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RESUMEN

Las cianobacterias tienen potencial como productoras de biocombustibles y otros
productos quimicos, ya que pueden crecer utilizando el CO; presente en la atmdésfera
como fuente de carbono, la luz como fuente de energia y el agua como fuente de
electrones. Esto resulta atractivo en el contexto actual de cambio climatico ocasionado
por las elevadas concentraciones de CO- en la atmosfera. En esta tesis se estudia la
produccion de etanol de cuarta generacion y polihidroxibutirato (PHB) a partir de la
cianobacteria Synechocystis sp. PCC 6803, con un enfoque de Ingenieria de Sistemas
Metabdlicos.

En primer lugar, se cura un modelo estequiométrico de escala genémica (GEM) de dicha
cianobacteria con informacién bibliografica especifica actualizada, con el objetivo de
mejorar las predicciones in silico. Luego, el GEM es validado frente a datos
experimentales fisioldgicos y datos de fluxdmica, demostrandose que la curacion resulta
efectiva en mejorar las predicciones del modelo. Con el modelo curado y validado, se
formulan problemas de programacion binivel para buscar estrategias de acoplamiento,
a través de la supresion de genes, entre el crecimiento y la produccion del compuesto
de interés con el objetivo de convertir al metabolito deseado en un subproducto obligado
del crecimiento y que en consecuencia, su produccion resulte una parte integral de la
funcion metabdlica del organismo. Mateméticamente, las intervenciones genéticas se
representan por medio de variables binarias asociadas a dichos genes. Estos problemas
son reformulados por medio de la teoria de la dualidad, obteniéndose como resultado
problemas de programacion mixta entera lineal (MILP) en un solo nivel que se resuelven
tanto para el caso de etanol como para el de PHB. Existen en bibliografia formulaciones
de este tipo, aunque con variables binarias asociadas a reacciones. El aporte realizado
en esta tesis al incorporar asociacion de variables binarias a genes es un avance en el

agregado de informacién biolégica a este tipo de formulaciones.



En el caso del etanol se obtienen dos mutantes factibles que presentan diferentes
estrategias de intervencion para acoplar la produccion al crecimiento, una relacionada
con la produccion de acetato y la otra, con el balance celular de poder reductor, siendo
el segundo caso el mas prometedor desde el punto de vista biotecnoldgico ya que
aumenta en un 235 % la productividad de la cepa con respecto a las productividades
presentadas en bibliografia. Para este producto, también se estudia la posibilidad de
produccién con una estrategia en dos etapas. En dicha estrategia, se considera un
primer biorreactor con condiciones que maximicen el crecimiento y un segundo
biorreactor donde un nutriente limita dicho crecimiento y se favorece la produccion de
etanol. Esta estrategia mejora alin mas los indices de produccion.

En el caso de PHB también se obtienen dos mutantes factibles, pero la estrategia de
acoplamiento no varia. La diferencia entre ambos son dos intervenciones mas, que
hacen que la tasa de produccion de PHB aumente un 25%. La estrategia, en este caso,
también esta relacionada con el balance de poder reductor de la red, pero se observan
mayores cambios en los flujos metabdlicos internos que para el caso del etanol. La
productividad del mejor mutante se analiza en condiciones de exceso y de limitacion de
nutrientes.

Las productividades obtenidas vuelven atractiva la realizaciéon de experimentos in vivo
para avanzar en el disefio de cepas de Synechocystis como fabricas celulares de etanol
de cuarta generacién y de bioplasticos.

Los modelos desarrollados constituyen herramientas Utiles para el disefio de cepas
industriales para la produccion fotosintética no solo de biocombustibles y bioplasticos,
sino también de compuestos de interés en una gran variedad de industrias como la

farmacéutica, la nutracéutica, de biofertilizantes, entre otros.



ABSTRACT

Cyanobacteria are potential candidates for biofuel and chemical product production, due
to their ability to grow autotrophically, on the atmospheric CO; as carbon source, light as
energy source, and water as electron source. These capacities become attractive in the
current climate change context, caused by the high concentrations of CO, in the
atmosphere. In this thesis, the production of fourth generation ethanol and
polyhydroxybutyrate (PHB) from the cyanobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 is
studied through a Systems Metabolic Engineering approach.

First, a genomic scale stoichiometric model (GEM) of Synechocystis is curated, based
on specialized and actualized bibliography, to improve the in silico predictions. Then, the
GEM s validated against physiological and fluxomic data. After model curation and
validation, bilevel programming problems are formulated, to determine genetic
engineering strategies to couple growth and bioproduct production by gene knock-outs.
The aim of coupling production is turning the biotechnological compound into an obligate
subproduct of growth, so that its production becomes an integral part of the organism’s
metabolic function. Mathematically, knock-outs are represented by binary variables
associated to the corresponding genes. This bilevel programming problems are
reformulated into one level Mixed Integer Linear Programming (MILP) problems by
applying the duality theory, and are solved for both ethanol and PHB cases. Considering
binary variables associated with genes instead of reactions is a novel contribution of this
thesis. and constitutes a step towards the incorporation of biological meaning into in silico
results.

For the case of ethanol, two feasible mutants are obtained, with different intervention
strategies to couple production to growth. One of the strategies is related to acetate
production and the other with the cellular reductive power balance. The latter is the most
promising case from a biotechnological point of view, because it gives a productivity

235%.higher than those reported in bibliography. Also, a two-stage ethanol production



strategy is addressed, where a first bioreactor with growth maximizing conditions and a
second one with nutrient limiting conditions are considered. This strategy further
improves production indexes.

In the case of PHB, two feasible mutants are obtained with similar coupling strategies.
The difference between them are two interventions that improve PHB production rate by
25%. The strategy in this case is also related with the cellular reductive power balance,
but more changes in the internal metabolic fluxes are required, as compared to the
ethanol case. The productivity of the best mutant is analyzed under excess and limiting
nutrient conditions. The results obtained are encouraging to make further in vivo
experiments to move forward in the design of Synechocystis as a microbial cell factory
of fourth generation biofuels and bioplastics.

The models developed in this thesis constitute useful tools for the design of industrial
strains for the photosynthetic production of not only biofuels and bioplastics, but also of
compounds of interest with application in a wide range of industries like pharmaceutical,

nutraceutical and biofertilizers, among others
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Introduccidon general

1.1. Introduccidon

El cambio climatico se evidencia a nivel mundial debido a diferentes observaciones en
caracteristicas del planeta como el aumento global de la temperatura, el calentamiento
de los océanos, el encogimiento de las capas de hielo y nieve, el retroceso de los
glaciares, el aumento del nivel del mar, entre otros. Especificamente, la temperatura
global ha sufrido un aumento de casi 1°C desde fines del siglo XIX, con la mayor parte
del aumento registrandose en los ultimos 35 afios (NASA, 2020). Existe un 95% de
probabilidad que la causa de este calentamiento sea la actividad humana, que desde la
revolucion industrial en 1760 ha generado emisiones antropogénicas de gases de efecto
invernadero (IPCC, 2014). Dentro de estos gases se encuentra el diéxido de carbono
(CO2), el vapor de agua, el o6xido nitroso (N2O), el metano (CH.) y los
clorofluorocarbonos (CFCs). Excepto los dltimos, los demas se encuentran
naturalmente en la atmésfera cumpliendo la funcion de absorber la radiacién infrarroja
emitida por la tierra. Las actividades industriales, y principalmente el uso de
combustibles fésiles, han ocasionado grandes cantidades de emisiones de gases de
efecto invernadero, aumentando los niveles de los mismos en la atmosfera a niveles
mucho mayores a los normales, lo cual ha resultado en el mencionado aumento en la
temperatura de la tierra. La concentracion atmosférica de CHa4 se ha incrementado en
150%, la de CO, en 40% y la de N2O solo en 20%, con el CO; siendo el que mas
contribuye al calentamiento global (Royal Society, 2020). Es en este contexto que se

busca complementar a los combustibles fésiles por fuentes de energia renovables que
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no generen emisiones de CO,, como asi también se buscan opciones para reducir esta

elevada concentracion atmosférica de CO; (Figura 1.1).

Las cianobacterias son capaces de crecer utilizando el CO; disponible en la atmésfera
como fuente de carbono, por lo cual la, produccion fotosintética de compuestos de
interés comercial a partir de estos microorganismos ha sido un tema muy investigado
por la comunidad cientifica en los dltimos afios. Esto se debe principalmente a su
capacidad para producir diversos productos, dentro de los cuales se encuentran
biocombustibles y bioplasticos contribuyendo a su vez, a disminuir los niveles de CO;
atmosféricos (Figura 1.1). Si bien existen diversos procesos a escala industrial a partir
de cianobacterias (Takenaka & Yamaguchi, 2013) para el caso de los biocombustibles
y los bioplasticos aln no se han alcanzado los niveles de produccion que resulten en

procesos econdémicamente factibles.

co,
i\ | !
77T T S SRR

Cco. 4 ¢

W

Océanos

o Combustibles

fijacion
de CO2

Subproductos

Combustibles

Tie rra fosiles

Figura 1.1. Esquema representando el flujo de CO; en la tierra y en las células. A la
izquierda: La produccién de combustibles fosiles genera CO2 en mayor medida que el
CO. que se fija en los océanos y bosques. A la derecha: Una representacion
esquematica de una célula gue consume CO; (autédtrofa) presente en la atmosfera para
producir combustibles y otros productos. Traducido de Hu et al. (2019)

El desarrollo de microrganismos capaces de producir biocompuestos a escala industrial
es, de hecho, la fase critica del disefio y desarrollo de un nuevo bioproducto. Este
objetivo puede alcanzarse exitosamente a partir de técnicas tradicionales de ingenieria

metabdlica, concepto que emergié a principios de los afios 90 y que se define como la
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utilizacion de tecnologias de ADN recombinante para mejorar las propiedades de un
microorganismo con el objetivo de producir un determinado compuesto de interés (Liu
& Nielsen, 2019). Sin embargo, los productos que han alcanzado escala industrial por
medio de la utilizacién de estas técnicas es aun relativamente bajo. Esto se debe a los
proyectos de ingenieria metabdlica clasica fallan en el desarrollo de fabricas celulares,
al no tener en cuenta los aspectos practicos de la produccidon a escala industrial,
principalmente por los ciclos de prueba y error que ocurren en la modificacion de los
microorganismos y por no incluir en los estudios una completa comprension del
metabolismo del microorganismo considerado, el comportamiento a escala piloto y los
niveles de produccion reales (Choi et al., 2019). Del intento de superar estas limitaciones
surge la Ingenieria de Sistemas Metabdlicos, que integra tres disciplinas: La biologia
de sistemas, la biologia sintética y la ingenieria evolutiva. Esta nueva disciplina fue
declarada por un panel de expertos de empresas y universidades destacadas, en el afio
2016, como una de las 10 tecnologias emergentes mas importantes, en el contexto del
Foro Econémico Mundial (WEF, 2016). Desde su aparicion ha permitido el desarrollo en
menor tiempo, de manera mas eficiente y mas econémica, de sistemas de produccién
a gran escala de diversos compuestos quimicos y farmacos, permitiendo reducir el costo
del disefio de entre 50 y 300 afios/personas a aproximadamente 10 afios/personas (Lee

& Kim, 2015) (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Desarrollo de cepas/células éptimas como eje principal en el desarrollo de
un nuevo bioproceso econémicamente viable en base a nuevas tecnologias aplicadas
a un enfoque de ingenieria de sistemas metabdlicos. Modificado de Hong & Nielsen
(2012).

La biologia de sistemas es una disciplina que integra mediciones experimentales con
modelos matematicos del metabolismo, con el objetivo de dilucidar el comportamiento
de las células. Mediante las herramientas que brinda esta disciplina se realizan
estimaciones in silico de productividades, modificaciones genéticas y efectos de medios
de cultivo, antes de ir al campo in vivo, y evitando de esta forma experimentos con
resultados negativos. Dentro del gran marco de la ingenieria de sistemas metabdlicos,
en el contexto de la biologia de sistemas, en esta tesis se estudia la produccion

fotosintética in silico de bioetanol y bioplasticos a partir de cianobacterias.

1.2. Cianobacterias

Las cianobacterias son un grupo de organismos procariotas que se encuentran dentro
de los méas antiguos en la Tierra ya que se considera que han existido desde hace 3.5
mil millones de afios, y conservan al dia de hoy muchas caracteristicas que surgieron

desde su origen (Klemendi€ et al., 2017). Se las suele denominar también como algas
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verde-azuladas, aunque no deben confundirse con microalgas, ya que dicha
clasificacion se refiere a organismos eucariotas. Su color verde-azulado se debe a que
contienen el pigmento ficocianina, pero no todas toman este color ya que puede ser
modificado por la presencia de otros pigmentos como la clorofila a, de color verde, la
ficoeritrina, de color rojo, o los carotenoides de color naranja. Esto lleva a que las
cianobacterias presenten una amplia gama de colores, incluyendo verdes, rojos,

marrones, amarillos y rosas (Huisman et al., 2018).

Son los Unicos miembros del reino bacteria capaces de realizar fotosintesis oxigénica,
al igual que las plantas, utilizando agua como principal fuente de electrones, energia
solar como fuente de fotones y CO, como fuente de carbono (Figura 1.3). Debido a estas
caracteristicas jugaron un rol crucial en el periodo Precambrico, cuando la atmdésfera
pasd de ser reductora a oxidante, contribuyendo al aumento en la concentracion
atmosférica O, por medio del que liberan como producto de su metabolismo fotosintético

(Komaérek, 2003).

LUz

H,0 0

delalLuz

Ciclo de Calvin Azucares

Figura 1.3. Esquema del metabolismo general de las cianobacterias
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Es un grupo muy diverso, que incluye 150 géneros con aproximadamente 2000
especies, de amplia distribucion en todo el planeta. Esto se debe a que tienen la
capacidad de sobrevivir en habitats extremos. Se las encuentra en aguas termales a
temperaturas de hasta 74°C, también pueden sobrevivir a 0°C. Se han encontrado
cianobacterias filamentosas en ambientes acidos hasta pH de 2,9, como asi también en
locaciones muy alcalinas, con pH de 13 (Seckbach & Oren, 2007). También puede
soportar altas intensidades de luz y radiaciones UV. Existen también cepas
halotolerantes, que estan presentes en ambientes costeros, pudiendo crecer en
ambientes con altas concentraciones de sal (Sarma et al.,, 2016). Pueden tener
diferentes formas: esféricas, bastén, espirales; y pueden ser unicelulares, formar

colonias, filamentos y biofilms (Figura 1.4).

Figura 1.4. Diferentes formas y organizaciones celulares en cianobacterias. Células
esféricas del género Synechocystis (a), colonias de células en un solo plano del género
Merismopedia (b), filamentos elipsoidales de Arthrospira (c) y filamentos lineales del
género Oscillatoria (d). Fuentes de las fotografias: http://cfb.unh.edul,
http://sistemas.fciencias.unam.mx/, https://www.landcareresearch.co.nz/.
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Las cianobacterias son microorganismos Gram-negativos que tienen una pared celular
mas gruesa y compleja que la otras bacterias Gram-negativas, como por ejemplo
Escherichia coli. Ademas, tienen una membrana exterior, una membrana de
peptidoglicano, una membrana citoplasmatica, y una capa externa formada por exo-
polisacaridos y proteinas polimerizadas. Esta Gltima resulta un obstaculo al momento de
romper las células, para lo cual es necesario utilizar fuertes detergentes y enzimas
degradantes de peptidoglucano, como la lisozima. En el citoplasma se encuentran las
membranas tilacoidales, que estan relacionadas a los pigmentos, a los complejos
antena de captacion de luz y a la fotosintesis. Los complejos para captacion de luz se
denominan ficobilisomas, que ademas de captarla también se encargan de transferirla
a los dos fotosistemas: PSI y PSII. La cantidad de tilacoides es dependiente de las
condiciones: con elevada iluminacion y falta de CO,, el nimero de tilacoides disminuye
(Klemengic et al., 2017). Son organismos modelo del estudio de los ciclos circadianos,
adaptandose a vivir en periodos de luz y periodos de oscuridad (Cohen & Golden, 2015).
Cuando estan en oscuridad, su metabolismo se ve modificado a heterotrofico,
consumiendo las reservas de glucégeno acumuladas durante un periodo de luz y en
algunas especies incluso consumiendo glucosa u otras fuentes de carbono del medio.
El glucdégeno es una de las inclusiones celulares que poseen las cianobacterias, junto
con el polihidroxibutirato (PHB), granulos de polifosfato y cianoficina, lipidos y
ribosomas. El CO; fotosintético es fijado a través del ciclo de Calvin (Figura 1.3) por
medio de la reaccion catalizada por la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO). El carbono fijado es conducido luego al ciclo de
Krebs (o ciclo TCA) el cual se evidencié recientemente que cierra gracias a las enzimas
2-oxoglutarato descarboxilasa y succinato semialdehido deshidrogenasa (Zhang &
Bryant, 2011). Uno de los productos intermedios de este ciclo es el a-cetoglutarato cuya
funcion es servir de esqueleto carbonado para la asimilacién de nitrégeno proveniente

de amoniaco, conectando asi el metabolismo del carbono con el del nitrégeno.
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1.2.1. Productos de interés comercial de cianobacterias

Las cianobacterias producen un gran variedad de productos naturales con diferentes
actividades bioldgicas (Dittmann et al., 2015), y por otro lado, estan ganando atencion
como huéspedes para aplicaciones biotecnoldgicas, debido a sus interesantes
caracteristicas metabdlicas que representan una clara ventaja frente a los
microorganismos heterotroficos. Dentro de él gran genero de las cianobacterias,
Synechocystis sp. PCC6803 (Synechocystis), Synechococcus sp. PCC 7002, y
Synechococcus elongatus PCC 7942 han sido los microorganismos mas utilizados en
el estudio de la fotosintesis, y como no existe evidencia cientifica de que produzcan
toxinas, se los considera como huéspedes seguros para la produccion de

biocombustibles y productos farmacéuticos, entre otros (Klemendi¢ et al., 2017).

