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Abstract

Introduction

Metabolic reconstruction is the computational process that aims to elucidate the metabolic
network of a given organism from its annotated genome and other sources of information. This
integrative process implies the addition of a new level to the genomic annotation. In this
process, various enzymatic activities encoded in a genome are put in the context of functional
modules, i.e. the metabolic pathways. The final goal of a metabolic reconstruction is to develop
a genome-scale metabolic model (GEMM), that is to say, an in-silico representation of the
metabolic network. A GEMM can be used to generate hypotheses about the metabolic
capabilities of a network (which can be experimentally tested) through the theoretical
framework known as constraint-based modeling (CBM). In this context, the main purpose of
this Thesis is to address the methodological problems of reconstruction and refinement of
GEMMs, with emphasis on their application to the study of bacterial endosymbionts. On one
hand this work attempts to develop new approaches to detect and resolve structural
inconsistencies using endosymbiotic bacteria as the case of study. These approaches will be also
used to analyze the consistency of metabolic databases. Finally, the problem of the metabolic
complementation exhibited by endosymbiotic bacteria, will also be addressed.

Objectives
This thesis aims to address the following specific objectives:

1. Development of methodological approaches for the detection and resolution of
structural inconsistencies in genome-scale metabolic models, through the use of
constraint-based modeling.

2. Detection and resolution of inconsistencies in metabolic data bases, through

reconstruction and analysis of a metamodel of bacterial metabolism.

3. Application of the proposed approaches to the curation and analysis of a genome-scale
metabolic model of Blattabacterium Bge, cockroach endosymbiont.

4. Reconstruction of a genome-scale compartmentalized model of the endosymbiont
consortium of cedar aphid, formed by bacteria B. aphidicola BCc and S. symbiotica
SCc, to study the phenomenon of metabolic complementation.

5. Perform a kinetic study in a simple model, to identify conditions that may favor the
emergence of metabolic complementation, with emphasis on: i) the role of allosteric
regulation; ii) the effect of permeability of intermediaries of the route; and iii) the cost
associated with the synthesis of enzymes.
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Results

Using the concept of blocked reaction, a general definition of gap metabolites was introduced,
allowing their detection in a straight forward manner. As a consequence, gap metabolites can be
identified using their relation to the set of blocked reactions. There also may exist metabolites
that although not being detected as "gaps", using the introduced definition, can cause the
blockage of certain reactions, and thus we name them pseudo-gaps. A procedure for the
detection of the complete set of gap and pseudo-gap metabolites was introduced. Furthermore,
the concept of gap graph was introduced. The connected components of this graph can be
interpreted as "modules" of the metabolism that becomes unconnected as a consequence of
model inconsistencies and thus are referred as the Unconnected Modules (UM). The method has
been successfully applied to the curation of iCG238, the GEMM of Blattabacterium cuenoti,
endosymbiont of cockroaches, resulting in new version of the model, named iMP240.

A large-scale analysis was performed using an already published dataset. The results showed
that a large number of reactions (~22%) are blocked in all the models where they are present. To
unravel the nature of such inconsistencies, a metamodel was construed by joining the 130
models in a single network. The analysis performed on the metamodel showed that the recurrent
inconsistencies found in the models were already present in the metabolic database used during
the reconstructions. This also showed that the presence of inconsistencies in a metabolic

database can be propagated to the reconstructed models.

The developed methods were wused to assess the reconstruction of iBSCc, a
compartmentalized model of the whole endosymbiotic consortium of the cedar aphid.
Simulation using iBSCc reproduced the known events of metabolic complementation exhibited
by the consortium, and predicted an event not previously described. Moreover, the in-silico
analysis of the distributed tryptophan biosynthesis, showed that the design of this
complementation exhibits a quasi-optimal yield of the amino acid, using a minimum number of
genes. Finally, a simple model to study the kinetic properties of metabolic complementation was
introduced. The simulations showed that, under the presence of enzymatic inhibition metabolic
complementation can emerge as an optimal strategy to minimize the total enzyme required to

satisfy the demand of the synthesized product.

Conclusions
The main conclusions of this PhD dissertation are the following:

1. The definition of gap metabolite and its extension to the cases of pseudo-gaps combined
with the definition of blocked reactions, has allowed the introduction of the concept of
unconnected module, as well as a simple method to their identification. The application
of this novel approach to the curation of the GEMM of Blattabacterium Bge iCG238,
resulted in a refined version of the model, named iMP240.

2. The performed large-scale analysis allowed the detection of recurrent inconsistencies
which indicate the presence of gaps at the level of metabolic database. The
reconstruction and curation of a meta-model named MM130, showed that the CBM can
be used to review and curate of the metabolic databases.



The metabolic reconstruction of B. aphidicola BCc and S. symbiotica SCc,
endosymbionts of the cedar aphid, resulted in two GEMM named iBCc98 and iSCc236,
respectively. Furthermore, the analysis of these models has resulted in a revision and
correction of the corresponding genomic annotations. These results highlight the
importance of using models in the study of non-cultivable microorganisms.

Combining iBCc98 and iSCc236, a compartmentalized model of the consortium was
reconstructed. The model, named iBSCc, reproduced the known events of metabolic
complementation exhibited by the consortium, and predicted a new event not previously
described. Moreover, the in-silico analysis of the distributed tryptophan biosynthesis,
showed that the design of this complementation could have been the outcome of a
selective process.

The kinetic analysis of metabolic complementation showed, that under the presence of
enzymatic by-product inhibition, metabolic complementation emerges as the optimal
strategy that minimizes the concentration of enzymes. Moreover the physicochemical
properties of the intermediates of a pathway can determine the compound exchanged in

a complemented pathway.
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Resumen

Introduccion

La reconstruccion metabolica es el proceso computacional que tiene como objetivo elucidar la
red metabolica de un organismo a partir de su genoma anotado y otras fuentes de informacion.
El objetivo final de una reconstruccion es desarrollar un modelo metabdlico a escala gendomica
(GEMM), i.e. una representacion in-silico de la red metabdlica. Un GEMM se puede utilizar
para generar simular el funcionamiento del sistema a través del marco teérico denominado
modelado basado en restricciones (CBM). En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis es
abordar los problemas metodologicos de la reconstruccion y refinado de GEMM, con énfasis en
su aplicacion al estudio de bacterias endosimbiontes. En trabajo se pretenden desarrollar nuevas
aproximaciones para detectar y resolver inconsistencias estructurales, empleando como casos de
estudio metabolismos de bacterias endosimbiontes. Estos aproximaciones también seran
empleadas para analizar la consistencia de bases de datos metabolicas. Finalmente, se abordara
el problema de la complementacién metabdlica en bacterias endosimbiontes.

Objetivos
Esta tesis pretende abordar los siguientes objetivos especificos:

1. Desarrollo de aproximaciones metodologicas para la deteccion y resolucion de
inconsistencias estructurales en modelos metabolicos reconstruidos a escala genomica,

a través del modelado basado en restricciones.

2. Deteccion y resolucion de inconsistencias en bases de datos metabdlicas, mediante la
reconstruccion y andlisis de un metamodelo del metabolismo bacteriano.

3. Aplicaciéon de las aproximaciones propuestas a la revision y analisis un modelo

metabolico de Blattabacterium Bge, endosimbionte de la cucaracha.

4. Reconstruccion de un modelo del consorcio endosimbionte del afido del cedro formado
por las bacterias B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc, para estudiar el fenomeno de
la complementacion metabolica.

5. Realizar un estudio cinético sobre las condiciones que favorecen la emergencia de
complementacion metabdlica, haciendo énfasis en: i) el papel de la inhibicion
enzimatica; ii) el efecto de permeabilidad de la membrana a los intermediarios de la
ruta; y iii) el coste asociado a la sintesis de las enzimas.

Resultados

Utilizando el concepto de reaccion bloqueada, se introdujo una definicion general de
metabolito gap, que permite su deteccion de una manera directa. También pueden existir

metabolitos que aunque no se detecten como gaps, pueden causar el bloqueo de ciertas
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reacciones y por eso se han denominado pseudo-gaps. Se introdujo un procedimiento para la
deteccion del conjunto completo de metabolitos gap y pseudo-gap. Ademas, se introdujo el
concepto de grafo de inconsistencias y de modulos inconexos (UM). Los UM pueden ser
interpretados como "modulos" del metabolismo que se encuentran desconectan como
consecuencia de inconsistencias. Las aproximaciones se han aplicado con éxito en la revision y
refinado del GEMM de Blattabacterium cuenoti iCG238, endosimbionte de las cucarachas. Esto

ha resultado en una nueva version del modelo, denominado iMP240.

Empleando los desarrollos metodologicos se realizo un andlisis a gran escala empleando un
conjunto de datos ya publicado de 130 GEMM. Los resultados mostraron que un gran nimero
de reacciones (~22%) estan bloqueadas en todos los modelos donde estan presentes. Para
desentrafiar la naturaleza de tales inconsistencias, se construyd un metamodelo uniendo los 130
modelos en una sola red. El analisis realizado sobre el metamodelo mostré que las
inconsistencias recurrentes encontradas en los modelos, estaban presentes en la base de datos
metabolica utilizada durante las reconstrucciones. Esto demostré como el CBM puede ser

empleado para revisar y refinar bases de datos metabolicas.

Los métodos desarrollados fueron utilizados en la reconstrucciéon de iBSCc, un GEMM del
consorcio endosimbionte del afido de cedro. La simulacion utilizando iBSCc reproducen los
eventos conocidos de complementacion metabolica que dicho consorcio exhibe, y predice un
nuevo evento, no descrito previamente. Por otra parte, los andlisis in-silico de la
complementacion en la ruta del triptofano, mostré que este disefio exhibe un rendimiento cuasi-
optimo de produccion del aminoécido, con un conjunto minimo de genes. Finalmente, se realizo
un estudio de las propiedades cinéticas de la complementacion metabolica. Las simulaciones
mostraron que bajo la presencia de inhibicién enzimatica la complementacion metabodlica puede
emerger como una estrategia Optima para minimizar la enzima total requerida para satisfacer la

demanda del producto sintetizado.

Conclusiones

Las principales conclusiones del estudio realizado y que configuran la presente Tesis doctoral

son las siguientes:

1. La definicion de metabolito gap, asi como su extension al caso de los pseudo-gaps,
combinada con la definicion previa de reaccion bloqueada, ha permitido introducir el
concepto de modulo inconexo asi como un método para su calculo. La aplicacion de
estas aproximaciones a la revision del modelo de Blattabacterium Bge iCG238, ha dado
como lugar a una version refinada del modelo denominada iIMP240.

2. El analisis a gran escala realizado, ha permitido detectar la presencia de inconsistencias
recurrentes presentes en bases de datos metabolicas. La reconstruccion y revisado de un
metamodelo ha permitido mostrar como el CBM puede ser empleado en la revision y
refinado de bases de datos metabolicas.

3. La reconstrucciéon metabolica de B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc,
endosimbiontes del afido del cedro, dio como resultado los respectivos modelos
metabolicos denominados, iBCc98 y iSCc236. El analisis de dichos modelos ha
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permitido la revision y correccion de las anotaciones gendmicas correspondientes. Esto
muestra la importancia del uso de modelos en el estudio de capacidades metabolicas de
microorganismo no cultivables.

Combinando iBCc98 e iSCc236 se reconstruyd un modelo compartimentado del
consorcio. El modelo denominado iBSCc reproduce los eventos de complementacion
descritos entre las bacterias, asi como un nuevo caso no descrito previamente. Ademas,
el analisis in-silico realizado sobre la biosintesis distribuida del triptéfano, muestra que
la fijacion de dicho evento pudo haber sido consecuencia de un proceso selectivo.

El desarrollo y de un modelo simple para el andlisis cinético de la complementacion,
muestra que en presencia de inhibiciéon enzimatica, la complementacion metabdlica es
la estrategia Optima que minimiza la concentracién enzima necesaria para satisfacer la
demanda del producto.
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Capitulo 1

1 Introduccion

El metabolismo, definido como conjunto de procesos de transporte, sintesis y degradacion de
moléculas que ocurre dentro una célula, es posiblemente la red bioldgica mas estudiada, debido a
su papel fundamental en el funcionamiento de la vida (Morowitz and Smith, 2007). En su
estructura interna el metabolismo estd compuesto por un conjunto de metabolitos interconectados a
través de las reacciones bioquimicas (en su mayoria catalizadas por enzimas), lo que da lugar a una
compleja red de transformaciones. Esta compleja red de flujos define las capacidades de una célula
para crecer en distintos ambientes y, en el caso de microorganismos como las bacterias, el estado
metabolico define en buena medida el fenotipo de la célula (White et al., 2012). Las redes
metabolicas de los distintos grupos de organismos comparten muchas caracteristicas comunes, e.g.
el uso del ATP como “moneda” de intercambio energético, debido al origen comun de la vida
(Morowitz et al., 2000). Sin embargo, cada forma de vida posee un cierto repertorio de actividades
enzimaticas particulares codificadas en su genoma que le permiten sobrevivir en una cierta gama de
condiciones ambientales. Por ejemplo, algunos microorganismos de vida libre presentan
metabolismos “versatiles” que les permiten crecer en un amplio rango condiciones ambientales,
mientras que otros exhiben capacidades mas limitadas y requieren condiciones muy especificas,
como es el caso de los microorganismos endosimbiontes adaptados a la vida intracelular (Parter et
al.,, 2007). De esta manera, el estudio de la red metabolica de un organismo puede brindar
informacion sobre su estilo de vida, y puede también ser de gran utilidad para comprender aspectos
sobre la organizacion y funcionamiento del sistema, que facilite el desarrollo de aplicaciones en los

campos de la biotecnologia y la biomedicina (Oberhardt et al., 2009).

Tradicionalmente, las redes metabolicas se suelen describir en términos de subsistemas o
modulos funcionales, cominmente referidos como rutas o vias metabolicas. En general, una ruta
metabolica se refiere a un conjunto coherente de actividades enzimaticas que permiten la
transformacion de un cierto sustrato en un producto, y que puede presentar un patréon comun en la
regulacion de los genes que codifican las actividades enzimaticas involucradas (Overbeek et al.,
2005). Sin embargo, la visiéon del metabolismo como una coleccion de rutas metabolicas es un
tanto simplista debido a que las rutas metabdlicas se encuentran interconectadas unas con otras,
dando lugar a una red compleja. Debido a la complejidad exhibida por los sistemas metabolicos, el
uso de modelos es esencial para comprender la relacion entre la estructura de la red y las
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capacidades bioquimicas de un organismo. En biologia, se han empleado modelos biofisicos
durante décadas, pero su alcance y escala (en término del nimero de variables que se incluyen) han
estado limitados por la escasa disponibilidad de datos experimentales (Heinrich and Schuster,
1996). Sin embargo, en las ultimas décadas, la biologia y en particular la biologia molecular han
sufrido una revolucién que tuvo su inicio con el comienzo de los proyectos de secuenciacion de
genomas, y que alcanzd su cénit con el desarrollo de las tecnologias high-throughput, que dieron
lugar a la era de las omicas (Hartwell et al., 1999). Estas tecnologias permiten caracterizar y
cuantificar, de forma masiva, los pools de las diversas moléculas bioldgicas asi como las
interacciones entre las mismas (Evans, 2000). La organizacion y analisis de los datos moleculares
producidos por las distintas 6micas ha permitido crear catalogos detallados sobre los componentes
moleculares de los seres vivos (Karp, 1998). La disponibilidad de esta informacion trajo consigo la
posibilidad de reconstruir las distintas redes moleculares que existen dentro de la células (Palsson,
1997). En particular, la disponibilidad de genomas anotados para un gran numero de organismos ha
permitido reconstruir sus correspondientes redes metabdlicas, incluyendo la modelizacién de
metabolismos de microorganismos no cultivables a partir de la informacion gendémica o
metagenomica (Francke et al., 2005; Notebaart et al., 2006). Esto ha motivado el desarrollo de
formalismos y herramientas para la reconstruccion y el analisis de las distintas redes biologicas
(Barabasi and Oltvai, 2004; Feist et al., 2009).
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Figura 1.1. Distintos tipos de asociacion GPR. Ejemplos de relaciones entre genes, proteinas y
actividades enzimaticas. En a) la relacion entre gen-actividad es uno a uno, en b) dos genes codifican
la misma actividad enzimadtica de forma que basta con la presencia de uno para que se pueda catalizar
EC 2.7.1.12 (operador or); en c) TrpE y TrpD forman un complejo, y se precisan ambos genes para que
ocurra 4.1.3.27 (operador and); en d) dos isoenzimas pueden catalizar 2.7.1.11 (operador or), pero
ademas una de ellas (PfkA) puede catalizar una segunda reaccion ella sola, la reaccion 2.7.1.11 que en
este caso tiene dos instancias de reacciones bioquimicas diferentes. Las de arriba a abajo fila indican:
el nombre los locci, genes, proteinas y las actividades enzimdticas. Los ejemplos corresponden a las
tablas GPR inferidas para E. coli K12 MG1655 presentes en el ejemplo propuesto por Thiele and
Palsson (2010).

El proceso de reconstruir una red metabdlica implica afiadir un nuevo nivel a la anotacion del
genoma, en el cual las distintas actividades enzimaticas codificadas en un genoma se ponen en el
contexto de moddulos funcionales, i.e. rutas metabolicas (Reed et al., 2006a; Stein, 2001). Para
reconstruir una red metabolica a partir de un genoma anotado, primero se identifican todos los
elementos codificantes del genoma que se encuentran anotados como actividades enzimaticas'. La
relacion entre reacciones y genes no es necesariamente de uno a uno debido a la existencia de

1 A los genes identificados como enzimas se les asocia identificadores de tipo Gene Ontology (GO) o
numeros del Enzyme Comission (EC), que relacionan al gen con con una actividad enzimatica.
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enzimas oligoméricas y de isoenzimas (figura 1.1). La informacion necesaria para inferir las
asociaciones entre genes y reacciones se extrae de la anotacion del genoma, y se suelen representar
mediante un conjunto de reglas denominadas tablas gen-proteina-reaccion (GPR), que relacionan
genes con reacciones bioquimicas, mediante operadores l6gicos que dan cuenta de la presencia de
isoenzimas y complejos (ver figura 1.1). Las actividades enzimaticas derivadas de las asociaciones
GPR, son mapeadas en instancias de reacciones bioquimicas concretas y éstas son proyectadas
sobre una coleccidn de rutas metabdlicas, definida en una base de datos metabolica de referencia’.
A continuacion se emplea un algoritmo de prediccion para determinar qué rutas se encuentran
codificadas en el genoma (Dale et al., 2010; Romero et al., 2005). El resultado de la reconstruccion
es una base de datos que asocia el genoma y sus anotaciones con el conjunto de rutas metabolicas
predichas para el organismo. En el modelo relacional empleado en MetaCyc/BioCyc estas bases de
datos se denominan Pathway Genome Data Base (PGDB).

Anotacién gendmica BD modelo-organismo
r A e D
Genoma e ~N
$ Genoma
Gen/ORF $
$ Gen/ORF
| Producto génico | $
J Software r—(>| Producto génico |
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Figura 1.2. Diagrama del modelo relacional de una PGDB. La figura representa la construccion de
una PGDB a partir del genoma anotado de un organismo, una base de datos metabdlica y un algoritmo
para la prediccion de rutas metabolicas. ORF: marco abierto de lectura (del inglés, Open Reading
Frame).

Rutas metabdlicas

Regla GPR

El diagrama de la figura 1.2 resume el proceso de integracion del genoma anotado con una base
de datos metabdlica que da como resultado una PGDB del organismo. Diversas herramientas
permiten construir PGDBs (o esquemas alternativos), a partir de un genoma. Algunos ejemplos
incluyen PathwayTools (Karp et al., 2015), ModelSEED (Henry et al., 2010) o metaSHARK
(Pinney et al., 2005). Si bien en muchos casos, el objetivo de una reconstrucciéon metabdlica es
crear un PGDB de un organismo especifico, en la mayoria de ellos el objetivo final es desarrollar
un modelo metabdlico reconstruido a escala genomica (Genome-Scale Metabolic Model, GEMM)

2 Las bases de datos metabdlicas contienen informacién sobre enzimas, reacciones bioquimicas y las rutas
metabolicas descritas en la bibliografia y que cubren la mayor parte de la bioquimica conocida, e.g.
MetaCyc (Caspi et al., 2014), KEGG (Wixon and Kell, 2000) o RAST-SEED (Overbeek et al., 2014).
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para un organismo concreto. Un GEMM es un modelo computacional de la red metabdlica de un
organismo que permite realizar simulaciones y generar predicciones sobre las capacidades de dicho
metabolismo (Overbeek et al., 2014). Un GEMM consta de tres componentes fundamentales: 1) la
matriz estequiométrica, que define la estructura de la red de reacciones bioquimicas; ii) la tabla de
asociaciones GPR derivadas de la anotacion genémica del organismo; y iii) una ecuacion de
biomasa o crecimiento que describe los componentes moleculares que conforman la biomasa del
organismo en las proporciones aproximadas en que se encuentran en la célula (Santos et al., 2011;
Thiele and Palsson, 2010). Tanto la matriz estequiométrica como las tablas GPR se extraen de un
PGDB, mientras que la definicion de la ecuacion de biomasa implica listar los componentes de las

macromoléculas, y las proporciones en que se encuentran en la célula’.

- Datos 6micos Literatura o
Anotacion Bioquimica y

gendmica l J / fisilogia celular

Reconstruccion metabdlica

Resultados de * Simulaciones in-silico
experimentos in-vivo (formulacién de hipotesis)

Modelo Metabdlico a escala
genémica (GEMM)

Figura 1.3. Diagrama del proceso iterativo de reconstruccion de un GEMM. El diagrama representa
una iteracion o ciclo de reconstruccion de un GEMM.

El marco tedrico empleado en el andlisis d¢ GEMMs se denomina modelado basado en
restricciones (Constraint-based Modeling, CBM) (Price et al., 2004). La idea que subyace al CBM
es que el comportamiento de un sistema bioldgico se encuentra limitado o restringido por diversos
factores (e.g. las leyes de conservacion). Estas restricciones se pueden representar con ecuaciones y
emplearse para confinar o acotar el espacio de posibles estados, o fenotipos que puede adoptar el
sistema (Schellenberger et al., 2011b)*. Debido a su potencial aplicacion en diversos campos de
investigacion, el nimero de modelos metabolicos reconstruidos en forma manual, asi como los
métodos para su analisis, han crecido de forma ininterrumpida (Lewis et al., 2012; Monk et al.,
2014). A su vez, se ha desarrollado una amplia diversidad de métodos computacionales para
estudiar problemas que van desde la evolucion del metabolismo, al disefio y optimizacion de
organismos de interés industrial (Feist and Palsson, 2008; Ruppin et al., 2010). La reconstruccion
de un GEMM es un proceso iterativo en el que las predicciones realizadas por el modelo se pueden
contrastar con datos experimentales; las predicciones incorrectas son empleadas para revisar y
refinar la formulacion del modelo (ver figura 1.3). El nivel de validacion mas elemental consiste en
verificar que el modelo predice la formacion de biomasa dado un cierto medio de crecimiento. Si
bien existe un desarrollo constante de métodos para automatizar la reconstruccion de GEMMs, e.g.
Model SEED (Overbeek et al., 2014), TIGER (Jensen et al., 2011), estos suelen dar como resultado
un primer borrador de la red, que corresponde a la primera iteracion del proceso de reconstruccion.

3 Ver apartado A.1.4 del apéndice A, para mas detalles sobre la formulacion de la ecuacién de biomasa
4  Para una breve introduccion a los fundamentos del CBM ver el apéndice A.
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Por lo general, en la primera iteracion es raro que un GEMM permita predecir crecimiento. La
razon mas frecuente por la que un modelo no alcanza un nivel tan elemental de validacién, es
debido a que el modelo es incompleto, i.e. carece de una o mas reacciones esenciales para producir
algun componente de la biomasa. Este tipo de inconsistencia se deben a que la anotacion de un
genoma es inherentemente incompleta y suele contener errores (Osterman and Overbeek, 2003;
Valencia, 2005). Ademas, mas alla del gran avance impulsado por las dmicas, el conocimiento de la
bioquimica dista mucho de ser completo y la lista de componentes para la mayoria de los
organismos es aun muy incompleta, debido al problema dual de las proteinas de funcion

»3_ Como consecuencia, al reconstruir un GEMM todos los

desconocida y las enzimas “huérfanas
genes metabolicos cuyas funciones no han sido predichas, o fueron predichas en forma incorrecta,
conduciran a la ausencia de reacciones en la definicion del modelo (Orth and Palsson, 2010). Las
reacciones ausentes en un GEMM se manifiestan como agujeros o “gaps” en la estructura de la red,
y representan inconsistencias estructurales que afectaran las predicciones del modelo. Esta clase de
inconsistencias puede encontrarse incluso en las propias bases de datos metabolicas empleadas para

reconstruir GEMMSs (Ponce-de-Ledn et al., 2015).

Una de las aplicaciones del CBM es la deteccion de inconsistencias asi como la identificacion de
posibles soluciones para las mismas, e.g. identificar reacciones candidatas para rellenar los gaps
(Kumar et al., 2007; Reed et al., 2006b). Si bien tales aproximaciones funcionan adecuadamente al
ser aplicadas sobre GEMMSs de organismos caracterizados experimentalmente o filogenéticamente
proximos a organismos modelo, el problema del completado de gaps o gap-filling se vuelve mas
complejo en organismos pertenecientes a grupos poco caracterizados. Ademas, la mayor parte de
los microorganismos requieren de la presencia de otros para poder crecer dando lugar a la
formacion de comunidades (Faust and Raes, 2012; Gil and Peretd, 2015), i.e. redes complejas de
interacciones nutricionales en la que que diversos metabolismos se interconectan mediante el
intercambio de compuestos o cross-feeding (Seth and Taga, 2014). Un caso extremo es la
formacion de consorcios endosimbiontes donde los metabolismos pueden exhibir un alto grado de
complementacion (Martinez-Cano et al., 2015; McCutcheon and von Dohlen, 2011). En tales
escenarios, el problema del completado de gaps o gap-filling se vuelve muy complejo debido a que
muchas funciones metaboélicas estan distribuidas entre distintos miembros. Como consecuencia, la
presencia de rutas metabolicas incompletas, i.e. interrumpidas en algin punto o la presencia gaps,
pueden no ser producto de errores en la anotacion, sino el resultado de la complementacion
metabdlica establecida con otro organismo. Como consecuencia, reconstruir y revisar modelos
metabolicos con tales caracteristicas es una tarea compleja, en la que la representacion visual de las
inconsistencias puede ser de gran ayuda para desentrafiar las complejas interacciones que pueden
formar diversos organismos, asi como para proponer explicaciones o hipdtesis que permitan: por un
lado resolver las inconsistencias del modelo; y por otro entender las condiciones que pueden

favorecer fenomenos como el cross-feeding o la complementacion metabolica.

5 Las proteinas de funcion desconocida son secuencias inferidas a partir de un genoma que no han sido
caracterizadas experimentalmente (y lo mismo con las secuencias homodlogas en otros genomas) y
representan la mitad de las proteinas de los genomas procariotas secuenciados (Niehaus et al., 2015). Las
enzimas huérfanas son aquellas actividades caracterizadas experimentalmente para las cuales no se ha
reportado un gen asociado, y corresponden, aproximadamente, a un tercio de las actividades descritas
(Hanson et al., 2010).
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A lo largo de esta Tesis se buscan abordar los problemas metodolégicos de la reconstruccion y
refinamiento de GEMMs, con énfasis en su aplicacion al estudio de las bacterias endosimbiontes.
En este sentido, por un lado se busca desarrollar nuevas aproximaciones para la deteccion y
resolucion de inconsistencias en la formulacion de modelos metabolicos empleando como marco
teorico el modelado basado en restricciones. Por otra parte, se trata de responder a algunas
preguntas sobre el establecimiento y evolucion de bacterias endosimbiontes asociadas a insectos.
Estos sistemas suelen exhibir patrones de complementacion metabolica, lo que implica que ciertas
rutas metabdlicas se encuentran distribuidas entre dos o més miembros de la asociacion. Este
fenomeno plantea una dificultad adicional al problema de la reconstruccion metabodlica, ya que
muchas funciones aparentemente ausentes podrian no representar errores de anotacion, sino que
pueden encontrarse codificadas en el genoma de otro miembro de la asociacion. A su vez, la
deteccion de eventos de complementacion metabdlica plantea diversas preguntas como, por
ejemplo, si la complementacion supone algun tipo de ventaja adaptativa que sea beneficiosa para el
sistema huésped-simbionte. Ademas, la distribucion o division de una ruta metabodlica entre dos
endosimbiontes supone ciertos problemas biofisicos, como son el transporte de intermediarios y los
efectos cinéticos que esto conlleva. Como consecuencia, algunos de estos problemas biologicos son
también abordados en esta Tesis, ya que se encuentran estrechamente asociados al problema de la
reconstruccion de redes metabolicas de organismos y consorcios endosimbiontes. De esta forma, su
estudio detenido podria permitir la identificaciéon de algiin patrén sobre la emergencia de la
complementacion metabolica que pueda facilitar la tarea de la reconstruccion de redes en esta clase
de sistemas.

La presente Tesis se encuentra estructurada en capitulos, que si bien siguen un orden natural de
lectura, estos son, hasta cierto punto, auto-contenidos. Como consecuencia, cada capitulo incluye
su introduccion correspondiente, los materiales y métodos especificos, y una discusion especifica
de los resultados presentados. Finalmente se discuten, de forma integrada y en una presentacion
menos técnica, los principales resultados de la Tesis. Para terminar se incluyen cuatro apéndices: el
primero corresponde a una breve introduccion al CBM; el segundo incluye las referencias a todo el
material suplementario; el tercero corresponde a las herramientas y recursos computacionales
empleados en el desarrollo de esta Tesis; y el cuarto lista las publicaciones que han dado lugar a
esta Tesis.
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Capitulo 2

2 Objetivos

En la presente Tesis se buscan cubrir dos objetivos generales. Por una parte se pretende llevar

adelante el desarrollo de metodologias, centradas en el modelado basado en restricciones, para la

reconstruccion y andlisis de modelos metabolicos a escala gendémica. Por otra parte, se buscara

aplicar dichas aproximaciones en la reconstruccidon y estudio de modelos metabolicos de bacterias

endosimbiontes de insectos, haciendo especial énfasis en el fenomeno de la complementacion

metabolica. De acuerdo con este planteamiento se proponen los siguientes objetivos concretos:

1.

Desarrollo de aproximaciones metodologicas para la deteccion y resolucion de
inconsistencias estructurales en modelos metabdlicos reconstruidos a escala genomica,
empleando el modelado basado en restricciones.

Deteccidon y resolucion de inconsistencias en bases de datos metabolicas, mediante la

reconstruccion y analisis de un metamodelo del metabolismo bacteriano.

Aplicacion de las aproximaciones propuestas a la revision y analisis un modelo metabdlico

reconstruido a escala genémica de Blattabacterium Bge, endosimbionte de la cucaracha.

Reconstruccion de un modelo compartimentado a escala gendémica del consorcio
endosimbionte del afido del cedro formado por las bacterias B. aphidicola BCc y S.
symbiotica SCc, para estudiar el fendmeno de la complementacion metabdlica.

Realizar un estudio cinético en un modelo simple, de las condiciones que favorecen la
emergencia de complementacion metabdlica, haciendo énfasis en: i) el papel de la
inhibicion enzimatica; ii) el efecto de permeabilidad de la membrana a los intermediarios

de la ruta; y iii) el coste asociado a la sintesis de las enzimas.
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Capitulo 3

3 Deteccion de inconsistencias y refinado de
modelos metabdlicos

3.1 Introduccion

Estudios de secuenciacion y analisis de genomas a gran escala, han revelado que entre el 30-40%
de las proteinas codificadas en genomas bacterianos no tiene una funcion conocida (Galperin and
Koonin, 2004; Osterman and Overbeek, 2003). Esta proporciéon aumenta en forma dramatica si se
consideran los genomas de organismos superiores como plantas o animales (Niehaus et al., 2015).
Ademas, muchas de las funciones “conocidas” carecen de la evidencia soportada por una
caracterizacion experimental; incluso en el caso de organismo modelo extensamente estudiados
como Esherichia coli, solo hay informacion experimental para el 54% de los productos génicos
(Frishman, 2007). Por su parte, las enzimas huérfanas representan aproximadamente un tercio de
los de las actividades con niimero EC asignado (Hanson et al., 2010). El problema de las partes
faltantes del catadlogo es un problema abierto que, naturalmente, se encuentra estrechamente
relacionado con la reconstruccion de modelos metabolicos ya que como consecuencia de la
presencia de actividades metabolicas huérfanas, asi como genes de funcion desconocida, los
modelos metabolicos contiene por lo general errores e inconsistencias en su formulacion (Orth and
Palsson, 2010). La formulaciéon de un modelo puede contener errores de distinta naturaleza, sin
embargo, en este capitulo nos centraremos principalmente en aquellas inconsistencias que son
consecuencia de errores en la anotacion del genoma, o de inconsistencias presentes en las bases de
datos metabolicas. Si bien los errores de anotacion pueden deberse a distintas causas, estos pueden
ser agrupados en dos tipos, de acuerdo con su impacto en un modelo metabdlico: 1) ausencia de
actividades enzimadticas y/o transportadores que puede deberse a la no anotaciéon, y/o a la
asignacion funcional incorrecta de uno o mas genes; y 2) la asignacion incorrecta de actividades
funcionales a uno o mas genes. Estos errores a nivel de la anotacion se propagan al modelo a través
de la formulacion de la tabla de asociacion Gen-Proteina-Reaccion (GPR), uno de los componentes
que definen al modelo. Los errores en una tabla GPR conduciran en ultima instancia a la omision
de determinadas reacciones asi como a la inclusion erronea de reacciones no presentes en el

metabolismo del organismo que se verdn reflejados en la definicion de la matriz estequiométrica.
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En ultimo término, las inconsistencias en un modelo pueden afectar las capacidades predictivas
del mismo, dando lugar a falsos positivos y/o negativos al contrastar las predicciones in-silico con
los resultados experimentales in-vivo. Por ejemplo, al contrastar una prediccion in-silico sobre el
efecto que tiene el knockout de un determinado gen con el resultado experimental podria ocurrir
que el modelo prediga que el gen es letal mientras que el experimento indica que el mutante es
viable. Es importante tener en cuenta que los errores en las predicciones pueden también deberse a
limitaciones intrinsecas del modelado basado en restricciones, e.g. no considerar restricciones
impuesta por la regulacién y/o la cinética de las reacciones (Chandrasekaran and Price, 2010;
Smallbone et al., 2010). Sin embargo, este tipo de problemas son mas dificiles de resolver ya que
pueden depender de muchos factores y en la mayoria de los casos no hay disponibilidad de datos
experimentales sobre regulacion y/o cinética a escala gendmica, de forma que esta informacion no

es considerada en el presente estudio.

Por otra parte, las inconsistencias que se deben a una formulacién incorrecta del modelo pueden
ser detectadas y solucionadas empleando el modelado basado en restricciones en lo que se conoce
como refinado o curado de un modelo (Kumar et al., 2007; Lewis et al., 2012; Thiele and Palsson,
2010). Si bien, la utilizacion de resultados experimentales contra los que contrastar las predicciones
del modelo es clave en la validacion y refinado del mismo, muchas inconsistencias se reflejan en la
propia estructura de la red y por lo tanto se pueden detectar mediante el andlisis de la matriz
estequiométrica. Por su naturaleza, este tipo de inconsistencias pueden ser referidas como
estructurales, y como se vera en detalle en las secciones siguientes, estas se manifiestan en los
modelos a través de la presencia de metabolitos gap y reacciones bloqueadas. El problema de la
deteccion de metabolitos gap asi como reacciones bloqueadas es referido cominmente como
busqueda de gaps (gapfinding) (Brooks et al., 2012; Kumar et al., 2007) o analisis de consistencia.
La identificacion y resolucion de gaps es un paso critico en el proceso de reconstruccion de un
modelo metabolico a escala gendomica (Henry et al., 2010; Karp et al., 2007; Latendresse et al.,
2012; Thiele and Palsson, 2010).

3.2 Deteccion de reacciones bloqueadas en redes metabolicas

Una de las aplicaciones del modelado basado en restricciones es la deteccion de inconsistencias
en un modelo metabdlico (Burgard et al., 2004; Kumar et al., 2007; Lewis et al., 2012; Schuster et
al., 2000; Thiele and Palsson, 2010). Como se ha dicho, durante la reconstruccion de un modelo
metabdlico puede suceder que por distintas causas ciertas actividades enzimaticas no estén
incluidas en la anotacion del genoma; esto resultara en que el modelo no incluird determinadas
reacciones. A su vez, la ausencia de dichas reaccion puede conducir a la aparicion de metabolitos
deadend (del inglés, “callejones sin salida”) (Orth and Palsson, 2010). Algo similar puede ocurrir si
durante la construccion del modelo se afiaden por error reacciones que no tienen lugar en el
metabolismo del organismo. En tales casos, es bastante probable que las reacciones afiadidas por
error se encuentren desconectadas del resto de la red ya que pueden incluir metabolitos que no
forman parte de la red metabolica del organismo y que por tanto seran deadends.
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Figura 3.1. Inconsistencias en modelos metabdlicos. Representacion esquemdtica de un modelo
metabolico que contiene inconsistencias en forma de reacciones bloqueadas y metabolitos deadend. Las
flechas indican reacciones y los nodos metabolitos. El nodo amarillo (C) representa un metabolito
deadend y como consecuencia la reaccion v, (flecha punteada) es una reaccion bloqueada.

Un deadend es un metabolito de la red que sélo es producido/consumido por las reacciones de la
red. Como consecuencia, el flujo estacionario a través de todas las reacciones en las que participa
debera ser cero debido a la restriccion de balance de masas (ver Apéndice A). De no ser asi, el
metabolito se acumularia de forma indefinida, o se consumiria completamente, violando la
condicion estacionario impuesto por el CBM. Por lo tanto, la presencia de metabolitos deadend
conducira a que algunas reacciones de la red se bloqueen, i.e. que el valor de su flujo se vea
restringido a cero. Como se muestra en el ejemplo de la figura 3.1 la ausencia de reacciones que
consuman el metabolito C, lo convierten en un deadend, y como consecuencia la reaccion vy se
encontrara bloqueada. Dado que es tedricamente posible detectar inconsistencias estructurales
mediante el andlisis de la matriz estequiométrica, un paso clave durante la reconstruccion de un
modelo es verificar si el modelo incluye gaps, y en tal caso resolverlos. En este sentido, dado un
modelo metabolico con su correspondiente matriz estequiométrica N y su conjunto de reacciones
irreversibles, el primer paso para la deteccion y resolucion de inconsistencia estructurales es
evaluar si la red es o no consistente. En términos formales una red metabodlica se dice que es
consistente si todas sus reacciones son consistentes, i.e. que cada una de sus reacciones se
encuentra activa en al menos un modo de flujo vEF donde F es el espacio de flujos':

Definicion 3.1: una reaccion j en una red N se define como consistente si se encuentra activa en

al menos un modo de flujo, i.e. que A v € F tal que v, #0°.

En forma complementaria llamaremos reacciones bloqueadas a todas aquellas reacciones que no
sean consistentes (Acufa et al., 2009; Burgard et al., 2004):

Definicion 3.2: una reaccion j en una red N se define como bloqueada si no se encuentra activa

en ningiin modo de flujo, i.e. no existe ningun modo flujo v €F tal que v, #0.

En base a la definicion 3.2 es posible definir el conjunto de reacciones bloqueadas Jgicres de la
siguiente forma:

JBloCked:[jEJ:viZO’Vv EF] (Ec. 3.1)

1 Con F se denota el espacio flujos que incluye todas las distribuciones de flujos compatibles con el estado
estacionario y las restricciones de irreversibilidad (ver apéndice A).

2 Desde un punto de vista computacional la condicion v, =0 suele planearse como |v ,.| < & para algin
umbral positivo ¢ suficientemente pequefio. Esto es debido al limite de la precision de un ordenador.
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En caso de que la red no sea consistente el problema se centra en la identificacion de aquellas
reacciones que se encuentren bloqueadas asi como las causas del bloqueo. Dada la importancia que
tiene el poder identificar inconsistencias en la formulacion de un modelo, se han propuestos
diversos métodos para la deteccion de reacciones bloqueadas. Una primera aproximacion, se basa
en el calculo de una matriz K que sea una base generadora, o nucleo del espacio nulo de N
(Heinrich and Schuster, 1998). Encontrar una base K del espacio nulo equivale a resolver el sistema
N-v=0, y este calculo se puede realizar de forma eficiente empleando métodos provenientes del
algebra lineal, como por ejemplo la eliminacion Gauss-Jordan. En tal caso, las columnas de K
representan soluciones no triviales del sistemas de ecuaciones N-v=0 que son linealmente
independientes y cuya combinacion lineal permite construir cualquier solucion (ver apartado A.1.2
del apéndice A). Dado que cada fila de la matriz K representa una reaccion de la red, de acuerdo
con la ecuacion 3.1, aquellas filas cuyas entradas sean todas iguales a cero se corresponden con
reacciones bloqueadas. Esto se debe a que si K es una base del espacio de soluciones y en todos los
vectores de dicha base la entrada correspondiente a una velocidad es cero, entonces no es posible
construir una solucion del sistema en cual dicha variable sea distinta de cero.

Si en los sistemas metabolicos todas las reacciones fuesen reversibles, la aproximacion planteada
seria completamente valida y permitiria la deteccion del conjunto completo de reacciones
bloqueadas®. Sin embargo, los sistemas metabodlicos suelen presentar muchas reacciones, que en
condiciones fisiologicas, pueden considerarse irreversibles. Como consecuencia, si bien las
columnas de K son compatibles con la restriccion del estado estacionario (N-V=0), estas no son
necesariamente compatibles con las restricciones de signo impuestas sobre las reacciones

irreversibles, i.e. v.>0Vi€J,  (ver apéndice A). Por tanto los vectores de una base del espacio de

Irrev

soluciones K no necesariamente se corresponden con modos de flujo, ya que al calcular dicha base
solo se considera la restriccion de balance de masas impuesto por la estequiometria y se relajan las
restricciones de irreversibilidad (i.e. se considera que todas las reacciones del sistema son
reversibles). Esta simplificacion puede dar como resultado, que ciertas reacciones no sean
detectadas como bloqueadas si solo se considera la estequiometria y el balance de masas, pero que
si lo sean al considerar la termodindmica.

En la figura 3.2 se muestra un ejemplo muy simple en el cual la deteccion de reacciones
bloqueadas se ve alterada en funcion de si se consideran o no las restricciones sobre la
irreversibilidad de las reacciones. En efecto, la consideracion de la irreversibilidad y la direccion en
que estan definidas las reacciones pone de manifiesto la presencia de una inconsistencia en la
formulacién de la red. Ahora bien, dado que la relajacion reversible del sistema incluye todos los
posibles estados del sistema original (incluyendo aquellos que pueden violar las restricciones
termodinamicas) si una reaccion se detecta bloqueada en el sistema reversible esta necesariamente
se encontrard bloqueada en el sistema original®. El reciproco, sin embargo, no es necesariamente
cierto como puede verse en el ejemplo que se presenta en la figura 3.2. Es decir que al considerar

las irreversibilidades pueden aparecer reacciones bloqueadas que no lo estén en el caso reversible.

3 Si todas las reacciones fuesen reversibles, el kernel o nicleo de la matriz N seria una base generadora del
espacio F,y la dimension del espacio seria igual al nimero de columnas menos el rango de la matriz.

4 Al afiadir nuevas restricciones solo es posible que soluciones del problema original sean incompatibles
con las nuevas restricciones, entonces las soluciones del nuevo espacio son también factible en problema
original.

28



3 Deteccion de inconsistencias y refinado de modelos metabolicos

Como consecuencia, el conjunto de reacciones bloqueadas detectadas mediante el analisis del
espacio nulo de /V es un subconjunto de J ., ¥ solo en casos muy particulares ambos conjuntos

coinciden.

V2

Figura 3.2. Deteccion de inconsistencias mediante andlisis del espacio nulo de N. Si todas las
reacciones son irreversibles el metabolito C es un deadend y las reacciones vy y vs se encuentran
bloqueadas. Luego, el tinico modo de flujo es v = [1, 1, 1, 0, 0]". Sin embargo, el espacio nulo de N
incluye dos elementos en la base, eg k' = [1, 1, 1, 0, 0",y k¥’ = [1, 0, 0, 1, -1]" y cada reaccion se
encuentra presente en al menos un vector, lo que indicaria que no hay reacciones bloqueadas. Sin
embargo, k; no es un modo de flujo ya que vs tiene un valor negativo y esto viola la irreversibilidad.

Dadas las limitaciones del algebra lineal para incluir restricciones de desigualdad, el desarrollo
de métodos para la deteccion de reacciones bloqueadas se ha basado principalmente en el uso de
Programacion Lineal (LP) (Acufia et al., 2009; Vlassis et al., 2014) y Programacion Entera-Mixta
(MILP) (Kumar et al., 2007). La deteccion del conjunto de reacciones bloqueadas puede realizarse
de forma directa iterando sobre todas las reacciones de la red y calculando el valor minimo y
maximo para el flujo de cada reaccion mediante la formulacion de resolucion de un problema lineal
sujeto a las restricciones de estado estacionario (ecuacion A.3) e irreversibilidades (ecuacion A.4).
Esta misma idea es la base del Analisis de Variabilidad de Flujos (FVA) (Mahadevan and Schilling,

2003). La tinica diferencia es que la restriccion de optimo o cuasi-6ptimo (v,,; =V, A) impuesta en

el FVA no es incluida en la deteccion de reacciones bloqueadas (ver apartado A.2.2 del apéndice
A):

Min/Max:v;V jeJ

S.t
.t. LP3.1
N-v=0 ( )

B=vi=aVjel

Después de iterar sobre cada reaccion maximizando y minimizando su flujo, aquellas cuyo flujo
maximo y minimo sean cero se encontraran bloqueadas (Burgard et al., 2004). La mayor desventaja
del procedimiento basado en LP 3.1 es que iterar sobre todas las reacciones de la red puede ser muy
ineficiente desde el punto de vista computacional. El niumero total de problemas de optimizacion a
resolver se encuentra entre n (para el caso en que todas las reacciones sean irreversibles) y 2n (en
el caso extremo en que todas las reacciones fuesen reversibles) siendo n el numero total de
reacciones de la red. Como consecuencia, el uso de este algoritmo puede volverse prohibitivo en el
casos de redes con muchas reacciones como puede ser el caso de la reconstruccion metabolica en
humanos (Thiele et al., 2013). Una version mejorada del algoritmo antes descrito, denominada
fastFVA (Gudmundsson and Thiele, 2010), consigue acelerar el calculo empleando una técnica de

programacion lineal denominada warm-starts®. Si bien fastFVA disminuye considerablemente los

5 La resolucién de problemas de programacion lineal se puede dividir en dos fases: 1) encontrar una
solucion factible; 2) encontrar la solucion 6ptima a partir de la solucion factible previamente identificada.
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tiempos de calculo, el nimero de problemas de optimizacién a resolver sigue siendo el mismo.
Como consecuencia, se han propuesto diversos métodos que reducen sensiblemente el nimero total
de problemas de optimizacion a resolver y por lo tanto el tiempo de computo empleado para
detectar el conjunto de reacciones bloqueadas.

La idea detras de estos métodos es que en cada iteracion se evalué la consistencia del mayor
numero posible de reacciones, de forma que se reduzca el nimero de iteraciones necesarias para
evaluar la consistencia de todas las reacciones. Dado que encontrar un modo de flujo en que una
reaccion tenga una velocidad distinta a cero es condicion suficiente para determinar que la reaccion
es consistente, al resolver un problema lineal, e.g. maximizar el flujo en una reaccioén determinada,
se puede evaluar esta condicion sobre todas las reacciones de la solucion calculada. Luego aquellas
reacciones que tengan un flujo distinto de cero indican que son consistentes y no hace falta
evaluarlas. Por ejemplo, si en el modelo de la figura 3.2 se maximiza el flujo a través de v,
(imponiendo una cota superior para que la solucion esté acotada), el modo 6ptimo que se obtiene
tiene activas tanto a v; como a v;. De esta manera con la resolucién de un unico problema de
optimizacion se prueba simultineamente la consistencia de multiples reacciones. La idea de evaluar
la consistencia de multiples reacciones al resolver una unica instancia del problema fue también
utilizada en el desarrollo de un algoritmo iterativo denominado CheckModelConsistency (Jerby et
al., 2010). Este busca evaluar la consistencia de multiples reacciones en cada iteracion empleando
una funcion objetivo que maximiza/minimiza la suma total de flujo sobre un subconjunto de
reacciones C:

Min/Max: ), v,

jec

S.t. (LP3.2)

N-v=0

pi<v,<o;V jeCcJ

Inicialmente C contiene todas las reacciones de la red, y en cada iteracion se van quitando las
reacciones consistentes, de manera que van quedando las reacciones cuya consistencia no ha sido
evaluada. Cuando C no se puede reducir mas, se minimiza la suma de flujos sobre las reacciones
reversibles presentes en C. Finalmente, la consistencia de las reacciones que queden en C debe ser
evaluada una a una. De esta forma se identifican las reacciones que no son consistentes. Los
métodos basados en LP descritos previamente son exhaustivos, en el sentido de que permiten
determinar la consistencia de la red y, en caso de que esta no sea consistente permiten identificar el
conjunto completo de reacciones bloqueadas Jpwwea. Si bien CheckModelConsistency es una
implementacion mds eficiente que la basada puramente en FVA, recientemente se han propuesto
dos métodos (muy similares en su formulacion) denominados FastConsistencyCheck (Vlassis et al.,
2014) y OnePrune (Dreyfuss et al., 2013), que permiten reducir de forma significativa el nimero
de iteraciones respecto a los métodos previamente discutidos, y en consecuencia se reduce el
tiempo total del céalculo. La principal innovacion introducida por estos métodos es definir una
funcion objetivo que permita maximizar el nimero total de reacciones activas sobre un subconjunto
de reacciones C<J. De esta forma, en cada iteracion, con la resolucion de un tnico problema de

Si las modificaciones en la formulacién del problema no afectan a la estructura del mismo (e.g. re-definir
la funcidén objetivo), es posible emplear una solucioén previamente calculada para inicializar la busqueda
de una nueva solucidon que sea Optima frente un objetivo alternativo (warm-starts) lo que reduce en
forma sensible el tiempo de calculo.
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optimizacion se evaltia la consistencia del mayor nimero de reacciones posibles, lo que reduce
sensiblemente el numero de iteraciones, i.e. el numero total de problemas de optimizacion a
resolver. El problema de optimizacion que se formula en cada iteracion de FastConsistencyCheck
es el siguiente:

max Z z;

ieC

S.t.

N-v=0 (LP3.3)

Bisvi=a;VjeJ

z;<v;VjeCcJ

z, €[0,¢]

La novedad en la formulacion planteada en LP 3.3 es la introduccion de un conjunto de variables
auxiliar z, V' jEC<J que son empleadas para forzar flujo a través de todas las reacciones de la red.

Estas variables estan acotadas entre cero y un umbral ¢ lo suficientemente pequeio. Si el valor de ¢
es lo suficientemente pequefio, maximizar el sumatorio de las variables z, es equivalente a

maximizar el numero de elementos distintos de cero (Vlassis et al., 2014). Dado que hay
restricciones que vinculan a cada variable auxiliar z, con su correspondiente reaccién v,, al

maximizar la suma de las variables z, se maximiza el nimero de reacciones activas. De esta forma

se garantiza que en cada iteracion se evalua la consistencia del mayor nimero posible de

reacciones.

Con el objetivo de evaluar de forma comparativa el desempeiio computacional de cada método,
los cuatro algoritmos para la deteccion de reacciones bloqueadas fueron implementados en lenguaje
Python (ver Apéndice C). Para realizar la evaluacion se escogieron dos conjuntos de modelos con
tamafios entre ~100 y 10.000 reacciones sobre los que aplicar los métodos. Los conjuntos de datos
empleados fueron SEED130 que incluye los 130 modelos reconstruido de forma automatica,
previamente publicados (Henry et al., 2010) (ver apartado 6.2.1 para una descripcion detallada) y
BiGG76 que incluye los 76 modelos metabolicos reconstruidos y revisados de forma manual,
disponibles en la base de datos de modelos metabolicos BiGG (Schellenberger et al.,
2010) (accesible a través del enlace: http://bigg.ucsd.edu/models). Cada uno de los métodos fue
evaluado empleando ambos conjuntos de datos, i.e. sobre un total de 206 modelos metabdlicos.
Finalmente, dado que la deteccion de reacciones bloqueadas basada en FVA (LP 3.1) es el tnico
método que evalua, de forma independiente, la consistencia de cada reaccion, el resultado obtenido
con este método fue empleado como referencia para determinar el numero total de falsos positivos

y negativos presentado, en caso de que los hubiera, por los otros tres métodos.

La figura 3.3 resume los resultados de la evaluacion comparativa de los cuatro métodos (FVA,
Anadlisis del espacio nulo de N, CheckModelConsisntecy y FastConsistencyCheck) aplicados sobre
los dos conjuntos de datos (SEED130 y BiGG76). Los graficos indican que los tiempos de calculo
respecto al tamafio del problema escalan de forma similar, independientemente del conjunto de
datos empleados. Esto quiere decir que el comportamiento de cada método es consistente y no
depende en gran medida de la estructura de los datos. Los resultados muestran de forma clara que
el algoritmo con mejor desempeno es FastConsistencyCheck. Por otra parte, el desempefio mas
bajo lo present6 el método basado en el analisis del espacio nulo de la matriz estequiométrica. Esto
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puede deberse a que las bibliotecas empleadas para calcular el espacio nulo son software libre
mientras que el solver empleado en la resolucién de programas lineales es una implementacion
comercial muy optimizada (ver Apéndice C). Para todos los casos, la complejidad algoritmica es de
tipo polinémica respecto al tamafio del problema y para el caso de los métodos basado en
programacion lineal la principal diferencia se encuentra en la cantidad de iteraciones o problemas
lineales que se deben resolver. Por otra parte, la precision y la sensibilidad en la deteccion del
conjunto de reacciones bloqueadas fueron también evaluadas para cada método. En este contexto,
un falso positivo indica una reaccioén no detectada como bloqueada que si lo estd, mientras que un
falso negativo se corresponde al caso de clasificar una reaccion como bloqueada cuando no lo esta.
Los métodos basados en LP (CheckModelConsisntecy y FastConsistencyCheck) no generaron ni
falsos positivos ni negativos. En todos los casos el conjunto de reacciones bloqueadas predichas
coincidié en un 100% con el resultado de referencia obtenido empleando FVA. Sin embargo, el
método basado en el andlisis del espacio nulo presenté un promedio de ~8% y ~23% de falsos
positivos con SEED130 y BiGG76, respectivamente.

10°
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Figura 3.3. Resultados de la evaluacion comparativa de métodos para la deteccion de reacciones
bloqueadas. Las curvas representan el tiempo de ejecucion de cada método aplicado sobre modelo de
tamarios diferentes. El eje x corresponde al numero de reacciones de cada modelo y en el eje y el
tiempo de calculo representado en escala logaritmica. En a) y b) se presentan los resultados de la
evaluacion de los 4 métodos empleando SEEDI30 y BiGG76, respectivamente. Las leyendas se
corresponden: NS a NullSpace; FVA a Flux Variability Analysis; CMC CheckModelConsistency, FCC
FastConsistencyCheck.

Como fue discutido previamente en esta seccion, la diferencia respecto a los métodos basado en
LP se debe a que al emplear un método basado en algebra lineal se consideran las restricciones de
irreversibilidad (ver el ejemplo de la figura 3.2). Esto mismo también explica la gran diferencia en
el total de falsos positivos encontrados entre los dos conjuntos: cuanto menor sea el numero de
reacciones irreversibles en un modelo menor deberia de ser el niimero de falsos positivos, y en el
caso extremo en que todas las reacciones fuesen reversibles, el analisis del espacio deberia
identificar todas las reacciones bloqueadas sin ambigiiedad. En el caso del conjunto de datos
SEED130 los modelos tienen en promedio ~59% de reacciones reversibles mientras que para el
caso de BiGG76 el promedio de reacciones reversibles es del ~29% lo que explica la diferencia en
los falsos positivos entre los conjuntos de datos al realizar la biisqueda de reacciones bloqueadas
empleando el método basado en analisis del espacio nulo de la matriz estequiométrica. De los
resultados obtenidos en la comparacion de métodos se puede concluir que cualquiera de los
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algoritmos basados en LP identifica en forma exacta el conjunto de reacciones bloqueadas. A su
vez, de los métodos evaluados el mas eficiente, en términos del tiempo de calculo es
FastConsistencyCheck. Esto es debido a que es el algoritmo que empleada el menor nimero de
iteracion para evaluar la consistencia de cada reaccion de la red. Por otra parte, las reacciones que
se identifican como bloqueadas empleando los métodos basados en LP pero que se detectan como
consistentes al analizar el espacio nulo de la matriz (i.e. al relajar las restricciones de
irreversibilidad), puede indicar o bien que alguna de estas reacciones ha sido definida como
irreversible cuando en realidad no lo es, o que la reaccidon es irreversible pero el sentido de la
misma ha sido definido de forma incorrecta (figura 3.2).

3.3 Inconsistencias termodinamicas en redes estequiomeétricas

El FVA no solo se introdujo para detectar reacciones bloqueadas sino que fue empleando para
mostrar que el espacio de flujos puede ser no acotado (Mahadevan and Schilling, 2003; Miiller and
Bockmayr, 2013a). Esto significa que algunas reacciones pueden tomar valores de flujos
arbitrariamente grandes®. Este tipo de situaciones suelen ocurrir cuando la estructura de una red
contiene ciclos internos balanceados, que dan lugar a la presencia de modos de flujo elemental
ciclicos. Los ciclos estan formados por conjuntos de reacciones que al operar en forma conjunta no
producen ni consumen de forma neta de ninguna de las especies involucradas (Gagneur and Klamt,
2004; Schilling et al., 2000). La presencia de tales ciclos puede dar lugar a que distribuciones de
flujo 6ptimas, obtenidas con FBA, pueden contener ciclos internos con flujo neto mayor que cero.
Esto implica una violacién de la segunda ley de la termodindmica. Esto tiene como consecuencia
adicional que el espacio de soluciones Optimas sea degenerado para una cierta funcion objetivo
(Lee et al., 2000; Mahadevan and Schilling, 2003; Miiller and Bockmayr, 2013b). Este tipo de
distribuciones o modos de flujo, si bien compatibles con el estado estacionario, e incluso con las
restricciones de signo impuestas sobre las reacciones irreversibles no corresponden a situaciones
reales, ya que incurren en la violacion de la segunda ley de la termodinamica. La presencia de
modos ciclicos en el espacio de soluciones asociados a una red es una consecuencia de que en el
analisis estequiométrico no se considere el balance termodinamico sobre la red de reacciones, i.e.

no hay ninguna restriccion que excluya este tipo de situaciones.

En muchas situaciones la irreversibilidad de una reaccion es evaluada en ciertas condiciones
experimentales que pueden no ajustar a las condiciones fisioldgicas de un determinado organismo y
en tal caso esta pueda operar de forma reversible. Para los casos en que no se dispone de
informacidn experimental sobre la reversibilidad de una reaccién se han desarrollado métodos
computacionales como el método de contribucién por grupos (Jankowski et al., 2008), que
permiten estimar la reversibilidad de las. En la seccion previa se mostré como el considerar como
irreversibles ciertas reacciones puede poner de manifiesto inconsistencias en el modelo. En forma
equivalente, al considerar el balance energético que del sistema es posible identificar otro tipo de
inconsistencias. A diferencia con la restriccion de balance de masas (ecuacion A.3) o las
restricciones de irreversibilidad (ecuacion A.4), la incorporacion de restricciones sobre la
conservacion de la energia resulta problematica debido a que las ecuaciones que representan estas

6 En la practica tan grande como la cota que se imponga sobre el valor de los flujos de dichas reacciones.
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restricciones son no-lineales y/o no-convexas (Flamholz et al., 2012; Henry et al., 2007; Jankowski
et al., 2008). Desde un punto de vista practico, el problema que conlleva no considerar el balance
termodinamico es que las distribuciones de flujo que se obtengan, si bien compatibles con el
balance de masas, pueden ser no factibles de un punto de vista termodinamico. Las restricciones
termodinamicas en los flujos de las reacciones de un sistema pueden plantearse de la siguiente
manera. Dado un sistema con un conjunto I de metabolitos y J de reacciones, un modo de flujo v

es termodinamicamente factible si existen un conjunto de potenciales u; que cumplan (Beard et al.,
2004):

AMj:zAui.Nij VJEJInt (Ec. 3.2)

i€l
Ausv<0 vV v=0 VjeJ, (Ec. 3.3)

donde Jp. corresponde al conjunto de reacciones internas del sistema. La ecuacion 3.2 permite
calcular el incremento en el potencial quimico de cada reaccion a partir de los potenciales quimicos
de reactivos y productos ponderados por el coeficiente estequiométrico correspondiente’. Por su
parte, la ecuacion 3.3 introduce una restriccion que vincula el incremento de potencial con el signo
en el flujo de cada reaccion. Esta restriccion “fuerza” que el flujo debe tener el sentido inverso al
incremento de potencial, de forma que al ocurrir la reaccion haya una disminucion en el potencial,

o que el flujo neto en la reaccion sea cero®

) K

Figura 3.4. Inconsistencias termodindmicas y reacciones pseudo-bloqueadas. El diagrama en a)
representa un ciclo metabdlico cerrado, cuyo unico modo de flujo estacionario corresponde a una via
extremas de tipo Ill. En b) se representa el mismo sistema que en a) pero v; se encuentra acoplada a un
proceso externo que consume energia y en consecuencia el ciclo metabolico es termodinamicamente
factible, si el potencial entre D y E es mayor que aquel entre A y C, en cuyo caso el modo de flujo se
corresponde con la definicion bioquimica tradicional de ciclo futil.

En la figura 3.4 se representan dos casos de ciclos que pueden tener lugar en un modelo
metabolico. Si bien desde el punto de vista estequiométrico ambos ciclos son consistentes, i.e. que
para ambos existe un modo de flujo compatible con el estado estacionario, el ciclo presentado en
figura 3.4a no es factible desde el punto de vista termodinamico. Esto se debe a que la suma de
potenciales en un ciclo cerrado debe ser igual a cero, como consecuencia de la segunda ley de la
termodinamica. De acuerdo con la ecuacion 3.3, para que exista flujo en una reaccion su

7 Enrealidad, no es otra cosa que la afinidad quimica de la reacciéon cambiada de signo.
8 Dicho de otro modo, la afinidad quimica de la reacciéon debe tener el mismo signo que el del proceso que
impulsa.
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incremento de potencial debe ser diferente de cero. Esta restriccion puede interpretarse en forma
analoga a la segunda ley de Kirchoff para circuitos eléctricos (Price et al., 2002). Considerando las
reacciones del ejemplo de la figura 3.4, de acuerdo con las ecuaciones 3.2 y 3.3 para que haya flujo
que convierta A en B (v; > 0) el potencial de A debe ser mayor que el de B, i.e. u,>ug; por otra
parte, si se considera flujo de B a C (v;> 0) la relacion entre los potenciales quimicos de ambos
compuestos debe cumplir uz>wu.. Finalmente, aplicando la propiedad transitiva se obtiene la
siguiente relacion u,>u. que al considerar la ecuacion 3.3 implica vs < 0, es decir que no es
posible que exista flujo ciclico. Como consecuencia, el unico estado estacionario compatible con el
balance termodinamico es el equilibro, en el cual el flujo neto a través de cada reaccion es igual a
cero. Contrariamente, en el caso presentado en la figura 3.4b el ciclo se encuentra acoplado a una
fuente externa de energia. Si la diferencia de potencial entre D y E es mayor entre Ay C el modo de
flujo a través del ciclo serd termodinamicamente factible y podra existir un flujo mayor que cero en

todas las reacciones.

Dado que en ausencia de restricciones adicionales, las reacciones que participan en ciclos
cerrados pueden tomar valores de flujos extremos, este tipo de artefactos puede afectar la
interpretacion de las predicciones realizadas empleando un modelo metabdlico, e.g. al comparar los
valores de flujos predichos con los niveles de expresion de los genes asociados (Lewis et al., 2010).
Se han propuesto distintas aproximaciones para incorporar restricciones termodindmicas en
GEMM. Sin embargo, estas implican la resolucion de problemas computacionalmente
demandantes. Como consecuencia su aplicacion a redes reconstruidas a escala gendmica se ve
limitada. Algunos ejemplos incluyen la formulacion de un problema de optimizacion global
continua no-convexa (Beard et al., 2002; Fleming et al., 2010; Nagrath et al., 2007), la resolucion
de un problema NP-Complejo (Yang et al., 2005), asi como la resolucién de un problema de
programacion entera mixta (Schellenberger et al., 2011a). La incorporacion de tales restricciones
permite excluir los ciclos internos al computar soluciones Optimas (Beard et al., 2002; Fleming et
al., 2012). De forma adicional, se han propuesto métodos especificos para la enumeracion de ciclos
incompatibles con el balance termodinamico asi como para la eliminacion los ciclos presentes en

soluciones 6ptimas, sin afectar el valor de la funcién objetivo.

Si bien se ha prestado gran atencion a la deteccion de los ciclos, asi como al problema de
eliminar su efecto al computar distribuciones de flujo 6ptimas, se ha puesto menos atencion en el
hecho de que la mera existencia de ciclos internos puede también indicar la presencia de
inconsistencias en la formulacién del modelo. En este sentido, la atencion se ha centrando en el
problema de computar una distribucion o modo de flujo que sea consistente desde un punto de vista
termodinamico (Lewis et al., 2010; Miiller and Bockmayr, 2013a). Sin embargo, si la atencion se
centra en la consistencia de las reacciones, es posible plantear el siguiente el problema: dada una
reaccion consistente en términos estequiométricos, ¢es la reaccion termodindmicamente
consistente? O dicho de otra forma, si ademas de considerar el balance de masas se toma en cuenta
el balance energético de la red ;existe algin modo de flujo compatible con el balance energético de
la red en el que la reaccion tenga flujo distinto de cero?

En la seccién previa se introdujo una definicion de reaccion bloqueada y se describieron métodos
para su identificacion. Si bien la definicion 3.1 permite la deteccion de las reacciones inconsistentes

de forma muy eficiente, empleando métodos basados en programacion lineal, esta definiciéon no
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considera la existencia de modos de flujo ciclicos que violen la segunda ley de la termodinamica.
Esto implica que al evaluar la consistencia de una reaccidn particular solo se considera el flujo de
la reaccion y no la estructura del modo de flujo en el que se encuentra embebida. Una reaccion
puede encontrarse activa si existe al menos un modo de flujo para el cual la reaccion tiene un flujo
distinto de cero. Sin embargo, alguna reaccion solo esta activa en modos ciclicos, esto indica la
presencia de una inconsistencia en la formulaciéon del modelo. Esto se debe a que tales modos
carecen de sentido fisico

En la figura 3.5 se representa un diagrama compuesto por cuatro reacciones irreversibles y dos
metabolitos. Los posibles estados del sistema compatibles con el estado estacionario y con la
restriccion de irreversibilidad sobre las reacciones pueden descomponerse en un total de dos modos
de flujo elementales representados en las figuras 3.5bc (ver Apéndice A). El caso planteado en
figura 3.5b se corresponde con un modo de flujo que importa A lo convierte en B y lo excreta o
elimina del sistema. Por otra parte, figura 3.5¢ representa un modo de flujo ciclico en el que no hay
intercambio de materia ni energia con el exterior. En efecto, por tratarse de un ciclo la masa total de
los metabolitos involucrados se conserva, y dado que el ciclo es cerrado y no se encuentra acoplado
a ningln proceso que transfiera energia para que haya flujo, el tinico estado compatible con la

termodindmica es el equilibrio en el que todos los flujos son iguales a cero.

a) b) Vs

Vs —>@ B) —>
v, ST v
@ @ o .
K/

V3 @

Figura 3.5. Modos de flujo ciclicos y reacciones pseudo-bloqueadas. El diagrama en a) representa un
sistema metabdlico compuesto por cuatro reacciones irreversibles y dos metabolitos. En b) se
representan los modos de flujo elementales asociados al sistema presentado en a).

