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RESUMEN

El 4cido 3-indolacético (AIA) es una fitohormona que promueve el crecimiento radicular de las
plantas permitiendo un mejor aprovechamiento de los nutrientes, su aplicacion en la agroindus-
tria ha ido incrementando en los dltimos afios para mejorar los rendimientos de los cultivos de
semillas, frutas o legumbres. Las bacterias del género Bacillus son capaces de producir esta
fitohormona bajo diversas condiciones de crecimiento con lo cual las hacen candidatas para ser
ocupadas como fébricas celulares para la produccion de AIA. Para comprender la capacidad de
productiva de AIA y las rutas metabdlicas involucradas, se pueden utilizar modelos metabdlicos
que permiten caracterizar el funcionamiento del metabolismo y plantear escenarios de produc-
cién 6ptima. Por tal motivo, en este trabajo se desea caracterizar, con apoyo de un modelo
metabolico a escala gendmica, la capacidad de produccion de AIA de Bacillus subtilis cuando
es cultivada en distintas fuentes de carbono, la cuales son: glucosa, acetato, propionato, citrato
y glicerol; ademds se utiliza L-triptéfano (7rp) como inductor. Con base en los datos cinéticos
obtenidos experimentalmente, se observa que la mayor tasa de crecimiento exponencial se logré
con glucosa como fuente de carbono (= 0.12 h~!) y la m4s baja fue utilizando propionato (1
=0.10 h=1). Por el otro lado, la mayor concentracion de biomasa se obtuvo con glucosa como
fuente de carbono con un valor de 1.74 g/L y la menor concentracién fue de 0.20 g/ cuando
se utiliz6 citrato ,el mejor rendimiento de produccion de AIA se obtuvo utilizando propionato
Y,/s = 0.98 (g AIA/g Trp) y el mas bajo se obtuvo con glucosa Y/, = 0.80 (g AIA/g Trp). Los
datos cinéticos de cultivo se ocuparon en el cdlculo de la distribucién de flujos utilizando el
modelo metabdlico a escala gendémica de Bacillus subtilis, el cual fue modificado para poder
simular la produccion de AIA. El modelo metabdlico de escala gendmica inicial iBSU1147

fue modificado anadiendo nuevos elementos como el gen IBSU19020; una reaccién de sintesis



de IAM , una reaccién de transporte de AIA al espacio extracelular y un nuevo metabolito ,
AT A piraceluiar que permitieron construir el modelo iBSU1147+1. Este nuevo modelo se utilizé
para llevar a cabo las simulaciones en COBRA Toolbox 3.0 del software MATLAB® 2019.
A partir del cdlculo de la distribucién de flujos se llevé a cabo un andlisis comparativo entre
las distintas fuentes de carbono y la capacidad de produccion de AIA, ademds de diferentes
andlisis metabdlicos basados en restricciones. Ademds del cdlculo de distribucién de flujos, se
llevé a cabo el andlisis de eliminacién sencilla de genes el cual propone que existen 11 genes
candidatos que pueden favorecer la produccién de AIA. Los andlisis de robustez mostraron a
las enzimas que participan en la sintesis de E4P y G3P como posibles metabolitos limitantes

en la sintesis de AIA.



ABSTRACT

3-indoleacetic acid (IAA) is a phytohormone that promotes plant root growth, allowing better
use of nutrients and improving crop yield. Bacteria of the genus Bacillus are capable of pro-
ducing this phytohormone under various growth conditions. To understand the difference in
IAA productivity and the metabolic pathways responsible for producing it, metabolic models
can be used that allow for optimal production scenarios. In this work we want to characterize
with the support of a genomic-scale metabolic model the IAA production capacity of Bacillus
subtilis with five carbon sources: glucose, acetate, propionate, citrate and glycerol, and using L-
tryptophan (7rp) as an inducer. Based on the kinetic data obtained experimentally, it is observed
that the highest growth rate was achieved with glucose as a carbon source (1 = 0.12 h™') and
the lowest was using propionate (;=0.10 h~!). On the other hand, the highest concentration of
biomes was obtained with glucose as a carbon source with a value of 1.74 g / L and the lowest
concentration was 0.20 g / L when citrate was used, the best production performance of IAA
was obtained using propionate Y,/ = 0.98 (g IAA / gTrp) and the lowest was obtained with
glucose Y/, = 0.80 (g IAA / g Trp). The culture kinetic data were used in calculating the flux
distribution using the genomic-scale metabolic model of Bacillus subtilis, which was modified
to simulate IAA production. The initial genomic scale metabolic model iBSU1147 was mod-
ified by adding new elements such as the IBSU 19020 gene; a synthesis reaction of AMI, a
transport reaction of IAA to the extracellular space and a new metabolite, [ AA. .1 qceiiuiar that
allowed to build the iBSU1147+41 model. This new model was used to carry out the simulations
in COBRA Toolbox 3.0 of the MATLAB ®2019 software. Based on the calculation of the
flux distribution, a comparative analysis was carried out between the different carbon sources

and the production capacity of IAA, in addition to different metabolic analyzes based on re-

3



strictions. Simple gene deletion analysis demonstrated the possibility of deleting 11 genes that
may favor IAA production. The robustness analyzes showed the enzymes that participate in the

synthesis of E4P and G3P as possible limiting metabolites in the synthesis of IAA.



Capitulo I

INTRODUCCION

El 4cido 3-indolacético (AIA) es la principal auxina nativa de las plantas superiores [Zhao, 2010].
El AIA esta involucrado en el crecimiento y desarrollo de las plantas, principalmente en una se-
rie de procesos fisioldgicos que incluyen el alargamiento y divisién celular, diferenciacion de
tejido y fototropismo [Davies, 2013]. En bacterias, la produccién de AIA es una capacidad
metabolica relevante [Lee et al., 2004], las plantas superiores exudan, entre otros componentes
el aminodcido L-triptéfano (Trp), y este es el principal precursor para la biosintesis de AIA mi-
crobiano [Patten and Glick, 1996]. Se ha propuesto que el 80 % de las bacterias de la rizosfera
son capaces de producir AIA y que se conserva un alto grado de similitud en las vias de sintesis
de AIA entre plantas y bacterias [Patten and Glick, 2002], adicionalmente, diferentes vias de
sintesis de AIA han sido identificadas en bacterias. Las vias de sintesis de AIA dependientes
de triptéfano mds importantes y ampliamente distribuidas entre los microorganismos son la via
indol-3-piruvato (IPA) y la via indol-3-acetamida (IAM) [Patten and Glick, 2002]; aunque se
han descrito otras vias de sintesis de AIA independientes de Trp, que han sido estudiadas me-

diante mutantes y marcaje isotopico [Reyes-Garcia et al., 2019].

La produccién mundial de AIA contaba con un mercado de 8.5 millones de d6lares en 2013 y

continua su expansion en la actualidad. En México tiene un costo de 106.8 pesos por gramos de



AIA (CAS Number: 87-51-4) y para la germinacién de una plantula de Solanum tuberosum var.

Maria Reiche se nececitan (.25 gramos como suplemento de crecimiento [Medina et al., 2019].

La utilizacién de microorganismos como productores de compuestos quimicos de interés
comercial reduce el impacto medioambiental y su obtencion a escala industrial resulta econémi-
camente mds atractiva [Castillo et al., 2005]. De esta manera, la necesidad por caracterizar las
capacidades de produccion de compuestos de valor industrial en los microorganismos ha prop-
iciado el uso de datos gendmicos y herramientas matemadticas. En los dltimos afios una aprox-
imaciéon matemdtica ampliamente utilizada es el Andlisis de Balance de Flujos (FBA, siglas
en inglés), que nos permite estudiar la distribucion de flujos metabdlicos a través de la red
metabdlica. Y en donde el flujo metabdlico consiste en la distribucién del carbono dentro de
una red metabdlica, es decir, la cantidad de materia en mmol de carbono por gramos de biomasa
seca en el tiempo [Ramirez-Alvarado et al., 2018]. Con base en esta estrategia matematica es
posible construir modelos metabdlicos a escala gendmica que permite abordar la distribucion de
materia en redes metabodlicas. Este analisis ha guiado estrategias de ingenieria metabdlica para
la obtencion de diferentes bioproductos. También ha facilitado la comprensién de la estruc-
tura bioldgica a escala gendmica de diversos microorganismos y simular diversos escenarios

metabodlicos utilizando diferentes condiciones de cultivo celular [Orth et al., 2010].

1.1 Justificacion

El AIA es un producto de interés agrobiotecnoldgico debido a su efecto de promotor del crec-
imiento vegetal. Para lograr su produccién de manera rentable por medio de de forma rentable,
es necesario optimizar los rendimientos y productividades. Para esto, se pueden utilizar her-
ramientas de biologia de sistemas e ingenieria metabdlica como el modelado matemaético y

andlisis del metabolismo. En particular, el anélisis de flujos metabdlicos puede hacer posible



explorar el balance de carbono a lo largo de la red metabdlica y descubrir diferentes cuellos
de botella en las rutas metabdlicas, ademds de dilucidar mecanismos de regulacion del sistema.
Por lo tanto, es posible evaluar objetivos de produccion para realizar ingenieria metabdlica o

modificaciones en las estrategias de cultivo que favorezcan la formacién de un producto interés.

Aprovechando las ventajas del modelado matemaético de redes metabdlicas, con la presente
propuesta se busca evaluar un sistema biolégico como Bacillus subtilis y asi poder aprovechar
su potencial metabdlico nativo para abordar estrategias en la produccion de auxinas promotoras
del crecimiento vegetal; en especifico, AIA. Con el modelo del metabolismo se lleva a cabo
una caracterizacion a nivel sistema con la finalidad de definir las capacidades metabdlicas y es-
trategias de ingenieria que permitan optimizar la sobreproduccion de estas fitohormonas. Como
parte del proceso, se consideraron diferentes condiciones de cultivo teniendo como objetivo
metabolico la produccién de AIA. Le evaluacion de la produccién del metabolito utilizando el

modelo matemaético se apoya con datos cinéticos experimentales.



Capitulo 11

ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales de los microorganismos y el

metabolismo.

Los microorganismos se encuentran en todos los ambientes de nuestro planeta y participan
en ciclos biogeoquimicos indispensables para la vida, poseen una gran adaptabilidad a diver-
sas condiciones ambientales, ademds de distribuirse en la naturaleza en poblaciones mixtas

[Olivares, 2016]. Los microorganismos procariotas, tienen algunas caracteristicas como:

¢ Sus ribosomas, tiene un coeficiente de sedimentacion de 70S, a diferencia de las células

eucariotas, que es de 80S.

* La organizacion de su material genético es muy sencilla, pues consta solo de un cromo-

soma circular.

* La replicacién del cromosoma bacteriano es bidireccional y posee un solo sitio de inicio

de la replicacion.

Para su reproduccién y crecimiento, los microorganismos requieren de la formacién de
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biomoléculas que son sintetizadas por la misma célula, o se encuentran presentes en el medio
donde crecen, este crecimiento necesita una fuente de energia para llevarse a cabo y asi poder
sintetizar compuestos fundamentales, para esto, llevan a cabo procesos ordenados de reacciones
quimicas, conocido como metabolismo[Castafieda Guillot, 2018]. Puesto que el metabolismo
estd compuesto por un gran nimero de reacciones las cuales deben funcionar de forma coor-
dinada, existen mecanismos que permiten la regulacion de este. Los aspectos generales del

metabolismo son los siguientes:

1. Los sustratos son degradados e integrados a macromoléculas por una serie de reacciones

entrelazadas, las cuales se denominan vias metabdlicas.

2. El ATP se acopla a las vias que requieren o liberan energia. Las coenzimas NAD™,
NADP,y NADPH, entre otras, estan involucradas en reacciones de transferencia de

grupos, asi éstas se consumen y se reciclan continuamente en el metabolismo.
3. La oxidacién del carbono proporciona la energia para la formacién de ATP.

4. Existe un nimero ilimitado de reacciones y de intermediarios que son comunes en muchas

rutas.

5. La regulacién en el metabolismo se lleva a cabo de manera jerdrquica y compleja, dado
que existen factores de regulacion globales y locales que se coordinan entre si para dar

paso a la expresion genética dependiendo de las condiciones ambientales.

6. Las vias metabdlicas pueden clasificarse en dos grandes grupos: catabolismo y anabolismo

La energia producida en el catabolismo se utiliza en el anabolismo para formar estructuras
complejas a partir de formas sencillas, ejemplo, ADN, ARN o proteinas. A algunas vias se
les denomina vias anfibdlicas, pues pueden ser tanto anabdlicas como catabdlicas. Como ya se
menciond anteriormente, las bacterias son muy versatiles, por lo que, para su crecimiento no

son muy exigentes. Los requerimientos de oxigeno se reflejan segin su metabolismo, y segun



su relacion con €1, tenemos bacterias: anaerobias obligatorias, aerobias facultativas, aerobias

estrictas y microaerofilos[Arias Negrete et al., 2018].

2.2 Bacterias como fabricas celulares

El uso de microorganismos como parte de las actividades humanas tiene registro desde las
civilizaciones mds antiguas, aunque fue en apenas poco mds de un siglo que se comenzd a
entender su existencia y funcién. De esta manera, la microbiologia industrial se he convertido en
una tecnologia clave para las industrias quimica y farmacéutica debido a la disminucién de los
recursos naturales y al aumento de las preocupaciones ecoldgicas [Nielsen and Keasling, 2016].
La protecciéon del medio ambiente y la sustentabilidad son las promesas centrales. Sin embargo,
para tener €xito, los procesos de produccion microbiana deben ser econdmicamente viables para
competir con las rutas cldsicas de fabricacion de productos quimicos. El éxito econdmico de
un enfoque microbiano para la produccién quimica estd dictado por tres puntos principales:
la fuente de carbono renovable, el proceso de bioconversion y la purificacion del producto
[Punt et al., 2002]. Y es en el proceso de bioconversién en donde intervienen muchas de las

estrategias de ingenieria celular.

Conforme se ha incrementado la necesidad de procesos de produccién sustentable, el uso de
microorganismos como los principales actores en el disefio de procesos ha generado una visién
sobre éstos que es el de considerarlas como fabricas celulares (del inglés, cell factorires). La
Figura 2.1 describe las interrelaciones de los diferentes elementos dentro del disefio de fabricas
celulares. Para crear un bioproducto industrial, una fuente de carbono renovable y econémica
debe transformarse por medio de un proceso econdmicamente factible alcanzando rendimientos
y productividades altas de el producto interés y con la calidad deseada [Baeshen et al., 2014].
Uno de los enfoques para lograr este tipo de procesos se centra en las fabricas celulares,
que tienen que adaptarse al sustrato y sus impurezas, y que dicta las necesidades de proce-

samiento posterior; mayor cantidad de unidades aumentan el costo global del proceso. En
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2.1: Resumen esquemdtico del disefio, la optimizacion y la produccién industrial por medio
de las fabricas de células microbianas. (Tomado de “Engineering microbial cell factories
for the production of plant natural products: from design principles to industrial-scale
production” (p.3), [Liu et al., 2017], Microbial Cell Factories,16(125) .

consecuencia, un tema importante para la biotecnologia industrial es la provisiéon del microor-

i 9
ganismo con el metabolismo 6ptimo para alcanzar las condiciones de produccién a gran escala

[Marienhagen and Bott, 2013]
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2.3 AIA como auxina

El AIA es un compuesto orgdnico cuya férmula molecular es CsHgNCH;COOH. Es un
acido monocarboxilico que tiene un rol importante como hormona del crecimiento vegetal,
por lo que pertenece al grupo de las fitohormonas denominadas auxinas. Entre sus funciones
fundamentales se encuentra: aumentar la velocidad de crecimiento del xilema y de la raiz; ayu-
dar en el mejoramiento de la longitud de la raiz, aumentando el nimero de ramificaciones de
esta; aumentar la densidad de los pelos radiculares y raices laterales que ayudan en la toma
de nutrientes de los alrededores; estimular la proliferacion de células en la zonas jovenes de la
planta, contribuye a la diferenciacion de tejidos vasculares: xilema y floema, y tiene influencia
en el aumento del didmetro del tallo. En particular, las fitohormonas son sustancias enddge-
nas bioactivas presentes en las plantas que controlan diversos procesos del desarrollo vegetal

[Brumos et al., 2018].

Las aplicaciones précticas de estos compuestos son muy diversas, y su utilizacion actual en
agricultura es frecuente y en continuo aumento [Grossmann, 2010]. La industria agroquimica
proporciona un amplio repertorio de fitorreguladores que, en general, se obtienen por sintesis
quimica. Por otra parte, la agricultura industrial, se enfrenta a una problemdtica importante
debido a una mayor sensibilidad de la sociedad ante los problemas medioambientales y una
mayor valoracién de los productos ecoldgicos por los consumidores de los paises desarrollados.
Por tanto, existe un interés creciente en desarrollar una agricultura sostenible que sustituya
la utilizacién masiva de plaguicidas, fertilizantes y reguladores del crecimiento sintéticos por
productos naturales [Bhardwaj et al., 2014]. La sintesis microbioldgica de fitohormonas puede
constituir una alternativa viable en el contexto de una agricultura ecoldgica sostenible, ya que el
desarrollo de procesos basados en fermentacion para la produccién de estos compuestos reduce
el impacto medioambiental y su obtencién a escala industrial puede resultar econdmicamente
mds atractiva. La eficacia de estas fitohormonas de origen biol6gico se ha comprobado en
diversos estudios en los que se ha demostrado que su aplicacién produce un aumento en los

rendimientos y la calidad de las cosechas [Galavi et al., 2013].
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El uso de inoculantes biolégicos en los sistemas productivos es una alternativa viable e
importante para lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible; ya que permite una
produccién a bajo costo, no contamina el ambiente y mantiene la conserva del suelo desde
el punto de vista de fertilidad y biodiversidad [Paneque-Pérez, 2010]. En la actualidad el uso
de bioinoculantes aplicados dentro de los sistemas de produccion agricola estd teniendo un
gran auge, especialmente para lograr una mayor disponibilidad de nutrientes que permitan un
rendimiento sostenible de los cultivos, con la conservacion del medio ambiente y una mayor
produccién. A nivel comercial, las auxinas se incluyen como ingrediente activo de numerosas
preparaciones empleadas en horticultura. Entre las aplicaciones mds populares citamos la in-
duccién del desarrollo de raices, asi como el favorecimiento de floracién uniforme, cuajado de

frutos y prevencion de caida prematura de frutos [Michelena et al., 2002].