Las cianobacterias son una fuente prometedora de productos naturales, grupo en el que
se encuentran alrededor de 1100 metabolitos secundarios, de los cuales dos tercios
provienen de los géneros Lyngbya, Microcystis, Nostoc y Hapalosiphon, que son muy
estudiados. La mayoria de estos metabolitos secundarios son producidos por las vias
biosintéticas de péptidos no ribosomales (NRP) o de NRP hibridos policéticos, y tienen
actividad biolégica. Estos productos, que en muchos casos son las toxinas que producen
los microorganismos, tienen potencial terapéutico, con caracteristicas anticancerigenas,
antifingicas, antinflamatorias, antivirales e inhibidoras de enzimas (Botana & Alfonso,
2015). Lastoxinas pueden usarse en agricultura como pesticidas (Ali Shah et al., 2017),
mientras que otros productos se encuentran en los grupos de las vitaminas, pigmentos,
aminoacidos, macrolidos, acidos grasos, lipopéptidos y amidas (Santos-Merino et al.,
2019), y por ultimo algunos mas complejos tienen aplicaciéon en la industria
farmacéutica, como por ejemplo las microcistinas que tienen actividad anticancerigena
(Sainis et al., 2010). Una descripcion detallada de los productos naturales de

cianobacteria puede encontrarse en Dittmann et al. (2013).
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Los microorganismos pertenecientes a los géneros mas estudiados han sido
modificados genéticamente por medio de biologia sintética para producir nuevos
compuestos por el agregado de vias de produccion heterélogas. Algunas de las
estrategias de ingenieria metabdlica que se utilizan en este tipo de microorganismos
fotosintéticos incluyen la modificacion de la utilizacién de cofactores de NADH a NADPH,
la expresion de vias con mayor fuerza impulsora termodinamica y la expresion de
transportadores de excrecion de productos (Lai & Lan, 2015). En esta clase de
productos se pueden encontrar compuestos que son similares a los que se obtienen de
plantas y algas, incluyendo fibras y biocombustibles, ademas de que cuentan con la
posibilidad de sintetizar polihidroxialcanoatos, una clase de bioplasticos dentro de la que
se encuentra el polihidroxibutirato (PHB) (Santos-Merino et al., 2019). Otros productos
que puede ser producidos por este tipo de microorganismos incluyen alcoholes, acidos
grados, terpenos de 5 a 15 atomos de carbono, azlcares simples, hidrégeno,
biocombustibles, bioplasticos, entre otros. En la Tabla 1.1 se presentan algunos de estos
productos, mientras que en Lai & Lan (2015) y en Knoot et al. (2018) puede encontrarse
una descripcion detallada de todos los productos que se han logrado obtener de
cianobacterias por medio de modificaciones genéticas. Las cepas que se generan de
esta forma son factibles para crecer en fotobiorreactores y por lo tanto cuentan con la

posibilidad de ser plataformas fotosintéticas industriales (Formighieri, 2015).
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Tabla 1.1. Productos obtenidos de cianobacterias por medio de biologia sintética.

Producto Especie de cianobacteria Referencia
Iso-Butiraldehido Atsumi et al. (2009)
Iso-Butanol Atsumi et al. (2009)
1-Butanol Lan & Liao (2011)
2,3-Butanodienol Synechococcus elongatus Oliver et al. (2013)
Iso-Propanol PCC7942 Hirokawa et al. (2015)
Sucrosa Ducat et al. (2012)
Glucosay
Fructosa Niederholtmeyer et al. (2010)
Limoneno Davies et al. (2014)
a-Bisaboleno Davies et al. (2014)

Synechococcus sp. PCC7002 Reppas & Ridley (2010),

n-Alcanos Patente: US 2010/0330642 A1
Manitol Jacobsen & Frigaard, (2014)
Bioetanol Gao et al. (2012)

Acidos grasos Liu et al. (2011)

Isopreno Lindberg et al. (2010)
B-Felandreno Synechocystis sp. PCC6803  Formighieri & Melis (2014)
Hidrogeno Khanna & Lindblad (2015)
Glicerol Savakis & Hellingwerf (2015)
Eritritol van der Woude et al. (2016)

1.3. Ingenieria de Sistemas Metabdlicos

La ingenieria de sistemas metabdlicos no se encarga solo de estudiar el disefio de
cepas, sino que también tiene en cuenta el resto del bioproceso, considerando variables
como la composicién del medio, el pH, la aireacion, la alimentacién de nutrientes (Chae
et al., 2017), y los procesos de separacion y purificacién, considerando de esta forma
los procesos aguas abajo y aguas arriba de la fermentacion o produccién en el
biorreactor (Figura 1.5). Las acciones gue se realizan en las primeras dos etapas estan
orientadas a mejorar las productividades respecto al producto seleccionado, e incluyen
la seleccién de la cepa, la construccion de la via biosintética en caso del que producto
no sea enddgeno, mejora de la tolerancia al producto, desvié y optimizacién de los flujos
metabdlicos para la optimizacién de precursores, seleccion de fuentes de carbono y
medio de cultivo, estudio de condiciones de cultivo batch y fed-batch, escalado de

biorreactores, entre otras (Lee & Kim, 2015), y tienen una gran relacién con las
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herramientas de la biologia de sistemas. El disefio de cepas especificamente, se
plantea como un proceso iterativo en el cual se realizan simulaciones para obtener
posibles modificaciones genéticas a partir de modelos matematicos, luego se realizan
dichas modificaciones in vivo y se estudia en laboratorio si la produccion es Optima,
volviendo a iniciar el proceso si no se alcanza dicha produccién. Respecto a la tercera
etapa, las acciones buscan reducir los costos globales de operacién por medio de la
mejora de los procesos de separacion y purificacion. En esta etapa debe tenerse en

cuenta la formacién de subproductos y si el producto deseado en extra o intra celular.

Existen algunos compuestos producidos a escala industrial cuyos bioprocesos fueron
disefiados bajo este concepto de ingenieria de sistemas metabdlicos, dentro de los
cuales podemos encontrar los aminoécidos L-valina (Park et al., 2011), L-treonina (Lee
et al., 2010), L-lisina (Becker et al., 2011) y L-arginina (Park et al., 2014); los quimicos
a granel 1,4-butanodiol (Yim et al., 2011), 1,5-diaminopentane (Kind et al., 2014), 1,4-
diaminobutano, 1,3-propanodiol, butanol, isobutanol (Lee & Kim, 2015), 4cido succinico
(Becker et al., 2013), y el farmaco artemisinina (Paddon & Keasling, 2014), pero alin no

existe ningun proceso de este tipo desarrollado para microorganismos fotosintéticos.

~240,000 L

1,500 L
300 L

50L

S5L

P & _— Volume
HN ﬁ OH

Figura 1.5. Etapas en el disefio de un bioproceso con el enfoque de la ingenieria de

sistemas metabolicos. Fuente: Lee & Kim (2015).
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1.3.1. Biologia de sistemas

La biologia de sistemas surge de la necesidad de dilucidar de manera holistica los
mecanismos involucrados en el comportamiento celular ya sea de organismos
unicelulares como de células y/o tejidos de organismos superiores (Klipp et al., 2009).
Su base esta en la integracion de datos experimentales con los resultados de modelos
matematicos de metabolismo, planteandose de esta forma un proceso iterativo dentro
del cual se resuelve un modelo en base a los datos disponibles, y luego se comprueban
los resultados predichos por el modelo con nuevos experimentos, evitando de esta
forma la realizacién de experimentos solo sobre suposiciones. Esta disciplina involucra
datos cuantitativos, y es por lo tanto dependiente de la informacion biolégica generada

por estudios de biologia molecular (Nielsen, 2017).

La biologia de sistemas tiene un amplio rango de aplicacion y es en la actualidad
exitosamente aplicada en campos tales como el descubrimiento y desarrollo de drogas,
biotecnologia y en clinica médica (Kitano, 2015). En el caso de la industria quimica y
biotecnol6gica, se puede destacar un programa de US$ 600 millones lanzado
recientemente por la empresa Exxon-Mobil en alianza con Synthetic Genomics Inc., una
empresa que desarrolla cepas de microorganismos modificados genéticamente y
procesos biotecnolégicos basados en biologia de sistemas, para la produccién de
biocombustibles a partir de algas (ExxonMobil, 2017). En la industria farmacéutica,
empresas como Novartis, AstraZeneca y Hoffmann-La Roche utilizan herramientas de
biologia de sistemas para sus desarrollos. Esta Ultima empresa utiliza tecnologias in

silico en aproximadamente un 50 % de sus proyectos.

Para este tipo de estudios resulta basica la disponibilidad de modelos matematicos del
metabolismo de la célula o microorganismo que se quiera estudiar. Se pueden encontrar
diferentes tipos de modelos, con diferente cantidad de informacion biolégica y diferentes

tamafios. Los modelos mas utiles y representativos son los modelos de escala
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gendémica (GEMs, GEnomic Scale Models) que incluyen informacion del genoma
completo del microorganismo con todas las reacciones y metabolitos relacionados al
mismo, y sirven como representacién de todos los procesos que ocurren dentro de la

célula.

Una de las principales aplicaciones en las que ha crecido el campo de la biologia de
sistemas es en el disefio de “fabricas celulares microbianas” (Microbial Cell Factories),
donde formulan modelos mateméticos que utilizan los GEMs de los microorganismos
para estudiar la distribucién de flujos de distintas vias metabdlicas, predecir las tasas de
crecimiento y de produccién de biocompuestos de interés industrial, y sugerir, mediante
las predicciones in silico, posibles modificaciones in vivo tanto en las condiciones de
cultivo como intervenciones genéticas que aumenten la productividad del compuesto
bajo estudio. Los mutantes obtenidos de esta forma luego pasan por un proceso de
Adaptacién Evolutiva en Laboratorio (ALE), que es una herramienta importante en la
optimizacion de cepas facilitando la mejora de alguna caracteristica, como puede ser el
crecimiento maximo o la tasa de produccion de un bioproducto, tanto por medio de

técnicas predecibles como no intuitivas (Sandberg et al., 2019).

Los recientes avances en las herramientas de ingenieria metabdlica tales como los
sistemas CRISPR/Cas9 y otras herramientas de edicién genética, junto con la creciente
capacidad para obtener sets de datos celulares dmicos (genémicos, protedmicos,
transcriptomicos, metabolémicos y fluxbmicos) y los avances en las técnicas
computacionales, permiten el estudio de los efectos de manipulaciones complejas sobre
el fenotipo y disefiar organismos productores de compuestos de interés comercial mas
robustos y eficientes (Laerke Hansen et al., 2017). Los datos omicos resultan muy
relevantes para los GEMs, ya que como estos no involucran procesos de regulacion a
ningun nivel, sirven para agregar informacion fenotipica de caracteristicas celulares y

metabdlicas en una escala de sistema completo. El andlisis de este tipo de datos
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también puede ser de utilidad en la identificaciébn de genes a manipular para mejorar la
produccion de un compuesto (Chae et al., 2017). Los datos de fluxémica son de especial
interés en el analisis de distribuciones de flujo que se obtienen a partir de los GEMSs,
gracias a la metodologia **C Analisis de flujos metabdlicos (**C-MFA) que se utiliza para
la medicion de flujos intracelulares (Young et al., 2008). También se ha integrado
informacién de protedmica y transcriptémica a los GEMs en algunos estudios, y en un
futuro cercano comenzaran a encontrarse disponibles set de datos multiGmicos que
ocasionaran la aparicion de nuevas capas de informacién en este tipo de modelos

gendmicos (Noor et al., 2019).

Las estrategias in vivo para mejorar la produccion de un compuesto de interés son
generalmente complejas y no siempre se obtienen resultados positivos, lo que lleva a
pensar en la utilidad de una herramienta que permita probar ciertas modificaciones in
silico antes de llevarlas al &mbito experimental. La herramienta mas sencilla y utilizada
en la comprension del metabolismo celular es el Andlisis de Balance de Flujo (FBA,
Flux Balance Analysis) (Savinell & Palsson, 1992), que se basa en maximizar el
crecimiento celular, lo cual es el estado normal de la célula, sujeto a las restricciones
impuestas por la estequiometria del GEM por medio de un problema de programacion
lineal, unido a restricciones adicionales como informacion termodinamica, datos
experimentales, etc. Se han propuesto estrategias para mejorar la produccion de
bioproductos acoplando el crecimiento con la produccion del compuesto de interés
(Burgard et al., 2003), fundamentandose en la idea de que si la célula maximiza su
crecimiento, también maximizara la produccién del compuesto deseado. Este
acoplamiento se logra identificando reacciones a eliminar (knock-outs) in silico, que

representan intervenciones genéticas in vivo.
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La disponibilidad de herramientas de este tipo aplicadas a cianobacterias posibilitara el
estudio de la produccion de una gran variedad de compuestos en diferentes

microorganismos con objetivos biotecnol6gicos.

1.3.2. Modelos de redes metabdlicas

La formulacién de modelos matematicos de redes metabdlicas de los microorganismos
ha sido posible por la existencia secuenciacién completa del genoma de un gran nimero
de microorganismos, lo cual trajo como consecuencia que se plantee la posibilidad de
generar modelos mateméaticos para representar estos genomas y poder estudiarlos
sistematicamente. Debido a la complejidad de los procesos bhioldgicos y a la gran
cantidad de informacion contenida en estas secuenciaciones, los modelos matematicos
no pueden llegar a representar toda la informacion e interacciones contenidas en un
determinado microorganismo. Esto llevo a que se generen diferentes tipos de modelos,
con diferentes niveles de detalle y orientados a diferentes objetivos. En general, se
puede decir que existe una relacion inversa entre el tamafio del modelo matematico
(cantidad de reacciones metabdlicas incluidas) y el detalle del mismo (Figura 1.6). En
los modelos topoldgicos, las redes se representan por medio de grafos, donde los
elementos son nodos (puntos) y las relaciones entre ellos son las lineas. Este tipo de
modelos pueden incluir todos los componentes de una célula, como metabolitos, genes,
proteinas, etc., pero no incluyen informacién cuantitativa del metabolismo, como
estequoemetria, cinéticas, etc. Estos modelos se encuentran en el extremo izquierdo de
la Figura 1.6, ya que contienen toda la informacion cualitativa de una red, pero carecen
de informacion cuantitativa. En el otro extremo se encuentran los modelos cinéticos
detallados que tienen en cuenta los flujos de cada una de las reacciones como funcién
de la concentracion de los metabolitos y todos los parametros relacionados con las
funciones enzimaticas, describiendo los flujos de las reacciones con las diferentes

expresiones cinéticas (ej.: Michaelis-Menten) (Di Maggio et al., 2017, 2014, 2010; Di
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Maggio, 2012). Este conjunto de ecuaciones da como resultado un sistema de
ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) no-lineal que al resolverse da como resultado
los perfiles de concentracién de cada metabolito en el tiempo. Este tipo de enfoque solo
puede utilizarse para modelos pequefios del metabolismo ya que la poca disponibilidad
de informacion sobre los mecanismos de reaccidon y los parametros cinéticos
involucrados en los mismos (como K,, ¥ Vmax), Y €l costo computacional que
representaria un modelo de grandes dimensiones y altamente no lineal, hacen que sea
muy dificil poder utilizarlos para redes del metabolismo completo (Di Maggio et al.,
2014). Es por estas limitaciones que los modelos existentes de este tipo son
generalmente pequefios, incluyendo pocas reacciones metabdlicas, pero muy
detallados y con mucha informacion biologica de las reacciones que contienen. En el
caso de microorganismos fotoautotrofos y cianobacterias existen modelos cinéticos
detallados solo para ciertos subsistemas, como el ciclo circadiano, el fotosistema ll, el
mecanismo de concentracion de carbono (CCM, Carbon Concentrating Mechanism) y

el ciclo de Krebs (Steuer et al., 2012).