En el caso de la reaccion v, dado que esta estd activa en un modo compatible no solo con las
restricciones de estado estacionario e irreversibilidad, sino que ademas es compatible con las
ecuaciones de balance energético (ecuaciones 3.2 y 3.3) esta reaccion es consistente en un sentido
mas amplio que el planteado en la definicion 3.1 (figura 3.5b). Sin embargo, la reaccidon v; solo se
encuentra activa en un modo elemental ciclico que viola el balance energético. Por consiguiente la
reaccion vz no es consistente desde un punto de vista termodindmico. Ademads en este caso es muy
facil ver la incongruencia termodinamica ya que v; y v; no pueden se ambas positivas, por la
cuestion de los potenciales, luego una de ellas tiene que ser cero. No puede ser v, porque entonces
daria lugar a deadend, luego v; tiene que ser cero. De acuerdo con las consideraciones acerca de la
termodinamica, las definiciones de reaccion consistente/bloqueada pueden ser extendidas o
generalizadas de forma que consideren el balance energético que impone la segunda ley de la
termodinamica. De esta manera, aquellas reacciones que solo se encuentran activas en modos de
flujo que son termodindmicamente no factibles, i.e. que solo se encuentran activas en modos de

flujo ciclicos, estaran bloqueadas o seran inconsistentes desde un punto de vista termodinamico.
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Definicion 3.3: Una reaccion j en una red N con un conjunto de reacciones irreversibles Jy,, se
dice termodindmicamente consistente si y solo si existe al menos un modo de flujo elemental ¢ E€F

tal que e #0'y e es un modo de flujo elemental no ciclico.

De la definicidn se desprende que las reacciones termodinamicamente no consistentes, que para
simplificar seran referidas como t-bloqueadas, seran aquellas reacciones que solo se encuentran
activas en modos de flujo ciclicos. Luego el conjunto de reacciones candidatas a encontrarse 7-
bloqueadas se reduce al conjunto de reacciones que pueden encontrarse activas en al menos un
ciclo interno. Este conjunto de reacciones que denotaremos como Jj,,, puede identificarse de forma
sencilla, mediante la deteccion de reacciones bloqueadas en el sistema cerrado, i.e. forzando a cero
el valor de todos los flujos de intercambio (Wright and Wagner, 2008). Aquellas reacciones que se
encuentren activas en el sistema cerrado son capaces de formar ciclos internos. Es importante
destacar que si bien las reacciones t-bloqueadas (de haberlas) deberan estar contenidas en Ji,,p, la
afirmacion contraria puede no ser valida, es decir que una reaccion que pueda formar ciclos
internos no necesariamente se encuentra t-bloqueada (ver el caso de v; en la figura 3.5). Una forma
directa para detectar reacciones t-bloqueadas puede realizarse empleando el analisis de modos de
flujo elementales:

1) Se obtiene la matriz de modos de flujo elementales E

2) Se inspeccionan las filas y se eliminan aquellas cuyas entradas sean todas cero ya que se

corresponden con reacciones estequiométricamente bloqueadas.

3) Se identifican los modos elementales que forman ciclos internos, i.e. los modos que no

tengan activo ningun flujo de intercambio, y se eliminan dichas columnas.

4) Se inspeccionan las filas de la matriz obtenidas en 3). Aquellas filas cuyas entradas sean
todas cero se corresponden a reacciones que solo participan en ciclos internos.

De acuerdo con la definicion 3.3 el conjunto de reacciones obtenido en 4) son las reacciones #-
bloqueadas. El problema con esta aproximacion es que el nimero de modos de flujo elemental
crece de forma exponencial con el tamafio de la red y por lo tanto el calculo de modos elementales
es computacionalmente intratable. Esta aproximacion, en principio, simple y directa, no es
aplicable a la mayoria de los GEMM debido a la explosiéon combinatoria asociada al céalculo de
modos elementales. Como se ha mencionado previamente en esta seccion, distintos autores han
propuesto diversas formulaciones que permiten introducir las restricciones termodinamicas
impuestas por la ecuacion 3.3. En particular, Schellemberg y colaboradores han introducido una
forma de formular las restricciones termodindmicas planteadas en las ecuaciones 3.2 y 3.3 en
términos de programacion entera mixta (Schellenberger et al., 2011a). Dichas restricciones se
aplican unicamente sobre aquellas reacciones Jioop.

-Ca+(1—a,) < g, < —a+C(1—a)

—C(l—-ag,)<v,<Caq

K, §=0 (Ec. 3.4)
a, €01} VieJ
g€R VieJ

Loop

Loop
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Donde K;. se corresponde con la base del espacio nulo del sistema cerrado, es decir una base
generadora del espacio de ciclos internos. En conjunto, estas restricciones impiden que las
soluciones contengan ciclos internos. La mayor desventaja de esta formulacién es que las
restricciones implican la necesidad de introducir variables binarias (enteras) por lo que el problema
pasa de ser puramente lineal a ser entero-mixto, y la resolucion de problemas de este tipo es
computacionalmente costosa. Sin embargo, si el nimero de variables enteras no es muy grande la
resolucion de problemas de optimizacion que incluyan estas restricciones es abordable y los
tiempos de célculo no son excesivamente grandes. La principal ventaja de la aproximacion es que
permiten aplicar distintas estrategias de optimizacion, e.g. FBA (Varma and Palsson, 1994),
MOMA (Segré et al., 2002), ROOM (Shlomi et al., 2005), etc, mientras que garantizan la
consistencia termodinamica de la solucion calculada (ver apartados A.2.1 y A.2.5 del apéndice A).
En particular, estas restricciones pueden combinarse con cualquiera de los métodos de deteccion de
reacciones bloqueadas basados en LP. A partir de esta combinacion es posible plantear el siguiente
procedimiento para identificar reacciones t-blogueadas:

1) Se identifica el conjunto de reacciones estequiométricamente bloqueadas empleando
alguno de los algoritmos basados en LP (e.g. FastConsistencyCheck).

2) Se elimina las reacciones bloqueadas del modelo.

3) Se realiza la deteccion de las reacciones que formen ciclos Ji,,, Empleando FVA.
4) Se incorporan la restricciones representada por la ecuacion 3.4.

5) Se evalua las consistencia de las reacciones del subconjunto de reacciones Jip.

Aquellas reacciones que sean identificadas como bloqueadas, lo estan como consecuencia de las
restricciones que supone la ecuacion 3.4 y de acuerdo con la definicion 3.3 son reacciones

termodindmicamente inconsistentes, ya que solo se encuentran activas en ciclos internos.

Con el objetivo de evaluar el procedimiento propuesto éste fue implementado y aplicado sobre
tres versiones del modelo metabolico de E. coli K12 MG1655: iJR904 (Reed et al., 2003), iAF1260
(Feist et al., 2007a) e i{JO1366 (Orth et al., 2011). Las tres versiones del GEMM de E. coli
contienen reacciones t-bloqueadas siendo la versidn mas reciente la que contiene el mayor niimero
con un total de cinco. En la figura 3.6 se presentan los tres ciclos internos en los que participan las
cinco reacciones t-bloqueadas que fueron detectadas en iJO1366. La validez de los resultados fue
evaluada corroborando que la tnica distribucion en la que las cinco reacciones #-bloqueadas estan
activas se corresponden unicamente con uno de los tres ciclos internos presentados en la figura 3.6.
De acuerdo a la base de datos EcoCyc (Karp et al., 2007) las reacciones t-bloqueadas EC 2.3.1.222
y EC 2.7.2.15 del caso presentado en figura 3.6a, son los pasos finales de la via de degradacion de
la L-treonina I (ver figura suplementaria S.3.1). Esta permite la degradacion de la L-treonina en
propanoato, generando ATP (mediante fosforilacion a nivel de sustrato) y permitiendo el
crecimiento de la bacteria empleando L-treonina como Unica fuente de carbono (Luginbuhl et al.,
1974). Por su parte la reaccion EC 6.2.1.17 que completa el ciclo de la figura 3.6a es el primer paso
del ciclo I del dcido 2-metilcitrato (ver figura suplementaria S.3.1b en el Apéndice B). Esta ruta
permite a E. coli emplear el propanoato como fuente tnica de carbono y energia (Brock et al.,
2002; Textor et al., 1997). La inconsistencia surge en que el propanoil-CoA es un intermediario en
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la via de degradacion de la L-treonina I y también lo es del ciclo I del acido 2-metilcitrato. Dado
que en el iJO1366 el propanoato solo puede ser consumido por EC 6.2.1.17, esto implica que si EC
2.3.1.222 y EC 2.7.2.15 estan activas, EC 6.2.1.17 también debe estarlo o en caso contrario el
propanoato se acumularia con efectos negativos ya que es un compuesto toxico para la célula
(Horswill et al., 2001).

a) b) bglycogen c) h
glycogen
ppcoa

Figura 3.6. Modos de flujo ciclicos y reacciones t-bloqueadas en iJO1366. En la figura se representan
los tres modos ciclicos que incluyen las cinco reacciones t-bloqueadas detectadas en iJO1366. Los
rectangulos color anaranjado denotan las reacciones t-bloqueadas mientras que las blancas son
reacciones consistentes que ademds de formar parte en ciclos pueden encontrarse activas en modos
elementales no ciclicos. Las reacciones t-bloqueadas presentes en a) fueron detectadas en las tres
versiones del GEMM de E. coli. Las reacciones t-bloqueadas presentes en b) fueron detectadas como
tal en iAF1260 y en iJO1366. Las reacciones t-bloqueadas presentes en c) solo se detectaron en
iJO1366. Las abreviaciones de los metabolitos son las siguientes: fosfato (pi), propanoato (ppa),
propanoil-fosfato (ppap), propanoil-CoC (ppcoa), glucogeno ramificado (bglycogen), glucogeno
(glycogen), H" (h) N°-formil-tetrahidrofolato ciclo-ligasa (5fthf), 5,10-meteniltetrahidrofolato (methf).

Pero si debido a que forman un ciclo cerrado las presencia de las tres reacciones activas en
simultaneo no es termodindmicamente factible, el papel de las enzimas EC 2.3.1.222 y EC 2.7.2.15
quedaria incierto ya que tal como se encuentra formulada esta via, tanto en el iJJO1366 como en el
EcoCyc la enzimas EC 2.3.1.222 y EC 2.7.2.15 no podrian funcionar. Una posibilidad seria que el
propanoato pudiese ser excretado por la célula lo que permitiria el funcionamiento de la
degradacion de la L-treonina a propanoato y este ultimo, generado por EC 2.7.2.15, podria ser
luego eliminado de la célula. En efecto, si se realiza dicha modificacion en iJO1366, las reacciones
EC 2.3.1.222 y EC 2.7.2.15 dejan de ser inconsistentes desde un punto de vista termodinamico y
pasan a desempenar una funcioén plausible, de acuerdo con el modelo. En cualquier caso, para
comprender el rol fisiologico de dichas actividades se requeriria realizar experimentos combinando
condiciones de crecimiento con knockouts especificos. Cabe destacar que la deteccion de
inconsistencia de este ejemplo ha permitido generar una posible hipdtesis sobre la funcion de dos

actividades enzimadticas que indican una inconsistencia.

Los casos presentados en la figuras 3.6b-c se corresponden con artefactos. En concreto, las
reacciones presentadas en figura 3.6b realizan la interconversion de glucogeno ramificado en
glucogeno y viceversa. Los metabolitos como el glucogeno no pueden ser tratados en forma
adecuada en el analisis estequiométrico ya que para modelar un polimero se deberia incluir en el
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modelo un metabolito para cada posible grado de polimerizacion, lo cual no es abordable. En
general, la inclusion de reacciones iterativas involucradas en la produccion y degradacion de
polimeros puede ser problematica y conducir a artefactos. Como consecuencia, los modelos
estequiométricos en general no suelen incluir reacciones iterativas excepto para el caso de la
sintesis de componentes de la membrana, e.g. lipopolisacéaridos, peptidoglicano (para una ejemplo
concreto ver la apartado 4.3.1). El caso de la figura 3.6¢c estd compuesto por dos reacciones con
identificadores THFAT y FOMETRI, las cuales no tienen un nimero EC asociado en el modelo
iJOR1366. El ciclo interno se forma debido a que ambas son la misma reaccion pero definidas en
sentidos opuesto; ademas el N°-formil-tetrahidrofolato solo participa en estas dos reacciones.
Claramente, esta situacion representa un artefacto. De acuerdo con la tabla de asociaciones GPR
del modelo i{JOR1366, la reaccion THFAT tiene asociado el gen b2551, que codifica la serina
hidroximetiltransferasa. La definicion de la reaccion en el modelo coincide con la de EcoCyc,
donde ademas se indica que la reaccion no se encuentra asociada a ninguna via metabolica descrita
en la literatura. Por su parte, FOMETRI se encuentra codificada por b2912 y cataliza la reaccion
inversa. Sin embargo al consultar EcoCyc, el producto de b2912, la N°-formil-tetrahidrofolato
ciclo-ligasa cataliza la reacciéon EC 6.3.3.2 que participa en la via de sintesis del N'°-formil-
tetrahidrofolate:

ATP + N’-formiltetrahidrofolato <=> ADP + fosfato + 5,10-metenyltetrahidrofolato

A diferencia con FOMETRI, la definicién de EC 6.3.3.2 implica consumo de ATP. Luego si se
corrige la formulacion de FOMETRI y se afiade el ATP como un sustrato, el ciclo presentado en la
figura 3.6¢ dejaria de ser un ciclo interno, termodinamicamente no factible, para convertirse en un
ciclo futil que disipa energia, lo que posiblemente también represente un artefacto en la
formulacion del modelo. Las reacciones t-bloqueadas de la figura 3.6a se encuentran presentes en
las tres GEMMs; las reacciones t-bloqueadas de la figura 3.6b se detectaron en iAF1260 y en
iJO1366 y finalmente las presentes en la figura 3.6¢ se identificaron inicamente en 1JO1366. Dado
que los tres modelos han sido publicados como actualizaciones de una reconstruccion inicial
(Edwards and Palsson, 2000), este resultado muestra que las inconsistencias termodinamicas
presentes en las versiones mas antiguas persisten en la versiones mas recientes. Si bien cinco
reacciones t-blogueadas en un modelo como iJO1366 que contiene ~2000 reacciones es un niimero
muy bajo, es importante notar que dicho modelo se corresponde a la tltima version del GEMM del
organismo modelo posiblemente més estudiado. Por tanto, es esperable que la presencia de
reacciones t-bloqueadas en GEMM de organismos menos estudiados sea mayor.

Después de validar el método para detectar reacciones t-bloqueadas, este fue aplicado para
detectar este tipo de inconsistencias en distintos GEMMSs, empleando los conjuntos de datos
SEED130 y BiGG76, antes descritos. Los resultados del analisis, resumidos en la tabla 3.1, indican
que en ambos conjuntos de datos existen diversos modelos que contienen reacciones f-bloqueadas.
En particular, en ambos conjuntos de datos practicamente todos los modelos contienen al menos
una reaccion t-bloqueada. Ademas, al analizar los modelos de BiGG76 se identificadas 55
reacciones que se encuentran bloqueadas en el 100% de los modelos en que se encuentran
presentes. Esto podria sugerir que estas inconsistencias se encuentran presentes en la propia base de
datos metabolica empleada para la reconstruccion de los modelos. Lo resultados del analisis

indican que practicamente la mayoria de los modelos contiene reacciones t-bloqueadas (~97% en
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ambos casos). Sin embargo, los modelos del BiGG76 contienen muchas menos reacciones -
blogqueadas que las que se encuentran en los modelos del SEED130. En efecto, al comparar los
modelos con el mayor nimero de reacciones t-bloqueadas en cada conjunto de datos, se ve que el
modelo del SEED130 correspondiente a B. xenovorans LB400 (Seed36873.1) contiene 562
reacciones t-bloqueadas de un total de 1425 (~40%) mientras que el el modelo RECONI solo
exhibe 26 de un total de 3275 (~0.8%). Ademas, el nimero total de reacciones que son detectadas
como ft-bloqueadas en al menos un modelo del SEED130 es considerablemente mayor que las que

se encuentran en los modelos del BiGG76.

Tabla 3.1. Resultados del deteccion de reacciones t-bloqueadas en BiGG76 y SEEDI30. La
primera fila indica el numero total de reacciones que fueron detectadas como t-bloqueadas en al
menos un GEMM; la segunda fila refiere al numero de reacciones que se encuentran t-bloqueadas
en todos los casos en que estan presentes, la tercera fila indica el maximo numero de modelos en
que una reaccion fue detectada como t-bloqueadas; la cuarta fila denota el total de modelos que
contienen al menos una reaccion t-bloqueada: y la quinta fila indica el GEMM con mayor numero
de reacciones t-bloqueadas. Las dos ultimas columnas corresponden a los resultados obtenidos
con cada conjunto de datos.

Descripcion BiGG76 SEED130
N° total de #-bloqueadas 100 648
N° siempre t-bloqueadas 55 0
N° maximo de GEMMs que ocurre una misma #-bloqueada 58 95
N° de GEMM con reacciones t-bloqueadas 74 126
Mediana en el total de reacciones t-bloquedas por GEMM 5 7
N° maximo de t-bloqueadas en un tinico GEMM 26 * 562 **
* Homo sapies RECON 1

** Burkholderia xenovorans LB400 (ID: Seed36873.1)

Si bien los modelos en ambos conjuntos de datos presentan inconsistencias termodinamicas, es
claro que las mismas se reducen en gran medida en los modelos reconstruidos y revisados en forma
manual, mientras que la presencia de estas inconsistencias es mucho mayor en los modelos
reconstruidos en forma automatica. En el caso de los modelos reconstruidos en forma automatica es
posible que los algoritmos de gap-filling basados en optimizacién y empleados sin supervision
resuelvan las inconsistencias estequiométricas, i.e. reacciones bloqueadas como consecuencia de la
presencia de metabolitos deadends, cerrando ciclos, ya que tales soluciones solo implican
incorporar un numero reducido de reacciones. En el caso de los modelos reconstruidos
manualmente, el problema de las reacciones t-bloqueadas es considerablemente menor aunque,
como se ha visto, un analisis detallado puede conducir a revisar el papel fisiologico de algunas
enzimas. En cualquier caso, la definicion de reaccion #-bloqueada extiende el concepto de reaccion
bloqueada mas cominmente empleado y el procedimiento propuesto a partir de dicha definicion

permite su deteccion.
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3.4 Definicion y deteccion de metabolitos gap

Si bien el balance termodinamico de la red puede causar el bloqueo de reacciones, la causa mas
comun son las inconsistencias estequiométricas. En efecto, una reaccion bloqueada suele ser la
consecuencia de que algin metabolito de la red se encuentra inicamente producido o consumido.
En tales casos, la restriccion de balance de masas forzard a cero el flujo de todas reacciones
involucradas. Por tal motivo, dichos metabolitos suelen ser referidos como deadends ya que, tal
como se comentd en la seccion 3.1, representan un “callejon sin salida” para el flujo de las
reacciones que lo producen/consumen. La presencia de metabolitos deadend y de reacciones
bloqueadas puede indicar la ausencia de una o mas actividades enzimaticas (o transportes) que
deberian estd presente en la red, o la presencia de una o més reacciones afiadidas al modelo por
error. Desde un punto de vista topologico, los metabolitos deadend se pueden agrupar en dos
clases: 1) los metabolitos que solo son consumidos por reacciones (transportes) de la red
(metabolito A en el ejemplo de la figura 3.7a) y se denominan metabolito terminal no producido
(RNP, Root-Non-Produced); y los metabolitos que solo son producidos por reacciones del sistema
(ver metabolito H del ejemplo en la figura 3.7b) y que por tanto se denominan metabolito terminal
no consumido (RNC, Root-Non-Consumed).

a) Via de produccién
Vy
RNP DNP DNP
> —
b) UNC UNC RNC
Ve Ve . Vo Vie .
—> @ .................. > F .................. > G .................. » H ................ )

Via de consumo

Figura 3.7. Descripcion de las clases de metabolito gap. Representacion de las cuatro clases de
metabolitos gap en modelos metabdlicos. Las cruces rojas indican reacciones ausentes en el modelo.
Las flechas punteadas y continuas representan reacciones bloqueadas y no-bloqueadas,
respectivamente. Los circulos amarillos y verdes corresponden a metabolitos gaps y no-gaps,
respectivamente. Los gap estan etiquetados con su clase correspondiente. En a) la ausencia de una o
mas causa que el metabolito A sea un metabolito RNP y que esta inconsistencia se propague hacia
abajo generando nuevos metabolitos gap de tipo DNP y nuevas reacciones bloqueadas. En b) se
muestra el caso simétrico en el cual la presencia de un metabolito RNC se propaga corriente arriba.

La deteccion de RNP y RNC puede realizarse mediante la inspeccion de las filas de la matriz
estequiométrica (Kumar et al., 2007). En el caso en que todas las reacciones estén definidas como
irreversibles, aquellas filas cuyos coeficientes distintos de cero sean todos del mismo signo
corresponden a metabolitos deadend. Es decir que las filas con todos sus coeficientes no nulos del
mismo signo (i.e. todos negativos o todos positivos), se corresponden con metabolitos RNC y RNP
respectivamente, siempre y cuando las reacciones en las que participa sean irreversibles. En el caso

de que el sistema incluya reacciones reversibles, debe tenerse en cuenta que la reaccion puede tanto
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consumir como producir el metabolito y en tal caso el signo del coeficiente no es informativo ya
que no permite la deteccion de deadends (excepto en los casos de que el metabolito participe en
una unica reaccion). De acuerdo con lo anterior, la presencia de metabolitos deadend producird que
determinadas reacciones se encuentren bloqueadas. En el caso mas simple, cualquier reaccion
conectada a un metabolito deadend se encontrard bloqueada. Dado que el flujo de las reacciones
bloqueadas se encuentra restringido a cero en el estado estacionario, estas no contribuyen al
balance de ninglin metabolito y por tanto las reacciones pueden se tratadas como si no estuvieran
presentes en el sistema. Luego, si se omiten las reacciones bloqueadas, quitando las respectivas
columnas de la matriz estequiométrica y se vuelven a inspeccionar las filas de la matriz
estequiométrica, es posible que nuevos metabolitos sean detectados como deadends. La deteccion
de nuevos deadend traera a su vez la identificacion de nuevas reacciones bloqueadas. Este proceso
iterativo permite ver como las inconsistencias en forma de metabolitos deadend se pueden propagar
a través del modelo.

De la misma forma en que se identifican dos clases de metabolitos deadend, i.e. RNP y RNC, las
inconsistencias causadas por estos se pueden propagar corriente abajo o corriente arriba,
respectivamente (Kumar et al., 2007). En el caso de la figura 3.7a, el metabolito A es un deadend
de tipo RNP debido a la ausencia de reacciones que puedan producirlo. Como consecuencia, este
efecto se propaga corriente abajo: i) la reaccion v; se bloquea debido a que A es un RNP; ii) al
considerar el bloqueo de v; el metabolito B es detectado como un nuevo deadend; y iii) si B causa
el bloqueo de nuevas reacciones se repite el procedimiento. Asi, los metabolitos que se detectan
como deadends como consecuencia de que una inconsistencia se propague corriente abajo se
denominan DNP (Downstream-Non-Produced, figura 3.7a). En forma simétrica, en el caso de un
metabolito RNC la inconsistencia se propagara corriente arriba causando nuevos deadends
denominados UNC (Upstream-Non-Consumed, figura 3.7b). En términos generales los metabolitos
gap pueden definirse como aquellos nodos de la red los cuales no pueden ser atravesados por un
flujo estacionario. Mientras que la identificacion de metabolitos RNP y RNC puede realizarse de
forma directa examinando las filas de la matriz estequiométrica, este procedimiento no puede
aplicarse para la deteccion de los metabolitos UNC y DNP. Esto se debe a que la presencia de
reacciones reversibles puede dificultar decidir si un metabolitos es deadend terminal. Si bien
quitando las reacciones que se detectan bloqueadas en forma iterativa es posible identificar nuevos
metabolitos gap, existe un forma mas directa para detectar el conjunto completo de metabolitos
gap en un GEMM. Empleando la definicion de reaccién bloqueada previamente introducida
(definicion 3.2) o su extension (definicion 3.3) es posible dar una definicion de metabolito gap que
ademas permite su deteccion en forma directa (Ponce-de-Leon et al., 2013).

Definicion 3.4: dada una red metabolica con una matriz estequiométrica N, un metabolito i € |
es un gap si y solo si, todas las reacciones en las que participa (ya sea como reactivo o como

producto) se encuentran bloqueadas.

La definicién 3.4 implica que si un metabolito es gap, ninglin modo de flujo pasara a través de él.
Por otra parte, si definimos el conjunto de reacciones en las que participa un metabolito i de la
siguiente manera:

o(i)={jeJ:N,#0}VeI (Ec. 3.5)
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Entonces, un metabolito gap queda definido mediante la siguiente expresion:
Icap:{iEI:O(i)QJBzocked} (EC. 3.6)

Entonces, dado el conjunto de reacciones bloqueadas Jgwwes la deteccion de metabolitos gap se
puede realizar en forma directa aplicando las ecuaciones 3.5 y 3.6 sobre cada metabolito. Ademas,
el conjunto de reacciones bloqueadas puede incluir a las reacciones detectadas como
termodinamicamente bloqueadas lo que a su vez puede permitir la identificacion de metabolitos
gap adicionales.

La definicion de metabolito gap propuesta no hace distincion entre las diferentes clases de gap
previamente definidas (i.e. RNP, RNC, UNP, DNC). Si bien no hay un procedimiento general que
permita clasificar los metabolitos gap de acuerdo a las cuatro clases, en algunos casos es posible
identificar casos que se correspondan a RNP y RNC. Como se menciona al inicio de la seccion, los
metabolitos gap RNP y RNC pueden detectarse mediante la inspeccion de las filas de la matriz
estequiométrica y teniendo en cuenta la reversibilidad de las reacciones. Por ejemplo, si para el
caso de un metabolito gap, en todas las reacciones en que participa lo hace como sustrato y todas
estas reacciones son irreversibles el metabolito serda RNP. Un razonamiento similar puede aplicarse
de forma simétrica para la clasificacion de metabolitos RNC que se corresponden a metabolitos que
solo son producidos por las reacciones de la red. De esta forma una vez identificados todos los
metabolitos gap, es posible hacer una clasificacion de los mismo en base a su participacion en
reacciones, como reactivo y/o producto.

3.5 Pools conservados y el problema de los metabolitos pseudo-gap

Como se ha comentado, los metabolitos gap pueden ser definidos considerando la relacion entre
el conjunto de reacciones en las que cada metabolito participa y el conjunto reacciones bloqueadas
Jrwckea presentes en la red. Si un metabolito participa tnicamente en reacciones bloqueadas es un
gap. Sin embargo, dentro de la red pueden existir ciertos metabolitos que si bien participan en
reacciones consistentes (i.e. no bloqueadas) y de acuerdo a la definicion 3.4 no son gaps, estos
pueden causar el bloqueo de algunas reacciones de la red. Como consecuencia, la deteccion de tales
metabolitos es clave para poder resolver determinadas inconsistencias. En el ejemplo ilustrado en la
figura 3.8, el par de metabolitos D y D* representan una coenzima y su forma activada o
conjugada, respectivamente. En las situaciones en las que siempre que el metabolito D es
producido por una reaccion D* es también consumido y reciprocamente, el par de metabolitos
definen un pool conservado. Como consecuencia ninguno de los dos metabolitos puede ser
producido o consumido netamente por el sistema y esto implicara que la reaccion v, se encuentre
bloqueada. Al igual que con los deadend, la inconsistencia puede propagarse corriente arriba/abajo
bloqueando otras reacciones (e.g. v; — v;3). Aquellos metabolitos que como D y D* participen en
reacciones consistentes pero que por formar parte de un pool conservado son la causa del bloqueo
de una o mas reacciones han sido denominados metabolitos pseudo-gap (Ponce-de-Leon et al.,
2013). La idea de pseudo-gap esta directamente relacionada con las denominadas relaciones de
conservacion de un sistema; estas son subconjuntos o pools de metabolitos conectados a través de
reacciones de forma tal que la masa total de las especies involucradas en el pool se conserva dentro

del sistema (Heinrich and Schuster, 1996; Sauro and Ingalls, 2004). Por ejemplo, si el efecto de las
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reacciones (lentas) de sintesis y degradacion de la coenzima menaquinona son despreciadas, la
forma oxidada y reducida de la vitamina cumplen la siguiente relacion:

MQ + MQH2 = Cte

Es decir que la masa total de ambas formas de la coenzima no varia con el tiempo. Los pools
conservados suelen por lo general corresponder a las distintas formas o estado de una coenzima o
cofactor (e.g. NAD'/NADH o ATP/ADP/AMP) que son empleados por la célula para transferir
distintas propiedades quimicas (e.g. electrones, grupos quimicos) dentro de la red. Como
consecuencia, en general siempre que se consume una de las formas de la coenzima su conjugada
es producida (excepto en los casos en que se considere su sintesis y/o degradacion) y por lo tanto la
masa total de ambas formas se mantiene constante en forma independiente a las tasa a la que son
intercambiados.

V; Vs

>® ¥s
N

©

e e\ e

Vs Vs Vie

Figura 3.8. Metabolitos pseudo-gaps. En el sistema, la presencia de una relacion de conservacion
entre los metabolitos D y D* tiene como consecuencia el bloqueo de cuatro reacciones (v - v4). Dado
que D participa en dos reacciones activas (vsy vs) este no es clasificado como gap. Sin embargo, por
ser la causa directa del bloqueo de v es denominado un pseudo-gap. Las flechas punteadas y continuas
representan reacciones bloqueadas y no-bloqueadas, respectivamente mientras que circulos amarillos y
verdes corresponden a metabolitos gaps y no-gaps, respectivamente.

Si bien cuando se modela una seccidn concreta del metabolismo (e.g. la glicolisis) las coenzimas
y cofactores, asi como otros metabolitos ubicuos (e.g. H,O, CO,) suelen considerarse externos al
sistema (Schuster et al., 2000), los modelos reconstruidos a escala gendmica suelen incluir las vias
de sintesis de cofactores y coenzimas que se encuentren codificadas en el genoma del organismo, y
por tanto se considera el balance de masas de estos metabolitos. De esta manera, cuando el modelo
incluye la ruta de sintesis de un determinado cofactor o coenzima se debe también incluir flujo de
degradacion o drenado de dicho metabolito. En caso contrario, la coenzima se convertira en un
pseudo-gap y causaré el bloqueo de las reacciones involucradas en su ruta de sintesis, debido a la
restriccion que surge de la relacion de conservacion entre la coenzima y su forma conjugada. En el
diagrama de la figura 3.8 la reacciones (v; — v,) representan la ruta de sintesis de la coenzima D,
mientras que las reacciones vs y vs representan procesos de consumo y regeneracion de D,
respectivamente. Desde un punto de vista algebraico, las relaciones de conservacion se
corresponden a subconjuntos de filas de la matriz estequiométricas que son linealmente
dependientes (Heinrich and Schuster, 1996; Palsson, 2006). Las relaciones de conservacion pueden
identificarse computando una base del espacio nulo izquierdo de N, i.e. el espacio nulo de la
transpuesta de N’. Sin embargo, la eleccion de una base del espacio nulo es arbitraria y en muchas

9 También denominado espacio de filas en contraposicion al espacio nulo derecho de la matriz que esta
definido sobre las columnas.
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situaciones, la interpretacion de pools conservados en términos de vectores generadores puede no
ser intuitiva (Heinrich and Schuster, 1998, 1996).

Las relaciones de conservacion pueden enumerarse de forma exhaustiva calculando la base
convexa el espacio nulo izquierdo N (Famili and Palsson, 2003; Nikolaev et al., 2005). Las
distintas relaciones de conservacion representadas en los elementos de la base, pueden ser
clasificadas en tres clases, en forma analoga a la clasificacion propuesta para los modos
elementales y vias extremas (Schilling et al., 2000). Dicha clasificacion estd basada en un
agrupamiento de metabolitos como primarios o secundarios: los primarios corresponden a los
metabolitos cuya estructura sufre cambios a lo largo de las transformaciones en el esqueleto de
carbono (e.g. la glucosa a lo largo de la glicdlisis); los metabolitos secundarios se corresponden a
las coenzimas o cofactores (e.g. ATP, NAD, etc). En base a esta agrupacion de metabolitos, los
tipos de pools corresponden a: Tipo A son los pools de compuestos unicamente por metabolitos
primarios; Tipo B son aquellos pools que contienen tanto metabolitos primarios como secundarios;
y Tipo C son los pools compuestos tnicamente por metabolitos secundarios (Famili and Palsson,
2003). De acuerdo con esta clasificacion, en las situaciones en que un modelo contenga pseudo-
gaps, estos deberian formar parte de pools conservados de tipo C. Sin embargo, es posible que
otros metabolitos que no sean pseudo-gaps también se encuentren presentes en relaciones de
conservacion de tipo C.

La deteccion de metabolitos pseudo-gap no puede realizarse empleando las ecuaciones 3.5y 3.6,
debido a que estos participan en reacciones activas. No obstante, una posible aproximacion para
realizar la deteccion de pseudo-gap es la identificacion de pools conservados que surgen del
analisis de las relaciones de conservacion presentes en el sistema (Ponce-de-Leon et al., 2013). Sin
embargo, es posible identificar los metabolitos pseudo-gap de una forma mas directa mediante el
uso de variables auxiliares y programacion lineal. El procedimiento propuesto consiste en clasificar
cada metabolito i de acuerdo a si el sistema es capaz de producir y/o consumir el metabolito en
forma neta en los siguiente cuatro tipos: 1) consumir el metabolito i pero no producirlo; 2) producir
el metabolito i pero no consumirlo; 3) consumir y producir el metabolito i; 4) el sistema no puede
producir ni consumir el metabolito i. La clasificacion se realiza iterando sobre cada metabolito
interno que no haya sido clasificado como gap. En cada iteracion se selecciona un metabolito 7 al
cual se le afiade un flujo auxiliar b; que permita el libre consumo del metabolito. El flujo auxiliar b;
se maximiza y si el valor 6ptimo es mayor que cero, el metabolito es producido por el sistema. En
forma simétrica b; es definido de forma tal que produzca el metabolito i y nuevamente se maximiza
el valor a través de b; si el valor 6ptimo es mayor a cero el sistema puede consumir al metabolito i.
De esta forma, aquellos metabolitos que no puedan ser ni consumidos ni producidos por el sistema
seran, o bien metabolitos que incluyen algin motivo conservado (ver el ejemplo del ACP en la
apartado 4.3.1) o pseudo-gaps. En base a la definicion de metabolito gap (definicion 3.4) y al

procedimiento planteado se plantea la siguiente definicion:

Definicion 3.5: dada una red metabolica con una matriz estequiométrica N, un metabolito i € 1
es un pseudo-gap si y solo si, i no es un gap de acuerdo con la definicion 3.4 y el sistema no es

capaz de producir ni consumir en forma neta al metabolito i.

Una forma de resolver esta clase de inconsistencias en modelos a escala genomica, consiste en

incluir alguna de las formas del cofactor en la ecuacion de biomasa o incluir un flujo de
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intercambio que pueda drenar el metabolito fuera del sistema. Desde un punto de vista biologico
esto se justifica en el hecho que: 1) los cofactores o coenzimas, por estables que sean quimicamente,
tenderan a degradarse; y ii) cuando un organismo se encuentra en fase de crecimiento las
concentraciones de los metabolitos comenzaran a diluirse como consecuencia del aumento en el
volumen celular. En ambas situaciones, la regeneracion del cofactor implicara: o bien sintesis de-
novo, o que sea importado del ambiente. Dado que las formas alternativas del cofactor o coenzima
conforman un pool, el flujo de consumo o degradacion puede afiadirse a cualquiera de las formas.
Al igual que con las inconsistencias termodindmicas, la idea de pseudo-gap extiende el concepto de
metabolito gap previamente definido. Como se vera en la proxima seccidon el considerar los
pseudo-gaps puede facilitar en buena medida la identificaciéon de la causa ultima de muchas
inconsistencias que pueden presentar los modelos metabolicos.

3.6 El grafo de inconsistencias y los modulos inconexos

Al analizar los conjuntos de reacciones bloqueadas y metabolitos gap detectados en un modelo
metabdlico, es claro de que ambos conjuntos se encuentran estrechamente relacionados, e.g.
algunas reacciones bloqueadas pueden encontrarse directamente conectadas a un metabolito
deadend RNP/RNC. Sin embargo, pueden existir reacciones bloqueadas que no estén directamente
conectadas a un metabolito de tipo RNP/RNC. Esto se debe a que las reacciones bloqueadas
pueden encontrarse conectadas entre si a través de metabolitos gap de tipo DNP/UNC, como es el
caso de la reacciones v, que si bien no estd directamente conectada con al metabolito A, que es un
deadend de tipo RNP, se encuentra indirectamente conectada a través de un metabolito B de tipo
DNC y la reaccion también bloqueada v, (ver figura 3.9a). Algo similar ocurre cuando la causa de
la inconsistencia es producida por un metabolito RNC (e.g. el caso de la reaccion vs en el ejemplo
de la figura 3.9b).

Via de produccion

Vs Vs
.................. » —_—
b) UNC UNC RNC
Vﬁ V8 e Vg ...... V1 0o
— 3 (E)| e > F .................. ) S o) ST » i H: |- >

wl

Via de consumo

Figura 3.9. Representacion de metabolitos gap y reacciones bloqueadas agrupadas en modulos
inconexos. El esquema metabolico es el mismo que se presenta en la figura 3.7, pero en este caso las
reacciones bloqueadas y metabolitos gap han sido agrupados en modulos inconexos.
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Dado que es posible identificar en forma sistematica la relacion entre reacciones bloqueadas y
metabolitos gap se podrian detectar aquellas subredes o mddulos del metabolismo que han sido
reconstruidos en forma inconsistente. Una aproximacion para buscar las relaciones entre reacciones
bloqueadas y metabolitos gap seria detectar clusters o agrupamientos de reacciones bloqueadas y
metabolitos gap, en la estructura de la red, ya sea en forma manual o empleando algiin algoritmo de
agrupamiento. Para esto, primero es necesario proyectar la estructura de la red metabolica en el
grafo bipartito correspondiente, G=(V , E) donde el conjunto de vértices ¥ es la union del conjunto
de reacciones y el conjunto de metabolitos, i.e. V=IUJ, y donde las aristas entre pares reaccion-
metabolito se establecen siempre que un cierto metabolito participe en una reaccion, i.e.
E:[(i,j)ViEI,jEJ:Ni,.¢0}. Por ejemplo, en la figura 3.10 se representa el grafo bipartito
correspondiente al modelo metabdlico iCG238 de la bacteria Blattabacterium Bge, endosimbionte
de la cucaracha Blattela germanica (Gonzalez-Domenech et al., 2012). En el esquema las 69
reacciones identificadas como bloqueadas y los 58 metabolitos detectados como gaps estan
coloreados de rojo y amarillo, respectivamente.
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Figura 3.10. Grafo metabdlico del modelo Blattabacterium Bge iCG238. Representacion del GEMM
de Blattabacterium Bge iCG238 mediante un grafo bipartito. Los nodos en forma de diamantes rojos y
blancos representan a las reacciones bloqueadas y no bloqueadas respectivamente. Los nodos en forma
de circulos representan metabolitos (verdes) y metabolitos gap (amarillos). Para facilitar la
visualizacion los siguiente metabolitos fueron eliminados: H', H,O, CO,, ATP/ADP, P,, NAD'/NADH.
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La inspeccion visual de la red representada en la figura 3.10 permite detectar, por ejemplo
algunas cadenas de reacciones bloqueadas conectadas a través de metabolitos gap. Sin embargo,
dada la complejidad que presenta la estructura de una red metabolica, incluso tratandose de un
metabolismo reducido, la identificacion en forma individual y automatica de aquellos modulos o
secciones de la red que son inconsistentes no resulta a priori trivial. De forma que no es clara que
metabolitos son la causa ultima de las inconsistencias. La complejidad de la representacion se debe
en buena medida a la presencia de metabolitos que, como el ATP, los protones o el agua, son muy
ubicuos, y en consecuencia interconectan vias metabolicas diferentes. La gran conectividad de
estos metabolitos es lo que en Ultima instancia dificulta la visualizacion de la estructura de la red.
Una aproximacion bastante comun para lidiar con este problema es eliminar de la red los
metabolitos muy conexos (Jeong et al., 2000; Ma and Zeng, 2003; Wagner and Fell, 2001). Sin
embargo, esta estrategia no resulta muy apropiada ya que en ciertos casos las inconsistencias en la
red pueden estar relacionadas con dichos metabolitos, como se ha reportado en la reconstruccion
del modelo metabolico de Portiera aleyrodidarum endosimbionte de la mosca blanca (Calle-
Espinosa et al., 2016). Ademas, como se vera a continuacion, es posible detectar las causas y
relaciones de entre reacciones bloqueas y metabolitos gap, en forma directa. Si bien al realizar la
proyeccion de la red en un grafo bipartito hay una pérdida de informacion, la relacion de conexion
entre reacciones y metabolitos se conserva'®. Como consecuencia de lo anterior tiene que existir

una forma directa de establecer la relacion entre metabolitos gap y reacciones bloqueadas.

La forma mas natural es considerar la subred o subgrafo que incluya tinicamente los elementos
inconsistentes, i.e. las reacciones bloqueadas y los metabolitos gap. En general, considerar
cualquier subgrafo equivale a definir un par de subconjuntos i €I y JCJ de metabolitos y
reacciones, respectivamente. De esta forma solo se preservan las aristas existentes entre los
metabolitos y las reacciones de los subconjuntos I y J definidos. En particular, es posible
considerar el subgrafo donde el subconjunto de vértices se corresponda con los elementos
inconsistentes de la red y de esta forma definimos el grafo de inconsistencias.

Definicion 3.6: dado un modelo metabolico inconsistente con un conjunto de metabolitos gap
L., v reacciones bloqueadas Jpucres €l grafo de inconsistencias se define como un subgrafo del
grafo bipartito que induce la red, donde el conjunto de nodos se define mediante la union del

conjunto de reacciones bloqueadas y metabolitos gap: V = Lyap U Jpiockea

Si bien en su primera formulacion, el grafo de inconsistencias solo incluia metabolitos gap y
reacciones bloqueadas estequiométricamente, es importante destacar que el grafo de
inconsistencias se puede extender incluyendo metabolitos identificados como pseudo-gaps y
reacciones t-bloqueadas. De esta forma el grafo contiene la estructura de todas las inconsistencias
detectadas en el modelo. Una vez que el grafo de inconsistencias ha sido construido es posible
descomponer el mismo en componentes conexas como se muestra en el ejemplo de la figura 3.11.
La inspeccion del grafo de consistencias de la figura 3.11 permite ver como las reacciones
bloqueadas y los metabolitos gap suelen encontrarse agrupados en modulos o componentes
independientes unos de otros. En este contexto cada componente conexo del grafo de

10 Siempre que se realiza una proyeccion de una red metabolica en un grafo se pierde la informacion de la
estequiometria y las restricciones impuestas por esta. Sin embargo, en muchas situaciones es posible que
al realizar la proyeccion, ciertas propiedades estructurales de interés para responder a una pregunta, se
conserven.

49



Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

inconsistencias se puede interpretar como un moddulo del metabolismo que en el modelo se
encuentra desconectado del resto de la red como consecuencia de la presencia de inconsistencias en
red (e.g. metabolitos gap RNP/RNC y/o metabolitos pseudo-gaps). Por dichos motivos los
componentes conexos del grafo de inconsistencias son referidos como moédulos inconexos (UM,
Unconnected Module) (Ponce-de-Leon et al., 2013).

Definicion 3.7: dado un modelo metabolico inconsistente, un modulo inconexo se define como

un componente conexo del grafo de inconsistencias (definicion 3.6).
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Figura 3.11. Grafo de inconsistencias del modelo Blattabacterium Bge iCG238. La figura representa
el grafo de inconsistencias de iCG238. Cada uno de los diez subgrafo aislado (o componentes) se
corresponde con un modulo inconexo. Los nodos en forma de diamante rojos representan las
reacciones bloqueadas y los circulos amarillos representan los metabolitos gap; los circulos
anaranjados con el contorno mds marcado indican los metabolitos gap clasificados como RNP o RNC.

La resoluciéon manual de cada UM implica modificar la formulacion del modelo, ya sea
agregando nuevos elementos, como quitando aquellos que representan artefactos. De esta manera,
el conjunto de operaciones elementales que se pueden aplicar para resolver inconsistencias en
modelos metabdlicos han sido discutidas en distintas publicaciones, y son las mismas que se
pueden aplicar para resolver UMs individuales (Kumar et al., 2007). Estas operaciones incluye a:
1) incorporacién al modelo de reacciones y/o transportadores no presentes; 2) incorporacion de
flujos de intercambio que operen a modo de fuente o sumidero para el caso de aquellos metabolitos
deadend cuyo origen o destino bioquimico sea desconocido; 3) incorporar en la ecuacion de
biomasa aquellos metabolitos RNC que sean productos finales del alguna ruta metabolica de
biosintesis y que se consideren esenciales para el crecimiento del organismo; 4) modificacion del
sentido en que se encuentran definidas ciertas reacciones irreversibles; 5) eliminacion de ciertas

reacciones y metabolitos del modelo en caso de que sean un artefacto. La estrategia de resolucion
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de inconsistencias mediante la identificacion y analisis de UMs puede ademas ser extendida o
combinada con métodos de gap-filling. Esto puede permitir el realizar un gap-filling de forma
iterativa, i.e. calculando de forma automatica las modificaciones necesarias para resolver un cierto
UM. Con esta informacion, un experto puede decidir a posteriori cuales son los UM que tienen un
correlato bioldgico y deben ser resueltos o completados, y cuales representan alguna clase de
artefacto y deben ser eliminados del modelo. Por ultimo, una de las principales ventajas que este
analisis presenta frente a otras estrategias de resolucion de inconsistencias es que es un calculo que
no requiere el ajuste de parametros y el costo computacional es virtualmente nulo.

3.7 Metacoupling y su aplicacion al gap-filling

Si se considera una red global o metamodelo del metabolismo, que incluya todas las reacciones
bioquimicas y procesos de transporte conocidos y que pueden tener lugar en algin organismo,
entonces es posible concebir el metabolismo de cualquier organismo como un subconjunto de esta
red global. En este sentido, analizar las propiedades estructurales de un metamodelo puede dar
informacion sobre la organizacion de las rutas metabodlicas a una escala global. En el contexto de la
reconstruccion metabolica, hemos encontrado que las relaciones de acoplamiento de un
metamodelo pueden ser empleadas para identificar de forma directa actividades enzimaticas que
permitan completar ciertos gaps presentes en la reconstruccion metabolica de un organismo. En
este apartado se plantea y discute la posibilidad de emplear las relaciones de acoplamiento de un
metamodelo para asistir el proceso de reconstruccion a escala gendmica de modelos metabolicos,
asi como a la resolucion de inconsistencias. Concretamente, se mostrara como las relaciones de
acoplamiento estequiométricas inferidas a partir del analisis de acoplamiento de flujos (ver
apartado A.2.3 en el apéndice A) pueden ser empleadas para detectar conjuntos de reacciones que
dependen de otras reacciones para poder funcionar, y que por tanto si una estd presente en el
organismo, es altamente probable que también lo esté la otra. Por ejemplo, en el caso de una ruta
metabolica lineal todas las actividades involucradas conforman un conjunto de acoplamiento
completo (FCS, full coupling set), es decir que la ausencia de una unica reaccion (cualquier de
ellas) es suficiente para que la ruta no pueda sostener un flujo estacionario distinto de cero.
Entonces, si al reconstruir dicha ruta en organismo particular, se tiene conocimiento que esta
conforma un FCS, la resolucion de gaps en dicha ruta seria, en principio, trivial, ya que bastaria
con identificar que reacciones del FCS no estan presentes en el modelo para deducir las reacciones
que completaran la ruta.

Si consideramos que el modelo de un organismo particular puede ser tratado como una subred
del metamodelo, entonces las relaciones de acoplamiento del metamodelo deberan estar presentes
en los modelos individuales. Esta consideraciones surgen como consecuencia de la propiedades
matematicas de las relaciones de acoplamiento, previamente estudiadas por Marashi y Bockmayr
(Marashi et al., 2012; Marashi and Bockmayr, 2011). Los autores han analizado cémo son
afectadas las relaciones de acoplamiento entre las reacciones de una red, cuando se afiaden nuevas
reacciones al sistema. Concretamente, probaron que dado un modelo consistente la relacién de

acoplamiento entre cualquier par de reacciones de la red o bien se conservara o bien se relajara
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cuando la red se extiende mediante el afladido de nuevas reacciones'!. En concreto, dada una red NV
consistente, uno de los teoremas demostrado por los autores plantean todos los escenarios de
posible cambio en la relacion de acoplamiento de cualquier par de reacciones i y j, cuando NV es
expandida afiadiendo nuevas reacciones. A continuacion se plantea el enunciado de dicho

teorema'?.

Teorema. sea N una rved y N' la red extendida que incluye a N, entonces todos los casos de
cambios en las relaciones de acoplamiento que pueden ocurrir entre dos pares de reacciones no

bloqueadas son los siguientes”:

Caso 1: sii = jen N entonces en N’ puede ocurrir un de las siguientes posibilidades:

. i@]
. l<—>_]
o i—j
.« joi
s i#j

. l'(_>j
. i—7
. j_)l
* izj

Caso 3: sii — j en N entonces en N’ puede ocurrir un de las siguientes posibilidades:
.« i
e i#j
Si bien los autores emplean el resultado para advertir que las relaciones de acoplamiento
calculadas sobre un modelo pueden cambiar si el modelo se encuentra incompleto debido, por
ejemplo, a errores en la anotacion funcional, los mismos resultados sirven para probar que las
relaciones de acoplamiento de un modelo consistente no se veran modificados o se volveran mas
estrictas en cualquier subred, i.e. en cualquier modelo derivado del metamodelo. El Unico caso
donde el acoplamiento entre dos reacciones pude volverse mas estricto ocurre cuando una reaccion
i se encuentra bloqueada en N, y se desbloquea en N' como consecuencia de afiadir una nueva
reaccion j. Este escenario esta por fuera de los supuesto del teorema, pero puede ocurrir como se
vera en el capitulo sobre construccion y analisis de metamodelos (ver capitulo 6). En base a los
argumentos expuestos, se deduce que las relaciones de acoplamiento elucidadas a nivel de un
metamodelo, o en general, de cualquier base de datos metabolica pueden ser empleadas para asistir
el proceso de reconstruccion metabolica. Los principales resultados derivados por los autores
establecen que dada una red consistente, la relacion de acoplamiento entre cualquier par de

reacciones tendera a relajarse (o permanecer igual) como consecuencia de la expansion de la red,

11 Por ejemplo, como consecuencia de afiadir nuevas reacciones, puede ocurrir que una relacion de
acoplamiento completo se convierta en un acoplamiento direccional, o que las reacciones se desacoplen.

12 La demostracion del teorema encontrarse en la publicacion original (Marashi et al., 2012; Marashi and
Bockmayr, 2011).

13 El simbolos indican: < acoplamiento completo; «» acoplamiento parcial; — acoplamiento direccional; #
reacciones desacopladas. Para mds detalles sobre el FCA consultar el apartado A.2.3 en el apéndice A.
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mediante la adiciéon de nuevas reacciones. Consecuentemente, el acoplamiento entre pares de
reacciones consistentes (i.e. no bloqueadas) no podrd volverse mas estricto (e.g. pasar de un
acoplamiento direccional a un acoplamiento completo) como consecuencia de afiadir nuevas
reacciones a la red. Dicho de otra manera, si un subconjunto de reacciones conforman un FCS en el
metamodelo, cualquier modelo que tengan alguna/as reaccion/es pertenecientes a dicho FCS,
debera tener el subconjunto completo, o de lo contrario las reacciones estaran bloqueadas. El tinico
caso posible en que el acoplamiento entre reacciones puede pasar a ser mas estricto se produciria
cuando una reaccién i se encuentra bloqueada en una red, y esta se desbloquea como consecuencia
de afiadir una nueva reaccion j. En dicho caso la reaccion i pasaria a estar direccional o
completamente acoplada a j. Esta situacion particular fue considerada durante la construccion del
metamodelo al analizar los casos en que ciertas reacciones de desbloquearon de forma espontanea
al construir el metamodelo, como se vera mas adelante (ver apartado 6.3.2). Por otra parte, cuando
una o mas reacciones son eliminadas de una red consistente pueden darse tres situaciones con
respecto a la relacion de acoplamiento entre cualquier par de reacciones iy j:

1. El acoplamiento entre i y j no se ve afectado.
2. El acoplamiento entre { y j se vuelve mas estricto.
3. Alguna de las dos reacciones i y j (o ambas) se bloquean.

Al eliminar reacciones de una red se plantean tres escenarios posibles respecto a las relaciones de
acoplamiento de la subred: 1) que la reaccion eliminada fuese requerida por otra/s reacciones en
cuyo caso dicho conjunto de reacciones se “bloqueard”; 2) que se modifiquen algunas relaciones de
acoplamiento volviéndose “mas rigidas”; y 3) que las relaciones de acoplamiento no se vean
afectadas. Como corolarios se desprende que al eliminar reacciones de una red, las relaciones de
acoplamiento no se relajaran en ningun caso. La propuesta es que a partir de la relaciones de
acoplamiento de una red global es posible detectar reacciones ausentes en una subred que traen
como consecuencia el bloqueo de algunas reacciones del modelo. De acuerdo de lo anterior estas
reacciones ausentes pueden ser candidatas para completar los gaps de la red. Estos resultados
pueden emplearse durante el proceso de reconstruccion y refinamiento de un GEMM.
Concretamente, dado un metamodelo consistente con matriz estequiométrica /N si una cierta
reaccion i se encuentra completa o direccionalmente acoplada a otra reaccion j, entonces cualquier
subred N', correspondiente al modelo de un organismo particular, que incluya la reaccion i deberia,
en principio, incluir también la reaccién j, o de otra forma la reaccion i se encontrara bloqueada en
N'. De esta forma, si se conocen las relaciones de acoplamiento presentes en un metamodelo, estas
pueden ser empleadas para refinar un modelo de la siguiente forma: después de la primera etapa de
la reconstruccion metabdlica en la que a partir de la anotacion del genoma se construyen las tablas
de asociacion gen-proteina-reaccion. El procedimiento consiste en emplear las relaciones de
acoplamiento a nivel del metamodelo para detectar de forma directa las reacciones que deberia
incluir el modelo. Dado que esta aproximacion se basa en la hipotesis de que el metamodelo
incluye tanto la bioquimica conocida como la inferida, cualquier descubrimiento de una nueva
actividad enzimatica modificara la estructura del metamodelo y, por lo tanto, podria afectar las
relaciones de acoplamiento previamente establecidas. De esta forma, cada extension del
metamodelo (e.g. mediante el afiadido de nuevas reacciones, procesos de transporte, o metabolitos)

implicaria la actualizacion de las relaciones de acoplamiento entre las reacciones de la red.
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Capitulo 4

4 Revision y andlisis de un modelo
metabolico de Blattabacterium cuenoti.

4.1 Introduccidon

Muchos insectos han establecido relaciones de simbiosis con bacterias intracelulares que se han
prolongado durante extensos periodos de tiempo (Dale and Moran, 2006; Moya et al., 2008). Las
bacterias endosimbiontes que coexisten con insectos suelen tener un rol importante en la expansion
de las capacidades o funciones metabolicas del hospedador (Macdonald et al., 2012; MacDonald et
al., 2011; Russell et al., 2014). En ciertos casos como los pulgones, las moscas tsetsé, o las moscas
blancas, los endosimbiontes complementan las capacidades metabolicas de sus respectivos
hospedadores, los cuales ocupan nichos ecologicos con dietas deficientes en diversos nutrientes
esenciales, como amino acidos y/o vitaminas. Por su parte, los endosimbiontes que habitan
organismos omnivoros como las hormigas carpinteras o las cucarachas, también pueden
desempefiar una funcién importante en el reciclado del nitrogeno (Lopez-Sanchez et al., 2009;
Patifio-Navarrete et al., 2014; Sabree et al., 2009; Thomas et al., 2009). En general, durante el
establecimiento de una simbiosis, aquellas vias metabolicas que sintetizan compuestos que son
esenciales tanto para la bacteria como para el huésped seran mantenidas a pesar del proceso de
reduccion gendomica al que el endosimbionte se encuentra sometido. Sin embargo, muchas de las
capacidades metabolicas que son redundantes con el hospedador suelen conducir a la pérdida de
actividades enzimaticas, por lo general, en la red del endosimbionte. Esta reduccién de la estructura
y las capacidades de la red suele conducir a la emergencia de complementaciones metabodlicas
obligadas entre ambos miembros de la asociacion y, que en ultima instancia dan origen a la
simbiosis. En este contexto, cabe mencionar que el caso de las cucarachas y su endosimbionte
Blattabacterium Bge es quizas uno de los casos mas antiguos de simbiosis mutualistas descritos
hasta la fecha y en consecuencia su metabolismo se encuentra muy reducido (Lépez-Sanchez et al.,
2009; Moran and Bennett, 2014).

Una de las principales consecuencias que la reduccion del metabolismo tiene para el
endosimbionte es el pasaje de una forma de vida intracelular facultativa a una obligatoria. La vida

intracelular obligada, consecuencia de la complementacion metabolica entre el endosimbionte y su

55



Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

hospedador plantea dificultades experimentales a la hora de aislar y caracterizar estos organismos
ya que su cultivo en el laboratorio no es abordable. Como consecuencia, la disponibilidad de
modelos metabolicos reconstruidos precisos es de especial importancia para el estudio funcional de
las bacterias endosimbiontes obligadas (endosimbiontes primarios) dada la dificultad intrinseca a la
hora de obtener datos experimentales directos en dichos sistemas. En forma similar, el estudio de
patdgenos intracelulares obligados, como el caso de los Mycoplasmas, plantea dificultades similar
y, en efecto, el uso de modelos metabolicos ha probado ser de gran utilidad para, por ejemplo,
predecir medios minimos de cultivo para Mycoplasma pneumoniae y Mycoplasma genitalium
(Suthers et al., 2009; Yus et al., 2009).

El uso de modelos metabolicos ha sido aplicado con éxito en muy diversos sistemas (Feist and
Palsson, 2008; McCloskey et al., 2013). En el contexto del estudio de bacterias endosimbiontes, el
estudio de Buchnera aphidiciola BAp (endosimbionte obligado de los pulgones) para evaluar el
papel del endosimbionte y su hospedador en la sintesis de aminoacidos esenciales (Macdonald et
al., 2012; Russell et al., 2014) asi como el grado de fragilidad la red (Gonzalez-Domenech et al.,
2012). Asi mismo, el GEMM de B. aphidiciola BAp ha permitido modelar el proceso evolutivo de
reduccion gendmica que tuvo lugar en dicho organismo (Li et al., 2010; Pal et al., 2006). También
se han desarrollado modelos metabdlicos para caracterizar los estadios intermedios de la reduccion
de la red metabolica de Sodalis glossinidius, endosimbionte facultativo de la mosca tse-ts¢ (Belda
et al.,, 2012), asi como la consecuencias en las capacidades energéticas de la pequefia red
metabdlica de Ca. Portiera aleyrodidarum, endosimbionte de las moscas blancas (Calle-Espinosa et
al., 2016). En el caso de Blattabacterium cuenoti, la reconstruccion y analisis del modelo
metabolico iCG238 ha permitido una mejor comprension de la sorprendente conservacion que la
estructura metabolica del endosimbionte ha mantenido durante un extenso periodo de tiempo, asi
como el que el papel que dicho metabolismo juega en la gestion del nitrégeno (Patifio-Navarrete et
al., 2013). Si bien los métodos automaticos para la revision de modelos metabdlicos reconstruidos a
escala gendmica son sin lugar a dudas una herramienta fundamental para mejorar la formulacion de
un modelo, existen muchas situaciones donde la inspeccion manual por parte de un experto sigue
siendo imprescindible. En efecto, este es el caso de la reconstruccion de redes metabdlicas de
organismos que han estado sometidos a un largo proceso evolutivo de reduccion gendémica y que
codifican metabolismos muy reducidos (e.g. bacterias endosimbiontes objeto de nuestro estudio, asi
como como diversos parasitos intracelulares). En general, las capacidades metabolicas compartidas
entre huésped y hospedador suelen reflejarse en el endosimbionte en forma de vias metabodlicas
incompletas, i.e. interrumpidas en algin punto, o mediante gaps que son detectados cuando se
reconstruye el metabolismo del endosimbionte. A su vez, los gaps daran lugar a inconsistencias en
la formulacion del modelo metabdlico (Ponce-de-Leon et al., 2013). En la mayoria de los casos,
tales gaps no son producto de errores en la anotacion del genoma de la bacteria, sino que son el
resultado de la complementacion metabdlica establecida con otro organismo (e.g. el huésped u otro
endosimbionte). Como consecuencia, reconstruir y revisar modelos metabodlicos con tales
caracteristicas es una tarea compleja, donde la representacion visual de las inconsistencias puede
ser de ayuda para que un experto puede elucidar la naturaleza de las inconsistencias y plantear
hipoétesis que conlleven a la resolucion de las mismas.

56



4 Revision y analisis de un modelo metabolico de Blattabacterium cuenoti.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Modelo metabdlico y anotacion funcional

El modelo iCG238 fue obtenido de la base datos Biomodels (Li et al., 2010) y su identificador
correspondiente es MODEL1110130000. El modelo contiene 364 metabolitos, de los cuales 317
son citosolicos y 47 extracelulares; 419 reacciones, de las cuales 372 son reacciones intracelulares
y las 47 restantes corresponden a flujos de intercambio, asociados a cada uno de los metabolitos
extracelulares. El modelo incluye 238 genes que codifican para actividades enzimaticas. Sin
embargo no todas las reacciones catalizadas por enzimas tienen asociado un gen/es, sino que
existen 43 reacciones y 33 transportadores huérfanos. Durante el proceso de revision se empled
como referencia la anotacion genoémica disponible (RefSeq: GCF_000022605.2) (Lopez-Sanchez et
al., 2009) y la base de datos modelo-organismo Blattabacterium Bge, version 17.5 (BSP331104)
disponible en el Tier 3 del BioCyc (Caspi et al., 2014). El resumen de las caracteristicas del
genoma se encuentra en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Descripcion de la anotacion genomica de Blattabacterium Bge.

Replicén N° Genes N’ Proteinas N°RNAs  Pseudogenes Longitud (bp)
NC 013454 (Cr.) 626 587 39 1 636.850
NC 015679 (PL.) 4 4 0 0 4.085
Total: 629 591 39 1 640.935

4.3 Resultados

4.3.1 Analisis de consistencia del modelo Blattabacterium Bge iCG238

El primer paso para la revision del modelo de Blattabacterium Bge iCG238 fue un analisis de
consistencia para detectar: 1) el conjunto de reacciones estequiométrica y termodinamicamente
bloqueadas; 2) el conjunto de metabolitos gap y pseudo-gap; y 3) el conjunto de modulos
inconexos que se definen a partir de las reacciones bloqueadas y los metabolitos gap. Los
resultados del analisis indican que 68 reacciones de un total de 419 (~16%) se encuentran
estequiométricamente bloqueadas para las condiciones de crecimiento mas relajadas, es decir
aquellas donde todos lo metabolitos extracelulares pueden ser consumidos por el sistema. Por otra
parte, Unicamente se detectaron dos reacciones t-bloqueadas. Empleando estos resultados, se
identifico el conjunto de metabolitos gap compuesto por 60 metabolitos de un total de 364 (~16%).
El conjunto de metabolitos pseudo-gap, i.e. los metabolitos que si bien participan en reacciones
activas no pueden ser producidos ni consumidos en forma neta por el sistema, fueron identificados
empleando la aproximacidn propuesta en la seccion 3.5, e incluye un un total de 17 compuestos.

El conjunto de metabolitos pseudo-gap se encuentra listados en la tabla 4.2, donde han sido
agrupados con respecto al pool conservado que estos definen. Por ejemplo, el menaquinol y la
menaquinona son ambos pseudo-gaps y conforman un pool conservado. Es importante destacar que
9 de los 17 metabolitos pseudo-gap detectados son intermediarios en la ruta de sintesis de lipidos
de membrana, y como consecuencia se encuentran unidos a la proteina transportadora de acilos
(ACP, acyl carrier protein). Dado que el ACP no es en si un metabolito secundario sino una
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proteina, ni su sintesis ni su degradacioén se encuentran incluidas en el modelo, ya que este no
incluye tales procesos. Como consecuencia cualquier compuesto que tenga un ACP unido no puede
ser consumido/producido en forma neta por el sistema ya que de ser asi, se violaria la conservacion
del motivo ACP. Sin embargo, esto no ocurre ni con el producto inicial ni con el producto final de
la ruta de sintesis de lipidos de membrana, debido a que ninguno de los compuestos se encuentra
ligados al ACP. El1 ACP como tal es un motivo conservado que no ni producido ni consumido
netamente por el sistema y esto ocurrird a cualquier compuesto que tenga un ACP unido. Esto
demuestra que es el motivo ACP la causa de que los 9 metabolitos intermediarios de la ruta, sean
identificados como pseudo-gaps. Por esta razon, el pool de metabolitos que queda definido a causa
del ACP fue excluido del analisis ya que no representan una inconsistencia del modelo, sino que
son una consecuencia de que los procesos de sintesis y degradacion del ACP estan fuera del alcance
del modelo.

Tabla 4.2 Metabolitos pseudo-gaps agrupados pools conservados.

Pools conservados

mql8, mgn8

trdox, trdrd

uaagmda, uagmda

udcpdp, udcpp

tde ACP, octeACP, ACP, malACP, myrsACP, acACP, actACP, palmACP, hdeACP

La abreviacion de los metabolitos se encuentra en la tabla suplementaria S.4.1.

Las inconsistencias detectadas fueron empleadas para determinar el conjunto de moddulos
inconexos a través de la construccion del grafo de inconsistencias. En el grafo de inconsistencias se
incluyeron ademas las 2 reacciones t-bloqueadas y los 8 metabolitos pseudo-gaps, no relacionados
con el ACP, en forma adicional a las 68 reacciones bloqueadas y a los 58 metabolitos gap presentes
en la publicacion original (Ponce-de-Leon et al., 2013). A partir de dicho grafo se calcularon los
modulos inconexos, como se describe en la seccion 3.6. La descripcion de los UMs identificados en
iCG238 se encuentra resumida en la tabla 4.3, que esta ordenada en forma decreciente de acuerdo
al tamano de cada UM (en niimero de nodos). Las inconsistencias se encuentran agrupadas en un
total de 16 UMs, de los cuales 6 estin compuestos por un unico metabolito que corresponden a
pseudo-gaps. Este hecho indica que algunos de los metabolitos identificados pseudo-gap se
encuentran formando parte de alguno de los UMs'. El analisis individual de cada UM permitio
identificar los metabolitos gap que corresponden a las clases RNP y RNC. Sin embargo, la
discriminacion entre los DNP y UNC no es posible en aquellos casos donde el UM contiene tanto
RNPs como RNCs. Dado que la presencia de un RNP implica que la inconsistencia se propague
corriente abajo y en el caso de un RNC esta se propaga corriente abajo, la presencia simultanea de
metabolitos gap terminales de ambas clases trae como consecuencia una ambigiiedad a la hora de
clasificar los metabolitos gap de la UM que no son un terminal sino que son consecuencia de la
propagacion de inconsistencias tanto corriente arriba, como corriente abajo.

