 6G10) comparte un 73.4 % de identidad con
respecto a la Icl de 4. schindleri ACE, y se encuentra como homo-tetramero (Fig 38

a) (Crousiles et al. 2018 & Dun et al. 2019).
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e Icl de A. schindleri ACE tiene una longitud de 533 aa.

e Iclde P. aeruginosa tiene una longitud de 531 aa.

e La puntuacion de densidad de electrones para atomos individuales (EDIA) generado
en protein plus se muestra en a Figura 38 b, los valores por encima de 0.8 marcan un
buen soporte (en azul de la Fig. 38 b), los valores de 0.4 a 0.8 marcan un soporte
medio (en magenta de la Fig. 38 b) y los valores por debajo de 0.4 marcan un soporte
bajo (en rojo de la Fig. 38 b) (Meider et al. 2018). Esto indica que la mayoria de los
atomos tienen un buen soporte. Por lo tanto, se considera como una plantilla para

hacer la prediccion de la Icl de A. schindleri ACE.

Figura 38. Estructura de Icl de Pseudomonas aeruginosa (6G10.pdb). a) Subunidad A
(azul) subunidad B (blanco), subunidad C (verde), subunidad D (magenta). b) Subunidad
A de Icl de Pseudomonas aeruginosa, en azul se observa la puntuacion EDIA mayor a
0.8, en magenta los atomos que tienen una puntuacion entre 0.4 y 0.8 y en rojo los que
tienen una puntuacién menor a 0.4.

A partir de estos datos, se hizo:

e Un alineamiento de las Icl del género Acinetobacter con respecto a la Icl de E. coli

para ver las similitudes y las diferencias a nivel de secuencia.

e Unmapeo en la zona de interfase de la subunidad A B,A C,A D,B C,B DyC D

de la Icl de P. aeruginosa y se compara con los residuos del alineamiento la Icl de 4.
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schindleri ACE para observar cudntos residuos de la zona de interfase comparten, y

determinar el posible estado oligomérico de la proteina Icdh de A. schindleri ACE.

7.4.3.3 Conservacion del sitio activo a nivel de estructura primaria de las Icl del género
Acinetobacter tomando como referencia los residuos conocidos para la Icl de
Pseudomonas aeruginosa.

Se identificaron los datos relevantes asociados a la catdlisis de la Icl de Pseudomonas
aeruginosa de UniprotKB-Q910K4(ACEA PSEAE), y se compararon con los residuos del

alineamiento de las Icl del género Acinetobacter (Fig. 39).
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Figura 39. Porcion del alineamiento de las Icl de Acinetobacter tomando como referencia

los residuos referentes a la catélisis de la Icl de Pseudomonas aeruginosa.

109



Se observa en la Figura 39 que todos los residuos se conservan al 100 % a nivel de estructura

primaria en los siguientes sitos:

e Residuo de unién a magnesio
v' Aspartato 184: Se conserva 100 %

e Sitio activo
v" Cisteina 222: Se conserva 100 %

e Sitio de union a sustrato
v" Treonina 451 Se conserva 100 %

e Familia y dominios
v' 101-103 (S, G, W): Se conserva 100 %
v’ 223-224 (G, H): Se conserva 100 %
v' 380-384 (N, N, S, P, S): Se conserva 100 %

Las diferencias que se observan entre la Icl de P. aeruginosa y las Icl del género
Acinetobacter se presentan en el amino terminal, se introducen algunos gaps en el carboxilo

terminal, y en general, las secuencias difieren alrededor de un 26% (Fig. 40).
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Figura 40. Porcion del alineamiento de las Icl de Acinetobacter en el que se aprecian
diferencias respecto a la Icl de Pseudomonas aeruginosa.
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7.4.3.4 Mapeo de la zona de interfase de la Icl de Pseudomonas aeruginosa con respecto
a la de A. schindleri ACE.

Una vez identificados los residuos de las subunidades de la de la zona de interfase de la
estructura resuelta de la Icl de P. aeruginosa (PDB: 6G10), se compararon con los residuos
de la Icl de A. schindleri ACE utilizando como referencia el alineamiento entre estas dos
proteinas. En el Anexo V se muestra el resumen de lo antes mencionado. De los 534 aa que
constituyen a la Icl 6G10, 112 estan involucrados en las distintas zonas de interfase entre sus
subunidades. De esos 112 residuos, 4. schindleri ACE comparte 82 aa lo que equivale a un
73% de identidad. Sin embargo, si se analiza el cambio de residuo entre ambas proteinas se
observa que 8 residuos que cambiaron entre las proteinas corresponden a residuos con las
mismas propiedades fisicoquimicas; Serina 21, Asparagina 26, Leucina 90, Aspartato 111,
Alanina 273, Leucina 299, Aspartato 303 e Isoleucina 432, resaltados en el Anexo V. De esta
forma, esos 8 residuos se conservan de manera parcial, y comparten el 80% de similitud de

los residuos de la zona de interfase.

Finalmente, en la Figura 41 se observa el mapeo de zona de interfase de la Icl 6G10 con
respecto a la Icl de 4. schindleri ACE. Los residuos conservados equivalen al 70-80% y se
encuentran resaltados en amarillo, los residuos no conservados que representan
aproximadamente el 30% se muestran en verde, la subunidad A se observa en color azul, la
subunidad B se encuentra en color rojo, la subunidad C en color cyan y la subunidad D en

morado.
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Figura 41. Mapeo de zona de interfase de la Icl de P. aeruginosa (PDB: 6G10) con
respecto a la Icl de 4. schindleri ACE. En amarillo se muestran los residuos que
comparten ambas proteinas, mientras que en verde, aquellos residuos que son distintos.