La producciéon mundial de AIA contaba con un mercado de 8.5 millones de ddlares en
2013, segin Research Cosmos; para el 2016 se habia incrementado a 10.7 millones de dolares
[Cosmos, 2018]. Este incremento en el consumo de AIA es debido al aumento de su uti-
lizacién como fertilizante en la produccién de cultivos orgédnicos. Sin embargo, es todavia
insuficiente debido a la creciente demanda de hormonas promotoras del crecimiento vegetal en
el mercado de vitroplantas y la germinacién de semillas [Calzada et al., 2015]. Las tecnologias
més empleadas para la produccion de AIA son la sintesis quimica y la produccion bacteriana

[Sanchéz Garcia et al., 2014].

Los valores de productividad obtenidos por via bioldgica son bajos comparados con la sin-
tesis quimica, los métodos de purificacién y concentracién de este bioproducto son costosos;
encareciendo asi el valor de mercado de este producto [Cosmos, 2018]. Por este motivo, algu-
nas técnicas como la inmovilizacién de microorgnismos en diversos sustratos, la manipulacién
genética de los microorganismos productores y la utilizaciéon de herramientas bioinformati-
cas para la optimizacién del proceso de produccion ofrecen posibles vias de desarrollo con
el fin de disminuir los costos de este producto y aumentar la eficiencia en la sintesis de AIA

[Palacios Lopez, 2015].

13



2.4 Microorganismos productores de AIA

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (del inglés,PGPR) producen diversas auxinas
como el AIA. Esta importante auxina secretadas por bacterias contribuiria a la reserva endégena
de hormonas de la planta, imitando el efecto de la aplicacién de AIA exdgeno [Glick et al., 1999].
De esta forma, el AIA bacteriano estimularia el desarrollo del sistema radical y el crecimiento
general de la planta huésped. Al mismo tiempo, el consecuente incremento en la produccion
de metabolitos vegetales, utilizados por las bacterias para su propio crecimiento, pondria de

manifiesto un beneficio reciproco en la relacion planta-bacteria [Patten and Glick, 2002].

Entre los microorganismos, las bacterias tienen especial importancia en la relacién suelo-
planta y son responsables del incremento o disminucién en el suministro de nutrientes, asi
como también en la produccion de fitohormonas; las bacterias pertenecientes a los géneros:
Azotobacter sp., Azospirillum sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp., se destacan por su potencial
como biofertilizantes e inciden grandemente en el rendimiento y en la calidad de los cultivos

[Dobbelaere et al., 2003].

La promocién de crecimiento radical es uno de los principales factores por los cuales se
evaluia el efecto benéfico de las distintas PGPR (Tilak et al., 2006). La produccién bacteriana
de AIA y la alta sensibilidad de las raices a dicha hormona serfa fundamental en la respuesta a
la inoculacion (Turan et al., 2006). Bacterias que secretan bajos niveles de AIA estimularian la
elongacion de raices, mientras que bacterias altamente productoras de auxinas promoverian la

formacion de raices laterales o el desarrollo de pelos absorbentes (Glick et al., 1999).

2.4.1 Bacillus subtilis

El género Bacillus sp. destaca como uno de los principales géneros de PGPR utilizados para
promover el crecimiento de las plantas [Patten and Glick, 2002]. B. subtilis es una bacteria

Gram-positiva, esporuladora, en forma de bastén o bacilo, que tiene como hébitat natural la
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rizosfera de las plantas. Tiene una gran importancia en el crecimiento de las plantas y también

en el control de enfermedades.

La primera aplicacion biotecnoldgica conocida de B. subtilis se remonta a mas de mil afios,
cuando ya se usaba para producir natto, un producto alimenticio japonés de soja fermentada.
Hoy en dia, es una bacteria mejor conocida como una fuente de enzimas ttiles y productos
bioquimicos finos, y como un huésped atractivo para la produccién de proteinas heterélogas.
Muchas proteasas y amilasas de uso comercial se originan a partir de B. subtilis y especies rela-
cionadas de Bacillus sp.y se han utilizado en la industria para una amplia gama de bioprocesos
[Schallmey et al., 2004]. Es importante destacar que es capaz de producir y segregar grandes
cantidades de proteinas en el medio de cultivo ([Schallmey et al., 2004] [Bolhuis et al., 1999]
[Meima et al., 2004]). Por lo tanto, es considerado como una fabrica de celular para la produc-

cién de enzimas industriales y productos biofarmacéuticos .

B. subtilis es altamente susceptible genéticamente y desarrolla de forma natural competencia
genética para la incorporacion de ADN exdgeno en estado estacionario [Lopez Garcia, 2015].
Esta es una de las razones principales por las que estos bacilos se han utilizado ampliamente
en investigacion cientifica aplicada y fundamental durante mds de 50 afios. En 1990 se ini-
cié una colaboracion de investigacion entre Europa y Japdn, con el objetivo de secuenciar
todo el genoma de la cepa 168. Esto ha llevado a la publicacién de toda la secuencia del
genoma anotado en 1997 ([Kobayashi et al., 2003];[Tjalsma et al., 2004],[Zeigler et al., 2008]).
Un proyecto internacional posterior llevo a cabo la identificacion de todos los genes esenciales
[Zeigler et al., 2008]. Hoy en dia, el metabolismo de B. subtilis es uno de los mas compren-
didos y se ha convertido en la bacteria Gram positiva mas estudiada. Se dispone de conjun-
tos de datos detallados sobre el transcriptoma [Wolff et al., 2007], el endoproteoma y exopro-
teoma [Tjalsma et al., 2004], componentes del secretoma [Clair et al., 2010] y el metaboloma
[Meyer et al., 2013] que representan una fuente de datos extensa y confiable para la investi-

gacién sobre esta especie.
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2.5 Fuentes de carbonos utilizadas por B. subtilis para su

crecimiento

Una de las principales bases para comprender el potencial biotecnoldgico de B. subtilis es el
conocimiento de su metabolismo central del carbono. Estas bacterias prefieren los azicares
y amonfaco como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. La fuente de carbono
preferida es la glucosa [Buffing et al., 2018], la cual es absorbida y fosforilada a través del
sistema PTS [Gu et al., 2017]. La incorporacién de esta fuente de carbono conlleva a la oxi-
dacién de glucosa a dioxido de carbono y la generacién de ATP, una fuerza motriz de protones,
potencial reductora e intermediarios para todas las reacciones anabdlicas. Adicionalmente, B.
subtilis es capaz de consumir otras fuentes alternas a los azucares, tales como lo dcidos orgéni-
cos. Posee todos los genes que codifican para las enzimas que participan en ciclo de los dcidos
tricarboxilicos (TCA) y puede crecer en la mayoria de los intermediarios del ciclo de TCA
como unicas fuentes de carbono [Michna et al., 2016]. En la 2.2 se aprecia como se incorporan

diversos dcidos orgdnicos al metabolismo celular al nivel del TCA.

Propionate (e)
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2.2: Incorporacion al metabolismo celular de los acidos organicos acetato, citrato y pro-
pionato.
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La capacidad de este organismo de crecer en citrato y glicerol como fuente de carbono
ha sido reportada [Halmschlag et al., 2020]. La absorciéon de glicerol estd mediada por la
proteina facilitadora GIpF y luego de ser internalizado es fosforilado por la glicerol quinasa
[Yang et al., 2020]; la incorporacién de citrato ocurre a través de dos transportadores, CitM y
CitH codificados por el gen yxi() [Soares-Silva et al., 2020]. También posee la capacidad de
crecer en diferentes dcidos orgdnicos, tales como: acetato, propionato, butirato, succinato y

formato [Galushko and Kuever, 2019].

2.5.1 Utilizacion de sustratos gluconeogénicos en la produccion de com-

puestos de interés industrial.

B. subtilis ha sido utilizado ampliamente para producir a través de fermentaciones aerdbicas
diferentes compuestos de alto valor industrial como enzimas, antibidticos, nucleétidos y poli-
hidroxibutirato (PHB) [Zhang et al., 2011]. Tradicionalmente, estos procesos productivos se
han llevado a cabo utilizando principalmente glucosa u otros azicares como fuente de carbono
[Fischer et al., 2008]. Se ha demostrado que segun el punto de entrada al metabolismo celu-
lar de una fuente de carbono puede causar variaciones en los valores de flujos a través de las
reacciones mds cercanas y asi favorecer la formacion de ciertos intermediarios metabdlicos
[Zhao and Shimizu, 2003]. Existen casos de éxito de utilizacién de sustratos gluconeogénicos

como fuente de carbono en procesos productivos como son :

* Produccién de v-PGA (33.84-35.34 g/L) por Bacillus sp. utilizando citrato de sodio

como fuente de carbono [Peng et al., 2015].

* Produccién de polihidroxialkanoatos (PHA) (1.27 g/L) por E. coli utilizando acetato

como fuente de carbono [Chen et al., 2018]
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2.6 Sintesis de AIA por B. subtilis

La produccion de AIA por bacterias puede variar entre diferentes especies y estd determi-
nada por las condiciones del cultivo, la etapa de crecimiento y la disponibilidad de sustrato
[Latif Khan et al., 2016]. La sintesis de AIA esta considerada parte del metabolismo secun-

dario de B. subtilis y su formacién se lleva cabo durante la fase estacionaria del crecimiento

([Ali et al., 2009], [Sivasakthi et al., 2013a]).

2.6.1 Vias metabolicas de sintesis de AIA

El AIA se puede sintetizar a partir de 7Trp (rutas dependientes) o a partir de un precursor de Trp
(rutas independientes). El 7rp puede ser convertido a AIA por medio de distintas rutas biosin-

téticas como se muestra en la Figura 2.3.

2.6.2 Viaindol-3-piruvato (IPA)

La via IPA es considerada como la mds conservada en plantas superiores, aunque muchos genes
y enzimas no han sido identificados en este tipo de organismos [Kamilova et al., 2006]. Esta
via metabdlica también ha sido descrita en algunos géneros bacterianos como Bradyrhizobium
sp., Azospirillum sp., Rhizobium sp., ademas, de algunas cianobacterias. Esta via convierte Trp
a IPA por una aminotransferasa. Luego el IPA se descarboxila a 4cido indol-3-acetaldehido,
siendo esta la etapa limitante de la sintesis. El gen ipdC que codifica para la enzima IPDC ha

sido caracterizado en algunas bacterias como Azospirillum brasilense y Pseudomonas putida

[Orth et al., 2010].

18



Thptotano Trptétano
MoNOOXIGEeNasa /,)\ e € OO descarboxlasa

] N7 I
M M.H, l
il / Trp
l Aminotrasterasa
0\«.‘./9"

N CH € H /’;‘|_|‘“'C°"-°°‘* 2 .-, N
Al N 9 |

W N T . M
el M.OM N " - &H
IPYA )
1AO0x \‘l Puwelc dosiabedoss TAM Acido sikimico
v F CH,.HC = O Fd
( i /,:[ oo \\_) . | / Amino.oxdasa s
JI T L ; : 1.
v 1" H
IAN lald -
1AM Nitril hidratasa o NN N
~ Algenico o0dasa e @
Nitniasa o
s 2 o Acido corsmico
AMIdasa B [ff‘\ [~ CH.-CH, - COOH
L" ™ S

INGol-3-Acetamida hidrolasa 1-(2-Carboxifenilaming)-1-degxi-D-

1AA
nbulosa-3fosfatocarboxlasa
7N 7 "

N-formilkinurenina kinurenina Acido antranilico d &

"

2.3: Vias de sintesis de AIA dependientes e independientes de 7rp en microorganis-
mos. (Tomado de “Efecto de diferentes concentraciones de acido antranilico en el
crecimiento del maiz” (p.58), [Hernandez-Mendoza et al., 2010], Revista Colombiana de
Biotecnologia,12(57-63)) .

2.6.3 Viaindol-3-acetamida (IAM)

La via IAM se encuentra ampliamente descrita y presente en la mayoria de las bacterias que
sintetizan AIA, pero no ha sido descrita en plantas [Spaepen et al., 2007]. Esta via contribuye
a la virulencia de algunos microorganismos patogenos debido a la excesiva produccion de AIA
[Persello-Cartieaux et al., 2003]. Esta ruta metabdlica ha sido ampliamente caracterizada y
comprende dos etapas, primera, el triptéfano es convertido en IAM por la enzima triptéfano
2-monooxigenasa. En la segunda etapa, el IAM es convertido a AIA y amonio. Esta via se
ha documentado en Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas aureginosa, Pseudomonas sy-

ringae y Bacillus subtilis [Yang et al., 2007].
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2.7 Ingenieria metaboélica en microorganismos (IM)

La biosintesis de compuestos de interés comercian utilizando microorganismos ha surgido como
una alternativa a los procesos de sintesis quimica, o a su extraccion de plantas superiores, ya
sean modificadas genéticamente o no. La ingenieria de microorganismos ofrece muchas ven-
tajas sobre los sistemas vegetales en cuanto a produccioén y purificacion. Las ventajas mas
importantes son: en primer lugar, el conocimiento genético y metabdlico, que permite analizar
mejores estrategias de ingenieria genética y en segundo lugar, el conocimiento de procesos
biotecnoldgicos y de los protocolos de escalamiento que han sido ampliamente trabajados, lo

que reduce el tiempo en el desarrollo de una platatforma de produccion.

Para poder establecer un organismo como plataforma de produccién de algin compuesto
de interés es necesario aumentar los flujos de carbono hacia las sintesis de dicho compuesto.
Existen las estrategias de eliminacidn, insercién y sobreexpresion de los genes que codifican
a las enzimas que catalizan los pasos limitantes, es a través de estas estrategias que se pueden
redirigir los flujos del metabolismo. Sin embargo, debido a los complejos mecanismos de inter-
accion y control genético que existen entre las rutas biosintéticas, es dificil predecir las minimas
modificaciones genéticas para explotar la maxima capacidad de productividad en funcién del

fenotipo deseado [Asadollahi et al., 2009].

La ingenieria metabdlica ha sido ampliamente utilizada para mejorar las capacidades metaboli-
cas de muchos microorganismo entre los que se encuentra B. subtilis. Por mencionar solo
algunos casos de la utilizacién de esta herramienta con éxito en este organismo estan las sigu-

ientes:

* Creacion de un circuito de expresion génica bifuncional in vivo a través de un mecanismo
regulador basado en aptdmeros para ajustar el circuito regulador de la expresion génica
sensible a la trombina y aumentar la produccioén de 2-fucosillactosa, oligosacérido de la

leche humana [Deng et al., 2019]
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* Creacion de un operén sintético que contiene los genes que codifican para las enzimas
de la via del el 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) y asi poder sobreexpresar estas
enzimas que participan en la biosintesis de taxadieno como primer paso comprometido

para la produccion de taxol [Abdallah et al., 2019]

* Insercidn del gen IdhA que contiene la informacidn para la sintesis de la enzima D-lactato
deshidrogenasa para la produccion de D-4cido lactico en este microorganismo; estrategia

elegida debido a que carece de este gen en su genoma [Awasthi et al., 2018]

* Manipulacion de la via biosintética de la L-valina eliminando factores de regulacion tran-
scripcional y alostéricos utilizando el sistema CRISPR para la sobreproduccion de L-

valina [Westbrook et al., 2018]

2.7.1 FBA y Modelos Metabdlicos

Las estrategias de la ingenieria metabdlica pueden ser auxiliadas por medio de herramientas
matematicas y computacionales. Por ejemplo, se construyen modelos metabdlicos a escala
gendOmica los cuales representan la interaccidn entre genes y reacciones metabdlicas en un or-
ganismo. Una de las aproximaciones comunmente usadas para modelar matematicamente el
metabolismo celular son los denominados modelos estequiométricos los cuales se construyen
con base en la estequiomeria de las reacciones. Por medio de llevar a cabo los balances de
materia en cada metabolito es posible contruir un problema de programacién lineal, a esta
metodologia se le denomina FBA (Flux Balance Analysis) [Asadollahi et al., 2009]. Este tipo
de andlisis permite calcular la distribucion de los flujos metabdlicos intracelulares y evaluar las

posibles estrategias de ingenieria para aumentar la produccion del metabolito de interés.

El primer paso en el FBA es la construccién matematica a partir de las reacciones metaboli-
cas para lo cual se requiere de una red metabodlica que represente las reacciones mas importantes
del sistema estudiado. Para la construccion de dicho modelo matemdtico se debe establecer un

balance de masa sobre cada metabolito interno involucrado en la red metabdlica. Se generan
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un conjunto de ecuaciones diferenciales ordinarias las cuales se pueden representar en forma

matricial:

— =8-7—uC 2.1)

En donde C' es el vector de concentracion de cada metabolito al interior de la célula, p es la
velocidad especifica de crecimiento, U es el vector de tasas de reaccidn (valores del flux) y S es
la matriz estequiométrica de dimensién m X n; con m metabolitos y n reacciones. Una reaccion
muy importante en esta matriz es la sintesis de biomasa, la cual es matematicamente represen-
tada al adicionar una reaccion cuyos coeficientes estequiométricos son los valores requeridos
de moléculas de ARN, ADN, proteinas y otras biomoléculas utilizadas para formar un gramo
de biomasa. [Ramirez-Alvarado et al., 2018]. La ecuacion 2.1 se puede reducir suponiendo
un estado pseudoestacionario del crecimiento celular, el cual se logra durante la fase exponen-
cial. El cual implica que la concentracion de cada metabolito al interior de la célula permanece
constante durante el periodo de tiempo en el que se hace el célculo de la distribucién de fujos;
generalmente es el estado estacionario. Este supuesto es razonable debido a que el metabolismo

opera a escalas mucho mds rdpidas que la dindmica extracelular [Terzer et al., 2009].

0=95-7 (2.2)

La ecuacién 2.2 es un sistema de ecuaciones el cual se tiene que resolver para encontrar
la distribicién de flujos v. Debido al tamafio de la red metabdlica se tienen mayor nimero de
incognitas que ecuaciones, por lo que el sistema tiene un alto nimero de grados de libertad,
los cuales son experimentalmente dificiles de cubrir. Debido a esto, se plante6 un problema de

optimizaciénn lineal, y a este planteamiento se le denominé FBA.
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Durante el desarrollo de esta estrategia se imponen restricciones al flujo de las reacciones
como establecer limites superiores e inferiores permitiendo generar un espacio soluciéon. FBA
no requiere de parametros cinéticos, a diferencia de modelos que basados en ecuaciones diferen-
ciales ordinarias y que requieren de parametros cinéticos dificiles de obtener [Orth et al., 2010].
Restricciones adicionales a menudo son consideradas para reducir el espacio nulo, de tal forma
que las predicciones del FBA puedan ser mejoradas. Algunos ejemplos de estas restricciones
son: la compartimentalizacién de metabolitos y de reacciones, la reversibilidad de las mismas,
el minimo y méximo tedrico para algunos flujos, la cantidad de ATP requerida para mantener,

o la minima y maxima tasa de crecimiento [Cardoso Chicué and Prieto Cristacho, 2016].