CUALITATIVO

CUANTITATIVO

(&)

response

0—_.—
0 50100150
time

Modelos Topologicos Modelos Estequiométricos Modelos Intermedios Modelos Cinéticos detallados

Figura 1.6. Representacion esquemaética de los diferentes tipos de modelos. Ordenados
de izquierda a derecha segin mayor a menor caracter cualitativo y de derecha izquierda
de mayor a menor caracter cuantitativo. Modificado de Steuer et al. (2012).
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Actualmente, la mejor opcion para representar el metabolismo a escala genémica son
los modelos estequeométricos o0 GEMs que incorporan informacion del genoma
completo de un microorganismo (reacciones, metabolitos, enzimas, genes, etc.) sin la
necesidad de incorporar informacion cinética que no esta disponible, resultando en
sistemas de ecuaciones lineales que contienen los balances de masa para cada
metabolito de la red. Estos modelos permiten un analisis del comportamiento del
metabolismo completo, aunque no brindan informacion sobre los perfiles de
concentracion y las funciones enziméticas (Maranas & Zomorrodi, 2016), pero

igualmente tienen aplicaciones muy importantes en la ingenieria de microorganismos.

Por dltimo, es importante notar que existen métodos intermedios entre los modelos
cinéticos y los estequeométricos, que resultan hibridos entre estos dos tipos: incluyen
un pequefio modelo cinético de algun subsistemayy lo incluyen dentro del GEM completo

(Luo et al., 2006; Mahadevan et al., 2002).

Los GEMs comenzaron a publicarse alrededor del comienzo del siglo XXI, y a partir de
alli la produccion fue en aumento hasta el afio 2014 donde la tendencia comienza a
mostrar un decrecimiento (Figura 1.7). Este cambio no representa necesariamente una
disminucion del interés en los mismos por parte de la comunidad cientifica, sino que se
relaciona con dos aspectos: los GEMs para los microorganismos mas interesantes de
ser estudiados y mas analizados biolégicamente ya se encuentran publicados y
revisados, y la reconstruccion de los microorganismos faltantes menos estudiados
resulta muy dificil debido a la carencia de informacién experimental y biolégica de los

mismos (Kim et al., 2017).
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Figura 1.7. Evolucion del nimero de GEMs publicados por afio, desde la aparicion del
primero en el afio 1999 hasta el afio 2016. Adaptado de Kim et al. (2017)

1.3.3. Reconstruccién de redes a escala genomica

La reconstruccion de modelos de redes metabdlicas a escala genémica es un proceso
complejo e iterativo que comenz6 a ser posible ante la disponibilidad de las secuencias
de genomas completos de una gran variedad de microorganismos. Al ser un proceso
complejo, se hace visible la necesidad de un procedimiento sistematico para la creacion
de cada nuevo modelo. Thiele & Palsson (2010) publicaron un protocolo donde
proponen las siguientes etapas:

e Etapa 1: Se busca la anotacion del genoma mas reciente a partir de la que se
obtienen los genes y las reacciones metabdlicas relacionadas en una base de
datos, como por ejemplo KEGG (Kanehisa & Goto, 1999) o CyanoBase
(Fujisawa et al., 2017). Se incluyen también los nuameros EC (Enzyme
Commission numbers) que los relacionan.

e FEtapa 2: Esta etapa se divide en una serie de pasos que, de cumplirse
correctamente, completaran la reconstruccion:

i. Organizacion de los datos segun la via de la que forman parte.
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Vi,

Vii.

viii.

Xi.

Xil.

Xiii.

Xiv.

XV.

Introduccién general

Verificacion de las funciones metabdlicas con literatura especifica.
Comparacion con microorganismos filogenéticamente similares.

Definicion de sustratos y cofactores a usar.

Inclusién de las cargas de los metabolitos, ya que en las bases de datos
generalmente se presentan las férmulas sin cargas.

Control de la estequiometria de las reacciones (puede ser necesario agregar
protones o agua)

Determinacion de la reversibilidad de las reacciones.

Ubicacion de los genes Yy reacciones en los compartimientos
correspondientes.

Definicion del mapeo de genes-reacciones-proteinas (GPR).

Asociacion de los metabolitos a algun identificador universal para que el
modelo sea accesible a otros cientificos, por ejemplo KEGG, CheBI
(Hastings et al., 2016) y PubChem (Kim et al., 2019).

Asignacion de un nivel de confianza a cada reaccion segun la cantidad de
informacion que se tiene de la misma con una escala que va del 0 al 4.
Determinacion de las reacciones espontaneas.

Inclusion de las reacciones para el transporte de los metabolitos que pasan
de un compartimiento a otro.

Identificaciébn de funciones metabdlicas faltantes por medio de mapas
disponibles, por ejemplo, en KEGG.

Determinacién de la composicion de la biomasa experimentalmente y, a
partir de ella, determinacion de la reaccion de formacion de biomasa. La
composicion juega un papel muy importante en los estudios de eliminacién
de genes in silico ya que la no presencia de un metabolito en la biomasa lo
vuelve no esencial para el crecimiento, como a todas las reacciones que

ocurren para su formacion.




Capitulo 1 Introduccién general

xvi. Inclusion de la reaccion de ATP asociado a crecimiento.
xvii. Recopilacion de informacién sobre los requerimientos de nutrientes para el
crecimiento.

e Etapa 3: Formulacion de un modelo matematico a partir de la reconstruccion. En
esta etapa se incluye la estequiometria de las reacciones como elementos de la
llamada “matriz estequiométrica” (S). Este proceso puede realizarse mediante
herramientas computacionales como COBRA Toolbox (Schellenberger et al.,
2011Db).

e Etapa 4: Evaluacion de la red ya convertida en modelo matemético. EI modelo inicial
reconstruido manualmente probablemente contenga reacciones faltantes o “puntos
muertos” (Metabolic Dead Ends), ciclos estequiométricos que no estén
correctamente balanceados, problemas en las vias de produccién de precursores
de la biomasa, reacciones bloqueadas (que no puede tener flujo en ninguna
condicion), todos errores que deben corregirse para asegurar la consistencia del
modelo. Por ultimo, debe evaluarse cuantitativamente el crecimiento que predice el
modelo: si no es cercano al esperado deben revisarse los nutrientes limitantes y la
produccién de todos los precursores en un proceso denominado curacién del

modelo.

1.4. Objetivos
1.4.1. Objetivo general

Desarrollar estrategias de modelado y optimizacion con modelos de redes metabdlicas
de cianobacterias a escala genémica con fines biotecnoldgicos mediante la aplicacion

de técnicas avanzadas de programacion matematica.
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1.4.2.

Objetivos especificos

Formular un modelo de la red metabdlica de la cianobacteria Synechocystis sp.
PCC6803 a partir de datos experimentales, bibliografia actualizada y modelos
existentes.

Evaluar el desempefio del modelo desarrollado frente a diferentes condiciones
ambientales, y validarlo frente a datos de fluxémica disponibles en bibliografia
especifica y de crecimiento disponibles en el grupo.

Formular problemas de optimizacion bi-nivel mixto enteros lineales para el
disefio de cepas que acoplen el crecimiento a la produccion de biocombustibles
por medio de eliminacién in silico de genes.

Estudiar las condiciones de crecimiento y limitacion de nutrientes para aumentar
la produccién de etanol en Synechocystis sp. PCC 6803 desde un enfoque de
produccién en dos etapas.

Determinar estrategias de intervenciones genéticas para acoplar el crecimiento

a la produccion fotosintética de bioplasticos en Synechocystis.

1.5. Estructura de la tesis

Esta tesis se encuentra organizada en seis capitulos segun se detalla a continuacion:

En el Capitulo 1 se detalla la situacion mundial actual frente al cambio climatico,

ocasionado en gran medida por las emisiones antropogénicas de CO., lo cual lleva a

analizar posibilidades de reemplazo a los combustibles fésiles y estrategias para

disminuir los niveles de CO; en la atmosfera. Se presenta a la cianobacterias como

potenciales candidatas a aportar soluciones en estos aspectos, y se brinda una

descripcion del rango de productos que pueden obtenerse a partir de estos

microorganismos. Adema4s, se presentan las herramientas de la ingenieria de sistemas

metabdlicos como una via para el desarrollo de bioprocesos sustentables y

econdmicamente rentables.
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En el Capitulo 2 se realiza la curacion manual de un GEM de Synechocystis existente
a partir de datos experimentales y bibliografia actualizada. Se realiza también una
descripcion detallada del microorganismo bajo estudio, incluyendo la fotosintesis, el

mecanismo de fijacién de carbono, y las vias de produccion de etanol y PHB.

En el Capitulo 3 se evalla la performance del modelo curado en el Capitulo 2 por medio
de técnicas de FBA. Para esto se analiza el comportamiento frente a diferentes
condiciones ambientales, se compara la tasa de crecimiento del modelo frente a datos
experimentales disponibles en el grupo, y se valida la distribucién de flujo en condiciones

fotoautotroficas para un set de datos de fluxémica disponible en bibliografia.

En el Capitulo 4 se desarrollan problemas de optimizacion binivel mixto enteros lineales
para el disefio de cepas, con el objetivo de acoplar el crecimiento a la produccién de un
producto de interés, por medio de la identificacién de intervenciones genéticas. Estos
problemas se reformulan por medio de la teoria de la dualidad a problemas mixto
enteros lineales (MILP). Luego, dichos problemas se utilizan para analizar la posibilidad

de acoplar la produccion fotosintética de etanol al crecimiento en Synechocystis.

En el Capitulo 5 se utilizan los problemas de optimizacién formulados en el Capitulo 4

para el estudio de la produccion fotosintética de bioplasticos en Synechocystis.

Por ultimo, en el Capitulo 6 se presentan las conclusiones generales y particulares de
esta tesis, como asi también los trabajos futuros que pueden realizarse siguiendo esta

linea de investigacion

Parte de los resultados obtenidos en esta tesis se encuentran publicados en los
congresos nacionales, internacionales y journals que se encuentran detallados en la

seccion Publicaciones y Congresos.
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2

Modelo metabdlico a escala genOmica de Synechocystis

2.1 Introduccion

Synechocystis sp. PCC 6803 (a partir de ahora Synechocystis) es una cianobacteria de
forma celular esférica de 1,5 a 2 um de didmetro no fijadora de nitrégeno. En la Tabla
2.1 se puede ver la clasificacién taxondmica completa de la especie. Su metabolismo
es mixotroéfico, siendo capaz de realizar fotosintesis oxigénica durante periodos de luz
y crecer heterotroficamente durante periodos de oscuridad a partir de respiraciéon
aerdbica (glucdlisis, ciclo de Krebs y fosforilacion oxidativa). Su genoma es poliploide
con unas 12 copias cromosémicas y un tamafo de 3,5 Mb codificando para unos 3317
genes. Posee tres plasmidos pequefios (5,2 kb, 2,4 kb y 2,3 kb) y cuatro de mayor tamafio
(PSYSM:120 kb, pSYSX:106 kb, pSYSA:103 kb y pSYSG:44 kb) (Kaneko et al., 2003).
Fue el primer organismo fotosintético completamente secuenciado y anotado (Kaneko
& Tabata, 1997) y esta informacion se encuentra disponible en las bases de datos
CyanoBase (http://genome.kazusa.or.jp/cyanobase) y CYORF
(http://cyano.genome.jp/). Synechocystis es eficientemente transformable por
incorporacién de material genético exdégeno e integra el ADN por recombinacion
homologa doble (Kufryk et al., 2002), lo que ha permitido el desarrollo de un gran nimero

de estrategias de ingenieria genética para la obtencion de diferentes mutantes.

La disponibilidad la informacion gendémica completa, la predisposicion a ser
genéticamente modificado y su tipo de metabolismo han posicionado a Synechocystis
como organismo modelo para el estudio de los procesos fotosintéticos y del estudio

genético de organismos fotoautétrofos.
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Tabla 2.1. Clasificacion taxondmica de Synechocystis sp. PCC 6803

Dominio Prokaryota

Reino Eubacteria

Subreino Negibacteria

Filo Cyanobacteria

Clase Cyanophyceae
Subclase Synechococcophycidae
Orden Synechococcales
Familia Merismopediacae

En la micrografia de la Figura 2.1 se puede observar que la envoltura celular de
Synechocystis esta formada, cédmo es tipico en las bacterias gram negativas, por una
membrana externa, una capa fina de peptidoglicanos y el espacio periplasmatico entre
ésta y la membrana plasmatica (Figura 2.1 b y c). En el citoplasma se pueden observar
las membranas tilacoidales concéntricas (Figura 1 a) donde estadn alojados los
elementos de las cadenas transportadoras de electrones de los fotosistemas 1y Il, y de
la fosforilacion oxidativa. Los pigmentos fotosintéticos de Synechocystis son la clorofila
a, la ficocianina y la aloficocianina (MacColl, 1998). También producen carotenoides
como pigmentos accesorios y de proteccion siendo los principales el B-caroteno,
mixoxantofila, zeaxantina y equinenona (Zhang et al., 2015). La membrana plasméatica
solo posee los elementos funcionales de la cadena transportadora de electrones que

participan en la fosforilacién oxidativa.

Synechocystis posee tres inclusiones celulares principales (Figura 2.1 a): i)
carboxisomas, cuerpos poliédricos que contienen a la enzima Ribulosa-1,5-Bisfosfato
Carboxilasa/Oxigenasa (RuBisCO) encargada de la fijacién de CO- en el ciclo de Calvin;
ii) granulos de glucégeno que constituyen una reserva de carbono y energia para los
periodos de oscuridad; y iii) granulos de cianoficina que es un polipéptido no ribosomal
formado principalmente por partes iguales de aspartato y arginina, y actia como

compuesto de reserva de nitrdgeno y carbono.
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Figura 2.1. Ultraestructura de una célula completa de Synechocystis (a) y ampliaciones
de la zona de la pared celular (b) y (c). T membranas tilacoidales, LT lumen tilacoidal, C
carboxisoma, CP granulo de cianoficina, g granulo de glucégeno, r ribosomas, PM
membrana OM membrana externa, PD capa de peptidoglicano, EP espacio
periplasmatico. Barra escala: 100 nm. Fuente de la imagen: Liberton et al. (2006)

En la Figura 2.2 se presenta un esquema con las principales vias del metabolismo del
carbono de Synechocystis. La luz y el agua son utilizadas para la produccién de energia
y oxigeno por medio de la fotosintesis. Esta energia es luego empleada en la fijacion de
carbono que tiene lugar en el ciclo de Calvin. El principal producto de este ciclo es el
3PG que se utiliza en la glucdlisis, que puede dividirse en superior e inferior. En la
glucdlisis superior, que esté interconectada con la via de las Pentosas Fosfato (PPP),
se produce energia en forma de NADPH, y se generan metabolitos precursores de la
biomasa como los carbohidratos. En la glucdlisis inferior ocurre la sintesis de lipidos a
partir de acetil-CoA, que también se utiliza en el ciclo de Krebs, donde se generan
precursores para la produccion de nucleétidos, aminoacidos y pigmentos, procesos que

requieren la fijacion de nitrégeno, azufre y magnesio, respectivamente.
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Figura 2.2. Representacion esqueméatica del metabolismo general de las
cianobacterias. Traducido de Baroukh et al. (2015)

En lo que respecta al modelado metabdlico de Synechocystis, en los ultimos 10 afios se
han publicado reconstrucciones con diferente nivel de detalle, principalmente de los
sistemas relacionados con la fotosintesis (Baroukh et al., 2015). Las primeras dos
reconstrucciones (Hong & Lee, 2007; Shastri & Morgan, 2005) incluyen menos de 100
reacciones, involucrando las principales vias del metabolismo central del carbono. Estos
modelos permiten evaluar el crecimiento celular en condiciones autotréficas,
heterotroficas y mixotréficas. El primer modelo metabédlico a escala gendémica de
Synechocystis fue propuesto por Fu (2009), aunque esta reconstruccion no se encuentra
correctamente curada y por lo tanto no se pueden obtener resultados computacionales
a partir de ella. Posteriormente se publicaron casi simultaneamente las reconstrucciones
de Montagud et al. (2010) (iSyn669) y de Knoop et al. (2010). El modelo iSyn669 fue el
primer GEM en considerar dos compartimentos celulares y puede utilizarse en las
configuraciones de crecimiento heterotrofico, autotrofico y mixotréfico; mientras que el

modelo de Knoop et al. (2013) fue el primero en incluir el proceso de fotorrespiracion. El
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siguiente modelo publicado fue el de Yoshikawa et al. (2011), el cual es el primero en
incluir una validacion frente a datos experimentales de fluxdmica para condiciones
heterotroficas y mixotréficas. La reconstruccién de Nogales et al. (2012) (iJN678) incluye
una descripcion mas completa y compartimentada del proceso fotosintético. El analisis
in silico de este modelo permitid la identificacibn de dos estados de crecimiento
fotoautotrofico diferentes: limitado por carbono y limitado por luz. Ademas, estos autores
comparan sus resultados in silico con resultados in vivo de un estudio experimental con
13C-Andlisis de Flujos Metabdlicos (**C-MFA, Metabolic Flux Analysis) para crecimiento
fotoautotroéfico (Young et al., 2011). Saha et al. (2012) desarrollaron el modelo iSyn731,
validandolo frente a los mismos datos experimentales que Nogales et al. (2012). En este
caso, los autores fijan el valor maximo de produccién de biomasa y obtienen los valores
minimos y maximos para cada flujo para los que la solucion con el crecimiento fijado es
valida. Mas de un 50% de los flujos considerados en este analisis no se corresponden
con los rangos presentados para los valores experimentales. Finalmente, Knoop et al.
(2013) proponen un modificacion de su modelo publicado previamente (Knoop et al.,
2010), el cual utilizan para estudiar la distribucion de flujos intracelulares en un estado
limitado por luz. Este modelo resulta el primero en estudiar la reorganizacion del

metabolismo bajo ciclos alternativos de luz/oscuridad.