Dados estos resultados, se puede utilizar la Icl de P. aeruginosa 6G10 en estado
homoteramerico como plantilla para modelar la Icl de 4. schindleri ACE. Para ello se utilizd
el servidor SWISS MODEL, tuvo una cobertura del 91%, ademas, la calidad de la prediccion
se verificé mediante Saves v6.0, y se obtuvieron los siguientes parametros: ERRAT: 97.48 y
VERIFY: 84.72%. Ademas, en el Anexo VII se observa el grafico de Ramachandran de la
prediccion de la Icl, teniendo un 93.2 % de residuos en regiones favorecidas, ademas se
realizo una superposicion entre la Icl de P. aeruginosa y el modelo de la Icl de 4. schindleri
ACE, y se obtuvo el valor d¢ RMSD calculado con el software Chimera 1.16, para cada
subunidad se observa un RMSD de 0.072 y un porcentaje de identidad de 73.46 en todas las

subunidades.

En la Figura 42 se observa también la prediccion de la Icl de A. schindleri ACE resaltando

sus sitios cataliticos mas importantes:

e Residuo de unién a magnesio: Aspartato 184 (ro0jo)

e Sitio activo: Cisteina 222 (naranja)
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e Sitio de union a sustrato: Treonina (verde).

Figura 42. Prediccion de la Icl de A. schindleri ACE resaltando: a) los sitios cataliticos mas
importantes: residuo de union a magnesio: aspartato 184 (rojo), sitio activo: cisteina 222
(naranja) y sitio de union a sustrato: treonina (verde), y b) cada subunidad de la proteina

con un color distinto: A (azul), B (rojo), C (cyan) y D (morado). Imégenes visualizadas en

VMD.

Se realizé un andlisis para ver el comportamiento de las Icl del género Acinetobacter en la
zona de interfase con respecto a la de P. aeruginosa 6G10 (Fig. 43). Las Icl del género
Acinetobacter comparten entre si un porcentajede identidad mayor al 84%, excepto 10
especies que tienen un porcentaje de identidad del 84 al 89%: A. soli, A. marinus, A. populi,
A. puyangensis, A. qingfengensis, A. haemolyticus, A. junii, A. guerrae, A. baylyi y A.
ursingii. Esto se ve reflejado en la figura 43 donde estan ubicados los residuos involucrados
en la zona de interfase dentro del alineamiento; a partir de A. so/i son menos los residuos que
se conservan en esta zona de interfase. De ahi en fuera, con las Icl que tienen un porcentaje
de identidad mayor al 91% se esperaria se comporten de manera andloga o muy similar a lo

obtenido con el analisis de la Icl de A. schindleri ACE.
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Figura 43. Conservacion de los residuos de la zona de interfase de la Icl de Pseudomonas aeruginosa con respecto a las Icl del género
Acinetobacter.
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7.4.3.5. Comparacion entre la Icdl de 4. schindleri ACE Vs la Icl de E. coli.
Ambas estructuras se encuentran como homotetrameros. Icl de 4. schindleri ACE (Fig 44 a)

e Icl de E. coli (Fig 44 b), se procede a mostrar la superposicion de la subunidad D de la Icl
de A. schindleri ACE con respecto a la subunidad A de Icl de E. coli (Fig 44), ya que son las
subunidades que se superponen, estas comparten un 24.65% de identidad y tienen un RMSD
de 1.81, como se observa en la Figura 44 c, el sitio activo en la superposicion para cada

proteina parece encontrase en diferentes zonas de la proteina.

Figura 44. a) Icl de 4. schindleri ACE, se muestran sus cuatro subunidades y sitios
cataliticos b) Icl de E. coli, se muestran sus cuatro subunidades y sitios de union a ligando
en amarillo. ¢) Superposicion de la subunidad A de E. coli (verde), sito activo (rojo) con
respecto a la subunidad D de la Icdh de A. schindleri ACE (azul) y su sitio activo en

naranja.

116



7.4.4 Malato sintasa G.
Existen 2 isoformas de la malato sintasa, AceB y GlcB. E. coli cuenta con glcB 'y aceB en su

genoma mientras que A. schindleri ACE solo tiene glcB.

7.4.4.1 Comparacion de las GlcB de E. coli y de Acinetobacter.

En la Figura 45 se observa el dendograma de las GlcB del género Acinetobacter junto con la
de E. coli, siendo esta un grupo control externo. La secuencia de la GlcB de A. boissierii es
la mas cercana evolutivamente a la de E. coli. A. boissierii fue aislada del néctar floral de

plantas silvestres polinizadas por insectos mediterraneos (Alvarez et al. 2013).
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Figura 45. Dendograma de las GlcB del género Acinetobacter incluyendo la de E. coli.

En la Fig. 45 se observa en un recuadro rojo la secuencia la GlcB de A. schindleri ACE junto
con las que comparte mayor cercania evolutiva (Secuencias de A4. indicus y A. variabilis). Es
interesante que las secuencias de GlcB e Icdh-III de estos organismos compartan cercania

evolutiva con las de A. schindleri ACE.
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7.4.4.2 Alineamiento y conservacion del sitio activo de las GlcB de E. coliy de
Acinetobacter.

La secuencia de GlcB de E. coli comparte 58.6% de identidad con la de A. schindleri ACE.
Tomando como referencia los residuos importantes para la catdlisis de GlcB de E. coli
(UniProtKB - P37330 (MASZ ECOLI)) se aprecia la siguiente conservacion a nivel de

estructura primaria de sitios en la de A. schindleri ACE:

Sitios de union a Acetil Co-A.