El segundo paso en el andlisis FBA es la optimizacion de uno o més flujos. En un sistema de
ecuaciones subdeterminado, como los que existen en los modelos a escala genémica (n > m),
existen multiples soluciones dentro del espacio nulo. Dicho espacio define el rango de todos los
fenotipos permisibles, de los cuales s6lo un conjunto particular suele ser de interés, o puede ser
viable biol6gicamente. Para encontrar tal conjunto hay que establecer una funcién objetivo que
represente al estado biologico buscado, que posteriormente se debe optimizar. Ademds, cabe
pensar que durante la evolucién los organismos se esfuercen por optimizar su metabolismo para
ser mds competitivos en el ambiente. Este objetivo se traduce en una funcidén que se expresa
matematicamente como una combinacion lineal de los flujos metabdlicos [Otero et al., 2010].

El planteamiento matemadtico final se expresa como:

max/min Z = ¢ - v (2.3)
sa.S-v=0 2.4)
lbj S Vj S ubj (25)

Donde (b; y ub; son los limites de flujo inferiores y superiores para la reaccién j, y donde ¢*

es un vector de ponderacién que indica la contribucién de cada reaccion a la funcién objetivo.
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De esta forma, el sistema de ecuaciones puede ser resuelto usando algoritmos de programacion
lineal, para determinar un conjunto de flujos que optimice la funcion objetivo [Orth et al., 2010].
Las funciones objetivo pueden ser utilizadas para probar las capacidades de la red metabdlica
y para representar posibles disefios que la mejoren. Hasta la fecha, la funcién objetivo mas
utilizada ha sido la maximizacién de biomasa, que ha entregado predicciones coincidentes con
datos experimentales [Mahadevan et al., 2002]. Sin embargo, hay que tener especial cuidado
en la definicién de dicha ecuacién ya que se ha visto un aumento en las discrepancias entre
los datos experimentales y las predicciones si se utiliza una composicion de biomasa erronea,
ya sea por tomar referencia de otro organismo o una medicién e implementacién incorrecta

[Pramanik and Keasling, 1997].
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d.
="t
ds
ar Ll R Tl
Metabolite dC
Balancing rF =Py -y ey
dp
"F" V=V ~Pg—b
dE
Z = Ve ]

opeisyq

OLIBTIOTIRISA

s ulati C) Stoichiometric model

Max : Growth A B ¢ P E T
S'v=0 -1 1 0 0 0 ‘('ﬂ ‘»
0 -1 1 ] 0 e 0

<< |
asvsp 0 1 -1 0 0 e™=l0
0 -1 0 1 0 Y. |0
0 0 1 -1 0 Y by
] 0 ] 1 1 "'“ 5:‘
% N N
S.v= b

2.4: Representacion esquematica del metabolismo celular de un microorganismo(Tomado de
""Yeast System Biology'' (p.495), por Castrillo y Oliver, 2011, Human Press, (483-497)) .

En la Figura 2.4 se muestra de manera simplificada y esquematica el razonamiento biolégico-
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matematico-computacional que se debe llevar a cabo para realizar un FBA.

Aunque el modelado matemético basado en la estequiometria se basa en la suposicion de
un estado pseudoestacionario, el andlisis sigue siendo vélido incluso en condiciones transitorias
siempre que el cambio en las concentraciones de metabolitos intracelulares sea relativamente
menor en comparacion con los flujos a través de la reaccion [Martinez et al., 2013]. Iwatani et al
en 2007 utilizaron el anlisis de marcaje con carbono isotépico (C*?) combinando el modelado
estequiométrico para calcular las distribuciones de masa de los aminodcidos proteinogénicos
en diferentes estados del crecimiento y asi determinar las distribuciones de flujo metabdlico
en diferentes etapas a lo largo del cultivo [Iwatani et al., 2007]. Usando este enfoque, y a par-
tir de la comparacion de las distribuciones de flujo en las fases exponencial y estacionaria,
identificaron un aumento significativo en el valor de flujo metabdlico asociado con el ciclo de
PEP-glioxilato; quedando demostrada la sensibilidad del metodo aplicado en la cuantificacion
de flujos. Alam et al en 2010 utilizaron modelado estequiométrico para estudiar la transicién
de fase exponencial a la estacionaria (‘“switch” metabélico) en Steptomyces coelicolor. Este
estudio demostrd que se peude estudiar mediante este tipo de modelado el cambio o transicién

dinamica de una fase de crecimiento a otra [Alam et al., 2010] .

2.8 Modelos metabolicos a escala genomica de B. subtilis

La secuenciacion del genoma de B. subtilis y su posterior anotacion funcional ha permitido la
construccion de redes metabdlicas a escala del genoma con un alto nimero de reacciones in-
terrelacionadas con los datos de genes y enzimas. El primero en secuenciar el genoma de B.
subtilis fue Kunst et al., en 1997 y fueron reportados 4100 genes que codifican a proteinas, la se-
cuencia del genoma anotada impulsé los estudios para las construcciones de redes metabdlicas
de B. subtilis y de esta manera fueron construidos los primeros modelos metabdlicos a escala
genomica (del inglés, GSMM)[Kunst et al., 1997]. En consecuencia, los primeros tres GSMM
publicados fueron por parte de: Oh et al., 2007; Goelzer et al., 2008 y Henry et al., 2009 ;
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pueden considerarse como la primera generacion de GSMM de B. subtilis[Goelzer et al., 2008].
Estos modelos se basaron en la anotacioén del genoma de Kunst et al., en 1997 (Tabla 2.1).
A partir de entonces, los GSMM de segunda generacion de Tanaka et al., 2013 y Hao et
al., 2013, fueron reconstruidos después de la anotacién del genoma de Barbe et al., 2009

([Barbe et al., 2009],[ Tanaka et al., 2013]) .

El primer modelo a escala gendmica de B. subtilis fue el iYO844 [Oh et al., 2007]. Esta red
consiste en 844 genes, 1020 reacciones y 988 metabolitos. Las predicciones de dicho modelo se
ajustan a los datos experimentales de distintos cultivos y considerando diversas eliminaciones
de genes. A partir de dicha reconstruccién, se han desarrollado varios modelos por diversos
equipos de investigacion, los cuales han ido aportando al conocimiento del metabolismo de

Bacillus subtilis.

El modelo iBSU1103 introdujo mayor cantidad de genes asociados a reacciones y logro iden-
tificar una mayor cantidad de metabolitos. Este modelo contiene 1103 genes [Henry et al., 2009].
El modelo fue validado contra un conjunto de datos experimentales que consta de 1, 500 condi-
ciones distintas y fue validado mediante el uso de un método de optimizaciéon de modelo mejo-

rado para aumentar la precision del modelo de 89.7 a 93.1 %.

Posteriormente el modelo iBSU1147 afiadié 43 nuevos genes metabdlicos al modelo ante-
rior que se habia reportado para este organismo [Hao et al., 2013]. Este consiste en 1147 genes,
1742 reacciones (1198 metabolicas; 290 de transporte;254 de intercambio) y 1456 metaboli-
tos (1202 intracelulares; 254 extracelulares). La calidad de iBSU1147 fue validada mediante
predicciones de crecimiento en diferentes fuentes de carbono, y la eliminacién de genes esen-

ciales y genes no esenciales.

Todas estas reconstrucciones se realizaron independientemente, usando distintos datos e in-
tegrando la informacién de literatura, lo que ha motivado al desarrollo de modelos metabdlicos
de diferentes generaciones y con distinto nivel de profundidad en la anotacién. Estas recon-
strucciones se han apoyado en herramientas de integracion de datos, diversas bases de datos y

diversos algoritmos de optimizacién [Hao et al., 2013].
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Tabla 2.1: Modelos a escala genémica de B. subtilis

Anotacion del genoma | Modelo metabélico (GEM) | Aplicacion
Kunst et al., 1997 Oh et al., 2007 Produccién de Biomasa
Kunst et al., 1997 Goelzer et al., 2008 Produccién de Biomasa
Kunst et al., 1997 Henry et al., 2009 Producciéon de Biomasa
Barbe et al., 2009 Tanaka et al., 2013 Producciéon de Biomasa
Barbe et al., 2009 Hao et al., 2013 Produccién de Biomasa, riboflavina

2.9 Analisis del metabolismo celular utilizando herramientas

computacionales

El modelado matematico del metabolismo celular tiene como un posible objetivo generar esce-
narios de produccién 6ptima, proporcionando un ahorro considerable de tiempo y experimentos,
por este motivo, apoyan la realizacién de trabajos de ingenieria metabdlica. Existen varios tipos
de anélisis basados en imponer restricciones o perturbaciones a un modelo metabdlico a escala
gendOmica para lograr evaluar escenarios que permitan predecir incremento en la productividad

y desempeno del sistema bioldgico. [Ferndndez-Oliva et al., 2012].

Un anélisis de eliminacion de genes consiste en la remocién de un gen del modelo metabdlico
a escala gendmica y la posterior optimizacion de una funcién objetivo determinada.Los méto-
dos de eliminacion de genes dependen de la configuracion adecuada de la matriz de reaccion
de genes, asi como de las reglas que definen la relacidon booleana entre genes y reacciones. Las
reacciones que se ven afectadas por la delecion de un gen tienen sus limites de flujo superior e
inferior establecidos en cero y, por lo tanto, no son funcionales. El conjunto de reacciones sobre
las que tiene un efecto la delecién de un gen se calcula utilizando la asociacion y las reglas de
la reaccion del gen [Lavoie et al., 2020]. Basdndose en el modelo de gene-proteina-reaccion
(GPR, segtin sus siglas en inglés) de S. cerevisiae 1N D750 y el método de andlisis basado en
restricciones, se determind el impacto de la delecion de 438 genes calculables, uno por uno, y su
impacto en la redistribucion del flujo metabodlico de S. cerevisiae [ Xu et al., 2008]. Esta técnica

de eliminacién de componentes genéticos y reguladores ha sido utilizada como herramienta de
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analisis para lograr sobreproducir compuestos. En B. licheniformis se eliminé el gen que codi-
fica la piruvato quinasa (PYK) para favorecer la acumulacion de PEP durante la produccién de
shikimato [Zuo et al., 2018]. En S. cerevisiae se ha reportado le eliminacion del gen Aro4 que
codifica para la enzima 3-desoxi- D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa y asi aumentar la

produccion del amonodcido aromético L-Tirosina [Gold et al., 2015].

Las caracteristicas fenotipicas de un organismo pueden ser investigadas a través del estudio
de su estructura, su metabolismo y la regulacién genética, entre otras. En sistemas bioldgicos,
la robustez es la capacidad que posee el organismo para mantener su fenotipo a pesar de ser
sometido a perturbaciones (internas o externas) [Kitano, 2004]. En redes metabdlicas, la ro-
bustez puede relacionarse con el cambio en el valor de la funcién objetivo cuando se generan
perturbaciones en un flujo de una reaccién metabdlica particular [Larhlimi et al., 2011]. Por
tanto, se espera que un andlisis basado en redes metabdlicas de un sistema biolégicos ofrezca
la posibilidad de relacionar la robustez del sistema con la estructura y la interconexién de los
componentes del sistema. Los andlisis de robustez basados en optimizacion asumen que la red
metabolica se puede modificar para optimizar la formacion de un compuesto dado y asi conocer
como cambia la magnitud del flujo metabdlico a través de una reaccion especifica de interés
cuando se evalda una funcién objetivo especifica. A partir del grado de dependencia de la red
con ese nodo de reaccion se puede analizar la importancia de esa reaccion a manera global
en todo el sistema [Becker et al., 2007]. Existen diversos métodos para normalizar los datos
obtenidos de este tipo de andlisis, Zang et al., en 2008 analizaron la robustez del metabolismo
del glicerol en Klebsiella pneumoniae normalizaron sus datos estableciendo que todos los val-
ores de flujos obtenidos debian ser divididos por el consumo de sustrato y luego reportarse en

escala de 100.

Un estudio de Fenotipos de Fase Plana (PhPP, segiin sus siglas en inglés), se utiliza para
conocer como pueden impactar en el fenotipo de un microorganismo diversas variaciones exter-
nas. Computacionalmente, se lleva a cabo una proyeccién bidimensional del conjunto factible
de soluciones para el crecimiento o produccién de un compuesto y a su vez se puede variar dos

0 mds pardmetros simultineamente, con base en esto se desea observar el comportamiento del
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fenotipo al trazar los diversos planos obtenidos [Edwards and Palsson, 2000]. Estas variaciones
impactan de manera significativa en el fenotipo mostrado por la cepa utilizada en funcién del
tiempo de crecimiento y el consumo de los diferentes sustratos empleados. Edwards y Pals-
son en el afio 2000 utilizaron este tipo de estudio para analizar el comportamiento de posibles
mutantes de E. coli al crecer en medio minimo con glucosa y el impacto de eliminar productos

génicos asociados al metabolismo aerobio de esta bacteria.
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Capitulo I11

HIPOTESIS

Por medio del modelo metabdlico a escala gendmica de Bacillus sutilis se puede calcular la
distribucion de flujos para evaluar la produccion de AIA utilizando distintas fuentes de carbono

y plantear escenarios para optimizar su produccion.
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Capitulo IV

Objetivo

4.1 Objetivo general

Calcular la distribuciéon de flujos y evaluar la capacidad de produccion de AIA en Bacillus

subtilis utilizando el modelo metabdlico a escala gendmica.

4.1.1 Objetivos especificos

1. Llevar a cabo cultivos de Bacillus subtilis utilizando cinco diferentes fuentes de carbono:

glucosa, acetato, propionato, citrato y glicerol.

2. Evaluar la cinética de crecimiento y producciéon de AIA para cada una de las fuentes de

carbono analizadas.

3. Modificar el modelo metabdlico a escala genémica iBSU 1147 incluyendo las reacciones

para la sintesis de AIA que se encuentran reportadas en la literatura.

4. Calcular y comparar los flujos metabdlicos para cada una de las fuentes de carbono uti-

lizando el modelo metabdlico a escala genémica modificado: iBSU1147+1.
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. Con base en el modelo metabdlico a escala gendmica generar: un andlisis de eliminacién
simple de genes,un andlisis de robustez y fenotipos de fase planas para evaluar la opti-

mizacion de la produccion de AIA.
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Capitulo V

METODOLOGIA

5.1 Medios de cultivo y condiciones de cultivo

Se utilizo la cepa de Bacillus subtilis W 168 del banco celular del laboratorio de Biotecnologia

de la UAM-Cuajimalpa. Esta cepa es protétrofa y esporuladora [Zeigler et al., 2008].

Para los cultivos se partié de cepas bacterianas almacenadas en crioviales en medio LB,
usando glicerol como crioprotector al 25 %, a una temperatura de —80 °C. A partir de los
crioviales, las cepas se sembraron en agar L, se inoculd utilizando el método de estriado, y las
placas se incubaron por 24 horas a 28 °C. Los in6culos se realizaron en matraces bafleados con
25 mL de medio minimo de sales M9 modificado [Andrzejczak and Lonc, 2008] suplementados
con Trp y diversas fuentes de carbono: Glucosa, Acetato, Propionato, Citrato y Glicerol (Tabla
5.1). Fueron inoculados con 3 colonias aisladas tomadas de las placas cultivadas anteriormente.
Los matraces se incubaron con agitacién de 220 rpm durante 24 horas a 30 °C. Cada in6culo

cont6 con una sola fuente de carbono presente en el medio de cultivo.

A partir del in6culo obtenido fueron realizadas las cinéticas de crecimiento en matraces
bafleados con 50 mL de medio minimo con diversas fuentes de carbono suplementado con Trp

(Tabla 5.1) inoculando con 0.01 g/ de biomasa tomadas de los inéculos cultivados anterior-
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Tabla 5.1: Medio mineral con diversas fuentes de carbono para los inéculos y produccion
de AIA.

Componente Concentracion (g/L)
Cloruro de Sodio 24
Cloruro de Potasio 0.7
Fosfato de Potasio 2.0
Sulfato de Magnesio heptahidratado 1.0
Fosfato acido di sédico 3.0
Nitrato de Amonio 1.0
Glucosa 2.0
Acetato de sodio 1.25
Propionato de sodio 1.25
Citrato de sodio 1.25
Glicerol 1.5
Trp 0.12

mente. Los matraces se incubaron con agitacion de 220 rpm durante 48 horas a 28 °C.

5.2 Toma de muestras

En las cinéticas de crecimiento de Bacillus subtilis se tomaron muestras a los siguientes tiempos
de cultivo: 0,12, 18,24,36,42 y 48 horas. Se tom6 un volumen de 2 mL de muestra para
determinar crecimiento celular, consumo de sustrato y producciéon de AIA. Las muestras se
centrifugaron a 15,000 rpm durante 2 min (centrifuga minispin Eppendorf 5452, USA); se
utilizé el sobrenadante para la cuantificacion de consumo de sustrato y produccién de producto

y se utiliz6 el pellet para la cuantificacién de biomasa.
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5.3 Analisis de muestras

5.3.1 Determinacion de biomasa

El incremento de biomasa en los cultivos se determindé mediante peso seco de las muestras de
pellet obtenidas. Los pellets se secaron en estufa (Fisher Scientific) a 80 °C durante 24 h. Tras
ese periodo de secado, se determind el peso seco de la biomasa en una balanza analitica (Metter

Toledo).