1 Los pseudogaps suelen forman conjuntos de dos o més compuestos y por lo general suelen agruparse en
UMs independientes como muestra el ejemplo de la figura 3.8.
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Al examinar el conjunto de reacciones involucradas en cada UM, se encontr6 que, en la mayoria
de los casos, cada UM se superpone en buena medida con algin subsistema bioquimico, o ruta
metabolica, previamente descrito en la literatura. Dado que por lo general cada reaccion del modelo
esta asociada a un tinico subsistema bioquimico, cada UM fue asociada al subsistema mayormente
representado en la UM, en término de la frecuencia de reacciones de la UM asociadas al mismo.
Por ejemplo, todas las reacciones que forman parte de la UM1 constituyen la ruta de biosintesis del
menaquinol, luego este UM representa una reconstruccion inconsistente de dicha ruta. En el otro
extremo ciertas UMs pueden estar compuestas por una unica reacciéon o metabolito, como son los
casos de los UMs 11-16. Para simplificar el analisis de cada UM, estos fueron representados y
dibujados como grafos, de forma independiente. Después, cada grafo fue inspeccionado
visualmente para detectar las posibles causas que producen la inconsistencia de todos los elementos
involucrados en la UM. Por ultimo, se realizé un proceso de gap-filling manual de forma que las
modificaciones introducidas en el modelo permitan resolver las inconsistencias. A continuacion se
consideran uno a uno los casos y problematicas planteadas por los distintos UMs, asi como la
forma de resolucion de cada una.

Tabla 4.3 Descripcion de los Modulos Inconexos detectados en iCG238. La tabla incluye la
descripcion del conjunto de UMs presentes en iCG238. El caso de las 5 UM compuesta por un
unico metabolito pseudo-gap y numeradas 12-17 fueron agrupadas en una unica fila. La
abreviacion de los metabolitos se encuentra en la tabla S.4.1.

UM  Sub-sistema asociado Reacciones Metabolitos RNP RNC
1  Biosintesis de menaquinol 23 22 20$§Zl’ 20mmbll,l(rirclggi;

) Ruta de. recuperacion de 2 15 i hxan, xan, rlp,
nucleotidos 2drlp, thym, ura

3 Biosintesis piridoxal-5-fosfato 7 6 - 4hthr

4  Biosintesis de lipopolisacarido 4 4 - u3hga

5  Biosintesis de sirohemo 4 4 - uppg3

6  Metabolismo de arginina y prolina 2 2 - 1pyr5c

7  Transporte extracelular (Fe*") 2 2 - Fe*

8  Transporte extracelular (K") 2 2 - K*

9  Superoxido dismutasa 1 1 O; -
10  ACP Sintasa 1 1 apoACP -
11-16 -- 0 6 - -
Total 70 68 4 15

UM1 - Ruta de biosintesis de menaquinol

En primer lugar se realizo el andlisis del UM de mayor tamaiio que se encuentra conformado por
21 reacciones y 22 metabolitos, de los cuales dos (mql8, undecaprenil-pp) corresponden a
metabolitos pseudo-gaps. En la figura 4.1 se presenta en forma de grafo bi-partito el UMI, el cual
se corresponde, en buena medida, con la ruta de sintesis del menaquinol. Este es un compuesto
lipofilico de baja masa molecular, presente en muchas especies de bacterias y que funciona como
transportador de electrones de la cadena respiratoria. La inspeccion detallada de la figura 4.1
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muestra que el UMI estd compuesto por dos ramas que convergen en la sintesis de desmetil-
menaquinol-8 (DMQ) a través de la actividad EC 2.5.1.74. Las ramas corresponden, por un lado, a
la sintesis de 1,4-dihidroxi-2-naftoato partir del isocorismato, y por el otro a la sintesis del trans-
octaprenil-difosfato. A su vez, de los 22 metabolitos presentes en el UM, se detectan dos RNP
(mevalonato y 2-octaprenil-6-metoxi-1,4-benzoquinol) y tres RNC (2-octaprenil-3-metil-6-metoxi-
1,4-benzoquinol, 2-desmetil-menaquinona-8 y undecaprenil-difosfato), mientras que el resto de los
metabolitos se corresponden a DNC o UNP. Si en el modelo se permite la entrada libre de los RNP
asi como la salida de los RNC mediante la incorporaciéon de las fuentes y sumideros
correspondientes, todas las reacciones presentes en la UM dejan de estar bloqueadas y por ende los
metabolitos dejan de ser gap. Esto indica claramente que dichos metabolitos son la causa tltima de
las inconsistencias que representa el UM1 y como consecuencia un analisis detallado de los

mismos contendra la clave para resolver dicho UM.

La actividad 2.1.1.201 cataliza la conversion de 2-octaprenil-6-metoxi-1,4-benzoquinol en 2-
octaprenil-3-metil-6-metoxi-1,4-benzoquinol, los cuales corresponden a un RNP y un RNC,
respectivamente. Dicha actividad esta asignada al locus BLBBGE 110, el cual ha sido anotado
como un homologo de ubiE y que codifica para una enzima, la C-metiltransferasa, la cual participa
en la biosintesis de la ubiquinona (Q). A su vez, ubiE participa en la biosintesis del menaquinol
(MQ) catalizando la conversion de 2-desmetil-menaquinol en menaquinol (EC 2.1.1.163) (Lee et
al., 1997). Ahora bien, mientras que el genoma de Blattabacterium Bge posee los genes putativos
que codifican todas las enzimas involucradas en la biosintesis de MQ, este no contiene genes
anotados que codifiquen para las actividades enzimaticas de la biosintesis de Q, a excepcion de
ubiE. Por esta razon, el 2-octaprenil-6-metoxi-1,4-benzoquinol y el 2-octaprenil-3-metil-6-metoxi-
1,4-benzoquinol son detectados en el modelo como metabolitos gap de tipo RNP y RNC
respectivamente. Como consecuencia, la actividad EC 2.1.1.201 carece de contexto bioldgico en la
red metabolica de Blattabacterium, y por esta razéon no debe ser incluida en el modelo metabolico
de dicho organismo. A su vez, al quitar del modelo la actividad EC 2.1.1.201 se quitan también dos
de los metabolitos involucrados conflictivos. Después de quitar la actividad EC 2.1.1.201, el UM
solo contiene un metabolito RNP que corresponde al mevalonato. El mevalonato es un
intermediario en la ruta de sintesis del isopentil di-fosfato, el cual a su vez es un precursor
involucrado en la biosintesis de MQ y de DMQ. Esta ruta, referida como la ruta del mevalonato, se
encuentra presente tanto en organismos eucariota como en algunas bacterias (Kuzuyama, 2002). La
ruta incluye siete actividades enzimaticas de las cuales las tres primeras permiten la formacién de
mevalonato a partir de acetil-CoA. Se realizd una inspeccion de la version mas reciente de la
anotacion del genoma, asi como de la reconstruccidn metabolica disponible en el BioCyc
correspondiente a Blacttabacterium Bge para buscar genes candidatos que codifiquen las tres
primeras enzimas de la ruta del mevalonato que se encuentran ausentes en el modelo. Sin embargo,
no se encontrd ninguno de los genes que codificaran para las actividades ausentes, lo que indicaria
una posible pérdida parcial de dicha via. Una consecuencia de esta posible pérdida seria que el
mevalonato deberia ser importado por la bacteria desde el ambiente en el que vive, i.e. las células
del insecto hospedador en la cuales se encuentran alojadas. Esta situacion sugiere un caso potencial
de complementacion metabdlica entre la bacteria endosimbionte y su hospedador.
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(R)-mevalonate (e)
Host cytosol

Diffusion Bacterial membrane

Endosymbiont cytosol

2.7.1.36
S5pmev
2.7.4.2 5.4.4.2
(R)-5-PP-mevalonate Isochorismate
4.1.1.33
Isopentenyl diphosphate
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Figura 4.1 Representacion esquemdtica del UM1. Los rectingulos grises representan reacciones, con
sus correspondientes numeros EC. Los metabolitos estan representados por sus abreviaciones: los
rectangulos de borde punteado corresponden a RNP y RNC. El color amarillo indica que el metabolito
es un gap mientras que rojo denota que el metabolito es un pseudo-gap. Se indican los metabolitos que
fueron conectados a la ecuacion de biomasa asi como la complementacion metabolica propuesta con el
hospedador. La abreviacion de los metabolitos se encuentra en la tabla S.4.1.

Un argumento a favor de esta hipdtesis se basa en el hecho de que la ruta del mevalonato tiene un
papel esencial en el metabolismo de los insectos, ya que a través de esta ruta se sintetiza el
precursor de la hormona juvenil (JH) (Rivera-Perez et al., 2014; Yi et al., 2006). A su vez,
evidencias experimentales sugieren que la ruta se encuentra activa en el cuerpo graso de B.
germanica, hospedador del Blattabacterium Bge (Bellés et al., 2005). Sobre el problema del
transporte del mevalonato desde el exterior, experimentos de nutricion en insectos, en los que el

mevalonato es empleado como precursor de la JH en el copora allata, sugieren la posibilidad de
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que dicho metabolito pueda difundir hasta alcanzar el citosol del endosimbionte (ver (Bellés et al.,
2005) para una revision detallada). Si se supone el escenario de complementacion metabodlica
propuesto donde el endosimbionte importa el mevalonato proporcionado por el hospedador, esto
deberia reflejarse en el modelo mediante la incorporacion de un transporte que permita la
importacion del mevalonato, asi como su correspondiente flujo de intercambio. Teniendo en cuenta
esta modificacion del modelo, la inspeccion del UM representado en la figura 4.1 indica que el
UM atn contiene dos metabolitos RNC: el menaquinol y el undecaprenil-difosfato. Es importante
notar que ambos metabolitos fueron detectados como pseudo-gaps (previamente referidos como el
problema de la coenzima pseudo-gap (Ponce-de-Leon et al., 2013)) y que la inclusion de los
mismos en el calculo de los UMs pone de manifiesto el hecho de que a pesar de participar en
reacciones no bloqueadas, son la causa del bloqueo de otras reacciones (ver seccion 3.6).

Por su parte el menaquinol es un metabolito que actia como transportador de electrones en la
cadena respiratoria, asi como en otras reacciones de 6xido-reduccion. Cuando tales procesos tiene
lugar en el sistema, siempre que se consume una de las formas de la coenzima se produce su
conjugada de forma tal que la forma oxidada y reducida de la coenzima forman un pool
conservado. Como consecuencia, para que pueda haber flujo a través de las reacciones que
producen la coenzima en forma neta tiene que existir un flujo de degradacion o dilucion. El caso de
la actividad EC 2.5.1.31 que produce undecaprenil-difosfato es en cierta forma similar, ya que este
metabolito opera como una coenzima en la biosintesis de la mureina y por lo tanto también forma
un pool conservado. En los modelos a escala genomica, el efecto de la dilucidén de los pools de
cofactores y coenzimas como consecuencia del crecimiento celular se suele representar mediante la
incorporacion de tales metabolitos a la ecuacion de biomasa del modelo (Santos et al., 2011; Thiele
and Palsson, 2010). En el caso del modelo iCG238, una vez que se permite la entrada de
mevalonato dentro del endosimbionte y tanto el menaquinol como el undecaprenil-difosfato son
incorporados en la ecuacion del biomasa, el UMI se resuelve completamente, lo que significa que
todas las reacciones involucradas dejan de estar bloqueadas. Para los dos nuevos metabolitos
incorporados en la biomasa del modelo, los coeficientes estequiométricos fueron extraidos de la
definicion de la biomasa del GEMM de E. coli iJO1366 (Orth et al., 2011) y corregidos siguiendo
la normalizacion propuesta por Henry ef al. (2010).

UM2 — Ruta de recuperacion de nucledtidos

El caso del UM2, compuesto por 22 reacciones y 15 metabolitos gap, se corresponde en buena
medida a la ruta de recuperacion de nucledtidos. En la figura 4.2 se representa el UM2 y como
puede verse, muchos de los nimeros EC son compartidos por distintas reacciones. En efecto, las 22
reacciones del UM mapean en un total de 9 nimeros EC indicando que las actividades enzimaticas
involucradas en el UM presentan ambigiiedad respecto a los sustratos que son capaces de
metabolizar. Ademas de los 15 metabolitos gap incluidos en el UM2, 6 han sido clasificados como
RNC. De acuerdo con la formulacion de las relaciones gene-proteina-reaccion de iCG238, doce de
las reacciones del UM2 son huérfanas en el contexto del modelo. Es decir, que dichas actividades

no tienen un gen codificante asociado (ver las reacciones indicadas en violeta en la figura 4.2).
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Figure 4.2. Representacion esquemdtica de la UM2. Las actividades incluidas corresponden a la
ruta de recuperacion de nucleotidos. Las reacciones son representadas con rectangulos con su niimero
EC. Las reacciones coloreadas de rosa son aquellas que no tienen un gen codificante asociado.
Aquellos que se encuentran encerrados en rectangulos amarillos de borde punteado corresponden a
RNP y RNC.

Las diez reacciones restante son catalizadas por tres enzimas diferentes asociadas en las
siguientes formas: siete reacciones tienen asociada la actividad EC 2.4.2.1, que se encuentra
asignada al gen BLBBGE 377 el cual se encuentra anotado como purina fosforilasa; dos
reacciones se encuentran asociadas a la actividad EC 3.1.5.1, la cual estd asignada al gen
BLBBGE 612; la reaccion restante asignada a EC 3.5.4.1, lleva asociado el gen BLBBGE 353.
Debido al gran numero de reacciones huérfanas presentes en el UM?2 y la presencia de numerosos
metabolitos gap de tipo RNC, una primer paso en el andlisis del UM fue el de quitar todas aquellas

reacciones que no tuviesen asignado un gen codificante.

3.1.5.1 3.15.1
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Figura 4.3. Representacion esquemdtica del UM2 sin reacciones huérfanas. Las reacciones y
metabolitos son representadas siguiendo el mismo esquema que en la figura 4.1. De acuerdo con la

tabla gen-proteina-reaccion las actividades presentes en el UM se asocian a los siguientes genes:
3.1.5.1-BLBBGE 612; 2.4.2.1-BLBBGE 377; 3.1.5.1—-BLBBGE_353.

El resultado de quitar las reacciones huérfanas se encuentra representado en la figura 4.3. Como
puede verse en dicha figura, una vez eliminadas las reacciones huérfanas, la estructura del UM2 se
modifica drasticamente. De los 15 metabolitos presentes en el UM, uno queda completamente
desconectado y, a excepcion de la guanosina y la desoxi-guanosina, los restantes cinco metabolitos
pasan a ser RNP y dos se suman a los seis metabolitos RNC que ya estaban presentes en el UM?2.
Este nuevo esquema pone de manifiesto que la presencia de ciertas actividades en el modelo puede
deberse a un artefacto producto de errores en la anotacion funcional. Con el propdsito de evaluar
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dicha posibilidad, se inspeccioné manualmente la anotacion de los tres genes implicados en el
UM2. En primer lugar, la anotacion de BLBBGE 612 indica que es una proteina putativa anotada
con dominios trans-membrana perteneciente a la familia HD?. Si bien la secuencia presenta
homologia con dominio extracelular con actividad hidrolasa (7TM-HD), esta familia de proteinas
se encuentran asociadas a la transduccion de sefiales (Anantharaman and Aravind, 2003).
Considerando que la anotacion de BLBBGE 612 no se encuentra respaldada por suficiente
evidencia que sostenga que el gen codifica para una enzima que catalice la actividad EC 3.1.5.1, y
teniendo en cuenta que las reacciones asociadas a esta actividad se encuentran bloqueadas, es mas
plausible asumir que tal actividad no tiene lugar en el metabolismo del endosimbionte. Algo similar
ocurre con el caso del gen BLBBGE 353 (EC 3.5.4.1). Si bien la secuencia forma parte de la
super-familia de las amidohidrolasas dependientes de metal (PF01979.16), que incluye un gran
numero de enzimas, esta se encuentra anotada como proteina hipotética y no posee homologos
cercanos con la actividad enzimatica EC 3.5.4.1 asignada. En forma complementaria, la reaccién
asociada a EC 3.5.4.1 (la desaminacion de la citosina para dar uracilo) se encuentra bloqueada ya
que tanto su sustrato la citosina como su producto el uracilo son deadends en el modelo iCG238.

Por otra parte, la asignacion de la actividad EC 2.4.2.1 al gen BLBBGE 377 se encuentra
respaldada por la presencia de genes homologos. La secuencia del gen hipotético BLBBGE 377 se
encuentra anotado por similitud como una nucledsido de purina fosforilasa. Sin embargo, la
actividad EC 2.4.2.1 presenta muy poca especificidad de sustrato e incluye un total de siete
reacciones (en el modelo iCG238), las cuales se encuentran todas bloqueadas por estar conectadas
en forma directa con metabolitos RNP y/o con RNC (ver figura 4.3). El escenario que plantea el
UM?2 es complejo debido a que parte de la informacion de la anotacion es ambigua, a que algunas
de las enzimas son muy poco especificas, y al hecho de que el modelo corresponde a una bacteria
endosimbionte. Como consecuencia, la resolucion del rompecabezas metabolico que plantea esta
situacion requeriria de informacion experimental adicional, la cual no se encuentra disponible de
momento. Como consecuencia, ante una situacién semejante, las reacciones y metabolitos que
conforman el UM2 son eliminados del modelo y la funcion de los tres genes mencionados queda en

suspenso hasta que nueva informacion experimental permita arrojar mas luz sobre este problema.

UM3 — Ruta biosintesis del piridoxal-5-fosfato

Las siete reacciones que componen el UM3 se corresponden con la via de sintesis del piridoxal-
S-fosfato a partir de eritrosa-4-fosfato (ver figura 4.4). El piridoxal-5-fosfato o vitamina B6 es un
cofactor esencial de un gran niimero de enzimas, predominantes en la sintesis y catabolismo de
aminoacidos. Es, ademas, uno de los cofactores mas versatiles y participa en reacciones de
transaminacion y decarboxilacion, entre otras. La inspeccion visual de la UM3 indica la presencia
de dos metabolitos RNC: 4-hidroxi-L-treonina y piridoxal-5-fosfato (figura 4.4a). Sin embargo, la
ruta tal como se encuentra definida en iCG238 contiene errores en su formulacion respecto a las
definiciones presentes en las bases de datos KEGG (ko00750) y MetaCyc (pyridoxal 5'-phosphate
biosynthesis I). Por ejemplo, la reaccion anotada como 4HTHRS no se corresponde con ninguna de
las actividades que definen la ruta. En tales casos, la reaccion fue eliminada. Adicionalmente,

algunos numeros EC no se correspondian con las definiciones de las reacciones y, en tales casos,

2 HD es un dominio de proteinas muy conservado conservado en bacterias, arqueas y eucariotas, que se
encuentra presente en una superfamilia de enzimas con actividad fosfohidrolasa (predicha o conocida).
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las reacciones fueron formuladas de acuerdo a su correcta definicion bioquimica. Una vez
corregida la formulacion de la ruta, el UM3 adopta la forma que representa la figura 4.4b. En este
nuevo contexto el UM solo presenta un metabolito deadend de tipo RNC que corresponde el
producto final de la ruta, es decir, al piridoxal-5-fosfato. Como ya fue discutido en la seccion 3.5 y
en la discusion sobre la resolucion de la UM, siempre que los cofactores no sean consumidos de
forma neta por las reacciones del sistema, la resolucion de las inconsistencias implicara la
incorporacion de tales metabolitos a la ecuacion de biomasa del modelo. Dada la importancia
particular que el piridoxal-5-fosfato tiene en el metabolismo, ain mas en el caso de un
endosimbionte que produce aminoacidos, la incorporacion del cofactor en la ecuacion de biomasa
esta mas que justificada.

a) b) 1.2.1.72

4

4-Phospho-D-erythronate 4-Phospho-D-erythronate
1.1.1.290 1.1.1.290
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Figura 4.4. Ruta de sintesis de piridoxal-5-fosfato. En a) se representa la UM tal como fue
identificada en el modelo iCG238. En b) se representa el UM tras corregir la formulacion incorrecta de
las reacciones 4HTHRS y EC 1.1.1.262. En el caso b) el unico deadend es el producto final de la via
que al conectarse a la biomasa desbloquea el UM. Las reacciones estdan representadas por rectangulos
grises con el numero EC correspondiente. Los metabolitos encerrados en rectangulos de borde
punteado corresponden a RNC. El color amarillo indica un gap mientras que anaranjado denota un
pseudo-gap. La abreviacion de los metabolitos se encuentra en la tabla S.4.1.

En el presente caso, dada la falta de informacion experimental sobre la composicion del
endosimbionte, se ha empleado como referencia el coeficiente estequiométrico del cofactor tal y
como esta definido en la ecuacion de biomasa del modelo metabodlico de E. coli iJO1260. Ademas,
dado que los animales, y en particular los insectos, carecen de la ruta de biosintesis del piridoxal-5-
fosfato, estos deben obtenerlo por otros medios, e.g. la dieta, para poder sobrevivir (T. Tanaka et
al., 2005). Como consecuencia, una hipoétesis plausible es que Blattabacterium Bge provea al
huésped de piridoxal-5-fosfato, como ha sido propuesto para el caso de otros endosimbiontes
asociados a insectos (Michalkova et al.,, 2014; Nikoh et al., 2014) y también a eucariotas
unicelulares (Klein et al., 2013). En cualquier caso, desde el punto de vista de la revision del
modelo, tanto la incorporacion del cofactor a la biomasa como la adicién de un transportador que
permitan excretar el piridoxal producido, son suficientes para el desbloqueo completo de la UM.
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UM4 — Ruta de biosintesis de lipopolisacaridos

En este caso, el UM se encuentra compuesto por una cadena lineal de cuatro reacciones que se
encuentran involucradas en la sintesis de distintos lipidos de membrana (figura 4.5a). La biosintesis
de lipidos, al igual que su degradacion, es un proceso iterativo donde en cada iteracion de la fase de
elongacion se repiten las siguientes cuatro reacciones: condensacion, reduccion, deshidratacion y
reduccion. En el primer ciclo se condensan un acetil-ACP y un malonil-ACP, produciéndose una
molécula de cuatro carbonos. Luego, con cada nueva iteracion se afiadird un malonil-ACP, i.e. dos
nuevos atomos de carbono. El producto final del proceso es siempre acido palmitico, un acido
graso saturado de 16 carbonos. Como se puede ver en la figura 4.5, las dos primeras reacciones
(C120SN, KAS16) forman parte de la ruta de sintesis del palmitato. Sin embargo, tal y como estan
definidas, estas no son reacciones bioquimicas sino que son reacciones condensadas, i.e. la
reaccion neta o global que resulta de una cadena lineal de reacciones. La reaccion etiquetada como
C120SN se corresponde con la condensacion de las 19 reacciones que permiten la formacion de
dodecanoil-ACP a partir de la condensacion sucesiva de cuatro moléculas de malonil-ACP al
acetoacetil-ACP; por su parte KAS16 es la condensacion de las actividades EC 2.3.1.41 y EC
1.1.1.100. Por otra parte, las siguientes dos reacciones del UM, EC 2.3.1.129 y EC 3.5.1.18,
corresponden a los primeros pasos de la ruta de biosintesis del lipido IVa. Para facilitar la
interpretacion, el UM4 fue reformulado mediante el desagrupado de las reacciones C120SN y
KASI16 en las actividades correspondientes (ver figura 4.6).

a) C1205N b) (R)-3-Hydroxytetradecanoyl-ACP

2.3.1.12

Dodecanoyl-ACP

UDP-3-0-(3-hydroxytetradecanoyl)-N-acetylglucosamine
KAS16
3.5.1.108
(R)-3-Hydroxytetradecanoyl-ACP
UDP-3-0-(3-hydroxytetradecanoyl)-D-glucosamine
2.3.1.129

2.3.1.191

UDP-3-0-(3-hydroxytetradecanoyl)-N-acetylglucosamine

UDP-2,3-bis(3-hydroxytetradecanoyl)glucosamine
3.5.1.108

3.6.1.54

2,3-Bis(3-hydroxytetradecanoyl)-b-D-glucosaminyl 1-P

. UDP-3-0-(3-hydroxytetradecanoyl)-D-glucosamine '

Lipid A disaccharid

Lipid IV A

Figura 4.5. Representacion del UM4 correspondiente a una porcion de la ruta de sintesis lipidos de
membrana. En a) UM identificada en el modelo iCG238. Las reacciones etiquetadas como C120SN y
KAS16, corresponden a cadenas lineales de reacciones que han sido condensadas en la reaccion neta.
El UM incluye un unico metabolito deadend de tipo RNC. En b) ruta de sintesis de lipido IVA en donde
las dos primeras reacciones se corresponden con las finales del UM4. Los rectangulos de color
representan las reacciones: los grises representan actividades con gen codificante; los rosa se son
reacciones localmente huérfanas. Los rectangulos de color amarillo son metabolitos RNC.
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De acuerdo con la definicion de la ruta de sintesis del lipido IV 4 (ver figura 4.5b) el modelo no
incluye las cuatro reacciones que completan la biosintesis del lipido IV 4. Ademas, el analisis del
grafo muestra que: 1) las actividades 4.2.1.58 y 4.2.1.59 no tienen un gen asociado en el modelo de
forma que son reacciones huérfanas; 2) que todas las actividades de las ruta de sintesis del lipido
IVa que se incluyen iCG238 son huérfanas excepto por la actividad EC 3.5.1.108 que tiene
asociado un gen codificante (BLBBGE 037), anotado como bifuncional, que se trata de una UDP-
3-O-[3-hidroximiristoil ]-N-acetilglucosamine-deacetilasa/(3R)-hydroximiristoil-ACP deshidratasa.
Este escenario sugiere que la ruta de sintesis de lipido IVs no se encuentra presente el
Blattabacterium Bge y que la asignacion de la actividad EC 3.5.1.108 al gen BLBBGE 037 es
posiblemente un error de anotacion. En efecto, al comparar la secuencia de BLBBGE 037 con la
de sus respectivos homologos en las otras siete especies de Blattabacterium que hay secuenciadas,
se encontré que la anotacion del gen en las demds especies tiene asignado las actividades EC
4.2.1.58 y 4.2.1.59, actividades que se encontraban como huérfanas en el modelo i{CG238. Como
consecuencia, la anotacion de BLBBGE 037 fue modificada del EC 3.5.1.108 a los EC 4.2.1.58 y
4.2.1.59. Las actividades de la ruta de sintesis de lipido IVA fueron eliminadas del modelo ya que
no se identificd ningin gen que codifique para las actividades involucradas en dicha ruta.
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Figura 4.6. Representacion del UM4 reformulado en el cual las reacciones CI20SN y KAS16 se han
descondensado. La representacion también incluye tres bifurcaciones que corresponden a las rutas de
sintesis de dos especies de fosfatidiletanolaminas y el lipido IVA. Los rectangulos de color representan
las reacciones: los de color gris representan actividades con gen codificante asociado, los rosas se
corresponden a reacciones huérfanas, i.e. sin gen codificante asociado y en verde se indican genes mal
anotados. Las reacciones agrupadas como aparecen en el modelo iCG238: rojo CI20SN; rojo +
amarillo = KAS16; rojo + azul + amarillo + verde = PASYN Bge DASYN Bge + PSSA Bge +
PSD Bge +C140SN + CI141SN + C160SN + C161SN + CI81SN.
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UMS — Ruta de sintesis del sirohemo

El UMS esta compuesto por una cadena lineal formada por dos reacciones y un transportador que
importa porfobilinogeno al interior celular (ver figura 4.7a). Las dos actividades enzimaticas
realizan la sintesis del uroporfirinogeno III a partir de porfobilinogeno, el cual es importado desde
el exterior. Por su parte el uroporfirinogeno IlI, que en el modelo es identificado como deadend
RNC, puede ser empleado como precursor para la sintesis de sirohemo, un grupo prostético de la
familia de los grupos hemo, que ha sido identificado como cofactor de diversas enzimas, que
incluyen a las nitrato y sulfito reductasas en las asimilacion y desasimilacion de los compuestos

con sulfuro y nitrogeno (Crane et al., 1997).

La biosintesis del sirohemo a partir del uroporfirinogeno III requiere de tres actividades
enzimaticas, ninguna de las cuales ha sido incluida en el modelo iCG238 (ver figura 4.7b). Sin
embargo, una busqueda especifica en el genoma de Blattabacterium Bge permitio identificar los
genes que codifican las actividades enzimaticas necesarias para completar la ruta de biosintesis del
sirohemo. En total se identificaron dos genes: BLBBGE 281 que codifica para la actividad
1.3.1.76 y el gen BLBBGE 278 que codifica una enzima que cataliza las actividades 2.1.1.107 y
4.99.1.4. Como se muestra en la figura 4.7b estas son las actividades que completan la ruta. El
sirohemo es un cofactor esencial debido a su importante papel en el metabolismo del azufre y el
nitrégeno. En consecuencia, al igual que los casos de cofactores, como la menaquinona o el
piridoxal-5-fosfato, discutidos en las secciones previas, el sirohemo debe también formar parte de
la ecuacion de biomasa del modelo. De esta forma se representa la demanda del cofactor que es
requerido por el organismo para poder crecer. Una vez incluidas las actividades ausentes y haber
incluido al sirohemo a la ecuaciéon de biomasa del modelo, las inconsistencias presentadas en el
UMS quedan resuletas.

a) b)
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Figura 4.7. Representacion del UMS5 correspondiente a la ruta de sintesis del sirohemo a partir del
porfobilinogeno. En a) se representa la estructura de la UM identificada en iCG238 la cual incluye
un transportador y dos actividades enzimaticas que desembocan en un metabolito RNC. En b) se
representa la ruta de sintesis del sirohemo completa, después de haber encontrado los dos genes,
BLBBGE 278 y BLBBGE 281, que codifican para las tres actividades no presentes en el modelo y que
causaban la inconsistencia. En particular, se encontré que BLBBGE 278 codifica las actividades
2.1.1.107 y 4.99.1.4 mientras que BLBBGE 281 codifica la enzima que corresponde a la actividad
1.3.176. Finalmente, como se muestra en b) la resolucion del UM también implica conectar el cofactor
sirohemo a la ecuacion de biomasa. Las rectangulos color verde corresponden a las actividades que
fueron aniadidas después de detectar los genes que codifican para las mismas en el genoma de
Blattabacterium Bge.
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UMG6 — Ruta de biosintesis de la prolina

En este caso el UM se encuentra compuesto por dos reacciones: la N-acetilornitina desacetilasa,
codificada por el gen BLBBGE 320 (sin EC asignado) y la L-glutamato S5-semialdehido
deshidratasa que corresponde a una reaccion espontanea (ver figura 4.8). Dado que ambas
reacciones se encuentran asociadas a la ruta de sintesis/degradacion de la prolina, este escenario se
podria sugerir que unicamente faltaria una actividad enzimatica para completar la ruta lo cual se
podria deber, o bien a un error de anotaciéon o a una complementacion metabolica entre el
endosimbionte y su hospedador. Sin embargo, un inspeccion detallada del gen BLBBGE 320, el
cual se encuentra asignado a la reaccion NACODA, permite ver que dicho gen tiene asignadas las

siguientes tres actividades:
* N-acetil-L-ornitina + H20O — L-ornitina + acetato (EC 3.5.1.16)

*  N-succinil-L,L-2,6-diaminopimelato + H20 — L,L-diaminopimelato + succinato (EC
3.5.1.18)

* N-Acetil-L-glu 5-semialdehido + H20 — Acetato + L-Glu 5-semialdehido (NACODA)

Tanto la primera como la segunda reaccion, son actividades enzimaticas consistentes en el
modelo que participan de la ruta de sintesis de la ornitina y la lisina. Por su parte la reaccion (3)
que es la reaccion asociada al UM6, no fue encontrada en la base datos de actividades enzimaticas
BRENDA (Schomburg et al., 2013). Sin embargo, se encontrd que la reaccion esta definida en la
base de datos BiGG (Schellenberger et al., 2010). Ademas, de acuerdo con MetaCyc, estd actividad
se corresponde a EC 3.5.1.16 (N-acetil-ornitina desacetilasa, argE en E. coli) que también podria
actuar sobre N-acetil-L-glu-semialdehido, aunque no se han encontrado referencias bibliograficas
que la avalen. Por esa razon no esta claro si la reaccion ha sido caracterizada desde un punto de
vista bioquimico, o por el contrario es una reaccion ficticia o putativa formulada para completar
algin gap. Por otra parte, algunos resultados experimentales indican que la prolina es el
aminoacido mas abundante en la hemolinfa de las cucarachas (Sowa and Keeley, 1996). Este dato
apoya la hipdtesis de que la prolina es un aminoacido proveido por el huésped y en consecuencia
no sintetizado por el endosimbionte. Tomando en cuenta estos puntos, la hipotesis mas plausible es
que el UM6 sea un artefacto, producto de errores en la anotacion y/o reconstruccion del modelo.

Como consecuencia, las actividades incluidas en la UM6 fueron eliminadas del modelo.

NACODA
L-Glutamate 5-semialdehyde

_ 1-Pyrroline-5-carboxylate |

Figura 4.8. Representacion del UM6 correspondiente un fragmento de la ruta de sintesis /
degradacion de la prolina. Los rectangulos de color representan las reacciones. los de color gris
representan actividades con gen codificante asociado, mientras que los amarillos se corresponden a
reacciones mal anotadas. Los rectangulos de borde punteado y color amarillo se corresponden a
metabolitos RNC.
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UM7-UM10 — El caso de las reacciones aisladas

El caso de los UM7 y UMS cada uno incluye una tnica reaccion que se corresponden con los
transportadores de iones, Fe*"y Mg*, respectivamente (figura 4.9a). Si bien ambos UMs incluyen
también los flujos de intercambios asociados a los metabolitos extracelulares, no existe ningun
proceso intracelular que consuma los iones y, por tanto, ambos metabolitos representan deadends
de tipo RNC. Dado que la presencia de ciertos iones en el interior celular es esencial para el
crecimiento de un organismo, una practica comun en la construcciéon de GEMMs es incluir dichos
iones en la ecuacion de biomasa (Thiele and Palsson, 2010). En el presente caso, como
consecuencia de incluir los iones Fe** y Mg>" en la ecuacién de biomasa, ambas UMs se
desbloquean. En el caso del UMY, la reaccion aislada incluida se corresponde con la superoxido
dimutasa (EC 1.15.1.1), la cual consume superoxido para producir peroxido (figura 4.9b). Esta
actividad suele operar junto a la actividad catalasa (EC 1.11.1.6) en la ruta de detoxificacion de los
radicales libres, tales como superdxido y el peroxido de hidrogeno. Dado que ambas actividades
tienen un gen asignado y que existe evidencia gendémica asi como simulaciones que sugieren el
caracter aerobico del metabolismo de Blattabacterium Bge (Gonzalez-Domenech et al., 2012;
Sabree et al., 2009), es altamente probable que la superoxido dimutasa desempefie un papel
importante en el metabolismo del endosimbionte.
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Figura 4.9. Representacion de los UMs 7-10. En a) los UMs asociados con transporte de iones se
resuelven al incluir el ion en la ecuacion de biomasa. En b) y c¢) se representan los UM 9 y 10,
respectivamente. En ambos casos los componentes incluidos en el UM fueron eliminados como parte
del proceso de revision.

La actividad catalasa no se encuentra bloqueada en el modelo debido a que el perdxido es un
subproducto en el ultimo paso de las sintesis del piridoxal-5-fosfato. Sin embargo, el sustrato de la
superoxido dimutasa, el anion superoxido, se encuentra como un metabolito deadend de tipo RNP
(figura 4.9b). Esto se debe a que la formacion de tales iones es un subproducto de la respiracion
aerdbica, y su formacion solo se da en ciertas condiciones que no se pueden representar de forma
natural en un modelo estequiométrico y por tanto, los procesos de formaciéon del superdxido se
encuentran fuera del alcance del modelo. Como consecuencia de lo expresado anteriormente, la

superoxido dimutasa puede ser eliminada del modelo sin que esto afecte la estructura de la red.

Finalmente, el analisis del UM10 indica también un caso de reaccion aislada: la actividad EC
2.7.8.7 que cataliza la activacion de una apoproteina en una proteina transportadora de acilos (ACP,
acylt-carrier-protein), un transportador de grupos acilo, importante en las biosintesis de acidos
grasos (figura 4.9¢). Dado que el proceso de sintesis de proteinas no se encuentra explicitamente
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incluido en el modelo iCG238, este no incluye una reacciéon que produzca la apoproteina, dando
como resultado un metabolito deadend RNP que a su vez bloquea a la actividad EC 2.7.8.7. Como
en el caso del UMY, previamente discutido, cuando un metabolito es producido por un proceso que
se encuentra por fuera del alcance del modelo, este se manifiesta como un deadend causando el
bloqueo de una o mas reacciones. En el presente trabajo tales inconsistencias no tienen una
resolucion directa y, como consecuencia, los componentes involucrados pueden quitarse del

modelo sin que esto afecte a la estructura del mismo.

4.3.2 Actualizando el modelo metabdlico de Blatabacterium Bge iCG238.

El proceso de revision mediante el analisis de modulos inconexos (UM), descrito en el apartado
previo, dio como resultado la eliminacion de seis genes asociados a reacciones del modelo iCG238,
debido a que se detectaron errores en la anotacion, o debido que las actividades catalizadas por los
productos de dichos genes se encuentran fuera del alcance del modelo. A su vez, se identificaron
ocho genes, previamente no incluidos en el modelo, que codifican para un total de nueve
actividades. Ademas, la resignacion e inclusion de nuevas actividades, asi como la eliminacion
actividades huérfanas, condujo a la eliminacion de 71 reacciones y 2 flujos de intercambios del
iCG238, y la inclusion de 56 nuevas reacciones junto a 3 flujos de intercambio. En forma adicional,

se introdujeron 13 nuevos metabolitos en la formulacion de la ecuacion de biomasa (ver tabla 4.4).

Tabla 4.4 Descripcion de los nuevos metabolitos incluidos en la ecuacion de biomasa de
iMP240.

ID Nombre Foérmula
2dmmgql8 2-Demetilmenaquinol 8 C50H7202

mql8 Menaquinol 8 C51H7402

Smthf 5-Metiltetrahidrofolato C20H24N706
amet S-Adenosil-L-metionina C15H23N605S
pydx5Sp Piridoxal-5-fosfate C8H8NOG6P
sheme Sirohemo C42H36FeN4016
udcpdp Undecaprenil difosfato C55H8907P2
mureinSpx4p  Disacarido pentapeptido de murein (2 unidades)  C77H117N15040
pel20 Fosfatidiletanolamina (didodecanoil, n-C12:0) C29H58N108P1
pel60 Fosfatidiletanolamina (dihexadecanoil, n-C16:0) C37H74N108P1
fe2 Fe2+ Fe

k Potasio K

mg2 Magnesio Mg

Dado que no hay informacion experimental disponible acerca de la composicion bioquimica de
la biomasa de Blattabacterium Bge, se utiliz6 como referencia la formulacion de la biomasa del
GEMM de E. coli 1101366 (Orth et al., 2011). En particular, los coeficientes estequiométricos de
los nuevos cofactores incluidos en la nueva ecuacion de biomasa del modelo, corresponden a los
del modelo de E. coli iJO1366. Si bien, Blattabacterium Bge y E. coli son organismos
filogenéticamente distantes, y por tanto su composicion bioquimica puede llegar a diferir en forma
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significativa, es muy posible que los coeficientes de los cofactores en Blattabacterium Bge deben
ser, aproximadamente, del mismo orden de magnitud que en E. coli (Feist and Palsson, 2010;
Henry et al., 2010). De esta forma es posible capturar las necesidades de crecimiento del organismo
desde un punto de vista cualitativo. Las nuevas modificaciones introducidas en el modelo dieron
lugar a un nueva version del modelo de Blattabacterium Bge, denominado iMP240 (Ponce-de-
Leon et al., 2013). Los detalles sobre las modificaciones introducidas en el modelo se encuentran
en la tabla S.4.2.

4.3.3 Analisis de la reorganizacion de los subconjuntos de reacciones

Como se pone de manifiesto en las secciones previas, donde se detallan los pasos seguidos para
curar cada UM, el proceso de revision del modelo metabodlico implica la incorporacion de nuevas
reacciones asi como la eliminacion de otras y en algunos casos la modificacion de Ia
estequiometria, o la reversibilidad/irreversibilidad. Estos cambios afectan a la estructura de la red y
como consecuencia, las propiedades estructurales del sistema se veran modificadas. Por ejemplo,
las modificaciones mencionadas tenderan a causar una reorganizacion en las relaciones de
acoplamiento entre los flujos de la red. En particular, en este apartado se presentan los resultados
del analisis de la reorganizacion de los conjuntos de reacciones parcial y completamente acopladas
(FCS, full coupling sets) (Burgard et al., 2004) también denominadas subconjuntos enzimaticos
(Pfeiffer et al., 1999) o subconjuntos de reacciones (Poolman et al., 2007). Como se discute en el
apartado A.2.3 del apéndice A, el conjunto de FCSs es una propiedad estructural e invariante de
una red estequiométrica, y su andlisis puede brindar informacién acerca de la regulacion del
sistema (Notebaart et al., 2008).

La tabla 4.5 resume el nimero de FCS identificado en ambas versiones del modelo, asi como el
numero de reacciones que contiene cada FCS. Para comparar la reorganizacion de FCS se empled
el indice de Jaccard como medida de similitud entre los FCS de ambos modelos. El indice fue
calculado para cada par de FCS como el nimero de elementos (i.e. reacciones) en la interseccion
dividido el numero de elementos en la union de ambos FCS y, como consecuencia, el indice se
encuentra acotado entre cero y uno. Cuanto mayor es el valor del indice, mayor es el nimero de
reacciones compartidas entre dos FCS, siendo 1 en el caso que ambos FCS sean idénticos y 0 en el
caso de que los FCS comparados no tengan ningtin elemento en comun. Al analizar la tabla 4.5 la
mayor diferencia en la reorganizacion de los FCS es la presencia de un FCS compuesto por 20
reacciones que esta presente en iMP240 pero en iCG238. Esta gran diferencia se explica debido a
que en iCG238 esas 20 reacciones no fueron incluidas de forma explicita sino que se encuentran
condensadas en una tnica reaccion (como se explica en la discusion del UM4). Esto mismo ocurre
en el caso del FCS que contiene 13 reacciones y uno de los FCS de 7 reacciones identificados en
iMP240. Ademas, otro de los FCS de 7 reacciones presentes en iIMP240, que se corresponde con la
ruta del sintesis del piridoxal-5-fosfato y tampoco se encuentra presente en iCG238; esto es debido
a que las reacciones correspondientes a la ruta de sintesis del piridoxal-5-fosfato se encuentra
bloqueadas en iCG238 vy, por definiciéon, no pueden formar parte de ningin FCS. En forma
adicional, se detectaron 3 FCS que son practicamente idénticos entre ambos modelos, pero que
difieren Unicamente en una reaccion; por ejemplo, el FCS de 18 reacciones en iMP240 se
corresponde al FCS presente iCG238 que contiene 17 reacciones. Mas alla de las diferencias antes

descritas, no se detectaron cambios drasticos en la organizacion de FCS entre ambos modelos.
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Tabla 4.5. Reorganizacion de los subconjuntos de reacciones completamente acopladas (FCS)
en los modelos iCG238 e iMP240. Las columnas de izquierda a derecha indican: el numero de
reacciones que pertenecen al FCS; ii) y iii) cuantos FCS con un numero dado de reacciones hay en
los modelos iMP240 e iCG238, respectivamente, iv) cuantos pares de FCS de un tamario dado son
iguales entre ambos modelos; y v) cuantos FCS con un indice de Jaccard mayor a 0,75 han sido
encontrados, tomando como referencia de la comparacion del modelo iMP240. El numero entre
paréntesis indica la diferencia en reacciones para un par de FCS de la siguiente forma: un niimero
positivo indica que el FCS presente en iCG238 tiene ese numero de reacciones adicionales, y un
valor negativo indica lo contrario.

# Reacciones en FCS iMP240 iCG238 Jiuo® Js
2 27 28 21 -
3 8 6 3 1 (+1)
4 2 4 1 --
5 4 3 2 -
6 3 3 2 --
7 3 | 1 1 (+1)
8 -- 1 -- --
9 4 3 3 -
10 1 1 - 1 (+1)
11 - 1 - -
13 1 -- - --
17 - 1 - -
18 1 - - 1 (-1)
20 1 -- - -

4.3.4 Analisis comparativo en la prediccion de medios minimos

Dado un modelo metabdlico con una ecuacion de biomasa que represente el crecimiento del
organismo es posible calcular o predecir cual es el conjunto minimo de nutrientes esenciales para el
crecimiento de un cierto organismo. En este sentido, el modelado basado en restricciones permite
generar hipétesis de medios minimos de crecimiento a partir de un modelo. De esta forma es
posible identificar nuevos componentes, previamente no considerados, que un organismo necesite
para crecer. Estas predicciones pueden evaluarse en forma directa en un laboratorio, y en ciertos
casos posibilitan la definicion de un medio minimo de crecimiento. Dada la imposibilidad de
cultivar las bacterias endosimbiontes primarios y la compleja relacion que existe entre el
metabolismo del endosimbionte y su huésped, la prediccion in-silico de medios minimos puede ser
de gran utilidad para entender la relacion de dependencia que existe entre los dos miembros de la

asociacion.

El medio minimo in-silico fue predicho para las dos versiones del modelo, i.e. iCG238 y
iMP240, empleado el procedimiento descrito en el apartado A.2.4 del apéndice A. Los resultados
obtenidos para el caso de iCG238 se presentan en la tabla 4.6 e incluyen: cuatro aminoacidos;
oxigeno, iones y algunos cofactores, o precursores de cofactores como el nicotinato, que luego de
ser importado se emplea para sintetizar NAD. Estos resultados reproducen los obtenidos
previamente (Gonzalez-Domenech et al., 2012). Sin embargo, si bien las predicciones realizadas
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empleando la version revisada del modelo iMP240 incluyen todos lo compuesto predichos por
iCG238 (excepto el S-dihidroorotato), estas también sugieren que el endosimbionte requeriria seis
compuestos adicionales para poder crecer (ver tabla 4.6). El S-dihidroorotato es un precursor en la
biosintesis de las pirimidinas que en el caso de i{CG238 debe ser importado del exterior para que
pueda haber sintesis de nucleétidos, ya que el modelo no incluye la actividad EC 3.5.2.3 que
cataliza la conversion del N-carbamoil-L-aspartato en S-dihidroorotato. Sin embargo, la revision de
la anotacion del genoma de Blattabacterium Bge permitio encontrar que el gen BLBBGE 317
codifica para la actividad EC 3.5.2.3. Como consecuencia, al incluir en el modelo dicha actividad
asociada a su respectivo gen, las predicciones de iMP240 indican que el endosimbionte podria
llevar a cabo la sintesis de bases pirimidinicas de novo, i.e. sin la necesidad de importar el S-
dihidroorotato del exterior.

Tabla 4.6. Identificacion de medios minimos. Tabla comparativa entre los medios de cultivo
minimos predichos in-silico empleando la version revisada del modelo iMP240 y su version previa
iCG238.

Componentes de Medio iMP240 iCG238
Tiamina Requerido Requerido
Nicotinato Requerido Requerido
Sodio Requerido Requerido
L-Glutamina Requerido Requerido
Sulfato Requerido Requerido
R-Pantotenato Requerido Requerido
Fosfato Requerido Requerido
L-Asparagina Requerido Requerido
L-Prolina Requerido Requerido
Glicina Requerido Requerido
0, Requerido Requerido
S-Dihidroorotato -- Requerido
R-Mevalonato Requerido --
Glicerol Requerido --
Porfobilinégeno Requerido --
Fe?* Requerido -
K* Requerido --
Mg* Requerido --

Total 17 12

Los nuevos requerimientos predichos incluyen: 1) dos nuevos iones (K*, Mg*) que fueron
afadidos en forma directa a la ecuacion de biomasas y el Fe* que es empleado para la sintesis de
sirohemo, cofactor que también forma parte de la biomasa; 2) dos precursores que son necesarios
para la sintesis de cofactores; y 3) el glicerol. Dentro de los precursores para la sintesis de
cofactores se encuentra el mevalonato que, como ya fue discutido, es un compuesto necesario para
la sintesis de las quinonas, MQ y DMK (ver subapartado sobre la discusion de la curacion de la
UMI1 — Ruta de biosintesis de Menaquinol). Por tratarse, muy posiblemente, de un organismo

aerdbico estricto, las quinonas serian fundamentales para el funcionamiento de la cadena
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respiratoria En consecuencia el mevalonato seria un compuesto esencial para el crecimiento del
simbionte. Algo similar ocurre con el porfobilindgeno, que es precursor de la sintesis del sirohemo.
Dada la importancia del sirohemo en el metabolismo del azufre y el nitrogeno se espera que la
sintesis de este cofactor sea vital para endosimbionte y, por ende, para su huésped. Como
consecuencia, el porfobilindgeno seria también un compuesto esencial para el endosimbionte, ya

que luego de ser importado seria empleado para la sintesis de sirohemo.

Dado que los cofactores mencionados fueron incluidos en la biomasa, se espera que la version
revisada del modelo incluya los precursores respectivos como requerimientos nutricionales
esenciales. Sin embargo, la presencia del glicerol en el medio minimo fue algo no tan previsible.
De acuerdo con las predicciones de iMP240, el glicerol importado seria fosforilado mediante la
actividad EC 2.7.1.30 y el glicerol-3-fosfato obtenido es empleado para la biosintesis de distintas
especies de fosfatidilglicerol que forman parte de la de la ecuacion biomasa en ambos modelos. En
el caso de iCG238 el glicerol-3-fosfato es sintetizado a partir de la dihidroxiacetona-fosfato,
mediante la actividad EC 1.1.5.3 operando en el sentido reverso. Sin embargo, no fue posible
encontrar en la bibliografia evidencias que indiquen o sugieran que la actividad EC 1.1.5.3 es
reversible. Por lo tanto, si la reaccién se considera irreversible en condiciones fisiologicas, el
glicerol-3-fosfato no podria ser producido por el endosimbionte y como consecuencia, el glicerol
deberia ser importado del medio y fosforilado en el interior de la célula para poder sintetizar las

especies de fosfatidilglicerol que se integraran a la membrana de la bacteria.

4.3.5 Fragilidad, robustez y reduccion genémica.

El conjunto de genes metabolicos esenciales de Blattabacterium Bge fue calculado in-silico
empleando el modelo iMP240 y los resultados fueron comparados con el conjunto de genes
esenciales predichos previamente empleando el modelo iCG238. Para que la comparacioén fuese
posible, la prediccion de los genes esenciales se llevo a cabo de la misma forma que se realizé en la
publicacion de la primera version (Gonzalez-Domenech et al., 2012), es decir empleando FBA (ver
apartado A.2.1 del apéndice A). La figura 4.10 resume los resultados de la comparacion entre
ambos modelos. El conjunto de 172 genes (~72%) predichos como esenciales en iCG238 son
predichos también como esenciales en iIMP240. En forma adicional, con iMP240 se predicen 30
nuevos genes esenciales, 25 de los cuales se encuentran en iCG238 (predichos como no esenciales)
y 5 fueron incluidos en iMP240 como consecuencia de la revision. Esto resulta en un total de 202
genes esenciales (~84%) predichos por iIMP240. El aumento en la fragilidad de la red frente a la
pérdida de genes que se observa luego de realizar la revision del modelo se debe a la incorporacion
de nuevos compuestos en la ecuacion de biomasa. Esto trae como resultado que los genes que
codifican las enzimas cuyas actividades permiten realizar la sintesis de los compuestos incluidos la
ecuacion de biomasa, serdn predichos como esenciales. Por ejemplo, los genes que codifican para
la biosintesis del menaquinol se predicen como no esenciales al emplear i{CG238 debido a que
dicho cofactor no se encuentra en la ecuacion de biomasa, lo que a su vez es una de las causas del
bloqueo de la ruta (ver seccion 2.5). Sin embargo, dado que el modelo predice que diversas
actividades esenciales para el organismo requieren de la presencia de menaquinol (e.g. reacciones
de la cadena respiratoria o la dihidroorotato deshidrogenasa) es de esperar que los genes de la ruta
de sintesis del cofactor también los sean. De igual forma, los genes requeridos para la sintesis de
los nuevos compuestos que se han afiadido a la biomasa de iIMP240 son también predichos como
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esenciales. Los 38 genes que son predichos como no esenciales por el modelo iMP240 codifican
para un total de 45 actividades enzimaticas distribuidas en diversas rutas metabolicas (ver tabla
4.7), principalmente la ruta de recuperacion de nucleétidos, los procesos de transporte y las
reacciones del ciclo de Krebs.

iCG238 iIMP240

Figura 4.10. Comparacion de genes esenciales en los modelos iCG238 y iMP240. E! diagrama de
Venn representa las diferencias en los genes predichos como esenciales en los modelos iCG238 y
iMP240. Los conjuntos dibujados con una linea continua fina representan los genes incluidos en cada
modelo. El conjunto delimitado por la linea continua gruesa representa el conjunto de genes presentes
en ambos modelos, es decir, la interseccion. Los conjuntos definidos por las lineas punteadas indican
los genes predichos in-silico como esenciales.

La presencia de genes no esenciales indica que el sistema metabolico del endosimbionte atn
conserva un cierto grado de robustez frente a la pérdida de genes. Dicho de otra forma, es posible
que el proceso de reduccion gendémica aun no haya alcanzado su limite, lo que sugiere que el
sistema podria reducirse ain mas. Considerando este resultado se realizd un estudio in-silico de
doble knockout para evaluar la posibilidad que dentro del conjunto de genes no esenciales, existan
pares letales que indiquen la posibilidad de epistasis. El estudio se ha realizado evaluando todos los
posibles pares entre los 38 genes no letales. La figura 4.11 muestra los resultados del estudio de
knockout dobles realizado sobre iMP240. Estos indican que existen 23 pares o combinaciones de
genes cuya eliminacion simultanea se traduce en la imposibilidad del metabolismo para exhibir
crecimiento. Algunas de las combinaciones letales se deben a la eliminacion simultanea de dos
genes que codificaban para la misma funcion, i.e. que la letalidad se produce al perder una funcion
y su copia redundante. Por ejemplo, existen dos genes que codifican para un transportador de hierro
y dado que el hierro es un compuesto esencial para la sintesis de sirohemo, la pérdida de ambas
copias seria letal para el endosimbionte. Algo similar ocurre con los genes BLBBGE 290 y
BLBBGE 576, que codifican para la misma proteina, la uroporfirindgeno III sintasa (EC 4.2.1.75),
enzima involucrada en las sintesis de tetrapirroles y que en el caso de Blattabacterium Bge
participa en la sintesis del sirohemo. Es llamativo el hecho de que el simbionte conserve dos copias
de un mismo gen lo que podria indicar que codifica una funcidn relevante. Por otra parte, si bien la
similitud de secuencias entre ambas copias del gen es muy baja (< 40%), lo que podria sugerir que
los genes desempenan funciones diferentes, ambas presentan un domino conservado de tipo HEM4
lo que indicaria que ambas conservan la actividad enzimatica EC 4.2.1.75.
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Tabla 4.7. Genes no esenciales agrupados por ruta metabdlica. La tabla incluye los genes
predichos como no esenciales en iMP240 agrupados por la ruta metabolica en la que participa la
enzima codificada.

Ruta metabdlica N° de genes no esenciales

Ruta de recuperacion de nucledtidos 18

—_
(e

Transporte, extracelular

Ciclo de los acidos tricarboxilicos
Glicolisis/Gluconeogénesis

Biosintesis de cofactores

Metabolismo de la glicina y serina
Otras funciones

Reacciones anapleroticas

Metabolismo de la arginina y la prolina
Fosforilacion oxidativa

Ruta de las pentosas fosfato
Metabolismo de la fructosa y la manosa
Metabolismo del glutamato

—_m = = NN NN NN DR B

Metabolismo de cofactores

Otros casos de knockout dobles letales no tienen una explicacion tan directa, es decir que no son
dos copias de un gen que codifica la misma funcién. Por ejemplo, cinco genes involucrados en la
ruta glicolisis/gluconeogénesis que codifican las siguientes actividades: EC 4.2.1.11
(BLBBGE 264), EC 2.7.2.3 (BLBBGE 294), EC 5.4.2.12 (BLBBGE 231), EC 53.1.1
(BLBBGE 104) y EC 4.1.1.49 (BLBBGE 77), no son letales si son eliminados en forma
individual. Sin embargo, algunas de las combinaciones de knockout dobles pueden ser letales. Por
ejemplo si se inactiva la actividad EC 4.2.1.11, esto impediria la formacion de fosfoenol-piruvato
(necesario por ejemplo para la sintesis de corismato). Pero el metabolismo del organismo se puede
ajustar redirigiendo flujo a través de la actividad EC 4.1.1.49 para poder generar el fosfoenol-
piruvato. La pérdida de otras de las actividad mencionadas son también compensadas en forma
similar a la descrita, aunque en algunos casos implican el reajuste de un niimero considerablemente
mayor de flujos, aunque el valor de la tasa de crecimiento dptima no se ve afectado. Esto indica que
pese a la reduccion gendmica, la red metabolica del endosimbionte atn conserva cierto grado de
robustez distribuidas, es decir que el sistema puede compensar la falla o pérdida de funciones
redirigiendo el flujo a través de rutas alternativas (Wagner, 2005). Ademas, las actividades
mencionadas forman parte del metabolismo central del carbono cuyo disefio, altamente flexible,
permite la interconversion de los distintos precursores por rutas alternativas (Noor et al., 2010).
Algo similar ocurre con ciertas enzimas del ciclo de Krebs del endosimbionte, en donde las
actividades citrato sintasa (EC 2.3.3.1), aconitasa (EC 4.2.1.3) e isocitrato deshidrogenasa son
redundantes (EC 1.1.1.42) respecto a la oxoglutarato deshidrogenasa (EC 1.2.4.2), como ya ha sido
predicho con iCG238 (Gonzalez-Domenech et al., 2012).
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Figura 4.11. Predicciones in-silico de la viabilidad de knockout dobles en el modelo iMP240. La
figura representa la matriz de todos los pares posibles de knockout dobles realizados sobre el conjunto
de 38 genes no esenciales. La escala de colores indica el valor de la tasa se crecimiento relativo al
valor predicho por el sistema sin perturbar.

4.4 Discusidon

El calculo de los modulos inconexos permitio identificar y resolver todas las inconsistencias
presentes en el modelo de Blattabacterium Bge iCG238 y, al mismo tiempo, mejorar la anotacion
del genoma del organismo. Como se demuestra a lo largo de los distintos apartados, la
representacion e inspeccion visual de los diferentes mddulos inconexos (UM) es una fuente de
informacion muy util que puede ser empleada para la resolucion de las inconsistencias durante la
reconstruccion y revision de un modelo metabolico. En este sentido, cada reaccion bloqueada
detectada en el modelo ha sido convenientemente desbloqueada, o quitada del modelo en aquellos
casos donde no se encontré informacion suficiente que respaldard la presencia de esta en el
metabolismo de la bacteria. Por ejemplo, en el caso del UM2 correspondiente a la ruta de
recuperacion de nucledtidos, todas las actividades enzimaticas identificadas como bloqueadas y que
no tenian asociado un gen codificante, o aquellas reacciones bloqueadas introducidas al modelo
como consecuencia de la baja especificidad de ciertas enzimas, fueron eliminadas del modelo. El
proceso de revision del modelo sirvidé como guia para realizar una minuciosa reanotacion del
genoma de la cual resulto la deteccion de ciertas actividades enzimaticas codificadas por el genoma
que no habian sido consideradas en la primera version del modelo y que eran la causa de ciertas
inconsistencias. Un ejemplo claro puede verse en el caso de la revision del UMS correspondiente a
la ruta de biosintesis del sirohemo en el que la incorporacion al modelo de de tres nuevas
actividades enzimaticas, resolvid las inconsistencias presente en la formulacion de dicha ruta.

Ademas, el analisis de consistencia permitid la identificacion de nuevos componentes de la
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biomasa, principalmente cofactores, no considerados previamente, como por ejemplo la
menaquinona, el sirohemo y el piridoxal fosfato.

Como consecuencia del proceso de revision y de los cambios introducidos en el modelo, se
propone una nueva version de la reconstruccion a escala genémica de Blattabacterium Bge,
identificada como iMP240. Se realizaron diversos analisis in-silico con el objetivo de identificar el
impacto que las modificaciones del modelo sobre las predicciones previamente realizadas, asi
como con el objetivo de caracterizar otras propiedades del sistema no analizadas previamente. Las
modificaciones introducidas en el modelo no reflejaron grandes cambios en la reorganizacion del
conjunto de subconjuntos de reacciones fuertemente acopladas o FCSs. Si bien, en la version mas
reciente aparecen nuevos FCSs como consecuencia del desbloqueo y adicion de nuevos reacciones,
los FCSs compartidos por ambas versiones del modelo no presentaron diferencias notorias. Sin
embargo, la modificacion en la formulacién de la ecuacion de biomasa si introdujo cambios
importantes, que se reflejan en las diferencias de la prediccion de medios minimos y fragilidad de
la red. Por un lado, iMP240 predice la esencialidad de dos nuevos compuestos (sin incluir iones)
como son el caso del glicerol y el mevalonato, mientras que tales compuesto no se predicen como
esenciales al emplear iCG238. El caso del mevalonato es de especial interés en el contexto de los
endosimbiontes debido a que sugiere un nuevo posible evento de complementacion metabolica
entre ambos organismos. Por otra parte, las diferencias en la formulacion de la ecuacion de
biomasa de ambos modelos se reflejan en las estimaciones de la fragilidad de la red. Mientras que
iCG238 predice que un ~72% de los genes metabdlicos son esenciales, las nuevas predicciones
elaboradas con iIMP240 sugieren que el ~84% de los genes metabdlicos son esenciales. La nueva
prediccion sugiere que el metabolismo del endosimbiontes es atin mas fragil que lo predicho
previamente. Esto es debido, en buena medida, al hecho de que los endosimbiontes se encuentran
sometidos a un extremo proceso de reduccion gendmica en el que solo se retienen los genes
esenciales para el crecimiento del sistema insecto-bacteria. En el presente caso, la mayoria de los
nuevos genes predichos como esenciales estan involucrados en la sintesis de cofactores que al ser
haber sido incluidos en la ecuacion de biomasa son predichos como esenciales por el modelo.

De acuerdo con los resultados del estudio, las inconsistencias detectadas en el modelo se deben a
una de las siguientes causas: 1) errores en la anotacion del genoma que resultan en la asignacion
incorrecta u omision de actividades enzimaticas; 2) la ambigiiedad por el sustrato de las enzimas,
i.e. la baja especificidad por el sustrato que exhiben diversas enzimas, puede conducir a la inclusion
errénea de reacciones que carezcan de sentido en un modelo; 3) la presencia de eventos de
complementacion metaboélica entre el endosimbionte y su hospedador; y 4) la definicion incompleta
de la ecuacion de biomasa del organismo. La identificacion de este tipo de inconsistencias ha
resultado ser muy sencilla mediante la inspeccion visual de los mddulos inconexos. El caso de
estudio expuesto en el presente capitulo ha tenido como objetivo por un lado, para poner a prueba
el método de revision de modelos metabdlicos a través de la resolucidon de modulos inconexos,
propuestos en la el seccion 3.6. Por otra parte el estudio también ha permitido poner de manifiesto
cuales son las principales fuentes de errores, ya sea en la anotacion del genoma o en la
reconstruccion de la red, que luego se manifiestan como inconsistencias en el modelo, con especial

hincapié en el caso de la reconstruccion de modelos metabdlicos de bacterias endosimbiontes.
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Capitulo 5

5 Complementacion metabolica en
consorcios endosimbiontes

5.1 Introduccion

Las especies que coexisten en un cierto espacio y tiempo conforman un red de interacciones que
es moldeada tanto por factores bidticos como abioticos (Faust and Raes, 2012; Seth and Taga,
2014). Desde un punto de vista molecular, dichas redes pueden considerarse como un entramado de
diversos metabolismos que se interconectan mediante el intercambio de compuestos. Por tanto, una
aproximacion para el estudio de las distintas formas de interaccion entre organismos puede basarse
en el analisis de las interacciones nutricionales. En este contexto, los posibles escenarios de
interacciones nutricionales entre distintos organismos pueden agruparse de la siguiente manera: 1)
competicion por un recurso limitante; 2) sintrofia, en la cual un organismo consume un
subproducto producido por otro organismo; y 3) cross-feeding o intercambio de nutrientes, en la
cual un organismo que sobre-produce un determinado compuesto permite que otros organismos
auxotrofos puedan sobrevivir. Mientras que en el caso de la competicion entre dos especies por un
recurso una de las especies excluira, de forma inevitable, a la otra (Hardin, 1960; Seth and Taga,
2014), en los casos donde hay sintrofia o intercambio de nutrientes, la interaccion tendera a
estabilizar la coexistencia de ambas especies, que de otra forma se volveria competitiva. En
particular, cuando el intercambio de nutrientes o precursores es bidireccional y, por lo tanto,
beneficioso para ambos miembros, la interdependencia nutricional conducira, en la mayoria de los
casos, a un proceso de co-evolucion. Ademads, el proceso co-evolutivo en especies que establecen
una dependencia nutricional puede dar lugar a asociaciones simbidticas, como es el caso de los
insecto, como pulgones, cicadas y cucarachas, que alojan bacterias endosimbiontes en tejidos

especializado.

La figura 5.1 representa las distintas etapas del proceso por el cual se establece la simbiosis
obligada entre un hospedador y un endosimbionte. Un aspecto clave de este proceso es que los
endosimbiontes se encuentran sujetos a un proceso de reduccidn gendmica extrema, como
consecuencia del confinamiento a la vida intracelular, (Moran, 1996; Moran and Bennett, 2014;

Moya et al., 2008). El proceso de reduccion gendmica comienza cuando la bacteria infecta al
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hospedador y puede conducir: i) a la extincion del simbionte; ii) al reemplazo por una nueva
bacteria con un genoma mas completo; y iii) al establecimiento de una relaciéon de dependencia
obligada. Una vez que se ha establecido una simbiosis, es posible que una segunda infeccién no
reemplace al primer simbiontes, sino que se forme un consorcio de endosimbiontes dentro del
hospedador (Martinez-Cano et al., 2015). Debido a la reducciéon genémica, los genomas de los
endosimbiontes suelen perder rutas metabdlicas completas, y de esta forma se vuelven auxotrofos
para diversos compuestos, como nucleotidos o aminoacidos. En otros casos las pérdidas de genes
son parciales, de manera que los genomas suelen codificar rutas metabolicas fragmentadas o que
contienen gaps. En algunos casos las rutas fragmentadas siguen siendo funcionales pero el
endosimbionte requiere de un cierto intermediario para completar el proceso de biosintesis, lo que
aumenta el nivel de dependencia entre el simbionte y su hospedador (e.g. el caso de la ruta de
biosintesis de menaquinol en Blattabacterium discutido en el apartado 4.3.1).

SYMBIONT 1

SYMBIONT 2

- J

Figura 5.1. Evolucion de consorcios endosimbiontes. La figura representa las posibles trayectorias
evolutivas de la interaccion entre insectos y bacterias endosimbiontes. Las flechas numeradas indican
los diferentes estadios: 1) infeccion primaria; 2) reduccion genomica y consolidacion de la simbiosis;
3) infeccion secundaria (pérdida del endosimbionte secundario); 4) complementacion metabdlica y
establecimiento de un consorcio, 5) reemplazo del endosimbionte primario por el secundario.