Valina 118: Se conserva 100 %.
e Serina 274: Se conserva 100 %.

* Arginina 311: Se conserva 100 %.

Prolina 536: Se conserva 100 %.
Sitio activo.

* Arginina 338: Se conserva 100 %.

* Aspartato 631: Se conserva 100 %.
Sitio de union a glioxilato.

* Arginina 338: Se conserva 100 %.

*  Glutamato 427: Se conserva 100 %.

* G, F, L, D (posicion: 452-455): El tnico residuo que cambia es la leucina 454 por

metionina, ambos son apolares e hidrofobicos aunque la metionina contiene azufre
(S).
Sitio de union a magnesio.
*  Glutamato 427: Se conserva 100 %.

e Aspartato 455: Se conserva 100 %.

En la Figura 46 se corrobora que los sitios cataliticos importantes de la proteina mencionados

anteriormente se conservan 100 % a nivel de estructura primaria entre todas las GlcB del
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género Acinetobacter estudiadas en el presente proyecto con respecto a la GlcB de E. coli.

Por tanto, pueden llegar a tener actividades cataliticas similares.
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Figura 46. Alineamiento y conservacion del sitio activo de GlcB de E. coli y de las
Acinetobacter.

7.4.4.3 Prediccion de la estructura de GlcB de A. schindleri ACE.
La GlcB de A4. schindleri ACE no ha sido dilucidada estructuralmente, hasta ahora se sabe

que las GlcB bacterianas se encuentran en forma monomérica (Anstrom et al., 2003).
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El primer acercamiento que se tuvo de la prediccion de la estructura terciaria de la GlcB de

A. schindleri ACE se obtuvo del servidor -TASSER; dentro de la lista de PDBs que se toman

como plantilla, se muestran las de mayor % de identidad en la Tabla 12.

Tabla 12. GlcB resueltas y depositadas en el PDB con mayores porcentajes de identidad

con respecto a la secuencia de A. schindleri ACE.

Microorganismo % de identidad
Pseudomonas aeruginosa (PDB: 5VFB, SOAS) 64.4
Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2GQ3) 59.4
E. coli K12 (PDB: 1D8C, 1P7T, 1Y8B, 2JQX) 58.5

Se realiz6 una superposicion de los PDBs de la tabla 12 (Fig. 47) y se calcularon los valores

de RMSF (Fig. 48). Aunque en su mayoria los residuos tienen un RMSF con valores menores

a 6, existe una zona cercana al residuo 600 con un RMSF cercano a 10. Es decir, existen

ciertas zonas que fluctian entre las 6 estructuras superpuestas. Por ello, se tomaron por

separado como plantillas las siguientes estructuras: SOAS y SVFB de Pseudomonas

aeuroginosa, 2GQ3 de Mycobacterium tuberculosis y 1D8C de E. coli K12. De esta forma
se generaron 5 modelos distintos de la GIcB de A4. schindleri ACE en SWISS MODEL. Estos

modelos se superpusieron (Fig. 49) y se observa que no hay fluctuaciones significativas entre

si, por lo que se podrian utilizar cualquiera de estos 5 modelos.
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Figura 47. Superposicion de los PDB 1D8C, 1P7T, 1Y8B, 2JQX., 2GQ3, 5VFB de las
GlcB de la Tabla 12. Se emple6 el programa R y se visualizaron en VMD.
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Figura 48. Valores de RMSF de los residuos de la superposicion los PDB 1D8C, 1P7T,
1Y8B, 2JQX., 2GQ3, 5VFB de las GlcB de la Tabla 12.
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Figura 49. Superposicion de los 5 modelos generados de la GlcB de A. schindleri ACE
en SWISS MODEL.

Adicionalmente, se realiz6 otro analisis en el que se tomd como plantilla la GlcB de E. coli
y se model6 en SWISS MODEL. Este modelo se comparé con el modelo que se predijo en

I-TASSER mediante una superposicion en YASARA (Fig. 50).

Figura 50. Superposicion de los modelos de la estructura de la GlcB de A4. schindleri ACE
obtenidos en SWISS MODEL (azul) y en I-TASSER (amarillo).

Se observa que ambos modelos generados para la GlcB de A. schindleri ACE son muy
similares y pasan los estdndares que evalua Saves v6.0. Sin embargo, la prediccion por I-
TASSER tiene mejores datos de validacion y por tanto se utilizara este modelo en los
subsecuentes andlisis (ERRAT: 94.6 y VERIFY: 88.08), adicionalmente se obtuvo la grafica
de Ramachandran que arroja que el 91.9 % de los residuos se encuentran en zonas favorecidas
(Ver anexo VIII).
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En la Figura 51 se resaltan los sitios cataliticos de la estructura de I-TASSER de la GlcB

de A. schindleri ACE. Estos incluyen los siguientes

Sitios de union a Acetil Co-A (Rojo): Valina 118, Serina 274, Arginina 311, Prolina
536.

Sitio activo (Azul): Arginina 338 y Aspartato 631.

Sitio de union a glioxilato (verde): Arginina 338, Glutamato 427, Glicina 452,
Fenilalanina 453, Metionina 454 y Aspartato 455.

Sitio de union a magnesio (morado): Glutamato 427 (428) y Aspartato 455 (456).

Figura 51. Prediccion de la GlcB de 4. schindleri ACE resaltando los sitios de union a
Acetil Co-A (Rojo), sitio activo (Azul), sitio de union a glioxilato (verde) y sitio de
unién a magnesio (morado).