5.3.2 Determinacion de consumo de fuentes de carbono

El consumo de los diferentes sustratos fue determinado a partir de los sobrenadantes de las
muestras obtenidas, estos sobrenadantes se guardaron a —20 °C hasta el momento de su andli-
sis. La cuantificacion de las fuentes de carbono se realizé por cromatografia liquida de alta
presiéon (HPLC) con una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Pre-
vio al anélisis de muestras mediante HPLC, estas se descongelaron y se filtraron empleando un
filtro de tamafio de particula de 0.2 pm. Se utiliz6 un equipo de HPLC (Varian ProStar) con
detector de UV (One Varian ProStar 320 UV/VIS) a una longitud de onda de 210 nm. Como
fase movil se utilizé una solucién de 4cido sulfirico (H,S0,) a una concentraciéon de 5 mM.
El flujo de la fase movil fue de 0.6 m L /min y un tiempo de corrida variable para las diferentes
fuentes de carbono analizadas: glucosa, acetato de sodio, propionato de sodio, citrato de sodio
y glicerol. La cuantificacion de las fuentes de carbono analizadas se realiz6 a través del método
de calibracion de un solo punto, comparando los valores obtenidos del andlisis de la muestra con
un estandar y el uso de un factor de referencia conocido como Factor- K [Karlik et al., 2018].En
el Anexo A se muestran los cromatrogramas obtenidos para los patrones de cada fuente de

carbono.
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5.3.3 Determinacion de la produccion de ATA

La concentracion de AIA fue determinada a partir de los sobrenadantes de las muestras obtenidas,
estos sobrenadantes se guardaron a —20 °C hasta el momento de su andlisis. La cuantificacion
de AIA se determiné espectrofotométricamente a una longitud de onda de 530 nm (BioPho-
tometer plus, Eppendorf, USA) utilizando el método de Salkowski [Sarwar et al., 1992]. Las
muestras de sobrenadante se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad con el reactivo
Salkowski (2,4 g de FeCl3 en 100 mL de H,S0,) en una relacion 1:1. Para la determinacién
de las concentraciones de AIA los valores de absorbancia obtenidos fueron extrapolados en una
curva patron de AIA sintético (Sigma & Aldrich). Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado. En el Anexo B se muestra la curva patrén obtenida utilizando esta metodologia.Este
reactivo permite detectar AIA y otros compuestos inddlicos [Hernandez et al., 2004]. La apli-
cacion de este método como ensayo de rutina para procesos de bioconversion en la produccion
de AIA, se sustenta por: 1) su facil manipulacion, ii) la obtencidn rapida de los resultados y iii)
la factibilidad econdémica. Por todos estos argumentos, es uno de los métodos mas usados en la

deteccion y semi-cuantificacion de la produccién de AIA [Torres-Rubio et al., 2000].

Los resultados de produccion de AIA fueron corroborados mediante cromatografia liquida
de alta presion (HPLC) con una columna C18 (Bio-Rad Laboratories Inc., USA). Previo al
andlisis de muestras mediante HPLC, estas se descongelaron y se filtraron empleando un filtro
de tamafio de particula de 0.2 ym. Se utilizé un equipo de HPLC (Varian ProStar) con detector
de UV (One Varian ProStar 320 UV/VIS) a una longitud de onda de 280 nm. Como fase
movil se utiliz6 una mezcla de agua y acetato en proporcidon 50:50. El flujo de la fase movil
fue de 0.6 mL/min y un tiempo de corrida fue de 5 min. Las concentraciones de AIA y Trp
se determinaron a través del método de calibracién de un solo punto, comparando los valores
obtenidos del anélisis de la muestra con un estandar y el uso de un factor de referencia conocido
como Factor- K [Karlik et al., 2018] .En el Anexo C se muestran los cromatrogramas obtenidos

para corroborar la produccion de AIA y el consumo de Trp.
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5.4 Calculo de parametros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento, p (h™1), se calculé mediante una regresién lineal de la con-
centracién de biomasa vs IVC (Area bajo la curva utilizando el método numérico de Simpson)
[Gatica and Ares, 2012]. La tasa especifica de consumo de sustrato, gs, se calcul6 con una re-
gresion lineal de la concentracion de sustrato respecto al IVC, la gp se calcul6 con una regresion
lineal de la concentracién de producto respecto al IVC, las concentraciones de biomasa, sus-
trato y producto utilizadas se encontraban en (mmol /L) como unidades de medida y el valor de
IVC se encontraba en (¢g-DCW h/L) como unidades de medida. Los rendimientos Y, /s, Y/, ¥
Y,

»/s fueron determinados a partir de los parametros cinéticos i, gs, gp. El Anexo D incluye la

linealizaciones realizadas a algunas de las graficas obtenidas para obtener parametros cinéticos.

5.5 Extension del modelo metaboélico iBSU147 de B. subtilis

La modificacién y revision del modelo metabdlico se realizd siguiendo pasos descritos por
Thiele and Palsson (2010): bisqueda de genes, curacién manual de la informacion y transforma-
cién a un modelo matematico [Thiele and Palsson, 2010b]. Para llevar a cabo la modificacién
se tomo como punto de partida la secuencia completa del genoma de B. subtilis (GenBank:
GCA-000009045.1) y se utilizé para encontrar los genes relacionados al metabolismo de in-
doles y produccién de triptéfano mediante bisqueda de homologia de secuencias de proteinas,
utilizando BLAST [Coordinators, 2016]. Los genes encontrados con roles metabodlicos fueron
inspeccionados manualmente y asociados con las enzimas codificantes correspondiente y las
reacciones bioquimicas utilizando las bases de datos KEEG [Kanehisa et al., 2019], BRENDA
[Jeske et al., 2019] y MetaCyc [Caspi et al., 2016]. Los genes inspeccionados se muestran en la

Tabla 1 presente en el Anexo E.

Todas las simulaciones en este trabajo se ejecutaron con COBRA Toolbox 3.0 en el software

Matlab [Heirendt et al., 2019]. EIl andlisis de balance de flujo (FBA) codificado en COBRA
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Toolbox 3.0 del software MATLAB [Heirendt et al., 2019] se utiliz6 como algoritmo de opti-

mizacion.

5.6 Analisis del metabolismo por medio del modelo a escala

genomica iBSU1147+1

Ademads de realizar el célculo de la distribucién de flujos, para analizar el metabolismo uti-
lizando el modelo a escala genémica modificado, denominado ahora iBSU1147+1, se llevaron
a cabo diferentes andlisis basados en restricciones, tales como: eliminacion simple de genes
[Edwards and Palsson, 2000], robustez del modelo metabdlico [Tong et al., 2013] y fenotipo
de fase planas [Edwards et al., 2002] de acuerdo a las metodologias planteadas por estos in-
vestigadores. Para evaluar el metabolismo con estas herramientas, fueron utilizados diversos
parametros cinéticos obtenidos mediante el cultivo en MMS suplementado con propionato de
sodio y Trp. La simulaciones se hicieron con COBRA Toolbox 3.0 en el software MATLAB

[Heirendt et al., 2019].
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Capitulo VI

RESULTADOS y DISCUSION

6.1 Cultivo de B. subtilis utilizando cinco fuentes de carbono

diferentes

A partir de las muestras obtenidas a las 0,12, 18,24, 36,42 y 48 h, de los matraces de cultivo
que contenian MMS suplementado con 7rp y una fuente de carbono (glucosa (GLU), acetato
(ACE), propionato (PRO), citrato (CITs) y glicerol (GLI)), se observé que entre las 18 y 24
h de iniciado el cultivo para cada fuente de carbono se observa el final de la fase estacionaria,
y al alcanzar las 24 se observa el paso a la fase estacionaria del crecimiento bacteriano (Figura
6.1). En la fase exponencial, el mayor valor de i se obtuvo utilizando GLU como fuente de
carbono con un valor de 0.12 h~! y cuando se utiliz6 CIT se obtuvo un valor de j de 0.08
h~1, correspondiéndose con el menor valor obtenido entre las fuentes de carbono comparadas.
Se utiliz6 como control negativo de crecimiento, medio minimo de sales inoculado con B. sub-
tilis sin suplementar con fuente de carbono. Estos dcidos orgédnicos se pueden encontrar en la
rizésfera donde habita B. subtilis debido a que se utilizan para solubilizar diversos componentes
minerales presentes en el suelo por lo que es de gran atractivo conocer acerca de las capacidades

metabdlicas de este microorganismo en estos sutratos alternativos [Lépez-Reyes et al., 2012].
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6.1: Cinética de crecimiento de B. subtilis en MMS suplementado con 7rp y diversas
fuentes de carbono: A: GLU, B: ACE, C: PRO, D: CITs y E: GLI alas 0, 12, 18, 24, 36, 42
y 48 h.( Sustrato, Biomasa, )

Ademais, el ACE se considera un producto de desecho para algunos procesos de fermentacion
industriales cuando se utilizan bacterias como E. coli [Narciandi-Diaz, 2020] y en cuanto al
PRO, este ha sido considerado una fuente de carbono de bajo costo y propicia para producir

polihidroxibutirato (PHB) por Pseudomonas sp. [Rivera-Mackintosh, 2009], aumentando asi el

la relevancia e interés de esta caracterizacion fisioldgica.
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La biomasa producida en este intervalo de tiempo coincide con lo reportado por Madigan
et al., (2016) para Bacillus sp., como microrganismo de rapido crecimiento y formador de es-
tructuras de resistencia como endosporas en etapas tardias del crecimiento. El mayor valor de
biomasa obtenido fue utilizando GLU como fuente de carbono, 1.47 g/LL de biomasa seca y en
CITs se tiene una concentracion menor alcanzandose valores de 0.20 g/L de biomasa seca, es-
tos rangos de valores han sido reportados ([Ramos et al., 2000], [Warner and Lolkema, 2002],

[Madigan et al., 2016]).

La GLU constituye una fuente de carbono utilizada por diferentes organismos, las tasas de
crecimiento en este sustrato son altas para algunos microrganismos como E. coli y B. subtilis
([Romero-Garcia et al., 2009],[De Anda et al., 2006]) .Los mayores valores de biomasa con este
sustrato por encima de las fuentes de carbono de dcidos orgénicos estd sustentada en las vias
catabdlicas que son activadas por este sustrato glicolitico y los balances de mol ATP/ mol de sus-
trato consumido ([Zissi et al., 1997], [Kosono et al., 2015]). Frankena et al., en 1988 compara-
ron la produccién de proteina extracelular utilizando B. licheniformis S1684 con GLU y CITs
como fuentes de carbono, este estudio reportd que eran necesarios 1.46 — 1.73 mmol GLU y
2.31 —2.77 mmol CITs para formar y exportar un mol de proteina, ademds el Yarp (g/mol~1)
fue mayor cuando se utilizaba GLU . B. subtilis es un microorganismo versatil capaz de crecer
en una amplia variedad de fuentes de carbono, Kabisch et al., en el afo 2013 reportaron crec-
imiento en GLU 0.02% y 0.04%, ACE al 0.5% y GLI al 0.08% como fuentes de carbono, uti-
lizando preferentemente GLI por encima de GLU para la produccién de 2.3-butanediol cuando
se utilizaban ambos sustratos ([Frankena et al., 1988],[Kabisch et al., 2013]). Ademas, se en-
cuentra reportado en la literatura la capacidad de crecer en dcidos orgdnicos como PRO y CITs,
Warner y Lolkema en 2002 reportaron crecimiento de B. subtilis utilizando 5 mM de CITs con
un valor de 0.4 unidades de densidad 6ptica (DO) a 600 nm [Warner and Lolkema, 2002]. Sin
embargo, no se cuenta con mds evidencias experimentales de crecimiento en estas fuentes de

carbono [Whitman et al., 2015].

En la Figura 6.1 se puede apreciar la produccion de AIA por este microorganismo en todas

las condiciones experimentales anteriormente expuestas. La cinética de produccion de AIA fue
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seguida mediante un método colorimétrico que emplea el reactivo de Salkowski como revelador

y HPLC como método para confirmar la bioconversion de 7rp a AIA [Sheikhian and Bina, 2016].

El estudio comparativo en la produccion de AIA se llevo a cabo manteniendo como parametro
de control la misma concentracién de Trp en el medio de cultivo. Fueron empleadas concen-
traciones de biomasa similares como indculos para garantizar la misma concentracion celular
al inicio del cultivo; lo que permitié conocer los valores de producciéon de indol de manera
comparativa entre las diferentes fuentes de carbono utilizadas y conocer el comportamiento
de la utilizacién de Trp como inductor y sustrato de la sintesis de indol. La formacién de AIA
comenzod en el intervalo de 18 a 24 h de cultivo cuando segtin la cinética mostrada se encontraba
en el final de la fase exponencial del crecimiento. En el Anexo C se puede apreciar la cuan-
tificacién por HPLC de la formacion de AIA a las 18 h. Aunque este metabolito se considera
secundario, varios autores confirman que su produccion comienza en la fase de desaceleracién
de la fase exponencial ([Cacciari et al., 1989][Brader et al., 2014],[Scarcella et al., 2017]). La
produccién de indoles fue cuantificada para todas las fuentes de carbono analizadas, alcanzan-
dose valores que oscilan entre los 8.6 * 1072y 9.5 x 1072 g/L de AIA. Estos valores obtenidos
son mayores a los 2.5 * 1072 g/L y 5.5 * 102 g/L obtenidos por Sivasakthi ef al., en 2013 y
Zaidi et al., en 2006 respectivamente, pero inferiores a los 0.17 g/L obtenidos por Araujo et al.,

en 2005 ([Araujo et al., 2005],[Zaidi et al., 2006],[Sivasakthi et al., 2013b]).

Tabla 6.1: Velocidad especifica de crecimiento exponencial (1), velocidades especifica de
consumo de sustratos (¢gs FC y gs Trp), velocidad especifica de produccion de producto
(gp), rendimiento biomasa-sustrato Y/, y rendimiento producto-sustrato Y, ; de B. subtilis
en MMS suplementado con diferentes fuentes de carbono y 7rp

Sustrato | Glucosa Acetato Propionato | Citrato Glicerol

1 0.12+£0.04 | 0.10£0.03 | 0.09 £0.07 | 0.08£0.01 | 0.09 £0.08
qSrc 0.20£0.05 | 0.46 £0.01 | 0.2820.03 | 0.40£0.09 | 0.22+0.12
qPAIA 0.32+£0.08 | 0.19£0.04 | 0.29£0.01 | 0.45+£0.02 | 0.29£ 0.07
q5Trp 0.40£0.1 | 0.21£0.03 | 0.30£0.065 | 0.48+0.05 | 0.35£0.11
Y./s 0.16 £0.04 | 0.12£0.07 | 0.16x0.05 | 0.10+£0.01 | 0.23+0.04
Y, /s 0.59+£0.02 | 0.38%0.06 | 0.50£0.10 | 0.51+£0.12 | 0.44%+0.10
Y,s (g/g) | 0.80£0.02 | 0.88£0.03 | 0.98£0.01 | 0.94%0.02 | 0.84% 0.04

*1u(h™"), *gqp (g/gDWC/ h) , *qs (z/gDWC/ h) ,* Y, (eDCW/g(FC+Trp)),
*Y),/s (@DCW/g(FC+Trp)),* Y,,/s (AIA/gTrp)
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B. subtilis puede formar endosporas como mecanismo de resistencia bajo condiciones ad-
versas durante su crecimiento, como falta de nutrientes o un aumento de la tempueratura, sin
dejar de responder a los cambios para iniciar la germinacion de las esporas y reanudar una vida
vegetativa [Bartels et al., 2019]. No se aprecié formacién de endospora bacteriana en ninguno
de los ensayos realizados, segtin los perfiles de crecimiento mostrados el sustrato disponible en
cada uno de los ensayos no se agotd por lo que no estuvo en una condicién de sustrato limi-
tante [Higgins and Dworkin, 2012]. Este microorganismo posee la capacidad de formar otros
tipos de estructuras secundarias como biopeliculas, diferenciarse para captar ADN fordneo o
formar exotoxinas y evitar la formacioén de endosporas [Lopez et al., 2008]. En nuestro caso
lo que se lleg6 a apreciar en los cultivos fueron estructuras gelatinosas parecida a una matriz
de exopolisacaridos, se ha reportado la capacidad de formar estos compuestos en este microor-
ganismo fundamentalmente cuando se encuentra creciendo en MMS [Lépez et al., 2009]. La
formacion de este tipo de estructuras puede ser una de las causas del bajo aprovechamiento del

carbono para producir AIA.

En la Tabla 6.1 se muestran los pardmetros cinéticos y rendimientos obtenidos para B.
subtilis en cada una de las fuentes de carbono utilizadas. De igual manera se calcularon los
parametros de cinéticos los valores obtenidos en la fase de desaceleracion negativa de la fase
exponencial y la transicidn a la fase estacionaria, pues en dicha fase del crecimiento se produce

la fitohormona de interés, ver Tabla 6.3 [Vos et al., 2011].

Las mayores velocidades especificas de crecimiento en fase exponencial se obtuvieron en
GLU y ACE con valores de 0.12 4+ 0.07 A~ y 0.10 & 0.03 A}, respectivamente y se encuen-
tran en concordancia con los datos reportados por Romero et al., en 2007 y Hao et al., en 2013,
que alcanzan valores de 0.11 A~! y 0.10 h~! en glucosa y acetato de sodio [Romero et al., 2007].
B. subtilis se encuentra en la rizdsfera de las plantas, fundamentalmente, donde estd expuesto
a exudados orgdnicos por parte de las plantas y de esta exposicion ha desarrollado la capaci-
dad de crecer en estos sutratos [Taiz et al., 2017]. Las diferencias en los rendimientos Y, /, no
fueron estadisticamente significativas para un p < 0, 05 segun el analisis estadistico realizado

mediante la prueba de comparacion de medias de Tukey a posteriori; solo en citrato de sodio se
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obtuvo un menor rendimiento de aproximadamente la mitad de los citados anteriormente. Un
patrén similar se repitié en los rendimientos Y),/,, donde una vez mas no existieron diferencias
estadisticamente significativas para un p <0, 05 segin el andlisis estadistico realizado mediante
la prueba de comparacion de medias de Tukey a posteriori para la mayoria de las fuentes de en-
ergia utilizadas, exceptuando el acetato de sodio donde se obtuvo el menor valor de rendimiento
y diferencias significativas con las restantes fuentes de carbono. El anexo F contiene los datos
de las pruebas estadisticas realizados para la comparacion de medias utilizando Tukey a poste-
riori.