En el contexto de la evolucion de endosimbiontes, el concepto de complementacion metaboélica o
genodmica es ampliamente empleado para describir las interacciones nutricionales, que como
consecuencia de la reduccion gendomica, emergen entre los miembros de las asociaciones
simbidticas (Baumann et al., 2006; Rao et al., 2015; Zientz et al., 2004). El concepto de
complementacion ha sido empleado en al menos dos sentidos diferentes. Por una lado, el término
es empleado para referir al intercambio nutricional entre bacterias endosimbiontes y sus
hospedadores, donde uno de los miembros produce y comparte uno o mas compuestos esenciales
(e.g. aminodacidos, vitaminas, etc) y vice-versa (Lopez-Sanchez et al., 2009; Macdonald et al.,
2012; Russell et al., 2014; Wu et al., 2006). En este sentido, el uso del término solapa con la
definicion de cross-feeding. Por otra parte, el término es también empleado para referir a escenarios
mas complejos, en donde rutas fragmentadas contintan siendo funcionales ya que se encuentran
complementadas por genes del hospedador, o bien por genes de otro endosimbionte (Price and
Wilson, 2014; Van Leuven et al., 2014). Es decir, que la pérdida y retenciéon de genes da como
resultado patrones genomicos en los que los genes que codifican para una ruta metabdlica
biosintética, se encuentran distribuidos en los genomas de un endosimbionte y su hospedador, o
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entre diversos endosimbiontes. A lo largo de este capitulo se empleara el término
“complementacién metabolica” en el sentido de la segunda definicion propuesta.

Se han descrito eventos de complementacion metabdlica entre bacterias endosimbiontes y sus
hospedadores en diversos sistemas, en particular en insectos (Baumann et al., 2006). Por ejemplo,
en diversos endosimbiontes responsables de proveer de aminoacidos esenciales a sus respectivos
hospedadores (e.g. Buchnera aphidicola, Tremblaya princeps, Candidatus Portiera aleyrodidarum),
se ha detectado la pérdida de ciertas actividades transaminasas, criticas en la sintesis de diversos
aminoacidos (Baumann et al., 2006; Jiang et al., 2012; McCutcheon and von Dohlen, 2011; Rao et
al., 2015; Sloan and Moran, 2012a; Zientz et al., 2004). En casos, como ¢l de B. aphidicola BAp,
se encontré que las transaminasas que perdio el endosimbionte podrian estar codificadas en el
genoma del hospedador Acyrthosiphon pisum. Este hallazgo indica que las sintesis de los
aminoacidos que requieren de dicha actividades transaminasas son sintetizados mediante la
combinacion de las capacidades metabolicas de ambos organismos (Hansen and Moran, 2011;
Russell et al., 2013). Este mismo patron también ha sido descrito en otros sistemas y se ha
propuesto que el hospedador podria regular la produccion de los aminoacidos sintetizados por el
simbionte combinando la regulacion de la actividad transaminasa con el suministro de precursores
clave como la glutamina (Gonzalez-Domenech et al., 2012; Poliakov et al., 2011; Price et al., 2014;
Russell et al., 2014). Otros ejemplo de eventos de complementacion metabolica también se han
sido descrito en Blattabacterium cuenoti, endosimbionte de la cucaracha (Gonzalez-Domenech et
al., 2012; Ponce-de-Leon et al., 2013).

Escenarios mas complejos de complementacion metabdlica pueden emergen cuando mas de un
endosimbionte coexisten en un mismo hospedador. Como muestra la figura. 5.1, después de que un
endosimbionte consolida su relacion del hospedador y pasa a ser un endosimbionte primario, su
genoma se erosiona de forma irreversible lo que suele resultar en una reduccion de las capacidades
metabolicas del organismo. En tales casos es posible que se produzca una nueva infeccion por parte
de un endosimbionte secundario (o facultativo) y que este establezca complementacion metabolica
con el simbionte primario, dando origen a un consorcio endosimbionte (Wu et al., 2006). Un
ejemplo paradigmatico de consorcio de endosimbiontes, es el que se ha descrito en el afido del
cedro Cinara cedri (Burke and Moran, 2011; Lamelas et al., 2011a; Pérez-Brocal et al., 2006). En
este sistema coexisten dos poblaciones de bacterias endosimbiontes de especies diferentes. Por un
lado, al igual que en la mayoria de los afido, el endosimbionte primario es B. aphidicola BCc, y el
segundo endosimbionte co-primario Serratia symbiotica SCc (Burke and Moran, 2011). En este
sistema, muchas rutas biosintéticas, e.g. la sintesis de diversos aminoacidos esenciales, se
encuentran codificadas Gnicamente en el genoma de uno de los simbiontes, lo que da lugar a que
ocurra cross-feeding. Sin embargo, el caso del triptofano representa una excepcion ya que los genes
que codifican las actividades de la ruta se encuentran distribuidos entre ambos endosimbiontes: uno
de los simbiontes (B. aphidicola) codifica las actividades del primer tramo de la ruta y el otro (S.
symbiotica) codifica para el resto (Gosalbes et al., 2008). Como consecuencia, la biosintesis del
triptofano requiere de la presencia y coordinacion de ambos endosimbiontes para poder ser
realizada. Sorprendentemente, un caso convergente ha sido descrito en el psilido Heteropsylla
cubana (Martinez-Cano et al., 2015), donde el simbionte primario, Ca. Carsonella ruddii, codifica

el primer paso de la ruta, mientras que el endosimbionte secundario (que ha perdido casi todos lo
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genes de las rutas de sintesis de aminoacidos) codifica para las actividades finales (Sloan and
Moran, 2012b), y ademas el intermediario compartido es el mismo que para el caso de C. cedri.
Otros ejemplos incluyen el consorcio endosimbionte de la cigarrilla de alas cristalinas Homalodisca
vitripennis, que alberga a los endosimbiontes Sulcia muelleri y Baumannia cicadellinicola
(McCutcheon and Moran, 2007). Escenarios mas complejos han sido también descritos en el caso
de una cicada del género Tettigades donde el endosimbionte primario Candidatus. Hodgkinia.
cicadicola ha especiado de forma simpatrida en dos linajes citolégicamente distintos pero genética
y metabolicamente interdependientes (Campbell et al., 2015; Van Leuven et al., 2014).

La mayor parte de las complementaciones descritas se han identificado mediante analisis
gendmicos y se han limitado a describir tales eventos. Sin embargo, ninguno de estos estudios ha
profundizado en el estudio de las posibles consecuencias que supone la division de una ruta
metabolica en dos organismos. La presencia de la complementacion metabolica entre los
endosimbiontes y su hospedador, y en particular entre los miembros de un consorcio plantea
diversas preguntas evolutivas: ;la complementacion supone algin tipo de ventaja adaptativa que
sea beneficiosa para todo el sistema? Si la respuesta fuese no, se podria pensar que los patrones de
complementacion son producto de un proceso neutral de pérdida de genes en los que la ruta
metabolica sigue siendo funcional (de lo contrario el sistema colapsaria). Por otra parte, si la
respuesta es que si, entonces surge la siguiente pregunta ¢en qué consiste dicha ventaja? Algunos
trabajos tedricos han intentado dilucidar si organismos que exhiben algin tipo de cooperacion,
como cross-feeding, presentan algin incremento en su tasa de crecimiento, respecto a las cepas
silvestres (Germerodt et al., 2016; GroBlkopf and Soyer, 2016; Pfeiffer and Bonhoeffer, 2004). Por
otra parte, la complementacion de una ruta metabodlica entre dos endosimbiontes plantea ciertos
problemas Dbiofisicos; por ejemplo, el intercambio de intermediarios entre los endosimbiontes
implica un problema de transporte. Por un lado estd el hecho de que los endosimbiontes suelen
disponer de un repertorio muy limitado de transportadores (Charles et al., 2011), y por otro esta el
hecho de que en general la mayor parte de los intermediarios de una ruta biosintética no suelen
tener transportadores asociados. Esto implicaria que los intercambios tendrian que ser via difusion
y esto impone restricciones ya que no todos los compuestos pueden difundir a través de una bicapa
lipidica.

Otro problema asociado a la complementacion entre los miembros de un consorcio y su
hospedador (y también al cross-feeding) es conocer como ajustan su metabolismo los
endosimbiontes para sobre-producir ciertos compuestos de forma que satisfaga las demandas del
hospedador. El flujo a través de una ruta metabdlica puede ser incrementado mediante la
modificacion de distintas propiedades de las enzimas (Kacser and Burns, 1973). Mutaciones que
afecten las constantes cataliticas, asi como la afinidad por el sustrato de las enzimas, y que
permiten aumentar el flujo, se pueden seleccionar (M. Ullah, H. Schmidt, 2006). En forma
complementaria, el aumento del flujo puede realizarse mediante el incremento de las
concentraciones de las enzimas, lo que implica modificar la expresion de los genes. Pero también
hay que tener en cuenta los mecanismos de regulacion que debieron estar presentes en los ancestros
de los endosimbiontes. Si bien, los endosimbiontes suelen perder los mecanismos de regulacion
génica, el devenir de otros mecanismos como la regulacion alostérica (muy frecuente en ruta de
biosintesis en la forma de inhibicion por producto) no es tan claro. En efecto, en algunos estudios
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se ha visto la pérdida de conservacion en el sitio alostérico de una enzima (Jiménez et al., 2000),
mientras que en otros casos se ha encontrado que los residuos que conforman el sitio el sitio de
regulacion se encuentran bien conservados (Lai et al., 1994; Rouhbakhsh et al., 1997).

Con el objetivo de profundizar en el estudio del fenémeno de la complementacion metabodlica, a
lo largo de este capitulo se adoptaran dos estrategias complementarias. Por un lado, se llevara
adelante la reconstruccién a escala gendmica y el analisis de los metabolismos de B. aphidicola
BCc y S. symbiotica SCc, endosimbiontes del cedro. Cada modelo serd caracterizado de forma
individual. Posteriormente, ambos modelos seran empleados en la construcciéon de un modelo
compartimentalizado del consorcio endosimbionte del afido del cedro. Dicho modelo de consorcio
sera empleado para estudiar las propiedades del disefio estequiométrico de la complementacion
metabdlica en el caso de la ruta de biosintesis del triptofano antes descrito. El objetivo es intentar
identificar si el disefio en la complementacion exhibido por el consorcio presenta ventajas frente a
otros disefios alternativos que incluyan al caso de un consorcio ancestral hipotético en que la ruta
estuviese codificada por ambos simbiontes. En forma complementaria, se plantea estudiar el
fenémeno de la complementacion desde un punto de vista cinético. Para esto se construird un
modelo cinético que represente el escenario en el que dos tipos de endosimbionte codifican una
ruta metabolica necesaria para la sintesis de un producto esencial. Empleando dicho modelo se
buscaran identificar condiciones necesarias para la emergencia de complementacion metabdlica,
haciendo énfasis en tres aspectos: i) la presencia de inhibicién por producto; ii) el papel de la
permeabilidad de la membrana a los intermediarios y el producto final de la ruta; y iii) el coste
asociado a la sintesis de la enzimas.

5.2 Materiales y metodos

5.2.1 Genomas anotados

Para realizar la reconstruccion y revision de los modelos metabdlicos a escala genéomica de Ca
Serratia symbiotica SCc. y B. aphidicola BCc se obtuvieron los genomas correspondientes, asi
como las bases de datos modelo-organismo reconstruidas en forma semiautomatica y que se
encuentran disponibles en la coleccion de PGDBs de BioCyc (Caspi et al., 2014). Las versiones de
las bases PGDBs empleadas fueron: SSYM568817 19.0, para el caso de Ca. Serratia symbiotica
SCc y BAPH372461 19.0 para el caso de B. aphidicola BCc (ambas disponible en el Tier 3 de
BioCyc 19.0). En el caso de la base de datos BAPH372461, la version publica disponible no
incluye la informacion referente al plasmido pTpr-BCc con nimero de acceso EU660486.1
(Gosalbes et al., 2008). Dicho plasmido, que solo incluye dos genes (#7pE y trpG) fue anadido en
forma manual a una versidon local de la PGDB de B. aphidicola BCc, creada a través de la
herramienta, Pathway Tools version 19.0 (Karp et al., 2015). Una vez afiadida la secuencia
correspondiente del plasmido, se volvid a ejecutar el algoritmo Pathologic (Green and Karp, 2004)
para actualizar la prediccion de rutas metabdlicas del organismo, de manera que esta incluya los
dos nuevos genes presentes en el plasmido. La informacion referente a diversas caracteristicas de

los genomas de ambas bacterias se encuentra resumida en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1 Descripcion de la anotacion genémica de Ca S. symbiotica SCc. y B. aphidicola BCc

Organismo Replicén Genes Proteinas RNAs Pseudogenes Longitud (bp)
NC 016632 (cr) 712 672 40 59 1.762.765
S. symbiotica SCc
Total: 712 672 40 59 1.762.765
NC_008513 (cr) 430 358 72 3 416.380
NC 011878 (pl) 5 5 0 0 6.054
B. aphidicola BCc
*EU660486.1 (pl) 2 2 0 0 2.795
Total: 438 365 72 3 425.229

* FEl plasmido EU660486.1 no estd incluido en la version publica de la base de datos
BAPH372461 y fue incluida de forma manual en una version local de la misma. Abreviaciones: cr.
(cromosoma); pl (plasmido)

5.2.2 Reconstruccion y refinado de modelos metabolicos

La reconstruccion y refinado de los modelos metabolicos se realizo siguiendo los pasos descritos
en el protocolo propuesto por Thiele and Palsson (2010). Para llevar a cabo la reconstruccion
metabolica de Ca. S. symbiotica SCc se tomod como referencia el modelo metabdlico de E. coli K12
MG1655, debido a que es el organismo de vida libre filogenéticamente mas cercano, que ha sido
estudiado de forma extensiva y para el cual existe un modelo metabolico altamente refinado y
validado. En concreto, el modelo metabdlico empleado como referencia para la reconstruccion fue
el denominado E. coli K12 iAF1260 (Feist et al., 2007b). El primer paso para la reconstruccion fue
la identificacion de genes ortdlogos entre el genoma de E. coli K12 MG1655 disponible en EcoCyc
(Weaver et al., 2014) y Ca. S. symbiotica SCc, empleando la version del genoma disponible en
MetaCyc (ver apartado 5.2.1). Las secuencias de los genes de cada organismo fueron extraidas y
traducidas a aminoacidos; las secuencias de aminoacidos fueron comparadas contra las secuencias
de E. coli K12 MG1655, empleando Blastp (Altschul et al., 1990) con un filtro de e-value de 10"y
un minimo de identidad de secuencia del 75%. Los ortdlogos fueron identificados empleando la
herramienta OrthoMCL (Li et al., 2003), combinada con el resultado obtenido del analisis con
Blastp. En forma adicional, empleando la herramienta PathwayTools se extrajo la informacion de
todas las reacciones y rutas metabdlicas presentes en la anotacion de la PGDB de Ca. S. symbiotica
SCc, SSYM568817 19.0. Combinando esta informacion se realiz6 la construccion de la tabla de
asociaciones gen-proteina-reaccion (GPR). Empleando la tabla GPR y en combinacion con el
modelo iAF1260 junto con la base de datos BiGG (Schellenberger et al., 2010) se reconstruyo6 una
primera version de la red Ca. S. symbiotica SCc. La ecuacion de biomasa fue construida
empleando como referencia la de E. coli K12 iAF1260 y ajustando los coeficientes
estequiométricos de acuerdo al procedimientos que emplea el pipeline del SEED (Henry et al.,
2010). El modelo metabdlico obtenido fue revisado empleando la aproximacion de los modulos
inconexos (ver seccion 3.6 y el apartado 4.3.1) y la informacion disponible en la bibliografia
referente al metabolismo del organismo (Burke and Moran, 2011; Lamelas et al., 2011a). Para el
caso de B. aphidicola BCc, se empled como referencia el modelo metabdlico denominado BCc,
previamente publicado (Belda et al., 2012). Dado que el modelo contenia inconsistencias, éste fue
revisado en forma manual empleando la aproximacion de los médulos inconexos, combinada con la
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informacién disponible en la bases de datos modelo-organismo (BAPH372461), asi como el
modelo metabdlico de B. aphidicola BAp previamente publicado (MacDonald et al., 2011) el cual
se encuentra disponible en el repositorio publico BioModels (MODEL1012300000).

5.2.3 Construccion de una ecuacion de biomasa de C. cedri

En forma similar a la definicion de la biomasa de los simbiontes, la ecuacion de biomasa del
afido se define incluyendo los distintos componentes en la proporciones estequiométricas
correspondientes. Dado que el modelo del consorcio no incluye el metabolismo del hospedador, la
ecuacion de biomasa del afido solo incluye los compuestos que le son provistos por el consorcio de
endosimbiontes, i.e. los aminoacidos esenciales, vitaminas y cofactores. Los coeficientes
estequiomeétricos de los aminodcidos fueron estimados a partir de los del analisis de la composicion
del proteoma de los afidos Aphis fabae y de A. pisum (Douglas et al., 2001; Russell et al., 2014).
Dado que las mediciones de la composicion fueron realizadas en dos especies de afidos diferentes,
esto permite suponer que los valores son extrapolables al caso de C. cedri. En el presente caso,
hemos empleado los valores de las medidas experimentales de la composicion en aminoacidos de la
biomasa de A. pisum, realizados por Russell et al., (2014), debido a que la medidas fueron
realizadas recientemente en base datos de protedmica. Estos valores fueron normalizados para que
representen la composicion en 1gDW de biomasa del afido. En forma adicional se afiadieron los
cofactores que el consorcio de endosimbiontes provee al hospedador. En este caso, dado que no
existe una estimacioén de su proporcion en la biomasa del organismo, se introdujeron valores con
ordenes de magnitud muy por debajo de la demanda de los aminoacidos, pero que reflejen el hecho
de que tales compuestos son esenciales para el hospedador (ver tabla S.5.5).

5.2.4 Definicion de una restriccion de contorno

La definicion de condicion de borde del sistema, en un modelo metabdlico reconstruido a escala
genomica, puede llevarse a cabo estableciendo limites en los flujos de intercambio (ver apartado
A.1.3 del apéndice A). Por ejemplo, estableciendo una cota sobre el flujo de intercambio de glucosa
se puede representar el limite que existe en la tasa de importacion, para una cierta concentracion
del azucar. Sin embargo, al modelar condiciones de crecimiento en medios complejos, es mas
dificil la definicidn de los limites sobre los flujos de intercambio, ademas de que cada cota implica
un parametro adicional. Por otra parte existe un limite fisico en el total de moléculas que pueden
atravesar la membrana en un cierto instante de tiempo (que se debe a que la superficie de la
membrana es, a fin de cuentas, finita) (Zhuang et al., 2011). Dado que los endosimbiontes deben
importar un gran numero de compuestos del exterior y también exportar nutrientes, el numero de
parametros, i.e. de cotas en los flujos de intercambio que deben establecerse es elevado, y no hay
informacion experimental disponible. Un manera de reducir el nimero total de pardmetros es
introducir una restriccion que limite el numero total de atomos de carbono que atraviesan la
membrana en cada instante de tiempo (Burgard et al., 2001). La restriccion se puede expresar como
la siguiente desigualdad lineal:

Y. v;n<L Ya€(BCe,SCc) (Ec 5.1)

€T,

Donde T, <J es el conjunto de indices de los transportadores presentes en el endosimbionte a, v; es
el flujo a través del transportador i, m; es el nimero de atomos de carbono de la molécula
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trasportada, y L es la cota, i.e. el parametro que establece el maximo numero de atomos de carbono
que se pueden intercambiar entre el compartimento del endosimbionte a y el compartimento
extracelular. Es importante hacer notar que para garantizar que los valores de los flujos sean
mayores o iguales a cero, los transportadores reversibles deben descomponerse en dos reacciones
irreversibles con direcciones opuestas. Esta transformacion no afecta la estructura del espacio de
flujos (Wagner and Urbanczik, 2005), y garantiza que la contribucion de los flujos de transporte en
la ecuacion 5.1 sea positiva, o nula.

5.2.5 Estimacion de permeabilidades

Se han empleado diversos parametros para estimar la capacidad de los distintos metabolitos de
difundir a través de membranas. Para cada compuesto presente en los modelos se consideraron: (i)
masa molecular; (ii) el nimero de donadores y aceptores de enlaces hidrégeno; (iii) el coeficiente
de particidon octanol-agua; y (iv) el area topologica de superficie polar (TPSA, Topological Polar
Surface Area). La informacion estructural de los metabolitos fue extraida de la base de datos
PubChem (Kim et al., 2015). A su vez, todos los parametros fisicoquimicos fueron calculados
empleando OpenBabel (a través de la interfaz, PyBel) con excepcion del logaritmo del coeficiente
de particion octanol-agua (LogP) que fue predicho empleando dos estimadores alternativos: i) el
estimador AlogP (Tetko and Poda, 2004) y ii) el estimador XLOG3 (Cheng et al., 2007). De forma
complementaria, los pardmetros y estimadores antes descritos fueron empleados para calcular la
regla del 5 de Lipinski (Lipinski et al., 2001) asi como su version extendida (Veber et al., 2002). La
regla del 5 de Lipinski son cuatro criterios empiricos que los compuesto con buena permeabilidad
suelen cumplir, e incluyen: i) que el compuesto no tenga mas de cinco donadores de puentes de
hidrogeno; ii) que compuesto tenga menos de 10 aceptores de puentes de hidrogeno; iii) que la
masa molecular sea inferior a 500 Da; y iv) que el coeficiente de particion octanol-agua del
compuesto sea menor a cinco. La regla del 5 enuncia que los compuestos que exhiben una buena
permeabilidad suelen violar como maximo uno de los cuatro criterios previamente enunciados. A su
vez, la extension de la regla propuesta por Veber et al. (2002), incluyen los siguientes dos criterios
adicionales: i) que la superficie polar del compuesto sea menor a 140 Ay ii) que el niimero total
de donadores y aceptores de puentes de hidrogeno sea menor que 12. Por ultimo, para predecir la
permeabilidad de los compuesto, se emplearon dos de los clasificadores QSAR, basado en reglas,
propuestos por Pham-The et al. (2013), que permiten clasificar la permeabilidad de los compuestos
en: Alta (A), Media Alta (MA), Media, Media Baja (MB) y Baja (B). De los distintos clasificadores
propuestos, se han empleado los clasificadores denominados 1PRule y 3PRule; el primero clasifica
la permeabilidad de un compuesto empleando tinicamente la PSA y el segundo combina el peso
molecular, el PSA y LogD. Dado que no se dispone de un estimador de LogD, se empleo el
estimador AlogP. en su lugar Los resultados se encuentran en la tabla S.5.6 del apéndice B.

5.2.6 Alineamiento multiple de secuencias

Las secuencias de aminoacidos del componente I de la antranilato sintasa (#pE) proveniente de
doce cepas de Buchnera diferentes (incluyendo la cepa BCc), junto con el homologo
correspondiente en Escherichia coli y Serratia marcescens, fueron descargados de las base de datos
UniProtKB (UniProt-Consortium, 2014). Los identificadores de las catorce secuencias se
encuentran en la tabla 5.2. El alineamiento multiple fue realizado empleando el paquete de software
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T-cofee (Notredame et al., 2000), ejecutado con los parametros por defecto. La representacion del
alineamiento se llevo a cabo utilizando la herramienta Jalview (Waterhouse et al., 2009).

Tabla 5.2 Descripcion de las secuencias de trpE. Descripcion de las catorce secuencias
empleadas en el alineamiento multiple realizado para evaluar el grado de conservacion del sitio
alostérico del componente I de la antranilato sintasa de B. aphidicola BCc.

ID (UniProtKB) Organismo Largo (aa)
B4YQRI1 B. aphidicola (Cinara cedri) 519
Q5WQO06 B. aphidicola (Cinara tujafilina) 514
G2LQ71 B. aphidicola (Uroleucon ambrosiae) 525
Q44695 B. aphidicola (Acyrthosiphon pisum) 521
Q89A29 B. aphidicola (Baizongia pistaciae) 519
Q44697 B. aphidicola (Diuraphis noxia) 519
Q9ZER9 B. aphidicola (Pemphigus spyrothecae) 520
Q44689 B. aphidicola (Rhopalosiphum maidis) 514
Q44691 B. aphidicola (Rhopalosiphum padi) 514
P42387 B. aphidicola (Schizaphis graminum) 515
Q44598 B. aphidicola (Schlechtendalia chinensis) 530
Q9ZES2 B. aphidicola (Tetraneura caerulescens) 526
P00895 E. coliKI2 520
P00897 S. marcescens 519

5.3 Resultados

5.3.1 Reconstruccion metabolica de los endosimbiontes del afido del cedro

Descripcion de los modelos

La reconstruccion de un modelo metabdlico de S. symbiotica SCec comenzd con la bisqueda de
genes ortdlogos en E. coli, como se detalla en el apartado 5.2.2. De las 712 secuencias anotadas
como genes en el genoma de S. symbiotica SCc (ver tabla 5.1) un total de 665 fueron identificadas
como genes ortdlogos con respecto al genoma de E. coli K12 (MG1655). Dichas secuencias fueron
filtradas para eliminar todos aquellos genes que no codificasen actividades enzimaticas,
obteniéndose un total de 236 genes. En forma adicional, los 47 genes no identificados como
ortélogos fueron analizados en forma manual y se identificaron 2 genes codificantes de actividades
enzimaticas: el gen SCc_569 que codifica para NAD" sintasa dependiente de NH; (EC 6.3.5.1 y EC
6.3.1.5), y el gen SCc_469 que codifica la subunidad beta de la riboflavina sintasa (EC 2.5.1.9).

La construccion de la tabla de asociacion GPR (Gen-Proteina-Reaccion) se realizd en base al
listado de 236 genes metabdlicos, empleando como referencia los complejos predichos por
Pathwaytools asi como el modelo metabdlico de E. coli iJO1366. A partir de dicha tabla se
infirieron las reacciones presentes en el metabolismo de S. symbiotica SCc, las cuales fueron
extraidas de la base de datos BiGG (Schellenberger et al., 2010). De esta forma se obtuvo una
primera version de la red, la cual incluia 208 reacciones, 17 transportadores con gen asociado y 5
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reacciones de transporte via difusion. La ecuacion de biomasa introducida en el modelo es una
version modificada de la presente en iAF1260, de la cual se eliminaron componentes de membrana
y cofactores no presentes en S. symbiotica SCc. Los coeficientes fueron corregidos siguiendo la
metodologia propuesta por Henry et al. (2010), que implica corregir la estequiometria de los
desoxinucledtidos y los aminoacidos empleando la frecuencia de las bases en el genoma y de los
aminoacidos en el proteoma (virtual) del organismo. Finalmente se afiadieron los flujos de

intercambio correspondientes y una reaccion de consumo de ATP de mantenimiento.

Dado que esta primera version del modelo no predijo produccion de biomasa se realizd un
analisis de consistencia empleando la aproximacion de los mddulos inconexos (ver seccion 3.6).
Como resultado se identificaron 8 gaps en distintas rutas metabolicas, reacciones que fueron
completados en forma manual, lo que implicé afiadir las siguientes reacciones huérfanas al modelo:
i) dos actividades de la ruta de sintesis de coenzima A (EC 4.1.1.36 y EC 6.3.2.5); ii) dos
actividades de las biosintesis del tetrahidrofolato (EC 4.1.2.25 y EC 3.6.1.-) involucradas en la
sintesis del dihidropterin-CH2OH-difosfato; iii) una actividad de la ruta de sintesis del piridoxal
fosfato (EC 1.4.3.5); y iv) tres actividades involucradas de la ruta de sintesis de distintos
componentes de membrana. Combinando el analisis de modulos inconexos con la prediccion de
medios minimos (ver apartado A.2.4 en el apéndice A) se identifico un conjunto de 19 compuestos
que deben ser necesariamente intercambiados con el huésped; 11 de dichos compuestos deben ser
importados e incluyen aminoécidos y precursores, y 8 son productos secundarios que deben ser
excretados (los detalles sobre las condiciones de crecimiento seran abordados en el siguiente
apartado). Como consecuencia de estos resultados se afiadieron al modelo un total de 19 reacciones
de transporte asi como los correspondientes flujos de intercambio. Las reacciones de transporte
incluidas carecen de un gen codificante y por tanto fueron designadas como reacciones huérfanas.
Finalmente, debido a que diversos estudios proponen que el papel de S. symbiotica SCc en la
simbiosis es la sintesis de diversas vitaminas y cofactores (Lamelas et al., 2011a, 2011b), se
anadieron 24 reacciones de transporte que permiten exportar dichos compuestos. El resultado de la
reconstruccion metaboélica de S. symbiotica SCc es un modelo a escala genomica del metabolismo
del endosimbionte denominado iSCc236, que incluye 236 genes los cuales codifican para un total
de 239 actividades enzimatica y 35 transportadores. Ademas, iSCc236 incluye 8 reacciones
huérfanas necesarias para la produccion de ciertos componentes de la biomasa que no tienen gen
asociado y 19 transportadores huérfanos también predichos como esenciales (para detalles del
modelo ver tabla S.5.1 en el apéndice B).

En el caso de B. aphidicola BCc, el modelo publicado por Belda et al., (2012) fue revisado
combinando la aproximacion de los modulos inconexos con la anotacion funcional de genoma.
Como consecuencia del analisis, 8 genes fueron eliminados del modelo por alguna de las siguientes
tres razones: i) la actividad enzimatica asociada se encuentra fuera del alcance del modelo, i.e. la
reaccion tiene lugar en un proceso que no se encuentra representado en el modelo; ii) la actividad
enzimatica se encontraba aislada y por lo tanto bloqueada; iii) el gen se encontraba mal anotado y
la actividad enzimatica no tiene lugar en el metabolismo del organismo. En forma complementaria
se identificaron dos genes, previamente no incluidos en la version del modelo publicada por Belda
et al., (2012) que codifican actividades involucradas en la sintesis del lipoato (ver tabla S.5.2 en el

apéndice B). Dado que la version previamente publicada del modelo no incluia compartimento

90



5 Complementacion metabodlica en consorcios endosimbiontes

extracelular ni reacciones de transporte, se incluyeron los 62 metabolitos extracelulares asi como
las 62 reacciones de transporte correspondientes. En este caso, dado que en B. aphidicola BCc no
se conocen transportadores con genes asociados (Charles et al., 2011), todos los transportes son
considerados reacciones huérfanas, excepto los 5 casos de transporte que se sabe pueden ocurrir
por difusion.

Tabla 5.3. Descripcion de los modelos metabdlicos de S. symbiotica SCc iSCc236 y B. aphidicola
BCc iBCc98. La tabla describe la estructura de la reconstrucciones metabolica a escala genomica
de los endosimbiontes primario y co-primario del afido del cedro.

Elemento iSCc236 iBCc98
Genes metabdlicos 236 98
7 Reacciones con gen asociado 209 95
Reacciones huérfanas 11 8
7 Transportadores con gen asociado 30 5
Transportadores huérfanos 49 58
Metabolitos (intracelulates / extracelualres) 267 /78 155/65
Flujos de intercambio 78 65

7 El recuento de las reacciones y transportadores con gen asociado incluyen los procesos
espontaneos y no incluyen la ecuacion de biomasa.

Finalmente, se revisd la formulacién de la ecuacion de biomasa del modelo previamente
publicado (Belda et al., 2012), a la cual se afiadieron: nueve aminoacidos que no estaban presente,
los cuatro desoxirribonucledtidos, y dieciséis cofactores y coenzimas que no estaban incluidas en la
version original (ver tabla S.5.2 en el apéndice B). El resultado de la revision dio lugar a una nueva
version del modelo metabolico de B. aphidicola BCc que ha sido denominado iBCc98. Como se
muestra en la tabla 5.3, el modelo /BCc98 incluye 98 genes que codifican para un total de 95
actividades enzimatica y 8 reacciones huérfanas de las cuales 6 son catalizadas por las siguientes 3
actividades enzimdticas que corresponden a dos actividades transaminasa (EC 2.6.1.42 y EC
2.6.1.58) y una desaminasa (EC 4.3.1.19). En el caso de las transaminasas, algunos experimentos
sugieren que dichas reacciones son catalizadas por el huésped (Hansen and Moran, 2011; Wilson et
al.,, 2010). Por su parte, en el caso de la activad EC 4.3.1.19 se han propuesto distintas
explicaciones alternativas (Douglas et al., 2002): i) que otra enzima del endosimbionte cataliza
dicha reaccién, pero con una menor especificidad por el sustrato; ii) que una enzima accesoria
podria realizar dicha actividad; y iii) que, como en el caso de las transaminasas, dicha actividad sea
catalizada por el huésped. Por simplicidad en la formulacion del modelo, las tres actividades han
sido afiadidas a la red metabdlica del endosimbionte como reacciones huérfanas. En forma similar,
otras dos reacciones huérfanas correspondientes a las actividades 2.1.1.197 (Malonil-CoA
metiltransferasa) y la 2.3.1.47 (8-amino-7-oxononanoato sintasa) ambas involucaradas en la ruta de

sintesis del 8-amino-7-oxononanoato, también fueron afiadidas al modelo.

Analisis in-silico de condiciones de crecimiento

Con el objetivo de establecer las condiciones de contorno o interfaces entre los endosimbiontes y
su huésped (el afido del cedro), se realizé un estudio in-silico para predecir las requerimientos
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nutricionales de B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc. El calculo de las condiciones minimas de
crecimiento de cada bacteria se realizé aplicando la aproximacion descrita en el apartado A.2.4 del
apéndice A sobre los modelos metabdlicos descritos en el apartado previo. Los resultados del
analisis de medios minimos se encuentran resumidos en la tabla 5.4. Por un lado iSCc236 predice
que S. symbiotica SCc, requiere un total de 22 compuestos organicos. Estos incluyen a la
hipoxantina como precursor para la sintesis de nucledtidos, un total de quince aminoécidos, y
algunos cofactores o precursores para la sintesis de los mismos'. Pese a su reducida capacidad para
sintetizar aminodacidos, S. symbiotica SCc es capaz de sintetizar la cisteina de novo, mientras que el
aspartato, el glutamato y la glicina son sintetizados a partir de la asparagina, la glutamina y la
serina, respectivamente.

Tabla 5.4. Componentes esenciales del medio minimo predichos in-silico por iSCc236 y iBCC98.
La primera columna indica las clases de compuesto, mientras que la segunda y tercera
corresponden a los requerimientos predichos para S. symbiotica SCc y B. aphidicola BCc,
respectivamente. Los aminodcidos resaltados son los provistos por el hospedador.

Clase 8. symbiotica SCc iSCc236 B. aphidicola BCc iBCc98

Nucleotidos Hipoxantina dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Ala, Arg, Asn, Gln, His, Ile, Ala, Asn, Asp, Cys, Glu, Pro, Ser,

Aminoacidos Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Thr, Tyr, Trp*
Ser, Tiyr, Val, Anth* Ornitina, H-cyc
NADP, NAD, FAD
Porfobilindgeno, Tiamina, AMP, GTP, CTP, UTP
Coenzimas 8AONN, (R)-Pantotenato, Riboflavina, UQS, Piridoxal-5P
Shiquimato Tiamina-2P, Malonil-CoA, THF,
SAM
Fuente de carbono D-Glucosa / D-Fructosa D-Glucosa-6P

7Zn*, SO,%, Fe**, K*, O,,

2+ + 2-
HO.P* H.,S, Fe~", K", HO,P

Compuestos inorganicos

Las abreviaturas de los metabolitos se encuentra en las tablas suplementarias S.5.1y S.5.2.

* BCc es capaz de sintetizar el antranilato, pero ha perdido los genes que codifican las demas
actividades de las ruta, mientras que SCc emplea el antranilato producido por BCc para poder
sintetizar triptofano.

Estas predicciones son congruentes con los resultados previamente obtenidos en bases a estudios
de genomica comparativa (Lamelas et al., 2011a). Sin embargo, si bien Lamelas y colaboradores
proponen que S. symbiotica SCc seria capaz de sintetizar asparagina, las predicciones de iSCc236
indican que el organismo no es capaz de sintetizar dicho aminoacido y como consecuencia este
debe ser provisto por el hospedador. Ademas, S. symbiotica SCc es capaz de sintetizar triptéfano
pero a partir del antranilato que, como ha sido mostrado, es provisto por B. aphidicola BCc, en lo
que constituye un caso paradigmatico de complementacién metabolica en endosimbiontes

1 Los detalles sobre la relacion entre las capacidades biosintéticas del organismo y los requerimientos
nutricionales, seran tratados en el subapartado: Capacidades biosintéticas y energéticas predichas por
iSCc236 y iBCc98.
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(Gosalbes et al., 2008; Lamelas et al., 2011a; Manzano-Marin et al., 2016; Martinez-Cano et al.,
2015). Otro caso de complementacion metabdlica entre ambos simbiontes ocurre en la ruta de
sintesis de la biotina. En efecto el modelo predice que Serratia debe importar 8-amino-7-
oxononanoato (8AONN), precursor para la sintesis de biotina que como se vera en el apartado
Capacidades biosintéticas y energéticas predichas por iBCc98, este compuesto es producido por
Buchnera, como ya ha sido propuesto (Manzano-Marin et al., 2016). Finalmente, i{SCc236 predice
que el endosimbionte también requiere diversos compuestos inorgdnicos y cinco precursores que
son empleados en la sintesis de distintos cofactores. Dentro del conjunto de compuestos
inorganicos se encuentra el oxigeno, lo que sugiere que el organismo podria ser aerdbico estricto.
En el caso de iSCc236, la dependencia del oxigeno no es consecuencia de una necesidad
energética, sino que, de acuerdo con el modelo, el oxigeno es necesario para oxidar el ubiquinol
que se genera en la sintesis de novo de pirimidinas. Ademas, el oxigeno también es empleado como
aceptor de electrones durante la sintesis del sirohemo, cofactor esencial para la asimilacion del
azufre durante la sintesis de la cisteina. Finalmente, las predicciones indican que la red metabdlica
de S. symbiotica SCc puede emplear como fuentes de carbono, tanto la glucosa como la fructosa de

forma indistinta.

Por su parte, iBCc98 predice que B. aphidicola BCc debe importar todos los desoxinucleotidos,
asi como los nucledsidos trifosfato. Debido al proceso de reduccion gendémica extrema que ha
sufrido el simbionte, este requiere también la incorporacion de todos los cofactores necesarios por
las diferentes enzimas presentes en el metabolismo, como por ejemplo la ubiquinona, la riboflavina
y el tetrahidrofolato. Si bien es ampliamente aceptado que la principal funcion de Buchnera en la
relacion de simbiosis es la de sintetizar aminoacidos esenciales, en el caso de B. aphidicola BCc,
ésta requiere la incorporacion de un total ocho aminoacidos. Ademas, en el caso de la sintesis de
triptéfano esta se realiza de forma conjunta entre ambos endosimbiontes (Gosalbes et al., 2008). En
el caso de B. aphidicola BCc, el organismo carece de sistemas de transporte PTS y de la capacidad
de fosforilar la glucosa. De acuerdo con las predicciones del modelo, la tnica forma que el
organismo tiene de emplear una fuente de carbono es a través de azucares fosforilados, e.g.
glucosa-6-fosfato, ribulosa-5-fosafato, y fructosa-6-fosfato. Sin embargo, dado que los demas
azucares fosfato son convertidos a glucosa-6-fosfato antes de ser metabolizados, su inclusion en el
modelo no aporta informacion adicional. Como consecuencia, iBCc98 solo incluye el transporte de
la glucosa-6-fosfato como fuente de carbono.

Capacidades biosintéticas y energéticas predichas por iSCc236

Empleando el modelo metabodlico de S. symbiotica iSCc236, descrito en el apartado previo, se
realiz6 el analisis de las capacidades biosintéticas y energéticas de dicho organismo. Las
capacidades biosintéticas fueron evaluadas mediante el célculo de los requerimientos minimos
necesario para la sintesis individual de cada componente de la biomasa. Estos patrones se
corresponden a un subconjunto de las conversiones elementales y permiten inferir qué compuestos
del medio minimo son necesario para sintetizar cada componente de la biomasa del organismo
(Urbanczik and Wagner, 2005). Por su parte, las capacidades energéticas son evaluadas a través del
analisis de la distribucion de flujos que optimiza la produccion de ATP. La figura 5.2 representa la
relacion entre los compuestos sintetizados por S. symbiotica SCc (columnas) y los compuestos que
requiere para realizar dichas sintesis (filas). Como se puede ver en la figura, de los cinco
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aminoacidos que S. symbiotica SCc es capaz de sintetizar, el glutamato y el aspartato son
sintetizados en forma trivial mediante la desaminacion de la glutamina y la asparagina,
respectivamente. De forma similar, la glicina seria sintetizada a partir de la serina mediante la
actividad hidroximetil-tranferasa (EC 2.1.2.1). En el caso de la cisteina, S. symbiotica SCc incluye
todos los genes de la ruta de biosintesis y, como consecuencia las predicciones indican que el
organismo es capaz de sintetizar dicho aminoacido de novo, a partir de serina y sulfato. El caso del
triptoéfano, como ya fue mencionado en el apartado previo, es quizas el ejemplo mas paradigmatico
de complementacion metabolica entre miembros de un consorcio de dos endosimbionte. Los genes
que codifican las actividades de dicha ruta metabdlica se encuentran distribuidos entre los genomas
de ambos organismos (Gosalbes et al., 2008); concretamente S. symbiotica SCc ha perdido los
primeros genes de la ruta (z7rpGE) pero ha conservado las actividades finales que permiten la
sintesis del aminoacido a partir del antranilato (trpDCBA). B. aphidicola BCc por su parte, ha
retenido las actividades que permiten realizar la sintesis del antranilato a partir de corismato
(trpGE), este ultimo sintetizado a partir de la erittrosad4-fosfato (aroH, B, O,y E).

Kdo2lipid4L
Peptido-SCc

HemeO

i
|
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Figura 5.2. Mapa de conversiones elementales predicho por iSCc236. Las filas representan los
compuestos importados y las columnas los componentes de la biomasa sintetizados por la bacteria. Los
cuadros de color indican qué compuestos importados son necesarios para la biosintesis de cada
componente de la biomasa. La glucosa y el oxigeno se excluyeron de la figura, ya que son requeridos
en la sintesis de todos los componentes.

Un caso particular es el de la lisina ya que el genoma de S. symbiotica SCc codifica para todas
las actividades de la ruta, con excepcion del altimo paso que convierte el meso-diaminopimelato en
lisina. Esto podria sugerir que la lisina es sintetizada como consecuencia de una complementacion
metabolica. Sin embargo, el meso-diaminopimelato es también necesario para la sintesis de
petidoglicano, y como se en vera el siguiente apartado B. aphidicola BCc conserva la ruta completa
de sintesis de lisina. Esta evidencia pone en duda la complementacion metabodlica entre S.
symbiotica SCc y el hospedador para la sintesis del aminoéacido, previamente propuesta (Lamelas et
al., 2011a). De acuerdo con lo anterior, S. symbiotica SCc exhibe una capacidad limitada para la
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sintesis de aminoacidos. Sin embargo, las predicciones indican que el endosimbionte ain seria
capaz de sintetizar los componentes de los acidos nucleicos asi como diversos cofactores. En
particular, iISCc236 predice que el organismo es capaz de sintetizar purinas a partir de la glutamina
y la hipoxantina. Este resultado se encuentra en discordancia con los resultados previamente
publicados que proponen que el organismo no seria capaz de sintetizar IMP (Lamelas et al., 2011a).
Sin embargo, el genoma de S. symbiotica SCc incluye el gen (SCc 272) que codifica para la
actividad hipoxantina fosforribo-transferasa (EC 2.4.2.8) y que permite la sintesis de IMP a partir
de la hipoxantina y el PRPP (el cual puede ser sintetizado de novo, ya que el organismo conserva la
ruta de las pentosas fosfato).

Ademas de los nucledtidos, el organismo codifica para diversas rutas metabolicas de sintesis de
vitaminas y cofactores. En efecto, la capacidad de sintetizar riboflavina (vitamina B2) ha sido
propuesta como el papel fundamental en el establecimiento de S. symbiotica SCc como un
endosimbionte co-obligado en los afidos de la familia Lachninane (Manzano-Marin and Latorre,
2014). Por otra parte, las predicciones de los requerimientos nutricionales sugieren que como
consecuencia del proceso de reduccion gendmica, S. symbiotica SCc también ha establecido
complementacion metabolica con el hospedador en la ruta de sintesis del NAD". El genoma de S.
symbiotica SCc solo codifica las dos ultimas actividades, por lo que el PB-nicotinato D-
ribonucledtido debe ser provisto por el hospedador para que el simbionte pueda completar la
sintesis del NAD". Este patron es similar al caso identificado en Blattabacterium (ver apartado
4.3.4), sin embargo, Blattabacterium incluye una actividad adicional de la ruta por lo que es capaz
de sintetizar el cofactor a partir del nicotinato en lugar de a partir de B-nicotinato D-ribonucle6tido.
Al comparar los requerimientos que S. symbiotica SCc presenta para la sintesis de los demaés
cofactores, respecto a las predicciones obtenidas para Blattabacterium, es notorio el hecho que
ambos organismos tienen los mismos requerimientos tanto para la sintesis de la coenzima A 'y el
sirohemo, los cuales son sintetizados a partir de (R)-pantotenato y del porfobilinégeno,
respectivamente. Este resultado sugiere cierto grado de convergencia evolutiva en la
complementacion metabodlica que existe entre los endosimbiontes y sus respectivos hospedadores.

Por su parte, la sintesis del tetrahidrofolato (THF) requiere del corismato como precursor y como
consecuencia, éste habia sido sugerido como una necesidad de S. symbiotica SCc (Lamelas et al.,
2011a). Sin embargo, la bacteria conserva los dos tltimos pasos de la ruta de sintesis del corismato
(EC 2.5.1.19 y 4.2.3.5). Esto sugiere que el shiquimato, y no el corismato, debe ser importado para
la sintesis del THF y sus derivados. Si se tiene en cuenta que los genomas disponibles de diversas
Serratia de vida libre, codifican las seis actividades necesarias para la sintesis de corismato a partir
del 3-dehidrokinolato (datos no mostrados), el hecho de que el genoma de S. symbiotica SCc solo
codifique para las ultimas tres actividades y que B. aphidicola BCc sea capaz de sintetizar
shiquimato, representa otro posible evento de complementacion metabdlica entre ambos
endosimbionte, no descrito previamente. Por ultimo, el modelo predice que Serratia es capaz de
sintetizar biotina a partir del S8AONN, que como se ha propuesto, este podria estar siendo
complementado por el metabolismo de Buchnera (Manzano-Marin et al., 2016). Desde el punto de
vista de la energética S. symbiotica SCc presenta los genes codificantes para todas las actividades
enzimaticas de la ruta glicolitica de manera que es capaz de degradar la glucosa o la fructosa para

dar piruvato, 2 ATP y 2 NADH. Sin embargo, a diferencia con su parientes mas cercanos, ya sean
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facultativos o de vida libre, S. symbiotica SCc ha perdido los genes que codifican las actividades
del ciclo de Krebs. Como consecuencia, los dos moles de piruvato (por mol de glucosa) que se
obtienen como subproducto de la glicolisis s6lo pueden ser fermentados. La fermentacion realizada
a través la sintesis de acetil-CoA y acetil-fosfato, permite la fosforilacion de dos moléculas de ATP
adicionales y genera como producto dos moléculas de acetatos, que son excretadas. De esta forma,
el rendimiento en la formacion de ATP por fosforilacion a nivel de sustrato es de 4 moléculas de
ATP por glucosa consumida. Pero ademas de la fosforilacion a nivel de sustrato, la fermentacion de
la glucosa produce equivalentes de reduccién en forma de cuatro moles de NADH por mol de
glucosa. Dado que el genoma de S. symbiotica SCc tiene los genes codificantes para la cadena
respiratoria y la ATP sintasa, el organismo es capaz de emplear el NADH generado para sintetizar
dos moléculas de ATP adicionales®. De forma que al considerar la red completa, iSCc236 predice
que el rendimiento energético neto es de 6 moles de ATP por mol de glucosa. Este valor es
considerablemente menor al rendimiento predicho por el modelo de E. coli K12 (MGI1655)
iAF1260, el cual tienen un valor de 23.5 moles de ATP por mol de glucosa (datos no mostrados).
La gran diferencia se debe al hecho de que el metabolismo de E. coli incluye las actividades que
forman ciclo de los acidos tricarboxilicos, y este le permiten oxidar el piruvato hasta CO, y emplear
el NADH y el FADH, obtenidos para sintetizar ATP adicional, combinando la cadena de transporte

de electrones con la ATP sintasa translocadora de protones.

Capacidades biosintéticas y energéticas predichas por iBCc98

En forma equivalente al analisis realizado en el apartado previo, en este se describen las
capacidades metabolicas predichas por el modelo metabdlico revisado de B. aphidicola iBCc98. La
figura 5.3 representa la relacion entre los compuestos sintetizados por B. aphidicola BCc
(columnas) y los compuestos que requiere para realizar dichas sintesis (filas), que corresponden a
un subconjunto de las conversiones elementales de la red (ver apéndice A). Como se puede ver en
la figura, B. aphidicola BCc es capaz de sintetizar (de forma no trivial) ocho aminoacidos. En el
caso de la arginina, el endosimbionte requiere la ornitina que debe ser provista por el hospedador (u
otra bacteria), a diferencia con la Buchnera de Acyrthosiphon pisum, que conserva dicha ruta
integra. Ademas, B. aphidicola BCc también ha perdido la capacidad de sintetizar cisteina y
alanina, posiblemente por ser ambos aminoacidos no-esenciales. El modelo también predice que el
endosimbionte es capaz de sintetizar fenilalanina a partir del corismato mediante las actividades EC
4.2.1.51 y EC 5.4.99.5, codificadas por el gen BCc 244. Sin embargo, al igual que con los
aminoacidos ramificados (i.e. valina, leucina e isoleucina) el genoma de B. aphidicola BCc ha
perdido el gen que codifica la actividad transaminasa necesaria para completar dicha sintesis. Esta
actividad es plausiblemente complementada por el hospedador o catalizada por alguna otra enzima
que exhiba baja especificidad por el sustrato. Las predicciones también incluyen como
requerimientos al antranilato y al 8AONN, intermediarios de la ruta de sintesis del triptofano y la
biotina, respectivamente. Estos compuestos serian provistos por Serratia de manera que las rutas se

encuentran complementadas entre ambos endosimbiontes, como ya fue comentado. Ademas, el

2 Las 4 moléculas de NADH generadas en la glicolisis son oxidadas para reducir cuatro quinonas. La
oxidacion de las ultimas permite el bombeo de diez protones. Este gradiente de protones es balanceado
de la siguiente forma: seis protones son bombeados desde el exterior, mediante la bomba ATP sintasa,
dando lugar a la sintesis de dos moléculas de ATP. Los restante cuatro protones se compensan con los que
son liberados en otras reacciones, e.g. la hidrdlisis del ATP (algo similar a lo que ocurre en B. aphidicola
BCc, como se vera en el siguiente apartado)

96



5 Complementacion metabodlica en consorcios endosimbiontes

organismo carece de rutas de sintesis de cofactores y también de nucleotidos, de forma que dichos
compuestos deben ser provistos o bien por el hospedador o bien por el otro miembro del consorcio,
i.e. S. symbiotica SCc. Finalmente, iBCc98 predice que B. aphidicola BCc solo seria capaz de
sintetizar unos pocos lipidos de membrana, resultado ya descrito en estudios previos (Lamelas et
al., 2011a).
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Figura 5.3. Mapa de conversiones elementales predicho por iBCc98. Las filas representan los
compuestos importados y las columnas los componentes de la biomasa sintetizados por la bacteria. Los
cuadros de color indican qué componentes importados son necesarios para la biosintesis de cada
componente de la biomasa.

Desde el punto de vista del catabolismo, el genoma de B. aphidicola BCc conserva los genes de
la ruta glicolitica, y al igual que S. symbiotica SCc, es capaz de fermentar la glucosa produciendo
acetato, pero con un rendimiento de 5 moléculas de ATP en lugar de 4, ya que, de acuerdo con el
modelo, debe importar la glucosa fosforilada®. No obstante, a diferencia con S. symbiotica SCc,
este simbionte no ha conservado los genes que codifican para la ATP sintasa, de forma que el
organismo solo es capaz de sintetizar ATP a través de la fosforilacion a nivel de sustrato. Sin
embargo, el genoma conserva todos los genes que codifican para los complejos NADH-
deshidrogenasa y citocromo bo; (ubiquinol oxidasa). La presencia de dichos complejos en ausencia
de un sistema ATP-sintasa es notable y las posibles explicaciones a este patrén no son ni intuitivas
ni triviales. De acuerdo con las predicciones de iBCc98, dichos sistemas podrian ser empleados
para “disipar” el poder reductor que se forma en la glicdlisis u otros procesos. Sin embargo, esto
plantea el siguiente problema de balances: por cada molécula de NADH que se oxida a NAD™ se
expulsan 4 protones fuera de célula, i.e. que en el citosol de la bacteria se genera un consumo neto
de protones. Este desequilibrio o gradiente es en general utilizado por la bomba ATP sintasa que
permite acoplar el flujo de reentrada de protones a la sintesis de ATP. Pero dado que en el
endosimbionte no hay ATP sintasa, los protones tienen que ser balanceados mediante algun
mecanismo alternativo. De acuerdo con el modelo, la degradacion de una molécula de glucosa-6-P

3 Dado que el genoma de B. aphidicola BCc no codifica ni para el sistema de transporte PTS ni para la
actividad hexoquinasa, el modelo predice que el endosimbionte solo es capaz de degradar la glucosa-6-
fosfato u otros azucares fosforilados. De esta forma el ATP que se perderia al fosforilar la glucosa por
una u otra via, no se esta contando en este caso y por este motivo el rendimiento es mayor.
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(G6P) hasta acetato da como resultado neto la siguiente ecuacion:
* 4P;+5ADP+ G6P+4NAD"— 2 Ac+2CO;,+4 NADH + 5 ATP +2 H,O + H"

De forma que se genera un incremento de un protdn, que debe ser balanceado, y cuatro moléculas
de NADH que deben ser oxidadas. Al considerar la ecuacion de la hidrélisis de ATP, que representa
el consumo de energia de los distintos procesos celulares no incluidos en el modelo (e.g.

replicacion, transcripcion, traduccion):
*  5x(ATP + H,O — ADP + P; + H")

El balance total, respecto al NADH y los protones, es de cuatro y seis, respectivamente, por
molécula de G6P. Noétese que la ecuacion esta ponderada por cinco para que el balance global de
ATP/ADP (al considerar la glicolisis y el gasto) sea cero. Si las cuatro moléculas de NADH son

oxidadas a través de los complejos NADH-deshidrogenasa y citocromo bos:
* 4x (3 H'g+NADH + 2 0; — H,0 + 2 H' ey + NAD)

El balance global de protones pasa a ser negativo, es decir que de alguna forma, se deben generar
protones para que el balance sea cero. Al maximizar la sintesis de ATP empleando iBCc98 y
analizar la distribucion de flujos dptima, las predicciones indican que solo una molécula de NADH
seria oxidada a través de la cadena respiratoria (lo que deja un balance positivo de tres protones),
mientras que las otras tres moléculas del cofactor serian oxidadas en el ciclo del tetrahidrofolato
(EC2.1.2.1,EC 1.5.1.20 y EC 2.1.1.13):

3 x(H'+L-Heys + NADH + L-Ser — Gly + H,O + L-Met + NAD)

Ademas de oxidar el NADH balancea los tres protones restantes. Sin embargo, el ciclo de los
folatos consume en forma neta homocisteina y serina para dar como productos glicina y metionina.
Es decir, que de acuerdo con el modelo, la oxidacion del NADH vy el balance de los protones
intracelulares, producidos como consecuencia de la fermentacion de una molécula de GO6P,
implicaria el uso del ciclo de los folatos que conduciria al consumo de homocisteina y serina y la
produccion y excrecion de glicina y metionina. Una forma sencilla de verificar este resultado es
introducir en el modelo un flujo de reentrada de protones que permita compensar el desequilibrio
que genera la actividad de la cadena respiratoria. Si bien la introduccion de este flujo auxiliar
carece de una justificacion fisiologica apropiada, este permite verificar que tanto la reoxidacion del
NADH como el balance de los protones son la causa del alto flujo predicho para el ciclo de los
folatos en la distribucion de flujos que optimiza la produccién de ATP (o biomasa).

La figura 5.4 resume de forma esquematica el sistema con el que se regeneraria el NAD’ y los
protones serian balanceados en el metabolismo de B. aphidicola BCc, de acuerdo con las
predicciones de iBCc98. En dicho esquema, por cada dos moléculas de NADH que se oxidan, se
consumen tres protones intracelulares y se convierten dos moléculas de homocisteina y dos serina
en dos moléculas glicina y dos de metionina. De acuerdo con las predicciones de iBCc98, la
produccién de energia en B. aphidicola BCc se encontraria acoplada a la interconversion de
homocisteina y serina en glicina y metionina. Como ya se ha mencionado, estas predicciones son
contra-intuitivas, ya que plantean una forma poco ortodoxa de interpretar la funcion de la cadena

respiratoria, que usualmente estd asociada a la generacion de una fuerza proton-motriz, que en
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ultima instancia conduce a la sintesis de ATP. En cualquier caso, es posible que exista un
mecanismo alternativo para la regeneracion del NAD™ y/o para balancear el gradiente de protones
generado por la cadena respiratoria. Para explorar si el metabolismo de Buchnera dispone de
mecanismos alternativos para regenerar el NAD', a la vez que se mantiene el balance en los
protones, se realizo el siguiente experimento: se limitaron a cero las entradas homocisteina y serina
y con FBA se obtuvo la distribucion de flujos que optimiza la produccion de ATP. Bajo la nueva
restriccion, la solucion produce ATP con un rendimiento de ATP por glucosa-6-fosfato importada
de ~1:1. Curiosamente, la distribucion de flujos produce como subproducto, un subconjunto de los
nutrientes que el endosimbionte aporta al sistema. Estos incluyen a la valina, el 8AONN, y el
antranilato. Este resultado puede sorprender a primera vista, ya que permite suponer que las
capacidades energéticas del organismo se encuentran acopladas a la sobre-produccion de
compuestos de interés para todo el sistema. Sin embargo, al igual que con el ciclo de los folatos, si
se relaja el balance de los protones, las sobre-producciones desaparecen y se recupera la solucion
en la que la glucosa es fermentada a acetato.

Proton|[c]

H20

Figura 5.4. Esquema metabolico de regeneracion de NADH y balance de protones predicho por
iBCc98. El esquema incluye las actividades enzimdticas del ciclo de los folatos, el complejo NADH
deshidrogenasa y la citocromo oxidasa. Los rectangulos amarillos y los verdes, representan los
sustratos y productos, respectivamente. Los simbolos [c] y [e] en los protones denotan a los protones
citosolicos 'y extracelulares, respectivamente. Los metabolitos sin indicacion corresponden a
metabolitos citosolicos.

Los resultados presentados plantean la posibilidad de que en el metabolismo de B. aphidicola
BCec, el catabolismo y el anabolismo se encuentren fuertemente acoplado. Esto implica que la
produccion de energia en forma de moléculas de ATP conlleva la sobre-produccion de nutrientes
como aminodacidos, cofactores e incluso intermediarios de la complementacion metabodlica. Estos
resultados deben ser considerados con cautela ya que la prediccion podria representar un artefacto,
consecuencia de la falta de informacion en la construccidén del modelo. De manera que si existiese
algiin mecanismo alternativo para compensar el desequilibrio de protones generado por el uso de la
cadena respiratoria, las sobre-producciones predichas por iBCc98, no necesariamente estarian
acopladas a la sintesis de ATP. Por ejemplo, el gradiente de protones generado por la cadena
respiratoria podria acoplarse para transportar compuestos en contra de gradiente, mediante sistemas
de tipo simporte o antiporte. Sin embargo, la ausencia de transportadores codificados en el genoma

99



Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

iBCc98 no apoyan esta conjetura. Ademas, si el mecanismo empleado por Buchnera para regenerar
el NAD" es a través del ciclo de los folatos, o mediante otras sobre-producciones, tanto la NADH-
deshidrogenasa como el citocromo bo; pasan a ser actividades enzimaticas residuales, ¢ incluso
prescindibles. No obstante, si un organismo con el grado de reduccion genoémica que presenta B.
aphidicola BCc, conserva intactos los genes de la cadena respiratoria, estos deben tener un papel

importante en la fisiologia del organismo.

Por otra parte, los sistemas metabdlicos de los endosimbiontes se encuentra muy reducidos y
como consecuencia, es posible que su funcionamiento sea particularmente diferente al que se
espera para un organismo de vida libre. Por ejemplo, la reconstruccion y el analisis metabdlico del
endosimbionte de la mosca blanca del tabaco, Ca. Portiera aleyrodidarum, sugieren que las rutas de
generacion de energia de este endosimbionte se encuentran acopladas a la sintesis de aminoacidos y
carotenoides (Calle-Espinosa et al., 2016). En el caso de B. aphidicola BCc, ocurre algo
equivalente, ya que como muestran las predicciones, ciertos procesos de biosintesis se encuentren
acoplados a la produccion de energia. En ambos casos, el fenomeno es una consecuencia del
tamafio reducido de los metabolismos de ambos endosimbiontes, consecuencia del proceso de
reduccion gendmica al que se encuentran sujetos. En cualquier caso, en ausencia de resultados
experimentales o informacion adicional que permita establecer la relacion entre el desequilibrio de
protones, los procesos de biosintesis y producciéon de energia, es fundamental considerar ambos
escenarios y comparar las predicciones obtenidas al considerar el balance estricto de los protones y
cuando se relaja esta restriccion, permitiendo la re-entrada de protones.

Fragilidad y robustez genética en los endosimbiontes del afido del cedro

La fragilidad/robustez de las redes metabolicas de los endosimbiontes del afido del cedro fue
evaluada realizando un analisis de knockouts in-silico empleando en forma alternativa FBA y
MOMA (ver apartado A.2.5 del apéndice A). Al analizar el metabolismo reconstruido de B.
aphidicola BCc, el modelo iBCc98 predice que un total de 73 de los 98 genes metabolicos (~75%)
presentes en el modelo serian esenciales para el endosimbionte. Los 23 genes “dispensables”,
codifican para un total de 7 actividades enzimaticas, todas involucradas en el catabolismo: cadena
respiratoria (2), rutas de las pentosas fosfato (2), fermentacion del piruvato (2) y glicdlisis (1). Sin
embargo, al realizar el andlisis empleando MOMA el resultado indica que 93 de los genes (~95%)
son esenciales para el organismo. En este nuevo escenario, los Unicos cinco genes prescindibles
codifican enzimas de la glicolisis (1), ruta de las pentosas fosfato (1), sintesis del 8AONN (1) y
sintesis del triptofano (2)*. En este caso, los resultados no se ven afectados por el balance de

protones, ya que al relajar la restriccion se obtienen los mismos resultados.

En el caso de S. symbiotica SCc, de los 236 genes metabolicos incluidos en iSCc236, un total de
202 (~85%) son predichos como esenciales por el modelo al realizar la prediccién empleando FBA.
Sorprendentemente, el mismo resultado es obtenido si el célculo se realiza empleando MOMA. En
este organismo, el conjunto de 34 genes dispensables codifican para un total de 36 actividades

enzimaticas involucradas en su mayoria, en rutas biosintéticas (e.g. biosintesis de nucledtidos,

4  Si se tiene en cuenta que el triptéfano que consume Buchnera, los sintetiza Serratia, que para sintetizar
el aminodcido requiere del antranilato producido por Buchnera, se puede concluir que los dos genes que
codifican para la antranilato sintasa son esenciales. El mismo argumento puede emplearse con la sintesis
del 8AONN el cual es empleado por Serratia para sintetizar biotina.
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cofactores), aunque también incluye genes involucrados en el catabolismo, como la ruta de las
pentosas fosfato y la glicdlisis. Si se comparan ambos organismos, el porcentaje de genes
esenciales predichos por FBA, el hecho de que el porcentaje de genes esenciales sea menor en el
caso de B. aphidicola BCc puede parecer, en un principio, paraddjico ya que la red metabdlica de
B. aphidicola BCc es considerablemente mas pequeiia que la de S. symbiotica SCc. No obstante, si
se considera el nimero de compuestos que deben ser importados del exterior por cada uno de los
endosimbiontes, se ve que mientras que S. symbiotica SCc requiere unos 22 metabolitos (sin incluir
los compuestos inorganicos), B. aphidicola BCc requiere 29 metabolitos, entre en los que se
encuentran los nucleotidos, y cofactores fundamentales como el NAD™ y la coenzima-A. Ademas,
si se comparan las predicciones obtenidos con MOMA la situacion se invierte. Por ultimo, si no se
consideran los genes de la ruta de sintesis de la pared celular presentes en S. symbiotica SCc (ya
que los endosimbiontes los suelen perder), el nimero de genes esenciales se reduce a un total de
182 (~77%).

En forma adicional se realizé un estudio de la robustez distribuida mediante el andlisis de letales
sintéticos (o dobles letales), i.e. los pares de genes no esenciales que al ser inactivados en forma
simultanea son predichos letales (Wagner, 2005). En el caso de B. aphidicola BCc, iBCc98 predice
que ~22% de las combinaciones de pares entre los 24 genes no esenciales, son letales sintéticos (o
dobles letales). Por su parte, iSCc236 predice que solo un ~5% de las combinaciones de pares
posibles entre los 34 genes no esenciales, son letales en S. symbiotica SCc. Ademas, si el mismo
calculo se realiza sin considerar los genes de la pared celular, el porcentaje de letales sintéticos
desciende al ~2%. El porcentaje de letales sintéticos en S. symbiotica SCc es sensiblemente menor
al predicho para B. aphidicola BCc, lo que apoya la idea intuitiva de que el metabolismo del
primero es mas robusto que el del segundo debido a su mayor tamafios.

5.3.2 Definicion de un modelo metabélico del consorcio endosimbionte

Existen diversos estudios con modelos metabdlicos de un unico endosimbionte (Belda et al.,
2012; Calle-Espinosa et al., 2016; Gonzalez-Domenech et al., 2012; Pal et al., 2006; Ponce-de-
Leon et al., 2013; Russell et al., 2014; Thomas et al., 2009). En dichos estudios, el metabolismo del
endosimbionte se ha modelado empleando un compartimento para representar el espacio
intracelular del endosimbionte, y un compartimento extracelular que representa el citosol del
bacteriocito, i.e. las células especializadas del hospedador en que se encuentran alojadas las
bacterias. En este apartado se busca modelar el consorcio compuesto por los endosimbiontes
primario y co-primario del afido del cedro, B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc. Existen
diversas aproximaciones para formular un modelo metabdlico que incluya distintos organismos,
siendo la diferencia principal, la forma en que se definen los distintos compartimentos (Taffs et al.,
2009), Un aproximacion bastante extendida es modelar cada organismo como un compartimento
individual en forma andloga a la forma de representar los distintos organulos en modelos
metabolicos de células eucariotas (Klitgord and Segré, 2010a). Ademas, es necesario embeberlos
en un compartimento que represente el medio extracelular compartido, a través del cual pueden
intercambiarse distintos compuestos. En este punto, es importante hacer notar que un mismo
metabolito que esté presente en distintos compartimentos es representado como metabolitos

diferentes, de forma que el anadir compartimentos se aumenta la complejidad del modelo.
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Figura 5.5. Consorcio endosimbionte del dfido del cedro. En a) se muestra una micrografia de los
bacteriocitos del dfido C. cedri. P, simbionte primario (B. aphidicola); S, simbionte co-primario (8.
symbiotica); n, nucleo del bacteriocito. Imagen extraida de (Pérez-Brocal et al., 2006). En b) se
representa de forma esquemdtica, la definicion de compartimentos adoptados en el modelo metabdlico
del consorcio endosimbionte del afido del cedro. Las flechas solidas representan los procesos de
transporte que tienen lugar como consecuencia de la complementacion metabdlica o el cross-feeding.
Las flechas punteadas representan flujos de intercambio asi como los metabolitos que son consumidos
por el hospedador.