En la Figura 52 se observa la superposicion de la GlcB de A. schindleri ACE con respecto a
la Glcb de E. coli, estas comparten un 56.94 % de identidad y un RMSD de 0.301, por su

parte, sin embargo, al resaltar su sitio activo: en rojo para E. coli (Prolina 536) y en morado
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para A. schindleri ACE (Arginina 338 y Aspartato 631) se observa que estos sitios se

encuentran en diferentes zonas.

Figura 52. Superposicion de la GleB de E. coli (1P7T.pdb) contra el modelo de la GlcB de
A. schindleri ACE, en rojo se observan el sitio activo de la GlcB de E. coli y en morado el

sitio activo de la GlcB de A. schindleri ACE.

7.4.4.4 Comparacion de las malato sintasas GlcB y AceB de E. coli.

En E. coli, 1a GIcB tiene una longitud de 723 aa, mientras que la AceB consta de 533 aa. Se
ha reportado que la isoforma G monomérica (GlcB) se encuentra solo en bacterias, mientras
que la isoforma A oligomérica (AceB) se encuentra en bacterias, plantas y otros organismos
(Anstrom et al., 2003). La GIcB y la AceB de E. coli comparte apenas un 18.47 % de
identidad. No obstante, se realizd una superposicion de ambas estructuras (Fig. 53) y se

observa claramente que las dos proteinas son muy distintas estructuralmente. Se calcul6 el
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valor de RMSF (Fig. 54) y se determin6 que solo algunos residuos (alrededor de 400) son los
que pueden superponerse, es posible que estos sitios conservados correspondan al sitio
catalitico de las proteinas. Sin embargo, los valores de RMSF son mayores a 5, por lo que se
evidencia que existen muchas fluctuaciones entre ambas estructuras, lo cual concuerda con

el porcentaje de identidad que comparten dichas proteinas.

Figura 53. Superposicion de GlcB (ro0jo) con respecto a AceB (azul) de E. coli.
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Figura 54. RMSF de la superposicion de GlcB y AceB de E. coli.

Dados estos resultados, se espera que la comparacion de GlcB de A. schinderi ACE con la

AceB de E. coli tengan un comportamiento similar al descrito anteriormente.
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7.4.4.5 Comparacion de las GlcB de Acinetobacter y 1a AceB de E. coli.

Las GlcB de las distintas especies del género Acientobacter tienen una longitud de entre 720

y 721 aa, en contraste con los 533 aa de la AceB de E. coli. En el dendograma de la Fig. 55

se observa que la raiz estd dada por la secuencia de la AceB de E. coli (la rama morada),

mientras que en el resto del arbol se agrupan las GlcB del género Acientobacter y la GlcB de

E. coli. GIcB de E. coli con comparte entre el 54 y el 59% de identidad respecto a las GlcB

de las diferentes especies del género Acinetobacter. Por otro lado, AceB de E. coli comparte

el 20.48% de identidad con respecto a GlcB de 4. schindleri ACE. Es interesante mencionar

que aun entre las GlcB del género Acinetobacter, estas comparten un porcentaje de identidad

en un intervalo de 69 a 99%.

Los sitios cataliticos de AceB de E. coli con respecto a la GlcB del género Acinetobacter no

se conservan a nivel de estructura primaria, lo cual es concordante con el porcentaje de

identidad que éstas comparten (=20%).
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Figura 55. Dendograma de GlcB de diferentes especies del género Acinetobactery de E.
coli con respecto a la AceB de E. coli.

7.5 Correlacion entre analisis de FBA y estructura de proteinas.

En la tabla 13 se observan los flujos de Icdh, Icl y GlcB de E. coli y de A. schindleri ACE

control utilizados en FBA, donde A. schindleri ACE crece auna u de 0.93 h'! y E. coli crece

auna u de 0.93 h'! utilizando acetato como fuente de carbono. Se observa que los flujos hacia

Icdh e Icl son distintos en ambas bacterias, sin embargo, el flujo de GlcB es el mismo para

ambas. Esto concuerda con el andlisis estructural, debido a que, tras determinarse que Icdh e

Icl tienen una conformacion distinta distintas entre ambas bacterias, se espera que sus

actividades cataliticas sean diferentes, sin embargo, el parecido entre GlcB de A. schindleri

ACEy E. coli sugiere que podrian tener datos cinéticos semejantes.

Tabla 13. Correlacion entre flujos de Icdh, Icl y GlcB control de FBA con respecto a los
datos obtenidos a nivel estuctural.

Enzima Flujo control FBA Flujo control FBA Parecidas
(mmol C/ DCW*h) (mmol C/DCW*h) estructuralmente
A. schindleri ACE E. coli
Icdh 14.4 4.8 NO
Icl 9.6 4.2 NO
GlcB 9.7 9.7 SI
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8. CONCLUSIONES.

» El analisis de eliminacion in silico en A. schindleri ACE permitié determinar que la
via preferencial de consumo de acetato es la de AckA-Pta, tal como se habia sugerido
a partir de los analisis transcripcionales (Sigala et al., 2017). De igual manera, este
tipo de andlisis permiti6 identificar una afectacion en el crecimiento de E. coli IM101
en acetato al tener inactiva la via de asimilaciéon AckA-Pta.

» La modulacion de las actividades de Icdh y de Icl in silico mostré que para alcanzar
una x4 maxima se tienen valores aproximadamente 3 veces mas elevados de flujos de
carbono en A. schindleri ACE que en E. coli JM101. Esto concuerda con el andlisis
de variabilidad de estas enzimas pues hay una menor flexibilidad de sus flujos en 4.
schindleri ACE en comparacion con los de E. coli IM101 para sus respectivas
4 méaximas. De hecho, se observé que para alcanzar una z de 0.93 h! en el modelo
metabolico de A. schindleri ACE, los flujos de buena parte de las enzimas del
metabolismo central de carbono funcionan en su maximo nivel.