Tabla 6.2: Balance de carbono teniendo en cuenta los Y, /s y Y/, obtenidos. El valor de la
sumatoria de los rendimeeintos esta expresado en %

}/p/s (g/g) Yx/s (g/g) Balance (%)
Glucosa 0.59+0.02 | 0.16 £0.04 | 75

Acetato 0.38+0.06 | 0.12+ 0.07 | 50
Propionato | 0.50+ 0.10 | 0.16+£ 0.05 | 66
Citrato 0.51+0.12 | 0.10+0.01 | 61
Glicerol 0.44+0.10 | 0.23+£0.04 | 67

Teniendo en cuenta los Y, /s y Y,/; podemos apreciar que este pardmetro no permite evaluar
el aprovechamiento del carbono presente en el medio, se utiliz6 en la formacién de biomasa
y del producto de interés alrededor de un 75 % del carbono que se encontraba disponible glu-
cosa, donde se evidencia un mejor aprovechamiento del carbono, en ACE fue del 50 %,el resto
del carbono en el balance debi6 ser empleado en algunos metabolitos no cuantificados en este
trabajo. Por ejemplo, otra fitohormona de caracter inddlico que produce B. subtilis es el adcido
indol-butirico, tal como se reporta en estudios previos ([Garg et al., 2015],[Nunes et al., 2018]).
Panda et al., en 2018 utilizaron B. subtilis para la produccién de PHB con glucosa como fuente
de carbono y obtuvieron Y, /u(g/9)s Yz/s(g/9) Y Yp/s(9/9) de 0.31, 0.18 y 0.36, respectivamente,
para un total de 85% del carbono utilizado. Un valor aceptable si comparamos con lo reportado
para otros productos, por ejemplo, se ha reportado un 80% de utilizacioén del carbono durante
la produccion de riboflavina en cultivo continuo [Sauer et al., 1996]. Tambien se han reportado
valores inferiores como es el caso de Dos Santos et al en 2016 que obtuvieron el 71.6 % durante

la produccion de nistosa [Dos Santos et al., 2016].
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En el caso particular del ACE, existe un estudio realizado por Hao et al., en 2013 que plantea
su utilizacién en la produccién de riblofavina, metabolito que puede competir por el carbono e
intermediarios de sintesis con el AIA, este tltimo pudo haberse favorecido de la produccién de

este u otro metabolito.

La formacion de AIA a partir de Trp ocurre mediante una relacion equimolar, cobrando alta
relevancia en la produccion de nuestro metabolito de interés el rendimiento Y/, (g AIA/g Trp)
[Happold, 2009]. Este aspecto es uno de los mas relevates en el presente trabajo debido a que
no ocurre formacion de AIA si no existe Trp en el medio de cultivo debido la presencia de una
ruta de sintesis dependiente de Trp como la IAM. Como se puede apreciar en los datos de la
Tabla 6.1 mostrados anteriormente,el mayor valor de bioconversion de 7rp hacia AIA fue del
98 % cuando se utiliz6 propionato de sodio como fuente de energia, lo que demuestra un mayor
aprovechamiento del 7rp canalizado a la sintesis del metabolito de interés con una diferencia
estadistica significativa respecto a las demds fuentes de carbono (Anexo F contien el andlisis
estadistico). Por todo lo anteriormente planteado, y después de analizar los diversos pardmetros
como los rendimentos se puede establecer que la cepa utilizada en este estudio cuando utiliza
propionato como fuente de carbono es capaz de transformar de manera mas eficiente el Trp
a AIA. Esta afirmacion estd basada en que posee el mayor Y, /s(gara/grrp) y €l balance de

carbono utilizado es del 66 %.

6.2 Analisis de flujos metabdlicos

Para poder evaluar la capacidad metabdlica que tiene B. subtilis para producir AIA, se pro-
puso utilizar el modelo metabdlico iBSU1147 [Hao et al., 2013] para calcular la distribucion de
flujos. Sin embargo, al explorar el modelo se tuvo que afiadir una reaccién para la sintesis de
IAM, debido a que se encontraba desconectado el metabolito AIA del resto de la red metabdlica,

generando asi un modelo extendido de B. subtilis el cual se denominé iBSU1147+1.
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6.2.1 Extension del modelo metabdlico a escala genéomica iBSU1147 de

Bacillus subtilis.

La informacién del genoma se encuentra ampliamente reportada en bases de datos como KEGG
[Kanehisa et al., 2019], Uniprot [Consortium, 2015] y SwissProt [Bairoch and Apweiler, 2000];
entre otras. La informacién de las reacciones catalizadas por las diferentes enzimas en diver-
sas bases de datos puede ser redundante o diferente incluso para un mismo gen, por lo que
se debe comparar y referenciar la informacién con datos experimentales de diferentes publica-
ciones [Thiele and Palsson, 2010a]. El modelo iBSU1147, posee 1147 genes que codifican a
proteinas que participan en el metabolismo, con base en esta informacion el modelo a escala
genOmica cuenta con 1742 reacciones y 1456 metabolitos (Hao et al., 2013). Se ha repor-
tado la sintesis de AIA por vias metabdlicas dependientes e independientes del aminoécido 7Trp
([Patten and Glick, 2002], [Persello-Cartieaux et al., 2003]); en el caso de Bacillus sp. existen
diversas publicaciones que hacen referencia a la sintesis de AIA por la via del indolacetamida
(IAM) ([Yang et al., 2007], [Spaepen et al., 2007]). El modelo iBSU1147 posee una reaccién
de sintesis de AIA anotada funcionalmente a partir de la via del IAM, pero se estd desconectada
en el modelo. Es decir, uno de los metabolitos reaccionantes, la indolacetamida y el producto

final de esta reaccidn, el AIA solo se encuentran en esa reaccidon enzimatica:

H>0 + indolacetamida <=> N H; + AIA 6.1

Segun la anotaciéon del modelo, la misma reaccidn es catalizada por una amidasa alifatica
AmiE que esté codificada por el gen BSU13570. Segtin datos reportados en la base de datos
BioCyc [Caspi et al., 2016], este gen codifica para una enzima con funciéon de oxoglutarato
oxidasa, en la que se forma como producto de la reaccién oxoglutarato y no AIA; esta enzima

estd reportada en P. aureginosa por Farnaud et al., en 1999.
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6.2.2 Modificacion del modelo metabolico iBSU 1147

A partir de lo planteado anteriormente, fue necesario anotar funcionalmente una reaccioén de
sintesis de IAM para conectar la produccion de este metabolito con la reaccidn anteriormente
descrita en el modelo iBSU1147 y poder modelar el metabolismo de produccién de nuestro
metabolito de interés. Luego de una bisqueda de genes asociados a produccién de IAM en
diferentes bases de datos, encontramos informacion relativa a una enzima con funcién de ami-
dasa putativa codificada por el gen yobN (BSU19020) en la cepa B. subtilis subsp. subtilis str.
168 reportada por [Borriss, 2018], y que estd formada por 478 aminodcidos, con nimero de
acceso NP389783.2 en la base de datos NCBI [Coordinators, 2016]. De acuerdo a su estructura
y funcionalidad propuesta podia participar en una reaccién de sintesis de IAM. Esta cepa es
la referencia utilizada en la construccion de los modelos metabdlicos a escala gendmica de B.
subtilis y es una cepa muy cercana filogenéticamente a la cepa W168 utilizada en este trabajo
para la obtencién de los pardmetros cinéticos [Zeigler et al., 2008]. La reaccion de referencia de
sintesis de IAM a partir de Trp, reportada en la base de datos Uniprot[Consortium, 2015] esta
catalizada por la enzima 7Trp 2-monoxigenasa y la misma esta caracterizada para Pseudomonas

syringae pv. savastanoi [Gaweska, 2013].

La base de datos STRING [Szklarczyk et al., 2016] clasifica la enzima codificada por el
gen yobN como una oxidasa de L-aminodcidos como en L-7rp basada en la presencia de do-
minios conservados de aminodcidos, caracteristicas estructurales y homologia, estos criterios
de asignacion se encuentran recogidos en el Anexo G. Se debe restingir esta biisqueda debido
a la existencia también de D-aminodcidos y D-aspartato oxidasas [D’Aniello et al., 1993]. A
partir de estas evidencias se procedié a realizar un BLASTp para analizar homologia de se-
cuencia de la amidasa de B. subtilis e intentar atribuirle otra funcién a esta enzima putativa.
Este procedimiento de asignacion ha sido utilizado por Montafia Lara en 2015 en para asignar
nuevas enzimas con funcioén lipolitica [Montafia Lara, 2015]. El alineamiento de secuencia de
la enzima amidasa arrojo un resultado de homologia con una enzima 7rp 2-monoxigenasa de

B. subtilis subsp. subtilis (Numero de acceso KIL30953.1) con un 98.31 % de identidad y un

47



Evalue = (. El Anexo H contiene mayor informacién acerca del alineamiento de secuencias re-
alizado. Con estas evidencias bioinformdticas se procedio a asignar una reaccion de sintesis de
IAM a la enzima amidasa codificada por yobN e incluirla en el modelo metabdlico iBSU1147.
En resumen, se afiadieron nuevos elementos al modelo entre los que se encuentran un gen cuyo
producto esta involucrado en la sintesis de IAM , el gen IBSU19020; una reaccién de sintesis
de IAM , una reaccidén de transporte libre de AIA al espacio extracelular y un nuevo metabolito
, AT Acptracetuiar > 1a anotacion de todos estos elementos fue llevada a cabo en lenguaje SMBL

2.0. El c6digo computacional se encuentra recogido en el Anexo I.

6.2.3 Prediccion del crecimiento celular en diferentes fuentes de carbono

utilizando el modelo metabédlico iBSU 1147+1

Para evaluar la capacidad de prediccion del modelo iBSU147+1, se utilizaron los datos cinéti-
cos obtenidos experimentalmente a través del cultivo de B.subtilis en las diferentes fuentes de
carbono (Tabla 6.1 y Tabla 6.3). Durante todas las simulaciones se utilizé6 como referente un
medio minimo de sales con una sola fuente de carbono y 7rp como sustrato para la sintesis
de AIA, todos los demas flujos de entrada para otras fuentes de carbonos fueron restringidos a

CECro.

En la Tabla 6.1 se tienen los pardmetros cinéticos para la fase exponencial, con los cuales
se calcularon las distribuciones de flujos para la obtencién de biomasa. Sin embargo, como
se puede observar en la Figura 6.1 que representa las cinéticas obtenidas, la produccion de
AIA se inicia en la parte final de la fase exponencial. En este punto, existe una desaceleracion
del crecimiento para posteriormente dar inicio a la fase estacionaria. Para poder evaluar los
fluxes, se calcul6 en este periodo de desaceleracion se definieron las tasas de crecimiento fi.
La aproximacion de utilizar el modelo en las etapas estacionaria fue discutido en la seccién 2.7.1
anteriormente. En el caso de la optimizacién de la produccion de AIA, se utilizé este valor de
s para poder simular la produccién 6ptima de este metabolito secundario. En la simulaciones

se fijo esta tasa de crecimiento, de esta manera, este valor de y, se utiliza como una tasa de
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crecimiento similar a la que se presenta en un quimiostato con una tasa de dilucién a la cual es

capaz el organismo de producir AIA.

La Tabla 6.3 se muestra la comparacion entre los pardmetros cinéticos experimentales y los
estimados con el modelo. Utilizando la herramienta Cobra Toolbox 3.0 [Heirendt et al., 2019]
se simulo el valor 6ptimo de biomasa necesaria en la fase estacionaria para poder mantener ese
valor de gs del modelo metabdlico iBSU1147+1, como se puede apreciar, los resultados de las
simulaciones se corresponden con los datos obtenidos en el laboratorio dentro de un error del
10 % [Dauner et al., 2002].

Tabla 6.3: Comparacion de parametros cinéticos obtenidos a partir de datos experimen-
tales y simulaciones computacionales.

Hs qp
Sustratos | Experimental Simulacion | Experimental | Simulacion
Glucosa 87%1072£0.02 | 7.3%1072 | 0.32£0.08 0.32
Acetato 0.10 £0.03 0.09 0.19£0.04 0.20
Propionato | 0.09 = 0.07 0.08 0.29 £0.01 0.30
Citrato 0.08 £ 0.01 0.07 0.45 £ 0.02 0.41
Glicerol 0.09 £ 0.08 0.09 0.29 £ 0.07 0.30

1 (h™") , *qp (z/gDWC/h)

El modelo iBSU1147+1 es una reconstruccion a partir del iBSU1147 con un grado de simili-
tud de 99.71% (1147/1148), por lo que la mayoria de los resultados de prediccion de crecimiento
son idénticos entre los dos modelos metabdlicos. La alta precision de este modelo metabdlico
estd fundamentada en el alto grado de anotacién que posee el modelo iBSU1147 y la validacién
y refinamiento de éste con datos experimentales. Ademds, este modelo se generd para prede-
cir la produccién de varios metabolitos entre los que se encontraba la riboflavina, metabolito
catalogado funcionalmente como una vitamina que participa en amplia cantidad de procesos
y producida por microrganismos como parte de su metabolismo no esencial [Hao et al., 2013].
Debido al objetivo de este trabajo, existe gran cantidad de informacién en el modelo dedicada
al metabolismo secundario de B. subtilis, tipo de metabolismo que se retoma en este trabajo,
por lo que, sin cambios de alto impacto en la matriz estequiométrica del modelo iBSU1147 era

de esperar que se mantuviera la precision en las simulaciones.
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Las vias metabdlicas centrales de B. subtilis consisten en: glucdlisis, el TCA y la ruta de
la pentosa fosfato (PP). La distribucién del flujo en estas vias esta fuertemente relacionado con
el estado metabdlico que se esté representando. Cuando la célula crece de forma exponencial
en glucosa, requiere poder reductor para obtener energia. Este poder reductor en la célula se
presenta en forma de cofactores como el NADH y FADH, y generalmente se utilizan para
generar ATP y suplir los demds requerimientos de energia de las células. El metabolismo central
del carbono es el encargado de generar el poder reductor necesario en la célula, por tanto la ac-
tividad metabdlica se ve modificada dependiendo de el estadio fisiol6gico. Durante la fase esta-
cionaria del crecimiento bacteriano se reduce el consumo de energia metabdlica dedicada a la
formacion de biomasa y generalmente puede desviarse el metabolismo a la produccién de com-
puestos no esenciales para el crecimiento [Riihl et al., 2012]. Debido a este estado energético
de la célula es necesaria una reorganizacion metabdlica donde los flujos de carbono de las prin-
cipales vias catabdlicas tienen que cambiar notablemente para satisfacer nuevas vias anabdlicas

que comienzan a activarse preferentemente. ([Phillips and Strauch, 2002],[Link et al., 2015]).

En la Figura 6.2 se aprecian las distribuciones de flujos en el metabolismo central del car-
bono cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono. Para la obtencion de los valores de
flujo representados en negro fue optimizada la produccién de biomasa, simulando la fase expo-
nencial del crecimiento y en rojo se muestra la distribucién de flujos al simular a produccion
de AIA durante la fase estacionaria. La Tabla 1 presente en el Anexo J contiene las reacciones
metabdlicas que estan reflejadas en la Figura 6.2. A continuacién analizaremos las diferen-
cias entre las dos fases representadas al nivel las principales vias metabdlicas del metabolismo

central del carbono:

¢ Glucdolisis.

La glucdlisis es la via encargada de oxidar la glucosa para formar piruvato y nos muestra
las primeras diferencias entre las dos fases del crecimiento evaluadas. El valor de flujo de
formacion de F6P a G3P es 28.5 veces mayor, en la generacion de PEP a partir de 3PG es

2.5 veces mayor y 2.61 veces mayor en la sintesis de PYR a partir de PEP durante la fase
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6.2: Comparacion de la distribucion del flujo de carbono en el metabolismo central uti-
lizando GLU: Fase exponencial y Fase estacionaria. Los valores de flujo estan reportadas

en mmol/gDWC/h.
exponencial del crecimiento. De esta forma se aprecia una diferencia significativa en la
formacion de intermediarios de de esta via y se genera una mayor concentraciéon de ATP
y poder reductor que puede ser utilizado para formar AcCoA y alimentar el TCA. Estas
diferencias demuestran una alta actividad glicolitica durante la fase exponencial con un
mayor consumo de sustrato para formar biomasa y una reduccién de los valores de flujo
durante la produccién de AIA al encontarse en fase estacionaria. No existe una diferencia

tan marcada como se debia esperar al comparar la formacién de AcCoA a partir de PYR
pero sigue siendo 1.3 veces mayor.
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* TCA.

Durante el TCA se genera la mayor cantidad de poder reductor en B. subtilis que pasa
a formar ATP en la cadena de transporte de electrones. Durante los pasos de este ciclo
que involucra la formacién de CIT a AKG se aprecia un flujo 2 veces mayor durante la
primera fase y 2.22 veces mayor durante la formacién de OAA partiendo desde SUC,

demostrando una mayor actvidad metabdlica y energética.

* Ruta de las pentosa fosfato (PP).

Otra ruta para generar poder reductor e intermediarios es la via de las PP. La formacion
de RUSP a partir de G6P es 1.25 veces mayor durante el crecimiento exponencial, pero
la formacion de otros compuestos como XUSP y RSP mayor durante la fase estacionaria.
La via de las PP permite la generacién de NADPH, pero esta produccién puede suplirse
por la actividad el TCA. Cuando la actividad del TCA se ve disminuida se puede acti-
var esta via metabdlica y generar mayor cantidad de intermediarios como se aprecia al
analizar los valores de flujos para otros metabolitos de las PP. Durante la simulacién de
la fase estacionaria se puede apreciar que se favorece la formacion de E4P que es un

intermediario en la sintesis de Trp.

¢ Vias anaplerdticas.

Este organismo posee rutas anaplerdticas como la encargada de formar PEP a partir de
OAA por la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) y formar PYR a partir
de OAA por la enzima piruvato quinasa (PYR). No se encuentran reportados para B.
subtilis los genes involucrados en el ciclo del glioxilato. En este caso no se aprecia flujo
en estas reacciones cuando se encuentra en fase exponencial, solo en estado estacionario.
También posee la capacidad de formar PYR a partir de MAL a través de las enzimas
malicas codificadas en los genes sfcA y maeA pero no se aprecia valor de flujo en estas

reacciones cuando se utiliza este sustrato.

Usualmente durante el crecimiento bacteriano existe una alta demanda de compuestos nitro-

genados como aminodcidos, entre los que se encuentra el Trp; por lo que comenzar a utilizar este
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tipo de compuestos en la sintesis de otra moléculas como el AIA produce un cambio metabdlico
significativo [Buffing et al., 2018] e impacta en los metabolitos intermediarios de la sintesis de
este aminodcido. La principal via de sintesis de Trp es a través de las moléculas de G3P, E4P,
PEP, SHI y COR, intermediarios todos de la formacién de Trp, y por consiguiente de AIA.
Por lo tanto analizar el comportamiento de la generacion y consumo de estos compuestos, prin-
cipalmente G3P Y E4P, nos puede ser indicativo de como impacta en la produccién de AIA
las variaciones intracelulares de estas sustancias al participar en la formacién de intermediarios

indolicos.