En caso del afido del cedro, Buchnera y Serratia no coexisten en los mismos bacteriocitos, sino
que se encuentran segregadas en distintas regiones del 6rgano (ver figura 5.5a). Sin embargo, el
tipo de célula en el que se encuentran alojadas ambas especies bacterianas, i.e. los bacteriocitos,
forman parte de un mismo tejido u 6rgano (i.e. el bacterioma). De esta manera se puede suponer
que el ambiente celular de los distintos bacteriocitos es equivalente, y que por su proximidad fisica
estos pueden intercambiar distintos compuestos. Estas suposiciones permiten simplificar la
formulacion del modelo. De acuerdo con lo anterior, la reconstruccion del modelo metabolico del
consorcio se llevd a cabo combinando los modelos metabolicos de los endosimbiontes primario y
co-primario (iBCc98 y iSCc236), en un modelo denominado iBSCc. El modelo incluye los
siguientes tres compartimentos: i) un compartimento que representa a la poblacion de Buchnera; ii)
un compartimento que representa la poblacion de Serratia; y 1iil) un Unico compartimento
“extracelular” que representa al hospedador (C. cedri), y en el que se encuentran contenidos los dos
anteriores (figura 5.5b). Como consecuencia de esta formulacion, la frontera o borde del sistema
queda definida por el compartimento que representa al hospedador. Por su parte, los flujos de
intercambio que atraviesan dicha frontera representan los metabolitos que son provistos por el
afido, asi como aquellos que este consume o excreta.

La descripcion del modelo iBSCc, en término de compartimentos se describe en la tabla 5.5. El
conjunto de metabolitos presentes en el compartimento extracelular es la unién de los metabolitos
presentes en los compartimentos extracelulares de los modelos de los simbiontes individuales
iBCc98 (63) y iSCc236 (79) y son un total de 86. Los metabolitos compartidos por ambos modelos
son un total de 52, e incluye a los metabolitos que ambos organismos obtienen del hospedador, los
productos de excrecion comunes y los metabolitos que son intercambiados entre los
endosimbiontes, i.e. los puntos de intercambio de las complementaciones. Los metabolitos del

compartimento extracelular que son unicamente consumido/producido por uno de los
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endosimbiontes se corresponden con requerimientos o productos de excrecion especificos de cada
simbionte.

Tabla 5.5. Descripcion del modelo iBSCc en término de los metabolitos presentes en cada
compartimento y los intercambios posibles. La tabla describe el modelo en relacion con sus
compartimentos (ver figura 5.5b) y los metabolitos presentes en cada uno y que pueden ser
intercambiados entre estos.

Elemento / Compartimento SCec (Serratia) BCc (Buchnera)  Cc (extracelular)
Metabolitos importados 34 36 26
Metabolitos exportados 34 20 57
Metabolitos libres 12 7 3
Metabolitos total 264 142 86

En forma adicional, se afiadieron cinco reacciones al compartimento extracelular. Estas
reacciones fueron incluidas porque se ha propuesto que son realizadas por el hospedador y juegan
un papel relevante en la complementacion metabdlica entre los endosimbiontes y su hospedador
(Hansen and Moran, 2011; Poliakov et al., 2011). Las reacciones afiadidas incluyen: 1) la
conversion de fenilalanina en tirosina; 2-4) la produccion de homocisteina y adenosil-metionina a
partir de la cisteina; y 5) una reaccion auxiliar que presenta la asimilacion del acido sulfhidrico,
producido por Serratia, para la formacion de lipoato. Todos los detalles sobre el modelo metabodlico
de consorcio iBSCc se encuentra en la tabla S.5.3 del apéndice B

Definiendo una funcion objetivo para el consorcio de endosimbiontes

Una vez que se ha definido el modelo metabodlico de consorcio es posible analizar los patrones de
flujos que surgen como consecuencia de la complementacion metabolica. Dado que la
complementacién metabdlica es una consecuencia de un largo proceso co-evolutivo entre diversos
organismos (~200ma), una pregunta que surge es la siguiente: ;los patrones de complementacion
metabolica observados presentan algun tipo de “disefio” caracteristico que sea consecuencia de la
optimizacion de alguna funcion? Empleando herramientas de optimizacion es posible analizar las
capacidades metabdlicas de la red observadas. A su vez, se pueden construir redes con disefios
alternativos y comparar sus capacidades, respecto a la red original. No obstante, para poder llevar
adelante esta clase de experimentos in-silico, es preciso definir una funcién objetivo (o de coste)
que brinde un criterio para poder comparar distintas redes o disefios. Un problema que surge al
abordar el analisis del consorcio es como definir una funcion objetivo que integre a los tres
miembros de la asociacion simbidtica. Si bien se han desarrollado estrategias para el analisis de
comunidades microbianas que permiten predecir distintos tipos de interacciones (Stolyar et al.,
2007; Taffs et al., 2009; Vallino, 2003; Zomorrodi and Maranas, 2012), el caso de un consorcio
endosimbionte es sumamente particular. En primer lugar, el proceso co-evolutivo al que han estado
sometido los miembros de un consorcio endosimbionte se ha extendido en un tiempo que supera
los 100 millones de afios (Pérez-Brocal et al., 2006). Este proceso ha dado lugar a la emergencia de
complementacion metabolica que a su vez conduce a una interdependencia, en principio, obligada
entre los miembros de la asociacion (i.e. ninguno de los miembros puede prescindir del resto)’.
Estas caracteristicas suponen que las tasas de crecimientos de los miembros de un consorcio se

5 Acescala evolutiva existe la posibilidad de que un endosimbionte sea remplazado por otro.
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encuentren estrechamente relacionadas. Concretamente, en el caso del sistema conformado por B.
aphidicola BSg y su hospedador el afido Schizaphis graminum, sistema similar al consorcio de C.
cedri, existen resultados experimentales que muestran como las dinamicas de crecimiento del
insecto y el endosimbionte se encuentra estrechamente relacionadas (Baumann and Baumann,
1994; Baumann et al., 1996).
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Figura 5.6. Cinética del crecimiento de S. graminum (dfido) y B. aphidicola BSg (endosimbionte). El
eje de las x representa el tiempo aproximado en dias. La leyenda de la figura se encuentra en el cuadro
de la derecha. Modificada de Baumann y Baumann (1994).

La figura 5.6 representa distintas curvas obtenidas por Baumann y Baumman (1994) en
mediciones de variables como la masa en peso seco de los afidos, el numero de individuos, asi
como del nimero total de copias de RNA ribosomal 16S del simbionte B. aphidicola BSg. Los
resultados experimentales representados en la figura 5.6 muestran una relacion estrecha entre el
crecimiento de la masa del afido y el incremento en el nimero de copias del gen rRNA 16S. De
manera que si se supone que el numero de copias del gen rRNA 16S permite estimar el nimero de
simbiontes, esta medida se puede comparar con la masa del afido durante la fase de crecimiento. En
efecto, el test de correlacion de Pearson indica que la correlacion entre ambas variables es de ~0.97
con un p-valor de 107 (ver tabla S.5.4 en el apéndice B). Si bien el niimero de copias del gen rRNA
16S puede presentar problemas para la estimacion de abundancias en comunidades microbianas,
debido a que el nimero de copias del gen puede variar entre los genomas de distintas especies
(Vétrovsky and Baldrian, 2013), en el estudio descrito s6lo se analiza la abundancia de un especie
bacteriana, cuyo genoma solo codifica para un unica copia del gen rRNA 16S. Estudios de la
estimacion del nimero de endosimbiontes realizado por recuento manual de individuos en distintas
secciones de muestras del insecto, observadas mediante microscopia electronica, han permitido
estimar la poblacion de bacterias de forma directa (Mira and Moran, 2002). Los tamafios
poblacionales medidos por Mira y Moran concuerdan con los valores previamente estimados por
métodos moleculares (Baumann and Baumann, 1994), asi como con los de otros estudios similares
(Humphreys and Douglas, 1997). Esto indica, que el nimero de copias del gen rRNA 16S puede
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emplearse como como estimador del nimero de individuos. Ademas, un estudio reciente realizado
empleando citometria de flujo ha permitido estimar los tamafios poblacionales de Buchnera en
distintos estadios de crecimiento del afido 4. pisum. Estos resultados son también consistentes con
los estudios antes citados (Simonet et al., 2016). Simonet y colaboradores muestran que el

endosimbionte crece de forma exponencial durante el desarrollo del insecto.

De acuerdo con los resultados de los estudios expuestos, parece razonable suponer que el nlimero
de copias de rRNA ribosomal 16S se encuentra relacionado con el nimero de individuos, o la
biomasa total de endosimbiontes. Combinando estos resultados con los datos sobre la dindmica de
crecimiento del afido S. graminum y su endosimbionte B. aphidicola BSg, previamente obtenidos
(Baumann and Baumann, 1994; Baumann et al., 1996), se puede deducir que la relaciéon de masas
entre hospedador y simbionte se mantiene relativamente constante durante los primeros estadios de
crecimiento del afido. Por otra parte, Kerner y colaboradores construyeron un sistema experimenta
de crossfeaders sintéticos, empleando dos cepas E. coli auxotrofas para distintos aminoacidos
(Kerner et al., 2012). Los resultados obtenidos en dicho trabajo indican que luego de un cierto
tiempo, las tasas de crecimiento de ambas cepas, adoptan el mismo valor. En base a estos
resultados, los autores desarrollaron un modelo dinamico (basado en ecuaciones diferenciales) que
muestra como la interdependencia nutricional mutua y obligada entre organismos cross-feeders
conduce a que las tasas de crecimiento de ambos organismos adopten el mismo valor. Ademas, a
partir de las ecuaciones se pueden deducir dos expresiones analiticas que relacionan por un lado la
tasa de crecimiento y por otro la relacion entre el nimero de individuos de cada cepa, con las tasas
de produccion de los compuestos intercambiados (i.e. aminoacidos) y la estequiometria del
compuesto requerido, en la biomasa de cada cepa (Kerner et al., 2012). Si bien el sistema de cross-
feeders sintéticos es muy diferente a un consorcio endosimbionte, la dependencia nutricional

obligada es una caracteristica comtin a ambos.

De acuerdo con los datos experimentales disponibles y los argumentos antes expuestos, en lo que
sigue se supondrd que las tasas de crecimiento de los endosimbiontes y el hospedador se
encuentran acopladas y que la relacion de biomasas entre los tres organismos permanece constante
durante la fase de desarrollo del afido en estadio de ninfa hasta alcanzar el estado adulto (dias 2 al
dia 8). En base a lo anterior, la definicion de una funcion objetivo que permita calcular las
capacidades metabolicas del consorcio durante la fase de crecimiento exponencial de los
simbiontes, puede realizarse empleando la misma idea con la que se define la ecuacion de biomasa
en el modelo metabdlico de una bacteria de vida libre (ver apartado A.1.4 del apéndice A). Si se
considera que la biomasa del insecto estda formada por tres componentes que son Buchnera,
Serratia y el afido y se conoce la estequiometria, o la relacion de masas entre los tres organismos,
se puede introducir una reaccion artificial o ecuacion de meta-biomasa que represente el
crecimiento de todo el sistema, en forma similar al modelo propuesto por Stolyar y colaboradores
(2007). Esto requiere la introduccion de una ecuacién de biomasa que represente el crecimiento del
huésped. La formulacion de dicha ecuacion fue realizadas en forma similar a como has sido
propuesto por Calle-Espinosa et al. (2016). De esta forma, dicha ecuacion solo incluye el consumo
de los aminoacidos provistos por los endosimbiontes, en proporciones basadas en dos conjuntos de
medidas experimentales, previamente realizadas (Douglas et al., 2001; Russell et al., 2014). Si bien

los valores experimentales empleados fueron medidos para dos especies de afido diferentes a C.
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cedri, las medidas obtenidas en ambos trabajos presentan una correlacion de Pearson » = 0,85 con
un p-valor de 10°, lo que indica que la composicion en aminoacidos entre distintas especies de
afidos no exhibe gran variacion (ver apartado 5.2.3 para mas detalles).

Un vez que cada miembro del sistema tiene definida su ecuacion de crecimiento, es necesario
incluir un metabolito auxiliar en cada una de las ecuaciones que representen la biomasa que se
forma durante el crecimiento. Si bien, las relacion de masas entre insecto y simbiontes cambia una
vez que el insecto alcanza la adultez (Simonet et al., 2016), la relaciéon parece mantenerse
relativamente constante, al menos durante los primeros dias de la fase de crecimiento (Baumann
and Baumann, 1994; Baumann et al., 1996). Dado que una vez que el afido alcanza la madurez, la
poblacion de endosimbiontes tiene a reducirse, e incluso, en algunos casos como en el caso de los
gorgojos, estos son reciclados mediante apoptosis y autofagia de los bacteriocitos (Vigneron et al.,
2014), los efectos de la complementacion metabdlica entre los endosimbiontes y el hospedador
deben ser mas relevantes durante el crecimiento del sistema que cuando éste estaciona. Por este
motivo, la introducciéon de una ecuacion de meta-biomasa parece justificada para representar y
analizar el crecimiento del sistema en las primeras fases de desarrollo del afido. Entonces, teniendo
las ecuaciones de crecimiento de cada uno de los organismos y empleando los metabolitos
auxiliares que representan la biomasa de cada miembro, estos “metabolitos biomasa” son

introducidos como sustratos de la ecuacion de meta-biomasa.
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Cc compartment (host)
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Figura 5.7. Definicion de una ecuacion de meta-biomasa para modelar el crecimiento de un
consorcio endosimbionte y su hospedador. En a) se representa en forma esquemdtica el modelo con
tres compartimentos (miembros) y sus ecuaciones de biomasa respectivas (flechas punteadas). La
flecha que conecta las biomasas de los tres miembros representa la meta-biomasa o crecimiento del
) . o/ s ; . ,
sistema, y las anotaciones n,, .. %ialpha € |BCc,SCc,Aphid| representan la estequiometria, o
relacion de masas, de cada miembro en relacion al sistema completo. En b) se representa el crecimiento
acoplado del sistema y muestra como se mantendria la relacion de masas entre los tres miembros como
consecuencia del acoplamiento.
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Como muestra la figura 5.7, la ecuacién de meta-biomasa es una reaccion ficticia que consume
los metabolitos auxiliares que representan la biomasa de cada miembro del consorcio en
proporciones estequiométricas fijas. Como consecuencia de esta estequiometria, las tasas de
crecimiento de cada miembro individual quedan acopladas. Si bien no se dispone de datos sobre la
relacion entre la biomasa de los simbiontes y su hospedador el afido del cedro, existen datos para el
sistema de S. graminum y A. pisum que indican que los endosimbiontes presentan entre el 5-15%
de la biomasa total del sistema (Baumann et al., 2006; Whitehead and Douglas, 1993). En el
presente estudio, dichos valores fueron empleados como referencia para establecer la
estequiometria o relacion de masas entre el insecto y sus endosimbiontes. Concretamente, y por
simplicidad, se supondra una relaciéon entre la masa de los endosimbiontes y la del insecto
normalizada a 100, de forma que la masa de endosimbiontes y el insecto representan el 10% y el
90% de la masa total, respectivamente. Dado que no se ha encontrado informacion que indique la
relacion de tamafos entre las poblaciones de ambos endosimbiontes, se supondrd que éstas se
encuentran en la misma proporcién y como consecuencia, se supondrd que la masa de cada
poblacion individual de endosimbiontes representa un 5% de la masa total del sistema. Esta
relacion es empleada para definir los coeficientes estequiométricos en la ecuacion de meta-biomasa

como sigue: ng,.=ny =0,05y n,,.,=0,9 (ver figura 5.7). Una vez introducida la ecuacion de

meta-biomasa, se verifico mediante FBA que el modelo predice un flujo v > 0.

meta-biomas

5.3.3 Definicion de una condicion de contorno

Antes de poder realizar simulaciones con el modelo de consorcio es preciso definir una
condicion de borde del sistema. Esto implica definir las cotas de los flujos de intercambios que
representan las tasas maximas y minimas de consumo y produccion de nutrientes (ver apartado
A.1.3 del apéndice A). Como se vio en el apartado apartado 5.3.1 los modelos individuales de los
endosimbiontes predicen que cada organismo debe importar un niimero elevado de compuestos, lo
que representa un gran numero de parametros’. Ademads, es de interés poder controlar tales
pardmetros de forma independiente para cada endosimbionte. Si bien para esta clase de sistemas no
se dispone de medidas experimentales que puedan ser empleadas como referencia, es posible
definir una condicién de borde que permita reducir el numero de pardmetros. En concreto se
empled una aproximacion similar a la propuesta Burgard et al. (2001) para realizar identificar redes
metabolicas minimas viables, en ambientes ricos en nutrientes. La aproximacion consiste en
introducir una restriccion adicional (por cada endosimbionte) que limite el flujo total de atomos de
carbono intercambiados por cada endosimbionte (ver el apartado 5.2.4 de la seccion Materiales y
Meétodos). De esta forma, el nimero de pardmetros que representan las cotas de intercambio se
reduce Unicamente a dos, i.e. el transporte maximo entre cada endosimbionte y el espacio o
compartimento extracelular. Ademas, con la introduccidon de estas restricciones se normalizan las
distribuciones de flujos en patrones cualitativos relativos a los pardmetros de control (i.e. las cotas
en los flujos de atomos de carbono que cada endosimbionte pueden intercambiar con el exterior).
Desde un punto de vista biofisico se ha visto que en determinadas condiciones de crecimiento la

superficie total de la célula pueda imponer un restriccion en la carga maxima de moléculas que se

6 Los modelos predicen que Serratia y Buchnera deben importar un total de 22 y 30 compuestos
organicos, respectivamente. Esto es un nimero muy elevado en comparacion, por ejemplo, con una
bacteria libre como E. coli, que puede crecer empleado la glucosa como tnica fuente de carbono y
energia, ademas de fuentes inorganicas de nitréogeno, azufre y fosforo.
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pueden intercambiar por unidad de tiempo (Zhuang et al., 2011). En el caso de los endosimbiontes,
dado que estos deben importar y exportar un gran nimero de compuestos es posible que las
restricciones de transporte introducidas representen, en cierta medida, un limite real del sistema
(ademas de reducir el numero de parametros). En lo que sigue, las cotas de transporte de cada
endosimbionte se fijaran en 100 unidades de flujo arbitrarias (UFA), en caso contrario se
mencionard el valor de forma explicita. Por tltimo, realizando un FVA se ajustaron las direcciones
de los de intercambio. Ademas se eliminaron aquellos intercambios que al considerar el modelo del
consorcio ya no son necesarios (e.g. antranilato, SAONN).

5.3.4 Analisis de patrones de crecimiento optimo

Para validar la reconstruccion del modelo de consorcio, asi como la definicion de las
restricciones de transporte descritas en el apartado previo, se calculd la distribucion de flujos que
maximiza la produccion de meta-biomasa del sistema, aplicando FBA. El valor del optimo

*

obtenido de esa manera fue mayor a cero (v = 0.37 UFA), lo que indica que la definicion

Meta-Biomas
del modelo de consorcio combinado con la ecuacion de meta-biomasa y las restricciones de
transporte, permiten simular el crecimiento del sistema. Empleando la distribucion de flujos
predicha con FBA, se analizaron los flujos de transporte entre los miembros del consorcio, para
identificar los eventos de cross-feeding y complementacion metabolica, predichos por el modelo.
De acuerdo con lo anterior, las predicciones obtenidas con FBA indican que B. aphidicola BCc
sintetiza y provee al hospedador y a S. symbiotica SCc diez aminoacidos; B. aphidicola BCc
también sintetiza antranilato, shiquimato y 8AONN, que son exportados a S. symbiotica SCc, que
los emplea en la biosintesis de triptofano, THF y biotina, respectivamente (productos que son a su
vez compartidos con los demds miembros del consorcio). De esta manera, el modelo predice que
habria tres eventos de complementacion metabolica, teniendo lugar entre ambos endosimbiontes.
Tanto el caso de la complementacion en la ruta del triptéfano, asi como en la de la biotina, fueron
inferidos en estudios previos, basados en analisis de los genomas (Gosalbes et al., 2008; Manzano-
Marin et al., 2016). Sin embargo, el caso del shiquimato representa un evento de complementacion
metabolica plausible, no descrito previamente como tal; aunque si se ha descrito cross-feeding de
folato entre Serratia grimesii y Treponema primitia AS, ambos miembros de la microbiota intestinal
de la termita Zootermopsis angusticollis (Graber and Breznak, 2005). En el caso de C. cedri, dado
que los insectos y en general lo animales no son capaces de sintetizar de novo el folato y este no
esta presente en la dieta de los pulgones, se espera que Serratia provea al afido y a Buchnera de
dicho cofactor.

Con respecto al papel de S. symbiotica SCc en el consorcio, las predicciones indican que este
sintetiza de novo, i.e. sin la necesidad de complementacién: cisteina, los cuatro desoxinucleotidos;
los cuatro nucledsidos trifosfato, y trece cofactores y coenzimas. Muchos de estos compuestos son
compartidos con Buchnera y/o con el hospedador. No obstante, el modelo de consorcio no incluye
el metabolismo del afido que posiblemente sea capaz de sintetizar algunos de estos compuestos,
e.g. los desoxinucleotidos y los nucledsidos trifosfato. Si bien no se dispone de evidencia
experimental que permita definir quién provee a B. aphidicola BCc de nucleétidos y de cofactores
como el NAD", parece mas probable que dicha funcidon sea realizada por los bateriocitos que
contienen a Buchnera. En efecto, si bien el genoma del afido del cedro no ha sido secuenciado, hay
disponible un genoma secuenciado y anotado para el caso de 4. pisum (Consortium, 2010). Este, al
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igual que la mayoria los eucariotas los afidos incluyen las rutas de sintesis de purinas y pirimidinas
(Vellozo et al., 2011), indicando que C. cedri también deberia de tenerlas. Esto, vuelve notorio el
hecho de que S. symbiotica SCc conserve intactas las rutas de sintesis de purinas y pirimidinas,
mientras que B. aphidicola BCc las ha perdido por completo. A pesar de lo antes expuesto, en el
presente estudio se supondra que es S. symbiotica SCc quién provee a Buchnera de nucledtidos y
cofactores y al afido de cofactores como la biotina, la riboflavina y el TFH (Manzano-Marin et al.,
2016). Como ya fue discutido al realizar el analisis de los modelos individuales de cada
endosimbiontes, ambos requieren oxigeno y excretan diversos compuestos, que incluyen productos
de fermentacién como el acetato, el formato y el succinato, asi como intermediarios de rutas
truncadas, como el caso de AICAR. Este ultimo es muy posiblemente reciclado por el bacteriocito
en la sintesis de purinas, como ya ha sido propuesto (Calle-Espinosa et al., 2016; Lamelas et al.,
2011a; Zientz et al., 2004).
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Figura 5.8. Perfiles de crecimiento de los endosimbiontes para distintas estequiometrias de la meta-
biomasa. Las curvas representan la variabilidad en la tasa de crecimiento individual de cada miembro
del consorcio al exigir distintos porcentajes de crecimiento optimo del sistema. En cada panel se
emplean distintos valores de estequiometria de la meta-biomasa (ver leyenda). De a-c y en d-f se
representan los experimentos exigiendo el balance estricto de protones en BCc y relajando dicha
restriccion, respectivamente.

Si bien la relacion de masas entre simbiontes y hospedadores parece mantenerse relativamente
constante, al menos durante las primeras fases de crecimiento del afido, la utilizacion de la
ecuacion de meta-biomasa impone una restriccion muy fuerte al sistema ya que implica acoplar las
tasas de crecimiento de los miembros de consorcio con una estequiometria fija. Sin embargo, la
relacion de masas entre los miembros podria diferir de los valores empleados en este estudio. Para
evaluar si los patrones de complementacion antes descritos se ven afectado por cambios en la
estequiometria de la meta-biomasa se realizo un analisis de sensibilidad, variando los coeficientes
de la meta-biomasa. Para dichos experimentos se plantearon tres esquemas de estequiometria
diferentes. Ademas los experimentos fueron realizados teniendo en cuenta el balance estricto de los
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protones en el compartimento correspondiente a BCc, y relajando dicha restriccion, ya que como
fue descrito en el apartado 5.3.1, el metabolismo energético predicho por iBCc98 se encuentra
extremadamente limitado debido a la falta de una ATPasa translocadora de protones que permita la
reentrada de protones a la célula. Para cada uno de los seis escenarios se analiz6 la variabilidad en
las tasas de crecimiento Optimas que cada organismo individual podria alcanzar, a la vez que se
exige que el crecimiento total del sistema completo (i.e. la meta-biomasa) alcance un minimo
porcentaje del valor 6ptimo predicho con FBA. Por ejemplo, si se exige que la meta-biomasa o el
crecimiento del sistema alcance el 50% de su maximo, /seria posible que alguno de los
endosimbionte pueda aumentar su tasa de crecimiento? Con este experimento se busca evaluar
hasta qué punto el crecimiento acoplado limita los crecimientos de los endosimbiontes individuales
y qué efecto tiene la estequiometria del acoplamiento en este fenomeno. Los resultados del
experimento se muestran en la figura 5.8.

En primer lugar los resultados muestran que si se considera la restricciéon que impone el balance
de protones en BCc, la tasa de crecimiento individual de cada miembro del sistema decrece en
forma lineal con respecto a la tasa de crecimiento del sistema completo, es decir que al exigir un
mayor valor en el flujo del meta-biomasa. Esto implica que en la medida que el sistema
hospedador-consorcio se acerca a su tasa de crecimiento 6ptimo, los miembros individuales van
perdiendo flexibilidad en su capacidad de crecer por encima de dicho valor. Este fendmeno es
independiente de la estequiometria de la meta-biomasa. Sin embargo, si se relaja la restriccion
sobre el balance de protones en BCc, los resultado muestran de forma clara, que si el sistema
hospedador-consorcio crece por debajo de su 6ptimo, S. symbiotica SCc, podria crecer mas rapido
que los demas miembros del sistema. Como consecuencia, si por restricciones cinéticas o
regulatorias el sistema hospedador-consorcio no puede alcanzar la tasa de crecimiento maxima
predicha por FBA, S. symbiotica SCc es el unico miembro del consorcio que seria capaz de
incrementar sus propia tasa de crecimiento por el limite que le impone la estequiometria. Este
resultado podria deberse al hecho de que S. symbiotica SCc se encuentra mas cerca de un
organismo de vida libre, pese a haberse convertido en un endosimbionte obligado. Por otra parte, si
se consideran los patrones de crecimiento optimo y se fija la atencion en qué nutrientes y en qué
proporciones son aportados por cada endosimbionte, se ve de forma clara que B. aphidicola BCc
tiene un papel mas importante en el consorcio que su co-simbionte, lo que refleja el mayor tiempo
que lleva co-evolucionando con el hospedador. Si bien, los compuestos aportados por S. symbiotica
SCc son también esenciales para el sistema y por eso es considerado un endosimbionte co-
primario, el coste que esto le representa es considerablemente menor con respecto a lo aportado por
B. aphidicola BCc, al menos en términos estequiométricos. Sin embargo, el hecho de que ciertas
rutas metabolicas esenciales se encuentren complementadas entre ambos endosimbiontes sugiere
que S. symbiotica SCc se ha ido integrando en la simbiosis, aunque en un grado considerablemente

menor que su compaiiera B. aphidicola BCc.

5.3.5 Experimentos in-silico de reduccion: el caso del triptéfano

Los insectos, al igual que el resto de los animales carecen de ruta de sintesis del triptofano, y
como consecuencia este es un aminoacido esencial para los mismos. En diversos insectos muchos
de los aminoacidos esenciales son provistos por bacterias endosimbiontes. Por ejemplo, en las
cucarachas el triptéfano es producido por el endosimbionte Blattabacterium (ver apartado 4.3.4).
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En el caso de los afidos en general esta funcion la desempefia B. aphidicola (ver figura 5.9a)
(Martinez-Cano et al., 2015; Rouhbakhsh et al., 1996). Sin embargo, como se ha discutido a lo
largo de este capitulo, en el caso del afido del cedro la ruta de sintesis del triptofano se encuentra
complementada entre los endosimbiontes B. aphidicola BCc 'y S. symbiotica SCc (ver figura 5.9b).

a) Acyrthosiphon pisum

B. aphidicola BAp

..........................................

1 L]
1 L]
From e4p, ‘ trpEG Q Q 3: B. aphidicola BA
shikimate Chorismate (chrcr’n)csame or Anthranilate trpDCBA Tryptophan pBiomasS P
low-copy plasmid) I

ooig —_

A. pisum Biomass

b) Cinara cedri consortium

B. aphidicola BCc

—_ @ ‘ 9 Q o) (9 Qo _>
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Figura 5.9 Estructura de la ruta de biosintesis del triptofano en dos sistemas endosimbionte-
hospedador diferentes. En a) se representa la estructura de la ruta presente en la cepa de Buchnera
presente en el dfido A. pisum. En b) se representa la complementacion metabolica de la ruta del
triptofano entre B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc en el dfido C. cedri: los genes trpEG solo se
encuentran presentes en Buchnera, mientras que los genes troDCBA solo son codificados por Serratia.

La ruta biosintética del triptofano tiene como sustrato inicial el corismato e involucra 5
actividades enzimaticas que se encuentran altamente conservadas en diversos genomas
microbianos. Sin embargo, los genes que codifican dichas actividades exhiben variaciones en el
numero y en la organizacion a nivel del genoma, debido en buena medida a los numerosos eventos
de fusidn y division que han ocurrido a lo largo de su historia evolutiva (Priya et al., 2014). Los
genes de la ruta, cuyo numero total varia de 5 a 7 (#7pA-G) suelen encontrarse agrupados en un
operén cuya transcripcion se encuentra, por lo general, regulada negativamente por el triptofano
(Crawford, 1989). Ademas de los mecanismos de regulacion y atenuacion de la transcripcion,
también se han descrito mecanismos de regulacion traduccionales y post-traduccionales. La
presencia de multiples niveles de regulacion a los que se encuentra sometida la sintesis del
triptofano posiblemente esta asociada al alto costo que representa la sintesis de dicho aminoacido.
En efecto, estimaciones experimentales indican que el coste por mol de triptéfano producido es de
~78 moles de ATP (Yanofsky, 1981). En efecto, en un estudio mas reciente en el que se comparan
diversas estimaciones del coste energético de la sintesis de triptdfano se encuentra un consenso

claro en que este es el aminoacido mas costoso, posiblemente debido a la compleja estructura de
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doble anillo y al elevado nimero de moléculas costosas que involucra su sintesis (Barton et al.,
2010). Ademas, simulaciones realizadas empleando una reconstruccidon a escala genomica de E.
coli predicen que la sintesis de triptofano tiene el rendimiento mas bajo de todos los aminoacidos
(Kaleta et al., 2013).

La mayoria de los genomas de Buchnera disponibles incluyen todos los genes que codifican las
actividades necesarias para sintetizar triptofano a partir del corismato, este ultimo también
producido por la bacteria. El primer paso de la ruta es catalizado por la antranilato sintasa,
codificada por los genes trpEG; en los pasos siguientes, el antranilato es convertido en triptéfano
mediante la accion de cuatro actividades enzimaticas, codificadas por los genes t#rpABCD (figura
5.9a). Sin embargo, como ya se ha discutido en el apartado previo, en el afido del cedro la ruta del
triptéfano se encuentra distribuida entre los endosimbiontes B. aphidicola BCc 'y S. symbiotica SCc
(Gosalbes et al., 2008; Sloan and Moran, 2012b). La distribucién de los genes es la siguiente: el
genoma de B. aphidicola BCc codifica trpGE y el de S. symbiotica SCc codifica trpABCD (ver
figura 5.9b). Dado que los endosimbiontes estan sujetos a un proceso de reduccion genomica
extrema, el evento de complementacion es en buena medida una consecuencia de dicho proceso.
Por otra parte, es claro que esta forma de sintesis de triptofano funciona y permite satisfacer las
necesidades nutricionales del afido del cedro y los simbiontes. De otra manera no habria sido
posible que el evento se fijase en una poblacion ancestral. Sorprendentemente, la misma
complementacion también ha sido descrita en el consorcio endosimbionte albergado por el psilido
Heteropsylla cubana, que incluye a Ca. Carsonella ruddii y otro endosimbionte, clasificado
tentativamente como secundario (Sloan and Moran, 2012b). Es importante destacar que si bien los
afidos y los psilidos pertenecen al mismo suborden (Sternorrhyncha), sus endosimbiontes
respectivos pertenecen a taxones diferentes, lo que indica eventos de simbiosis diferentes
(Baumann et al., 2006). Dicha independencia sugiere que la complementacion metabdlica en la ruta
del triptéfano que exhiben ambos consorcios es un evento de convergencia evolutiva. Ademas,
recientemente el mismo evento ha sido también descrito en el consorcio del pulgon gigante del
sauce (Tuberolachnus salignus), un pariente del afido del cedro que también alberga a una
Buchnera y una Serratia (Manzano-Marin et al., 2016). Si bien es posible que el origen del evento
de complementacion haya tenido lugar en un ancestro comin de ambos pulgones, el analisis
filogenético de ambos afidos y sus endosimbiontes, apuntan a que la complementacion en la ruta
del triptofano no estaba presente en el ancestro comun de ambos sistemas (Manzano-Marin et al.,
2016), lo que senala otro posible caso de convergencia evolutiva. Por otra parte, en todos los
sistemas mencionados que presentan el evento de complementacion en la ruta del triptdéfano, la
distribucion de las actividades es la misma: #pGE en un organismo y t#rpDCBA en el otro (ver
figura 5.9). Este hecho conduce a la pregunta de si la organizacion de la ruta del triptofano
distribuida en dos organismos, presenta alguna ventaja respecto a otros posibles disefios. De esta
manera, empleando la reconstruccion del consorcio iBSCc se realizaron una serie de experimentos
in-silico, para investigar si la complementacién metabdlica en la ruta del triptéfano exhibida por el
consorcio de endosimbiontes del afido del cedro, presenta alguna ventaja frente a disefios
alternativos en la organizacion de la ruta. Para realizar los experimentos primero se construyo una
version del modelo de consorcio iBSCc que representa un hipotético escenario ancestral en el cual

tanto Buchnera como Serratia son capaces de sintetizar triptofano.
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Tabla 5.6. Actividades enzimdticas y genes involucrados en la sintesis del triptéfano a partir de la
eritrosa-4-fosfato. La tabla incluye las reacciones de la ruta de sintesis del shiquimato, el
corismato y el triptofano. La columna FCS indica los cuatro conjuntos de acoplamiento completo
en que se agrupan las trece reacciones. Los identificadores de las reacciones corresponden a la
base de datos BiGG y la columna Acc. indica el nombre del locus para cada gen en los genomas
de B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc.

FCS Numero EC R.ID Formula Gen Ace
2.5.1.54 DDPA edp + h20 + pep — 2dda7p + pi aroH BCc 077

FOS] 4234  DHQS 2dda7p — 3dhq + pi aroB BCc 352
42.1.10 DHQD 3dhq — 3dhsk + h20 aroQ BCc 251

1.1.1.25  SHK3Dr 3dhsk + h + nadph — nadp + skm aroE BCc 312

2.7.1.71  SHKK atp + skm — adp + h + skm5Sp aroK SCc 638

FCS2 2.5.1.19 PSCVT  pep + skmSp — 3psme + pi aroA SCc 515
4235 CHORS  3psme — chor + pi aroC SCc 617

FCS3 41327 ANS  chor +gln-L — anth+ glu-L+h+pyr  #pEG Cga’z _Tz IT()%
2.4.2.18 ANPRT anth + prpp — ppi + pran trpD SCc 377

5.3.1.24  PRAI pran — 2cpr5p trpC SCc 378

FCS4 4.1.1.48 IGPS 2¢pr5p +h — 3ig3p + co2 + h2o0 trpC SCc 378
4.12.8 TRPS3 3ig3p — g3p + indole trpB SCc_379

4.2.1.122 TRPS2 indole + ser-L — h20 + trp-L trpA SCc 380

Como se muestra en la tabla 5.6, la sintesis de triptofano requiere como precursor el corismato
que se sintetiza a partir del shiquimato, el cual a su vez es producido a partir de la eritrosa-4-fosfato
(E4P), a través de cuatro reacciones enzimaticas. Como se muestra en la tabla, el genoma de B.
aphidicola BCc ha retenido todos los genes que codifican las actividades necesarias para sintetizar
antranilato a partir de la E4P, lo que implica que también es capaz de sintetizar el corismato a partir
de este mismo precursor. Por su parte, el genoma de S. symbiotica SCc conserva, por un lado, los
genes para la sintesis de corismato a partir de shiquimato y por otro, los genes para la sintesis del
triptofano a partir del antranilato. De acuerdo con lo anterior, para la construcciéon del consorcio
ancestral se afiadieron las actividades enzimaticas codificadas por los genes ausentes en cada
modelo. Es decir que las actividades codificadas por #t7pDCBA fueron afiadidas en el
compartimento correspondiente a Buchnera, mientras que en el compartimento correspondiente a
Serratia, se introdujeron las actividades codificadas por los genes #pGE (i.e. la antranilato sintasa
I). Con respecto a la sintesis del shiquimato a partir de la E4P, la informacion disponible en BioCyc
19.0, indica que de las diecisiete cepas de Serratia (correspondientes a nueve especies diferentes,
para las cuales hay disponibles un genoma y una PGDB reconstruida), dieseis presentan los genes
para la sintesis de shiquimato a partir de E4P, siendo S. symbiotica SCc la unica especie en que es
estan ausentes. De acuerdo con esta informacion, es razonable suponer en el genoma del ancestro
de S. symbiotica estuviesen presentes dichos genes (asi como los del triptéfano). Como
consecuencia, las actividades codificadas por los genes aroH, B, O, y E (necesarias para sintetizar
shiquimato a partir de eritrosa-4-fosfato) fueron afadidas al compartimento SCc. Finalmente, las
cotas de los flujos de transportes del shiquimato, corismato, antranilato y triptofano, fueron
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establecidas de manera que estos compuestos pueden ser intercambiados libremente entre ambos
endosimbiontes. Esta versién del modelo de consorcio sera referida como iBSCcances, ya que
representa un plausible consorcio ancestral.

Los experimentos in-silico, disefiados para analizar la eficiencia de posibles disefios alternativos
de la complementacion consisten en simular de forma exhaustiva todos los posibles esquemas de
complementacion metabolica entre los endosimbiontes que permiten la sintesis de triptofano. A
continuacién, para cada esquema se evalla la eficiencia del sistema mediante la optimizacion de
dos objetivos alternativos: la produccion de meta-biomasa Vv, .. iomasa Y 12 produccion de triptofano
Vi.,- LOS esquemas analizados incluyen el caso del ancestro hipotético iBSCcances (donde la ruta esta
presente en ambos simbiontes), asi como todos los demas disefios (escenarios de pérdida de genes)
que son funcionales, i.e. que permiten sintetizar triptéfano. Dado que por su estructura, la ruta
incluye conjuntos de reacciones estequiométricamente acopladas, no es necesario realizar las
combinaciones con el conjunto completo de veintiséis genes (trece en cada endosimbionte) sino
que es suficiente con elegir una actividad (o gen) por cada FCS. Esto es posible ya que los genes
que codifican actividades que pertenecen a un mismo conjunto de acoplamiento completo (FCS)
representan una clase de equivalencia, y bajo la suposicion de estado estacionario, estas se

comportan como si fueran una unica reaccion (ver apartado A.2.3 en el apéndice A).

Dentro de cada endosimbionte, las trece reacciones analizadas se encuentran agrupadas en un
total de cuatro FCS simétricos (en el modelo del ancestro iBSCcances la ruta esta presente en cada
compartimento). Dado que hay cuatro FCS en cada organismos y que para que se pueda completar
la sintesis de triptéfano al menos una de las copia de cada FCS ha de ser funcional (si se pierden las
dos copias un FCS en forma simultanea el sistema no seria viable), el numero maximo de FCS que
se pueden perder es cuatro. Dicho de otra forma, los disefios minimos que permiten la sintesis de
triptofano son las combinaciones de cuatro FCS que no incluyen FCS redundantes. Por cada FCS
se eligid como representante la Ultima reaccion del subconjunto (e.g. en el caso del FCS2 se
seleccioné la CHORS). Cada uno de los disefio se representa con uno o mas simbolo de tipo A’
donde el superindice indica el endosimbionte o compartimento y el subindice la actividad que se
supone pérdida. Por ejemplo, A’ corresponde al caso en Buchnera ha perdido la ANS, mientras
que Serratia tiene la ruta completa. Teniendo en cuenta lo anterior se plantearon y analizaron los
siguientes disefios: i) el caso del sistema redundante (i.e. el consorcio ancestral) en el que se
encuentran activas las dos copias de cada enzima; ii) los ocho casos posibles de knockout simples
(i.e. los cuatro FCS en cada uno de los organismos, e.g. A'w); iii) todas las combinaciones de pares
posibles de FCS, e.g. Al & Ar.s; iv) las combinaciones posibles de knockout triples, e.g. A &
Al s & Abenss ¥ V) todas las combinaciones de knockout cuadruples, e.g. A s & Al & Al &
A'rs., que corresponden a los disefios minimos. Si bien, el numero total de disefios es 163, hay un

total de 82 casos que corresponden a situaciones donde hay al menos un doble letal (e.g. Al &

SC . , . . .
A'ws) ¥ por lo tanto carecen de interés ya que representan versiones no funcionales del sistema.

Como consecuencia, el analisis se centrara en los 81 disefios viables. Empleando FBA, cada uno de
los disefios del consorcio fue caracterizado empleando las dos funciones objetivo, antes
mencionadas: la maximizacion del flujo de produccion de meta-biomasa y la maximizacion del

flujo de produccion de triptofano. En cada caso, el valor 6ptimo obtenido es normalizado con
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respecto al valor optimo predicho con el modelo del consorcio ancestral iBSCcances, para poder
evaluar como se ve afectado fitness o eficiencia del sistema, en la medida que se van perdiendo
genes. Los optimos normalizados para el caso de la meta-biomasa y el triptofano se denotan como
* * . . M
Vinewsio Y Vs TESPECtivamente. Finalmente, como se vio en el apartado 5.3.1 el balance de protones
en el compartimento de Buchnera implica una restricciéon que de ser relajada afecta en forma
sensible las predicciones del modelo. Para controlar el efecto de dicha restriccion en los resultados,
los experimentos se realizaron por un lado, considerando la restriccion sobre el balance estricto de

los protones y, por otro, relajando la misma.
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Figura 5.10. Distribuciones de los optimos de fitness de los distintos disefios de la complementacion
en la ruta del triptofano. En los cuatro casos analizados, los valores de fitness optimo obtenido para
cada uno de los 81 experimentos, fueron normalizados contra el valor maximo identificado en la
solucion predicha por iBSCcCunces. En (4) y (B) se representan los resultados para la maximizacion de la
meta-biomasa, con y sin restriccion en el balance de protones de Buchnera, respectivamente. En (C) y
(D) se representan los resultados de la maximizacion de la produccion de triptéfano, con y sin
restriccion en el balance de protones, respectivamente.

La figura 5.10 resume los resultados de los experimentos realizados para evaluar los distintos
disefios de los consorcios’. Los resultado indican que si el fitness del sistema es evaluado en
términos de la produccion de meta-biomasa, los 81 disefios viables permiten alcanzar un flujo de

produccion de meta-biomasa v > 90% con respecto al optimo identificado para iBSCcances.

meta-biomasa
Ademas, el mismo comportamiento cualitativo se obtiene al considerar la restriccion sobre el
balance de protones como al relajar la misma (figuras 5.10AB). Esto indica que cualquier escenario
de pérdida de genes conduce a disefios en los cuales el crecimiento del sistema disminuye como

7  Los resultados detallados de las simulaciones se encuentran en la tabla suplementaria S.5.6.

115



Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

maximo, un 10% respecto al ancestro hipotético. En el caso de la maximizacion de la meta-
biomasa con balance estricto de protones, los resultados muestran que en la distribucion de flujo
optima que exhibe iBSCcances, todas las reacciones de los cuatro FCS de B. aphidicola BCc tienen
un flujo de cero y seria Serratia quién produciria todo el triptofano, y el corismato necesarios para
satisfacer las demandas de Buchnera y al hospedador. Como consecuencia todos los escenarios que
involucran pérdida de genes en Buchnera pero no en Serratia, alcanzan el mismo valor de fitness

que iBSCcances. Si bien, este resultado es contrario al disefio de la complementacion que exhibe el
>99,5%) se

encuentran disefios donde Buchnera carece las actividades del FCS4 (sintesis del triptofano a partir

®

consorcio real del afido del cedro, si se exploran soluciones quasi-Optimas (V.. i
de antranilato) y Serratia las del FCS3 (i.e. la antranilato sintasa), los cuales corresponden al caso
del consorcio real. Los resultados obtenidos al relajar la restriccion del balance protones son
cualitativamente muy similares a los descritos para el caso del balance de protones.

Como se coment6 previamente, los valores maximos de produccion de meta-bioamsa exhibidos
por los distintos disefios no exhiben gran variabilidad. De hecho, si se consideran todos los disefios

5

cuyo valor 6ptimo normalizado sea v >95%, se encuentran disefios de consorcio totalmente

meta-bio
complementarios. De esta manera no es posible identificar patrones cuyo fitness sea sensiblemente
superior o inferior al resto. Es posible que los cambios en la eficiencia asociados a cada disefio no
se reflejen en el valor del 6ptimo de la funcidn objetivo, debido a que el triptéfano so6lo representa
un pequefia proporcion de la meta-biomasa ya que su proporcion en cada biomasa individual es
también muy pequefia. Por otra parte, si el fitness de los disefios se evallia empleando el flujo
maximo de produccion de triptofano los resultados cambian notoriamente. En primer lugar, los
distintos disefios exhiben un gran variabilidad en el valor éptimo normalizado, el cual varia entre
un 50 y el 100%, y entre 35 y 100%, para los experimentos con y sin restriccion en el balance de

protones de Buchnera, respectivamente (ver figuras 5.10CD).

Al analizar los experimentos donde se exige un balance estricto de protones, lo primero que
llama la atencion es que el disefio A, exhibe el mismo valor dptimo en la produccién de
triptofano que el modelo del ancestro, es decir que en este escenario, Buchnera podria haber
perdido todas las actividades correspondientes al FCS4 sin que esto tuviera efecto alguno sobre la
eficiencia de la produccion del triptéfano. Ademas, si se analizan disefios cuyo valor objetivo se

*

o r . BC SC . .
encuentra muy proximo al optimo (v, >99,5 %) aparece el caso A g, & Ay, que es muy similar

Trp
al disefio del consorcio real. Sin embargo, a diferencia con el consorcio de C. cedri, en este disefio
Serratia produciria una pequefia cantidad de corismato (a partir de la E4P), que seria empleado por
Buchnera para producir mas antranilato. Sin embargo, si se exploran soluciones un poco mas
alejadas del optimo (v;rp295 %), hay un total de 16 disefios, en los cuales el flujo a través del FCS4

.y BC SC SC
en Buchnera es cero, entre los cuales se encuentra la solucion A e, & A & Agxsp» qUE

corresponde al disefio encontrado en consorcio del afido del cedro. Los restantes 16 disefios
minimos exhiben una disminucion en el valor maximo de produccion de triptofano de entre 25% y
50%, respecto a lo predicho para el caso del consorcio ancestral. Esto indica, que el disefio de la
complementacion que exhibe el consorcio del afido del cedro es la solucion minima respecto al
numero de genes, y eso no afecta en mayor medida el rendimiento en la produccion del triptofano
(ver tabla suplementaria S.5.6).
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Al considerar los resultados obtenidos relajando la restriccion sobre el balance de protones en el
compartimento que corresponde a Buchnera, éstos muestran cierta similitud con los descritos al
exigir el balance estricto de protones, pero presentan ciertas diferencias relevantes. En primer lugar,
ningun disefio en el que se eliminen genes alcanza el 100% del dptimo. En efecto, en la solucion
optima exhibida por iBSCcanees cada endosimbionte produciria el triptéfano de novo, y de forma
independiente. Ademas, el subconjunto de genes cuya pérdida implican la menor disminucion en la
produccion de triptofano corresponde al FCS1 de Serratia. Este resultado es consistente con el
consorcio real, donde dicho endosimbionte ha perdido los genes que codifican las actividades para
la sintesis del shiquimato a partir de la E4P. Por otra parte, existe un subconjunto de 16 disefios
cuyo valor v;DZBS %, que incluyen la solucion AT, & A’y & Aie, ., algo similar a los resultados
obtenidos cuando se considera el balance de los protones. En efecto, dentro de estos 16 disefios
solo hay 4 casos en los que Buchnera conserva las actividades necesarias para sintetizar triptéfano
a partir del antranilato (FCS4). Con respecto, a la antranilato sintasa en Serratia, la mitad de los

disefios no presentan flujo a través de la misma.

Si bien para los experimentos optimizando la meta-biomasa los resultados no muestran
diferencias claras en la eficiencia de produccion (tanto si se considera el efecto de los protones
como si no), al considerar la produccion de triptéfano como objetivo, los resultados si muestran
que el disefio que se observa en el consorcio de C. cedri presenta ciertas ventajas. O dicho de otra
manera, el disefio estequiométrico de la complementacion en la ruta del triptdfano presente en el
dicho consorcio, se corresponderia al caso donde se pierden el maximo nimero de genes, sin que
esto afecte de forma drastica las capacidades en la produccion de triptofano, la cual se mantiene a

un 95% del optimo exhibido por el consorcio ancestral iBSCcances.

5.3.6 Complementacion metabdlica: condiciones necesarias y optimalidad

Los resultados presentados en el apartado previo muestran como distintos disefios estructurales
(o estequiométricos) de complementacion en una ruta metabdlica exhiben gran variabilidad en la
eficiencia de la sintesis. Sin embargo, ademas de la estructura es muy posible que otras propiedades
del sistema también afecten la eficiencia del proceso. Por ejemplo, la cinética de las reacciones y el
coste asociado a la produccion de las enzimas (proteinas) deben suponer restricciones y
constricciones adicionales que afectaran la eficiencia del proceso de sintesis. Concretamente, al
igual que en el caso de la mayoria de los aminoacidos, la ruta de sintesis del triptdfano suele
encontrarse regulada mediante un feedback negativo en el cual el producto final, i.e. el triptofano,
se une de forma inhibe la primera enzima de la ruta (Kwak et al., 1999; Rouhbakhsh et al., 1997,
1996; Spraggon et al., 2001). Dado que un mecanismo de este tipo se encuentra disefiado para
mantener el flujo de produccién ajustado a las necesidades del organismo, este debe representar un
obstaculo si se intenta incrementar el valor de dicho flujo para sobre-producir y compartir el
producto (Stephanopoulos and Vallino, 1991). Como consecuencia, se esperaria que los
endosimbiontes tenga cierta propension a perder tales mecanismo, de la misma manera que se
observa como pierden los mecanismos de regulacion transcripcional (Baumann et al., 2006; Wilcox
et al., 2003). Por ejemplo, se han descrito casos de enzimas, como la prefenato deshidratasa, donde
se cree que la inhibicidn se ha perdido como consecuencia de mutaciones puntuales en el sitio
alostérico (Jiménez et al., 2000). Sin embargo, estudios realizados sobre la conservacion de rpE en
distintas cepas de B. aphidicola, muestran que los residuos clave en el sitio de regulacion alostérico
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de la enzima antranilato sintasa se encuentran conservados en la secuencia del gen (Lai et al., 1994;
Rouhbakhsh et al., 1996). No obstante, dichos estudios no incluyen a la secuencia de trpE de B.
aphidicola BCc. Por lo tanto, para evaluar el nivel de conservacion del sitio alostérico de la
antranilato sintasa en el caso de B. aphidicola BCc, se realiz6 un alineamiento multiple incluyendo
la secuencia del gen #rpE presente en B. aphidicola BCc, su homoélogo en otras once cepas de B.
aphidicola, junto con los homologos en E. coli y S. marcescens (ver el apartado 5.2.6 de la seccion
Materiales y Métodos).

La figura 5.11 muestra una seccion del alineamiento multiple, donde se puede ver que los
residuos P21 y S40, asi como el motivo LLES del sitio alostérico, descritos como importantes para
la unidn del triptéfano (Caligiuri and Bauerle, 1991; Kwak et al., 1999; Tang et al., 2001), se
encuentra mejor conservados en B. aphidicola BCc que en las demas cepas de Buchnera. Ademas,
cambios como la sustitucion Ser40 — Thr40, presentes en algunas cepas de Buchnera, podrian no
tener consecuencias en la funcion, ya que ambos aminoacidos presentan propiedades
fisicoquimicas similares. Esto sugiere que el mecanismo de inhibicién puede atn estar activo en el
endosimbionte y, de ser asi es posible que aumentar el flujo requiera un aumento de la
concentracion de la enzima y de su coste asociado.
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Figura 5.11. Alineamiento miultiple del gen trpE presente en doce cepas de B. aphidicola, junto a sus
homdlogos en E. coli K12 y S. marcescens. Todas las secuencias son aproximadamente de la misma
longitud (~515 residuos) y la figura esta enfocada en la region que corresponde al sitio alostérico. La
primera, segunda y tercera filas (de arriba a abajo), corresponden a las secuencias de S. marcescens,
E. coli y B. aphidicola BCc, respectivamente. Las demds secuencias pertenecen a distintas cepas de
Buchneras (ver apartado 5.2.6). Las flechas en las columnas 21 y 40, sefialan residuos descritos como
claves del sitio alostérico (Caligiuri and Bauerle, 1991; Kwak et al., 1999; Tang et al., 2001).

Dado que el endosimbionte no solo produce el aminoacido para su propio consumo, sino que
también debe proveer al hospedador del mismo, se espera que, como consecuencia del aumento en
la demanda del aminoéacido, los simbiontes deban incrementar su flujo de produccidon. Ahora bien,
si se supone que el mecanismo de inhibicidén por producto que regula dicho flujo sigue funcionando
en los endosimbiontes, el efecto inhibitorio causado por el aumento en la concertacion del
triptofano deberia ser compensado de alguna forma, e.g. incrementado la concentracion de la
antranilato sintasa (Lai et al., 1994). En efecto, en diversas cepas de B. aphidicola se ha encontrado
que los genes trpEG se encuentran amplificados, o bien como multiples copias en el genoma, o
mediante la presencia de plasmidos que incluyen una o mas copias de estos (Baumann et al., 2006;
Rouhbakhsh et al., 1997). Por ejemplo, la cepa de Buchnera del afido 4. pisum, contiene un
plasmido que incluye una copia de #7pE y dos de #7pG. En el caso de B. aphidciola BCc, esta
también contiene contiene un plasmido (pTrp-Bce: NG _036609) pero este incluye solo una tnica
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copia de cada gen (Gosalbes et al., 2008; Lamelas et al., 2011a). La presencia de multiples copias
del gen que codifica para la enzima de la ruta regulada mediante mediante inhibicion por producto,
sugiere una posible adaptacion para incrementar el flujo de produccion de triptofano (Lai et al.,
1994; Rouhbakhsh et al., 1997). Si se considera esta evidencia junto al hecho de que el sitio de
union alostérica se encuentra bien conservado en las distintas cepas de Buchnera, es razonable
suponer que este mecanismo de regulacion sigue siendo funcional. En tal caso, aumentar la
concentracion de la enzima para compensar el efecto de la inhibicion podria significar un coste
elevado para el endosimbionte, en términos de la sintesis de enzimas (proteinas).

Ahora bien, el hecho de que en diversos consorcios la ruta del triptéfano se encuentre distribuida
en dos tipos de endosimbiontes diferentes, segregando en compartimientos diferentes la actividad
enzimatica regulada, de la actividad que sintetiza el producto final, podria tener implicaciones
directas sobre la cinética del proceso. De acuerdo con lo anterior, es muy posible que la
concentracion de triptéfano sea muy baja en el compartimento donde se encuentran la antranilato
sintasa (i.e. B. aphidicola BCc) y como consecuencia de esto se atentie el efecto de la inhibicion
sobre la enzima regulada. Este disefio podria permitir aumentar el flujo de sintesis de antranilato sin
que esto represente un gran incremento en la concentracion de la enzima. Para poder abordar esta
pregunta en términos tedricos se requiere que las concentraciones de las enzimas y los metabolitos
sean variables explicitas del modelo. Realizar dichas simulaciones empleando el modelo iBSCc
requeriria conocer los mecanismos de reaccion y los parametros cinéticos de todas las enzimas de
la red. Sin embargo, dicha aproximacién es algo que de momento se encuentra lejos de ser viable,
debido a la falta de datos experimentales para el sistema y a la dificultad de construir modelos
cinéticos a escala gendmica. Sin embargo, es posible adoptar una aproximacion, que no requiere
conocer tantos detalles del sistema y que permita entender aspectos mas generales del problema.
Esto implica construir un modelo sencillo que solo retenga las propiedades y caracteristicas que, se

entiende, dan cuenta del fenomeno de la complementacién metabolica.
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0. S : :
® = E® 8 I
{ ) > > J o >
DD X o® . C0 T E, o i
Cp P Population 1 f *
N
—> Enzymatic reactions 4 +<5> Jpo (to host)
— Non-enzymatic reactions ‘ J
e 5 5 Jee
-| Feedback Inhibition .“ e > QQ e e >
1 g
E,; Enzymes ! 5
+ Population 2
——— Jp,' Demand fluxes
Population 2 " \._ Host

Figura 5.12. Esquema del modelo cinético de complementacion metabolica. El modelo representa dos
tipos de endosimbiontes (ovalos violetas y azules) que codifican la misma ruta hipotética que permite
sintetizar el producto P a partir del sustrato S, a través de un intermediario X. Cada actividad de la
ruta es catalizada por una enzima. Ademds, tanto el intermediario (X) como el producto final (P)
pueden difundir a través de las membranas celulares. Tanto los endosimbiontes como el hospedador
requieren de P para poder crecer; esto se representa mediante los flujos de consumo: J ,, J, v J,, El
modelo representado en la figura, es una abstraccion del esquema presentado en la figura 5.9.
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Con el objetivo de analizar los efectos que la cinética tiene sobre el fendmeno de la
complementacion metabolica, se desarroll6 un modelo cinético simple para analizar la
complementacion metabdlica de un consorcio endosimbionte. El modelo describe un consorcio
compuesto por dos especies de bacterias endosimbiontes que codifican una ruta biosintética
putativa, en el caso en que estas pueden intercambiar intermediarios de dicha ruta (ver figura 5.12).
Ademas, se supondra que cada una de las poblaciones de bacterias esta representada por un gran
numero de células idénticas (N, con i=1,2). En el modelo, cada una de las dos poblaciones de
endosimbiontes es representada mediante un Unico compartimento y estos a su vez estan
embebidos en un compartimento extracelular a través del cual pueden difundir los compuestos
intercambiados®. Ambos endosimbiontes codifican para la misma ruta biosintética lineal que
permite la conversion del sustrato S (producido por la bacteria), a través del intermediario X en un
producto final P, el cual se considera esencial para todos los miembros del consorcio. Ademas,
tanto el metabolito X como P, se supone que pueden difundir fuera o dentro de la célula. Dado que
P es definido como un nutriente esencial para los tres miembros del sistema, i.e. los dos
endosimbiontes y su hospedador, el modelo incluye tres flujos que consumen dicho metabolito. Si
bien en el modelo no hay ecuaciones de biomasa explicitas estos flujos representan la
incorporacion de P en las biomasas respectivas. Finalmente, dado que la inhibicién por producto
puede estar presente en algunos endosimbiontes, es de interés evaluar qué papel puede tener dicho
mecanismo de regulacion, en la emergencia de complementacion metabolica’. Por tanto, el modelo

incluye un mecanismo de inhibicion por producto que regula la produccion de P.

Las dos reacciones que componen la ruta de biosintesis, S - X y X — P, con flujos respectivos
Vs y V,, son modeladas empleando un cinética reversible de tipo Michalis-Menten, siguiendo la
aproximacion de Noor y colaboradores (2014). Por lo general, en la presencia de inhibiciéon por
producto, el paso regulado suele ser la primera enzima de la ruta (e.g. el caso del triptofano). Como
consecuencia, la ecuacion que representa la primera reaccion (S — X) incluye un término adicional
para representar el efecto de la inhibicion por producto. Si bien existen diversos mecanismos de
inhibicion enzimatica, que incluyen la inhibicion alostérica, en este caso se ha elegido uno de los
mecanismos mas simples (en términos de su formulacion matematica'®) que es el mecanismo de

inhibicion acompetitiva que da lugar a la siguiente ecuacion:

kalEs] ([SI-[X]/K, )/ K,
1+[P]/K, 1+[S)/ K, +[X]/K;,

s = (Ec.5.2)
en donde k_, es la constante catalitica de la enzima; K, y K, son las constantes de Michaelis para
la reaccion directa y reversa, respectivamente; K, es la constante de equilibrio de la reaccion

S - X;y K, es la constante de la inhibicion causada por la union de P a la enzima''.

8 La estructura en compartimentos, es equivalente a la utilizada en el modelo de consorcio iBSCc
presentado en el apartado 5.3.2.

9 Por ejemplo, la antranilato sintasa de B. aphidicola BAp exhibe un alto grado de conservacion en su sitio
de union alostérico (ver figura 5.11).

10 El caso de la inhibicion competitiva sera analizado en el apartado mas adelante, en esta misma seccion.

11 Se puede ver que en el caso en que la inhibicion sea muy pequefa, ie. 1/ K, - 0, la ecuacion se

aproxima a una cinética de Michaelis-Menten reversible.
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Para representar el posible intercambio de metabolitos entre ambos endosimbiontes, el modelo
incluye reacciones de transporte que permiten el flujo de los metabolitos X y P entre los distintos
compartimentos. Dado que una caracteristica comtin de los endosimbiontes es la falta de sistemas
de transporte (Charles et al., 2011), los flujos de transporte de X y P son modelados empleando una

ecuacion de difusion de primer orden:
u, = D(a],~lal,), a=X,P (Ec. 5.3)

Donde U, es el flujo correspondiente al metabolito a y D, es su coeficiente de difusion a través de
la membrana. En este caso, los flujos seran considerados positivos cuando el metabolito es
excretado por cualquiera de los endosimbiontes y negativos, cuando estos sean importados. Por
ultimo, como se menciona al inicio del apartado, el producto P se supone necesario para el
crecimiento de cada miembro del sistema, de manera que para representar dicho consumo se

emplea una cinética saturable:

[P]
[P]+K

Vp=Kea[Ep] (Ec. 5.4)

Donde V, es el flujo de consumo de P por parte de cada endosimbionte, y [E,] corresponde a la

proteina necesaria para integrar el compuesto en la biomasa del organismo. Dado que se supone
que P es esencial para el crecimiento, los flujos de consumo V,, deberan ser mayores que cero

para que el sistema pueda crecer.

Por ultimo esta la consideracion de la masa relativa de endosimbiontes respecto al hospedador,
i.e. lo que en el modelo iBSCc seria representado mediante la estequiometria de la meta-biomasa
(ver apartado correspondiente en el apartado 5.3.2). A diferencia del analisis estequiométrico, al
realizar un estudio dindmico del sistema, las concentraciones de los intermediarios, asi como de las
enzimas, son variables de estado del sistema, y deben ser tomadas en cuenta. Entonces, para
facilitar la interpretacion de los resultados, las poblaciones absolutas de los endosimbiontes, N, y
N, son normalizadas por la poblacién total N=(N,+N,). Esto da como resultado n,=N,/N y
n,=N,/N. Al igual que en el estudio del consorcio del afido del cedro, se supondra que las
poblaciones de ambos endosimbiontes son iguales, i.e. n,=n,=1/2. Tomando en cuenta el modelo

completo, las ecuaciones de balance que describen el comportamiento dindmico del sistema se

pueden escribir de la siguiente forma:

d[X] .
dt = VS,i—VX,i_UX,i , =12
d— = VX,i_VP,i_UP,i , =12
t (Ec. 5.5)
dX,]
i N(nlUX,1+n2UX,2)
d[P,]
dto = N(n1 Up,1+n2Up,2_JP,O)

En el caso de los metabolitos intracelulares, es importante notar que las ecuaciones de balance
son iguales para ambos endosimbiontes, y que las concentraciones de estos no dependen de los

tamafios de las poblaciones de las bacterias. Por otra parte, las ecuaciones de balance de los
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metabolitos extracelulares si dependen del tamafio de las poblaciones de simbiontes y, en caso de
P,, la concentracion de este también depende del flujo de demanda de hospedador J ;. Finalmente,
se considera que la produccion del sustrato S es realizada por cada célula endosimbionte y su
concentracion se supone fija dentro de cada célula (como consecuencia no es necesario incluir su
ecuacion de balance). Por simplicidad, se considerara el valor de todos los parametros y constantes
cinéticas igual a uno, a menos que se indique de forma explicita un valor diferente. Ademas la
concentracion intracelular del sustrato S se considerara igual para ambos tipos de endosimbiontes y
su valor se fijara en [S]=10. Por tltimo, y como ya fue mencionado, las poblaciones relativas de

endosimbiontes se fijan de la siguiente forma: n,=n,=1/2.

El criterio de optimizacion

Al igual que al realizar la comparacion de los distintos disefios estructurales de la
complementacion metabolica con el modelo de consorcio iBSCc, para poder comparar distintos
esquemas con del modelo cinético es preciso definir un criterio de optimizacion o un fitness, Las
bacterias endosimbiontes involucradas en interacciones nutricionales deben sobre-producir ciertos
compuestos esenciales, como aminoacidos y/o vitaminas, para poder satisfacer la necesidad del
hospedador (Douglas, 1992). Ademas, como ya fue mencionado, el incremento en la produccion de
dichos compuesto puede realizarse aumentando la concentracion de las enzimas involucradas en la
ruta, incluso en aquellos casos en que la inhibicion por producto dificulta la modulacion del flujo
(Baumann et al., 1999; Lai et al., 1994; Rouhbakhsh et al., 1997). En este sentido, cualquier mejora
en la eficiencia de la sobre-produccion, en términos de la economia en la sintesis de proteina,
podria conferir alguna ventaja al sistema completo, como se ha discutido en diversos estudios
(Dekel and Alon, 2005; Flamholz et al., 2013; Goelzer and Fromion, 2011; Kafti et al., 2015; Mori
et al., 2016; Ponce de Leon et al., 2008; Shachrai et al., 2010).

De acuerdo con lo anterior en este apartado se estudiara el compromiso entre la maximizacion
del flujo a través de una ruta y la eficiencia en la distribuciéon de las concentraciones de las
enzimas. Empleando métodos de optimizacidon no-lineal sujeta a restricciones, es posible modelar
dicho compromiso, o trade-off, como dos problemas de optimizacion complementarios: i)
maximizacion del flujo de produccion de P sujeto a una restriccion en la concentracion total de
enzima; y ii) minimizacion de la concentracion total de enzima sujeto a una restriccion en el flujo
de interés, que garantice que la demanda es satisfecha. En lo que sigue se adoptard la segunda
formulacién del problema, i.e. la minimizacion del total de enzima necesaria para sostener un flujo
de demanda dado, del producto P".

De acuerdo con lo anterior, el problema de optimizacién se define en términos de: i) las variables
de decision que corresponden a las concentraciones de las enzimas e intermediarios; ii) las
restricciones, que incluyen el balance de masas sobre cada metabolito; y iii) la funcion a optimizar,
i.e. la concentracion total de enzima. La funcion objetivo se define como la minimizacion de la

concentracion total de enzima (normalizada por la densidad poblacional de cada tipo de

endosimbionte):
c=> > nlE,] (Ec. 5.6)
i=1,2 a=S§,X,P

12 Puede mostrarse de forma teodrica, que en el modelo analizado y posiblemente en general, ambos
problemas convergen al mismo valor optimo.
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Donde C corresponde al total de enzima invertida por los dos endosimbiontes para producir una
cierta cantidad de P que satisfaga la demanda total del sistema, i.e. de cada endosimbionte y del
hospedador. La restriccion que impone la demanda puede representar mediante una desigualdad
sobre los flujos que representan el consumo de P:

V,2J,, Vi=0,1,3 (Ec. 5.7)

Donde J, ; son parametros que representan la demanda de cada miembro del sistema. En forma
adicional, se supondra que las concentraciones de todos intermediarios cumplen el balance de
masas, y esto se realiza introduciendo una restriccion por cada ecuacion de balance en la que se
exige un balance cero, de forma que se garantiza que se cumple la condicion de estado estacionario
(ecuacion 5.5).