» El anélisis estructural demostré que tanto Icdh como Icl son enzimas que tienen una
conformacion distinta en ambas bacterias, esto implicaria que las actividades
enzimaticas pueden ser sustancialmente distintas. La desregulacion de las actividades
alrededor del nodo de isocitrato que se presenta en 4. schindleri ACE justificaria de
forma importante el aumento de actividad simultanea de Icdh y de Icl que se ha
predicho en los modelos metabdlicos.

» Parael caso de 4. schindleri ACE, es muy probable que la Icdh-III se encuentra como
homodimero y la Icl como homotetrdmero. Adicionalmente, en este género de
bacterias las Icdh estan mas conservadas que las Icl.

» LaGlcB de 4. schindleri ACE es estructuralmente parecida a la de E. coli y compensa
sin mayor probema la actividad de la AceB que se encuentra en E. coli pero no en A.

schindleri ACE.
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. PERSPECTIVAS.

. Probar con un modelo metabdlico a escala genomica de 4. schindleri ACE las
simulaciones realizadas con el modelo reducido.

Inactivar experimentalmente ackA-pta 'y acs en A. schindleri ACE y obtener los datos
cinéticos de crecimiento y consumo de sustrato.

Medir experimentalmente las actividades enzimaticas de las 3 proteinas de estudio

(Icdh, Icl y GleB) tanto en E. coli JIM101 como en A. schindleri ACE.
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11. ANEXOS

11.1 Anexo 1.

Tabla 14. Bases de datos, servidores y herramientas empleadas en la metodologia

Base de datos

Enlace (URL)

Cita

Instituto Europeo de
Bioinformatica

(EMBL-EBI)

https://www.ebi.ac.uk/about

Lopez, R (2008)

Instituto Suizo de
Bioinformatica

(S61B)

https://www.sib.swiss/

Universal Protein

https://www.uniprot.org/

Bateman et al,

Genomes (KEEG).

Resource (2021)

(UNIPROT)

Kyoto Encyclopedia | https://www.genome.jp/kegg/ Kanehisa, M., &
of Genes and Goto, S. 2000.

Protein Information

Resource (PIR)

https://proteininformationresource.org/

George et al. 1997

Protein data bank

(PDB)

https://www.rcsb.org/

Berman et al. 2000

Servidores

Enlace (URL)

Cita

SWISS-MODEL

https://swissmodel.expasy.org/interactive

Waterhouse et al,

2018

GetContacts

https://getcontacts.github.io/

SAVES v6.0

https://saves.mbi.ucla.edu/

C., &
Yeates, T.O. 1993,

Colovos,
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https://getcontacts.github.io/
https://saves.mbi.ucla.edu/

Bowie et al., 1991,
Luethy et al., 1992

[I-TASSER

https://zhanggroup.org/[-TASSER/

JYangetal 2015, A
Royetal 2010 &Y
Zhang, 2018

Clustal Omega en la

plataforma de

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Madeira et al, 2019

EMBL-EBI

PROTEINS PLUS https://proteins.plus Schoning-Stierand
et al. 2020 &
Fahrrolfes et al
2017

Herramientas Enlace (URL) Cita

Jalview https://www jalview.org/ Waterhouse AM et
al, 2009

FLAREPLOT https://gpcrviz.github.io/flareplot/?p=create | -

11.2 Anexo II.

Tabla 15. 10 PDBs andlogos a la enzima Icl identificados por I-TASSER con mayor

parentesco.

Click
to view
1 BgloA 0.901
2  GedwA 0729
3 1dgud 0.696
4 Jogdh 0.669
5 ligwC 0.669
6 dideA 0.665
T 1f8iA 0.663
& 3lg3A 0.654
9 3eolB 0587
10 3m0jA 0.505

0.93
2.63
2.63
2.21
2.12
1.87
217
2.13
1.81
2.74

Rank PDB Hit TM-score RMSD?2 IDEN?

0.722 (
0.225 (
0.234 (
0.279 (
0.303 (
0.284 (
0.257 (
0.296 (
0.273 (
0175 (
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11.3 Anexo III

Tabla 16: Datos de la eliminacion de ackA-pta y acs en A. schindleri ACE mediante FBA.

OF max ac

L (sin restringir
Abreviacion

OF max ac (sin

restringir CO2

OF max ac (sin

restringir CO2

OF Biomass_max

(sin restringir CO:

OF Biomass_max

(sin restringir CO2

CO:2y O2) y O2) Biomasa |y O:) Biomasa | ni biomasa fija)
Biomasa fija | fija ack fija acs ack DRI

37.13 0.00 37.13 0.00 37.12

24.00 29.06 24.00 22.20 23.99
3 | ACONTb 24.00 29.06 24.00 22.20 23.99

0.00 42.19 0.00 32.06 0.00
5 ACe2r 37.13 42.19 37.13 32.06 37.12
6 ADK1 0.00 42.19 0.00 32.06 0.00

13.35 18.41 13.35 14.21 13.35
8 AKGt2r 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
9 ATPM 8.39 8.39 8.39 8.39 8.39
10 ATPS4r 94.85 137.04 94.85 105.38 94.84
11 CO2t -34.68 -44.81 -34.68 -3441 -34.68