Las reconstrucciones iniciales de los modelos metabdlicos a escala genémica deben ser
validadas frente a datos experimentales. Cuando estos modelos no son capaces de
representar de forma precisa estos datos necesitan un curado manual que implica la
revision de los balances de masa de los metabolitos, las relaciones Gen-Proteina-
Reacciones y la reversibilidad de las reacciones con informacion experimental
especifica del microorganismo bajo estudio. Este proceso consume mucho tiempo
porgue no existe un método sistematico para realizarlo (Machado et al., 2016) y se
realiza en base a literatura especifica del estudio de las enzimas y bases de datos

publicas CyanoBase (Fujisawa et al., 2017), CyanoEXpress (Hernandez-prieto &
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Futschik, 2012), KEGG (Kanehisa & Goto, 1999), MetaCyc (Caspi et al., 2006), SEED

(Overbeek et al., 2014), BRENDA (Schomburg et al., 2002) , etc.

En este capitulo, se presenta la curacion, realizada como parte del trabajo de tesis, del
modelo metabdlico a escala gendmica desarrollado por Knoop et al. (2013) en base a
bibliografia especifica reciente de Synechocystis, con el objetivo de mejorar las
predicciones del modelo para el disefio in silico de cepas fotoautédtrofas productoras de

compuestos de interés biotecnolégico.

2.2 Cadenas transportadoras de electrones en Synechocystis

Synechocystis cuenta con tres cadenas transportadoras de electrones diferentes, dos
de ellas relacionadas a la fotosintesis y una a la respiracion. Las cadenas de electrones
utilizadas en el proceso de fotosintesis se denominan Flujo Lineal y Flujo Ciclico de
Electrones (LEF: Lineal Electron Flux y CEF: Cyclic Electron Flow). La fotosintesis
ocurre en la membrana tilacoidal en tres complejos proteicos transmembrana: el
fotosistema | (PSI), el fotosistema Il (PSIl) y el complejo citocromo bsf (cyt bef) ( Figura
2.3). El LEF es idéntico al de las plantas superiores y se utiliza para generar poder
reductor en forma de ferredoxina reducida (Fd) o NADPH y ATP que luego seran
consumidos en el proceso de fijacion de CO,, en la captacion de nutrientes y en otros
procesos metabdlicos, con produccion asociada de O,. La captacién de luz en los
fotosistemas es mediada por complejos proteicos especificos de cianobacterias
denominados ficobilisomas que transfieren la energia luminica colectada al centro de
reaccion formado por clorofila que se encuentra ubicado en la membrana tilacoidal

(Arteni et al., 2009).
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Figura 2.3. Esquema de la fotosintesis en Synechocystis. Las cadenas transportadoras
de electrones se utilizan para la produccién de NADPH en la ferredoxina (Fd) y también
producen un gradiente de protones que es utilizado para generar ATP en la ATPasa.
Fd, Flv 1/3 y Hyasa participan de las vias alternativas de transporte de electrones.

El flujo de electrones ocurre por una diferencia de potencial redox generada por la luz y
por la distribucién espacial de los complejos proteicos en funcién de su potencial redox
creciente (Hallenbeck, 2017). Este transporte de electrones genera ademas un
gradiente de protones a través de la membrana que luego lleva a la produccién de ATP
por medio de la enzima ATP sintasa (ATPasa). La cadena de transporte LEF genera
una relacion ATP/NADPH de 1,28, mientras que la relacion necesaria para suplir la
fijacion de CO; en el ciclo de Calvin es de 1,5 (Kramer & Evans, 2011), por lo tanto es
necesario un suministro adicional de ATP. Existen vias Alternativas de Flujos de
Electrones (AEF: Alternative Electron Flux) que tienen como principal funcién balancear
la relacion ATP/NADPH, el cual es un parametro indispensable en la homeostasis
celular. La principal AEF es el CEF, en el cual el flujo de electrones se produce solo
alrededor del PSI generando un gradiente de protones que es utilizado para la
produccion de ATP, sin la generacion de NADPH (Nogales et al., 2012). Una de las
reacciones importantes de las vias AEF es la reaccion de tipo Mehler, que utiliza
electrones generados en el PSII para reducir O, a H,O en el PSI. Esta reaccion se ha

observado en condiciones de fluctuaciones de luz, donde protege al PSI de la presiéon
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reductiva, asi como en condiciones de luz continua y en exceso de CO- (Thiel et al.,
2019). En este microorganismo el NADPH generado en la fotosintesis es, en mayor
medida, oxidado para la fijacién de CO: en el ciclo de Calvin, por lo tanto, la cadena
respiratoria de transporte de electrones no tiene la funcién exclusiva de reciclar NADPH,
sino que los donadores de electrones son el succinato, el H, y el NAD(P)H. El
funcionamiento de estas vias es muy complejo y aln contindia bajo estudio (Knoop et

al., 2013; Nogales et al., 2012).

2.3 Mecanismos de captacion de carbono

El mecanismo de concentracion de carbono inorgéanico en cianobacterias (CCM) ha sido
ampliamente estudiado en varias especies dentro de las que se encuentra
Synechocystis. Se han identificado cinco modos de captacion de carbono (Price et al.,
2008) (Figura 2.4), de los cuales tres implican el ingreso de anién bicarbonato (HCO3)
y los dos restantes de CO.. Los tres modos implicados en la captacién de HCO3 son:

i. Un transportador inducible de alta afinidad codificado por el gen cmpABCD
perteneciente a la familia de las ATPasas de transporte identificado por Omata
et al. (1999) denominado BCT1.

ii. Un transportador inducible de alta afinidad dependiente de Na* identificado por
Shibata et al. (2002) denominado SbtA.

iii. Un transportador de baja afinidad, pero flujo elevado, dependiente de Na“,

identificado por Price et al. (2004) denominado BicA.

Los modos de captacion de CO; estan asociados a complejos NDH-I (Complejo NADH
deshidrogenasa), a diferencia de los sistemas de captacion de HCO3s asociados a
transportadores. La captacion de CO; se realiza en dos pasos: la entrada pasiva de CO-
a la célula a través de la membrana externa, seguida por la conversiéon de este CO; en
HCOzs'. Los dos complejos NDH-I involucrados son:

iv. NDH-I4 ubicado en la membrana plasmatica (Maeda et al., 2002)
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v. NDH-I13 inducido frente a limitacién de carbono inorganico y tiene mayor afinidad
que el NDH-14 (Maeda et al., 2002). Se encuentra ubicado en la membrana

tilacoidal (Prommeenate et al., 2004; Zhang et al., 2004).
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Figura 2.4. Esquema del mecanismo de concentracion de carbono en Synechocystis.
Se muestran los cinco modos de captacién de carbono: tres de HCOz3 (i, ii y iii) y dos de
CO: (iv y v). La numeracion utilizada en el esquema se corresponde con el texto.

Todo el carbono inorganico que ingresa a la célula se convierte a HCOs en cual es
transportado a los carboxisomas. Como se menciond anteriormente, en estas
inclusiones se encuentra la enzima RuBisCO. Esta enzima es la primera del ciclo de
Calvin y tiene una doble funciéon pudiendo actuar como carboxilasa, catalizando la
fijacion de CO; para producir dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3PG), o puede actuar
como oxigenasa fijando O, por medio de la fotorrespiracion, proceso que culmina con la
produccion de CO.. La reaccion de fotorrespiracion ocurre a niveles muy bajos salvo en
condiciones de baja presion parcial de CO,, lo cual se cree que favorece la actividad
oxidativa; y perjudica el nivel de fijacion de carbono, por lo que se la considera como
una de las reacciones mas ineficientes del metabolismo (Allahverdiyeva et al., 2011).

Las cianobacterias de agua dulce, como Synechocystis, contienen -carboxisomas, que
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resultan esenciales para la operacion eficiente del CCM (Price et al., 2008). Dentro de
ellos existe una enzima especifica denominada anhidrasa carbonica (AC) que cataliza
la conversion del HCOs™ que ingresa a los carboxisomas a CO; que luego sera fijado por
la RuBisCO. Existe otra posible via de fijacion de carbono en Synechocystis a través de
la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), que cataliza la formacion de
oxaloacetato (OAA) a partir de fosfoenolpiruvato (PEP) y HCOgs. Esta enzima es un
punto clave de ramificacion que determina el tipo de fijacion de carbono en los
organismos fotosintéticos, y se la encuentra en plantas, algas, cianobacterias y bacterias
heterotréficas (Takeya et al., 2017). Se ha encontrado que esta enzima tiene actividad
en condiciones heterotréficas y mixotroficas, representando en este Gltimo caso un 25%
del carbono metabolizado (Yang et al., 2002). Sin embargo, en condiciones
fotoautotroficas no tiene efecto neto en el balance de carbono dado que cuando se
encuentra activa lo hace en conjunto con la enzima malica (ME), que cataliza la
descomposicion de (S)-Malato (MAL) en piruvato (PYR) y CO.. Esto hace que el carbono
fijado por la PEPC sea liberado por la ME, por medio de un ciclo similar al de fijacién de
carbono en las plantas C4, pero sin una pérdida neta de carbono (Young et al., 2011).
Otro aspecto importante es que existe una barrera difusiva a la perdida de CO, a través
de la membrana de los carboxisomas, que debe ser minima para que la fijacién de
carbono se maximice (Badger & Price, 2003). En la Figura 2.5 se puede ver un esquema

completo del CCM de Synechocystis.
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Figura 2.5. Esquema del CCM de Synechocystis. Se observa el ingreso de HCO3z
ubicado en la membrana plasmaética y el de CO, en la membrana tilacoidal. EIl HCO3z
que se acumula en el citoplasma ingresa al carboxisoma donde se convierte de CO2
por medio de la enzima CA. Por ultimo, la RuBisCO convierte el CO; a 3PG. En este
esquema no se muestra el proceso de fotorrespiracion

2.4 Vias de produccién de etanol y PHB

Synechocystis fue modificada para permitir la produccion fotosintética de etanol
considerando la inserciéon de los genes pdc y adhll de la bacteria anaerodbica estricta
productora de etanol Zymomonas mobilis por primera vez en el afio 2009 (Dexter & Fu,
2009). A partir de dicha modificacion, se realizaron otros intentos de obtener cepas
modificadas con mejor productividades entre los que se pueden nombrar los estudios
de Dienst et al. (2014), Gao et al. (2012) y Vidal Vidal (2009), ademéas de algunas
patentes, propiedad de la empresa Algenol Biofuels.(Duehring et al., 2014, 2012) Por
otro lado, recientemente se ha encontrado evidencia de que Synechocystis posee una

via de produccién de acetato a través de la enzima fosfoquetolasa que contribuye al
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metabolismo del carbono durante el metabolismo autotréfico (Xiong et al., 2015) lo que
lleva a la presencia de una via de produccién natural de etanol que podria tener actividad
en determinadas condiciones ambientales (nutrientes, luz, etc.). Ademas, las
cianobacterias cuentan con un metabolismo fermentativo que se encuentra activo en
condiciones anaerObicas y de oscuridad, y que tiene diferentes vias tales como
fermentacion acida mixta, fermentacién homo y hetero lactica y fermentacion acética,
con hidrégeno, acetato, formato, lactato, CO, y etanol como productos (Stal &
Moezelaar, 1997). En la Figura 2.6 se pueden observar las vias de produccion de etanol
natural y heterdloga. El disefio in silico de cepas productoras de etanol se describird en

detalle en el Capitulo 4.
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Figura 2.6. Vias de produccion de etanol en Synechocystis. ADH: Alcohol
deshidrogenasa; ACS: Acetil-CoA sintetasa; ALDH: Aldehido deshidrogenasa; ACK:
Acetato quinasa; PTA: Fosfato acetiltransferasa; PK: Xilosa 5-fosfato/Fructosa 6-fosfato
fosfoketolasa; PDC: Piruvato descarboxilasa

Esta cianobacteria también cuenta con la capacidad de acumular polihidroxibutirato
(PHB), un biopolimero perteneciente a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHAS),
gue también es producido por ciertas bacterias heterotroficas y que resulta muy
estudiado con el objetivo de reemplazar a los plasticos convencionales. En algunos
casos, las propiedades térmicas y mecanicas del PHB producido por cianobacterias son

comparables a las del producido por bacterias heterotréficas, lo cual presenta a
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Synechocystis como potencial productora de PHB con fines biotecnolégicos. Debido a
esto, se han realizado numerosos estudios de las tasas de produccion de este polimero
y como mejorarlas, realizando modificaciones genéticas y considerando condiciones de
crecimiento con limitacion de nutrientes, siendo el caso de limitacién de nitrégeno el mas
estudiado (Hirai et al.,, 2019; Thiel et al.,, 2019). La via de produccion de PHB en
Synechocystis es natural, y esta relacionada con el ciclo de Calvin, ya que comienza
con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA que se convierten en acetoacetil-
CoA por medio de la enzima phaA (Alberto et al., 2018). Luego por medio de la accion
de las enzimas phaB y phaC/phaE se produce el PHB. La via de produccion de PHB se

esquematiza en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Via de produccibn de PHB en Synechocystis. phaA: acetil-CoA

acetiltransferasa; phaB: acetoaetil-CoA reductasa; phaE: polihidroxialcanoato sintasa
subunidad PhaE; phaC: polihidroxialcanoato sintasa subunidad PhaC

2.5 Modelos metabdlicos basados en restricciones

Como se describi6 en el Capitulo 1, los modelos metabdlicos basados en restricciones
consisten en un set de balances de masa para cada uno de los metabolitos
intracelulares. Como vimos en la Figura 2.1, Synechocystis cuenta con diversos

compartimentos celulares que deben tenerse en cuenta en los modelos metabdlicos ya
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gue hay reacciones que tienen lugar en los diferentes compartimentos, metabolitos que
se encuentren en varios de ellos, y también existen reacciones de intercambio de

metabolitos entre dichos compartimentos.

La base de los modelos basados en restricciones se encuentra en la matriz
estequeométrica (S) del microorganismo bajo estudio. Esta matriz § se obtiene a partir
de la lista de reacciones y contiene las reacciones en las columnas y los metabolitos en
las filas. Cuando un metabolito actia como reactivo, le correspondera un coeficiente
negativo en la matriz S, y cuando actia como producto, le correspondera uno positivo.
Los metabolitos que se intercambian entre compartimentos celulares aparecen en
multiples filas de la matriz estequeométrica, una por cada compartimento en que se lo

encuentre (Nielsen & Hohmann, 2017).

Las variables de estos modelos son los flujos metabdlicos de las reacciones, que
representaremos con el vector v. Ademas de la matriz S, los modelos contienen
informacién de las asociaciones entre los genes, las enzimas metabdlicas y las
transformaciones bioquimicas que realizan las mismas en lo que se denomina como
asociacion Gen-Proteina-Reaccion (GPR) (Thomas et al., 2015). Las reacciones
metabdlicas estan relacionadas con sus correspondientes genes y pueden tener

diferentes mapeos GPR (Figura 2.8) (Maranas & Zomorrodi, 2016):

¢ Mapeo uno a uno: Una reaccién (Rxn A) es catalizada por una Unica enzima
(Prot 1) que es codificada por un unico gen (Gen 1).

e |soenzimas: Una reaccion (Rxn B) es catalizada por dos enzimas (Prot 2 y Prot
3) codificadas por dos genes (Gen 2 y Gen 3). Con uno solo de los genes es
suficiente para que se produzca la reaccion.

e Complejos proteicos de unidades multiples: Una reaccion (Rxn C) es catalizada

por dos enzimas (Prot 3 y Prot 4) codificadas por los genes Gen 4 y Gen 5.
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Ambos genes son necesarios para que se produzca le reaccion. Los complejos
pueden contener mas de 2 genes.
¢ Enzimas multifuncionales: Un Unico gen (Gen 6) codifica una Unica enzima (Prot

6) que catalizan las reacciones Rxn D y Rxn E.