De acuerdo con lo planteado, una solucion particular de dicho problema consistira en los valores
concretos de concentraciones de cada metabolito y enzima del sistema (a partir de los cuales se
pueden calcular los flujos a través de cada reaccion) compatibles con las restricciones de estado
estacionario y demandas impuestas. Ademas, en caso de tratarse de un Optimo, esta solucion sera la
que emplee la concentracion de enzima minima necesaria para satisfacer los flujos de demanda.
Dado que el interés se centra en poder comparar los perfiles de concentraciones que adoptan las
enzimas en distintas soluciones, se introducird una medida que permita cuantificar el grado de

asimetria entre ambas células. El coeficiente de asimetria A, se define para cada enzima

a=S, X, P, mediante la siguiente expresion:

A :[Ea,l]_[Ea,Z]

== ——,a=8,X,P Ec. 5.8
(EorJ#1E.s) (fte. 3.5)

Esta cantidad refleja la diferencia relativa en la concentracion de cada enzima, entre las dos células.
De manera que A, valdra cero cuando la concentracion de la enzima a sea igual en ambas células,
mientras que el coeficiente adoptara los valores extremos 1 o -1 cuando la concentracion de la
enzima sea cero en alguno de los dos tipos de células, o dicho de otra forma, cuando la enzima esté
ausente en uno de los dos endosimbiontes. De esta manera se pueden representar los distintos
estados que adopta el sistema al modificar parametros de interés. Finalmente, dada la simetria del
problema, i.e. ambos tipos de células son idénticos en términos de sus ecuaciones y parametros
cinéticos, solo seran considerados las soluciones en que A>0. Los detalles de implementacion se

describen en el apéndice C.

Emergencia de complementacion metabdlica

Empleando el modelo y el criterio de optimizacion introducidos en el apartado previo, se
realizaron simulaciones para analizar la distribucion 6ptima de las enzimas, al variar parametros de
interés que representan distintos escenarios. El primer escenario analizado no considera la demanda
de P por parte del hospedador, de forma que el flujo de demanda correspondiente se fija en cero,

ie. Jp,=0, mientras que la demanda correspondiente a cada tipo de endosimbiontes se fija en
Jp;=1. La figura 5.13 muestra la distribucion optima de las enzimas, en términos del coeficiente
de asimetria, para distintos valores de las constantes de difusiéon, D, y D,, y de la constante de

inhibicion K,. Como se puede intuir, el caso extremo en que D, =D ,=0, los endosimbiontes no
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pueden intercambiar metabolitos y como consecuencia la complementacion metabolica no es
posible. Sin embargo, en la medida que esta restriccion se relaja y se permite que los metabolitos
permeen, es posible la interaccion entre ambos endosimbiontes y entonces pueden emerger
soluciones asimétricas (i.e. complementacion).

(B e By . (el el (D) 1/K;=30
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Figura 5.13. Coeficiente de asimetria A, en distribuciones de enzimas Jptimas en distintos

escenarios. La figura representa distintas soluciones optimas expresadas en términos del coeficiente de
asimetria de cada enzima como funcion de las constantes de difusion D, y D, para el caso de la

inhibicion acompetitiva. Cada columna A-D representa las soluciones obtenidas para distintos valores
de 1/ K, y cada panel de una columna corresponde a una de las tres enzimas consideradas en el

modelo. La escala de color corresponde a los valores del coeficiente de asimetria de las distintas
enzimas. Las zonas de color oscuros en los paneles de la enzima A, correspondientes a 1/ K, =10 y

1/ K,=30 representan el rango de parametros de difusion donde la ruta se encuentra completamente
dividida entre ambas células, i.e. [Es,z]:[Ex,1]: 0.

Los resultados de las simulaciones indican que si el efecto de la inhibicion es muy bajo (e.g.
1/K,<0.1) las soluciones que minimizan la concentracion total de enzima son simétricas en la
distribucion de todas enzimas, i.e. A =0, V¥ a€(S, X,P/}, con independencia de los valores de las
constantes de difusion D, y D,. Contrariamente, cuando la constante de inhibicién es lo
suficientemente grande (e.g. 1/K,=1), las soluciones asimétricas emergen como la estrategia
optima, para ciertos rangos de valores de las constantes de difusion (figuras 5.13 B-D). En efecto,
para un valor dado de 1/ K, las constantes de difusion definen una linea de transicion que divide el
plano (D,,D,) en dos zonas que corresponden a los rangos de pardmetros para los cual la solucion

simétrica (o asimétrica) es la estrategia optima.

Cuando las condiciones favorecen la complementacion (estrategia asimétrica), por lo general

todas las enzimas exhiben cierto grado de asimetria. En particular, en el caso de la enzima Eg, el

coeficiente de asimetria solo toma los valores extremos, A;=0 o | A;|=1 (indicando que la enzima
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es expresada en un Unico endosimbiontes). En cambio, en las demds enzimas el grado de la
asimetria depende de los valores de las constantes de difusion (figuras 5.13B-D). Ademas, los
resultados muestran de forma clara que el incremento en D, favorece la emergencia de
complementacion, mientras que en cierto escenarios (e.g. 1/ K,<10), el incremento D, favorece las
soluciones simétricas. Dicho de otra forma, las soluciones asimétricas surgen cuando la relacion
D,/D, supera cierto umbral, que depende de la constante de inhibicion K, En definitiva, el
modelo predice que la distribucién asimétrica de las enzimas, i.e. la complementacion, emerge
como una estrategia optima en presencia de inhibicion de producto y cuando el producto final P,
difunde mas lento que el intermediario X. Esto tltimo se debe al hecho de que si P difunde muy
rapido, su concentracion en ambas células sera muy similar, y por lo tanto, el efecto de la
inhibicion sera el mismo en ambas células. Contrariamente, si P difunde mas lento que X, la
concentracion del primero en la célula que expresa la enzima E serd baja, y su contribucién como
inhibidor serd mas bajo, lo que permitira sostener el mismo flujo neto de produccion de P con una
menor cantidad de enzima. En aquellas regiones donde la solucion optima se corresponde a una
distribucion asimétrica, se tiene la siguiente relacion respecto a los coeficientes de asimetria de las
tres enzimas: A;=1, A,<0y A,>0. Esto que implica que en las enzimas E, y E,, la asimetria no
es completa. De manera que para poder ver de forma mas clara el efecto de las constantes de
difusion en la transicion de las soluciones simétricas a las asimétricas, se estudio dicho cambio para
un Unico valor de la constante de inhibicion (1/ K,=10).

Para poder evaluar la eficiencia de cada estrategia se realizd un experimento, imponiendo como
restriccion que el coeficiente de asimétria valga A;=0y A =1, para analizar el caso simétrico y el
asimétrico, respectivamente. De esta manera se calculd la distribucion de enzimas Optima para
distintos valores de las constantes de difusiéon D, y D,, en el caso simétrico y asimétrico. La figura
5.14A muestra que para la estrategia asimétrica, el costo total en proteinas crece cuando los
metabolitos no pueden cruzar la membrana con facilidad, i.e. para valores bajos de D, y D, (ver la
superficie amarilla). Por otra parte, la distribucion asimétrica se vuelve 6ptima para valores de la
difusion lo suficientemente altos, en cuyo caso la asimetria de la enzima A, se aproxima al valor -1
(figura 5.14B). En estas condiciones, la ruta metabdlica queda distribuida entre ambas células, con
la primera enzima (E) operando en una célula y la segunda (E,) en la otra, lo que da origen a la
complementacién metabdlica (ver figura 5.14C). Ademas, la asimetria completa en la primera
enzima, i.e. Ag=1, implica en todos los casos la excrecion del intermediario X por parte la primera
célula, el cual es a su vez importado por la segunda célula, i.e. U, ,=—U, ,>0 (figura 5.14D).
Notoriamente, la excrecion de X se produce incluso en condiciones donde el producto P no puede
difundir a través de las membranas, i.e. D,=0 (figura 5.14E). En tales condiciones, la segunda
poblacioén de endosimbiontes comenzard a aprovechar el recurso X, sin brindar nada a cambio, lo
que podria representar cierto grado de parasitismo u oportunismo (al menos respecto a los costos de
produccién de P). Sin embargo, si el producto P es capaz de difundir, el segundo endosimbionte
comparte dicho compuesto con con el primero y de esta forma se establece la relacion de
complementacion. Finalmente, si el valor de la constante de difusion D, es muy elevado (D,>D,),
las concentraciones de P alcanzan valores muy similares en ambas células, y de esta manera no se

reduce el efecto de la inhibicion, ni siquiera cuando la ruta esta distribuida entre ambos
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organismos. De manera que en esta situacion, las células adoptan una estrategia “indiferente”, la
cual corresponde a la distribucion totalmente simétrica de las enzimas en la que cada organismo
produce su propio P, sin que halla intercambio neto de metabolitos entre ellos.
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Figura 5.14. Soluciones optimas (minima concentracion de enzima) para el caso de la inhibicion
acompetitiva. La figura muestra el costo en proteina en funcion de los parametros de difusion D,y D,

para un valor fijo de la constante de inhibicién 1/ K,=10. En (4) se representa el valor de la funcion
de coste (Ec. 5.6) en funcion de D, y D, la superficie verde corresponde a la solucion simétrica que

se obtiene mediante la imposicion de que ambas células tengan las mismas concentraciones de cada
enzima, la superficie amarilla corresponde a la solucion asimétrica que se obtiene fijando en cero la
concentracion de la enzima E¢ en una de las células. (B) Coeficiente de asimetria para la enzima E ;

(C) Coeficiente de asimetria para la enzima E,; (D) y (E) flujos de trasporte de X (U, )y P (U, ) en

cada solucion optima. La escala de colores en B-C y D-E corresponde, al valor del coeficiente de
asimetria de las enzimas y a la direccion de los flujos de transporte, respectivamente.

Evaluando el impacto de considerar un mecanismo de inhibicion alternativo

En este apartado se busca extender los resultados sobre las condiciones necesarias para la
emergencia de complementacion metabolica evaluando el efecto de considerar un mecanismo de
inhibicién diferente al caso acompetitivo (Ec. 5.2). El objetivo es evaluar si los patrones de
asimetria en la distribucién de las enzimas en condiciones Optimas obtenidos previamente
dependen de un mecanismo de inhibicidn especifico o si son independientes del mismo. Para esto

se considerara el mecanismo de inhibicion competitiva, descrito por la siguiente ecuacion:

_ ([S]-[xVK,)IK,
1+[S]/Ky+[ X/ K;,+[ P]/ K,

Vs = Keal Es] (Ec. 5.9)
La diferencia entre este mecanismo y el caso acompotitivo, es que en la inhibicion competitiva el
sustrato compiten por el sitio activo y esto afecta al grado de saturacion de la enzima. En la
inhibicién acompetitiva se modifica la constante catalitica (Cornish-Bowden, 2013). Si bien ambos
mecanismos implican un formulacion diferente, los resultados que se obtienen son cualitativamente
los mismos en ambos casos (ver figura 5.15).
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Figure 5.15. Coeficiente de asimetria A, en distribuciones de enzimas optimas en el caso de

inhibicion competitiva en la enzima. La figura representa distintas soluciones optimas expresadas en
términos del coeficiente de asimetria de cada enzima como funcion de los parametros D, y D,. Las

columnas corresponden a simulaciones con distintos valores en la constante de inhibicion (
1/K,=3,10,30,100). Las zonas de color oscuro para el caso de 1/ K,=100 representan soluciones

donde la ruta se encuentra completamente dividida entre ambas células, i.e. [E,|=|E, ,]=0.

Si se comparan las figuras 5.13 y 5.15 se puede apreciar que las diferencias mas notorias se dan a
nivel de los rangos de parametros en los que las soluciones asimétricas comienzan a emerger, asi
como la forma de la frontera del espacio de pardmetros que separa las soluciones simétricas, de las
asimétricas. Por ejemplo, para un valor de la constante inhibicién 1/ K, =10 en el caso competitivo,
solo un rango muy reducido de valores de las constantes de difusion se obtienen soluciones 6ptimas
asimétricas (figura 5.15B), mientras que en el caso de inhibicion acompetitiva, dicho rango es
mucho mas amplio (figura 5.13B). De estos resultados se puede concluir que, si bien la presencia
de la de inhibicion por producto es una condicion necesaria para la emergencia de

complementacion metabdlica, este fendmeno no depende de un mecanismo especifico.
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Efecto de la variacion de las demandas en los patrones de complementacion

En este apartado se analizan las soluciones optimas en la distribucion de enzimas que se obtienen
al considerar: i) la demanda de producto P por parte del hospedador (J,,>0); ii) que las
poblaciones de bacterias tengan demandas de P diferente (J ,,# J,,); y iii) que las relaciones entre
los tamafios poblaciones relativos de cada endosimbionte sean diferentes (n,#n,). Para evaluar el
efecto de la demanda del hospedador, se afiadi6 una restriccion sobre el flujo J , ;, equivalente a las
restricciones impuestas sobre los flujos de consumo de cada endosimbionte (Ec. 5.7). El valor de la
demanda se varia entre cero y uno, y para cada valor se minimiza la concentracion total de enzima.
Los resultados del experimento muestran, que si el efecto de la inhibicion es considerable, la
distribucion optima de las enzimas exhibe complementacion metabdlica (figuras 5.16A-D).
Ademas, los resultados solo cambian ligeramente como consecuencia de la demanda del
hospedador. En efecto, al variar la demanda J, de cero (que corresponde al caso analizado al
principio del apartado) hasta uno las distribuciéon normalizada de la enzimas no cambia (figuras
5.16B-D). Claramente, el incremento en la demanda J,, trae consigo un aumento en la
concentracion total 6ptima de enzimas, ya que la demanda implica un incremento necesario en la

produccion de P. No obstante, los patrones en la asimetria no exhiben cambios cualitativos.

0.5 1
Py

Figura 5.16. Asimetria de las enzimas en soluciones optimas variando la demanda del hospedador y
los endosimbiontes. Cada panel representa los valores de las concentraciones de enzima, normalizados
por el valor maximo en la solucion optima. En el eje x se representa el valor del parametro de control.
De (4-D) se representan las soluciones dptimas para distintos valores de J , . De (E-H) se representan
las soluciones para distintos valores del coeficiente de asimetria p,=(J pa—J p,z)/ (J patJ p,Z)’ pero sin
considerar la demanda del hospedador (i.e. se mantuvo J,,=0). Los pardmetros empleados en los
experimentos son los siguientes: (4,E) K,=0, D,=2, D,=2; (B,F) KI:1/25, D,=2, D,=2; (C,G)
K,=1/25, D,=10, D,=10, (D,H) K,=1/25, D,=20, D,=4. En todos los casos se representan las
soluciones en las que A >0.

Debido al hecho de que hay dos especies de endosimbiontes, es esperable que cada poblacion de
bacterias tenga demandas diferentes del producto, debido a diferencias en la composiciéon de su
biomasa. De manera que es de interés evaluar como se ven afectados los patrones optimos en la
distribucién de las enzimas frente a demandas diferentes por parte de cada poblacion de
endosimbiontes, i.e. J, ,#J  ,. Para analizar el efecto del cambio relativo en las demandas, los se
introduce un nuevo coeficiente de asimetria que es definido sobre los flujos de demanda

p,=(Jp =Jp,)/(Jp,+J,,). Al calcular los patrones 6ptimos variando el coeficiente p, entre cero
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y uno, los resultados muestran como la asimetria en la demanda de P promueve, de forma maés
acentuada, las soluciones Optimas con asimetria en la distribucion de las enzimas, ie. la
complementacion metabolica (figura 5.16E-H). En efecto, para valores suficientemente altos de la

constante inhibicion (K,>1/25), la complementacion metabolica en la que la ruta estd
completamente dividida entre ambas células (i.e. [Eg,]=[E, ,]=0), emerge de forma robusta para
un amplio rango de valores de p, (figura 5.16F-H). En particular, la solucién con A,<0 ((E 5,1]:0)
es Optima siempre que p,>0. Es importante destacar que, debido a la forma en que se ha definido

p,, al considerar el rango de valores [0-1], s6lo se estdn considerando los casos J, ,>J, ,; es decir,

que para p,>0, la simetria entre las dos soluciones 6ptimas A,<0y A>0 se rompe. Sin embargo,

la simetria se da respecto a p,=0, de forma que p,<0 implica que en la solucion 6ptima A >0.

Finalmente, para completar el analisis se considera la posibilidad de que ambas poblaciones de
bacterias tengan tamafos relativos diferentes, i.e. n,#n,. En este caso, dado que las poblaciones ya
estan normalizadas, basta con modular n, (con n,=1—n,) para evaluar su efecto en los patrones
optimos. Los resultados indican que a medida que n, se aleja de 0,5 (con n,=1—n,), la distribucién
asimétrica de las enzimas se ve favorecida. Este resultado indica que desde un punto de vista
cualitativo, la asimetria en la distribucion de las enzimas en las soluciones 6ptimas no parece
depender de la relacion entre los tamafios poblacionales. Sin embargo, para incluir el efecto de los
tamafios poblacionales de forma méas adecuada, se deberia extender el modelo para las ecuaciones
de crecimiento de cada poblacion de forma que los tamafios fuesen variables y no parametros del
sistema.

Analisis del punto de corte en la complementacion en un modelo con multiples
intermediarios

Como muestran los resultados de las simulaciones realizadas con el modelo, la emergencia de
patrones de complementacion metabolica estd relacionados con la capacidad de difusion de los
intermediarios de la ruta. Para considerar esta posibilidad se extendi6é el modelo afiadiendo cinco

nuevos intermediarios, X ,..., X;, y las cinco enzimas EX ..., E X., que catalizan las reacciones de
la ruta hipotética de biosintesis. Cada enzima EX,, con i=1..5, cataliza la reaccion reversible

X,= X,,,, excepto en el caso de EX. que cataliza X_ = P. De esta, forma la version extendida del
modelo permite analizar los distintos patrones de complementacion que emergen como
consecuencia de distintos perfiles de permeabilidad en los intermediarios de la ruta. Los
experimentos incluyen los casos donde un unico intermediario y el producto pueden difundir, y

casos mas complejos donde se permite que difundan diversos intermediarios y el producto final.

En el primer caso donde un tnico intermediario es permeable, los resultados predichos por el
modelo extendido son consistentes y analogos a los obtenidos para el caso del modelo inicial que
solo incluye un intermediario (figuras 5.17A-D). Es decir, que en los distintos casos en que sdlo se
permite el intercambio de un unico intermediario y de P, la solucion 6ptima frente a la presencia de
inhibicién es la complementacion metabolica. Considerando unicamente las soluciones de tipo
Ag>0, el resultado cualitativo es siempre el mismo: la primera célula convierte el sustrato S en el
intermediario mas permeable, el cual es excretado (casi completamente), ¢ importado por la
segunda célula, la cual completa la sintesis del producto P que es en ultima instancia compartido
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con la primera célula.

Sin embargo, si se consideran escenarios mas complejos donde multiples intermediarios pueden
difundir a través de la membrana de forma equivalente, se obtienen una gama mas amplia de
comportamientos. Por ejemplo, en el caso extremo en que todos lo metabolitos son permeables a la
membrana, la estrategia que minimiza la concentracién total de enzima exhibe cierto grado de
asimetria en casi todas las enzimas (figuras 5.17EF). Si bien ambas células mantienen cierta
concentracion de cada enzima, en la primera enzima (E) y en la enzima que produce el producto P
la asimetria es completa, lo que muestra que si el efecto de la inhibicion es considerable, la
estrategia Optima para minimizar la concentracion total del enzima implica que la enzima que esta
sujeta a inhibicién por producto y la enzima que cataliza la sintesis de dicho producto deben
situarse en compartimentos diferentes. Esto puede ser una de las causas que promueve la
complementacion en el caso organismos o consorcios que deben sobre-producir un compuesto
esencial, cuyo flujo se encuentra regulado mediante un mecanismo de inhibicion por producto.
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Figura 5.17. Distribuciones optimas para el caso de distintos perfiles de permeabilidad en el modelo
extendido. Las curvas rojas y azules representan las concentraciones optimas de enzima en los dos
tipos de células; las barras grises corresponden a las constantes de difusion (D,;=15) de cada uno de
los intermediarios; en el caso de los intermediarios sin barra gris, se asume una constante de difusion
minima de D=10"". En cada panel (A-F) se representa la solucién éptima frente a distintos perfiles de

permeabilidad; P se supone permeable en todos los casos y los otros parametros de la simulacion son
K,=1/10y[S]=20.
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5.3.7 El papel de la permeabilidad

Los experimentos de reduccion gendmica in-silico presentados en el apartado 5.3.5 indican que
la forma en que se organiza la complementacion metabolica desde el punto de vista puramente
estequiométrico, es un factor relevante en la eficiencia de la produccion del triptéfano. Ademas, los
resultado también indican que el disefio que exhibe el consorcio del afido del cedro es una solucion
muy proxima al optimo que se alcanza al considerar el caso del ancestro hipotético en el cual la
ruta esta codificada en forma redundante en ambos endosimbiontes; dicha solucion tiene la
peculiaridad de que es minima, i.e. que solo requiere una copia de cada uno de los genes. Por otra
parte, las predicciones del modelo cinético indican, que en presencia de un mecanismo de
regulacion de tipo inhibicion por producto, la complementacion metabdlica emerge como la
estrategia que requiere la concentracion total de enzimas minima necesaria para sostener un flujo
de producto que abastezca a todos los miembros del consorcio, incluyendo al hospedador. Ademas,
este modelo también predice que si los intermediarios son intercambiados via difusion, el punto de
corte Optimo (i.e. el intermediario intercambiado) se corresponde con el intermediario mas
permeable de la ruta. Esta prediccion puede ser contrastada con el caso del triptofano en el
consorcio de C. cedri, para lo cual primero es necesario medir o estimar la permeabilidad de la
membrana a los distintos intermediarios. Utilizando distintos predictores de permeabilidad basados
en propiedades fisicoquimicas de los metabolitos, se estimo la permeabilidad de los intermediarios
de la ruta de biosintesis del triptofano (ver apartado 5.2.5 de la seccion de Materiales y Métodos).
Empleando dichos descriptores se identificaron aquellos intermediarios para los que se predice alta
permeabilidad. Los resultados, resumidos en la tabla 5.7 muestran que de todos los intermediarios
de la ruta del triptéfano, el antranilato, el corismato y el indol parecen ser los mas permeables, y
como consecuencia, son los candidatos mas probables a ser el metabolito intercambiado en la
complementacion de la ruta (los estimadores indican que los demas intermediarios no son en

principio muy permeables).

Tabla 5.7. Propiedades fisicoquimicas, sus estimadores y predictores de la permeabilidad de la
membrana a los intermediarios de la ruta del triptéfano. Para cada compuesto se presenta su
masa molecular (MM), un estimador del coeficiente de particion octanol/agua (AlogP), la
superficie topologica polar accesible (TPSA), y la prediccion de dos clasificadores basados en
reglas (IPR y 3PR). Para detalles sobre los calculos ver el apartado 5.2.5, y para los resultados
completos ver tabla S.5.6 del apéndice B.

Paso Metabolito MM (g/mol) ALogP TPSA (A?) 1PR* 3PR*
1 Corismato 224,17 0.41 109,72 MA A
2 Antranilato 136,13 0,24 66,15 MA A
3 N-(5-fosforibosil)-antranilato 346.21 -0,54 184.08 MB MB
4 1-(o-carboxifenilamino)-1-deoxiribulosa-5-P 346.21 -0,6 19192 MB MB
5 (1S,2R)-1-C-(indol-3-yl)glicerol 3-P 285,19 0,12 13848 MB MB
6 Indol 117,15 2,29 15,79 A A
7 L-triptofano 204,22 -0,52 83.56 MA MB

* Abreviaciones: alta (A); media alta (MA); media baja (MB)

En primer lugar, el indol es una molécula empleada por organismos, como E. coli, para la
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sefalizacion (Martino et al., 2003), y que se sabe puede permear facilmente a través de una bicapa
lipidica (Pinero-Fernandez et al., 2011). Sin embargo, dado que se sabe que el metabolito
intercambiado entre B. aphidicola BCc y S. symbiotica BCc es el antranilato y no el indol, se
podria preguntar entonces, si existe alguna razén para esta opcion, o si ambos intermediarios son
soluciones “equivalentes”. Una posible respuesta a esta pregunta se puede encontrar en la
estructura del complejo triptofano sintasa. Este es un tetramero o,-f», donde la subunidad a,
codificada por trpA, cataliza la sintesis del indol a partir del indol-3-glicerol-fosfato; a
continuacion, el indol es canalizado de la subunidad a a la subunidad B, codificada por el gen trpB,
donde es empleado para sintetizar el triptéfano (Dunn, 2012; Miles, 2013). Como consecuencia de
la canalizacion entre ambas subunidades, el indol no tiene posibilidad de difundir en forma libre
fuera de la célula. Ademas, se ha mostrado de forma experimental que si la subunidad o no esta
presente, la actividad catalitica de la subunidad B (i.e. la conversion de indol en triptdfano), se
reduce de 1-2 ordenes de magnitud (Kirschner et al., 1991). Esto implica que separar las
subunidades del complejo triptéfano sintasa tiene consecuencias muy negativas en la eficiencia de
la catalisis. Esta restriccion estructural conlleva a que el indol no pueda difundir libremente y por lo
tanto no puede ser el intermediario de la complementacion metabolica. Entonces, si el indol no es
un candidato factible restan el corismato y el antranilato. El primero carece de sentido como punto
de corte ya que no resuelve el problema de separar la antranilato sintasa y la sintesis de triptéfano
en compartimientos diferentes. Finalmente, el antranilato no presenta la restriccion del indol, es un
intermediario predicho como muy permeable y permite separar en compartimentos diferentes la
enzima regulada y la sintesis del metabolito que actiia como inhibidor. En base a lo anterior se
puede deducir que el antranilato posiblemente sea el punto mas favorable para establecer una

complementacion metabdlica en la ruta del triptofano.

Finalmente y a modo de corolario, se discutira otro caso paradigmatico de complementacion
metabolica en endosimbiontes; este es el caso de las actividades transaminasa que se han perdido
en los distintos linajes de B. aphidicola (Hansen and Moran, 2011; Macdonald et al., 2012;
Poliakov et al.,, 2011), asi como en otros endosimbiontes tales como Tremblaya y Portiera
(Baumann et al., 2006; McCutcheon and von Dohlen, 2011; Zelezniak et al., 2015; Zientz et al.,
2004). Las transaminasas son actividades enzimaticas de importancia critica en la sintesis de los
aminoacidos; en el caso de los aminoacidos ramificados (i.e. Leu, Ile y Val), asi como los
aromaticos a excepcion del triptofano (i.e. Phe y Tyr), la transaminacion es la tltima actividad de la
ruta. Ademas, las rutas de los tres aminodcidos ramificados comparten la misma actividad
enzimatica (EC 2.6.1.42) y lo mismo ocurre en el caso de los dos aromaticos mencionados (que
comparten la actividad EC 2.6.1.57). En muchos linajes de endosimbiontes, como la mayoria de las
Buchnera, se han perdido los genes que codifican para las dos transaminasas antes mencionadas,
mientras que se han retenido los genes que codifican las demas actividades. Datos de
transcriptdmica y protedmica indican que ambas transaminasas se encuentran sobre-expresadas en
los bacteriocitos (Hansen and Moran, 2011; Poliakov et al., 2011). Ademas existen pruebas
experimentales que, de forma directa, muestran que es el hospedador quien cataliza estas
reacciones (Russell et al., 2013).

Estos eventos de complementacion no implican a dos endosimbiontes, sino que la relacion es

entre un endosimbionte y su hospedador. Aln asi, estos casos cumplen con las suposiciones del
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modelo, i.e. la demanda de un metabolito, la ausencia de transportadores y la inhibiciéon por
producto’. Por lo tanto, en este caso también se puede verificar si el punto de corte de las
complementaciones metabdlicas coincide con el intermediario mas permeable de la ruta.
Empleando los predictores de permeabilidad ya descritos, se analizaron los perfiles de
permeabilidad de los distintos intermediarios en las rutas correspondientes. Los resultados indican
que en todos lo casos, el punto de intercambio de la complementacion metabdlica corresponde con
el intermediario predicho como ¢l mas permeable (ver tabla S.5.6 del apéndice B); por ejemplo, en
el caso de las rutas de sintesis de la valina y la leucina, los intermediarios predichos como mas
permeables son el 4-metil-2-oxopentanoato y el 3-metil-2-oxobutanoato, respectivamente. En
ambos casos, el intermediario se corresponde con el metabolito intercambiado entre Buchnera y su
hospedador (Russell et al., 2013). El mismo patron se repite en el caso de la ruta de sintesis de la
fenilalanina. Este resultado sugiere, por un lado, que los puntos donde se producen eventos de
complementacion suele coincidir con un intermediario permeable; por otra parte, que la
complementacién metabolica en las rutas de los aminoacidos ramificados, asi como en el caso del a
fenilalanina podrian haber emergido como una solucién o estrategia para poder responder al

incremento en la demanda de dichos aminoacidos.

5.4 Discusion

Reconstruccion y analisis metaboélico de un consorcio endosimbionte

La reconstruccion y el analisis metabdlico de B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc,
endosimbiontes del afido del cedro ha permitido, en primer lugar, realizar una revision y
refinamiento de la anotacion de los genomas de dichos organismos. En efecto, como consecuencia
de la revision manual de las redes, realizada empleando la aproximacion de los modulos inconexos,
fue posible corregir errores en las anotaciones de distintas actividades enzimaticas, e identificar
genes metabolicos previamente no anotados. Ademas, las simulaciones realizadas con los modelos
revisados han permitido refinar las predicciones in-silico sobre las condiciones de crecimiento y
capacidades metabolicas de los endosimbiontes respecto a las previamente inferidas directamente a

partir de la anotacion de los genomas de dichos organismos.

Por otra parte, el analisis de redes metabolicas muy reducidas, como es el caso de B. aphidicola
BCc pone de manifiesto problemas metodologicos como el caso del balance de protones. No es
facil encontrar en la literatura menciones a este problema, aunque existe un apartado dedicado a
dicho problema en la publicacion de la reconstruccion del GEMM de E. coli K12 iJR904 (Reed et
al., 2003). En dicho estudio, en el que se realizo un analisis de sensibilidad para evaluar el efecto
del balance global de los protones sobre las predicciones de crecimiento, del modelo los autores
encuentran que el balance neto de protones puede ser positivo o negativo dependiendo de la fuente
de carbono con que se simule el crecimiento. De acuerdo con lo anterior, si el balance neto de
protones fuese positivo el crecimiento del organismo contribuiria a disminuir el pH del ambiente,
mientras que si ese te fuese negativo, el ambiente se volveria mas basico. Sin embargo, los autores

concluyen que no se dispone de datos experimentales para validar las predicciones del modelo.

13 Al igual que en el caso del triptéfano, la sintesis de estos aminoacidos se encuentra regulada a diferentes
niveles que usualmente incluyen un mecanismo de inhibicion por producto (White et al., 2012).

133



Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

Mas alla del estudio mencionado, el problema del balance de protones en los modelos
metabdlicos reconstruidos a escala gendmica no ha recibido mayor atencion, posiblemente debido a
que al considerar redes metabdlicas de mayor tamafo, el efecto que dicha restriccion impone sobre
las capacidades de la red se “diluya”. Pero al considerar el caso de endosimbiontes, 0 en general
organismos con metabolismos muy reducidos, este tipo de problemas se vuelven evidentes.
Ademas, como se vio en el estudio realizado con iBCc98, si la restriccion es tratada de una forma u
otra, las predicciones del modelo pueden variar notoriamente. Por ejemplo, si el efecto del balance
de los protones predicho in-silico tuviese lugar in-vivo, la versatilidad del metabolismo de B.
aphidicola BCc se veria considerablemente reducida, ya que procesos metabdlicos
presumiblemente independientes, como la sintesis de ATP y el ciclo de los folatos, quedarian
acopladas dando lugar a sobre-producciones de aminoacidos acoplados al crecimiento. Si bien este
disefio seria claramente desventajoso para un organismo de vida libre, en el caso de un
endosimbionte, cuya principal funcion es la sobre-produccion de aminoacidos, esta red metabolica
podria presentar ventajas al sistema insecto-simbiontes. En efecto, un comportamiento similar ha
sido también descrito y discutido por Calle-Espinosa y colaboradores en el caso del endosimbionte
de la mosca blanca del tabaco, P. aleyrodidarum (Calle-Espinosa et al., 2016). En dicho estudio, las
predicciones obtenidas con el modelo metabodlico del endosimbionte JC86, indican que el
crecimiento del organismo se encontraria acoplado a la sobre-produccion de diversos aminoacidos.
Los autores concluyen que dichos acoplamientos son consecuencia de las limitadas capacidades
energéticas del endosimbionte.

Si bien los fenémenos difieren en los detalles moleculares, es notoria la similitud en cuanto a
tratarse de sistemas similares hasta cierto punto (i.e. insecto albergando endosimbiontes que le
proveen de aminodcidos esenciales) pero con historias evolutivas independientes. Este tipo de
fendmenos podria jugar un papel relevante en la evolucion de organismos endosimbiontes. Por el
contrario, el efecto del balance de protones podria representar un artefacto, consecuencia de falta de
informacion en la formulacion del modelo, por ejemplo el desequilibrio de protones podria
acoplarse a procesos de transporte en contra de gradiente. Lo mas probable es que en el caso de los
endosimbiontes el problema del balance de protones tenga efectos en la fisiologia de la célula, pero

que también aun falten piezas para entender este fendmeno con mayor detalle.

Por otra parte, las simulaciones con iSCc236 indican que S. symbiotica SCc presenta cierta
semejanza con Blattabacterium, en la forma en que dos rutas de biosintesis se encuentran
completadas con el hospedador. Como ya fue mencionado, en ambos sistemas el endosimbionte ha
perdido los genes que codifican las primeras actividades de las rutas de sintesis de la coenzima A'y
del sirohemo y, como consecuencia, los respectivos hospedadores deben proveer a sus
endosimbionte de los intermediarios necesarios para completar la sintesis de los cofactores. Esto
podria representar un caso de convergencia que posiblemente se deba a una combinacion de
factores que incluyan las restricciones de permeabilidad de los componentes. Ademas, las
simulaciones realizadas con el modelo reconstruido del consorcio (iBSCc) han permitido
reproducir los casos de complementacion metabdlica ya descritos en la literatura, pero también
predicen un posible caso de complementacion metabolica previamente no descrito, a saber la
sintesis del THF, el cual seria sintetizado por S. symbiotica SCc a partir del shiquimato provisto por
B. aphidicola BCc.
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Emergencia de complementacion metabolica en consorcios endosimbiontes

La emergencia de la complementacion metabdlica es un fendmeno complejo y poco
comprendido desde un punto de vista teérico. Para poder entender algunas propiedades de dicho
fendmeno se realizaron algunos estudios siguiendo dos aproximaciones complementarias. Por un
lado, se utiliz6 el modelo reconstruido a escala gendmica del consorcio endosimbionte iBSCc para
simular en detalle las propiedades estructurales en el disefio de la complementacion metabolica en
el caso de la ruta de biosintesis del triptofano. El estudio consistié en comparar todos los posibles
disefios de la complementacion en dicha ruta, empleado como criterios la maximizacién de la
produccion de meta-biomasas y la maximizacion de la produccion de triptéfano. Si bien no se
encontraron grandes diferencias con respecto a la eficiencia en la produccion maxima de meta-
biomasa, los distintos disefios si exhiben gran variabilidad en el flujo maximo de produccion de
triptofano. Esto indica que la forma en que se distribuye o divide una ruta entre dos organismos
tiene efectos directos sobre la eficiencia del proceso. Notablemente, los resultados muestran que el
disefio de la complementacion en la ruta del triptofano exhibido por el consorcio del afido del cedro
es minimo, en término del nimero de genes requeridos, y permite sostener un flujo de produccion
de triptofano que es tan solo un 5% menor al predicho para el caso del hipotético consorcio
ancestral en que ambos simbiontes codifican la ruta completa. Ademas, los restantes disefios
minimos en el nimero de genes exhiben una disminucién en el valor maximo de produccién de
triptofano de entre 25% y 50%, respecto a lo predicho para el caso del consorcio ancestral. Los
resultados antes expuestos indican que la complementacion que exhibe el consorcio de C. cedri es
la configuracion de genes minima que permite alcanzar un flujo de triptéfano cuasi-optimo
respecto al ancestro hipotético. Ademas de la estructura, es muy posible que otros factores
condicionen también la eficiencia de la complementaciéon metabolica. Por ejemplo, en el caso de la
ruta del triptéfano en el consorcio de C. cedri, se ha encontrado que la enzima de ruta inhibida por
el triptéfano tiene un alto grado de conservacion en el sito de union del inhibidor. Esto sugiere que

la inhibicion se encuentra activa.

La consideracion de los aspectos cinéticos, como la inhibicion antes mencionada, no es
abordable a escala genoémica, debido a la complejidad asociada a tal modelo, ademas del elevado
numero de pardmetros y la falta de datos experimentales para estimarlos. Por este motivo, para
poder estudiar los efectos de la cinética sobre el fendmeno de la complementacion metabodlica, se
desarrollo un modelo mas sencillo que solo retuviera las caracteristicas fundamentales necesarias
para describir el fenomeno. Empleando dicho modelo fue posible estudiar de forma mas general,
las posibles ventajas y desventajas de la complementacion, e identificar condiciones necesarias
para su emergencia. Partiendo de la suposicion que el sistema evolucionara hacia el estado en
donde la concentracion total de enzima sea minima y que permita satisfacer la demanda de P, se ha
encontrado que existen ciertas condiciones necesarias para la emergencia de complementacion
metabolica. En primer lugar, el producto de la ruta debe ser esencial y la ruta encontrarse
codificada de forma redundante (i.e. que mas de un miembro del consorcio codifica las actividades
enzimaticas). Ademas, la presencia de inhibicion por producto en la ruta es clave para que la
complementacion implique una reduccién en la concentracion total de enzima, respecto al caso

donde la ruta es redundante. Esto se debe a que la presencia de inhibicion de P sobre la enzima E

tiene como consecuencia que para incrementar el flujo de produccion de P haya que elevar en gran
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medida la concentracion de la enzima del paso inhibido E. Cuando la ruta se encuentra repartida

en dos organismos se necesita menos cantidad de enzimas para sostener una misma demanda que

en el caso en que cada organismo exprese la ruta completa .

Otra condicion necesaria para que sea posible la complementacion en una ruta metabolica es que
al menos uno de los intermediarios y el producto final de la ruta se puedan intercambiar entre los
miembros del consorcio. Ademas, dado que no suele haber transportadores asociados a los
intermediarios de una ruta, el compuesto intercambiado debera presentar ciertas caracteristicas
fisicoquimicas que le permitan difundir a través de las multiples membranas celulares que debera a
travesar. De acuerdo con el modelo, si algin intermediario de la ruta exhibe tales caracteristicas,
existe la posibilidad de que emerja complementacion en dicha ruta metabolica. Si se contrasta este
resultado con el caso del triptofano, se encuentra que el punto donde se divide la ruta del triptéfano
coincide con el intermediario mas permeable de la ruta, que permite separar la enzima inhibida por
el triptofano de la enzima que lo produce. Esto muestra que la permeabilidad de la membrana a los
intermediarios impone restricciones fisicoquimicas sobre la emergencia de la complementacion. La
presencia de fendmenos como la canalizacion entre dos enzimas de una ruta puede suponer
restricciones adicionales a una posible complementacion metabolica. Las predicciones del modelo
mostraron ser robustas a distintas variaciones introducidas en la formulaciéon del mismo. Por
ejemplo, distintos mecanismos de regulacién en la enzima inhibida producen resultados muy
similares. Ademas, el analisis de sensibilidad realizado sobre los flujos de demanda, asi como la
influencia de los tamafios poblacionales, muestra que las predicciones del modelo no dependen de
estos parametros y por tanto son, hasta cierto punto, generales. Sin embargo, para poder considerar
de forma mas rigurosa el efecto de los tamafios poblacionales, el modelo deberia ser extendido para

incluir las ecuaciones de crecimiento de las poblaciones.

Consideraciones finales

Los resultados y predicciones obtenidos con los modelos metabdlicos a escala genémica de los
endosimbiontes, ademés de su valor intrinseco, muestran la utilidad que esta clase de modelos
tienen como herramienta para refinar las anotaciones genomicas y el propio. En esta linea, los
modelos también permiten hacer predicciones mas rigurosas sobre las interacciones nutricionales
entre los miembros de un consorcio o comunidad microbiana. Por otra parte, los modelos pueden
servir como marco tedrico para interpretar y entender patrones complejos de co-evolucion, como la
complementacion metabolica. Ademas, estos permiten generar hipotesis concretas, que pueden ser
verificadas de forma experimental. Finalmente, si bien los modelos a escala gendomica son una
herramienta muy valiosa, los modelos mas sencillo permiten analizar fendmenos complejos desde
un punto de vista mas amplio y, por lo tanto, pueden dar lugar a conclusiones més generales.
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Capitulo 6

6 Construccidon y analisis de Metamodelos

6.1 Introduccion

Mas alla de los avances recientes en la generacion automatica de redes metabolicas, la obtencion
de modelos metabolicos reconstruidos a escala genomica (GEMM) precisos y consistentes con
resultados experimentales, requiere aun de una intensa supervision por parte de expertos. El
proceso mediante el cual se resuelven las inconsistencias presentes en GEMM es referido como
revision o refinado de redes (Thiele and Palsson, 2010). La revision de un GEMM implica la
identificacion y resolucion de las inconsistencias presentes en la formulacion del modelo. Como se
ha discutido en los capitulos previos, las inconsistencias suele ser consecuencia de errores en la
definicion de las tablas de asociacion gen-proteina-reaccion (GPR). La deteccion de inconsistencias
en un GEMM se puede realizar de forma exhaustiva empleando el CBM. Una vez que se han
identificado las inconsistencias, el refinado consiste en un proceso de toma de decisiones en el se
deben encontrar las reacciones candidatas para completar los distintos gaps.

El problema de prediccion in-silico de reacciones candidatas para completar gaps en un GEMM
es referido como gap-filling. Por una lado, se han propuesto aproximaciones con un enfoque
gendmico que se centran en la deteccion de genes candidatos a codificar las actividades ausentes
(Green and Karp, 2004; Vitkin and Shlomi, 2012). Por otra parte, se han propuesto diversos
métodos basados en el CBM que plantean el gap-filling en término de problemas de optimizacion
(Brooks et al., 2012; Kumar et al., 2007; Kumar and Maranas, 2009; Latendresse, 2014; Reed et al.,
2006b; Vlassis et al., 2014). Estas aproximaciones permiten identifica conjuntos de reacciones que
permiten completar los gaps presentes en un GEMM. En general, los métodos mencionados
requieren de una base de datos metabolica donde buscar reacciones candidatas para rellenar o
completar los gaps. Sin embargo, en las aproximaciones basadas en el CBM y que emplean
métodos de optimizacion, la propia base de datos metabdlica es tratada como una red metabolica
global. De esta manera el GEMM de un organismo que se esta reconstruyendo es tratado como si
fuese una subred embebida en el metamodelo (Thiele et al., 2014). Ademas, dado que las bases de
datos metabolicas incluyen, por lo general, reacciones que se expanden a través de todo el arbol de

la vida, estas pueden ser consideradas metamodelos del metabolismo (Pah et al., 2013).
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Del mismo modo que ocurre en modelos metabolicos particulares, el estudio de la consistencia
de un metamodelo, mediante el uso del CBM, puede permitir la deteccion de inconsistencias
estructurales y/o termodinamicas, asi como elucidar sus causas. La presencia de cualquier clase de
inconsistencia en un metamodelo se propagara a cualquier GEMM que se derive a partir de él, en
forma analoga a como los errores de anotacion se pueden propagarse al realizar transferencia de
informacion por homologia de secuencia (Gilks et al., 2002; Valencia, 2005). Por estos motivos, el
analisis de consistencia de un metamodelo es relevante para poder reconstruir GEMM consistentes.
Por ejemplo, Pah y colaboradores han analizado las propiedades topologicas de una red metabdlica
global inferida a partir de la base datos KEGG (Pah et al., 2013). En dicho estudio, los autores
muestran como la resolucion de inconsistencias en la red global permite mejorar la reconstruccion
de las redes de organismos individuales. Sin embargo, en dicho estudio el analisis de la red global
esta basado en la representacion del metabolismo como un grafo. Esta representacion simplifica la
estructura del metabolismo al no considerar la estequiometria y las restricciones que esta impone,
lo cual en muchas situaciones conduce a resultados incorrectos (Arita, 2012, 2004; Brohée et al.,
2008; Croes et al., 2006; Zhou and Nakhleh, 2011). No obstante, la misma idea podria realizarse
aplicando el CBM en una red metabolica global, o metamodelo. El analisis de consistencia
realizado de esta manera puede permitir la deteccion y resolucion de inconsistencias de forma mas
rigurosa, ya que se consideran restricciones como el balance de masas o la reversibilidad de las
reacciones. Ademas, técnicas como el analisis de acoplamiento de flujos (Burgard et al., 2004), se
pueden utilizar sobre un metamodelo para extraer informacién estructural como acoplamiento
estequiométrico entre reacciones como el caso de los subconjuntos enzimaticos o de reacciones,
i.e. conjuntos de enzimas que deben operar juntas en cualquier estado estacionario (Pfeiffer et al.,
1999; Poolman et al., 2007). Esta informacion de la organizacion del metabolismo a escala global
puede ser de gran utilidad en la reconstruccion y revision de modelos de organismos particulares.
Por ejemplo, si a nivel de un metamodelo metabdlico se detecta que un conjunto de reacciones
involucradas en una ruta metabolica conforman un subconjunto enzimatico, esta informacién puede
ser utilizada para completar dicha ruta durante la reconstruccion del metabolismo de un organismo
particular.

El objetivo principal del presente capitulo consiste en la reconstruccion y revision de un
metamodelo consistente del metabolismo bacteriano, esto es un modelo metabolico que incluya la
mayor parte de la bioquimica descrita en bacterias. Un metamodelo con tales caracteristicas puede
emplearse para reconstruir y refinar modelos de organismos individuales. Ademas un metamodelo
puede emplearse para estudiar propiedades generales de la organizacion de la bioquimica y
evolucion del metabolismo (Barve and Wagner, 2013; Hosseini et al., 2015; Samal et al., 2010).
Para este fin, se selecciond un conjunto de 130 modelos metabdlicos de bacterias previamente
publicados que fueron reconstruidos empleando la herramienta de reconstruccion Model SEED
(Henry et al., 2010; Overbeek et al., 2005). La eleccion de dicho conjunto de datos se debe a dos
motivos. Por un lado, el pipeline del RAST-SEED permite la reconstruccion del GEMM de un
microorganismo de forma automatica, a partir del genoma sin anotar (Overbeek et al., 2014).
Ademas, uno de los pasos del pipeline implica gap-filling que produzca un primer borrador del
modelo que prediga la produccion de biomasa (Henry et al., 2010). Por otra parte, el conjunto de
datos posiblemente represente la coleccion de GEMMs de mayor tamafio tamafio, producida en

forma automatica. Posiblemente por este motivo ha sido empleado en diversos estudios sobre la
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organizacion del metabolismo en bacterias (Chiu et al., 2014; Freilich et al., 2011; Ish-Am et al.,
2015; Yamada et al., 2012; Zelezniak et al., 2015).

Previo a la construccion del metamodelo se realizarda un analisis de consistencia a gran escala
sobre los 130 modelos con el fin de detectar errores recurrentes producidos durante la
reconstruccion metabolica automatica. A continuacion, empleando los 130 GEMMs se reconstruira
una primera version de metamodelo sobre la cual se realizé un analisis para detectar la presencia
reacciones bloqueadas producidas por la presencia de gaps y deadends globales. Para realizar el
analisis y el refinados se empleard la aproximacién de modulos inconexos (ver seccion 3.6).
Ademas emplearan las siguientes bases de datos como referencia de la bioquimica conocida: SEED
(Overbeek et al., 2005), KEGG (Wixon and Kell, 2000), MetacCyc (Caspi et al., 2014) y BiGG
(Schellenberger et al., 2010). Posteriormente, el metamodelo se empleara como red de referencia
para resolver reacciones bloqueadas y metabolitos gap en los GEMMs individuales, utilizando un
version modificada del algoritmo fastcore (Vlassis et al., 2014). Dicho proceso permitira analizar el
efecto de la consistencia del metamodelo en la prediccion del algoritmo de gap-filling. Por ultimo,
se realizara un breve analisis del proceso de extension de un metamodelo, mediante la
incorporacion de nueva informacion bioquimica.

6.2 Materiales y Métodos

6.2.1 Modelos metabdlicos reconstruidos a escala genomica
A través del portal Model SEED (http://seed-viewer.theseed.org/) se obtuvieron 236 modelos

metabolicos reconstruidos a escala gendémica. El conjunto inicial fue filtrado como se explica a
continaucion: i) 41 modelos fueron descartados porque no se encuentran disponibles en formato
SBML,; ii) se descartaron dos modelos correspondientes a organismos no perteneciesen al dominio
bacteria'; Dado que el presente estudio se centra en el analisis de metabolismos bacterianos, los dos
modelos de organismos no pertenecientes al dominio Bacteria fueron también excluidos del
analisis; y iii) para aquellos modelos en que se dispone de mas de una version, se eliminaron las
versiones antiguas (27 en total) de y se retuvieron las versiones mas recientes. Como consecuencia
del filtrado se redujo el conjunto inicial a un total de 166 modelos metabodlicos correspondientes a
bacterias de un amplio rango taxondmico (ver tabla 6.1).

El conjunto de 166 modelos seleccionados incluye a los 130 modelos previamente publicados
por Henry et al. (2010), aunque estos presentan pequefias diferencias con los originales que se
detallan al final del apartado (ver tabla S.6.1B en el apéndice B). Ademas, 22 de estos GEMMs han
sido refinados y validados empleando datos experimentales sobre esencialidad de genes y
condiciones de crecimiento (Henry et al., 2010). Dado que los 130 modelos antes mencionados han
recibido cierto grado de revision adicional durante el proceso de reconstruccion, estos fueron
empleados en la primera fase del estudio. Por otra parte, los 36 modelos restantes (no incluidos en
la publicacion original) fueron reservados para estudiar la extension de un metamodelo (ver tabla
S.6.2C).

1 Un arquea (Methanosarcina barkeri str. Fusaro) y un eucariota (Ostreococcus tauri)

139


http://seed-viewer.theseed.org/

Reconstruccion y analisis de modelos metabdlicos a escala genomica

Tabla 6.1. Distribucion taxonomica de las bacterias incluidas en el conjunto de datos empleados
en el anadlisis de consistencia y construccion del metamodelo. El codigo de colores indicado en la
primera columna corresponde al codigo empleado en la publicacion original (Henry et al., 2010).
En la cuarta columna se indica el total de modelos pertenecientes a una clase, para los conjuntos
de 130y 36 modelos, respectivamente, comentados en el texto

Color Phyllum (o grupo) Clase #Modelos
Actinobacteria Actinobacteria (clase) 10/1
Bacteroidetes Bacteroidetes 5/2
Firmicutes Bacilli 21/11
Firmicutes Clostridia 5/--
Firmicutes Mollicutes 3/2
Proteobacteria Alphaproteobacteria 18/1
Proteobacteria Betaproteobacteria 12/1
Proteobacteria delta/epsilon subdivisions 11/--
Proteobacteria Gammaproteobacteria 33/15

! Spirochaetes Spirochaetes (class) 3/1
Thermotogae Thermotogae (class) 1/--
Agquificae Agquificae (class) 1/--
Chlamydiae Chlamydiae 2/--
Chloroflexi Dehalococcoidetes 1/--
Deinococcus-Thermus Deinococci 2/--
Fusobacteria Fusobacteria (class) 1/--
Cyanobacteria Phrochlorales -/1
unclassified Bacteria candidate division TGl 1/--

Todos los modelos empleados fueron descargados en formato SBML de la pagina web del SEED
(http://www.theseed.org). Como se comentd previamente, para algunos de los modelos se
descargaron diversas versiones, que luego en las etapas de filtrado fueron descartadas, reteniéndose
unicamente la version mas reciente. En particular, se encontraron versiones mas recientes para tres
de los modelos previamente publicados por Henry ef al. (2010). En forma adicional, se encontrd
que el modelos de Thiomicrospira crunogena XCL-2 con identificador Seed39765.1, no se
encontraba disponible; sin embargo, empleando el nombre del organismo se encontré6 un modelo
con un identificador diferente (Seed317025.3), el cual fue empleado en lugar del modelo que no
estaba disponible. Finalmente, los modelos se agruparon de acuerdo al rango taxonomico,
utilizando el mismo esquema de colores presente en la figura 2 de la publicacion original (Henry et
al., 2010) y descrito en la tabla 6.1 (para mas detalles sobre la taxonomia de los organismos puede
consultarse la tabla S.6.1 en el apéndice B). La clasificacion difiere levemente de la propuesta en
dicha publicacion debido a que esta presentaba leves inconsistencias que fueron corregidas®. En
forma adicional, al comparar las definiciones de las ecuaciones de biomasa se encontr6é que algunos

modelos comparten la misma definicion. Los 166 modelos incluye un total de 157 ecuaciones de

2 Un organismo pertenecientes al grupo de Actinobacteria (verde claro) y otro a los Bacteroidetes (azul
oscuro), habian sido agrupado con las Gammaproteobacterias (amarillo)
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biomasa y los grupos de organismos que comparten la misma definicion de biomasa son los
siguientes: 1) Mycoplasma. genitalium G-37 y Mycoplasma pulmonis UAB CTIP; 2) Salmonella
typhimurium LT2, Escherichia coli K12 y Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961; 3)
Shewanella frigidimarina NCIMB 400, Shewanella halifaxensis HAW-EB4, Shewanella woodyi
ATCC 51908, Shewanella amazonensis SB2B, Shewanella pealeana ATCC 700345 y Shewanella
sediminis HAW-EB3, Shewanella sp. MR-4 (ver tabla S.6.3D).

6.3 Resultados

6.3.1 Analisis de consistencia de modelos metabdlicos de bacterias

Con los 130 GEMMs de bacterias correspondientes al conjunto de datos publicado por (Henry et
al., 2010) se realizo un analisis de consistencia sobre cada uno de los modelos para detectar: i) el
conjunto de reacciones bloqueadas; ii) el conjunto de metabolitos gap. En la figura 6.1a, se
representa el numero de reacciones bloqueadas encontradas en cada modelo, respecto el nimero
total de reacciones del modelo. Si bien se puede apreciar cierta dispersion en los porcentajes de
reacciones bloqueadas, variando entre 19-50%, la dispersion es menor que la que fue descrita en la
publicacién original (Henry et al., 2010). Esto es debido al hecho de que en el presente trabajo se
emplearon las versiones mas recientes de cada uno de los modelos (ver apartado 6.2.1).
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Figura 6.1. Resultados del andlisis de consistencia realizado sobre 130 GEMMs. En a) se representa
para cada GEMM, el numero de reacciones bloqueadas encontradas respecto al numero total de
reacciones. Las lineas negras representan las iso-probabilidades (20%, 25%, etc). Los colores de los
puntos se corresponden a los grupos taxonomicos de las figura 2-a de Henry et al. (2010), y que
también se incluyen en la tabla 6.1. En b) se representa para cada reaccion, el numero de modelos en
los que fue encontrada bloqueada respecto al total de modelos en los que la reaccion se encuentra
presente. La diagonal principal indica las reacciones que se encontraron bloqueadas en todos los
modelos en los que se encuentran presentes.

El modelo con el menor porcentaje de reacciones bloqueadas (19%) corresponde al GEMM de
E. coli K12 (SEED ID: Opt83333.1) mientras que el porcentaje mas alto (~47%) fue encontrado en
el modelo de Thermus thermophilus HB8 (SEED ID: Seed300852.3). Mas alla de la dispersion que
presentan los resultados, es atin posible apreciar una clara tendencia entre el nimero de reacciones
bloqueadas en un modelo y el tamafio del modelo (i.e. el total de reacciones en el modelo), como
ya fue previamente descrito (Henry et al., 2010). Esta tendencia sugiere que la dificultad en la
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reconstruccion de un modelo metabdlico se incrementa con redes de mayor tamafo. Con los
resultados del analisis se estimo la frecuencia y distribuciéon de las reacciones bloqueadas y los
metabolitos gap en los 130 modelos que componen el conjunto de datos. En la figura 6.1-b se
muestra, para cada reaccion, el nimero total de modelos en que fue encontrada bloqueada respecto
al numero total de modelos en los que la reaccion se encuentra presente. Los resultados indican que
un total de 608 reacciones (~28%) no fueron detectadas como bloqueadas en ningin modelo
(puntos sobre el eje x). Este subconjunto de reacciones incluyen actividades enzimaticas
involucradas en rutas metabolicas centrales, asi como rutas de biosintesis de compuestos esenciales
para la formacion de biomasa, tales como aminoacidos y nucleodtidos (para mas detalles ver tabla
S.6.2AB). Los resultados también muestran que un total de 1107 reacciones (~50%) estan
bloqueadas en algunos modelo y activas en otros. Esto indica que ciertas rutas fueron reconstruias
de forma correcta en ciertos GEMM, mientras que en otros casos la reconstruccion contiene gaps,
que bloquean ciertas reacciones (ver tabla S.6.2 en el apéndice B).
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Figura 6.2. Ejemplos de dos rutas metabolicas cuya reconstruccion contiene inconsistencias. En a)
ruta de biosintesis del sirohemo, mads comun en procariotas. En b) ruta de biosintesis de la biotina a
partir del pimelato, en anaranjado se representan los metabolitos RNC. Los numeros entre paréntesis
refieren al numero total de GEMM en lo que una reaccion fue encontrada como bloqueada/presente.
Los nombres de los metabolitos se encuentran en la tabla S.6.3C del apéndice B.

Un ejemplo es el caso de la ruta de biosintesis de sirohemo, un cofactor hallado en muchos
procariotas y que participa de la asimilaciéon de sulfitos y nitritos mediante su union a ciertas
reductadas’. Como se muestra en la figura 6.2a, la ruta se encuentra conformada por tres
actividades enzimaticas (EC 2.1.1.107, EC 1.3.1.76 y EC 4.99.1.4), y emplea el uroporfirindgeno
1T como precursor (Johansson and Hederstedt, 1999). La ruta se encuentra presente en al menos 65
GEMM en distintos grados de completitud (ver figura 6.2a): en 34 GEMMs (~40%) la ruta esta

3 Ver la discusion sobre la revision de la ruta de sintesis del sirohemo en la apartado 4.3.1.
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completa y activa; en 28 modelos (~33%) la ruta estd completa pero inactiva debido a que el
producto final, i.e. el sirohemo, no se encuentra incluido en la ecuacion de biomasa de dichos
modelos; en 23 modelos (~27%) hay al menos una reaccion no esta presente, i.e. representa un gap,
que causa el bloqueo de las reacciones restantes. Como muestran los resultados, la inferencia
automatica de la ruta de biosintesis del sirohemo se encuentra lejos de ser trivial. Esto se deb, en
entre otras cosas, a que el uroporfirindgeno III es precursor en la biosintesis de al menos otros dos
cofactores (adenosilcobalamina y el grupo hemo). Situaciones similares también fueron detectadas
en rutas de sintesis de aminodacidos, e.g. la ruta de la histidina que se encontré reconstruida de
forma completa ¢ incompleta en 86 y 20 modelos, respectivamente.

Finalmente, un total de 480 reacciones (~22%) fueron detectadas como bloqueadas en cada uno
de los modelos en que estan presentes (ver diagonal principal en la figura 6.1b). Ademaés, un total
de 570 metabolitos fueron clasificados como gaps en todos los casos. Por ejemplo, la ruta de
biosintesis de la biotina a partir del pimelato incluye un total de cinco actividades enzimaticas
(figura 6.2b). Notoriamente, ningin modelo incluye las reacciones de la ruta de sintesis del
pimelato, la cual ha constituido un enigma hasta hace relativamente pocos afios, en que se
obtuvieron resultados experimentales que permitieron elucidar dos rutas alternativas de biosintesis
en E. coli y B. subtilis (Lin and Cronan, 2011). Como consecuencias un gap en el conocimiento de
la bioquimica también puede ser una de las causas de las inconsistencias detectadas. La deteccion
de reacciones siempre bloqueadas indica la existencia de inconsistencias recurrentes, lo cual
sugiere que las mismas podrian ser intrinsecas al propio proceso de reconstruccion empleado para
generar los 130 modelos. En ciertos casos, estas inconsistencias pueden ser consecuencia, por
ejemplo, de errores sistematicos en la anotacion de los genomas que conducen, en ultima instancia,
a la omision y/o inclusion incorrecta de ciertas reacciones en los modelos. Por otra parte, la simple
existencia de reacciones siempre bloqueadas podria indicar la presencia de gaps y/o inconsistencias
en la propia base de datos metabdlica de referencia empleada durante la reconstruccion de los
modelos, como lo muestra el caso de la biotina y la sintesis del pimelato.

6.3.2 Construccion y curado del metamodelo

Con el objetivo de detectar y analizar inconsistencias globales, se construyd un metamodelo. La
reconstruccion se relaizé mediante la unién en una tnica red de los 130 GEMMs empleados en el
apartado previo. El metamodelo resultante, referido como MM130.0 incluye un total de 2195
reacciones, 1811 metabolitos y 370 flujos de intercambio. Ademas, el metamodelo también incluye
un total de 126 formulaciones de ecuacion de biomasa diferentes®. Después de la construccion de
MM130.0, se realizé un analisis de consistencia sobre dicho metamodelo. Los resultados indicaron
que MM130.0 contiene un total de 417 reacciones bloqueadas y 520 metabolitos gap. El célculo de
los médulos inconexos dio como resultado que las reacciones bloqueadas y los metabolitos gap se
distribuyen en un total de 229 UMs (ver en material suplementario la figura S.6.1 y la tabla S.6.3).

4  Esta diferencia se debe a que los modelos de organismo filogenéticamente muy proéximos comparten la
misma definicion de la biomasa, tal es el caso de dos grupos modelos (ver apartado 6.2.1).
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Todas las reacciones previamente clasificadas como nunca bloqueadas (608), junto con las
reacciones clasificadas como bloqueadas en algunos casos (1107), se encuentran todas activas en
MM130.0°. Las 417 reacciones detectadas como bloqueadas en el metamodelo son un subconjunto
de las 480 reacciones identificadas en el apartado previo como siempre bloqueadas. De esta misma
forma, los 520 metabolitos clasificados como gaps en MM130.0, son un subconjunto de los 570
metabolitos clasificados como siempre gap en el andlisis de consistencias de los 130 GEMMs.
Estos resultados indican que 63 de las 480 reacciones halladas como siempre bloqueadas en los
modelos (junto a 50 metabolitos clasificados como gap) se “reconectaron” como consecuencia de
la construccion del metamodelo (ver figura 6.3). Para poder dilucidar las causas de la reconexion
espontanea, las 63 reacciones y los 50 metabolitos se proyectaron en el correspondiente grafo
bipartito. El grafo construido de esta forma contiene un total de 18 componentes conexos como se
muestra en la figura 6.3. El andlisis visual de cada componente permitio identificar dos escenarios
que explican la reconexion espontanea de reacciones y metabolitos inconsistentes. El primer
escenario involucra el caso de rutas metabolicas incompletas en los GEMMs individuales, pero que
al considerar la unién de los modelos en un metamodelo se completan (figura 6.4a). El segundo
escenario corresponde a dos clases de artefactos: i) rutas lineales entrada-salida y ii) ciclos
estequiométricos. Las rutas lineales entrada-salida, como el ejemplo de la figura 6.4b, se
corresponden a casos en los que un metabolito es importado y a continuacion excretado, después de
unos pocos pasos. Por otra parte, los ciclos corresponden a modos de flujo que violan el principio
de conservacion de energia y por lo tanto carecen de significado fisico (ver seccién 3.3). Un
ejemplo se representa en la figura 6.4¢, que incluye dos formas alternativas de la ruta de biosintesis
de la vitamina B12 (adenosilcobalamina), que al ser consideradas en forma conjunta forman un
ciclo estequiométrico, que viola el principio conservacion de la energia®. Si bien las reacciones
involucradas en las dos clases de artefactos descritos son consistentes desde el punto de vista del
balance de masas, los modos de flujo que describen se corresponden a situaciones carentes de
significado fisico o fisioldgico y por tanto representan inconsistencias que requieren la revision
correspondiente.

El tamafio y la distribucion de los 229 UMs identificados en MM130.0 sugieren la presencia de
tres grupos diferentes. Por un lado los tres UMs de mayor tamafio incluyen un total de 99
reacciones, las cuales se encuentran involucradas en la sintesis de lipidos de membrana y acidos
teicoicos. Tanto los lipidos de membrana como los acidos teicoicos son polimeros cuya elongacion
se realiza a través un pequeio conjunto de reacciones iterativas o recursivas. En general, dado que
en el analisis estequiométrico un polimero P de largo P(n) y el mismo polimero con largo P(n+1)
se consideran dos especies quimicas diferentes, esto mismo ocurre con las reacciones de
elongacion. Es decir, la reacciones de polimerizacion P(n-1) — P(n) y P(n) — P(n+1) son tratadas
como reacciones diferentes, aunque la enzima que las catalice sea la misma. De manera que si en
lugar de considerar las reacciones se consideran sus correspondientes actividades enzimadticas (i.e.
considerando los numeros ECs asociados), el tamafio de los UMs se reduce mucho (ver apartado
4.3.1). Ademas, que debido a la gran diversidad que existe en la composicion de las membranas y
paredes celulares de los seres vivos, la reconstruccion de las rutas de sintesis de esta clase de

componentes no es nada trivial. En el otro extremo se encuentran los UMs compuestos por una

5 Este resultado puede deducirse por las propiedades del FCA descritas en la seccion 3.7.
6 De acuerdo a la definicion 3.3 estas reacciones son t-bloqueadas.
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unica reaccion. Un total de 179 UMs caen dentro de esta categoria y en muchos casos, la reaccion
que compone el UM se corresponde a un transportador cuyo sustrato no es metabolizado por
ninguna de las reacciones presentes en el metamodelo. En medio de estos dos extremos se
encuentra un tercer grupo de UMs, que son las que incluyen muchas rutas metabodlicas relevantes
desde un punto de vista bioquimico, asi también como artefactos. Dada la diversidad presente en
este grupo, la revision y resolucion de tales UM no presentan una solucion trivial o que se pueda
automatizar. Como consecuencia cada UM fue inspeccionada en forma visual y resueltas en forma
manual, consultando las bases de datos metabolicas de referencia.
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Figura 6.4. Tres ejemplos de rutas desbloqueadas como consecuencia de la construccion del
metamodelo. En a) ruta de degradacion aerdbica del catecol (los metabolitos encerrados en circulos se
agregaron al diagrama para facilitar su interpretacion). En b) importacion del sulfato de colina, como
ejemplo de ruta lineal entrada-salida. En c) dos variantes de la ruta de la biosintesis de la vitamina
BI12 (incorporacion tardia y temprana del cobalto a la izquierda y derecha, respectivamente) que
forman un ciclo estequiometricamente cerrado. Los cofactores y metabolitos muy conexos fueron
omitidos de las figuras. Los nombres de los metabolitos se pueden encontrar en la tabla S.6.3C.

A modo de ejemplo, se describira la curacion del UM4 (figura 6.2b), que al igual que en el
metamodelo, fue también detectada en la mayoria de los GEMMs, y que implica la transformacion
de pimelato en biotina. E1 UM contiene tres metabolitos deadend de tipo RNC: i) el S-adenosil-4-
metilthio-2-oxobutanoato, subproducto de la adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoato
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transaminasa EC 2.6.1.627; ii) la 5'-deoxiadenosina, es un subproducto de la biotina sintasa EC
2.8.1.6% y iii) la biotina, el producto final de la ruta. En el caso de los dos primeros deadend, dada
la falta de informacion experimental sobre su destino metabolico (e.g. excrecion, reciclaje, etc.) se
anadieron dos flujos de intercambio que representan sumideros. Ademas, se afiadieron las
actividades necesarias para la sintesis del pimelato. Finalmente, la biotina, se debe incluir en la
ecuacion de biomasa, debido a que es un cofactor esencial para el crecimieno en diversas
condiciones ambientales. De esta manera se representa la demanda del cofactor requerido por el
organismo para poder crecer.