6.2.4 Analisis de los flujos metabdlicos utilizando el modelo metabdlico a

escala genémica de Bacillus subtilis

Con base en los resultados en la prediccion de crecimiento, se evalud la distribucién de flujos
al maximizar la produccién de AIA. Se obtuvo un valor 6ptimo de producciéon de AIA, lo que
indica que la sensibilidad del modelo para predecir una capacidad metabdlica en una condicion
determinada ([Hao et al., 2013],[Dauner and Sauer, 2001]). En la Figura 6.3 se presenta un es-
quema con la distribucién de flujos del metabolismo central del carbono de B. subtilis obtenidas
a partir de simular la produccién de AIA con el modelo iBSU1147+1. La Tabla 1 presente en
el Anexo K contiene las reacciones metabdlicas que estdn reflejadas en la Figura 6.3, y en el
Anexo L se muestran los valores de flujos restringidos durante la simulacion para obtener las

distribuciones de flujo que se presenta a continuacion.

Al igual que muchos otros microorganismos, al consumir glucosa B.subtilis utiliza la via
glucolitica para obtener PYR, ATPy NAD H. El glicerol ocupa parcialmente la via de glucoli-
sis para acceder formando G3P, uno de los intermediarios de esta via. Excepto por la GLU,
en todos los casos, la fuentes de carbono utlizadas utilizan la gluconeogénesis para formar pre-
cursores primordiales como G6P y F6P, invirtiendo el sentido de los flujos incluyendo a las
enzimas de la via de las Pentosas Fosfato. Por otro lado, la utilizacién de sustratos gluco-

neogénico como los dcidos orgdnicos, se incorporan al metabolismo bacteriano en otros niveles
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del mismo, y en donde nos es tan activa la via glucolitica y se vuelve mds activo el ciclo del

TCA, siendo favorecido el metabolismo en la formacién de intermediarios del TCA, interme-
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diarios que pueden ir a vias anabdlicas cuando la demanda energética en la célula disminuye y

ya no se necesita gran cantidad de energia para crecer, como ocurre en la fase estacionaria.

Otro aspecto importante de utilizar fuentes gluconeogénicas, es la activacién de diferentes
vias anaplerdticas. En el estudio de Lee ef al., en 1997, compararon la actividad de la enzima
madlica que cataliza la reaccion MAL + NADP"™ ==>PYR + COy + NADPH al crecer B.
subtilis en glucosa y citrato. La actividad de esta enzima no fue apreciable creciendo en glucosa,
sin embargo, en el caso de crecimeinto en citrato, la actividad de esta enzima permitié observar
un incremento en el Yy arp de 23.1 a 28,.1 g/mol AT P respectivamente [Lee et al., 1997].
Al utilizar fuentes gluneogénicas ocurren cambios en el rendimiento Y, p, el cual impacta de
manera importante sobre los rendimientos de biomasa y producto. Por ejemplo, el crecimiento
en glucosa genera un Y rp de 31.9 g/mol AT P, mientras que en acetato disminuye a 26.4

g/mol AT P [Stouthamer, 1973].

El TCA es considerado por diversos investigadores el eje central del metabolismo heterétrofo
de bacterias como B. subtilis y E. coli y se encuentra bajo una fuerte represion catabélica de los
sistemas reguladores del organismo, muchas veces este control estd ejercido por la presencia
de diferentes fuentes de carbono [Meyer et al., 2011]. En B. subtilis, la represion catabdlica
por presencia de glucosa estd controlada por el factor de transcripcion CcpA, el cual es un
regulador global que controla la expresion de los genes involucrados en la vias centrales del
metabolismo, reprimiendo la expresion de enzimas que participan en la via gluconeogénicas tal

como la PEPCK, la cual cataliza la formacion de PEP a partir de OAA [Tinnler et al., 2008].

Hanson y Cox en 1967 determinaron que fuentes de carbono como glucosa y glicerol podian
causar la represion de la sintesis de aconitasa (AcontA y AcontB), succinato deshidrogenasa
(SucdL) y fumarasa (FUM) cuando B. subtilis crece en medio minimo y que se ve aumentada
la actividad especifica de estas enzimas si crece en acidos organicos [Hanson and Cox, 1967].
Como se aprecia en la Figura 6.3, los valores de flujos en la formacién de los metabolitos
que sintetizan estas enzimas mencionadas son mayores cuando se utilizan los dcidos organicos

versus glucosa y glicerol. En nuestro caso cuando se utiliza PRO se produce el mayor valor de
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flujo hacia la sintesis OAA, metabolito que se puede trasformar directamente a PEP mediante
la enzima PEPCK [Zamboni et al., 2004] y de esta forma favorecer la formacién de compuestos
aromdticos como el SHI, metabolito de suma importancia en la sintesis de CHO y Trp, a partir
del PEP [Kogure et al., 2016]. Situacidén que ocurre en este experimento debido a la reduccién
considerable que manifiesta el valor de flujo de OAA para formar CIT (40.9 %). La mayor
conversién de OAA a PEP con un valor de flujo de 7.42 x 10~ mmol/gW C/h se presenta

cuando se utiliza PRO como sustrato.

Zhang et al en 2012 corroboraron que la utilizacion de dcido oxdlico y CITs aumentaba la
produccién de acido poli-y-glutdmico al favorecer las principlaes enzimas de del TCA permi-

tiendo estos sustratos una mayor sobreproduccion de su producto de interés [Zhang et al., 2012].

La formacién o consumo de E4P esta directamente relacionada con la sintesis de AIA y
otros aminodcidos aromaticos, ya que es uno de los precursores primarios para su produccion.
Con base a la estequiometria planteada en el modelo iBSU1147 + 1 para la formacién de esta
molécula, el mayor valor de flujo metabdlico hacia la formacién de E4P ocurre cuando se utiliza
PRO como fuente de carbono siendo 1.3 veces mayor que cuando se utiliza GLU y 6.5 veces
mayor cuando la fuente de carbono es GLI O CITs, es decir, se ve favorecida la formacién
de E4P y RSP. La formacién de Trp via IGP se presenta como otro paso critico, pues es
capaz de generar Trp de novo que puede ser utilizado en la sintesis de derivados de éste, tal
como el AIA. En este punto, el flujo de esta reaccion presenta el mayor valor cuando se utiliza
PRO, siendo hasta 1.35 veces mayor al de glucosa, demostrando asi ser mds favorable en la
produccién de Trp. Al encontarse presente 7rp en el medio no se deberia sintetizar de novo este
aminoécido debido a inhibicién alostérica de las principales enzimas involucradas en su sintesis

[Sander et al., 2019].

Por todo lo anteriormente planteado, el andlisis de flujos de esta red metabdlica de B. sub-
tilis, queda demostrado que cuando se utiliza PRO y CITs como sustrato se logra una mejor
utilizacién y distribucién de los principales intermediarios en la sintesis de AIA, optimizando

el uso de los diferentes metabolitos y mejorando el rendimiento de produccién de AIA.
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6.2.5 Anadlisis de eliminacion de genes

Con base en los resultados anteriores, se consider6 que el PRO como una de las mejores fuentes
de carbono, por lo que se decidi6 llevar a cabo una simulacion de eliminacién de genes, como
parte de estrategias para evaluar la viabilidad del crecimiento y el posible incremento en la
produccién de AIA. Ademds el valor de mercado del PRO (No.CAS: 137-40-6) en su ver-
sién comercial tiene un costo de $1598 pesos mexicanos cada K ¢, mientras que otros sus-
tratos como el CITs (No.CAS: 18996-35-5) tiene un valor de $5737 pesos mexicanos cada K g
[Aldrich, 2019]. La utilizacién de esta fuente de carbono de menor costo posibilita dismunuir

los costos de un posible proceso productivo y aumentar el valor agregado del AIA producido.

En esta estrategia, se eliminan genes que codifican enzimas que participan en diferentes
reacciones enzimaticas y mientras que se optimiza una funcién objetivo planteada. En este caso
particular se aborda una eliminacién sencilla de genes, que consiste en eliminar cada uno de
los genes y aplicar FBA en cada paso, de esta manera se tienen n_; simulaciones, en donde
n es el nimero de genes-reacciones-proteinas que contiene el modelo metabdlico. El resul-
tado de este andlisis nos ofrece el valor maximo que puede alcanzar la funcién objetivo cuando
no se encuentra ese gen y la reacciéon metabdlica asociada al mismo en el problema de op-
timizacion, y por tanto utiliza una matriz estequiométrica diferente a la original del modelo
utilizado [Gatto et al., 2015]. En el caso de que la eliminacién de un gen no permita obtener
una solucion al modelado, este gen serd considerado esencial para el crecimiento del microor-
ganismo, asi como las reacciones metabdlicas donde participe la enzima codificada por este
gen [Koo et al., 2017]. En el caso de utilizar esta harramienta para analizar el metabolismo del
AIA u otro metabolito, la eliminacién de un gen que arroje un valor de flujo inferior al valor
de flujo obtenido para la cepa salvaje, sera considerado este gen esencial en el metabolismo de

este compuesto.

De acuerdo a los resultados obtenidos, cuando se utiliza MMS suplementado con PRO se
reportan 249 genes esenciales. Se encuentran reportados para B.subtilis un total de 271 genes

esenciales por Kobayashu et al. [Kobayashi et al., 2003] y 257 por Koo et al. [Koo et al., 2017]
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al crecer en medio LB a 37 °C. De acuerdo a estos resultados durante el crecimiento en PRO

se obtienen 22, y 8 genes esenciales menos que los obtenidos por estos investigadores.

El algortimo OptKnock sugiere una estrategia de eliminacién de reacciones para la so-
breproduccién de compuestos especificos, con base en esta estrategia se pudieron identificar
los posibles genes a eliminar para optimizar la produccién de AIA [Burgard et al., 2003]. El
modelo metabdlico a escala gendmica iBSU1147+1 contiene 1744 reacciones incluidas (1199
metabolicas; 291 de transporte; 254 de intercambio). De las 1199 reacciones anotadas, 1148
tienen la asociacion gen-proteina-reaccion, existen reacciones metabdlicas que no poseen genes
asociados debido a falta de anotacion durante la reconstruccién del modelo debido a la disponi-
bilidad de informacién acerca de estos genes y reacciones. Por lo tanto, pueden ser potencial-
mente eliminadas 1148 reacciones; debido a que las reacciones de intercambio y transporte libre
no poseen ningun gen asociado que se pueda eliminar utilizando esta herramienta. Con base en
estos numeros, los 249 genes esenciales para la produccién de AIA codifican enzimas que par-
ticipan en 249 reacciones metabdlicas que se consideran esenciales para la produccion de AIA.
El modelo posee 899 reacciones que podrian ser candidatos a eliminacion para optimizar la
produccién de AIA utilizando PRO como sustrato, las enzimas que participan en la catélisis de
estas reacciones se encuentran codificadas por los 899 genes no esenciales que se determinaron
anteriormente. Existen reacciones en el modelo metabdlico que no se encuentran asociados a
la sintesis de enzimas, sino que intervienen en la formacion de elementos regulatorios o estruc-
turales pero que contribuyen a la formacion de la matriz estequiométrica y por tanto forman

parte del modelado matemético mediante FBA.

La produccién de AIA durante la simulacién con el modelo iBSU1147 + 1 utilizando PRO
y Trp fue de 1.71 mmol /gW C'/ h, convirtiendo el 97.5% del Trp del flujo de Trp incluido en la
simulaciéon. Como se aprecia en la Tabla 6.4, al aplicar la estrategia de eliminacién de genes,
el flujo maximo de AIA que se logra es de 2.18 mmol /gW C/hl, lo cual es el 126% mas que
el flujo de Trp, que representa el 126.75% de formacion de AIA respecto a la cantidad de Trp
utilizada como inductor y sustrato, conviertiendo asi a la remocién de elementos del genoma

como una via para sobreproducir esta fitohormona. Se logra sobreproducir AIA al eliminar 11
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Tabla 6.4: Valor de flujo obtenido para produccion de AIA al aplicar la estrategia de elim-
inacion de genes.Se muestran resultados superiores a los obtenidos por la cepa silvestre.

| Locus | Flujo | Gen | Proteina | Function |
‘ BSU13350 ‘ 2.18 ‘ trpA ‘ tryptophan synthase alpha chain ‘ Tryptophan metabolism ‘
‘ BSU13930 ‘ 2.18 ‘ splB ‘ undespore photoproduct lyase ‘ Sporulation ‘
‘ BSU21920 ‘ 2.15 ‘ ugtP ‘ processive diacylglycerol glucosyltransferase ‘ Glycan extension ‘
‘ BSU35760 ‘ 1.77 ‘ tagB ‘ glycerol phosphate glycerophosphotransferase ‘ biosynthesis of teichoic acid ‘
‘ BSU35660 ‘ 1.77 ‘ mnaA ‘ UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase ‘ biosynthesis of teichoic acid ‘
| BSU35700 | 1.77 | tagH | ABC transporter | Biosynthesis of teichoic acid |
‘ BSU35710 ‘ 1.77 ‘ tagG ‘ ABC transporter ‘ Biosynthesis of teichoic acid ‘
‘ BSU35720 ‘ 1.75 ‘ tagF ‘ CDP-glycerol:polyglycerol phosphate glycero-phosphotransferase ‘ Biosynthesis of teichoic acid ‘
‘ BSU35530 ‘ 1.75 ‘ tagO ‘ undecaprenyl-phosphate-GlcNAc-1-phosphate transferase ‘ Biosynthesis of teichoic acid ‘
‘ BSU35750 ‘ 1.74 ‘ tagA ‘ UDP-N-acetyl-D-mannosamine transferase ‘ Biosynthesis of teichoic acid ‘
‘ BSU35730 ‘ 1.72 ‘ tagE ‘ UDP-glucose:polyglycerol phosphate glucosyltransferase ‘ Biosynthesis of teichoic acid ‘

genes de forma individual en el modelo, es decir, una a la vez al tratarse de una estrategia de
delecion simple. La mayor produccion de AIA se logra cuando se eliminan los genes trpA y/o
splB. El primero de estos elementos codifica para la enzima tript6fano sintasa de cadena oy en
el modelo esta enzima participa en la formacion de Trp a partir de L-serina o viceversa debida
a que se encuentra anotada bidereccionalmente , por lo que al encontrarse con 7rp en el medio
se ve favorecida la formacion de L-serina a partir de 7rp, desfavoreciendo la produccion de
AIA. El gen splB segun la base de datos SubtiWiki [Michna et al., 2016] se encuentra asociado
a procesos de esporulacion, pero en el modelo se encuentra como gen asociado a la enzima que
cataliza la reaccion de interconversion entre PYR e isoCHO, metabolistos relacionados con la
sintesis de CHO. De los restantes genes candidatos a ser eliminados se encuentran 7 elementos
que participan en la sintesis de dcido teicoico y aunque la estrategia de eliminacion los considera
no esenciales, estos estan reportados como genes esenciales para el crecimiento en medio LB

en la base de datos SubtiWiki [Michna et al., 2016], por lo que no deberian ser eliminados.

6.2.6 Analisis de robustez y fenotipos de fase plana (PhPP)

El metabolismo es un sistema dindmico que varia depediendo de diversos factores entre los
que se encuentra: tipo de sustrato, temperatura y pH. Algunas variaciones como cambios en el

nivel de expresion enzimas, activarse diferentes vias de regulacion o agotarse un sustrato im-
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pactan en la topologia de la red metabdlica cambiando la forma en que interactdan los metaboli-
tos en la misma, aumentando o disminuyendo los flujos intracelulares de algunas sustancia
[Kotte et al., 2010]. De esta manera, existen andlisis como el de robustez o fenotipos de fase
plana, los cuales nos permiten evaluar distintos escenarios en donde varian las condiciones de

cultivo cambian.

Los datos experimentales obtenidos del crecimiento en medio liquido de B. subtilis suple-
mentado con PRO y Trp permiti6 calcular los pardmetros (gs) y (gp), con los cuales se calcu-
laron la distribuciones de flujos y que sirven como valores de control para realizar el anélisis de
robustez. En la Figura 6.4 se muestran los valores de flujos obtenidos para las 7 reacciones que
participan en la formacién de los siguientes metabolitos: mCIT, MAL, CIT, G3P, E4P, PYR
y AIA; elementos que estdn involucrados en el metabolismo del propionato y la produccién de
AIA. Los diferentes valores de flujo para estas reacciones se obtuvieron al simular diferentes
valores de biomasa (x) [Watson et al., 2016]. Todos los valores de flujos metabdlicos obtenidos
fueron normalizados por el consumo de sustrato en cada caso para obtener datos independientes
de la concentracion inicial y poder analizar el comportamineto de la red dependiendo solamente

de los valores de biomasa [ Vintimilla et al., 2017].

Como se puede apreciar en la Figura 6.4, los valores de los flujos en donde se involucra la
formacion de G3P, E4P y AIA aumentan a medida que decrece la biomasa (1) mientras se
simula la 6ptima produccion de AIA. G3P y E4P son precursores directos de la sintesis de esta
fitohormona por lo que deben aumentar su concentracion intracelular a medida que es desviado
el metabolismo hacia la obtencién de este producto [Gendmica, 2012]. El efecto relacionado a
su aumento versus el decrecimiento de yis se puede asociar a la naturaleza de metabolismo se-
cundario que produce los derivados inddlicos [Lépez et al., 2019]. Los flujos de las reacciones
que involucran la formacién de mCIT, CIT y MAL no varian su valor de flujo normalizado
a medida que cambia (1), lo que indica que el metabolismo del PRO a nivel de TCA no au-
menta la velocidad de transformacién del PRO para generar precursores de sintesis de AlIA,
sino que optimiza la red metabdlica para la formacién de los intermediarios directos para la

producciéon de AIA [Zhang et al., 2008]. A partir de este estudio se pudo determinar posibles
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6.4: Valores de flujo normalizado a distintas velocidades de crecimiento. Las velocidades
de consumo de PRO gp son 3.5, 3.0 y 2.5 mmol/L/h~! correspondientes a las tasas de
crecimiento ;. de 0.06, 0.08 y 0.1 AL, respectivamente. Los flujos se normalizaron por las
velocidades de consumo de PRO base de 100.

cuellos metabdlicos en la sintesis de AIA, viendo como al disminuir la biomasa aumenta el
valor de flujo hacia AIA, direccionando el metabolismo celular. EI modelo metabdlico es sen-
sible y robusto a cambios en la composicion del medio de cultivo y ha demostrado ser capaz de

modelar el cambio en los valores de estos flujos metabdlicos al variar valores de biomasa.