Por lo tanto, los GEMs incluyen un listado de genes y un listado de enzimas,

representadas por su nimero EC (Enzyme Comission Number).

1 &3 B3 E3EE B | e
| / |
v ¥ v v

Prot1 @ Prot3 BK Prot4 Prot5 Nivel 2
-‘r

Nivel 3

Rxn A

Rxn B

Figura 2.8. Distintos tipos de asociaciones GPR posibles.

Una reaccién importante que debe incorporarse a los modelos de redes metabdlicas es
la reaccion de formacion de biomasa en la cual se tienen en cuenta todos los metabolitos
precursores de la biomasa con sus correspondientes coeficientes estequiométricos.
Esta es una reaccion artificial que se construye con fines de modelado. Para construir
esta reaccion se necesita informacién experimental sobre la composicién de la biomasa
del microorganismo que se estd considerando, a partir de la cual se determinara la
fraccion que aporta cada precursor en unidades de mmol por g de peso seco de biomasa
(mmol gPS™). La tasa de crecimiento del microorganismo se calcula a partir de esta
reaccion en h, por lo tanto, todos los flujos v del GEM se calculan en mmol gPS* h?

(Fondi, 2018).

Una vez que se cuenta con la matriz § se incorporan restricciones al modelo. Por un
lado, se encuentran las restricciones relacionadas con las capacidades cataliticas de las
enzimas, las cuales definen limites inferiores y superiores sobre el flujo para cada

enzima. Estos valores generalmente se fijan en valores muy grandes
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(~1000 mmol gPS? h1) ya que no se conocen sus valores maximos reales, salvo para
los flujos extracelulares que limitan las entradas y salidas de nutrientes a la red. Otras
restricciones tienen que ver con la reversibilidad de las reacciones. Estas se definen a
partir de informacion termodinamica, bioquimica o fisiolégica de las enzimas. Para una
reaccion irreversible, se restringe el flujo v; correspondiente solo a valores positivos,
mientras que para las reacciones reversibles el flujo v; puede tomar tanto valores

positivos como negativos.

Existen numerosos métodos para analizar este tipo de redes y determinar los flujos v
en base a las restricciones que se incluyen. El conjunto de estos métodos de analisis y
reconstruccion basados en restricciones (COBRA: COnstraint-Based Analysis and
Reconstruction) se encuentran actualmente agrupados en COBRA Toolbox
(Schellenberger et al., 2011b), una base de datos de métodos COBRA que funciona
bajo MATLAB. Dentro de esta base de datos existen métodos que permiten modificar
de forma sencilla un GEM, agregando y eliminando reacciones y metabolitos,
modificando restricciones de capacidades enzimaticas y reversibilidades, editando

compartimentos celulares, etc.

Como se puede inferir de lo descripto en los parrafos anteriores, cada GEM contiene
una cantidad importante de informacién, por lo cual es necesario contar con una forma
estandarizada y ordenada de representar y almacenar toda la informacién contenida en
ellos. COBRA Toolbox interpreta modelos de redes metabdlicas en formato SBML
(Systems Biology Markup Language). Este formato fue desarrollado por Hucka et al.
(2003), con el objetivo de permitir el intercambio de modelos entre diferentes
herramientas de modelado y analisis. Es un lenguaje que no depende de ningln
software y esta basado en el lenguaje XML. Este formato resulta muy aceptado y usado

por la comunidad cientifica que trabaja en biologia de sistemas ya que es una disciplina
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altamente colaborativa, por lo cual un lenguaje estandar para representar y compartir

los modelos resulta de gran utilidad.

2.6 Desarrollo del GEM de Synechocystis
En esta tesis, curamos el modelo propuesto por Knoop et al. (2013) a partir de
bibliografia especifica reciente. Este modelo se encuentra publicado en el formato SBML

lo que permite su utilizacion directa con el software adecuado.

Para la modificacién del modelo se utilizaron herramientas de COBRA Toolbox. El
modelo en formato SBML fue convertido al formato de COBRA, y a partir de alli se
realizaron las modificaciones. Los compartimientos celulares que estan incluidos en el
GEM original y que no seran modificados son siete: citoplasma (cyt), carboxisoma (cax),
lumen tilacoidal (tll), membrana tilacoidal (tlm), periplasma (pps), la membrana

citoplasmatica (cym) y el espacio extracelular (ext).

En principio, para considerar la produccién de etanol por la via heteréloga, se incluyé en
el modelo de la red metabdlica la reaccién catalizada por la enzima piruvato
descarboxilasa (PDC, EC 4.1.1.1) codificada por el gen heterélogo pdc de la bacteria
etanologénica Zymomonas mobilis. Esta enzima cataliza la descarboxilacion no
oxidativa de piruvato para producir acetaldehido y CO.. Se incluye también la reaccion
de excrecién de etanol al medio que representa el caracter extracelular del metabolito.
De esta manera, la cepa mutante in silico cuenta con dos vias para la producciéon de
etanol: la natural y la heteréloga (Figura 2.6). Respecto al PHB, cuya via de produccion
también se describié en la seccidén 2.2, aunque no es un metabolito extracelular, debe
agregarse una reaccién para su salida al medio con fines de modelado para considerar

su produccion.

El CCM no se encontraba correctamente descripto en el modelo seleccionado como

base. En primer lugar, contaba Unicamente con la posibilidad de ingreso de carbono
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como HCOgs. Esto se modificd siguiendo la descripcion realizada en la seccion 2.3,
Figura 2.4y Figura 2.5. La captacion de carbono esta representada por tres reacciones,
gue existian en el modelo original. Sin embargo, la captacién difusiva de CO; no se
encontraba definida, lo cual no permitia la posterior conversién de CO, a HCOgs en los
complejos NDH-I, por lo tanto, se agreg6 una reaccion para el ingreso difusivo de CO..
En el caso in vivo, el CO; que ingresa lo hace al citoplasma. Si en el modelo se indica
de esta forma, seria el mismo que el proveniente de descarboxilaciones, lo cual no
representaria correctamente la realidad. Para superar esta situacion, el CO2 que entra
por difusion se definié como ubicado en el lumen tilacoidal (tll), y ese metabolito se utilizé
Unicamente en las reacciones correspondientes a los complejos NDH-I. Ademas, se
consider6 la posibilidad de una interconversion del CO. proveniente de
descarboxilaciones intracelulares a HCO3s,, como se describe en el modelo iIJN678
(Nogales et al., 2012), para lo cual se debi6 agregar la reaccién de interconversiéon entre

CO, y HCOs-

Se consideran las dos posibles reacciones catalizadas por la enzima RuBisCO
(Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa, EC 4.1.1.39, RUBP): Carboxilacién y
fotorrespiracion. La reaccion de carboxilacion catalizada por esta enzima pertenece al
ciclo de Calvin y lleva a la formacion de dos moléculas de 3PG que son consumidas en
la glucdlisis y/o en la via PPP. Por otro lado, la reaccion de oxigenacion es el primer
paso en la via de la fotorrespiracion y lleva a la produccion de una Unica molécula de 2-
fosfoglicolato (2PG). Asi, se completa la descripcién del CCM en Synechocystis, y las

reacciones que lo modelan en el GEM se muestran en laTabla 2.2.
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Tabla 2.2. Reacciones que describen el CCM en el GEM de Synechocystis.

Formula de reaccidon

Enzima/Funcioén

Na™(ext) + HCO3 (ext) » Na*(cyt) + HCO3 (cyt)

BicA

Na™(ext) + HCO3 (ext) » Na*(cyt) + HCO3 (cyt)

SbtA

HCO3 (ext) + H,0(cyt) + ATP(cyt)
— HCOj (cyt) + PPi(cyt) + ADP(cyt)

CmpC (ATPasa)

CO,(ext) —» CO,(tlD)

Transporte difusivo
de CO3

NADPH (cyt) + 4H* (cyt) + PQ(tlm) + H,0(cyt) + CO,(tll)

— NADP*(cyt) + PQH,(tlm) + 4H* (¢l NDH_ I
+ HCO3 (cyt)

NADPH (cyt) + 4H* (cyt) + PQ(cym) + H,0(cyt) + CO,(tll)
— NADP*(cyt) + PQH,(cym) + 4H™ (pps) NDH_l4

+ HCOj3 (cyt)

HCO3 (cyt) - HCO3 (cax)

Transporte de
HCOj3 dentro del
Carboxisoma

HCO3 (cyt) + H* (cyt) & H,C05(cax)

Interconversion de
HCO3z en CO; (1*
etapa)

H,C05(cax) & CO,(cax) + H,0(cax)

Interconversion de
HCO3; en COq (2da
etapa)

Transporte de O>

0,(cyt) - 0,(cax) dentro del
Carboxisoma
RuBisCO

RuBP(cax) + CO,(cax) + H,0(cax) — 2 3PG(cax) Carboxilasa

RuBP(cax) + 0,(cax) + H,0(cax) - 3PG(cax) + 2PG(cax)

RuBisCO Oxigenasa

3PG(cax) — 3PG(cyt)

Transporte de 3PG
fuera del
Carboxisoma

2PG(cax) = 2PG(cyt)

Transporte de 2PG
fuera del
Carboxisoma

CO, (cyt) + H,0(cyt) » HCO3 (cyt) + H (cyt)

Conversiéon de CO;
de
descarboxilaciones

El 2PG que surge de la funcion oxigenasa de la RuBisCO a continuacion es

transformado en L-serina, por lo cual resulta una via de producciéon del aminoacido L-

serina dependiente de la luz. Esta via fue considerada como esencial para

Synechocystis, hasta la identificacion de una via de sintesis de serina independiente de
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la luz en esta cepa (Klemke et al.,, 2015). Los tres genes involucrados en esta
recientemente identificada via (sll1908, sll1559 y sIr1124) también resultan esenciales
para el crecimiento. El modelo original contenia las reacciones correspondientes a estos
genes, pero sin evidencia de los genes que las codificaban. Esto es algo que suele
ocurrir en los modelos metabdlicos cuando no se cuenta con informacion experimental
sobre una via, pero se la requiere para la produccién de un metabolito esencial para el
crecimiento. Las reacciones faltantes sobre las que no se tiene evidencia se toman de
una base de datos como por ejemplo KEGG, donde pueden verse las vias completas,
aunque las enzimas y genes -correspondientes no estén anotados para el
microorganismo en particular. En base al trabajo de Klemke et al. (2015), se pudo
agregar la informacién de los genes y enzimas que codifican estas reacciones,
confirmando la existencia de las mismas a partir de evidencia experimental. Asi es como
en el nuevo GEM, quedan presentes las dos vias de producciéon de L-Serina. Una
representacion de las mismas con las enzimas y genes correspondientes a cada

reaccion se puede ver en la Figura 2.9.

Ciclo de Calvin

coz
RuBP—\ _____33PG

PGDH
02 2PGLYC \ups s1I1908
Bi NADH PHPYR
GLYC
NADt:i GLU
PSTA
NADH a_KG,/ sli1908
GLYX
GLU v
PSER
a-KG
GLY Pi osp
MTHF P s111908
THF

Figura 2.9. Vias de produccion de Serina. En azul la via dependiente de la luz, en verde
la via independiente, identificada por Klemke et al. (2015)
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El glucogeno es considerado como el principal compuesto de reserva de carbono, junto
con el PHB que se produce en condiciones de limitacion de nutrientes. La via de sintesis
de glucégeno del modelo fue modificada de acuerdo a la presentada recientemente por
Carrieri et al. (2017) y de acuerdo a la base de datos KEGG (Kanehisa & Goto, 1999).
En la Figura 2.10 se muestra una comparacion entre la via del modelo original
(izquierda) y la via modificada incluida en el modelo final (derecha). Como se puede
observar, el modelo original presentaba un ciclo en el que se producia glucégeno a partir
de glucogeno granulado, y el mismo glucégeno se descomponia en glucdgeno
granulado nuevamente. Ademas de que este tipo de vias con ciclos generan problemas
en los GEMs, la via original también contenia los metabolitos Amilosa y D-glucosa, que
en esa forma no eran producidos por la red en ninguna reaccién, por lo cual la Unica
forma de que se encontraran en el modelo era si existia una reaccion de ingreso del
exterior. La via modificada resulta mucho mas sencilla, y esta confirmada

experimentalmente por Carrieri et al. (2017).

Glucdlisis
D-glucosa E
Ppi "> ADP-Glucosa
Glucdogeno
PPi ADP
] Glucégeno
Amilosa : Ppi
D-glucosa 1-fosfato Areserva<....”
Glucégeno Granulado D-Glucosa 1-fosfato

a) Via de produccién de Glucogeno en modelo original b) Via de produccién de Glucégeno modificada
de Knoop et al. (2013) segun KEGG y Carrieri et al.(2017)

Figura 2.10. Vias de produccion de Glucégeno. A la izquierda, la original incluida en el
modelo, a la derecha la modificada incluida en el modelo desarrollado en esta tesis

Al igual que todas las cianobacterias, Synechocystis no cuenta con la enzima 2-
oxoglutarato deshidrogenasa (AKGDH - EC 1.2.4.2) que cierra el ciclo de Krebs en la
mayor parte de los organismos. Es por esto que anteriormente se creia que el ciclo de
Krebs en las cianobacterias era abierto y que solo tenia una funcién anaplerotica (Smith

et al., 1967), hasta que se identificé un bypass (Zhang & Bryant, 2011), que comprende
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las enzimas 2-oxoglutarato descarboxilasa (2-OGDC - EC 4.1.1.71) y Succinato-
semialdehido deshidrogenasa (SSDHA- EC 1.2.1.16). En bibliografia se encuentran
otras dos posibles vias que cierran este ciclo que son el ciclo del glioxilato y el ciclo del
acido y-aminobutirico (ciclo GABA). El primero esta formado por las enzimas isocitrato
liasa (EC 4.1.3.1) y malato sintasa (EC 2.3.3.9), que sirven como desvio de las dos
reacciones de descarboxilacion del ciclo de Krebs (EC 1.1.1.4.2 y EC 1.2.4.2) y permiten
la formacion de succinato y malato directamente a partir de isocitrato. El segundo esta
compuesto por las enzimas glutamato descarboxilasa (EC 4.1.1.15), GABA
aminotransferasa (EC 2.6.1.19), SSDHA vy glutamato deshidrogenasa. En las
reconstrucciones existentes al momento, estan incorporadas las tres posibilidades de
cerrar el ciclo. Sin embargo, Thiel et al. (2017) mostraron experimentalmente que
Synechocystis no cuenta con las enzimas isocitrato liasa y malato sintasa, por lo cual el
ciclo del glioxilato se eliminé del GEM desarrollado en esta tesis. Existe evidencia
experimental de que el bypass identificado por Zhang & Bryant (2011) y el ciclo GABA
se encuentran activos en Synechocystis y que el ultimo es el mas activo de ambos
(Xiong et al., 2014). En la Figura 2.11 se muestra, para una mejor comprension, el ciclo
de Krebs clasico y las dos opciones que se incluyen en el GEM de Synechocystis curado

en esta tesis.

PEP PEP
® GABA shunt
AcCoA AcCoA ® Zhang y Bryant (2011)
Biosintesis Biosint'esjs
) S OPA
- OAA
/ cIT / CIT\
MAL ;E‘IT MAL ICIT Biosintesis
[ ) Biosintesis
‘ FUM ~“Nh3

\ ;KG ) \ EC4.1.1.71 / : i TE%OLHS

suc \
suc SUCCOA &&QEUCSAL Ec26.119 tABUT
— EC 1.2.1.16
a) Ciclo TCA cerrado b) Ciclo TCA Synechocystis

Figura 2.11. Ciclo de Krebs cerrado con la enzima AKGDH (a) y las dos alternativas
para su cierre en Synechocystis
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Recientemente se ha demostrado experimentalmente que Synechocystis tiene una via
para la produccion de acetato por medio de la enzima fosfoquetolasa (EC 4.1.2.9,
slr0453) (Figura 2.6) que contribuye al metabolismo del carbono durante el crecimiento
autotrofico (Xiong et al., 2015). Para incorporar esta nueva evidencia, se agregaron al
GEM de Synechocystis las reacciones relacionadas con esta enzima, y también
consideramos la informacion de reversibilidad presentada en Xiong et al. (2015) para
las reacciones catalizadas por las enzimas codificadas por los genes sIr2132, sll1299 y
sll0542. La reaccion correspondiente a la enzima acetil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.1) fue

modificada a su forma reversible de acuerdo a lhlenfeldt & Gibson (1977).