24.00 29.06 24.00 22.20 23.99
13| CYTBO3_4 67.21 87.46 67.21 67.20 67.20
14 ENO -3.86 -3.86 -3.86 -2.90 -3.86
15| EX ac(e) -37.13 -42.19 -37.13 -32.06 -37.12
16 | EX_akg(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17| EX co2(e) 34.68 4481 34.68 34.41 34.68
18 | EX_fum(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
19 | EX_gIn_L(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
20 | EX_glu_L(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
21 EX _h(e) -18.47 -65.73 -18.47 -50.12 -18.47
22| EX_h2o(e) 41.45 93.77 41.45 71.56 41.45
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23| EX_mal L(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
24| EX_nhd(e) 5.07 -5.07 -5.07 -3.81 5.07
25| EX_ o2(e) -33.60 4373 -33.60 -33.60 -33.60
26| EX_pi(e) 342 342 342 257 342
27| EX_pyr(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
28| EX_succ(e) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
29 FBA -0.93 -0.93 -0.93 -0.69 -0.92

0.93 0.93 0.93 0.69 0.92
31| FRD7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

- 22.99 28.06 22.99 21.45 22.99

33| FUMt2 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
247 247 247 -1.86 247

35| GLNS 0.24 0.24 0.24 0.18 0.24
36| GLNabc 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
37| GLUDy 483 -4.83 -4.83 -3.63 483
38| GLUN 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
39| GLUSy 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
40| GLUtr 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
41 H20t -41.45 9377 -41.45 7156 -41.45
42| ICDHyr 14.35 19.41 14.35 14.96 1435
9.65 9.65 9.65 7.24 9.64

9.65 9.65 9.65 7.24 9.64

ﬁ 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
30.00 35.07 30.00 26.71 30.00

0.04 2.63 0.04 0.00 0.00

2.60 0.00 2.60 1.98 2.63

49| NADHI6 4421 59.40 4421 45.75 4421
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50 [ NADTRHD 0.00 2.46 0.00 421 0.04
51 NH4t 5.07 5.07 5.07 3.81 5.07
52 02t 33.60 4373 33.60 33.60 33.60
53 PDH 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
54 PGI -0.19 -0.19 -0.19 -0.14 -0.19
- 2.47 2.47 2.47 1.86 2.47
56 PGM 3.86 3.86 3.86 2.90 3.86
57 PIt2r 3.42 3.42 342 2.57 342
58 POX 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
435 435 435 3.26 435
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
37.13 0.00 -37.13 0.00 -37.12
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.67 0.67 0.67 -0.50 0.67
-0.67 -0.67 -0.67 -0.50 -0.67
66| SUCCt2 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
67| succt 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
22.99 28.06 22.99 2145 22.99
69| SUCOAS -1335 -18.41 -13.35 -1421 -13.35
0.17 0.17 0.17 0.12 0.17
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.17 0.17 0.12 0.17
73| TKT2 0.50 -0.50 -0.50 -0.38 -0.50
74 TPI 0.93 0.93 0.93 -0.69 0.92
75| Biomass 0.93 0.93 0.93 0.70 0.93
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11.4 Anexo IV.

Tabla 17. Datos de la eliminacion de ackA-pta 'y acs en E. coli IM101 mediante FBA.

OF ac_max et Offac_max OF max biomass | OF max biomass
(intervalo de (entervalo de ntervalo de (intervalo de (intervalo de
Abreviacién valores valores valores valores valores
experimentales, experimentales, | experimentales, experimentales) | experimentales)
biomasa fija) biomasa fija) biomasa fija) e AT
ACKTr- ACS-
1 ACKr 13.215 EXITFLAG = 13.229 0.000 13.991
2 ACONTa 8.981 8.966 5915 9.394
3 ACONTb 8.981 -2.000 8.966 5.915 9.394
4 ACS 0.000 0.000 9.373 0.000
5 ACt2r 13.080 13.080 5.105 13.991
6 ADKI1 0.403 0.331 13.535 0.000
7 AKGDH 5.118 5.304 0.666 6.374
8 AKGt2r 0.638 0.638 1.020 0.595
9 ATPM 8.390 8.390 8.390 8.390
10 ATPS4r 40.352 40.180 39.972 40.787
11 CO2t -15.310 -15.310 -15.310 -15.310
12 CS 8.981 8.966 5.915 9.394
13 28.580 28.580 28.580 28.580
14 ENO -1.449 -1.464 -0.210 -1.527
15| EX ac(e) -13.080 -13.080 -5.105 -13.991
16 | EX akg(e) -0.638 -0.638 -1.020 -0.595
17| EX co2(e) 15310 15310 15310 15310
18| EX_fum(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
19| EX glc(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
20 | EX_gln L(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
21 | EX_glu L(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
22 EX h(e) -7.738 -7.738 -16.518 -7.805
23| EX h2o(e) 16.437 16.437 22.643 16.798
24 | EX_mal_L(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
25| EX nh4(e) -1.799 -1.799 0.000 -2.005
26| EX o02(e) -14.290 -14.290 -14.290 -14.290
27| EX pi(e) -1.214 -1.214 0.000 -1.353
28 | EX pyr(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
29 | EX succ(e) 0.000 0.000 0.000 0.000
30 FBA -0.406 -0.422 -0.210 -0.366
31 FBP 0.926 0.964 2410 0.366