5-Methyl-H4MPT Formaldehyde

Ox. F420
Red. F420

5,10-Methylene-H4MPT

Ox. F420
Red F420

5,10-Methenyl-H4MPT

H4AMPT

&

NAD(P)+

NAD(P)H

A

5-Formyl-H4AMPT

Methanofuran
H4AMPT

Formylmethanofuran Formate

COZ: ’

Methanofuran

A7

H4AMPT

Figura 6.5. Relacion entra las rutas metabolicas de la metanogénesis a partir del CO; y la
denominada oxidacion del formaldehido V (H4MPT). El color negro indica las reacciones que fueron
eliminadas debido a que son exclusivas de la ruta metanogénica. El color blanco indica actividades
involucradas en la metanogénesis y en la ruta de la oxidacion del formaldehido. Las reacciones
coloreadas con gris participan de la ruta de la oxidacion del formaldehido y fueron agregadas de

forma manual al metamodelo. Las abreviaciones de los metabolitos se pueden encontrar en la tabla
S.6.3C.

Otro ejemplo ilustrativo es el caso del UM7, compuesto por 5 actividades enzimaéticas propias de
la metanogénesis, un proceso metabodlico que es realizado exclusivamente por organismos
miembros del dominio Archaea (ver figura 6.5). Las reacciones fueron Uinicamente encontradas en
los GEMMs de tres proteobacterias: Burkholderia xenovorans LB400; Methylococcus capsulatus
str. Bath; and Methylobacillus flagellatus KT. En base a lo antes expuesto, es razonable suponer
que estas reacciones fueron afiadidas a los modelos mencionados, como consecuencia de errores en

la anotacion funcional de los genomas correspondientes. Sin embargo, un analisis més detallado

7  Este compuesto fue previamente descrito como un gap universal (Mackie et al., 2013).
8 La 5'-deoxiadenosina ha sido descrito como un deadend en el modelo de E. coli iJJO1366 Orth et al.,
2011
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sobre la biologia de las tres bacterias mostré que estas codifican alguna variante de la ruta
metilotréfica (Chistoserdova et al., 2009), la cual es, en cierto sentido, analoga a la metanogénesis,
ruta con la cual comparte diversas enzimas (Ferry, 2010). Esto podria ser la razéon de que
actividades propias de la metanogénesis hayan sido anotadas en genomas bacterianos. Es decir, que
un conjunto de actividades enzimaticas que cumplen papeles diferentes en distintos organismos
puede conducir a la inferencia incorrecta de una ruta. Con el objetivo de refinar el metamodelo, las
reacciones con numeros EC 1.2.99.5, 1.5.98.1, 1.5.98.2 y 2.3.1.101 que pertenecen exclusivamente
a la ruta metanogénica, fueron eliminadas. Ademas, se afiadieron las reacciones con ECs 4.2.1.147,
1.5.1.- y la formiltransferasa/hidrolasa (formacion de formato a partir del 5-formil-H4MPT sin EC
asignado), que junto a la actividad EC 3.5.4.27 (presente en el metamodelo) completan la
denominada ruta de la oxidacion del formaldehido V (H4MPT), descrita en la base de datos
metabolica MetaCyc (Caspi et al., 2014). Estos cambios dieron como resultado la definicion de una

ruta en el metamodelo que se ajusta en mayor medida al fenotipo metilotréfico de ciertas bacterias.

Tabla 6.2. Resultados de la construccion y revision manual de metamodelo. Las dos primera
columnas describen la version inicial del metamodelo creada mediante la union de 130 GEMM de
bacterias. La tercera y cuarta columnas indican el numero de elementos eliminados/agregados,
respectivamente, como consecuencia de la curacion manual. La ultima columna describe la
version final del metamodelo.

Componente MM130.0 (Inicial) Eliminados Agregados MM130.1 (Revisado)
Metabolitos 1811 222 77 1666
T Reacciones 1767 106 230 1891
Transportadores 428 55 23 396
Intercambios 328 52 19 295
* Sumideros - -- 3 3

7 Las ecuaciones de biomasa no estdn consideradas.

* Un sumidero es un tipo especial de flujo de intercambio introducido para permitir que aquellos
metabolitos cuyo destino bioquimico es desconocido, puedan ser eliminados del sistema evitando
asi la formacion de un “deadend”.

Durante el proceso de revision y refinado se afiadieron al metamodelo un total de 230 reacciones,
23 transportadores y 77 metabolitos. A su vez se introdujeron 19 flujos de intercambio y 3
sumideros. Las reacciones afiadidas fueron extraidas de la base de datos SEED (Overbeek et al.,
2014), excepto en 22 casos donde las reacciones que fueron afiadidas de forma manual, y que
fueron encontradas en MetaCyc (Caspi et al., 2014), en KEGG (Kanehisa and Goto, 2000) o en
BiGG (Schellenberger et al., 2010). Ademas, se 29 metabolitos, no incluidos en ninguna de las 127
ecuaciones biomasa originales, fueron clasificados como componentes de la biomasa del algin
organismo. Dichos conjunto de componentes incluye: 26 compuestos que corresponden a diversas
clases de componentes de membrana y 3 cofactores entre los que se encuentra la biotina’. Estas
modificaciones permitieron desbloquear un total de 259 reacciones. Por otra parte, se eliminaron
del metamodelo un total de 161 reacciones y 222 metabolitos que no pudieron ser resueltos. Estas
reacciones y metabolitos inconsistentes, denominados meta-bloqueadas y meta-gaps,

9 Como se verd mas adelante, esta informacion puede ser empleada durante el proceso de resolucion de
inconsistencias de un GEMM individual.
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respectivamente, fueron eliminadas del metamodelo por uno de los siguientes motivos: i) o bien no
tienen lugar en bacterias (e.g. el caso de la reacciones metanogénicas); o ii) en la bibliografia
consultada no se encontr6 informacion que permitiera establecer la forma en que las reacciones se
encuentran conectados al resto del metabolismo. Como resultado del proceso de revisado, se
obtuvo un metamodelo consistente denominado MM130.1. Los cambio introducidos al
metamodelo se resumen en la en la tabla 6.2, y la figura S.6.1 representa las UMs del metamodelo
resueltas (o eliminadas). Todos los detalles correspondientes al proceso de revision y resolucion de
inconsistencias en el metamodelo se encuentran en las tablas S.6.3A-E.

6.3.3 Analisis de acoplamiento de flujos del metamodelo

Este apartado se centra en la aplicacion del analisis de acoplamiento de flujos (FCA, ver apartado
A.2.3 del apéndice A). El objetivo del andlisis es detectar relaciones funcionales entre las
actividades enzimaticas a escala de un metamodelo. Como fue discutido en las seccion 3.7, esta
informacién puede ser de utilidad para asistir el proceso de reconstruccion y refinados de GEMMs.
Ademas, esta clase de estudio puede ayudar a entender la organizacion del metabolismo a una
mayor estala que cuando se analizan organismos individuales. El FCA fue realizado sobre el
metamodelo revisado MM130.1 mediante empleando el algoritmo FFCA (David et al., 2011),
como se describe en el apéndice C. Los resultados del analisis muestra que de las 2287 reacciones
(sin incluir flujos de intercambio), un total de 1405 (~61%) forman parte de al menos una relacion
de acoplamiento. En total se identificaron 8184 pares de acoplamientos que solo representan un
0.5% de todos los posibles pares de acoplamientos. En efecto, un importante nimero de reacciones
(~39%) no presentan ningun tipo de acoplamiento. Esto se debe a que al considerar un metamodelo
se incrementa la redundancia de la red los que disminuye el acoplamiento entre las reacciones.

En muchos casos las relaciones de acoplamiento entre pares de reacciones son direcciones y no
reciprocas (i — j). Esto implica que la reaccion i requiere la presencia de la reaccion j para poder
operar en estado estacionario, pero que j no requiere de la presencia i. También existen muchos
casos donde un subconjunto de dos o mas reacciones se implican mutuamente (i <> j) dando lugar a
un conjunto de acoplamiento completo (FCS, full coupling set), o subconjuntos enzimaticos
(Pfeiffer et al., 1999). Dado que los flujos de las reacciones dentro un FCS son linealmente
dependientes, en el estado estacionario cada FCS representa una unidad funcional indivisible, y por
tanto cada FCS puede ser tratado como una meta-reaccion, ya que desde el punto de vista
estequiométrico conforma una clase de equivalencia (ver apartado A.2.3). En el caso de MM130.1
las relaciones de acoplamiento reciproco definen un total de 364 FCS (ver tabla 6.3). Cada FCS
esta formado por un cierto nimero de reacciones involucradas, que en total incluyen 1071
reacciones. Dado que desde el punto de vista estequiométrico y funcional, cada FCS se comporta
como si fueran un Unica reaccion, las 1071 reacciones involucradas en algun FCS se corresponden
a 364 meta-reacciones. Como consecuencia, el numero de flujos “independientes” dentro del
metamodelo es de 1580 en lugar de 2287. Este resultado indica que, pese al gran numero aparente
de reacciones incluidas en el metamodelo, las restricciones impuestas por la estequiometria de la
red dan lugar a la presencia de multiples FCS, que reducen en gran medida los grados de libertad
del sistema.
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Tabla 6.3. Descripcion de los FCS presentes en MM130.1. En la primera y segunda columnas se
indica el numero de reacciones que conforman el FCS y cuantos FCS de dicho tamario hay,
respectivamente. En la ultima columna de listan algunos subsistemas o rutas metabolicas
asociadas a los FCS. Los numeros entre paréntesis indican el total de FCS de un tamario dado,
asociados al subsistema correspondiente.

#Reacciones #FCS Subsistema o ruta metabolica

34 1  Biosintesis de lipopolisacaridos (1)

16 3 Biosintesis de acidos grasos (3)

12 1  Beta oxidacion de 4cidos grasos (1)

11 3 Biosintesis: Vitamina B12 (1), Biotina (1) y Peptidoglicano (1)

10 2 Biosintesis: Histidina (1) y Cobalamina (1)

9 2 Degradacion de naftaleno (1) | Biosintesis de Vitamina B12 (1)

8 1  Biosintesis de acidos grasos (1)

7 3 Biosintesis: Riboflavina (1) y UQ (1) | Degradacion aminoacidos aromaticos (1)
6 6  Biosintesis: clorofila (1), cofactores (2), acidos grasos (1), otros (2)

5 6  Rutas de degradacion diversas (5) | Biosintesis de leucina (1)

4 37 Biosintesis: aminoacidos (2), envoltura celular (10), cofactores (6) | otros (19)
3 65 Biosintesis: cofactores (9), aminoacidos (5), envoltura celular (11) | otros (40)
2 234 Biosintesis (41) | Lipidos (59) | Transporte (25) | Otros (109)

La presencia de acoplamientos surge como consecuencias de las restricciones que la
conservacion de la masa impone sobre el universo bioquimico. Ademas, debido a las propiedades
matematicas de los acoplamientos se espera que las relaciones detectadas en el metamodelo, se
encuentren presentes en GEMM de organismos particulares. Como consecuencia, la existencia de
meta-acoplamientos podria tener consecuencias tanto en la organizacion y regulacion, como en el
origen y evolucion del metabolismo. Concretamente, aquellas actividades enzimaticas que se
implican mutuamente (i.e. las enzimas presentes en un FCS) seguramente tengan una regulacion
coordinada (Montagud et al., 2011; Notebaart et al., 2008), asi como patrones evolutivos similares
en términos de perfiles filogenéticos (Cohen et al., 2012; Pellegrini et al., 1999), y de la co-
evolucion de su sitios activos (Juan et al., 2008; Pal et al., 2005). Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la relacion entre genes, proteinas y reacciones puede no ser de uno a uno. De manera
que la correspondencia entre un FCS y un modulo definido en términos de proteinas no es trivial.
Aunque, como se vera mas adelante, existen casos donde hay una clara correspondencias entre
FCSs y médulos a nivel de las proteinas.

La distribucion de tamafios de los FCS (en nimero de reacciones) varia entre 2 y 34, con una
media de ~3 reacciones. Si bien la desviacion tipica es de aproximadamente de 3 reacciones, la
distribucidn es bastante dispersa. En efecto, la mayoria de los FCSs (~64%) estan formados por dos
reacciones, mientras que solo un ~8% incluyen 5 o mas reacciones (ver tabla 6.3). El FCS de
mayor tamafio incluye un total de 34 reacciones que se encuentran involucradas en la sintesis de
lipopolisacaridos. Muchos de los FCS que incluyen mas de 4 o 5 reacciones se encuentran también
asociados a procesos iterativos de biosintesis de polimeros (e.g. lipidos de membrana, componentes
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de la pared celular, etc). En tales casos el nimero de actividades enzimaticas acopladas es
considerablemente menor al nimero de reacciones que incluye el FCS'™. De esta manera, si se
proyectan las reacciones sobre los numeros EC que representan las actividades enzimaticas, este
numero se reduce en forma notable respecto al total de reacciones. Por ejemplo el FCS de mayor
tamaiio, que esta formado por 34 reacciones asociadas a la sintesis de lipopolisacaridos, se reduce a
13 actividades cuando las reacciones son proyectadas sobre sus numeros ECs (contando cada EC
una unica vez), y lo mismo ocurre con los FCS de 16 reacciones relacionados con la sintesis de
lipidos, que al proyectarlos en ECs se reducen a 3. Sin embargo, hay un niimero considerable de
FCS donde si hay correspondencia entre el nimero de reacciones y de actividades enzimaticas
diferentes, y tales casos se corresponden en su mayoria con rutas de biosintesis, mayoritariamente
de cofactores como la riboflavina, el piridoxal o las vitaminas B7 y B12, pero también de algunos
aminoacidos y rutas de degradacion de diversos compuestos (ver tabla 6.3). Un ejemplo muy
ilustrativo de relacion entre FCS y ruta metabdlica lo constituye el caso de la sintesis de histidina.
En dicha caso, los 10 genes que codifican las 9 actividades enzimaticas que definen la ruta
completa conforman un Gnico FCS (ver tabla 6.4). Esto implica que desde el punto de vista
estequiométrico esos 10 genes constituyen una unidad con una funciéon muy concreta y exclusiva
que es la sintesis de histidina. Ademas, al analizar en los modelos la posibilidad de que los genes
codifiquen actividades involucradas en otras rutas se encontré que en la mayoria de los casos, los
genes son especificos de la ruta de la histidina, a excepcion de la actividad transaminasa (EC
2.6.1.9) codificada por 4isC, que en algunos organismos también codifica la actividad EC 2.6.1.57
involucrada en la sintesis de fenilalanina.

Tabla 6.4. Genes y actividades enzimdticas de la ruta de sintesis de la histidina. La tabla incluye
los 10 genes y las 9 actividades enzimdticas que estos codifican y que definen la ruta completa de
sintesis de histidina. A su vez la tercer columna indica el total de modelos en que dicha actividad
fue encontrada bloqueada / activa.

Genes Nimero EC N° de GEMM con la actividad (bloqueada / activa)
hisG 24217 15/86
hisl 3.6.1.31 13/86
hisl 3.54.19 13/86
hisA 5.3.1.16 15/86
hisF & hisH 24.2.- 16 /86
hisB 42.1.19 15/86
hisC 2.6.1.9 16 /86
hisK 3.1.3.15 6/86
hisD 1.1.1.23 15/86

El hecho de que las actividades de la ruta de la histidina conformen un FCS en el metamodelo
sugiere un acoplamiento funcional a diversos niveles. Por ejemplo, el acoplamiento

estequiométrico podria tener implicaciones sobre la evolucion de las secuencias de las enzimas de

10 Esto se debe aque tales rutas estdn compuestas por un conjunto de actividades que operan en forma
iterativa, e.g. la elongacion de un lipido implica Unicamente cuatro actividades enzimaticas (ver
discusion de la UM4 en la apartado 4.3.1).
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dicha ruta, ya que, la optimizacion del flujo de produccién de histidina requeriria el cambio
coordinado de las constantes cinéticas de las distintas enzimas. Esto implicaria a su vez, un proceso
coordinado en la evolucion de las enzimas involucradas. En efectos, estudios previos realizados
sobre los genes de dicha ruta indican que las secuencias exhiben en cierta medida sefial de co-
evolucion (Juan et al.,, 2008). Por otra parte, si una enzima participa en distintos procesos
metabolicos, es posible la optimizacion del flujo en una de las rutas afecte de forma negativa el
desempefio de la otro proceso. Como consecuencia, se espera que las enzimas con esta
caracteristica no presenten acoplamiento estequiométrico con otras actividades. De acuerdo con lo
anterior, seria esperable que aquellas enzimas que se encuentran acopladas, puedan evolucionar de
forma coordinada sin afectar al resto del sistema. Mientras que las enzimas que participan en
muchas rutas metabolicas se encuentra sujetas a restricciones mas estrictas respecto a su evolucion,
ya que una modificacion que podria optimizar el flujo a través de cierta ruta podria ser en

detrimento de otro proceso.

Desde el punto de vista de la reconstrucciéon metabolica, el hecho de que en un metamodelo todas
las actividades de una ruta formen parte de un FCS sugiere que la reconstruccion de dicha ruta en
un organismo particular deberia ser, en principio, trivial. Esto se debe a que con encontrar algunos
de los genes que codifiquen actividades de la ruta seria suficiente para inferir la presencia necesaria
de los demas actividades. Ademds de los FCS, las relaciones de acoplamiento direccional
detectadas en un metamodelo también pueden emplearse para inferir reacciones que son requeridas
para que ciertas actividades puedan operar. De esta manera, el conocimiento de las relaciones de
acoplamiento de un metamodelo facilitaria en gran medida la reconstruccion de ciertas rutas
metabolicas (para un analisis mas detallado ver la discusion de los meta-acoplamientos en la
seccion 3.7). Esta informacion podria ser empleada para dirigir la busqueda de los genes, no
detectados en el proceso de anotacion y que generan los gaps en la estructura de la ruta. Sin
embargo, de la misma manera en que algunos genes son suficientes para inferir la presencia de las
demas actividades, si dichos genes se hubiesen anotado de forma incorrecta, esto conduciria a
completar una ruta no presente en el organismo, lo que representaria un artefacto. Al analizar la
presencia y consistencia de la ruta de la histidina en los 130 modelos se encontré que de los 106
modelos que contiene al menos una de las actividades de la ruta; en 21 de estos, dichas reacciones
se encuentra bloqueadas debido a la presencia de gaps. Este resultado muestra que incluso en casos
donde la reconstrucciéon de una ruta es en principio trivial, los algoritmos de gap-filling
automaticos fallaron al completar la ruta, incluso en casos donde el modelo incluye 9 de las 10
reacciones implicadas en la via, Esto indica que los algoritmos de gap-filling atin pueden ser
mejorados. Finalmente, hay que considerar que los organismos con metabolismos reducidos y que
exhiben complementacion metabolica pueden presentar dificultades.

Para facilitar el andlisis de los acoplamientos, la estructura de las relaciones de acoplamiento
puede ser representada mediante un grafo dirigido, denominado el grafo de acoplamiento (Burgard
et al., 2004). En dicha red, cada nodo representa una reaccion y cada arista dirigida o arco con
origen en un nodo i y destino en un nodo j representa un un acoplamiento direccional entre ambas
reacciones, es decir i — j. A diferencia de la representacion del metabolismo a través del grafo de
compuestos, en el cual los nodos son metabolitos y estos se conectan unos con otros siempre que

participen de una misma reaccion (Barabasi and Oltvai, 2004; Wagner and Fell, 2001), en el grafo
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de acoplamientos los nodos corresponden a actividades enzimaticas y los arcos indican
dependencias funcionales entre las mismas, que son consecuencia de las restricciones
estequiométricas impuestas por el balance de masa. Como consecuencia, esta representacion del
metabolismo, si bien parcial, esta exenta de los artefactos que se producen en el grafo de
compuestos por la presencia de metabolitos altamente conectados como el ATP, H,O, CO,, NAD",
etc., que crean relaciones espureas. El grafo de acoplamientos es dirigido, de forma que cada nodo
i tendra asociado un grado de salida k., que indica el nimero de reacciones implicadas, y un grado
de entrada k;, que indica el nimero de reacciones que lo implican, es decir, aquellas reacciones que
requieren de la presencia de i para poder funcionar. Cada reaccion i podra ser caracterizada por su
grado de salida k.., asi como por un grado de entrada k;. A su vez, como ya se ha mencionado
previamente, siempre que existan un arco (Z, j) y un arco (j, i), ambas reacciones formaran parte de
un mismo FCS.

La figura 6.6a representa el grafo de acoplamientos del metamodelo MM130.1, que por
simplicidad no incluye las 882 reacciones que no presentan acoplamientos con otras reacciones, i.e.
que tienen un grado ki, = ko = 0. Si se ordenan los nodos de acuerdo su grado de entrada ki, se
observa que la reaccion con mayor nimero de implicaciones corresponde a la actividad EC
2.7.7.39 que se encuentra implicada por otras 69 reacciones. Esta actividad cataliza la formacion de
CDP-glicerol, compuesto involucrado la sintesis peptidoglicano que, por tratarse de un polimero,
implica una sintesis iterativa y no representa un nimero real de actividades enzimaticas, como se
ha discutido mas arriba. Por otra parte, al analizar el grado de salida k,. se encuentra que las
reacciones con el mayor grado de salida (k,.. = 35) corresponden a las actividades que conforman
el FCS de mayor tamafio (ver tabla 6.3) y que participan de la ruta de biosintesis de
lipopolisacaridos. Como se puede deducir de este resultado, las relaciones de acoplamiento entre
los miembros de un FCS se reflejan en el grado de los nodos ya que todas las reacciones de un FCS
se conectan unas con otras. Dado que las relaciones de acoplamiento entre las reacciones son
transitivas, si una reaccion i perteneciente a un FCS estd direccionalmente acoplada con una
reaccion j que no forma parte del FCS, todas las demas reacciones del FCS se encontraran
acoplados a j. Como consecuencia las relaciones de acoplamiento entre los miembros de un FCS
implican informacion redundante. Una aproximacion para eliminar dicha redundancia y simplificar
la representacion, consiste en condensar todos lo miembros de un FCS en un tnico nodo. En la
figura 6.6b se representa el grafo de acoplamientos una vez que se han condensando las reacciones
de cada FCS en un unico nodo que, en cierto sentido, representan de forma parcial (y en algunos
casos completa) modulos funcionales. Si bien en esta representacion se pierde la informacion de
cuantas reacciones conforman cada FCS, la ventaja es que el diagrama se simplifica al reducir la
informacion redundante, y es posible identificar en forma visual patrones de conectividad entre los
modulos que representar los FCS. Al analizar la estructura del grafo de acoplamientos se ve que,
incluso si se excluyen las reacciones con grado cero, la estructura es no conexa, y contiene diversos
componentes de distintos tamafios (figuras 6.6a-b). El grafo de acoplamiento sin condensar
contiene un total de 396 componentes (sin contar las reacciones aisladas), muchas de las cuales
(334) corresponden a FCSs, que incluyen, por ejemplo, reacciones de rutas de degradacion o
sintesis de distintas clases de metabolitos (e.g. amino acidos) asi como también rutas de
asimilacion de compuestos como azticares (e.g. sorbosa, galactosa, etc).
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Figura 6.6. Grafo de acoplamiento del metamodelo MM130.1. En a) se representan todas las
relaciones de acoplamiento entre los flujos de MM130.1. Cada nodo representa una reaccion y las
flechas indican que una reaccion requiere a otra. En b) el grafo de acoplamientos pero las reacciones
de un mismo FCS se representan con un unico nodo de mayor tamario y color negro. Los nodos rojos
son reacciones individuales. En b) los FCS sin conexiones (334) no se han representado en la figura.
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El grafo condensado por su parte incluye un total de 62 componentes (excluyendo las reacciones
y FCS aislado). Las componentes de mayor tamafio incluyen reacciones de distintas rutas
metabolicas, que en algun punto se encuentran ligadas estequiométricamente debido, por lo
general, al hecho de compartir algiin precursor. Por ejemplo, el componente de mayor tamaiio
incluye reacciones presentes en las rutas de sintesis de mevalonato, sintesis de novo de purinas, y el
FCS que corresponde a la ruta de sintesis de la histidina (ver tabla 6.4) entre otras. En este caso,
existe un acoplamiento direccional entre el FCS que representa la ruta de sintesis de histidina, y la
ruta sintesis de novo de purinas. Tal acoplamiento se da a través del imidazol-4-carboxamida
(AICAR). Dicho metabolito es un sub-producto de la biosintesis de histidina y a la vez es un
intermediario de la ruta sintesis de novo de purinas. Como el AICAR solo es consumido en la
sintesis de purinas, el proceso de sintesis de histidina queda direccionalmente acoplada a la sintesis
de novo de purinas, i.e. que siempre que se produzca histidina se produce AICAR y este solo puede
ser reutilizado en la sintesis de purinas. Como consecuencia, la produccion de histidina implicara o
la produccion de purinas, o la acumulacion de AICAR en la célula, o la eliminacion del AICAR por
excrecion. Esta situacion podria representar un caso de punto débil en el metabolismo (Meléndez-
Hevia et al., 2009; Melendez-Hevia and Paz-Lugo, 2008), ya que si en cierto contexto la demanda
de purinas es menor a la demanda de histidina la concentracion de AICAR comenzara a aumentar y
esto reducira el flujo de produccion de histidina. Por otra parte, la eliminacion de AICAR
representa un desperdicio importante para la célula y esto deberia tener consecuencias selectivas
negativas. Sin embargo, se han visto que ciertas bacterias endosimbiontes, con genomas muy
reducidos, que han perdido la ruta de sintesis de novo de purinas pero que conservan la ruta de
sintesis de histidina, e.g. B. aphidicola BCc, P. aleyrodidarum. Dado que en casos asi, el
metabolismo de hospedador y huésped se complementan, se ha propuesto que el AICAR podria ser
excretado por el endosimbionte al citosol de las células del hospedador, en la cuales el compuesto
seria reciclado produciendo purinas que a su vez son asimiladas en parte por los endosimbiontes
(Calle-Espinosa et al., 2016; Lamelas et al., 2011a). Este ejemplo ilustra como las relaciones de
acoplamiento permiten detectar conexiones no triviales entre procesos metabdlicos, a priori,

independientes como son la sintesis de aminoacidos y nucleétidos.

Por otra parte, la distribucion de conectividad'' del grafo de acoplamientos brinda informacion
acerca del numero total de reacciones N(k..) que implican o requieren k.. reaccion (grado de
salida) asi como el nimero de reacciones N(k;,) que son requeridas por ki, reacciones. La figura 6.7
muestra, en escala logaritmica, la distribucion de grado de entrada y salida, i.e. la frecuencia de
nodos para distintos valores de £, en el grafo de acoplamientos sin condensar y con los FCS
condensados. En los cuatro casos, las distribuciones fueron ajustadas a una distribucion de ley de
potencia. Como se muestra en la figura 6.7, si bien el ajuste de la regresion es mas claro para el
caso del grafo condensado (mayor %), dado que el namero de nodos es menor también lo es la
significancia estadistica (menor p-valor). Sin embargo, en los cuatro casos el p-valor calculado
indica que los ajustes son significativos. Resultados similares fueron descritos en estudios previos
donde se vio que para los casos de las redes metabolicas de H. pylori, E. coli y S. cerevisiae, la
distribucién de conectividad del grafo de acoplamientos sigue una distribucién potencia con

11 N(k) es la distribucion de grado que indica la probabilidad o frecuencia de nodos con k conexiones. En el
caso de los grafos dirigidos se pueden definir dos distribuciones de grado, la distribucion del el grado de
salida N(k,.) y y la distribucion del grado de entrada N(k;,).
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exponentes similares al encontrado para el caso del metamodelo (Burgard et al., 2004). Es
remarcable el hecho de encontrar en el metamodelo una relacion de escala en grado de los
acoplamientos entre las reacciones, similares a las previamente encontradas en organismo
individuales. Como discuten los autores, esto podria sugerir cierto principio general en la

organizacion del metabolismo.
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Figura 6.7. Distribuciones de grado del grafo de acoplamiento de MM130.1. Para el grafo de
acoplamiento sin condensar (ver figura 6.6a), se representa en a) el numero de reacciones N(k) que son
implicadas por otras k reacciones y en b) el numero N(k) de reacciones que implican a otras k
reacciones. En c) y d) se muestran las mismas representaciones que en a) y b), respectivamente, pero
los calculos se realizan sobre el grafo de acoplamiento en el cual los FCS han sido condensados en un
unico nodo (ver figura 6.6b). Los p-valores correspondientes para las regresiones representadas en a),
b), ¢)y d) son 2x107, 3x10°%, 2x107, 2x107, respectivamente.

Considerando que los exponentes reportados por los autores aumentan conforme los modelos son
mas grandes, es esperable que el exponente obtenido con el metamodelo sea mayor. En efecto, el
exponente estimado para la distribucion del grado de salida en el grafo condensado, es ¥=2.0, valor
levemente mayor que valores previamente obtenidos para organismo singulares: y=1.2, 1.3, 1.4,
para los casos de H. pylori, E. coli y S. cerevisiae, respectivamente. A diferencia del estudio
realizado por Burgard et al. donde unicamente se analiza la distribucion del grado de salida
(Burgard et al., 2004), i.e. el numero reacciones requeridas por una cierta reaccion, en el presente
estudioo también se ha realizado el analisis de la distribucion del grado de entrada de las
reacciones, es decir el nimero de reacciones que implican a un reaccién determinada. En este
sentido se ha de destacar que no se encontr6 correlacidon alguna entre el grado de entrada y salida
de los nodos en ninguna de las dos representaciones del grafo de acoplamientos (datos no
mostrados). Ademas, es notorio el hecho de que en el grafo de acoplamientos sin condensar los
exponentes de las distribuciones de los grados de entrada y salida son similares, lo que indica que
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dichas propiedades tienen un factor de escala muy similar. Por otra parte, es notable la diferencia
que hay en el exponente de la distribucion del grado de entrada (o salida) estimado sobre el grafo
sin condensar y condensado. El exponente estimado es mayor en el grafo condensado, tanto para el
grado de salida como el de entrada. Esta relacion de escala encontrada en el grafo de acoplamientos
del metamodelo (también descrita en organismos individuales), podria sugerir cierta universalidad

en la estructura de los acoplamientos en las redes metabolicas.

Por otra parte, los estudios previos realizados empleando la representacion del metabolismo
mediante el grafos de compuestos, muestran que los compuestos mas centrales del metabolismo
(e.g. ATP/ADP, NAD"/NADH, piruvato, etc.) se corresponden con los nodos mas conexos del grafo
de compuestos (Barabasi and Oltvai, 2004; Jeong et al., 2000; Wagner and Fell, 2001). De acuerdo
con este resultade, podria esperarse que las reacciones que se encuentran muy implicadas por otras
reacciones en el grafo de acoplamientos se correspondan a funciones centrales del metabolismo, y
posiblemente ancestrales. Sin embargo, el analisis del grafo de acoplamientos indica lo opuesto, es
decir que las actividades enzimaticas involucradas en el metabolismo central (e.g. glicdlisis, ciclo
TCA, o ruta de las pentosas fosfato) no presentan casi acoplamientos. En concreto, todas las
actividades presentes en la glicolisis, la ruta de las de pentosas fosfato o el ciclo TCA, tienen un
grado tanto de salida como de entrada igual a cero. Este resultado sugiere la gran versatilidad que
existe en el metabolismo central, como se ha comentado brevemente al analizar el efecto de
knockout dobles en el metabolismo de Blattabacterium Bge (ver apartado 4.3.5). Por otra parte, las
actividades involucradas, tanto en rutas de biosintesis, como en rutas de degradacion, tienden a
presentar cierto grado de acoplamiento, llegando a casos extremos como la sintesis de la histidina
donde toda la ruta conforma un tnico FCS.

Finalmente, desde el punto de vista de la reconstruccion metabolica, las relaciones de
acoplamiento pueden ser empleadas para predecir reacciones que deben estar presentes en el
modelo, dada la presencia de otras reacciones. Esto es posible ya que de acuerdo con las
propiedades matematicas de los acoplamientos, estas relaciones entre las reacciones de una red
siguen siendo validas en todas aquellas subredes consideradas como subconjuntos de reacciones
(para mas detalles sobre las propiedades matematicas de las relaciones de acoplamiento ver la
seccion 3.7). Entonces, al reconstruir el metabolismo de un organismo se puede combinar el listado
de actividades enzimadticas que se extrae de la anotacion del genoma, con la informacion de los
acoplamientos a nivel del metamodelo. Esto puede ayudar a elucidar o inferir otras reacciones
necesarias en el modelo, no detectadas durante la anotacion. Por ejemplo, el caso de la ruta de
sintesis de la histidina donde todas las reacciones conforman un FCS, la deteccion de genes de la
ruta seria suficiente para inferir los genes que faltan para completar la misma. No obstante, esta
aproximacion se veria limitada para el caso de la reconstruccion del metabolismo central debido a
su bajo grado de acoplamiento, pero dado que suele ser la parte del metabolismo mas conservada,
su reconstruccion no deberia presentar mayores dificultades. En esta misma direccion, asi como las
relaciones de acoplamiento de un metamodelo se pueden emplear para asistir o facilitar el proceso
de reconstruccion metabolica, estas también pueden ser empleadas durante el proceso de revision y

refinado de un modelo, como se vera en el préximo apartado.
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6.3.4 Aplicacion del gap-filling al conjunto de 130 GEMMs

La version inicial del metamodelo (MM130.0) y su version revisada (MM130.1) fueron
empleados en forma alternativa, como redes de referencia para realizar gap-filling sobre cada uno
de los 130 GEMMs. En este sentido, la comparacion entre modelos completados con los diferentes
metamodelos permite evaluar el impacto que la consistencia y completitud de un metamodelo
tienen al realizar gap-filling sobre un GEMM. Ademas, los resultados del analisis de consistencia
del metamodelo permiten identificar en los modelos individuales reacciones meta-bloqueadas y que
por tanto carecen de sentido en el modelo. En la figura 6.8 se representa en forma esquematica el
proceso de deteccion, clasificacion y curado de las reacciones bloqueadas de un modelo. El proceso
de refinado se dividi6 en cuatro pasos o etapas que incluyen el pre-prosesamiento de los modelos,
el gap-filling o completado de los gaps y post-procesamiento. En la etapa de pre-procesamiento se
identifican y eliminan las reacciones meta-bloqueadas y se calculan los pesos que se emplearan
para penalizar la adicion de reacciones externas al modelo por parte de fastcore'. Los pesos se
ajustan teniendo en cuenta si el incorporar una reaccion al modelo implicaria asumir la presencia de
uno o mas genes codificantes para la actividad que no identificadas en la anotacioén del genoma.

Gap-filling utilizando Metamodelo\
@eacciones en GSM) - </

(Metabloqueada (eliminada))

(Activa) CBloqueada

CNo—Metabloqueada)

CMapeada a gen/es) l
Gap-filling (aﬁadidaD

Figura 6.8 Diagrama de flujo del proceso de gap-filling. Cada una de las reacciones bloqueadas es
clasificada como no-meta-bloqueada o meta-bloqueada. Las meta-bloqueadas (rojo) son aquellas
reacciones que no pudieron ser resueltas en el metamodelo y por lo tanto serdan eliminadas de los
modelos individuales. Las reacciones no-meta-bloqueadas, son aquellas que se encuentran bloqueadas
en algunos modelos y activas en otros (inclusive el metamodelo) y por lo tanto pueden ser resueltas.
Las reacciones gap-filling (verde) son el conjunto de reacciones que se necesita anadir a un modelo
para desbloquear todas las reacciones bloqueadas no-meta-bloqueadas. Las reacciones gap-filling
agregadas un GEMM pueden ser posteriormente asociadas a uno o mds genes codificantes (mapeadas)
mientras que otras permanecerdan huérfanas (sin gen asociado).

4

La etapa de auto-completado o gap-filling se divide en dos pasos. En el primero se emplean las
relaciones de acoplamiento del metamodelo para inferir reacciones no presentes en el modelo pero
que son requeridas por una o mas reacciones bloqueadas del modelo. Por ejemplo, en el apartado
previo se discute el hecho de que las reacciones involucradas en la sintesis conforman un FCS y en
consecuencia en un modelo alguna de las reacciones se encuentran ausente, toda la ruta estara
bloqueada. Entonces, para cada reaccion bloqueada i presente en un modelo, se identifican todos
los meta-acoplamientos, i.e. todas las reacciones cuya ausencia producen el bloqueo de i, en el
metamodelo. Los meta-acoplamientos que no se encuentran presentes en el modelo son afiadidos.

12 El algoritmo fue re-implementado en lenguaje Python a partir del cédigo en Matlab distribuido con la
publicacion original (Vlassis et al., 2014). Para detalles de la implementacion ver apéndice C.
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Dado que en muchos casos la adiciéon de los meta-acoplamientos, si bien necesaria, no es
suficiente para resolver las inconsistencias, el segundo paso del auto-completado implica la
aplicacion de un algoritmo de gap-filling basado en optimizacion. El algoritmo de gap-filling
empleado es una version modificada de fastcore, en la que es posible incluir un vector de pesos
lineales que permite penalizar en forma diferenciada las reacciones candidatas a afiadirse al modelo
para resolver gaps. En concreto, lo pesos se ajustan de la siguiente forma: i) reacciones
espontaneas, sumideros y flujos de intercambio, tienen un peso de 0 ya que tanto una reaccion
espontanea como un flujo de intercambio no implica suponer la presencia de un gen codificante; ii)
las reacciones no presentes en el modelo que tienen niimero EC igual a alguno de los EC de las
reacciones presentes en el modelo también se les asigna un peso de 0, debido que el modelo ya
incluye un gen que potencialmente podria catalizador dicha reaccion; iii) a las demas reacciones no
presentes en el modelo se les asigna un peso genérico de 10, valor que mejora el desempenio de
fasctore, como se ha descrito previamente (Thiele et al., 2014). En la etapa de post-procesamiento
para cada reaccion afadida en el auto-completado, su numero EC se compara con el de las
reacciones originales del modelo y si hay coincidencias con alguna reaccion, entonces la regla de
asociacion gen-proteina-reaccion de dicha reaccion es transferida a la nueva reaccion. El proceso

completo de refinado se resume en los siguientes tres pasos:

1. Pre-procesamiento: Eliminar todas las reacciones meta-bloqueadas y los metabolitos meta-

gap del modelo y pre-computar los pesos para fastcore
2. Auto-completado de gaps (gap-filling):
a) Completado mediante meta-acoplamientos:

b) gap-filling basado en optimizacion utilizando fastcore, empleando el metamodelo
como la red global de referencia y utilizando los pesos pre-computados en 1.

3. Post-procesamiento: para cada nueva reaccion afiadida se busca un gen codificante de una

enzima presente en el modelo, que sea capaz de catalizar la reaccion.

El procedimiento descrito fue aplicado a cada unos de los 130 GEMMs presentes en el conjunto
de datos empleando en forma alternativa MM130.0 y MM130.1 como red de referencia. Esto
resultdé en dos versiones consistentes de cada modelo. Si bien, el procedimiento descrito ha
permitido realizar el curado los 130 modelos individuales, en este apartado solo se presentan y
discuten los resultados globales y cualitativamente mas significativos con respecto a la consistencia
del metamodelo empleado como red de referencia. El porcentaje promedio de reacciones auto-
completadas empleando meta-acoplamientos y fastcore, es en el promedio de los 130 modelos del
~50%. Es decir, que aproximadamente la mitad de las reacciones necesarias (aunque no suficientes)
para resolver las inconsistencias en un modelo se pueden inferir a partir de las relaciones de
acoplamiento del metamodelo. Esto indica que gran parte de las reacciones ausentes que generan
los gaps en los modelos pueden ser inferidas de las relaciones de acoplamiento de un metamodelo.
Ademas, siempre que no se modifique el metamodelo, los meta-acoplamientos solo se deberan
computar una unica vez. Como consecuencia, el auto-completado de un modelo basado en meta-
acoplamiento no requiere tiempo de computo y entonces el tiempo global de calculo para curar un
modelo se reduce, en relacion al tiempo requerido al auto-completar el modelo empleando

unicamente fastcore. Si bien la diferencia en los tiempos de computo no es muy notoria, esta sera
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mas apreciable si en lugar de emplear fastcore, se emplean métodos de optimizaciéon basados en
programacidon entera mixta, como los previamente propuestos (Kumar et al., 2007; Latendresse,
2014; Reed et al., 2006b).
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Figura 6.9 Relacion entre los modelos antes y después del gap-filling. En a) y b) se presentan los
resultados del gap-filling empleando MM130.0 y MMI130.1, respectivamente. Ambas graficos
representan la relacion entre el numero total de reacciones en los modelos refinados, con respecto al
numero de reacciones (excluyendo las reacciones meta-bloqueadas) presentes en los modelos
originales. Los cuadrados blancos y amarillos corresponden a E. coli y T. thermophilus,
respectivamente.

Por otra parte, al comparar los modelos curados respecto a su version original, los resultados
muestran que el tamafio de los modelos completados tiende a incrementarse notoriamente. Este
resultado es independiente de la version de metamodelo empleado como referencia. Como se
muestra en las figuras 6.9a-b, la relacién de tamafios entre los modelos, antes y después de resolver
las inconsistencias, sigue una relacion lineal. Ademas, se encuentra una tendencia similar si al
considerar el tamafio de los modelos originales se consideran también las reacciones meta-
bloqueadas (las cuales no se incluyen en las figuras 6.9a-b). Como era de esperar, el tamafo de los
modelos obtenidos luego de aplicar el procedimiento de gap-filling es mayor para la version que se
obtiene al emplear MM130.1. Sin embargo, para ciertos modelos no parece haber diferencias en el
resultado obtenido al emplear una u otra version del metamodelo. Tal es el caso de cinco
organismos, por un lado M. genitalium G-37, M. pulmonis y Phytoplasma OY (puntos rojos), y por
otro T. pallidum y B. burgdorferi B31 (puntos marrones). Estos cinco organismos comparten la
caracteristica de ser patdogenos y de poseer los genomas mas pequefios de los organismos del
conjunto de datos. Como consecuencia, la gran mayoria de las rutas metabodlicas que se
encontraban bloqueadas en MM130.0, resueltas en MM130.1, no estan codificadas en los genomas
de los cinco patogenos y por lo tanto, en dichos casos, el emplear un metamodelo u otro, no afecta
el resultado del gap-filling.

Al comparar en cada modelo el nimero total de reacciones afiadidas que no tienen genes
asociados (huérfanas) respecto el nimero total de reacciones bloqueadas que son curadas, se ve,
que para la mayoria de los modelos, esta relacion es menor que uno (ver figuras 6.10a-b). En tales
casos la resolucién de una reaccion boqueada implica, en promedio, la adicion de una reaccion
huérfana al modelo. Las figuras 6.10a-b también permiten ver que al emplear un metamodelo

160



6 Construccion y andlisis de Metamodelos

consistente un mayor numero de modelos queda por debajo de la recta x=), lo que indica que
requieren la adicion de menos reacciones huérfanas en relacion a las reacciones que son resueltas.
Sorprendentemente, en el caso de 7. thermophilus, el modelo con el mayor porcentaje de reacciones
bloqueadas, la resolucion de todas sus inconsistencias requiere la adicion de un nUmero
relativamente pequefio de reacciones huérfanas. Sin embargo, en muchos otros casos el niimero
total de reacciones huérfanas afiadidas excede de forma significativa el total reacciones bloqueadas
resueltas. Esto sugiere que en dichos casos muchas de las reacciones bloqueadas podrian
representar artefactos y que por lo tanto deberia ser “podadas” en lugar de desbloqueadas mediante
la adicion de reacciones huérfanas. Esta tendencia es muy clara para el caso de los cinco

organismos patogenos con genomas reducidos mencionados previamente.

Para evaluar el efecto que tiene el emplear distintas versiones de un metamodelo en los
resultados del algoritmo de gap-filling, se compard el contenido de reacciones de cada par de
modelos refinados con MM130.0 y MM130.1. En un total de 121 modelos, la versiéon que fue
completada empleando MM130.1 contiene al menos el 90% de las reacciones de la version
completada empleando MM130.0. Esto sugiere que, en la mayoria de los casos el modelo
consistente que se obtuvo al emplear MM130.0 como referencia se encuentra casi completamente
incluido en la version obtenida al emplear MM 130.1. Sin embargo, en el caso de cinco modelos el
porcentaje de inclusion fue menor al 80%. Estos cinco modelos, que se corresponden con los
patoégenos antes mencionados, tienen aproximadamente el mismo numero total de reacciones
huérfanas afiadidas, y sin embargo difieren en forma significativa, al menos respecto a los demas

modelos, cuando se comparan los respectivos conjuntos de reacciones.
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Figura 6.10 Relacion entre las reacciones desbloqueadas y las reacciones afiadidas. En a) y b) se
presentan los resultados del gap-filling empleando MM130.0 y MMI130.1, respectivamente. Ambas
grdficos representan la relacion entre el numero de reacciones huérfanas que se aniaden a los modelos,
respecto al niimero de reacciones inconsistentes que son resueltas como consecuencia de ariadir las
reacciones huérfanas. La linea punteada representa la funcion y=x. El cuadrado blanco y el amarillo
corresponden a E. coli y T. thermophilus, respectivamente.

Las rutas que fueron resueltas a mano en MM130.1 se completaron correctamente en aquellos
modelos que incluian alguna de dichas rutas reconstruidas de forma inconsistente. Por ejemplo, la
ruta de sintesis de la biotina fue completada en 97 modelos. Resultados similares fueron obtenidos
para el caso del sirohemo y de la vitamina B12. Sin embargo, como es de esperar, ninguna de estas
rutas puede ser completada en los modelos al realizar el gap-filling cuando se emplea la version
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inconsistente del metamodelo (MM130.0). Ademas, se encontré que al emplear MM130.0 como
red de referencia, muchos de los artefactos descritos (ver apartado 6.3.2) se propagan a los modelos
al aplicar el algoritmo automatico de gap-filling. Por ejemplo, para todos aquellos modelos que
incluyen al menos una reaccion de la ruta de sintesis de la vitamina B12, el correspondiente modelo
refinado incluye las dos variantes de dicha ruta (ver figura 6.4c), que dan lugar a un artefacto ya

que es la tnica forma en que dichas reacciones pueden operar en MM 130.0.

6.3.5 Extendiendo un metamodelo con nueva informacion bioquimica

Las bases de datos metabolicas como el SEED o el BioCyc, al igual que las bases de datos de
secuencias, son actualizadas periddicamente. Las actualizaciones incluyen la incorporaciéon de
nuevas reconstrucciones metabolicas, asi como nueva informaciéon bioquimica, como por ejemplo
una nueva actividad enzimatica, o la resolucion de una ruta metabolica no descrita previamente. En
el presente estudio, al realizar la construccion del metamodelo MM130 no se incluyeron ciertos
modelos presentes en el SEED. Tales modelos pueden contener informacion no presente en
MM130.1 como compuestos, reacciones, o incluso rutas metabolicas completas. Como
consecuencia, un metamodelo deberia ser actualizado con cierta frecuencia. Por lo tanto, para
evaluar el impacto de extender un metamodelo con nueva informacion bioquimica en dos sentidos.
Por un lado se estudiara su impacto en las propiedades estructurales del metamodelo, i.e. como se
reorganizan los acoplamientos. Por otra parte, se analizara el efecto en la resolucion de los modelos
individuales. Para extender el metamodelo se emplearon los 36 GEMMs de bacterias no
considerados en la construccion de MM 130 (verla descripcion del conjunto de datos en el apartado
6.2.1). El primer paso para realizar la extension del metamodelo fue identificar todas las reacciones
y metabolitos presentes en los 36 GEMM, que no estuviesen incluidas en MM130.1. En total se
encontraron 331 reacciones y 243 metabolitos y estos fueron afiadieron al metamodelo. La
extension dio lugar a una nueva version del metamodelo denominada MM166.0. Esta primera
version de MM166.0 incluye un total de 1909 metabolitos y 3047 reacciones. Al analizar la
consistencia del metamodelo extendido se detectd que 143 reacciones anadidas se encontraban
bloqueadas. De este conjunto, 119 estan incluidas en la lista de reacciones clasificadas como meta-
bloqueadas y por lo tanto fueron descartadas (ver apartado 6.3.2). Las restantes 24 reacciones
bloqueadas fueron resueltas de forma manual, a través de la resolucion de los mddulos inconexos
correspondientes. Durante la resolucién de dichas reacciones, se afiadieron de forma manual 12

nuevas reacciones y dos flujos de intercambio.

Tabla 6.5. Resultados de la extension del metamodelo con 36 nuevos GEMMSs. La tabla resume el
numero de nuevos metabolitos y reacciones anadidos a la version refinada de MM166. 1

Componente MM130.1 Anadidos MM166.1 (consistente)
Metabolitos 1666 113 1779
T Reacciones 1891 141 2032
Transportadores 396 55 451
Intercambios 295 30 325

1 Sin considerar ecuaciones de biomasa.
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La extension de MM130.1 con 36 nuevos modelos y la subsecuente revision y refinado, dieron
como resultado un version consistente del metamodelo extendido, denominada MM166.1, que se
encuentra descrita en la tabla 6.5 (el fichero S.6.1 incluye el metamodelo MM166.1 en formato
SBML). Esta nueva version incluye un total de 113 nuevos metabolitos, asi como 196 nuevas
reacciones, de las cuales 55 son transportadores. La mayor parte de las nuevas reacciones
intracelulares incluidas, participan en rutas metabolicas de degradacion de compuestos, como por
ejemplo la putresina o hidrocarburos como el octano, asi como rutas de degradacion de distintos
azucares (e.g. ruta alternativa de degradacion de la lactosa). Ademaés, como se indica en la tabla 6.5,
MM166.1 incluye 30 nuevos flujos de intercambio, lo que se traduce en 30 nuevos compuestos que
pueden ser importados o excretados por determinados modelos.

6.3.6 Analisis del impacto de la extension de un metamodelo

El impacto de extender un metamodelo fue analizado en dos sentido. En primer lugar se
estudiaron los cambios en las propiedades estructurales de la red que surgen al afiadir nuevas
reacciones. Concretamente se estudié la reorganizacion de los subconjuntos de acoplamiento
completo, es decir, como se reducen o fraccionan los FCS presentes en MM130 al afiadir nuevas
reacciones y como se organizan las nuevas reacciones en FCS. En segundo lugar se analiz6 el
impacto que la extension de un metamodelo puede tener al realizar gap-filling. Este segundo
analisis implicé realizar un gap-filling como el descrito en el apartado 6.3.4, pero empleando
MM166.1, para luego comparar las nuevas versiones refinadas con las obtenidas previamente
empleando MM 130.1 como modelo de referencia. El analisis de los cambios en la organizacion del
FCS se realiz6 de la misma forma que la comparacion de los modelos Blattabacterium Bge iCG238
y iMP240, es decir, comparando los FCS mediante el indice de Jaccard (ver apartado 4.3.3).

La tabla 6.6 presenta los resultados de la comparacion en la organizacion de los FCS entre las
dos versiones del metamodelo, i.e. MM130.1 y MM166.1. En primer lugar se destaca que las 196
nuevas reacciones, 105 se encuentra agrupadas en 32 FCS, donde el de mayor tamaiio incluye 14
reacciones involucradas en la sintesis de acidos grasos. Otros FCSs se corresponden con las ya
mencionadas rutas de degradacion de la putresina y la lactosa. Si bien, de acuerdo a las propiedades
de los acoplamientos, al expandir un modelo mediante la incorporacion de nuevas reacciones, las
relaciones de acoplamiento entre las relaciones iniciales pueden relajarse, es notable el hecho de
que la mayoria de los FCS presentes en MM130.1 no se ven afectados como consecuencia de la
extension. Esto indica que la mayoria de las reacciones afiadidas pertenecen a subsistemas
metabolicos independientes a los presentes en MM130.1 y como consecuencia no modifican en
gran medida las relaciones de acoplamiento entre las reacciones originales. No obstante, algunos
FCSs si se ven afectados por la expansion, indicando que algunas reacciones afiadidas aportan
modos alternativos de funcionamiento que relajan la estructura de los FCSs previamente
identificados.
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Tabla 6.6. Reorganizacion de los FCS al extender el metamodelo. La primera columna indica el
numero de reacciones que conforman el FCS. La segunda y tercera columnas indican el numero de
FCS de cierto tamario presentes en MMI130.1 y MMI166.1, respectivamente. La cuarta indica
cuantos pares de FCS de un tamario dado son iguales entre ambos modelos. En la quinta y sexta
columnas, el numero por fuera de los paréntesis indica cuantos FCS con un indice de Jaccard
mayor a 0.75 y 0.5 han sido encontrados, respectivamente, tomando como referencia de la
comparacion del modelo MM166. El numero entre paréntesis indica la diferencia en reacciones
para un par de FCS .

# Reacciones MM130 MM166 Jio * Jo.rs Jo.s0
2 234 250 213 - 12 (-1), 4 (-2)
3 65 67 52 9(1) 1(-2)
4 37 30 25 1(-1) 1(-2)
5 6 9 4 1(-1) -
6 6 5 4 1(-1) -
7 3 3 2 - -
8 1 3 1 - 1(-4)
9 2 2 2 -- -
10 2 2 1 1(-1) -
11 3 2 2 -- -
12 1 0 - = =
14 0 1 - - -
16 3 3 3 -- -
33 0 1 - 1(-1) -
34 1 0 - -- --

Como se menciona al inicio del apartado, para evaluar el impacto de la extension de un
metamodelo en el resultado del gap-filling, se aplicé el procedimiento descrito en la apartado 6.3.4
a los 130 GEMM. El procedimiento de gap-filling fue también aplicado a los 36 nuevos modelos
empleados para la extension del metamodelo (empleando MM130.1 y MM166.1). De manera que
para cada uno de los 166 modelos metabolicos se obtuvieron dos versiones refinadas: una
empleando MM130.1 y la otra empleando MM166.1. De forma similar al analisis realizado en
apartado 6.3.4, la comparacién entre cada versién de modelo refinado se basé en dos factores: 1) la
eficacia del gap-filling, es decir el nimero de reacciones desbloqueadas respecto al numero de
reacciones afiadidas; y 2) las diferencias entre los conjuntos de reacciones anadidas a un modelo al
emplear cada version del metamodelo. La eficacia promedio para el caso de los modelos refinados
con MM130.1 y MM166.1 fue de ~0.87 y ~0.93, respectivamente para los 130 del conjunto de
datos inicial. Mientras que para los 36 nuevos modelos la eficacia fue de ~0.9 con MM130.1 y
~0.99 al emplear MM166.1. El incremento en la eficacia al emplear el metamodelo extendido se
puede explicar en base al hecho que el algoritmo fastcore identifica un modelo consistente minimo
partiendo del conjunto de reacciones incluidas en el modelo con gaps. La forma de identificar
dicho minimo es minimizando el niimero total de reacciones que se deben afiadir al modelo para
que todas las reacciones sean consistentes. Por lo tanto, si cuando se aplica fastcore (o un
procedimiento alternativo de gap-fillling basado en optimizacion) se emplea como red de referencia
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un metamodelo mas grande, que incluya nuevas rutas y reacciones, es esperable que surjan formas
de resolver las inconsistencias que impliquen un menor niumero de reacciones. Como consecuencia,
al emplear metamodelos mas completos se espera un incremento en la eficacia del completado. Sin
embargo, a la hora de evaluar las diferencias entre las soluciones obtenidas con los dos
metamodelos, la métrica de eficacia definida no brinda ninguna informacion acerca de la similitud
entre los conjuntos de reacciones obtenidos.

Para poder comparar las soluciones obtenidas para cada modelo, en término de las reacciones
que son afnadidas, se empled6 el indice de Jaccard. El indice fue calculado para cada par de modelos
comparando los conjuntos de reacciones afiadidas en cada caso. El valor medio de los indices de
Jaccard medidos sobre los 130 modelos fue de ~0.71, y el mismo valor se obtuvo para los 36
modelos adicionales. Esto indica que en promedio cada par de versiones curadas comparte
aproximadamente el 85% de las nuevas reacciones afiadidas (tabla S.6.4F). Sorprendentemente, no
se aprecian mayores diferencias entre los valores del indice de Jaccard calculado para los conjuntos
de 130 y 36 modelos metabolicos, lo que sugiere que la mayor parte de la informacion bioquimica
necesaria para curar los modelos se encuentra presente en MM130.1, y que las 196 reacciones
adicionales afnadidas en el proceso de extension pertenecen a unos pocos modelos. Ademas, dado
que la mayoria de las nuevas reacciones afiadidas durante la extension del metamodelo, eran en su
mayoria consistentes en los modelos individuales, es de esperar que su presencia no afecte los
resultados del gap-filling.

6.4 Discusion

6.4.1 Deteccion de inconsistencias estructurales en modelos metabolicos

El analisis de consistencia realizado sobre el conjunto de 130 modelos metabodlicos de distintas
bacterias ha revelado que en la mayoria de los modelos, al menos el 25% de las reacciones se
encuentran bloqueadas. Los resultados también indican que la reconstruccion automatica de un
organismo no-modelo es mas sencilla cuando este se encuentra filogenéticamente proximo a
organismos mas caracterizados y para los que se dispone de una reconstrucciéon manual. Esto se ve
reflejado en el hecho de que los modelos con menos de un 25% de sus reacciones bloqueadas
pertenecen a las clase de las y-proteobacterias, que incluyen a E. coli. En efecto, el modelo con el
menor porcentaje de reacciones bloqueadas (~19%) corresponde a E. coli K12 (Opt83333.1).
Como punto de referencia, el porcentaje de reacciones bloqueadas en la ultima version de la
reconstruccion manual del GEMM de E. coli K12 1JO1366 es de ~10%.

Si se analiza el otro extremo, i.e. el modelo con mayor porcentaje de reacciones bloqueadas, nos
encontramos con que el GEMM de T. thermophilus (Seed300852.3) tiene un total de ~47% de sus
reacciones bloqueadas. Para el caso de este organismo existe también una reconstruccion manual
disponible denominada, 7. thermophilus iTT548 (Lee et al., 2014) cuyo porcentaje de reacciones
bloqueadas es del 27%. Este valor muestra, por un lado, que la reconstruccion metaboélica de T.
thermophilus presenta dificultades incluso cuando el modelo es curado de forma manual y ajustado
empleando datos experimentales. Por otra parte, al igual que para el caso de E. coli, las
reconstrucciones curadas de forma manual reducen de forma muy notable el numero de
inconsistencias presentes en el modelo.
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6.4.2 Analisis de consistencia global empleando un metamodelo

El analisis comparativo de las inconsistencias halladas en los 130 modelos muestra que un total
de 480 reacciones (~22%) se encuentran bloqueadas en cada uno de los modelos en que estan
presentes (i.e. siempre bloqueadas). Esto sugiere que un numero importante de inconsistencias
estequiométricas estan presentes a nivel de la base de datos metabolica empleada como referencia
para realizar las reconstrucciones. Al agrupar las 480 reacciones “siempre bloqueadas” por
subsistema'®, se encuentra que el 25% de las mismas se encuentra involucradas en biosintesis de
componentes de la pared celular asi como de lipidos de membrana (ver tabla S.6.2D). Esto muestra
de que la inferencia automatica de las rutas sintesis de componentes de la envoltura celular es
altamente compleja, lo que se debe, en gran medida, a la naturaliza iterativa de dichos procesos.

La gran diversidad de componentes de la envoltura celular que existe en general y la falta de
informacion experimental sobre la composicion de membrana de la mayoria de los organismos
analizados dificulta aun mas la tarea. Ademas, un 17% de las reacciones bloqueadas se encuentran
asociadas a subsistemas relacionados la biosintesis de diversos cofactores y vitaminas, como por
ejemplo las rutas de sintesis del sirohemo, la biotina y la vitamina B12. En el caso de la biotina, la
ruta se encontraba bloqueada debido a que estaba incompleta en todos los modelos. La razén que se
encontré es que cuando se reconstruyeron los GEMM del conjunto de datos, alin no se habia
resuelto la estructura bioquimica de dicha ruta. Esto representa un ejemplo ilustrativo de como los
modelos deben evolucionar en paralelo con el desarrollo del conocimiento bioquimico. En otros
casos, ciertas rutas se encontraron completas pero las reacciones estaban bloqueadas, como por
ejemplo, la ruta de sintesis de vitamina B12. Esta se encuentra reconstruida de forma completa en
diversos modelos y sin embargo, dado que estos modelos no incluyen reacciones de consumo para

la vitamina (e.g. ecuaciones de biomasa), la ruta se encuentra bloqueada.

La deteccion de gaps recurrentes motivé un analisis de consistencia global, i.e. el analisis de
consistencia de la red metabodlica global o metamodelo que surge como la uniéon de diversos
modelos individuales. Con este propdsito, se reconstruyé un metamodelo denominado MM 130.0
que incluye los 130 GEMM de metabolismos bacterianos analizados. El analisis de consistencia y
la inspeccién visual del conjunto de UMs identificadas en MM130.0 permitio: i) detectar
reacciones incluidas de forma erronea durante la reconstruccion de los modelos (e.g. reacciones
pertenecientes a la metanogénesis); ii) detectar y completar los gaps en rutas metabolicas
incompletas, mediante la adicion de nuevas reacciones (e.g. el caso de la biosintesis del acido
pimélico, precursor en la sintesis de la biotina); iii) la deteccion y resolucion de deadends globales
como el caso del S-adenosil-4-metiltio-2-oxobutanoato y de componentes no incluidos en las
ecuaciones de biomasa de ningin GEMM.

6.4.3 Acoplamiento de flujos y modulos en el metamodelo

El anélisis de acoplamiento a nivel de un metamodelo permite la identificacion de moddulos
funcionales, i.e. conjuntos de reacciones que se requieren para poder realizar ciertas funciones.
Parte del interés o motivacion de realizar un FCA sobre el metamodelo consiste en la posibilidad de

13 De acuerdo con la definicion empleada en la ontologia del SEED, un subsistema es un conjunto de roles
funcionales (e.g. actividades enzimaticas) que un anotador ha decidido que se encuentran relacionados.
Los distintos subsistemas definidos suelen corresponderse con la coleccion de roles funcionales que
componen una ruta metabdlica, un complejo (e.g. el ribosoma), etc.
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detectar “acoplamientos universales”. Estas relaciones estructurales sugieren la existencia de
restricciones en el disefio de las rutas metabdlicas y que por tanto se encuentren conservadas a lo
largo del arbol de la vida. Por ejemplo, los resultados expuestos en el apartado 6.3.6 muestran que
las actividades involucradas, tanto en rutas de biosintesis, como en rutas de degradacion, tienden a
presentar cierto grado de acoplamiento. Un caso extremo lo representa la ruta de sintesis de la
histidina, donde todas las reacciones conforma un FCS. Esto sugiere que muchas para rutas
metabolicas la evolucion solo ha encontrado un “solucién” quimica. Ademas, los intermediarios de
dichas rutas no tienen conexion con otras rutas metabolicas. Tales situaciones dan lugar a modulos
cuya interfase con el resto de la bioquimica son el sustrato inicial y el producto final. El caso
concreto de la histidina indica que dentro del universo bioquimico conocido, no solo existe una
unica ruta para la sintesis de un aminoacido fundamental como la histidina, sino que todas las
actividades enzimaticas que participan en su sintesis conforman una unidad funcional, en principio,
indivisible. Ademads, el hecho que la ruta de la histidina tenga como producto intermediario al
AICAR, genera un acoplamiento direccional entre este proceso y las sintesis de novo de purinas.
Esto podria tener consecuencias funcionales debido a que como ya fue mencionado, este
acoplamiento representa un caso de punto débil en el metabolismo (Melendez-Hevia and Paz-Lugo,
2008). Este ejemplo ilustra ademas, como el FCA permite identificar acoplamientos
estequiomeétricos entre procesos metabolicos, a priori, independientes y que al ser identificados en
un metamodelo plantean cierta universalidad.

Contrariamente a los casos de rutas de degradacion y biosintesis, la mayor parte de las
actividades enzimaticas involucradas en el metabolismo central (e.g. glicdlisis, ciclo TCA, o ruta
de las pentosas fosfato) practicamente no presentan acoplamientos. Este resultado sugiere la gran
versatilidad que existe en el metabolismo central. Ademas, si bien hay que tener en cuenta que al
realizar el andlisis de un metamodelo hay una yuxtaposicion de muchas variantes de las rutas (lo
que puede tener como efecto el que los acoplamientos se relajen), a diferencia de otras rutas
metabdlicas, la estructura del metabolismo central del carbono se encuentra muy conservadas a lo
largo del arbol de la vida (Morowitz et al., 2000; Peregrin-Alvarez et al., 2009; Romano and
Conway, 1996). Como consecuencia, el bajo acoplamiento detectado entre las actividades
enzimaticas del metabolismo central no se debe al efecto antes mencionado si no que refleja, tanto
de la robustez, como de la versatilidad funcional que exhibe el conjunto de dichas actividades
enzimaticas (Barve et al., 2014; Noor et al., 2010). En efecto, este patron en el cual el metabolismo
central se encuentra muy desacoplado, mientras que las rutas de degradacion y sintesis presentan
un mayo nivel de acoplamiento se corresponde en buena medida con el concepto de arquitectura
bowtie propuesto para describir el disefio del metabolismo (Csete and Doyle, 2004; R. Tanaka et
al., 2005; Tanaka, 2005). Ademas, es notorio el hecho que la distribucion de grado (tanto de entrada
como de salida) en el grafo de acoplamiento del metamodelo ajuste de forma significativa a una
distribucién de potencia. Si bien este patron se ha descrito para el caso organismos individuales
como S. cerevisiae, E. coli y H. pylori (Burgard et al., 2004), el echo de que un patrén similar se
detecte sobre un metamodelo podria sugerir la existencia de cierta universalidad en la estructura de
los acoplamientos entre el universo de reacciones bioquimicas. Ademas de su interés per se, la
informacion que brindan las relaciones de acoplamiento puede emplearse para facilitar la
reconstruccion y el refinado de modelos metabdlicos. Esto es posible debido a que de acuerdo con

las propiedades del acoplamiento, al considerar las relaciones entra las reacciones en un
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metamodelo estas tienen a conservarse o a volverse mas estrictas al considerar una subred (i.e. un
subconjunto de reacciones del metamodelo). Esto es valido siempre que el modelo de un organismo
pueda considerarse una subred del metamodelo.

6.4.4 Impacto de la consistencia de un metamodelo en los resultados del gap-
filling

En muchos estudios enfocados la resolucion del problema del gap-filling, gran parte de la
atencion se ha puesto en el desarrollo de algoritmos que predigan reacciones candidatas para
completar los gaps (Brooks et al., 2012; Kumar et al., 2007; Latendresse, 2014; Reed et al., 2006b;
Vlassis et al., 2014). Sin embargo, se ha dedicado menos interés al problema de la consistencia de
las bases de datos metabodlicas empleadas como referencia para realizar una reconstruccion. Como
se ha mostrado a lo largo de este capitulo, la consistencia de la base de datos de referencia es
necesaria para poder reconstruir modelos consistentes de forma automatica. Empleando dos
metamodelos diferentes, se realizd un gap-filling sobre el conjunto de datos, para evaluar como la
completitud y consistencia del metamodelo afectan los resultados del completado. Al comparar
cada par de modelos obtenidos, se encontr6é que en la mayoria de los casos (125 de 130), la version
completada con el metamodelo consistente contiene incluyen, en buena medida a la version del
modelo completada con el metamodelo inconsistente. Esto es debido a que las reacciones, que son
consistentes en ambos metamodelos conducen a soluciones similares al aplicar el realizar gap-
filling sobre un modelo. Sin embargo, la version del metamodelo sin refinar (MM130.0) incluye un

mayor numero de reacciones meta-bloqueadas que no pueden ser resueltas en los modelos.