Con respecto a la fotosintesis, el proceso comienza con la captacién de luz. Aunque la
luz no es realmente materia, en el modelo se representa como un metabolito, al que se
denomina como Fotones. Estos fotones se incorporan al modelo por medio de una
reaccién de intercambio entre el espacio extracelular y la membrana tilacoidal (donde
se encuentran los fotosistemas). Una vez que ingresan al modelo, se dividen en dos
tipos de fotones que se asignan a cada uno de los fotosistemas: P700 corresponde al
flujo de luz que ingresa al PSI, mientras que P680 corresponde al PSII ( Figura 2.3).
Esta distincion tiene que ver con la longitud de onda de méaxima absorcion de cada
fotosistema, donde el P700 corresponde a longitudes de 700 nm, y el P680 a 680 nm,

con ambas longitudes de onda dentro del espectro visible.

El modelo contiene reacciones de intercambio y de transporte. Estas se diferencian
debido a que las de transporte son reacciones que tienen genes asociados y que
generalmente implican un transporte entre diferentes compartimientos con gasto de
energia (ATP) o consumo de agua. No existen transportadores en la membrana exterior
codificados en el genoma de Syenchocystis, lo cual sugiere una alta permeabilidad de
su membrana exterior respecto de otras bacterias (Nogales et al., 2012), por lo tanto,

las reacciones de intercambio a través de la membrana exterior se modelan por medio
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de reacciones de difusion pasiva. Este tipo de reacciones representan metabolitos que
son excretados al medio. Se agregaron reacciones de este tipo para acidos organicos
como son el acetato, piruvato, 2-oxoglutarato, fumarato, succinato, citrato y (S)-malato,
que aungue no tienen genes asociados existe evidencia experimental de su presencia

en Synechocystis (Nogales et al., 2012).

La reaccion de produccion de biomasa se mantuvo como en el modelo original, donde
se encuentra adaptada y modificada basado en Nogales et al. (2012). En dicho modelo
la reaccion de biomasa fue construida de diversas fuentes: Las fracciones
correspondientes a proteinas, carbohidratos, lipidos, ARN y ADN proviene de
informacion experimental de Shastri & Morgan (2005), la fraccion de cada acido graso
se tomé de datos experimentales de Okazaki et al. (2006), la composicion de glucégeno
de Yoo et al. (2002), los pigmentos fotosintéticos de Lagarde & Beuf (2000), Nakamura
et al. (2003) y Schledz et al. (2001), y la fraccion de peptidoglucano y metabolitos
solubles se tom6 de datos de Synechocystis y otras bacterias Gram-negativas (Jantaro
et al., 2003; Neidhardt et al., 1992) . La distribucion de los compuestos que forman la
biomasa puede verse en la Figura 2.12. Ademas de esta compasicion, la reaccion de
produccion de biomasa contiene glucégeno, ya que incluirlo alli es la forma en la que se

le indica al modelo que es un compuesto de reserva.

1.05% , 2.56%

3.04%

= Proteinas
= ADN
ARN
Pared Celular
= Lipidos
= Metabolitos
= lones
= Pigmentos

6.19%

17.83%

3.25%

Figura 2.12. Composicion de la biomasa de Synechocystis como se incluye en el
modelo, expresada en porcentaje
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Todas estas modificaciones se realizaron por medio de funciones especificas de
COBRA. Luego se utiliz6 otro comando especifico de COBRA para detectar y eliminar
reacciones repetidas en el modelo ya que las mismas no aportan diferencias en el tipo
de estudios que se realizan en esta tesis. Los comandos utilizados para la curacion
manual de la red se presentan en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Comandos utilizados en COBRA Toolbox para la curacion del modelo
Comando Funcion
Agregar un metabolito a la

addMetabolite .,
reconstruccion
addReaction Agregar una reaccion a la reconstruccién
Modificar los metabolitos en una
chageRxnMets L
reaccion
removeMetabolites Eliminar un metabolito del modelo
removeRxns Eliminar una reaccién del modelo
Revisar el modelo en busca de
, reacciones repetidas. Puede eliminarlas
checkDuplicateRxn P

directamente o solo identificarlas, segln
eleccion del usuario

Identifica metabolitos que participan en
detectDeadEnds una Unica reaccién, o que solo se
producen o consumen

El modelo final contiene 704 reacciones, 80 reacciones de intercambio y 535
metabolitos, dentro de los cuales los que se encuentran en varios compartimentos
celulares se cuentan como un Gnico metabolito. El modelo contiene reacciones
reversibles e irreversibles, que son indicadas por medio de valores légicos: 1 para
reacciones reversibles, 0 para reacciones irreversibles. Del total de las reacciones, 215
se encuentran definidas como reversibles. Respecto a los compartimientos en los que
esta dividido el modelo, el que mas metabolitos contiene es el citoplasma (cyt), ya que
alli ocurre la mayoria de las reacciones metabdlicas. En el carboxisoma (cax) ocurre la
fijacion de carbono y la fotorrespiracion, ya que alli se encuentra ubicada la enzima
RuBisCO, que cataliza estos procesos. En el lumen tilacoidal (tll), las membranas
tilacoidal (tlm) y citoplasmatica (cym), y el periplasma (pps) se encuentran todas las

reacciones relacionadas a la fotosintesis y a la cadena respiratoria, y numerosos
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metabolitos que participan en estos procesos metabdlicos se intercambian entre estos
compartimientos celulares. Por Ultimo, el espacio extracelular (ext) sirve para indicar los
metabolitos que la célula intercambia con el medio de cultivo y, por lo tanto, esta
relacionado con las reacciones de transporte. Las reacciones del modelo estan divididas
en subsistemas para un mejor analisis del mismo, estos subsistemas y la division de

cantidad de reacciones en los mismos se pueden ver en la Figura 2.13.
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Figura 2.13. Distribucion de reacciones por subsistema, segun su distribucion en el
modelo. Se puede observar que las vias mas conocidas y también las mas complejas
de modelar son las que més reacciones contienen. La categoria Generales contiene
reacciones que aportan compuestos a varios subsistemas
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Para poder implementar el GEM de Synechocystis en el entorno GAMS (General
Algebraic Modelling System) (GAMS Development Corporation, Washington, DC) se lo
convirtié a formato GAMS Data eXchange (GDX) que facilita el ingreso de gran niamero
de datos que de otra forma deberian escribirse en un archivo de texto. Para esto se
escribié una funcién especifica en MATLAB que sirve como herramienta para convertir
modelos de formato COBRA a formato GDX. Asi, el modelo final modificado queda
disponible en 3 formatos: COBRA, SBML y GDX, y también como un archivo Excel
(XLSX) gue contiene toda la informacion en forma de texto que resulta util al momento
de analizar resultados del modelo. EI modelo completo se encuentra dividido en tres
apéndices. En el Apéndice A se encuentran una lista de los nUmeros de reaccién con
sus correspondientes formulas de reaccién, en el Apéndice B se encuentran las
asociaciones GPR en forma de tabla con los nimeros de reaccién, numeros E.C. y

genes correspondientes.

2.7 Conclusiones

En este capitulo se realiz6 la curacion manual de un modelo a escala gendmica
existente de Synechocystis, incorporando informacion experimental a partir de
bibliografia especifica actualizada con el fin de obtener una herramienta mas precisa
para la determinacién de la distribucién de flujos metabdlicos bajo distintas condiciones

ambientales y para el disefio de cepas in silico.

Las modificaciones mas importantes fueron correcciones en el mecanismo de
concentracion del carbono, en las vias natural y heter6loga de produccion de etanol, en
la via de produccion de acetato, en la via de produccion de glucégeno, en el ciclo de
Krebs y en la validacion de la via de produccion de L-serina independiente de la luz.
Estas modificaciones se realizaron con COBRA Toolbox, en el programa MATLAB. El
modelo final cuenta con 704 reacciones y 535 metabolitos y se encuentra también

disponible para GAMS y en un archivo XLSX.

49



3

Estudio de distribuciones de flujo y tasas del GEM por
medio de datos experimentales

3.1. Introduccién

Una vez que se cuenta con un GEM definido en base a la literatura e informacion
experimental mas reciente, se debe comprobar su validez comparando las estimaciones
gue se obtienen del modelo frente a datos experimentales para luego poder realizar
diversos analisis computacionales. Los métodos de andlisis estan en su mayoria
basados en optimizaciébn matematica y se enmarcan dentro de los métodos COBRA,

introducidos en el capitulo anterior.

Cuando se desea analizar el comportamiento de un GEM frente a diferentes condiciones
ambientales, los problemas matematicos que quedan definidos son de Programacion
Lineal (LP, Linear Programming), y tienen la ventaja de presentar una resolucién sencilla
aun brindando valiosa informacién sobre el comportamiento del microorganismo
estudiado. La resolucion de estos problemas LP tienen como utilidad la obtencién de
estados Optimos para ciertas restricciones y permiten investigar cdmo se modifican los
flujos variando uno o mas parametros del modelo para analizar como las condiciones

ambientales afectan la distribucién de flujos metabélicos (Palsson, 2006).

El método més utilizado y estudiado para el estudio de la distribucién de flujos
metabdlicos bajo diferentes condiciones es el Andlisis de Balance de Flujo o FBA (Flux
Balance Analysis). ElI FBA fue introducido por primera vez hace mas de dos décadas
por Savinell & Palsson (1992), y es la herramienta basica que se utiliza en el estudio de

redes metabdlicas, permitiendo determinar la distribucion de flujos para un estado.
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estacionario de la red mediante la resolucion de un problema LP. Su principal utilidad
surge de que un GEM definido a partir de su matriz estequeométrica S, no tiene una
Unica posible distribucion de flujos, por lo cual se debe definir una funcién objetivo que
tenga relevancia biolégica. Al maximizar o minimizar este objetivo se obtiene una
distribucion de flujos, aunque el FBA por si solo no garantiza que esta solucién sea
dnica, si no que, como se explica méas adelante, pueden existir multiples distribuciones
de flujo con un mismo valor del objetivo seleccionado (Nielsen & Hohmann, 2017). Con
esta técnica pueden representarse diferentes fenotipos celulares agregando
restricciones a la disponibilidad de nutrientes, condiciones de luz u oscuridad, etc. Otra
técnica de analisis es el Analisis de Variabilidad de Flujo o FVA (Flux Variability Analysis)
que se desprende del FBA y se utiliza para estudiar los flujos maximos y minimos que

son admitidos por todas las reacciones de una determinada red.

Los resultados de técnicas como el FBA se ven enriquecidos por el agregado de
informacion experimental sobre tasas de captacion de nutrientes, secrecion de
productos, crecimiento y flujos intracelulares. Generalmente, los datos de tasas de
captacion y crecimiento medidos experimentalmente no pueden utilizarse tal como se
encuentran, ya que existe una discrepancia entre las unidades de medicion: los datos
experimentales tienen unidades de concentraciéon (gPS L', mM), mientras que al
modelo deben ingresarse datos de flujo (mmol gPS* h?). Esto ocasiona que deba
utilizarse algiin modelo de crecimiento para poder obtener datos que puedan ingresarse

al modelo como restricciones.

En este capitulo, se presentara una descripcion detallada de los métodos
computacionales que se utilizan para el analisis del GEM presentado en el Capitulo 2y
la validacion del mismo frente a sets de datos experimentales fisioldgicos propios y datos

omicos de bibliografia.
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3.2. Métodos computacionales para el andlisis del GEM

En esta seccion, se explican los métodos matematicos que se utilizan para el andlisis
del GEM de Synechocystis. Ademas, se presentan dos sets de datos experimentales
disponibles para validar el comportamiento del GEM desarrollado. Uno de estos sets de
datos corresponde a experimentos en cultivo batch, mientras que el otro responde a un

estudio de fluxébmica obtenido de bibliografia.

3.2.1. Analisis de Balance de Flujo (FBA)

En el capitulo anterior se explicé que los modelos estequeométricos a escala genémica
estan representados por una matriz estequiométrica §, que contiene la lista de
metabolitos en sus filas y las reacciones en sus columnas. Si consideramos un ejemplo
sencillo (Tabla 3.1), podemos plantear los balances de masa dinamicos
correspondientes para las concentraciones de los metabolitos A, By C (C4, Cg Y C¢) que
participan en la red metabdlica de ejemplo y que da como resultado un sistema de

ecuaciones diferenciales.

Tabla 3.1. Ejemplo sencillo de red metabdlica, sus correspondientes balances de masa
dindmicos y la matriz estequiométrica resultante.

Célula hipotética Balances de masa Sv
dC, N
5, = V1~ VU~V 2 v
i/ (A2 () \ Ve dt 3 1-1-11000v;
v, v
'&./vs dCg 0100 11o0]|[v
C W =Vy — Vs — Vg (43
oo 1-1 10 -1||Vs
U7
V7 dC, N
—— =V — VU, + Ve~V
dt 3 4 5 7

En forma matricial, los balances de masa para pueden representarse de forma matricial

como sigue:
dc
—=5v (3.1)
dt
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donde C representa el vector de concentraciones de cada metabolito intracelular, S
representa la matriz estequeométrica de n X m , con n metabolitos y m reacciones, y v

representa el vector de flujos metabdlicos o velocidades de reaccién.

Se sabe que los transitorios intracelulares son del orden de milisegundos, mientras que
el tiempo de crecimiento celular es del orden de horas. Debido a esto, se puede
considerar que el problema representado por la Ecuacion (3.1)se encuentra en cuasi
estado estacionario, lo cual deriva en el siguiente sistema de ecuaciones lineales
homogéneo:

Sv=0 (3.2)
Tipicamente, el nimero de reacciones es mayor que el numero de metabolitos (m > n),
por lo cual la Ecuacion (3.2) no determina la distribucién de flujos por si sola, si no que
define un sistema lineal indeterminado del cual hay infinitos vectores v que son solucion,
y que representan infinitas distribuciones de flujo en el espacio nulo de la matriz
estequeométrica S. Es asi, que la Ecuacién (3.2) representa todos los posibles estados
fenotipicos de la red metabdlica (Maranas & Zomorrodi, 2016). Se dice que estos
estados componen el cono de flujos de la red en un espacio multidimensional, en el cual
los ejes corresponden a los flujos de las reacciones individuales (Figura 3.1) y que
matematicamente puede estar representado por un cono convexo (Palsson, 2006).
Como se explicard méas adelante, no todos estos estados tienen significacion biolégica,
por lo cual se deben incluir restricciones de diferentes tipos, ademas de la Ecuacion
(3.2), que contribuyan a reducir este escenario de infinitas soluciones de flujos. Se
espera que cuanto mas restringido se encuentre el sistema, a través de informacion
fenotipica de la cepa, mayor sera la significacion biol6gica que tengan las distribuciones

de flujo que se obtienen del mismo.
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Figura 3.1. Modelado metabdlico basado en restricciones. El espacio nulo definido por
la matriz S se convierte en el cono de flujos de la red al agregar restricciones. Al definir
un objetivo celular, se llega a uno de los vértices de dicho cono. Traducido de Orth et al.
(2010)

Los tipos mas comunes de restricciones que se agregan a este tipo de sistemas son
termodindmicas y de capacidad. Las restricciones termodindmicas se refieren a la
reversibilidad de las reacciones del GEM relacionadas con la energia libre de Gibbs (AG)
de la reaccién. Se analiza si este parametro cambia de signo para diferentes
concentraciones de los metabolitos participantes en la reaccion: Si lo hace la reaccién
se considerara reversible, si no lo hace se considerard irreversible (Schellenberger et
al., 2011a). Si no se tiene esta informacién, se puede obtener de modelos de
microorganismos similares o de literatura especifica. Las reacciones de las que no se
puede confirmar su reversibilidad por ningin método se suelen asumir como reversibles.
Las restricciones de capacidad tienen que ver con reacciones sobre las que se conocen
sus flujos maximos o minimos a partir de datos experimentales. Ademas de estas
restricciones, se imponen limites sobre la captacién de nutrientes que se conocen de
estudios experimentales o que se quieren limitar para obtener algun estado particular
de la red metabdlica. Los limites que se imponen para limitar la direccién en la que
ocurre una reaccion y no su flujo exacto, se indican con un valor grande de flujo que
suele ser de 1000 mmol gPS™* h't. En la Tabla 3.2. Tipos de restricciones que se imponen

a las reacciones en un GEM. M es un ndmero grande, un valor tipico es 1000. Fuente:
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(Maranas & Zomorrodi, 2016) se muestra un resumen de las restricciones tipicas que

se imponen sobre los modelos de redes metabdlicas.