145



32]  FRD7 0.000 0.000 0.000 0.000
33 FUM 9.264 9.249 6.935 9.593
34| FUM® 2 0.000 0.000 0.000 0.000

0.235 0.280 0.631 0.000
-0.955 -0.971 -0.210 -0.977
0.000 0.000 0.000 0.000
0.084 0.084 0.000 0.094
0.000 0.000 0.000 0.000
40| GLUDy -1.715 -1.715 0.000 -1.911
41| GLUN 0.000 0.000 0.000 0.000
42| GLUSy 0.000 0.000 0.000 0.000
43| GLUtr 0.000 0.000 0.000 0.000
0.235 0.280 0.631 0.000
16572 -16.585 26910 -16.798
4.836 5.021 -0.354 6.176
4.145 3.945 6.269 3219
48|  MALS 4.145 3.945 6.269 3219
49| MAL2 2 0.000 0.000 0.000 0.000
50/ MDH 10.788 10.861 1.962 11.770
51 MEI 0.432 0.444 7.828 0.066
52 ME2 2.189 1.889 3413 0.976
53| NADHI6 19.181 19.183 17.378 18.987
54| NADTRHD 2.496 2.758 7.491 0.451
55| NH4t 1.799 1.799 0.000 2.005
56 o2t 14.290 14.290 14.290 14.290
57 PDH 1.148 0.919 2.811 0.000

I 0.520 0.542 2.200 0.000
59 PGI -0.302 -0.348 -0.631 -0.075
60 PGK 0.955 0.971 0.210 0.977

_ 0.235 0.280 0.631 0.000
62| PGM 1.449 1.464 0.210 1.527
63 PIt2r 1214 1214 0.000 1353
64 POX 0.135 0.148 4268 0.000
65 PPC 0.545 0.565 6.719 0.000
66| PPCK 1.762 1.870 2.767 1.718
67 PPS 0.403 0.331 4.163 0.000
68|  PTAr 13215 -13.229 0.000 -13.991

0.000 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.000
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71 RPE -0.081 -0.051 0.421 -0.264
72 RPI -0.315 -0.331 -0.210 -0.264
73 0.409 0.449 3.539 0.000
74 SUCCt3 0.409 0.449 3.539 0.000
75 SUCDi 9.264 9.249 6.935 9.593
76 | SUCOAS -5.118 -5.304 -0.666 -6.374
77 TALA 0.019 0.034 0.210 -0.066
78 THD2 1.016 1.302 3.170 0.000
79 TKT1 0.019 0.034 0.210 -0.066
80 TKT2 -0.100 -0.085 0.210 -0.199
81 TPI -0.406 -0.422 -0.210 -0.366
82 Biomass 0.330 0.330 0.000 0.368
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11.5 Anexo V.
Figura 56. Grafico de Ramachandran de la estructura de la Icdh predicha en SWISS MODEL
obtenida de Saves V6.0.
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Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions |A,B,L] 1168 89.4%
Residues in additional allowed regions [a,b.l,p] 112 8.6%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 19 1.5%
Residues in disallowed regions 7 0.5%
Number of non-glycine and non-proline residues 1306 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) [
Number of glycine residues (shown as triangles) 96
Number of proline residues 68
Total number of residues 12;6
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%. a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

saves_(01.ps
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11.6 Anexo VI.
Tabla 18. Residuos de la zona de interfase de las subunidades A B,A C,A D,B C,B D

y C_D de 6G10.pdb de Pseudomonas aeruginosa con respecto a la secuencia de la Icl de

A. schindleri ACE.

Veces
que
Posicion | Res |Res | aparece | ACE | CAMBIO | P. aeuroginosa ACE Observacion
14|LEU |L 2SI
Ambos son
polares sin
Cambio carga
21 [SER |S 4|NO [porT SERINA TREONINA (Hidrofilicos)
22| TRP |W 1|SI
Aes
hidrofobico
D esté cargado
Cambio negativamente
24| ALA |A 1|NO |porD ALANINA ASPARTATO (acido)
25|ILE |1 3|SI
Ambos son
polares sin
Cambio carga
26 | ASN |N 1 |NO |porS ASPARAGINA | SERINA (Hidrofilicos)
Y es aromatico
(hidrofébico).
D esté cargado
Cambio negativamente
29| TYR |Y 1|NO |porD TIROSINA ASPARTATO (acido)
33 MET |M 3|SI
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R esta cargado
positivamente
(basico).

Q es polar sin

Cambio carga
34| ARG |R 2INO |[porQ ARGININA GLUTAMINA (hidrofilico)
37| ASN |N 1|SI
40|LYS |K 3|SI
43 |LEU |L 1|SI
69 |GLN |Q 2SI
70| SER |S 1|SI
71|LEU |L 2SI
74 | TRP |W 2SI
75 |HIS |H 2SI
77| PHE |F 2SI
78 |ILE |1 1|SI
81 |GLN |Q 1|SI
82 (LYS |K 2SI
S es hidrofilico
y
Cambio A es apolar e
85(SER |S 2({NO |por A SERINA ALANINA hidrofébico
I es apolar e
hidrofébico.
Cambio N es
86 [ILE |I 1|NO |porN ISOLEUCINA | ASPARAGINA | hidrofilico
H cargado
positivamente
(basico).
Cambio Y es aromatico
89 |HIS [H 2|NO |porY HISTIDINA TIROSINA (hidrofobico)
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L es apolar e
hidrofébico.
Cambio F es aromatico
90 |LEU |L 2(NO |porF LEUCINA FENILALANINA | (hidrofobico)
96 | ARG |R 1|SI
108 |LEU |L 3|SI
(ambos
cargados
Cambio negativamente;
111 |ASP |D 1|NO |porE ASPARTATO |GLUTAMATO |acidos)
112 |PHE |F 2SI
113|GLY |G 1|SI
114|PRO [P 2SI
115|LEU |L 1|SI
118 | GLN |Q 1|SI
120 | MET |M 3|SI
123|LYS |[K 1|SI
135|THR | T 1|SI
136 |PHE |F 2SI
139 | GLN |Q 1|SI
191|ASN |N 1|SI
193 |GLU |E 1|SI
194 ALA |A 1|SI
196 TYR |Y 1|SI
197 |LEU |L 3|SI
201 |LYS |K 2SI
218 | ASP |D 1|Si
Cambio Nes
241 |ASN |N 1{NO |porH ASPARAGINA | HISTIDINA hidrofilico.
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H esté cargado