Para explorar el significado de estas variaciones combinamos el modelado y los datos cinéti-
cos a través de un andlisis de robustez utilizando Cobra Toolbox 3.0 , el cual calcula y traza
las tasas de produccién Optima (eje y) versus las variaciones de flujo de consumo (eje x)

[Tong et al., 2013].

Este andlisis realizado predice el cambio y la direccionalidad del metabolismo mostrandonos
como deberia variar la concentracion de biomasa en la formacién de un metabolito especifico,
en este caso como impacta un aumento de la biomasa en la formacién de AIA; quedando de-
mostrado que a medida que disminuye (i) aumenta el la formacién de AIA al poder utilizar

mayor cantidad de Trp, desviando la incorporacion de este aminodcido a proteinas esenciales
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6.5: Analisis de robustez del metabolismo de formacion de AIA versus la cantidad de
biomasa.

y quedando libre para la sintesis pues se comienza a producir AIA en un estado donde atin se

esta formando biomasa.

Utilizando Cobra Toolbox 3.0 se llev6 a cabo un estudio de fenotipos de fase plana (PhPP
para predecir los cambios fenotipicos asociados a las perturbaciones causadas por la incorpo-
racion de los componentes presentes en el medio de cultivo durante los diferentes puntos del

crecimiento bacteriano .

Todas las distribuciones de flujos en el metabolismo de B. subtilis estdn limitadas a una
region de solucion donde cada distribucidn refleja un flujo metabdlico factible [Boele et al., 2012].
En este caso en particular, nos interesaba la relacion entre la gs del PRO vy el crecimiento du-
rante la fase exponencial y durante la formacion del producto, dicha interacciéon de componentes

nos muestra que se tiene que vencer una tasa de consumo de sustrato para poder alcanzar un
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6.6: Analisis de Fenotipos de Fase Plana (PhPP) del metabolismo en funcion de la
biomasa y PRO como fuente de carbono durante la produccion de AIA.
valor de biomasa suficiente para desviar el metabolismo hacia la producciéon de AIA. Como se
muestra en la Figura 6.6 a valores muy bajos de consumo de PRO no es suficiente para comple-
tar las funciones metabdlicas requeridas para el mantenimiento celular y la produccion de AIA.
A medida que este valor de consumo se va en aumento se comienza a apreciar un incremento en

la 1 hasta el punto de alcanzar la i, y a partir de ese estadio fisiolégico comenzar la produccién

de AIA.

La evolucién de los diferentes planos de fases nos evidencia los cambios que se manifi-
estan en una célula mientras se va desarrollando como son: aumentar la g, consumir mas
sustrato y producir diferentes metabolitos; por lo que este tipo de andlisis nos permite ver
como impactan las diferentes perturbaciones de manera significativa en el fenotipo de una
cepa, y por consiguiente en la formacioén de un producto de interés ([Edwards et al., 2002],

[Vongsangnak et al., 2016] .)
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Capitulo VII

CONCLUSIONES

Se llevaron a cabo cultivos de B. subtilis en GLU, ACE,PRO, CITs y GLI, presentdndose crec-
imiento bacteriano y produccion de AIA en todas las fuentes de carbono. El mayor rendimiento
observado Y/, fue con un valor de 0.98 4= 0.01 (g AIA/g Trp) y se present6 cuando fue uti-
lizado PRO como fuente de carbono en presencia de Trp. Para llevar a cabo las simulacién de
las tasas de crecimiento y distribucion de flujos, se modificé el modelo iBSU1147 generando un
nuevo modelo a escala genémica llamado iBSU1147 + 1, que incluye 1148 genes. El modelo

modificado se validé6 utilizando los datos cinéticos obtenidos experimentalmente.

Con base en los datos cinéticos se llevé a cabo un andlisis comparativo de la distribucion
de flujos metabdlicos calculados para cada una de las cinco distintas fuentes de carbono. Las
simulaciones permitieron diferenciar los estados metabdlicos, asi como evaluar diversas estrate-
gias para optimizar la produccion de AIA. Como resultado de este andlisis se consider6 al PRO

como la mejor fuente de carbono para producir AIA en presencia de Trp.

Para poder evaluar mds escenarios de produccién, se utilizaron andlisis computacionales
como la eliminacién de genes, el andlisis de robustez y de fenotipos de fase plana. La elimi-
nacién de genes demostré que existen 11 genes no esenciales como candidatos a ser eliminados

y aumentar la produccién de AIA; el mayor valor de produccién se logra cuando se eliminan
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los genes trpA y/o splB. El primer gen codifica para la enzima tript6fano sintasa de cadena «
y en el modelo esta enzima participa en la formacion de 7Trp a partir de L-serina; o viceversa
debido a que se encuentra anotada bidereccionalmente , por lo que al encontrarse con 7rp en el
medio se ve favorecida la formacién de L-serina a partir de Trp, desfavoreciendo la produccion
de AIA.El gen splB se encuentra asociado a procesos de esporulacion, pero en el modelo se en-
cuentra como gen asociado a la enzima que cataliza la reaccién de interconversion entre PYR
e isoCHO, metabolistos relacionados con la sintesis de CHO. El andlisis de robustez permitié
conocer las principales enzimas y cuellos metabdlicos a abordar para optimizar la produccion
de esta fitohormona, como son la sintesis de G3P y E4P. El andlisis de fenotipos de fases planas

permitié conocer los volaroes 6ptimos gs necesarios para obtener la méxima producciéon de AIA
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Capitulo VIII

PERSPECTIVAS

Para continuar el desarrollo de este trabajo es necesario aumentar en nimero de estudios cinéti-
cos para la obtencién de otros paramétros como coeficientes respiratorios, diferentes estadios
de crecimiento que permitan acotar de forma mads precisa el modelado metabdlico.Ademas para
mejorar la calidad de las predicciones en cuanto a la formacién de AIA es necesario realizar
andlisis de expresion de genes para demostrar experimentalmente la presencia de los genes
responsables de la sintesis de AIA en B. subtilis. También es necesario realizar actividades
enzimdticas de algunas enzimas claves como la 7rp monooxigenasa para caracterizar la sintesis
de AIA y de esta forma ampliar la bisqueda de reacciones metabdlicas asociadas a genes que

permita continuar la ampliacién del modelo a escala gendmica iBSU1147 + 1

Desde el punto de vista de caracterizacion metabodlica se podrian realizar otros andlisis basa-
dos en restricciones como deleciéon doble de genes , busqueda de disefio genéticos locales

(GDLS) y ambientes de multiproduccion.
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Anexos A

Cromatogramas.

Los cromatogramas mostrado sen las Figuras 1-5 fueron obtenidos utilizando columna Aminex
HPX-87H y fase movil de dcido sulftrico (H350,4) 5 mM mediante cromatografia liquida de
alta presion (HPLC). Estos cromatogramas se corresponden a los patrones utilizados para de-

terminar la concentracion d utilizando el Factor- K
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T T T T T
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- [min.]
Tabla de resultados
Tiempo de Area Altura Area Altura A0S Nombre
retenc [mRIU.s] [mRIU] [%] [%] [min] Compuesto
[min]
1 0183 0773 0.024 § 100.0 100.0 £ 048} Glucosa
Total 0.773 0.024 100.0 100.0 F

Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPLC para glucosa
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Tabla de resultados
Tiempo de Area Altura Area Altura A0S Nombre
retenc [mRIU.s] [mRIU] [%] [%] [min] Compuesto
[min]
1 14917 0.571 0.014: 100.0'; 100.0 ; 0.63 Acetato
Total 0.571 ; 0.014 ; 100.0; 1000} i
Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPLC para acetato
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Tabla de resultados
Tiempo de Area Altura Area Altura A05 Nombre
retenc [mRIU.s] [mRIU] [%] [%] [min] Compuesto
[min]
1 17.383 ¢ 0.565 0.012 100.0 ¢ 100.0 : 072 : Propionato
Total 0.565 0.012 100.0 100.0

Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPL.C para propionato
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Tabla de resulfados
Tiempo de Area Alura Area Altura A05 MNombre
retenc [mRIU.s] [mRIU] [%] [%)] [min] Compuesto
[min]
1 8.567 1763 § 0.054 100.0 § 100.0 £ 048} Citrato
Total 1.763 0.054 100.0 100.0
Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPLC para citrato
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Tabla de resultados
Tiempo de Area Altura Area Altura A05 Nombre
retenc [mRIU.s] [mRIU] [%] [%] [min] Compuesto
[min]
1 13.500 ; 2181 ; 0.057 100.0 ; 1000 0.62: Glicerol
Total 2.181 0.057 100.0 100.0 H

Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPLC para glicerol
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Anexos B

Curva patron de AIA.

La curva patrén de AIA utilizando el reactivo de Salkowski. [Sarwar et al., 1992].
1. Volumen de muestra: 500 Ly Volumen de revelador : 500 pL

2. Revelador: Reactivo de Salkowski: 12 g de FeCl3 en 1L de H>,50, 7,9 mol/L .
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Abs.

(530 nm)
1.20 -
1.00 - y=0.0171x + 0.0414
R2=0.9941
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0.40 -
0.20 -
0.00 | | I 1 I | | | | 1
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00
Conc. AIA
(pg/mL)

Fig 1. Curva patron de AIA utilizando el reactivo de Salkowski
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Anexos C

Cromatogramas.

Los cromatogramas mostrado sen las Figuras 1-3 fueron obtenidos utilizando columna C-18
y fase movil de acetato y agua 50:50 mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

Estos cromatogramas se corresponden a la produccién de AIA utilzando glucosa como fuente

de carbono.
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Result Table (Uncal - I1: \RESULTADOS HPLC|FREDDY INDOL|INSTRUMENT 1 - 23_01_2020 01_14 34 P.M. - 5 2600: Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Height wao5 Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] Name
1 1.083 1093.939 211.058 100.0 100.0 0.10 Trp
Total 1093.939 211.058 100.0 100.0

Fig 1. Cromatograma obtenido utilizando HPLC a las 0 horas
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Absorbance

Absorbance
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Result Table (Uncal - I:\RESULTADOS HPLC|FREDDY INDOL|INSTRUMENT 1 - 23 01 2020 01_38 31 P.M. - S 2600: Channel 1)
Reten. Time Area Height Area Height W05 Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] Name
1 1.083 605.595 138.59 05.4 %.6 0.08 Trp
2 2.000 12.843 2.555 2.0 18 0.10 AIA
3 2.667 13.606 2.143 2.1 15 0.12
4 4.467 2.530 0.243 0.4 0.2 0.18
Total 634.574 143.538 100.0 100.0
Fig 2. Cromatograma obtenido utilizando HPLC a las 18 horas
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Result Table (Uncal - I: |RESULTADOS HPLC|FREDDY INDOL|INSTRUMENT 1 - 23 01 2020 01_22 03 P.M. - § 2600: Channel 1)

Reten. Time Area Height Area Height wos Compound
[min] [mAU.s] [mAU] [%] [%] [min] Name
1 2.000 22091.537 1715.195 52.0 49.1 0.23 AlA
2 3.017 20414.512 1779.727 48.0 50.9 0.20
Total 42506.049 3494.922 100.0 100.0

Fig 2. Cromatograma obtenido utilizando HPLC a las 48 horas
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Anexos D

Calculo de parametros cinéticos.

Los parametros cinéticos p y gs fueron obtenidos a partir de las ecuaciones de la recta que se
presentan en las graficas. El pardmetro IVC se obtuvo a partir del logaritmo neperiano (In) de
la biomasa obtenida y a partir de estos logaritmos se utiliz6 la regla de Simpson para calcular el
IVC. Los valores numericos de 1 y gs fueron obtenidos a partir de la integracion niimerica del

area bajo la curva.

Biomasa vs. IVC Glucosa vs. IVC

0.90 14

080 | y=0.1102x-0.0213 y=-1.6232x+11.233

12 =
R?=0.962 e R?=0.9378

10

Fig 1. Parametros cinéticos ;. y gs obtenidos para GLU.
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Biomasa vs. IVC Acetatovs. IVC
0.140 14

y=-5.5895x+9.6836

=0.1024x +0.0561
v * R?=0.9531

R*=0.9618

0.120

0.100

0.080

0.060

0.040 4
0.020 2
0.000 0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Fig 2. Parametros cinéticos ;. y gs obtenidos para CIT.
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Anexos E

Busqueda de genes metabolicos

Estos son los genes que se examinaron para la extension del modelo.

Tabla 5.1:
Proteina Genes Organismo Tamaiio
. A3772-07430, B4122-1654, . .
2-oxoglutaramate amidase (EC 3.5.1.111) B4417-3817 CTM23-03357 GII81-07285 Bacillus subtilis 259
Carbon-nitrogen family hydrolase BH660-07560 GN311-02630 Bacillus subtilis subsp. subtilis 259
Carbon-nitrogen family hydrolase HCNS55-07425 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SMY 259
Putative hydrolase (EC 3.5.1.-) mtnU C663-1398 Bacillus subtilis XF-1 259
CN hydrolase domain-containing protein | BSSC8-29340 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SC-8 259
Hydrolase MtnU D9C22-07310 Bacillus sp. WR11 259
NAD(P)-binding protein GN311-05510 Bacillus subtilis subsp. subtilis 478
Flavin monoamine oxidase family HCNS55-10310 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SMY 478
Monoamine oxidase aofH BS16045-02028 Bacillus subtilis 478
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Anexos F

Prueba de Tukey a posteriori

La prueba de comparacién de medias de Tukey a posteriori utilizando andlisis de varianza

de factor simple fue realizada entre los Y/, (g AIA/g Trp) alcanzados por B. subtilis para

cada fuente de carbono analizada. Se aprecian diferencias significativas entre todas las medias

analizadas, excepto entre las medias de Glicerol y Glucosa.

S5UMMARY

Groups Count Sum Average Varionce
Column 1 3 241.0679 B80.3559741 0.006934
‘Column 2 3 264.3052 B88.101732 0.15544
‘Column 3 3 293.4567 97.8188931 0.065827
Column 4 3 280.3004 93.433458 0.120625
Column 5 3 250.9502 83.65008 0.025833
ANOWVA
Source of Variation 55 of nMS F P-value F crit
Between Groups 605.995777 4 151.498944 2021.821 1.72E-14 3.47805
Within Groups 0.749319302 10 0.07493193
Total 606. 7450963 14
H5D 0.684322
Multiplicador 4.33
- Mse 0.074932
n 3
Glucosa Acetato Propionato Citrato Glicerol
Glucosa -7. 74576 -17.462919 -13.1775 -3.29411
- - Acetato -9.717161 -5.43173 4.451652
Propionato 4.3851435 14.16881
Citrato 9.883378
Glicerol

Fig 1. Analisis de varianza (Anova) de factor simple realizado en Excel 2020.
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La prueba de comparacién de medias de Tukey a posteriori utilizando andlisis de varianza de

factor simple fue realizada entre los valores de balance de carbono para cada fuente de carbono

analizada. Se aprecian diferencias significativas entre todas las medias analizadas, excepto entre

las medias de Glicerol-Propionato .

Groups Count Sum Average Variance
Glucosa 3 226.5311 75.51035 0.022608
Acetato 3 155.8356 51.94518 0.026394
Propionato 3 195.4016 65.13385 0.943817
Citrato 3 181.6901 60.56338 0.012195
Glicerol 3 203.4699 6£7.82338 0.012195
ANOVA
Source of Variation 55 df NS F P-value F crit
Between Groups 884.4473 4 221.1118 1086.856 3.81E-13 3.47805
Within Groups 2.034417 10 0.203442
Total 886.4817 14
HSD 1.12758
Multiplicad
or 4.33
Mse 0.203442
n 3
Glucosa Acetato Propionato Citrato Glicerol
Glucosa 23.56517 10.3765 14.94697 7.686971
Acetato -13.1887 -8.6182 -15.8782
Propionato A4.57047 -2.68953
Citrato -7.26
Glicerol

Fig 1. Analisis de varianza (Anova) de factor simple realizado en Excel 2020.
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Anexos G

STRING (Herramienta de interacciones

genes / proteinas )

Fig 1B. Correlacion entre nodos de una red (proteinas).El niimero de edges, representa la

interconexion proteina-proteina
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La red mostrada cuanta con 11 nodos (proteinas) y 38 edges (conexiones) entre proteinas
con funcién oxidasas y flavin tranferasa. Los nodos mds interconectados poseen una mayor
cantidad de informacién para su asignacién funcional. La base de datos STRING asigna la
funcién de oxidasa putativa de L-aminoécidos basada en 3 evidencias: la presencia de dominios

conservados, similitud estructural y homologia limitada (36.3%proteina-proteina)
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Anexos H

BLASTtp (Herramienta de busqueda de

homologia de genes)

Alineamiento de secuencia realizado entre la enzima amino oxidasa y la Trp 2- monooxige-

nasa de B. subtilis. Se aprecia un 99% de identidad con 470/474 posistivos en el alineamiento
Sequence ID: KIL30953.1 Length: 499 Number of Matches: 1

Score Expect Method Identities Positives Gaps
973 bits(2515) 0.0 Compasitional matrix adjust. 468/474(99%) 470/474(99%) 0/474(0%)

Query 1 MNDDMVKIIRNGLSASQHPKHILVIGAGLSGLVSASLLKNAGHRVTILEASGRAGGRVCT 6@
MNDDMVKIIRNGLSASQHPKHILVIGAGLSGLVSASLLKNAGHRVTILEASGR GGRVCT
Sbjct 26 MNDDMVKIIRMGLSASQHPKHILVIGAGLSGLVSASLLKNAGHRVTILEASGRVGGRVCT 85

Query 61 LRSPFSDDLYFNAGPMRIPNNHSLTLEYIKKFKLPTNVFINRTPMDIIYANGIKTRLQVF 1280
LRSPFSDDLYFNAGPMRIPNNHSLTLEYIKKFKLPTNVFINRTPMDIIYANGIKTRLQVF
Sbjct 86 LRSPFSDDLYFNAGPMRIPNNHSLTLEYIKKFKLPTNVFINRTPMDIIYANGIKTRLQVF 145