Tabla 3.2. Tipos de restricciones que se imponen a las reacciones en un GEM. M es un

numero grande, un valor tipico es 1000. Fuente: (Maranas & Zomorrodi, 2016)

Tipo de reaccion Limites: (LBj, UB;)
Irreversible (0, M)
Reversible (=M, M)
Reaccion de intercambio para metabolitos no en el (0, M)

medio

Reaccion de intercambio para metabolitos en exceso en (=M, M)

el medio

Reaccién de intercambio para metabolitos limitantes en (—¢,M) c>0,cKM
el medio

ATP asociado a mantenimiento (—¢c,c) ¢c>0,cKM
Reacciones con valores de flujo experimentales (v]min'exl’, vjmaxvexlﬂ

Aun cuando se hayan aplicado todas estas restricciones, el espacio de flujos posibles
contindia siendo muy grande. Se deben incluir también restricciones adicionales, que
permitan obtener un estado particular de la red. Es asi que surge el FBA, que resulta
una de las técnicas mas utilizadas en el estudio de redes metabdlicas a escala genémica
(Savinell & Palsson, 1992). En el FBA, se define un LP considerando todas las
restricciones anteriormente mencionadas y el modelo metabdlico como restricciones de
un problema de optimizacién en el cual se maximiza o minimiza un determinado objetivo

celular.

Dado que se trabaja modelando organismos vivos, para definir este objetivo se deben
tener en cuenta las caracteristicas de la célula. Uno de los objetivos mas utilizados es
la maximizacion de la velocidad de formacion de biomasa (BOF: Biomass Objective
Function) (Garcia Sanchez & Torres Saez, 2014). Esta seleccién se debe a que los
microorganismos durante el crecimiento balanceado (sin limitacion de nutrientes)
tienden a buscar el mejor estado metabdlico para poder crecer y multiplicarse. El LP

resultante de estas definiciones se formula de la siguiente manera:
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maX Vpiomasa

s.t
z Sijvj =0 VieN (3.3)
jem

17]' eER

donde LB;y UB; son las cotas inferiores y superiores, respectivamente, para todos los
flujos de la red, que se definen como se describidé anteriormente, y mediante los cuales
pueden fijarse valores para el ingreso de nutrientes. A esta formulacion pueden
agregarse otras restricciones lineales que se utilizaran en esta tesis, como puede ser la
dependencia entre dos flujos, o la limitacién de una suma de flujos:

vy =aXuv, (3.5)
vt+vy,<c (3.6)

donde a y c son escalares.

La resolucién de este LP da como resultado la distribucion de flujos para un estado de
la red, determinado a partir de la regién factible definida por las Ecuaciones (3.3), (3.4),

(3.5)y (3.6).

Como se mencion6 anteriormente, el FBA puede presentar infinitas soluciones 6ptimas
(Figura 3.2 a), que proveen diferentes distribuciones de flujo para la misma funcién
objetivo. Una forma de evitar esto es incorporar datos experimentales como
restricciones que impongan limites realistas a los flujos metabdlicos, como por ejemplo
informacion de diferentes mediciones 6micas (Figura 3.2 b). De esta manera, se define
una region factible més acotada y con sentido biol6gico que permite obtener, a partir de
la resolucion del LP, distribuciones de flujo mas precisas (Mahadevan & Schilling, 2003;

Nikoloski et al., 2015)
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La integracion de experimentos in silico basados en la utilizacion de GEMs con valores
obtenidos de experimentos de alto rendimiento a nivel sistémico pueden mejorar
significativamente el disefio de microorganismos para aplicaciones biotecnoldgicas
(Sanchez et al., 2017). Los enfoques de modelado basado en restricciones tradicionales
no incluyen informacién de regulacion metabdlica a ningun nivel. Para incluir informacién
fenotipica y, por lo tanto, de regulacion a diferentes niveles y en diferentes condiciones
de cultivo, se pueden incorporar a los GEMs datos cuantitativos de transcriptémica,
protedmica, metabolémica y fluxdbmica (Angione et al., 2016). El tipo de dato 6mico mas
directo para incorporar a un GEM es el de fluxdmica, debido a que esos valores se
incorporan como dato directamente a la red ya que indican el valor de las velocidades
de los flujos metabdlicos (Crown et al., 2016). En las técnicas de *C-MFA, los
precursores metabolicos (generalmente la fuente de carbono y energia) son
enriquecidos con *C vy luego la incorporacion de este is6topo en los metabolitos
intracelulares es medida por espectroscopia de resonancia magnética nuclear y sus
flujos metabdlicos asociados son determinados en base a un modelo estequiométrico

(Kromer et al., 2009)

En los casos en que se utilizd FBA para analizar distribuciones de flujo completas, los
problemas se resolvieron en GAMS con una formulacién propia. En los casos en que
solo se pretendi6 analizar valores de entrada y salida (crecimiento, captacion de
nutrientes, etc.) se utilizé la formulacion provista en COBRA Toolbox. La diferencia se
debe a que, al analizar distribuciones completas, era de interés incorporar restricciones
del tipo de las Ecuaciones (3.5) y (3.6) y esto resulta mas sencillo en la formulacion

propia de GAMS.
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Figura 3.2. a) Regién factible de un sistema simplificado de dos dimensiones. Se
muestra un caso donde la optimizacion (maximizacion) resulta en un vértice del espacio
de flujos dando como resultado una Unica solucion 6ptima marcada como un punto rojo
sobre la recta A que representa la funcion objetivo; y un caso donde la optimizacién
resulta en una arista del espacio de flujos, lo que resulta en multiples soluciones 6ptimas
marcadas como puntos verdes sobre la recta B. b) Se puede observar que la inclusion
de restricciones obtenidas a partir de datos experimentales 6micos reducen la region
factible del LP siendo los datos de fluxémica los mas apropiados para representar el
fenotipo metabdlico de la célula.

3.2.2. Andlisis de Variabilidad de Flujo: FVA

Otra opcion en la definicion de la funcién objetivo para el LP presentado en la seccién
anterior es seleccionar un flujo en la red, maximizarlo y minimizarlo para obtener las
cotas que corresponden a esa reaccion dada la region factible fijada por las
restricciones. Este procedimiento puede utilizarse de forma iterativa para obtener flujos
maximos y minimos para cada reaccion presente en el GEM. Esta formulacion particular
se denomina como Andlisis de Variabilidad de Flujo (FVA: Flux Variability Analysis)
(Maranas & Zomorrodi, 2016). En el FVA cada flujo metabdlico se define como funcion

objetivo y es maximizado y minimizado sujeto a las mismas restricciones que se
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formulan en el FBA (Ecuaciones (3.3) y (3.4)). Utilizando esta técnica, se evita que los
flujos de los que no se tiene informacion experimental estén Unicamente acotados por

los valores grandes (M) que se utilizan para indicar la reversibilidad.

max,/min v;

S.t
Z Sijvj =0 VieN (3.3)
jem

Uj eER

En esta tesis, se implementé en GAMS este enfoque para incorporar al modelo
matematico datos de flujos medidos experimentalmente provenientes de un estudio de
fluxbmica (Seccion 3.4). Para esto se fijan los datos experimentales de los flujos
metabdlicos como cotas inferiores y superiores (Ecuacién (8)) y se realiza un FVA para
obtener las cotas para los flujos no medidos. Luego se resuelve un FBA maximizando
biomasa con estas restricciones experimentales y se comprueba si el modelo puede
representar los resultados experimentales, brindando una solucion factible de

crecimiento que coincida con la obtenida experimentalmente.

3.2.3. Andlisis de Espacios de Flujo

Una formulacién similar al FBA puede utilizarse para obtener los espacios de flujo
variando un ndmero bajo de parametros (uno o dos). Por ejemplo, se puede calcular
tasa de crecimiento y/o produccién de un metabolito de interés a medida que aumenta
la disponibilidad de un nutriente. Las restricciones de este LP coinciden con las del FBA.
Si se varian dos parametros, pueden obtenerse superficies que representen este
espacio de flujo en tres dimensiones. La proyeccion de esta superficie sobre el eje
correspondiente al parametro 1 resultara equivalente al espacio de flujo si solo se variara
el parametro 2, y viceversa. Este tipo de andlisis es Uti para estudiar las tasas éptimas

de captacion de nutrientes, secrecion de productos y/o de flujos intracelulares de interés.
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3.2.4. Modelo de crecimiento en cultivo batch

Una forma de obtener datos experimentales de las tasas de crecimiento, de captacion
de nutrientes y otros sustratos y la tasa de produccion de compuestos extracelulares
para validar los GEMs es a partir de cultivos batch en las condiciones ambientales
deseadas. Para el calculo de las tasas se asume un modelo de crecimiento batch, donde
se representa el crecimiento celular y la produccién/consumo de metabolitos por medio
de un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias. Las Ecuaciones (3.7) y (3.8)
representan este sistema, donde p es la tasa neta de crecimiento, X la concentracion de

biomasa (gPS L™), P la concentracion de un producto o sustrato y v, la tasa de

produccién/consumo, de un producto o nutriente

ax
dpP
_dt = va (38)

En estas ecuaciones, u tiene unidades de h y v, de mmol gPS™ h, para que los

balances queden bien definidos Integrando la Ecuacion (3.7), reemplazando en la
Ecuacion (3.8) y resolviendo esta ultima, se obtiene la solucién de este sistema, dada
por las Ecuaciones (3.9) y (3.10) Estas Ultimas pueden utilizarse para estimar tasas de
crecimiento, producciéon de metabolitos o captacion de nutrientes. Debe notarse que
estas ecuaciones pueden aplicarse siempre que el cultivo se encuentre en fase
exponencial, ya que se asumié que p se mantiene constante. La Ecuacion (3.10)
representa un sustrato cuando el AP es negativo y un producto cuando es positivo.
X = Xpettr=to) (3.9)

APu 1
Xo (eMtr — ekto)

v, = (3.10)
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3.2.5. Datos experimentales de cultivo batch

Para la validacion del modelo se cuenta con un set de datos experimentales de la cepa
silvestre (wild type) de Synechocystis y de una cepa mutante productora de etanol, que
fueron obtenidos en el Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis de la Universidad
de Sevilla por la doctora Vanina Estrada. La cepa mutante fue obtenida por Vidal Vidal
(2009) y contiene los genes pdc y adhll de Zymomonas mobilis, que codifican para las
enzimas piruvato descarboxilasa y alcohol deshidrogenasa Il, que participan en la via
de produccion de etanol y son los mismos que se agregaron al GEM de Synechocystis
que se presenta en esta tesis. Los genes agregados a la cepa mutante estan bajo el
control del promotor enddgeno petE, que se activa en presencia de cobre. Esto implica
que la produccién de etanol en el mutante puede controlarse, activandola a través del
agregado de cobre al medio de cultivo. El cultivo se realiz6 en medio BG-11 a 30°C en
condiciones de luz continua con una intensidad de 100 uE m2 s. Se burbujeé aire
enriguecido con un 1% de COx, lo cual puede considerarse como un medio rico en dicho
nutriente (Laiglecia et al., 2013). Se llevaron a cabo experimentos por duplicado en
cultivos batch liquidos, donde se midi6 la biomasa por ODy73o, concentracion de clorofila
a 'y carbono organico total; el nitrégeno y el fosforo por métodos espectrofotométricos; y
el etanol por un método enzimético. Los datos obtenidos se presentan en las tablas a
continuacién, tanto para la cepa mutante como para la cepa silvestre. En las Tabla 3.3
y Tabla 3.4 se presentan los valores medios de los datos obtenidos para la cepa silvestre

y la etanologénica en cultivo batch.
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Tabla 3.3. Datos experimentales en la cepa silvestre de Synechocystis

Tiempo Biomasa [gPS L™1] NO3 [mM] PO, [mM]

[h] Media Ds Media DS Media DS

0 0,2283 0,002 7,0039 0,479 0,0552 0,0055
2 0,1770 0,016 7,1430 0,310 0,0545 0,0021
4 0,1873 0,034 7,1252 0,348 0,0532 0,0031
6 0,0969 0,006 8,1988 3,030 0,0418 0,0151
8 0,1092 0,005 7,6038 1,428 0,0444 0,0024
10 0,1338 0,000 7,3774 0,743 0,0403 0,0019
25 0,3233 0,002 8,0915 1,722 0,0352 0,0055
27 0,3515 0,020 8,2305 0,684 0,0290 0,0051
29 0,3656 0,010 9,1295 1,097 0,0264 0,0053
31 0,3909 0,017 8,9775 1,484 0,0199 0,0024
33 0,3822 0,036 7,8004 0,587 0,0174 0,0031
35 0,4431 0,016 8,1917 0,846 0,0132 0,0038
49 0,8294 0,005 5,4459 0,500 0,0103 0,0024
52 0,7957 0,084 5,4249 0,061 0,0111 0,0026
55 0,7597 0,010 5,6432 0,331 0,0107 0,0027

Tabla 3.4. Datos experimentales para la cepa de Synechocystis productora de etanol

Tiempo | Biomasa [gPS L™1'] | Etanol [mM] NO3 [mM] PO, [mM)]
[h] Media Ds Media Ds Media Ds Media Ds
0 0,0843 0,008 | 0,0354 | 0,017 | 6,6466 | 0,479 | 0,0561 | 0,0686
2 0,0850 0,017 | 0,0282 | 0,009 | 7,0072 | 0,310 | 0,0552 | 0,0195
4 0,1025 0,007 | 0,0358 | 0,015 | 6,8390 | 0,348 | 0,0539 | 0,0007
6 0,0861 0,002 | 0,0443 | 0,015 | 6,9377 | 3,030 | 0,0494 | 0,0012
8 0,1077 0,001 | 0,0511 | 0,020 | 7,4405 | 1,428 | 0,0471 | 0,0033
10 0,1260 0,005 | 0,0625 | 0,011 | 7,7784 | 0,743 | 0,0447 | 0,0033
25 0,3204 0,007 |0,1803 | 0,022 | 6,8853 | 1,722 | 0,0308 | 0,0022
27 0,3292 0,016 | 0,2068 | 0,013 | 7,0761 | 0,684 | 0,0303 | 0,0094
29 0,3717 0,007 |0,2281 | 0,012 | 6,7980 | 1,097 | 0,0227 | 0,0046
31 0,4000 0,006 | 0,2469 | 0,024 | 7,3154 | 1,484 | 0,0207 | 0,0055
33 0,4157 0,011 | 0,2737 | 0,022 | 6,4584 | 0,587 | 0,0153 | 0,0027
35 0,4439 0,020 | 0,2998 | 0,032 | 5,9928 | 0,846 | 0,0172 | 0,0051
49 0,7307 0,001 |0,4781 | 0,076 | 5,1727 | 0,500 | 0,0138 | 0,0023
52 0,7750 0,016 |0,4849 | 0,082 | 5,1306 | 0,061 | 0,0147 | 0,0016
55 0,7774 0,015 | 0,5874 | 0,110 | 5,7014 | 0,331 | 0,0144 | 0,0006

3.2.6. Datos experimentales de Fluxdmica
Se obtuvieron datos de flujos metabélicos medidos por la técnica 13C MFA de un estudio
realizado por Young et al. (2011) para Synechocystis. Esta técnica permite la medicioén

directa de los flujos principales de un microorganismo bajo determinadas condiciones.
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Dado que los flujos son el resultado final de las diferentes etapas de regulacion de una
célula, un mapa de flujo obtenido por esta técnica representa exactamente un fenotipo
del microorganismo bajo estudio (Nielsen & Hohmann, 2017). En este trabajo, se
evaluan los flujos metabdlicos en Synechocystis en condiciones fotoautotroficas de

crecimiento, obteniendo una tasa de crecimiento de 0.09 h'' y una tasa de captacién de
carbono inorgéanica calculada de 3.7 mmol gPS™ h1. Se presenta una medicién precisa
de todas las reacciones pertenecientes al ciclo de Calvin, como asi también de las vias
de fotorrespiracion, enzima malica y de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. En la Tabla
3.5 se presentan los datos experimentales utilizados para validar el GEM. Estos datos
se encuentran normalizados para una captacion de carbono inorganico de 100 mmol
gPS* hl, mientras que la captacién de CO, experimental fue de 3,7 mmol gPS™ h,

Tabla 3.5. Datos de flujos calculados por 13C INST-MFA de Young et al. (2011). Los
datos se presentan para una captacion de carbono inorganico de 100 mmol gPS-1 h-1
y con intervalos de confianza del 95%.