positivamente
(basico)
244 | ARG |R 2SI
245 |TYR | Y 41SI
248 |LEU |L 3|SI
249 |GLU |E 3|SI
L es apolar e
hidrofobico.
Cambio Nes
250 |LEU |L 1{NO |porN LEUCINA ASPARAGINA | hidrofilico
253 | ASP 2SI
Q es polar sin
carga
(hidrofilico).
K esté cargado
Cambia positivamente
271 |GLN |Q 1 |NO |porK GLUTAMINA |LISINA (bésico)
272 |ILE |1 2SI
A es apolar e
hidrofébico.
Cambia P es apolar e
273 |ALA |A 1{NO |porP ALANINA PROLINA hidrofébico
274 | VAL |V 2SI
Tes
hidrofilico.
Cambia V es apolar e
275 THR | T 2|NO |porV TREONINA VALINA hidrofébico
D cargado
Cambia negativamente
283 | ASP |D 1|{NO [porS ASPARTATO |SERINA (acido).
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S es polar sin
carga

(hidrofilico)

296

GLU

NO

Cambia

por I

GLUTAMATO

ISOLEUCINA

E cargado
negativamente
(acido).

I es apolar

(hidrofobico)

299

LEU

NO

Cambia

por A

LEUCINA

ALANINA

L es apolar e
hidrofobico.
A es apolar e

hidrofébico

300

GLY

NO

Cambia

por Q

GLICINA

GLUTAMINA

G es apolar e
hidrofobica.
Q es polar sin
carga

(hidrofilico)

301

ASN

NO

Cambia

por E

ASPARAGINA

GLUTAMATO

N es
hidrofilico.
E esta cargado

negativamente

(4cido)

302

GLY

NO

Cambia

por D

GLICINA

ASPARTATO

G es apolar e
hidrofobica.

D esté cargado
negativamente

(acido)

303

ASP

NO

Cambio

por E

ASPARTATO

GLUTAMATO

D cargado
negativamente

(acido).
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E esta cargado

negativamente
(acido)
V cargado
negativamente
(acido).
Cambio I es apolar
304 | VAL |V 1|NO [porl VALINA ISOLEUCINA (hidrofébico)
V cargado
negativamente
(acido).
Cambio L es apolar
305| VAL |V 2|NO |porL VALINA LEUCINA (hidrofobico)
306 |ILE |I 2SI
307|LYS |K 6|SI
310|GLY |G 1|SI
311|LYS |K 1|SI
312|LEU |L 2|SI
317| ARG |R 2SI
319 ALA |A 1|SI
Nes
hidrofilico.
Cambia G es apolar e
321|ASN |N 3INO |por G ASPARAGINA | GLICINA hidrofobico
342 |LEU |L 1]SI
343 | GLN |Q 1|SI
344 | ASN |N 1|SI
345|GLY |G 1|SI
381 | ASN |N 1|SI
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383 |PRO (P 2SI
385|PHE |F 1|SI
387 | TRP |W 2SI
388 | THR | T 1|SI
429 | ASP |D 2SI
I es apolar e
hidrofébico.
Cambio V es apolar e
432 |ILE |1 1|/NO |porV ISOLEUCINA | VALINA hidrofébico
433 | ARG |R 2SI
436 |GLN |Q 2SI
448 |HIS |H 1|SI
450 |ILE |1 3|SI
453 |PRO |P 1|SI
455|TYR|Y 1|SI
456 |HIS |H 2SI
457 | THR | T 2SI
459 | ALA | A 1|SI
461 |SER |S 1|SI
462 | THR | T 2SI
D cargado
negativamente
(acido).
H esta cargado
Cambio positivamente
463 | ASP 2|NO |porH ASPARTATO |HISTIDINA (basico)
465 |LEU |L 1|SI
466 | ALA | A 1|SI
Cambio L es apolar e
467|LYS |K 1{NO [porQ LISINA GLUTAMINA hidrofébico.
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Q es polar sin

carga
(hidrofilico)

469 | TYR |Y 6|SI

470 | PHE |F 6|SI
A es apolar e
hidrofobico.

Cambio G es apolar e

471 | ALA |A 1|NO |porG ALANINA GLICINA hidrofobico
D cargado
negativamente
(acido).
S es polar sin

Cambio carga

472 ASP |D 1 |NO |porS ASPARTATO |SERINA (hidrofilico)

473 |GLU |E 1|SI

475 | MET |M 3|SI

476 |LEU |L 2SI

478 | TYR |Y 4SI

479| VAL |V 1|SI

482 | VAL |V 2SI

483 |GLN |Q 3|SI

484 | ARG |R 2SI
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11.7 AnexoVII

Figura 57: Grafico de Ramachandran de la estructura de la Icl predicha en SWISS

MODEL obtenida de Saves V6.0.

PROCHECK
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 1656 93.2%
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 100 5.6%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 20 1.1%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 1776 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 16
Number of glycine residues (shown as triangles) 108
Number of proline residues 52
Total number of residues 1952
Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%. a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
saves 0l.ps
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11.8 AnexoVIII

Figura 58: Grafico de Ramachandran de la estructura de la GlcB predicha en I- TASSER
obtenida de Saves V6.0.
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Residues in most favoured regions [A,B,L]| 578 91.9%
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Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 629 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 3

Number of glycine residues (shown as triangles) 54

Number of proline residues 28

Total number of residues 714

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%. a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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