El numero de reacciones meta-bloqueadas es considerablemente menor en MM130.1 y por eso
los modelos completados que se obtienen con este metamodelo incluyen un mayor nimero de
reacciones. En el caso de los 5 modelos cuya diferencias entra las versiones refinadas con los dos
metamodelos es menor al 89% esta se vio que varia entre 65-80% lo que indica que una gran
diferencia notable en los resultados del gap-filling obtenidos con cada metamodelo. Estos
resultados muestran que en algunos casos, los resultados del auto-completado automatico se ven
muy afectados por el metamodelo empleado como referencia. Estos cinco modelos presentaron la
mayor divergencia entre sus dos versiones refinadas se corresponden con los modelos de menor
tamafio. Dado que estos organismos corresponden a parasitos y simbiontes obligados que se
encuentran adaptados a la vida intracelular. Como consecuencia, sus metabolismos suelen
encontrarse muy reducidos y fragmentados debido a la presencia de eventos de complementacion
metabolica, por lo que la reconstruccion metabodlica de este tipo de organismos suele ser mas

susceptible a que los algoritmos de gap-filling automatico predigan artefactos.

Otro aspecto analizado fue la eficacia del gap-filling, i.e. la relacion entre el nimero total
reacciones desbloqueadas y el total de reacciones huérfanas afiadidas. En muchos casos los
resultados indican una eficacia muy baja, y este resultado es independiente del metamodelo
empleado para realizar el gap-filling. Esto indica que muchas de las reacciones bloqueadas pueden
representar artefactos en lugar de rutas metabolicas incompletas. En tales casos, las reacciones
deberian ser eliminadas del modelo en lugar de completar una ruta que el organismo no codifica.
Por ejemplo, la reconstruccion inicial de M. genitalium G-37 (Opt243273.1) contiene 292
reacciones de las cuales 118 se encuentra bloqueadas. Después de realizar el gap-filling, las
versiones auto-completadas con ambos metamodelos incluyen mas de 500 reacciones. Por su parte,
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la reconstruccion manual M. genitalium G-37 iPS189 contiene un total de 265 reacciones, de las
cuales 90 no tienen gen asociado (Suthers et al., 2009), lo que muestra que el gap-filling
automatico de dicho modelo sobrestima de forma muy significativa el numero de reacciones
presentes en el metabolismo del patdgeno. Estas discrepancias ponen de manifiesto que muchas de
las reacciones inconsistentes deberian ser eliminadas en lugar de completar los gaps. Un ejemplo
donde se ve claramente este fenomeno surge al analizar la consistencia de la ruta de sintesis de la
histidina. En este caso se identificaron 20 modelos donde la ruta se encuentra bloqueada y se ve
que algunos de los organismos codifican las actividades de la ruta. En otros casos es mas plausible
suponer que la ruta no esta presente. De esto se deduce que la revision de un metamodelo es una
condicion necesaria, pero no suficiente, para poder realizar refinado de modelos en forma
automatica.

6.4.5 Extension de metamodelo mediante la adicion de nuevos modelos

La extension del metamodelo MM130.1 mediante la inclusion de 36 nuevos GEMM no
considerados durante su reconstruccion inicial mostrod, por un lado, la existencia de un niimero
relevante de reacciones involucradas en el metabolismo de algunas bacterias, que no estaban
presentes en MM 130.0. Esto pone de manifiesto la necesidad de actualizar con cierta periodicidad,
un metamodelo, o una base de datos metabdlica empleada para reconstruir modelos metabdlicos a
escala gendmica. Por otra parte, la nueva informacion bioquimica, en términos de nuevas
reacciones, que se incorpora al metamodelo al afiadir 36 nuevos modelos es relativamente pequeiia
si se tiene en cuenta que esta representa menos del 8% del total de reacciones incluidas en
MM130.1, lo que indica que el conjunto de reacciones presentes en estos modelos esta contenida
en el metamodelo y solo una pequefia fraccion de estas representa nueva informacion bioquimica.
Sin embargo, debido a la naturaleza combinatorial de las innovaciones metabdlicas, un numero
reducido de nuevas reacciones afadidas a un metamodelo puede aumentar en mayor medida el

namero de metabolismos que se pueden inferir a partir del mismo.

6.4.6 Consideraciones finales

Si bien ha habido un avance considerable en la reconstruccion automatica de GEMMs, los
modelos generados de forma automatica aun contienen un alto porcentaje de inconsistencias
estructurales, como muestran los resultados que se han presentado en las secciones previas.
Ademas, la deteccion de inconsistencias recurrentes manifestadas en forma de reacciones meta-
bloqueadas indica que, en muchos casos, los gaps pueden encontrarse presentes en el metamodelo
0 base datos metabodlica empleada para realizar las reconstrucciones. No obstante, la revision de
bases de datos biologicas en general es una tarea que insume mucho tiempo. Ademas, en el caso
particular de las bases de datos metabolicas, esta tarea presenta la dificultad adicional que es lidiar
con la complejidad que representan las redes metabolicas. en este sentido, los resultados del
analisis presentado en este capitulo muestran como el CBM y su extensiones para el analizar
consistencia, pueden ser empleados para analizar y refinar bases de datos metabolicas. Como
consecuencia, el analisis de consistencia presentado en este capitulo puede servir a modo de
protocolo poder detectar y resolver los gaps e inconsistencias, asi como eliminar artefactos e
informacion redundante, en bases de datos metabolicas.
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Capitulo 7

7 Discusion general

A lo largo de los distintos capitulos de la Tesis se ha hecho una discusion particular de los
problemas planteados y resueltos, haciéndose énfasis en los aspectos concretos desarrollados en
cada apartado. En el presente capitulo se presenta una discusion general, centrada
fundamentalmente en dos puntos: i) los aspectos metodoldgicos desarrollados a lo largo de la Tesis,
poniendo los resultados obtenidos en el contexto del refinamiento de los modelos metabolicos; y ii)
sobre el problema de la emergencia y establecimientos de la complementacion metabolica, en el

contexto de la evolucidn de consorcios bacterianos.

Construccion y refinado de modelos metaboélicos

Como se ha visto a lo largo de esta Tesis, la consistencia de un GEMM depende, en gran medida,
de la calidad y precision de la anotacion del genoma correspondiente, asi como de la consistencia
de la base de datos metabodlica o metamodelo empleados durante la reconstruccion (Latendresse et
al., 2012; Pah et al., 2013; Vitkin and Shlomi, 2012). Los errores en la anotacion de genes
metabodlicos conducen a la presencia de artefactos en la formulacion de un modelo, los cuales
pueden ser detectados mediante un andlisis de consistencia, basado en CBM (Orth and Palsson,
2010). La aplicacion del analisis de consistencia sobre diversos GEMMs, junto a la revision de las
anotaciones correspondientes realizados en este trabajo, han permitido identificar dos tipos o clases
de errores de anotacion: (1) la ausencia de determinadas anotaciones funcionales, e.g. un gen no
identificado o de funcion desconocida; y (2) la asignacion incorrecta de una actividad enzimatica a
un cierto gen. La presencia de errores de tipo (1) y (2) conducira a la ausencia de ciertas reacciones
y a la inclusidon de reacciones incorrectas (i.e. artefactos), respectivamente, En un GEMM ambos
tipos de error se manifestaran como metabolitos gap y reacciones bloqueadas. En el caso de errores
tipo (1) los gaps deberan de ser completados. Sin embargo, los errores de tipo (2) implican que el
GEMM incluye una o mas reacciones que no tienen lugar en el metabolismo del organismo, y por
tanto dichas reacciones deberian ser eliminadas del modelo (Ponce-de-Ledn et al., 2015). El
problema reside en cémo diferenciar aquellas reacciones bloqueadas que son consecuencia de un
error tipo (1), de las reacciones afiadidas de forma errénea y que corresponden a errores de tipo (2).
Como se ha visto en este trabajo, la distincién entre ambos tipos de errores dista mucho de ser

trivial. En efecto, si no se consideran ambas situaciones con precauciones, un gap-filling
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automatico podria sobrestimar el complemento metabdlico de un organismo introduciendo
reacciones para resolver gaps que son consecuencia de errores de tipo (2). En tales casos, las

reacciones inconsistentes deberian ser eliminadas en lugar de completar gaps ficticios.

El problema se vuelve ain mas complejo al considerar organismos que exhiben
complementacion metabolica como es el caso de los endosimbiontes (Calle-Espinosa et al., 2016).
Esto se debe a que si una ruta metabdlica se encuentra distribuida entre dos organismos, al
considerar el metabolismo de un unico miembro de la asociacion se tiene una vision parcial del
sistema (Ponce-de-Leon et al., 2013). En efecto como se vio en los capitulos 4 y 5, muchas rutas
metabolicas reconstruidas en modelos de endosimbiontes desembocan en deadends, que pueden ser
rutas complementas, y los deadends metabolitos que son intercambiados. Sin embargo, la mayoria
de los casos estos compuestos carecen de transportadores especificos y por lo tanto son
intercambiados por difusion. Al igual que los errores de tipo (2) la presencia de deadends aparentes
puede conducir a un completado incorrecto de gaps, cuando la solucion consistiria en afadir los
transportes por difusiéon. Sin embargo, los metamodelos no suelen incluir transportes por difusion
para metabolitos que son intermediarios de rutas metabdlicas, ya que la mayoria de las membranas
no son permeables a estos compuestos. Un primer paso para resolver este problema, podria
consistir en estimar la capacidad de difundir a través de una bicapa lipidica, de todos aquellos
metabolitos gap de tipo RNP o RNC (root deadends) detectados. Empleando esta informacion se
deberia expandir el metamodelo afiadiendo transportes para todos los deadends que potencialmente
puedan difundir a través de una membrana celular y finalmente realizar un gap-filling.

Una caracteristica que comparten la mayoria de los algoritmos de gap-filling automaticos
basados en el CBM es que resuelven el problema de forma global. El problema consiste en
encontrar un modelo consistente que implique la menor cantidad de cambios respecto a la version
original. Es decir, que la solucion optima que estos buscan es aquella en la que haya que introducir
un numero minimo de cambios en el modelo (e.g. afiadir nuevas reacciones, relajar la
irreversibilidad de ciertas reacciones, etc.) para que el modelo sea consistente (Kumar et al., 2007;
Vlassis et al., 2014). Sin embargo, tales algoritmos no incluyen de forma explicita la posibilidad de
eliminar reacciones que se consideren artefactos. El calculo de los modulos inconexos (ver
apartado 3.6) brinda la posibilidad de resolver las inconsistencias de un modelo de forma iterativa.
Por ejemplo, después de identificar el conjunto de UMs en un modelos se podria evaluar si un
modulo inconexo en particular debe ser completado o removido del modelo, considerando los
genes codificantes asociados a las reacciones involucradas en el UM, las propiedades
fisicoquimicas de los metabolitos gap de tipo RNP o RNC y el nimero de reacciones “huérfanas”
que se deberian afiadir para re-conectar el UM. En perspectiva, seria posible automatizar el proceso
de analisis y resolucion de los UMs, para que con esta informacion, un experto puede decidir, a
posteriori, cuales son los UM que tienen un correlato bioldgico y deben ser curados, y cuéles

representan alguna clase de artefacto y deben ser eliminados del modelo.

Las principales ventajas que el analisis de los UMs presenta frente a otras estrategias de
resolucion de inconsistencias (Kumar et al., 2007; Latendresse, 2014; Reed et al., 2006b) es que es
un calculo que no requiere el ajuste de parametros y el costo computacional es virtualmente nulo.
Por otra parte, la aproximacion de los UM puede también emplearse para interpretar otro tipo de

problemas, como por ejemplo asistir en la interpretacion de los resultados de experimentos de
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knockout. En dicho caso, el cdlculo y analisis de UMs se podria emplear para identificar qué
modulos del metabolismo se desconectan como consecuencia del knockout de una o mas enzimas.
En el contexto del estudio de endosimbiontes, esta misma aproximacion podria también emplearse

para predecir eventos de complementacion metabdlica.

Evolucion de la complementacion metabolica

La evolucion de la complementacion metabdlica en consorcios endosimbiontes y de las
interacciones nutricionales en general se encuentra moldeada por multiples factores, muchos de los
cuales actuando en forma simultanea (Tan et al., 2015). En el caso de la evolucion de
endosimbiontes, un factor clave es el proceso de reduccion genomica irreversible, o trinquete de
Muller, que surge como consecuencia de la vida intracelular obligada y los cuellos de botella a los
que estan sujetas las poblacionales de endosimbiontes (Mira and Moran, 2002; Moran, 1996). Este
proceso tiene como consecuencia que los genes cuya pérdida no represente un efecto deletéreo para
el sistema se fijaran a nivel de la poblacion por el efecto de la deriva génica. Ademas, la vida
intracelular obligada limita la posibilidad de adquirir nuevos genes por transferencia horizontal.
Los casos en que ocurre, los genes son transferidos del simbionte al hospedador (Husnik et al.,
2013; Nikoh et al., 2010; Nikoh and Nakabachi, 2009). En contraste, un hospedador puede ser
infectado por nuevas bacterias que devengan en endosimbiontes secundarios. En los casos donde
multiples endosimbiontes coexisten, es posible que existan rutas metabolicas redundantes entre los
genomas de los endosimbiontes. Esto podria dar lugar a que genes, antes esenciales, pasen a ser
prescindibles ante la presencia de un endosimbionte secundario. Estas situaciones pueden dar lugar
a la posibilidad de emergencia de complementacion metabolica. Un escenario posible es que la
complementacién no represente una ventaja selectiva, sino que sea una consecuencia neutral del

propio proceso de reduccion gendémica.

Alternativamente, el establecimiento de una complementacion metabodlica podria representar una
estrategia que presente ventajas desde un punto de vista selectivo. La division de tareas puede
reducir el coste que conlleva la sintesis de compuestos esenciales como cofactores y aminoacidos y
de las enzimas necesarias para su sintesis. Esta reduccion seria benéfica, tanto para los
endosimbiontes como para el hospedador. Los experimentos realizados con el GEMM del
consorcio mostraron que la complementaciéon metabodlica puede exhibir rendimientos cuasi-
optimos con un nimero minimo de genes. Ademas, el estudio cinético permitidé ver que en ciertas
condiciones la complementacion es la estrategia que permite minimizar la concentracion total de
enzimas. Por lo tanto, aquellos hospedadores cuyos simbiontes sean capaces de satisfacer sus
demandas nutricionales en forma mas eficiente, exhibiran un incremento en sus tasas de
crecimiento (Shachrai et al., 2010). Estos resultados podrian estar relacionados con los
experimentos realizados con comunidades de cross-feeders sintético que intercambian distintos
aminoacidos (Hosoda et al., 2011; Kerner et al., 2012; Mee et al., 2014). Para ciertas comunidades
sintéticas, los experimentos muestran que los organismos cooperadores crecen de forma estable y
exhiben tasa de crecimiento mayores que la de las cepa silvestre (Germerodt et al., 2016; Pande et
al., 2014). Estos resultados experimentales muestran como la division de tareas permite un aumento
de la eficiencia tanto a individual como poblacional. En efecto, el coste de sobre-producir un tinico
aminoacido e intercambiarlo por otro es significativamente menor al coste de producir ambos
aminoacidos para uno (Mee et al., 2014; Pande et al., 2014). Sin embargo, para que este tipo de
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interacciones sean benéficas la estructuracion espacial es un factor clave (Germerodt et al., 2016;
Pande et al., 2016; Pfeiffer and Schuster, 2005). El caso de los consorcios endosimbiontes es un
caso particular de comunidad microbiana con una estructura espacial claramente definida. La
complementacion metabolica podria considerase como un caso particular de cross-feeding. Si bien
sensu stricto, cross-feeding es un término que se usa para referir a las interacciones nutricionales en
las que se intercambian productos “finales”, tales como aminodcidos o cofactores (Seth and Taga,
2014). Sin embargo, el concepto podria extenderse al caso de la complementacion metabodlica ya
que implica un intercambio de compuestos que posibilita el crecimiento de ambos organismos.

El fenémeno de la complementacion metabolica puede también estar relacionado a la hipotesis
de la reina negra (BQH, Black Queen Hypothesis) (Morris et al., 2012). La BQH sostiene que
siempre que una funcion metabolica sea redundante entre los miembros de una comunidad, y que el
producto final de dicho proceso se permeable y por lo tanto parte se escape fuera del organismo
que lo produce, el resto de los miembros de la comunidad podran aprovechar el “bien publico”. De
esta manera, la BQH predice que la mayor parte de los organismos tenderdn a perder los genes que
codifican dicha funcion, hasta que solo un inico miembro brinde el servicio a toda la comunidad.
La explicacion se basa en que la pérdida de la funcion confiere una ventaja selectiva al organismo,
en términos del ahorro que significa emplear un bien comun en lugar de producirlo. En forma
similar, la interpretacion de los incrementos en las tasas de crecimiento de los miembros
observadas en los experimentos con comunidades sintéticas de cross-feeders, radica en la misma
idea de que la division de tareas permite un aumento de la eficiencia individual. En este sentido, la
emergencia de la complementacion metaboélica podria considerarse una consecuencia de la BQH.
La comprension de los principios y mecanismos que rigen la evolucion de los ecosistemas
microbianos puede ser de gran ayuda en el disefio de comunidades sintéticas de interés potencial
para la industria (GroBkopf and Soyer, 2014; Hosoda and Yomo, 2011). Las aproximaciones
desarrolladas en esta Tesis se podrian extender para modelar este tipo de comunidades. Sin
embargo, la consideracion de mecanismo de regulacion alostérica es atin un problema dificil de
abordar en GEMM. Aunque es posible que esta aproximacion permita eventualmente el disefio de
comunidades sintéticas con aplicaciones en la industria (Hosoda and Yomo, 2011).
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Capitulo 8

8 Conclusiones

Este trabajo se ha centrado en el desarrollo de metodologias para la reconstruccion y analisis de

modelos metabolicos reconstruidos a escala gendmica, y su aplicacion estudio de modelos

metabdlicos de bacterias endosimbiontes, con énfasis en el fenomeno de la complementacion

metabolica. De acuerdo con este planteamiento a continuacidon se exponen las principales

conclusiones del estudio realizado y que configuran la presente Tesis doctoral:

1.

La definicion de metabolito gap, asi como su extension al caso de los pseudo-gaps,
combinada con la definicion previa de reaccion bloqueada, ha permitido introducir el
concepto de modulo inconexo asi como un método para su calculo. La aplicacion de estas
aproximaciones a la revision del modelo de Blattabacterium Bge iCG238, ha permitido
identificar y resolver todas las inconsistencias detectadas, dando como resultado una
version refinada del modelo denominada iMP240.

Mas alla del gran avance en la reconstruccion automatica de GEMMs, los modelos
generados aun contienen un alto porcentaje de inconsistencias estructurales. El andlisis a
gran escala realizado, ha permitido detectar la presencia de inconsistencias recurrentes que
a su vez indican que tales gaps se encuentran presentes en el metamodelo o base datos
metabolica empleada durante la reconstruccion de los modelos. La reconstruccion y
revisado del metamodelo denominado MM166, ha permitido mostrar que el CBM puede
ser empleado en la revision y refinado de bases de datos metabdlicas.

La reconstruccion metabolica de B. aphidicola BCc y S. symbiotica SCc, endosimbiontes
del afido del cedro, dio como resultado los respectivos modelos metabolicos denominados,
iBCc98 y iSCc236. El analisis de dichos modelos ha permitido la revision y correccion de
las anotaciones gendmicas correspondientes, asi como una mejora en la prediccion de las
condiciones de crecimiento y las capacidades metabodlicas de cada endosimbionte. Esto
muestra la importancia del uso de modelos en el estudio de capacidades metabolicas de
microorganismo no cultivables.
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Combinando iBCc98 e iSCc236 se reconstruyod un modelo compartimentado del consorcio.
El modelo denominado iBSCc reproduce los eventos de complementacion descritos entre
las bacterias, asi como un nuevo caso no descrito previamente. Ademas, el analisis in-silico
realizado sobre la biosintesis distribuida del triptofano, muestra que el disefio de la
complementacion en dicha ruta, exhibe un rendimiento de produccion cuasi-O6ptimo,
empleando un niimero minimo de genes, lo que sugiere que la fijacion de dicho evento

pudo haber sido consecuencia de un proceso selectivo.

El desarrollo y de un modelo simple para el analisis cinético de la complementacion,
muestra que: i) en presencia de inhibicion enzimatica, la complementacion metabdlica es la
estrategia Optima que minimiza la concentracién enzima necesaria para satisfacer la
demanda del producto; y ii) que las propiedades fisicoquimicas de los intermediarios de la
ruta pueden determinar, o al menos restringir, el intermediario intercambiado en una ruta

complementada.



Modelado Basado en Restricciones

Apéndice A

A.1 Introduccion al CBM

A.1.1 Definiciones generales

Este apéndice es una breve introduccion al modelado basado en restricciones. A continuacion se
introduciran algunos términos relacionados con la estequiometria y la estructura de las redes
bioquimicas que seran empleados a lo largo de la seccion (Klamt and Stelling, 2006). Una reaccién
bioquimica se puede caracterizar mediante las siguientes propiedades: 1) la estequiometria; ii) la
direccion en que ocurre la reaccion; iii) la enzima que cataliza la reaccidn; y iv) la cinética de la
reaccion. En el analisis estructural, solo se tienen en cuenta las tres primeras propiedades, de forma
que los aspectos dinamicos no se consideran (Palsson, 2006). La estructura de un red metabdlica se
puede definir en términos de como las sustancias se encuentran conectadas unas con otras a través
de los flujos de las reacciones (Mahadevan and Palsson, 2005). De esta manera la estructura de la
red viene dada por la estequiometria de las propias reacciones. En este contexto una red metabolica
estara definida por un conjunto de metabolitos y un conjunto de reacciones, que se nombraran

como [ y J, respectivamente y se llamara J, < J al subconjunto de reacciones irreversibles.

Irrev
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Figura A.l1. Representaciones alternativas un sistema metabolico. En a) se representa un sistema
compuesto por tres metabolitos A, B y C internos que participan en diversas reacciones, el diagrama
tambien incluye los correspondientes metabolitos externos, A., B., y C.. En b) se representan las
ecuaciones de balance de los distintos metabolitos. En c) se representa el sistema de ecuaciones
diferenciales en formato matricial.

La figura A.1 muestra el diagrama de una red metabolica de ejemplo, junto a las variables
correspondientes que describen el estado del sistema. Esta red, incluye tres metabolitos (internos),
tres metabolitos (externos) y siete reacciones (todas irreversibles excepto b;). De acuerdo con lo
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anterior, una caracteristica de cualquier sistema metabolico es la existencia de una frontera o
contorno que define la interfase de intercambios con el ambiente exterior. A partir de esta idea de
frontera, surgen las nociones de metabolitos internos y externos. Por un lado, los metabolitos
internos son aquellas especies que son producidas y consumidas por los procesos internos del
sistema y se consideran de forma explicita en la definicion de la red. Por otra parte, los metabolitos
externos representan fuentes o sumideros externos al sistema y por tanto no son incluidos de forma
explicita en la descripcion del sistema (Heinrich and Schuster, 1996). La descripcion matematica de
una red metabdlica puede realizarse a través de las ecuaciones de balance de cada metabolito
(Heinrich and Schuster, 1998). Estas describen la relacion entre los cambios de concentracion de
cada metabolito y de los flujos de las reacciones que los producen y consumen. De esta manera,
dada una red metabolica con I metabolitos y J reacciones, las ecuaciones de balance
correspondientes a cada metabolito se pueden escribir de la siguiente forma:

Yongev,=b, Vi€l (Ec. A.1)

jeJ
Donde v, es el flujo a través de la reaccion j; n;; es el coeficiente estequiométrico del metabolito i

en la reaccion j'; y b, es la tasa de cambio de la concentracion del metabolito i con respecto del

tiempo, que como se vera mas adelante, corresponden a los flujos de intercambio (apartado A.1.3).
Como se muestra en la figura A.1 el sistema de ecuaciones A.1 se puede representar en forma mas

compacta empleando notacion matricial:
N-v=b (Ec. A.2)

Donde N es la matriz estequiométrica de |I| filas (metabolitos) x |J| columnas (reacciones); v es

un vector de dimension 1x|J

, donde cada entrada v, es el flujo a través de la reaccion j; y b es el

vector de las derivadas de las concentraciones de los metabolitos respecto del tiempo.

A.1.2 Imposicion de restriccion

Al igual que cualquier sistema fisico, los sistemas bioldgicos se encuentran sujetos a distintos
tipos de restricciones que incluyen, en primer lugar las leyes de conservacion de materia y energia.
Dichas restricciones pueden emplearse para reducir el espacio de posibles estados del sistema
(Price et al., 2004). En el caso del metabolismo la restriccion de la conservacion de la masa esta
implicita en las ecuaciones de balance de cada metabolito. Dado que el objetivo del analisis
estequiométrico es caracterizar las propiedades estructurales de una red metabolica, se supone que
el sistema opera en estado estacionario, de manera que las concentraciones de los distintos
metabolitos no cambian con el tiempo. Al imponer dicha condicion sobre las ecuaciones de balance
(Ec. A.2) se obtiene un sistema homogéneo de ecuaciones lineales:

N-v =0 (Ec. A3)

De esta manera, cualquier vector v compatible con la ecuaciéon A.3 es una distribucion de flujos
estacionaria. Sin embargo, en las condiciones fisiologicas de una célula muchas reacciones
bioquimicas pueden considerarse procesos irreversibles. Si se sabe qué reacciones de la red son
irreversibles es posible emplear esa informacidén para afiadir nuevas restricciones al sistema que

1 Por convencion el signo de n es negativo (positivo) si el metabolito i es consumido (producido) por la

reaccion j.
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permitan eliminar estados que no son compatibles con la termodindmica de alguno de los procesos
involucrados. La irreversibilidad de las reacciones puede formularse de forma sencilla
introduciendo restricciones de signo sobre el valor del flujo de la siguiente forma:

v,20, V jeJ, (Ec. A.4)

irrev

En donde J

reacciones irreversibles en el sentido compatible con la termodinamica. Al considerar de la

e =J €5 €l conjunto de reacciones irreversibles, y la restriccion garantiza quelas
restriccion ecuacion A.3) junto con A.4 el espacio de los posibles estados metabdlicos queda
restringido a las soluciones del sistema lineal y homogéneo de igualdades y desigualdades,
definidas por la matriz estequiométrica N y el conjunto de reacciones irreversibles J, . (Gagneur

and Klamt, 2004). Dicho espacio de soluciones asociado a una red, es comiinmente referido como

el cono o el espacio de flujos definido mediante la siguiente expresion:
F={veR” :Nwv=0, v >0 VjeJ, | (Ec. A.5)

El espacio de flujos F contiene todos posibles estados en que puede funcionar asociado la red
metabolica asociada. En lo que sigue, se denominara como distribucion de flujos a cualquier vector
v que pertenezca a F. El término “modelado basado en restricciones” (Constraint-based Modelling,
CBM) proviene del hecho que la definicién del espacio de flujos, que se puede pensar como el
“genotipo” de la red, se define mediante la imposicion de restricciones que reducen o limitan los
posibles estados funcionales, o fenotipo, que podria adoptar un organismo. Dentro del marco
metodoldgico que implica el CBM, pueden incluirse aquellas aproximaciones desarrolladas para
describir la estructura del cono de flujos F y que son referidas con el nombre genérico de analisis
de rutas metabdlicas o pathway analysis (Klamt and Stelling, 2003). El objetivo del analisis de
rutas metabolicas es identificar un conjunto de distribuciones de flujo que permitan generar todo el
espacio de flujos asociados una red (Schilling et al.). Una de dichas aproximaciones es el analisis
de modos de flujo elementales (Schuster et al., 2000). En dicha aproximacion se introdujo el
concepto de modo elemental asi como un algoritmo para calcularlos. Previo a introducir la

definicion de modo elemental se define el concepto modo de flujo:
M={hv: veéF , A>0} (Ec. A.6)

donde M es el conjunto de distribuciones de flujo escaladas por un escalar positivo. Para un cierto
modo de flujos v denotaremos R(v)={j:v j;éO}, denominado soporte de v, al conjunto de indices
de las reacciones que posen un flujo distinto de cero. De esta manera R(v) puede interpretarse
como el conjunto de enzimas que operan en v. De acuerdo con lo anterior, un modo de flujo e€ F
se dice elemental si y solo si se cumple que ningtin otro modo de flujo e '€ F posee un conjunto de
reacciones activas R(e') tal que R(e')=R(e) (Gagneur and Klamt, 2004). La definicién implica
que si un modo es elemental, entonces si se elimina alguna enzima, este no podra operar en estado

estacionario. La condicion de elementalidad se puede expresar de la siguiente forma:

Definicion A.1: dada una red metabolica con matriz N y J.  reacciones irreversibles, un modo de

irrev

flujo eE€F es elemental si y solo si se cumple que
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I
N O

Y eé'eF: R(e')=R(e) solo una de las siguientes condiciones es cierta:

00 M
12

12

—e

esto es, 0 que €' es el vector nulo o que €'y € son el mismo modo de flujo o € es un modo de flujo
reversible operando en un sentido y €' es el modo operando en sentido reverso.

Tabla A.1. Conjunto de modos elementales asociado a la red de la figura A.1. Cada fila
corresponde a un modo de flujo elemental y cada columna a un flujo de la red. Las entradas
corresponden al valor del flujo de la reaccion en el modo. Los flujos se encuentran separado en
reacciones internas y flujos de intercambio (para un definicion de flujo de intercambio ver
apartado A.1.3).

Reacciones interna Flujos de intercambio

Vi V2 V3 vy b; b, b;
EM1 0 0 0 1 0 1 -1
EM2 1 0 0 0 1 1 0
EM3 0 1 0 1 1 1 0
EM4 0 1 0 0 1 0 1
EMS5 1 0 1 0 0 1 -1
EMo6 0 1 1 0 0 0 0

La red de ejemplo de la figura A.1 contiene un total de seis modos de flujo elementales. El
conjunto de modos se encuentra representado en formato matricial en la tabla A.1. El sistema
incluye un total de cinco modos de flujo elemental que permiten la produccion neta de alguno de
los metabolitos, a partir del consumo de otro (e.g. A — B), pero ademas el sistema incluye un modo
ciclico, EM6. Dicho modo, si bien no viola ninguna de las restricciones impuestas por las
ecuaciones A.3 y A.4 y por tanto es un modo de flujo, no tiene intercambio con el ambiente. Como
consecuencia dicho modo no podria exhibir flujos diferentes de cero en el estado estacionario o de
lo contrario violaria las leyes de la termodinamica (ver seccion 2.3). A partir de esta observacion se
pueden distinguir dos clases de modos elementales: I) los modos en los cuales hay intercambio con
el ambientes, y ii) los modos ciclicos que si bien son soluciones del espacio de flujos carecen de
significado fisico debido a que violan el segundo principio de la termodinamica’.

A.1.3 Flujos de intercambio con el ambiente

El espacio de flujo definido en CBM puede ser modificado mediante la introduccion otras clases
de restricciones que permitan reducir el espacio de flujos o los estados funcionales asociados a una
red metabolica. Por ejemplo, se han propuesto extensiones que permiten introducir restricciones
regulatorias derivadas de la redes de regulacion génica, también se han propuesto para introducir
restricciones de tipo cinéticas. En particular, es de interés poder introducir algin tipo de restriccién
que permita definir las condiciones de crecimiento del organismo. Como se menciona al inicio de

esta seccion, al considerar un sistema metabodlico surgen dos clases de metabolitos, los metabolitos

2 Estas situaciones suelen confundirse con los denominados ciclos futiles. Pero estos ultimos, a diferencia
con los modos ciclicos, se encuentran acoplados a un flujo que va de una fuente a un sumidero (e.g. la
hidrolisis del ATP en ADP) y como consecuencia son termodinamicamente factibles.
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internos y externos, en general los metabolitos externos no se suelen considerar al realizar el
analisis de una red metabodlica. Sin embargo, al trabajar con modelos metabolicos reconstruidos a
escala gendmica, es de gran utilidad considerar en el andlisis a los metabolitos externos ya que,
como se vera a continuacion, estos pueden ser empleados para introducir restricciones que definan
el ambiente o medio de crecimiento de un organismo. De esta manera los metabolitos
extracelulares (que al considerar un modelo a escala gendmica son los metabolitos externos) se

pueden representar de forma explicita si se realizan ciertas modificaciones en el modelo.

En primer lugar se deben afiadir a la matriz estequiométrica las filas correspondientes a los
metabolitos del medio extracelular que pueden ser importados o exportados por la célula.
Denotaremos como I'=IUI, al conjunto expandido de metabolitos que incluye tanto a los
metabolitos internos como a los metabolitos extra-celulares. Al considerar de forma explicita las
ecuaciones de balance de los metabolitos extra-celulares se debe relajar la restriccion de estado
estacionario sobre estos metabolitos. Esto puede hacerse empleando las variables auxiliares b, ya
que representan el balance sobre cada metabolito (Ec. A.1 y Ec. A.2). Para simplificar la notacion,
las variables b, correspondientes a los metabolitos extracelulares se pueden ser tratar como flujos,

lo que da como resultado la siguiente matriz estequiométrica extendida:

N 0
N, —Id

R%

=0 Ec. A7
b (Ec. A.7)

g

donde N' es la matriz estequiométrica expandida, v'=(v,b)" es el vector de flujos expandido que
incluye a los flujos de intercambio (i.e. J'=JUJ ); -Id es un matriz de identidad’; y N, contiene
los coeficientes estequiométricos de las reacciones en que participan los metabolitos extracelulares
(e.g. procesos de transporte). Las variables b,V jE€J ;, se denominan flujos de intercambio y si
bien son tratadas como flujos, son variables auxiliares empleadas para representar el balance neto
de cada metabolito extracelular. De esta forma, el signo de un flujo de intercambio b, indica si el
metabolito i estd siendo producido (b;>0) o consumido (b,<0) por el sistema. Finalmente, con el

objetivo de representar distintas condiciones de crecimiento, se pueden introducir cotas sobre los
flujos de intercambio, que definan qué metabolitos podran ser consumidos y cuéles podran ser

producidos por el sistema:
o, <b.<p, (Ec. A.8)

Donde «; y f3; son parametros que permiten definir el estatus de un flujo de intercambio. Por
ejemplo, si quiere considerar al metabolito i como un sumidero, ¢; serd definido como cero y f;

como mas infinito. De acuerdo con lo anterior, el estatus de fuente/sumidero de cada metabolito

externo i queda definido por los valores de sus cotas (Ec. A.7) de la siguiente forma:

e 0<b=<+w (Sumidero)
* —w<bh,<0 (Fuente)
* —o<bh <+ (Fuente/Sumidero)

3 El coeficiente estequiométrico de un metabolito  asociado a un flujo de intercambio b; es por convencion
-1. De esta forma para valores positivos de b; se considera que el metabolito es producido por el sistema
mientras que si es negativo el metabolito es consumido por el sistema.
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En términos practicos, para definir el estatus de fuente o sumidero, es suficiente con definir los
valores de los parametros «;y f; lo suficientemente grandes (o pequefios). En forma adicional, es
posible emplear medidas experimentales de tasas netas de consumo/excrecion para ajustar las cotas
de los flujos de intercambio con valores experimentales. A lo largo de este trabajo, siempre que se
hable de la matriz estequiométrica en el contexto de modelos metabodlicos reconstruidos a escala
gendmica, se estara haciendo referencia a la version extendida de la matriz (Ec. A.6), la cual
incluye a los metabolitos extracelulares y los correspondientes flujos de intercambio. Ademas, el
uso de los flujos de intercambio permite discriminar de forma clara los modos de flujo ciclicos ya

que son aquellos modos en los que todos los flujos de intercambio adoptan el valor cero.

A.1.4 La ecuacion de Biomasa

Los modelos metabdlicos a escala genémica permiten calcular diversos estados fenotipicos, en
particular estados que predicen la formacion de biomasa, o el crecimiento del organismo (Feist and
Palsson, 2008). Para predecir el crecimiento de un organismo, primero es necesario definir
“crecimiento” a nivel del modelo. Una aproximacion ampliamente extendida es el uso de una
ecuacion de biomasa, la cual se utiliza como funcion objetivo en diversos métodos y extensiones
del modelado basado en restricciones (Lewis et al., 2012; Price et al., 2004). La ecuacion de
biomasa es una reaccion ficticia que describe los requerimientos nutricionales y energéticos de una
célula para su crecimiento (ver figura A.2). La formulacion de una ecuacion de biomasa requiere
conocer la composicion de una célula en términos de sus componentes moleculares, asi como sus
proporciones relativas. De esta forma el nivel de detalle de la ecuacidon de biomasa formulada para
un cierto organismo dependera, en gran medida, de la informacion experimental disponible sobre la
composicion de la célula asi como los requerimientos energéticos necesarios para generar la
biomasa a partir de los diversos precursores.

Carbon source

Nucleosides
Cell wall

Amino Acids

Lipids
H,0O NH; P; SO,
Purines Pyrimidines

Cofactors

Energy

Figura A.2. Figura esquemdtica que representa como la célula transforma nutrientes en
componentes de la biomasa. El esquema representa una red metabolica y los intercambios con el
ambiente que tienen lugar durante el crecimiento del organismo. En verde se indican los nutrientes que
son consumidos por el organismo (flechas hacia el interior de la célula) y en rojo los componentes de la
biomasa que se sintetizan durante el crecimiento (flechas hacia el exterior del sistema).

182



Apéndice A

El proceso de formulaciéon comienza mediante la definicion del contenido macromolecular de la
célula (i.e. la fraccion en peso de las proteinas, RNA, lipidos, etc.) y luego los metabolitos con de
los que se compone cada clase de macromolécula (e.g. aminoacidos, lipidos, nucledtidos). De esta
manera se puede formular una ecuacion de biomasa en términos de las cantidades de cada
metabolito requeridas para producir biomasa. La ecuacion se incluye como una reaccion mas del
modelo y tiene la siguiente forma general:

n, X +n,X,+ .. +n, X, = Biomasa

Donde X; son los distintos componentes de la biomasa (e.g. aminoacidos, lipidos, nucleo6tidos) y #;
es el coeficiente estequiométrico o la proporcion de dicho compuesto en 1g de peso seco de célula
(Varma and Palsson, 1994). Posiblemente, la primera cuantificacion a nivel molecular de los
componentes de la biomasa de un organismo haya sido realizada para E. coli K12 por Neidhardt y
Curtiss (1987). Los autores describen en una tabla las proporciones de los distintos componentes de
las macro moléculas. Esta misma informacion fue la empleada en los trabajos pioneros de Varma y
Palsson para introducir una ecuacion de biomasa en un modelo estequiométrico (Varma and
Palsson, 1993). En dichos trabajo, los autores emplean programacion lineal para calcular
distribuciones de flujos que optimicen la formacion de biomasa dando origen al Analisis de
Balance de Flujos (FBA), que es introducido en el apartado A.2.1).

A.2 Métodos generales
A.2.1 Analisis de Balance de Flujos

El Andlisis de Balance de Flujos (Flux Balance Analysis, FBA) es una aproximacion
computacional empleada en el analisis de modelos metabdlicos reconstruidos a escala genomica.
Esta aproximacion combina la descripcion del espacio de flujos F definido por la ecuacion A.S,
con técnicas de optimizacion (Orth et al., 2010; Savinell and Palsson, 1992; Varma and Palsson,
1994). Utilizando una ecuacion de biomasa (ver apartado A.1.3), el FBA permite predecir la
distribucion de flujos v que maximiza la tasa de crecimiento de un organismo. El FBA se plantea
como problema de programacion lineal canénico de forma que el calculo de la distribucion de
flujos 6ptima se puede realizar empleando el método simplex:

Z=Max v

Biomass
S.t.
- (LP A.1)
N-v=0
a;<v;<p VjeJ
ai:() vjEJIrrev
Donde vy, - representa la tasa de produccion de biomasa, o crecimiento del organismo. Los

parametros o y [ representan las cotas cotas maximas y minimas, respectivamente, que son

impuestas sobre cada reaccion, y J, . corresponde al conjunto de reacciones irreversibles. Esta

Irrev
aproximacion ha permitido predecir tasas de crecimiento (Edwards and Palsson, 2000), tasas de
consumo de nutrientes (Edwards et al., 2001), genes esenciales, entre otras muchas aplicaciones
(Feist and Palsson, 2008; McCloskey et al., 2013; Oberhardt et al., 2009).
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A.2.2 Analisis de Variabilidad de Flujos

El Anélisis de Variabilidad de Flujos (Flux Variability Analysis, FVA) es una extension del FBA
desarrollada para estudiar la presencia de 6ptimos alternativos* que puede exhibir el modelo de un
cierto organismo (Mahadevan and Schilling, 2003). La idea es medir la “holgura” que tiene cada el
flujo de cada reacciones cuando el sistema opera en estado optimo o cuasi-Optimo. El algoritmo
puede dividirse en dos fases. En la primera fase se emplea FBA para calcular la tasa de crecimiento

maxima: v, En la segunda etapa, el valor optimo v,, . se emplea para formular la siguiente

la restriccion V. a=MViomsas ME[0—1], donde A es un pardametro que permite variar la

distancia respecto al dptimo. A continuacion, el rango de variabilidad de los flujos se calcula de
forma iterativa resolviendo un conjunto de problemas lineales donde en cada iteracion el flujo a
través de cada reaccion de la red es maximizado y minimizado y donde el valor objetivo del
problema original es impuesto como restriccion.

Vijel

Z=Min/ Max v

S.t.
(LPA.2)
N-v=0
a;<v,<p; VjeJ
a,=0 VjeJ,,
Viiomasa= M Voiomasas  ME[0—1]

donde v, es la tasa de crecimiento maxima predicha por FBA y A es el pardmetro de holgura

con el que se controla la distancia respecto al 6ptimo. El resultado para un cierto A es un conjunto
de cotas minimas y maximas asociadas a cada reaccion.

A.2.3 Analisis de Acoplamiento de Flujos

El Flux Coupling Analysis (FCA), al igual que el FBA y el FVA, es otra extension del CBM
(introducido en la seccion previa), desarrollado para identificar acoplamientos estequiométricos
entre las reacciones de una red (Burgard et al., 2004). La idea del acoplamiento entre las reacciones
de una red se introdujo originalmente mediante el nombre “subconjuntos enzimaticos”, que son
subconjuntos de reacciones cuyos flujos son linealmente dependientes en cualquier distribucion de
flujos estacionario (Pfeiffer et al., 1999). La deteccion de dichos subconjuntos puede realizarse
mediante el analisis del espacio nulo de la matriz estequiométrica (Gagneur and Klamt, 2004;
Pfeiffer et al., 1999). Calculando una base del espacio nulo de la matriz estequiométrica NV y se
representan los vectores de la base como columnas de la matriz K, dado que las filas de K
representan a las reacciones, los subconjuntos de filas linealmente dependientes indican que la
relacion entre los flujos de dichas reacciones sera la misma en cualquier estado estacionario. Como

consecuencia tales reacciones se comportan como una unidad funcional ya qué conociendo el flujo

4  Dado un modelo y una funcién objetivo, existe la posibilidad de que exista mas de una solucién 6ptima,
que se corresponde a distribuciones de flujo diferentes, pero que permite alcanzar el mismo valor
maximo en la tasa de crecimiento, y como consecuencia tales soluciones son denominadas 6ptimos
alternativos (también se habla de que la solucion es degenerada). La presentacion de soluciones
alternativas depende de la estructura del problema y la funcién objetivo.
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de una se conoce el flujo de las demas, y el bloqueo de una reaccion del subconjunto es suficiente
para bloquear las otras reacciones. El ejemplo méas sencillo de un subconjunto es una cadena lineal
de reacciones donde el flujo estacionario sera el mismo de cada reaccion debido al balance de
masas. Como consecuencia, si el sistema se encuentra en estado estacionario, bastara con conocer
el valor de una velocidad para inferir el valor de las demas. Como se vera a continuacion, con la
introduccion del FCA la idea de acoplamiento fue extendida de forma que se consideran otras
clases de acoplamiento, e.g. el acoplamiento direccional. En este contexto, le concepto de
subconjunto enzimatico es denominado conjunto de acoplamiento completo (FCS, full coupling
set) término empleado a lo largo de este trabajo para a las reacciones cuyos flujos son linealmente
dependientes (Burgard et al., 2004).

Modelo metabdlico

V b,
el @\ b,
Y
L

Acoplamientos Completo (Subsets) Grafo de Acoplamientos

h©%|‘%©%‘

Vi VaVy

Acoplamientos Direccionales \ /

v,=2b, v,2b, vy, b, b, b,

vl-)bZ VZ-)bZ V3')b2

Figura A.3. Acoplamientos del flujo en una red metabdlica de ejemplo. La figura representa una
pequeria red metabdlica compuesta por tres metabolitos y cinco reacciones. La figura incluye la
representacion de los conjuntos de acoplamiento completo, los acoplamientos direccionales y el grafo
de acoplamientos que surge de dichas relaciones. Los rectangulos de colores indican los FCS.

El FCA permite establecer las relaciones de acoplamiento entre pares de reacciones de una red.
El algoritmo propuesto en la publicacion original, denominado Flux Coupling Finder (FCF)
emplea programacion lineal fraccional para identificar las razon maxima y minima entre un par de
flujos (i.e. max v,/v, y min v,/v,), para cada posible par de reacciones (ver figura A.3). Una vez
calculadas, la comparacion de las relaciones entre flujos permite determinar la relacion de
acoplamiento para cualquier par de flujos v, y v, de la red. De acuerdo con las propiedades

matematicas del analisis, existen las siguientes clases de acoplamientos:

1. Acoplamiento direccional (v, —v,) se da da siempre que un flujo distinto a cero en v,

necesariamente implica que el flujo de v, es distinto que cero, pero no reciprocamente.

2. Acoplamiento parcial (v, < v,) ocurre si un flujo diferente de cero en v, implica un flujo

diferente de cero en v, y reciprocamente.

3. Acoplamiento completo (v,<v,) ocurre siempre que el flujo diferente de cero en v,
implique un flujo diferente de cero en v, y vice versa, pero ademds que la relacion entre

ambos flujos sea constante.
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Si un par de reacciones no pertenece a ninguna de las tres clases de acoplamiento antes
mencionadas, se clasifican como no-acopladas. Las reacciones que estan que se implican
mutuamente se agrupan en conjuntos de reacciones acopladas o en general FCS. Ademas, como fue
propuesto por Burgard et al., (2004) la informacion de los acoplamientos puede representar en
forma de grafo lo que da romo resultado la red de acoplamientos entre las reacciones del sistema.
La figura A.3 representa una version simplificada de la red introducida en la figura A.1. El FCA es
una técnica computacional muy demandante ya que implica la resolucion de un nimero de
programas lineales del orden del cuadrado del nimero reacciones de la red. Sin embargo, desde la
publicacion del FCF, se han desarrollado al menos dos variantes de dicho algoritmo que permiten
reducir, en forma sensible, el tiempo del calculo. Estas variantes se corresponden a los algoritmo
FFCAy el F2C2 (David et al., 2011; Larhlimi et al., 2012).

A.2.4 Prediccion de medios minimos de crecimiento

El FVA (ver apartado A.2.2) puede emplearse para identificar el conjunto de metabolitos
necesarios para que un modelo prediga un flujo de produccion de biomasa mayor que cero, i.e. para
que el modelo prediga crecimiento. Esto se realiza imponiendo una cota inferior en el flujo de
produccion de biomasa, y luego se realiza el FVA sobre el conjunto de flujos de intercambio

JE€J - Aquellos flujos de intercambio cuya cota méxima sea menor que cero (i.e. que son

consumidos por el sistema) implican que en cualquier modo de flujo que implique crecimiento el
metabolito asociado al intercambio debera ser consumido por el sistema. De forma alternativa, se

puede iterar sobre los flujos de intercambio j&€ J ., y en cada iteracion se acota a cero el valor del

flujo j y se maximiza la produccion de biomasa; si el optimo es cero, el sistema requiere del
metabolito transportado para poder crecer. Si bien la aproximacion descrita permite identificar los
compuestos que necesariamente deben estar presentes en cualquier medio de cultivo para que el
modelo tenga un crecimiento mayor que cero, el conjunto puede no ser suficiente. Por ejemplo, si
el organismo puede emplear en forma alternativa dos fuentes de carbono, ninguna sera detectada
como necesaria ya que si se quita una ain puede recurrir a la otra. Sin embargo, si se quitan ambas
en forma simultanea el modelo exhibira un flujo de crecimiento igual a cero. Si bien el método
basado en FVA puede ser extendido para pares y triadas de compuestos, la combinatoria puede
hacer que el célculo exhaustivo se vuelva inviable. En este contexto, el problema de identificar un
medio de crecimiento minimo puede plantearse como un problema de programacion entera-mixta
(Mixed Integer Linear Programming, MILP) donde se asocia una variable binaria a cada flujo de
intercambio mediante de una restriccion de forma que si la variable binaria toma el valor cero el
valor del intercambio queda acotado a cero y en caso contrario el valor quedara limitado por las
propias cotas impuestas sobre la variable (Burgard et al., 2001; Klitgord and Segre, 2010b; Ponce
de Leon et al., 2008; Suthers et al., 2009) . De esta forma, si se impone una cota minima el flujo de
crecimiento y se minimiza la suma de las variables binarias, se obtendra una distribucion de flujos

v que exhibe crecimiento y que importa del exterior un niimero de metabolitos minimo.

El algoritmo requiere la incorporacion de un conjunto de variables binarias y;€{0,1}, una por
cada flujo de intercambio. Las restricciones & j*y [ SV se activan cuando la variable y,=0 y esto

conduce a que la acota inferior del flujo de intercambio sea cero y el sistema no puede consumir
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dicho metabolito’. Ademas, para garantizar que el medio minimo predicho permite al sistema
producir biomasa, se debe incluir un cota inferior sobre el flujo de produccidon de biomasa similar a
la empleada en el FVA (i.e. v,,,....=€). El pardmetro e debe fijarse en un valor lo suficientemente
pequeiio de forma que garantice que la solucidén sea minima (desde un punto de vista biologico). En
la practica basta con fijar dicho pardmetro en un valor del orden de 1x107. Finalmente, la funcion
objetivo a optimizar es la minimizacioén del sumatorio sobre todas las variable binarias, que implica
minimizar el nimero de metabolitos externos importados por sistema. El problema se puede
formular de la siguiente manera:

Min: .

j ezf g

S.t.

N-v=0

aj<v;<p; VjeJ

ajy;<v; VjeJ

Int (MILP A.1)

Exchange

Vbiomasaz}\’ V;iomasa
A e[0—1]
y, €01} Vjes

Exchange

Este procedimiento puede emplearse de forma iterativa en forma similar al algoritmo k-shortest (de
Figueiredo et al., 2009). Ademas por construccion, los medios minimos se corresponden con el
concepto de conversiones elementales propuesto por Urbanczik y Wagner (2005), posteriormente
generalizado mediante la introduccion de los patrones elementales de flujo (Kaleta et al., 2009).

A.2.5 Experimentos de knockout in-silico

La robustez o fragilidad de una red metabdlica con respecto a la pérdida o fallo en el
funcionamiento de las distintas enzimas que conforman la red puede ser estimada empleando
modelos estequiométricos reconstruidos a escala gendmica y técnicas de optimizacion (Edwards
and Palsson; Segre¢ et al., 2002; Shlomi et al., 2005). La simulacion de un knockout es llevada
adelante de la siguiente forma: en primer lugar se emplea la tabla de asociaciones gen-proteina-
reaccion para inferir qué reacciones se verian afectadas en la ausencia del gen. Si la pérdida del gen
implica que una o mas reacciones no pueden tener lugar, se fijan en cero los flujos respectivos.
Finalmente, se evalta la tasa de crecimiento del organismo empleando un método de optimizacion:
si este valor no supera un cierto un umbral, se considera que el knockout es letal, i.e. que el gen es
esencial para el crecimiento del organismo; en caso contrario el gen se considera prescindible en

dicha condicion.

Existen diversos métodos de optimizacion para predecir el fenotipo que el organismo adoptara
como respuesta a la perturbacion génica. Los métodos mas extendidos incluyen el analisis de
balance de flujos (FBA) (Edwards and Palsson, 2000), la minimizacion del ajuste metabdlico
(MOMA, Minimization Of the Metabolic Adjustment) (Segre et al., 2002) y la minimizacion de la
regulacion on/off (ROOM, Regulatory ON/OFF Minimization) (Shlomi et al., 2005). En el caso de
FBA, simplemente se supone que después de la perturbacion el organismo ajustara su metabolismo

5 Esto es debido a que dado que por definicion los flujos de intercambio toman valores negativos cuando el
metabolito correspondiente es consumido por el sistema (ver apartado 8.1.3)
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a la distribucion que maximiza la tasa de crecimiento (ver apartado A.2.1). De esta forma se simula
el knockout y se maximiza la produccion de biomasa y se examina el valor de dicho flujo, como se
describe en el parrafo anterior.

Por otra parte, tanto MOMA como ROOM suponen que el organismo buscara mantener el estado
metabolico mas parecido al estado silvestre (i.e. el estado del sistema previo a la perturbacion).
Para realizar la prediccion de dicho estado calculan la distribucion de flujos que que minimiza una
cierta “distancia” al estado de referencia (i.e. la solucién Optima predicha por FBA, antes de
introducir la perturbacion). La diferencia entre estos dos métodos se basa en la definicion de la
distancia empleada: mientras que MOMA emplea una distancia euclidiana, ROOM define una
métrica similar a lo que seria una distancia de Hamming, aunque no sea una distancia estrictamente
hablando. Los experimentos de knockout in-silico realizado en este trabajo fueron calculados
empleando MOMA y FBA. A continuacion se describe la formulacion de MOMA como problema

de programacion cuadratica estdndar con restricciones lineales:

MinZ= %VTQV — why

s.t. (QPA.1)
Nv=0
Bi<v,<a;VjeJ

donde w” es la distribucion de flujos de referencia correspondiente a la cepa salvaje, que por lo
general se estima empleando FBA, y @ es la matriz identidad. La implementacion del método
empleada en este trabajo forma parte de la biblioteca de modelado basado en restricciones para
lenguaje Python COBRApy (ver apéndice C para mas detalles).
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Apendice B

M.S. - Capitulo 3

a) threonine

dehydratase: tdcB
. [4.3.1.19]
L-threonine:H" symporter —L-threonine — (27)-2-aminobut-2-enoate
A
H:0
H' spontaneous
[4.3.1.19]
2-ketobutyrate
formate-lyase: pflB
2-ketobutyrate
formate-lyase: tdcE spontaneous
23.1- [4.3.1.19] "
propanoyl-CoA ——= — 2-oxobutanoate+————————2-iminobutanoate
4 \ r
formate coenzyme A ammonium H:O
phosphateﬁ\_‘ phosphate
propionyltransferase: pta
coenzyme A"
propionate kinase: ackA
propionate kinase: tdeD
2.7.2.15
propanoyl phosphate — propanoate
3
ATP
b) propionyl-CoA
synthetase: prpE
propanoate:CoA 2-methylcitrate
ligase (AMP-forming): acs synthase: prpC
6.2.1.17 2335
propanoate — — propanoyl-CoA — —— (25.35)-2-methylcitrate
/ 1 s A
ATP AMP H:0 coenzyme A
coenzyme A diphosphate oxaloacetate H
2-methylcitrate "\‘
dehydratase: prpD SwmH O
4.2.1.79
(2R.35)2
methylisocitrate
hydro-lyase: acnB
4.2.1.93
(27.35)-2-methylisocitrate ——— cis2-methylaconitate

H:0
2-methylisocitrate lyase: prpB
4.1.3.30

succinate
pyruvate

Figure S.3.1. Diagramas que representan vias metabdolicas definidas en MetaCyc (Caspi et al., 2014).
En a) se presenta la via anaerdbica de degradacion de la L-treonina; en b) se presenta el ciclo I del
dcido 2-metilcitrico que se corresponde con la via de degradacion de propinato mayormente
distribuida.
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M.S. - Capitulo 4

Tabla S.4.1. Modelo a escala genomica de Blattabacterium Bge iMP240. La hoja de calculo en
formato XLS incluye la descripcion del modelo iMP240. Incluye tres tablas: una que corresponde a
los metabolitos, otra para las reacciones y una tercera para los flujos de intercambio. Descargar
tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap4/Tabla S 4 1.xls

Tabla S.4.2 Tabla comparativa entre los modelos /CG238 y iMP240. La hoja de calculo en
formato XLS describe las mayores diferencias entre las dos versiones del modelo. Contiene tres
tablas: la primera incluye los genes que han sido agregados asi como aquellos que se han quitado,
como consecuencia de revision; la segunda presenta las reacciones que se han quitado; y la tercera
las nuevas reacciones que se han afiadido al modelo. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap4/Tabla S 4 2.xls

M.S. - Capitulo 5

Tabla S.5.1. Modelo a escala genémica de Serratia symbiotica SCc iSCc236. La hoja de
calculo en formato XLS incluye la descripcion del modelo iSCc236. Contiene tres tablas: una que
corresponde a las reacciones; la segunda incluye los flujos de intercambio; y en la tercera esta la

informacion de los metabolitos. Descargar tabla:
https://github.com/migp11/Thesis_Supp_ material/raw/master/cap5/Tabla_S51 iSCc226.xIsx

Tabla S.5.2. Modelo a escala genémica de Buchnera aphidicola BCc iBCc98. El fichero
corresponde a la representacion del modelo iBCc98 en formato XLS, e incluye las siguientes cuatro
tablas: I) el listado de las reacciones; ii) el listado de los flujos de intercambio; iii) el listado de los
metabolitos; iv) el listado de las reacciones y genes metabolicos que no se incluyeron en el modelo.
Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap5/Tabla_S52 iBCc98.xIsx

Tabla S.5.3. Modelo del consorcio endosimbionte iBSCc. El fichero en formato XLS incluye
tres tablas: una que corresponde a las reacciones; la segunda incluye los flujos de intercambio; en la
tercera esta la informacion de los metabolitos; y en la cuarta Las reacciones y genes metabdlicos
que no se incluyeron en el modelo. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap5/Tabla_S53 iBSCec.xIsx

Tabla S.5.4. Datos experimentales de la cinética del crecimiento del afido S. graminum y su
endosimbionte B. aphidicola BSg. Los datos presentados en la tabla fueron obtenidos por
Baumann y Baumman (1994). E incluyen las siguientes medidas: i) N° de dias; N° afidos contados;
N° de muestras; peso medio de los afidos (ug); concentracion de proteina y ADN (ug/afido); N° de
copias de rRNA 16S Buchnera / pg de ADN de éafido; N° de copias de rRNA 16S (10°) Buchnera /
afido. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap5/Tabla_S54 Baumann.xlsx
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https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap5/Tabla_S53_iBSCc.xlsx
https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap5/Tabla_S52_iBCc98.xlsx
https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap5/Tabla_S51_iSCc226.xlsx
https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap4/Tabla_S_4_2.xls
https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap4/Tabla_S_4_1.xls

Apéndice B

Tabla S.5.5. Composicion en aminoacidos del proteoma de los afidos: Aphis fabae y de A.
pisum. Los resultados para el caso de A. fabae corresponden a los resultados de los experimentos
realizados por (Douglas et al., 2001), mientras que los datos de 4. pisum corresponden a (Russell et
al., 2014). Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp_ material/raw/master/cap5/Tabla_S55 aa aphid.xIsx

Tabla S.5.6. Resultados de las simulaciones con iBSCc sobre la organizacion éptima de la
complementacion en la ruta del triptéfano. La tabla incluye los patrones de flujo
correspondientes a las soluciones dptimas para los distintos disefios de la complementacion para el
caso de la optimizacion de la meta biomasa y para el caso de la optimizacion del triptoéfano.
Ademas para ambos casos se presentan los resultados de la simulacion relajando y sin relajar la

restriccion sobre los protones. Descargar tabla:
https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap5/Tabla_S56 trp exp.xlsx

Tabla S.5.7. Parametros fisicoquimicos y estimadores de permeabilidad de la membrana
celular a los distintos metabolitos del modelo de consorcio iBSCc. La tabla incluye
identificadores de los compuestos para distintas bases de datos asi como el corriente SMILES. Los
parametros y estimadores incluidos estan descritos en el apartado 4.2.5. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap5/Tabla_S57 cheminfo.xIsx

M.S. - Capitulo 6

Figura S.6.1. Curacion de los mdédulos inconexos de MM130.0. El diagrama representa el
conjunto de modulos inconexos detectados en MM130.0, junto con los artefactos detectados y el
conjunto de reacciones afadidas durante el proceso de curacion. Los nodos blancos corresponden a
reacciones bloqueadas que fueron resueltas; los nodos verdes corresponden a las reacciones
afadidas; y los nodos rojos indican las reacciones que fueron eliminadas del metamodelo (meta-
bloqueadas). Descargar figura:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap6/Figura S 6 1.svg

Tabla S.6.1. Descripcion del conjunto de datos y los resultados principales del analisis de
consistencia. La tabla contiene tres secciones. En A) se describen los 130 modelos y los resultados
del analisis de consistencia. En B) se describe el mapeo entre las versiones empleadas en este
trabajo y las empleadas en la publicacion original. En C) se describen los 36 modelos adicionales
empleado para extender el metamodelo. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap6/Tabla S 6 1.xIsx
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Tabla S.6.2. Clasificacion de las reacciones de acuerdo a la frecuencia con que se
encontraron bloqueadas. La tabla contiene cuatro secciones. En A) se lista el conjunto de 2195
reacciones que estan incluidas en al menos uno de los 130 modelos. Cada fila corresponde a una
reacciones con sus respectivos atributos. Las secciones B), C), y D) representan las reacciones
(agrupadas por subsistema) clasificadas como “nunca bloqueadas”, “bloqueadas en algunos casos”
y “siempre bloqueadas”, respectivamente. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap6/Tabla S 6 2.xlsx

Tabla S.6.3. Descripcion del metamodelo MM130 y los resultados de la revision. La tabla
contiene cinco secciones. En A) se incluye el conjunto completo de reacciones y su descripcion.
Dos columnas fueron afiadidas para indicar si la reacciones fue afnadida o removida durante la
curacion. La ultima columna indica el ID del modulo inconexo que contiene la reaccion. En forma
similar, las secciones B) y C) describen el conjunto de flujos de intercambio y metabolitos,
respectivamente. En D) se listan las 157 ecuaciones de biomasa junto a los modelos que tienen
dicha formulacion. En E) se listan los nuevos compuesto detectados como componentes de la
biomasa. En F) y G) se describen las 226 reacciones y 113 metabolitos, respectivamente,
identificadas en los 36 GEMM empleados para extender el metamodelo. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap6/Tabla_S 6 3.xlsx

Tabla S.6.4. Resultados y analisis comparativo de los 130 y 36 GEMMs curados empleando
de forma alternativa MM130.0, MM1301 y MM166.1. Los resultado del gap-filling realizado
empleando alternativamente MM130.0 y MM130.1 se encuentran en las secciones A) y B),
respectivamente. En la seccion C) se muestran los resultados de la comparacion entre cada para de
modelos curados empleando alternativamente MM130.0 y MM130.1. En la seccién D) y E) se
presentan los resultados del gap-filling, empleando MM 166.1, sobre los 130 modelos iniciales y los
36 nuevos, respectivamente. Descargar tabla:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp material/raw/master/cap6/Tabla S 6 4.xlsx

Fichero S.6.1. Metamodelos en formato SBML. El fichero comprimido en formato ZIP incluye
las dos versiones del metamodelo curado, MM130.1 y MM166.1, en formato SBML. Descargar
fichero:

https://github.com/migp11/Thesis_Supp_material/raw/master/cap6/Fichero S 6 1.zip
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Herramientas Computacionales

Apéndice C

Herramientas de software para CBM

Los métodos originales basados en analisis estequiométrico empleados para analizar los modelos
fueron desarrollados sobre COBRApy (https://github.com/opencobra/cobrapy) (Ebrahim et al.,
2013), una biblioteca desarrollada en Python que incluye clases y funcionalidades desarrolladas
para el analisis de modelos metabolicos reconstruidos a escala gendmica. En el caso de métodos
mas estandar, como el FBA, FVA y MOMA, se emplearon las implementaciones incluida en
COBRApy. El método utilizados en el capitulo 2 (e.g. fastcore, oneprune), fueron re-
implementados en lenguaje. El c6digo desarrollado se encuentra disponible en la siguiente URL:

https://github.com/migp11/consistency-analysis/.

Los programas incluidos permiten realizar el analisis de consistencia de un modelo, calculando las
reacciones bloqueadas, los metabolitos gap y el conjunto de moédulos inconexos. El FCA fue
realizado empleando la implementacion denominada FFCA disponible para el Matlab (David et al.,
2011).

Otras herramientas de software

Los problemas de optimizacion tanto en el ambito de la programacion lineal como en la
programacion entera mixta fueron resueltos empleando Gurobi Solver (Gurobi Optimization,
2012). Para los algoritmos basados en grafos se empled el mddulo de Python denominado
NetworkX (Hagberg et al., 2008). Las figuras que incluyen grafos fueron dibujadas empleando yEd
Graph Editor (yWorks, 2013). y las demas graficos utilizando la biblioteca de Python Matplotlib
(Hunter, 2007). Los problemas de optimizacion no lineal planteados en la apartado 4.4.4 del
capitulo 4 fueron implementados y resueltos empleando la funcién fimincon de Matlab 2015a para
Linux. Debido a la no-linealidad del problema, para cada conjunto de parametros, la minimizacién
de la funcién objetivo se realizdo multiples veces, empleando “semillas” aleatorias para garantizar
que la solucion identificada sea optima.

193


https://github.com/migp11/consistency-analysis/
https://github.com/opencobra/cobrapy




Apéndice D

Listado de publicaciones

Esta Tesis ha dado lugar a las siguientes publicaciones:

Ponce-de-Leon, M., Montero, F., Peretd, J., 2013. Solving gap metabolites and blocked
reactions in genome-scale models: application to the metabolic network of
Blattabacterium cuenoti. BMC Syst. Biol. 7, 114. doi:10.1186/1752-0509-7-114

Ponce-de-Leon, M., Calle-Espinosa, J., Pereto, J., Montero, F., 2015. Consistency
Analysis of Genome-Scale Models of Bacterial Metabolism: A Metamodel Approach.
PLoS One 10, e0143626. doi:10.1371/journal.pone.0143626

Calle-Espinosa, J., Ponce-de-Leon, M., Santos-Garcia, D., Silva, F.J., Montero, F., Peret6,
J., 2016. Nature lessons: The whitefly bacterial endosymbiont is a minimal amino
acid factory with unusual energetics. J. Theor. Biol. 407, 303-317.
doi:10.1016/].jtb1.2016.07.024

*Mori, M., *Ponce-de-Leon, M., Pereto, J., Montero, F., 2016. Metabolic
Complementation in Bacterial Communities: Necessary Conditions and Optimality.
Front. Microbiol. 7, 1553. doi:10.3389/fmicb.2016.01553

Ponce-de-Leon, M., Tamarit, D., Calle-Espinosa, J., Pereto, J., Latorre A., Montero, F.,
2016. Metabolic reconstruction and anlysis of an endosymbiotic consortiums: the
case of the cedar aphid (en preparacion)

(*) Contribucion equivalente
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Publicaciones del autor no incluidas en esta Tesis

*Greif, G., *Ponce de Leon, M., Lamolle, G., Rodriguez, M., Pifieyro, D., Tavares-
Marques, L.M., Reyna-Bello, A., Robello, C., Alvarez Valin, F., 2013. Transcriptome
analysis of the bloodstream stage from the parasite Trypanosoma vivax. BMC
Genomics 14, 149. doi:10.1186/1471-2164-14-149

Ponce de Leon, M., de Miranda, A., Alvarez-Valin, F., Carels, N. 2014. The Purine Bias of
Coding Sequences is Determined by Physicochemical Constraints on Proteins.
Bioinform. Biol. Insights 93. doi:10.4137/BBIL.S13161

Carels, N., Carels, N., Ponce de Leon, M., 2015. An Interpretation of the Ancestral Codon
from Miller's Amino Acids and Nucleotide Correlations in Modern Coding Sequences.
Bioinform. Biol. Insights 37. doi:10.4137/BB1.524021

(*) Contribucion equivalente
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