Query 121 ERAPGILRYPVAPMEQGKTSEELMLSLLQPILNFINQNPARNWRIVEEQYKNHSLSSFLN 18@
ERAP ILRYPVAPNEQGKTSEEL+LSLLQPILNFINQNPARNWRIVEEQYKM+SLSSFLN
Sbjct 146 ERAPEILRYPVAPMEQGKTSEELLLSLLQPILMFINQNPARNWRIVEEQYKNYSLSSFLN 2085

Query 181 TYFSYGAIDMIGVLLDMEAYMGMSLVEVLRESIFFSSPAHFYEITGGMDLLPHAFLPQLK 24@
TYFSYGAIDMIGVLLDMEAYMGMSLVEVLRESIFFSSPAHFYEITGGMDLLPHAFLPQLK
Sbjct 286 TYFSYGAIDMIGVLLDMEAYMGMSLVEVLRESIFFSSPAHFYEITGGMDLLPHAFLPQLK 265

Query 241  TNILYHQKMMKMSQGENRVTIHCQHQQTAEFTSFTADLAIVTIPFSTLRFVKVEPYHSFES 3@e
TNILYHQKMMKMSQGENRVTIHCQHQQTAEF SFTADLAIVTIPFSTLRFVKVEPYHSFS
Sbjct 266 TNILYHQKMMKMSQGENRVTIHCQHQQTAEFASFTADLAIVTIPFSTLRFVKVEPYHSES 325

Query 381 YYKRRAIRELNYISATKIGIEFKSRFWEKAGQHGGKSITDLPIRFSYYPSRNIGANGHAV 36@
YYKRRAIRELNYISATKIGIEFKSRFWEKAGQ GGKSITDLPIRFSYYPSRNIGANGHAV
Sbjct 326 YYKRRAIRELMNYISATKIGIEFKSRFWEKAGQRGGKSITDLPIRFSYYPSRNIGANGHAV 385

Query 361 ILASYTWADEALIWDSLSEGERIQYTLLNLSEIYGDIVWSEFVSGTSFSWSQYPYSAGGF 420

TLASYTWADEALTWDSLSEGERIQYTLLNLSEIYGDIVWSEFVSGTSFSWSQYPYSAGGF
Sbjct 386 ILASYTWADEALIWDSLSEGERIQYTLLNLSEIYGDIVWSEFVSGTSFSWSQYPYSAGGF 445
Query 421 TAFEPGQELELYPYIPVPEGRVHFAGEHASLTHAWMQGAIESGIRVAYEVNRLP 474

TAFEPGQELELYPYIPVPEGRVHFAGEHASLTHAWMQGAIESGIRVAYEVNRLP
Sbjct 446 TAFEPGQELELYPYIPVPEGRVHFAGEHASLTHAWMQGAIESGIRVAYEVNRLP 499

Fig 1C.Alineamiento de secuencias
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De acuerdo a los sitios conservados encontrados para esta proteina, la misma puede ser
incluida en la familia de las monoamino oxidadsas, reponsables del transporte y metabolismo
de aminodcidos como el Trp. Esta proteina coincide del intervalo de aminodcidos de 47-499

con en Evalue de 2.78 ¢71™ con la superfamilia de enzimas flavinas monooxidasa.

Tryptophan 2-monooxygenase [Bacillus subtilis subsp. subtilis]

Protein Classification '

flavin monoamine oxidase family protein (domain architecture 1D 11440890)
flavin monoamine oxidase family protein catalyzes the FAD-dependent oxidative deamination of biogenic and xenobiotic amines

Graphical summary [BEA Rt TS snow exira options >
1

7 150 5 30 i 51 49

ey seq.

Specific hits YobN

Superfanilies YobN superfamily

{ y
Search for similar domain architectures | Refine search |

List of domain hits '

Name Accession Description Interval  E-value

[+ YobN  COG1231 Monoamine oxidase [Amino acid transport and metabolism]; 47499 278174

References:

I Marchler-Bauer A et al. (2017), "COD/SPARCLE: functional classification of proteins via subfamily domain architectures.”, Nucleic Acids Res,45(D)200-3.
I Marchler-Bauer A et al. (2015), "COD: NCBI's conserved domain database.”, Nucleic Acids Res.43(D)222-6.
)
(

Il Marchler-Bauer A et al. (2011), "COD: & Conserved Domain Database for the functional annotation of proteins.”, Nucleic Acids Res.39(D)225-3.
Il Marchler-Bauer A, Bryant SH (2004), “CD-Search: protein domain annotations on the fly.”. Nucleic Acids Res.32(W)327-331.

Fig 2C.Dominios conservados
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Anexos I

Extension del modelo :BSU1147 en

lenguaje SBML 2.0

Metabolito AIA extracelular

/notes>

<[species>

<species id="M_C00954_e" namelndole-
3-acetate|Indole-3-acetic

acid| (Indol-3-

yl)acetate | Indoleacetate| Indoleacetic
acid, extracellular” compartment="C_e">
<notes>

<html
xmlns="http://www.w3.0rg/1999/xhtml"
><p>FORMULA: C10H13N507P,
extracellular</p></html>

Reaccion de transporte de AIA

</reaction>

<reaction id="AIA_ext" name="AIA transporter"
reversible="false">

<notes>

<html xmins="http://www.w3.0rg/1999/xhtm|">
<p>GENE_ASSOCIATION: BSU13570</p>
<p>GENE_LIST: BSU13570</p>

<p>SUBSYSTEM: Amino Acids and Derivatives</p>
</html>

</notes>

<listOfReactants>

<speciesReference species="M_C00954_c"/>
</listOfReactants>

<listOfProducts>

<speciesReference species="M_C00954_¢e"/>
</listOfProducts>

<kineticLaw>

<math
xmins="http://www.w3.0rg/1998/Math/MathML">
<ci> FLUX_VALUE </ci>

</math>

<listOfParameters>

<parameter id="LOWER_BOUND" value="0"
units="mmol_per_gDW_per_hr"/>

<parameter id="UPPER_BOUND" value="1000"
units="mmol_per_gDW_per_hr"/>

<parameter id="0BJECTIVE_COEFFICIENT"
value="0"/>

</listOfParameters>

</kineticLaw>

Reaccidn de sintesisde Indol 3-acetamida

</reaction>

<reaction id="Indolacetamide" name="Putative L-amino-acid
oxidase YobN" reversible="false">

<notes>

<htm! xmins="http://wwww3.0rg/1999/xhtml">
<p>GENE_ASSOCIATION: BSU19020</p>
<p>GENE_LIST. BSU19020</p>

<p>SUBSYSTEM: Amino Acids and Derivatives</p>
</html>

</notes>

<JistOfReactants>

<speciesReference species="M_C00078_c'/>
<speciesReference species="M_C00007_c'/>
</listOfReactants>

<listOfProducts>

<speciesReference species="M_C00011_c'/>
<speciesReference species="M_C02693_¢"/>
<speciesReference species="M_C00001_c'/>
</listOfProducts>

<kineticLaw>

<math xmins="http://www.w3.0rg/1998/Math/MathML">
<ci> FLUX_VALUE </ci>

</math>

<listOfParameters>

<parameter id="LOWER_BOUND" value="0"
units="mmol_per_gDW_per_hr"/>

<parameter id="UPPER_BOUND" value="1000"
units="mmol_per_gDW_per_hr"/>

<parameter id="OBJECTIVE_COEFFICIENT" value="0"/>
</listOfParameters>

</kineticLaw>

Fig 1D. Genes, Reacciones y Metabolitos afiadidos al modelo iBSU1147
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Anexos J

Distribuciones de flujos

En este anexo se presentan las distribuciones de flujos obtenidas para B. subtilis utilizando la
herramienta COBRA Toolbox 3.0 del software MATLAB® 2019. Se simulé un cultivo con
glucosa y suplementado con Trp para un estado exponencial (A) y estado estacionario (B). En

ambos casos se maximizo la funcién objetivo, el caso de A se utiliz6 fue la biomasa y en caso

B la produccion de AIA.

Tabla 10.1: Valores de la distribucion de flujo simulada para

B. subtilis utilizando GLU en fase exponencial A y esta-

cionaria B. Los flujos se expresan en mmol/gW C'/h.

Via/Reaccion Gen Enzima A B
Glicolisis

g6p <==> {6p pgi PGI 1.59 1.18
atp +fop<==>adp +f1,6bf pfk PFK 143 0.05
f1,6bf <==> g3p +dhp fbaA FBA 143 0.05
g3p + nad + pi <==> 13dpg + h+nadh  gapA  GAP 1.34 0.40
atp + h + 3pg <==> adp + 13dpg pgk PGK 1.34 040
2pg <==>3pg pgm PGM 1.34 -0.04
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Table 10.1 continued from previous page

Via/Reaccion Gen Enzima A B
2pg <==>h20 + pep eno ENO 1.34 -0.04
adp + pep <==>atp + pyr pyk PYK 1.02  0.39
pyr + coa + nad <==>acoa + nadh + co2 pdh PDH 412 3.14
Ciclo del TCA

acoa + h20 + oaa <==>h + coa + cit citZ CIT 0.13 0.07
cit <==>acon-C + h2o0 acnB ACONTa 0.13 0.07
acon-C + h20 <==>icit acnB ACONTb 0.13 0.07
icit + nadp <==> akg + co2 + nadph icd ICDH 0.13 0.07

akg + coa + nad —> co2 + nadh + succoa sucAB AKGDH 0.02 0.04

atp + coa + succ <==>adp + pi + succoa sucCD SUCOAS 0.02 0.04

g8 + succ —> fum + q8h2 sdhC  SUCDI 0.08 0.04
fum + h20 <==> mal-L. fumA  FUM 0.08 0.04
mal-L + nad <==> h + nadh + oaa mdh MDH 0.08 0.04

Via de las Pentosas Fosfato

rusSp <==> xuSp rpe RPE -0.03 -0.02
rSp <==>ru5p rpiA RPI -0.03 -0.02
edp + xu5p-D <==> {6p + g3p tktA TKT?2 -0.03 0.08

Gluconeogenesis and anaplerosis

atp + oaa —> adp + co2 + pep pck PPCK 0.00 0.22
atp + hco3 + pyr <==>adp + pi +h+oaa pycA PYK 0.00 0.14
mal-L + nad —> co2 + nadh + pyr sfcA ME1 0.00 0.00
mal-L + nadp —> co2 + nadph + pyr maecA ME2 0.00 0.00

Metabolismo AIA/Triptéfano
ser +igp <==> g3p + h2p + trp trpA TRP -0.15  0.20
trp <==>iam yobN  laaM 0.00 1.85
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Table 10.1 continued from previous page

Via/Reaccion Gen Enzima A B

h20+ iam <==> nh4 + aia mtnU  TaaH 0.00 1.85

*Las abreviaturas son las siguientes: glucosa 6-fosfato (gb6p), fructosa 6-fosfato (f6p), fruc-
tosa 1,6-bifosfato (f1,6bf), gliceraldehido 3 fosfato g3p), dihidroxyacetonafosfato (dhp), 1,3 bi-
fosfoglicerato (13dpg), 3-fosfoglicerato (3pg), 2-fosfoglicerato (2pg), fosfoenolpiruvato (pep),
piruvato (pyr), acetilcoa (acoa), oxalacetato (oaa), citrato (cit), cis-aconitato (acon-C), isocitrato
(icit), alfa-cetoglutarato (akg), succinil-coa (succoa), succinato (succ), fumarato (fum), malato
(mal), ribulosa 5-fosfato (ru5p), xilulosa S-fosfato (xu5p), ribosa 5-fosfato (rSp), eritrosa 4-

fosfato (edp), serina (ser), indolglicerolfosfato (igp), triptéfano (trp), indolacetamida (iam)
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Anexos K

Distribuciones de flujos

En este anexo se presentan las distribuciones de flujos obtenidas para B. subtilis utilizando la
herramienta COBRA Toolbox 3.0 del software MATLAB® 2019. Se simulé un cultivo con

una sola fuente de carbono (todos los fluxes de entrada al modelo metabdlico de otros sutratos

restringidos a 0 ) y suplementado con Trp,

Tabla 11.1: Valores de la distribucién de flujo simulada

para B. subtilis utilizando GLU, ACE, PRO, CITS y

GLI como fuentes de carbono. Los flujos se expresan en

mmol/gW C'/h.

Via/Reaccion Gen Enzima GLU ACE PRO CITs GLI
Glicolisis

gbp <==>f6p pgi PGI 1.182 -0.02 -0.017 -0.016 -0.021
atp +fop<==>adp +f1,6bf pfk PFK 0.051 1.043 -0.596 -0.068 0.829
f1,6bf <==>g3p +dhp fbaA  FBA 0.051 1.043 -0.596 -0.068 0.829
g3p + nad + pi <==>13dpg+h+nadh  gapA  GAP 0401 1.18 0.701 -0.289 0.695
atp + h + 3pg <==>adp + 13dpg pgk PGK 0.401 1.18 0.701 -0.289 0.695
2pg <==>3pg pgm PGM -0.041 -1.18 0.701 0.289 -0.695
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Tabla 11.1: Valores de la distribucién de flujo simulada

para B. subtilis utilizando GLU, ACE, PRO, CITS y

GLI como fuentes de carbono. Los flujos se expresan en

mmol /gW C'/h.

Via/Reaccion Gen Enzima GLU ACE PRO CITs GLI
2pg <==>h20 + pep eno ENO -0.041 -1.18 0.701  0.289 -0.695
adp + pep <==>atp + pyr pyk PYK 0.393 1.188 0.707 1.122 0.087
pyr + coa + nad <==>acoa+nadh+co2 pdh PDH 3.140 1416 2.289 1.065 3.086
Ciclo del TCA

acoa + h20 + oaa <==>h +coa+cit citZ CIT 0.068 4.069 2.024 2335 0.081
cit <==>acon-C + h2o0 acnB  AcontA 0.068 4.069 2.024 2.335 0.081
acon-C + h20 <==>icit acnB  AcontB  0.068 4.069 2.024 2335 0.081
icit + nadp <==>akg + co2 + nadph icd ICDH 0.068 4.069 2.024 2.335 0.081
akg + coa + nad—>co2+nadh+succoa  sucAB AkdgH 0.039 4.069 2.024 2.335 0.081
atp + coa + succ<==>adp+pi+succoa sucCD SucoaS 0.039 4.069 2.024 2.335 0.081
g8 + succ —>fum + q8h2 sdhC  Sucdl 0.039 3.986 4.9038 2.309 0.047
fum + h20 <==>mal-L fumA  FUM 0.039 3986 4.94 2.309 0.047
mal-L + nad <==>h + nadh + oaa mdh MDH 0.039 3.986 4.94 1.187 0.047
Via de las Pentosas Fosfato

ruSp <==>xu5p rpe RPE -0.015 -0.09 -0.196 -0.031 -0.032
r5p <==>ru5p rpiA RPI -0.015 -0.09 -0.196 -0.031 -0.032
edp + xuSp-D <==>f6p + g3p tktA TKT2 0.076 0.042 0.098 0.016 0.016
Gluconeogenesis and anaplerosis

atp + oaa —>adp + co2 + pep pck PPCK  0.217 0.321 0.741 0.295 0.446
atp +pyr<==>adp+pi +h+oaa pycA  PYK 0.136 0.131 0.581 0.085 0.156
mal-L + nad —>co2 + nadh + pyr sfcA ME1 0.000 0.139 0.661 0.093 0.000
mal-L + nadp —>co2 + nadph +pyr macA ME2 0.000 0.068 0.242 0.981 0.000
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Tabla 11.1: Valores de la distribucién de flujo simulada

para B. subtilis utilizando GLU, ACE, PRO, CITS y

GLI como fuentes de carbono. Los flujos se expresan en

mmol /gW C'/h.
Via/Reaccion Gen Enzima GLU ACE PRO CITs GLI
Metabolismo AIA/Triptéfano
ser + 1gp <==>g3p + h2p + trp 1rpA TRP 0.203 0.098 0.272  0.025 0.020
trp <==>iam yobN  laaM 1.849 1.144 1.719 2382 1.725
h20+ iam <==>nh4 + aia mtnU  laaH 1.849 1.144 1.719 2382 1.725

*Las abreviaturas son las siguientes: glucosa 6-fosfato (gbp), fructosa 6-fostato (f6p), fruc-
tosa 1,6-bifosfato (f1,6bf), gliceraldehido 3 fosfato g3p), dihidroxyacetonafosfato (dhp), 1,3 bi-
fosfoglicerato (13dpg), 3-fosfoglicerato (3pg), 2-fosfoglicerato (2pg), fosfoenolpiruvato (pep),
piruvato (pyr), acetilcoa (acoa), oxalacetato (oaa), citrato (cit), cis-aconitato (acon-C), isocitrato
(icit), alfa-cetoglutarato (akg), succinil-coa (succoa), succinato (succ), fumarato (fum), malato

(mal), ribulosa 5-fosfato (ru5p), xilulosa 5-fosfato (xuSp), ribosa 5-fosfato (r5p), eritrosa 4-

fosfato (edp), serina (ser), indolglicerolfosfato (igp), triptéfano (trp), indolacetamida (iam)
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Anexos L

Restricciones de flujos

Tabla 12.1: Valores de flujo utilizados para restringir el

modelo metabdlico iIBSU1147+1. Los flujos se expresan en

mmol /gW C/h.
Reaccion Glucosa Acetato Propionato Citrato Glicerol
le]: Glucosa <==> -1.15 0.00 0.00 0.00 0.00
le]: Acetato <==> 0.00 -5.58 0.00 0.00 0.00
[e]: Propionato <==> 0.00 0.00 -4.49 0.00 0.00
[e]: Citratato <==> 0.00 0.00 0.00 -1.54 0.00
[e]: Glicerol <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 -2.38
[c]: HyO +atp -> adp + PO, + H  5.85 5.85 5.85 5.85 5.85
[e]: Triptéfano <==> -1.65 -1.05 -1.45 -2.36 -1.71
le] 1 Oy <==> -15.00  -15.00 -15.00 -15.00  -15.00
[e] : Coy <==> 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
le] : NHy <==> 5.00 5.00 5.00 5.00 5.00
le] : Fumarato <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
le] : Malato<==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
le]: Maltosa <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Table 12.1 continued from previous page

Reaccion Glucosa Acetato Propionato Citrato Glicerol
le] : Chorismato <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
[e] : Fosfo-D-gluconato <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
[e] : 2-Fosfo-D-glicerato <==> 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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