Reaccién Valor LB95 UB95
Glucolisis y PPP

G6P — F6P -19,0 -24,0 -15,0
G6P — RUSP + CO2 16,0 12,0 21,0
F6P — FBP -60,0 -66,0 -53,0
FBP - DHAP + GAP -60,0 -66,0 -53,0
DHAP — GAP -95,0 -99,0 -90,0
GAP —3PGA -228,0 -237,0 -219,0
3PGA - 2PGA 23,2 22,9 23,6
2PGA — PEP 23,6 23,4 23,8
PEP - PYR 9,5 7,9 11,1
Ciclo de Calvin

RUSP — X5P -75,9 -76,2 -75,5
RUSP — R5P -35,6 -35,7 -35,4
RUSP — RUBP 127,00 123,0 132,0
RUBP + C02 - 3PGA + 3PGA 127,0 123,0 132,0
X5P - GAP + EC2 -75,9 -76,2 -75,5
F6P - E4AP + EC2 38,5 38,4 38,7
S7P - R5P + EC2 37,3 37,2 37,5
F6P — GAP + EC3 1,0 -6,0 9,0
S7P - E4P + EC3 -1,0 -9,0 6,0
DHAP + E4P — SBP 36,0 29,0 43,0
SBP —»S7P 36,0 29,0 43,0

Ciclo de Krebs
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PYR - ACA + CO2 11,8 11,5 12,0
OAA + ACA - CIT 3,2 3,0 3.4
CIT —»ICI 3,2 3,0 3,4
ICI - AKG + CO2 3,0 3,0 3,0
SUC - FUM 0,2 0,0 0,4
FUM — MAL 1,8 1,7 2,0
MAL — OAA -3,6 -5,2 -1,9
Reacciones Anfibélicas

MAL — PYR + CO2 53 3,7 6,9
PEP + C02 - 0AA 11,6 9,9 13,2
ICI - GOX + SUC 0,2 0,0 0,4
GOX + ACA - MAL -0,1 -0,3 0,1
Fotorrespiracion

RUBP —»3PGA + 2PG 0,4 0,0 0,8
2PG »GLC 0,4 0,0 0,8
GLC - GOX 0,4 0,0 0,8
GOX + GOX - GA + CO2 0,3 0,0 0,5
GA - 2PGA 0,3 0,0 0,5

3.3. Resultados y Discusion

En esta seccién se presentara la validacion de la tasa de crecimiento del GEM
desarrollado a partir de los dos sets de datos experimentales del cultivo batch y un
analisis detallado de la distribucion de flujos del modelo ajustado por estos datos
experimentales en condiciones de crecimiento fotoautotréfico, que es el objeto de
estudio de esta tesis ya que presenta atractivas caracteristicas desde el punto de vista

biotecnoldgico.

3.3.1. Célculo de tasas a partir de datos de cultivo batch.

Para estimar p a partir de los datos experimentales se reescribe la Ecuacién (3.7) en
forma logaritmica, de modo que se describe la fase exponencial como una relacion lineal
entre In(X/X,) y t. (Ecuacién (3.11)). Al observar los datos de biomasa para la cepa
silvestre (Tabla 3.3), se puede ver que los primeros tres valores de tiempo (0, 2y 4
horas) corresponden a la fase lag de crecimiento, por lo tanto estos puntos no se

consideran en la estimacion para este set de datos. X, es el valor de biomasa a las 6
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horas, que se toma como comienzo de la fase exponencial. Para la cepa etanologénica,
no se observa fase lag, por lo cual X,es el primer valor.

X
In ) =t (3.11)

Se consideran para ambas cepas los puntos de 6 horas a 10 horas para el calculo. Los

valores de tasa de crecimiento neta (u) obtenidos segun lo indicado son de 0.082 ht

para la cepa silvestre y de 0.08 h'! para la cepa etanologénica.

Para el calculo de la tasa de produccién de etanol en la cepa etanologénica se utiliza la
Ecuacion (3.10), y se deben considerar los datos correspondientes al mismo intervalo
de tiempo que se considerd para el calculo de p. El valor de tasa de produccion de etanol

(vpeton) Obtenido desde los datos experimentales es de 0,0236 mmol gPS™ h™.

Se ha determinado recientemente, que la captaciébn de fosforo por parte de
Synechocystis es un mecanismo complejo que se da en dos etapas (Zhou et al., 2017).
En la primera el fésforo es adsorbido a polimeros extracelulares que excreta la célula y
en una segunda etapa es captado a través de transportadores de membrana en funcion
de la concentracion de fésforo intracelular y del que se encuentra adsorbido a la
superficie celular. En el caso del nitrogeno, y basado en los datos experimentales se
puede apreciar que no siguen una marcada tendencia decreciente para ninguna de las
dos cepas, lo que lleva a pensar que la captacion de nitrégeno podria seguir un
mecanismo complejo al igual que el fésforo. Debido a que los enfoques de modelado
utilizados en esta tesis asumen estado estacionario, no son capaces de representar
estas dinamicas complejas y las tasas de captacion de estos nutrientes no pueden

calcularse como se describe para uy la tasa de produccién de etanol.

En este capitulo, se utilizara a modo comparativo la tasa de crecimiento calculada a
partir de los datos para la cepa silvestre, mientras que la tasa de produccién de etanol

se compara con los resultados del modelo en el Capitulo 4.
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3.3.2. Determinacion de condiciones Optimas de crecimiento a partir del
modelo

En el crecimiento fotoautotréfico los nutrientes mas importantes a tener en cuenta son
el carbono inorgéanico (C; = C0, + HCO3) que se utiliza como Unica fuente de carbono,
y la luz que se utiliza como fuente de energia. A partir de los datos de Shastri & Morgan
(2005), quienes realizaron un experimento de cultivo de Synechocystis en condiciones
fotoautotroficas con el objetivo de determinar tasas maximas de captacion de nutrientes,
se conoce que la tasa maxima de captacion de Ci del microorganismo bajo estudio es
de 3,7 mmol gPS? h'l. Con respecto a la luz, la tasa de captacién minima necesaria

segun Nogales et al. (2012) es de 54,5 mmol gPS™t h.

Como la tasa de captacién de Ci es la maxima, y la de luz la minima, se decidié analizar
el espacio de flujo variando estos dos parametros para observar el comportamiento de
la red. El Ci se considera en un rango entre 0y 3,7 mmol gPS™* h?, y laluz entre 0 y 200
mmol gPS? hl, que resulta tres veces mayor que el minimo reportado en bibliografia.
Se fijaron, ademas, todas las posibles fuentes de carbono organico (ej: glucosa,
fructosa, etc.) en 0 mmol gPS? h, para evitar situaciones decrecimiento mixotréfico.
Estos rangos se discretizaron en 50 puntos, y se resolvié un FBA para cada una de las
combinaciones de puntos en MATLAB, obteniéndose una superficie (Figura 3.3) que
muestra la variacion del crecimiento maximo frente a los cambios en Ci y luz. Si esta
superficie se proyecta sobre el plano que corta al maximo valor de luz (en la direccién
indicada en el eje de las abscisas correspondiente a la luz), se obtiene como varia el
crecimiento Unicamente respecto de variaciones en el Ci (Figura 3.4). Si se realiza la
misma operacioén, pero proyectando sobre el plano que corta al valor maximo de Ci (en
la direccion indicada en el eje de las abscisas correspondiente al carbono inorgénico),

se obtiene la variacion de crecimiento frente a cambios en la luz (Figura 3.4).
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Figura 3.3. Variacion de la tasa de crecimiento maximo frente a la variacion simultdnea

de disponibilidad de carbono inorganico y luz

A patrtir de estos gréficos se pudo determinar que, con la luz en un valor elevado, el Ci
determina la tasa maxima de crecimiento sin que exista ningun otro factor limitante, ya
gue no se observa que la pendiente se mantenga constante en ningun rango de valores.
Por lo tanto, como 3.7 mmol gSP?! h!es la tasa maxima posible de captaciéon en
Synechocystis, se considera que la tasa de crecimiento (1) maxima del GEM es de 0.089
h'l. Este valor presenta una diferencia de solo 8,5% respecto a los datos experimentales
presentados en la Seccién 3.3.1. Shastri & Morgan (2005) calcularon una tasa de
crecimiento experimental de 0.085 h, lo cual representa una diferencia solo del 4.7%

respecto a la predicha por el GEM.
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Figura 3.4. a) Crecimiento frente a cambios en la captacion de Ci. b) Crecimiento frente
a cambios en la disponibilidad de luz.

Con respecto a la luz, se puede observar que deja de ser un factor limitante a partir de
aproximadamente 53 mmol gPS* h'l. En valores menores a éste, aunque la captacion
de Ci se encuentre en su maximo valor, p no puede alcanzar su valor maximo ya que el
factor limitante del crecimiento es la luz. De esta forma quedan definidos dos escenarios
para el crecimiento de Synechocystis: uno limitado por luz, y otro limitado por carbono
(Tabla 3.6). Se decide a partir de aqui considerar para las evaluaciones del GEM un
valor de 100 mmol de fotones gPS™ h1, para evitar que la luz resulte un factor limitante
frente a las diferentes condiciones que se estudiaran.

Tabla 3.6. Escenarios de crecimiento en Synechocystis.

Condiciones fijadas en el GEM Escenario de crecimiento
Vi < 53 mmol gPS™1h™1

vei < 3,7 mmol gPS™1h™t

Limitado por luz

Vi = 53 mmol gPS™th™t

Limitado por carbono
vei < 3,7 mmol gPS™1h™?!

Un pardmetro importante a tener en cuenta es el ATP que utiliza la célula para realizar
actividades distintas a la sintesis de macromoléculas para el crecimiento denominado

ATP de mantenimiento. Este ATP es utilizado para procesos que los modelos
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metabodlicos no representan tales como el reemplazo de componentes celulares
dafiados, el ajuste de potenciales de membrana, el mantenimiento del pH intracelular,
el transporte intracelular entre otros. Para incluir la energia que la célula invierte en estos
procesos se incluye en el modelo una reaccion de hidrolisis de ATP (ATP + H,0 —
ADP + H* + P;) para la cual se fija un valor de flujo. En bibliografia se presentan
diversos valores para este flujo, por lo cual se decidié analizar el comportamiento del
GEM frente a cambios en este flujo, variandolo entre 0 y 100 mmol gPS? h! (valores
seleccionados arbitrariamente). En este caso (Figura 3.5), se observé que este
parametro no tiene una elevada influencia en el crecimiento, ya que, para condiciones
Optimas de Ciy luz, se observa una caida en la tasa de crecimiento maxima recién para
un flujo de aproximadamente 40 mmol gDW* h. Este valor es mas elevado que los
valores observados en bibliografia. Se decide en este caso utilizar como valor fijo 0,13

mmol gPS™? h1, que es el presentado por Knoop et al. (2013).
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Figura 3.5. Variacion de la tasa de crecimiento frente a cambios en los valores de ATP

de mantenimiento.

3.3.3. Validacién del modelo frente a mediciones de flujos metabdlicos
Una vez validado el modelo frente a los datos experimentales de la tasa de crecimiento,

se incorporaron los datos de fluxémica experimentales presentados en la Seccion 3.2.6.
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Se identificaron a que reacciones del GEM correspondian las reacciones incluidas en
los datos experimentales publicados por Young et al. (2011), y se fijaron los datos
experimentales como cotas superiores e inferiores para dichas reacciones. Algunas de
las conversiones bioquimicas representadas por las reacciones del modelo utilizado por
Young et al. (2011) se describen en varios pasos en el GEM. En estos casos, se fijaron
los datos como cotas superiores e inferiores en todas las reacciones involucradas en
dicha conversion. Esto ocurre con las conversiones de G6P a RU5SP y CO,, de GAP a
3PGA vy de CIT a ICIT. Por otro lado, también se encontraron diferencias entre el GEM
y las conversiones considerada en el modelo de Young et al. (2011) en algunas de las
reacciones del ciclo de Calvin. En estos casos, se sumaron conversiones para obtener
reacciones que estuvieran representadas en el modelo tomando en cuenta la direccién
definida por el valor del flujo experimental (Tabla 3.5). Para una mayor comprension se
presentan estos casos en la Tabla 3.7. Por ultimo, el modelo de Young et al. (2011)
incluye las dos reacciones que permiten el ciclo del glioxilato. Como se mencioné en el
Capitulo 2, se comprobd recientemente (Thiel et al, 2017) que estas enzimas no se

encuentran en Synechocystis y por lo tanto no se tuvieron en cuenta en el analisis.

Una vez definidas las cotas experimentales sobre los flujos del GEM, se resolvié un FVA
con estas nuevas restricciones que reducen la regién factible (Figura 3.2) con el objetivo
de obtener cotas mas precisas para los flujos de las reacciones del GEM que no se
encontraban medidas experimentalmente, y con la captacion de nutrientes determinada
en la seccién anterior. De esta forma, se obtienen sets de cotas inferiores y superiores
(LB y UB) con mayor significacion biolégica para todas las reacciones del GEM lo que
permite obtener resultados mas precisos y cercanos al fenotipo de la cepa. Con todas
las cotas determinadas, se resuelve un FBA maximizando biomasa. Los resultados
numeéricos muestran la misma tasa de crecimiento validada en Seccién anterior (0,089
h'1). Asi, se comprueba que el modelo puede representar de forma precisa una condicién

medida in vivo.
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Tabla 3.7. Diferencias entre conversiones definidas en el modelo de Young et al. (2011),

y las reacciones que las representan en el GEM. No se incluyen cofactores, agua, ni

protones. Para mas detalle referirse al anexo con los nimeros de reaccion.
Conversion en modelo de Young et al. | Reacciones del GEM desarrollado
(2011)

G6P — GL6P (R422)
G6P — RUSP + CO, GL6P — 6PG (R423)

6PG — RUSP + C0O, (R424)
GAP - 3PGP (R231)

3PGP - 3PGA (R233)
2G0X - TA+CO, (R201)
TA - GA (R200)

CIT — ACO (R508)

ACO - CIT (R509)

GAP - 3PGA

GOX + GOX - GA+CO,

CIT - ICIT

GAP + EC2 — X5P
F6P —» E4P + EC2
F6P —» GAP + EC3
E4P + EC3 - S7P
S7P — R5P + EC2
GAP + EC2 —» X5P

GAP + F6P — X5P + E4P (R428)

F6P + EAP > GAP + S7P (R430)

S7P + GAP — R5P + X5P (R427)

Ademas, los resultados numéricos muestran una buena correlacion entre la distribucion
de flujos para crecimiento fotoautotrofico obtenida con el GEM vy los valores de flujo
experimentales (Tabla 3.8). Solo siete de las 37 reacciones con valores experimentales
quedaron fuera del intervalo de confianza del 95%. Es importante notar que la reaccion
R430 (una de las dos con una diferencia grande respecto a los datos experimentales)
se encontraba dividida en dos reacciones en el modelo de Young et al. (2011), lo cual

puede tener alguna injerencia en la diferencia de resultados.

Este set de datos experimentales también fue considerado en el analisis de GEMs
anteriores (Knoop et al., 2013; Nogales et al., 2012; Saha et al., 2012). En los casos de
Knoop et al. y Nogales et al. los datos son utilizados a modo comparativo sin
incorporarlos a los modelos, mientras que en el caso de Saha et al. son utilizados con
la misma metodologia que en la presente tesis, pero obteniendo una mayor cantidad de

flujos fuera de los rangos expeimentales.
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Tabla 3.8. Comparacion entre medidas de flujo por *C MFA de Young et al. (2011) y
valores predichos por el GEM. Para mas detalle referirse a los Apéndices Ay B.

Reaccion Conversion representada GEM | Young et al. (2011)*

por lareaccion Valor | Valor LB95 UB95

R422, R423, R424 G6P —» RuS5P 0,524 0,592 0,444 0,777
R223 F6P —» G6P 0,555 0,703 0,555 0,888
R225 FBP —» F6P 2,242 2,220 1,961 2,442
R229 DHAP + G3P — FBP 2,242 2,220 1,961 2,442
R230 G3P - DHAP 3,330 3,515 3,33 3,663
R231, R233 3PG -» G3P 8,236 8,436 8,103 8,769
R237 3PG - 2PG 0,866 0,858 0,847 0,873
R238 2PG - PEP 0,866 0,873 0,865 0,881
R420 DHAP + E4P — SBP 1,199 1,332 1,073 1,591
R421 SBP —» S7P 1,199 1,332 1,073 1,591
R426 R5P — RuSP 1,349 1,317 1,309 1,321
R427 S7P + G3P —» R5P + X5P 1,421 1,428 1,421 1,432
R428 F6P + G3P —» E4P + X5P 1,456 1,384 1,376 1,387
R429 Ru5P — X5P 2,877 2,808 2,793 2,819
R430 EAP + F6P —» S7P + G3P 0,222 1,343 1,073 1,591
R431la RuBP + CO, + H20 —» 23PG 4,750 4,699 4,551 4,884
R431b RUBP — 3PGA + 2PG 0,0 0,015 0,0 0,030
R432 Ru5P - RuBP 4,750 4,699 4,551 4,884
R495 PEP - PYR 0,411 0,352 0,292 0,411
R498 PYR + COA - ACCOA + CO, 0,426 0,437 0,425 0,444
R503 PEP + C0O, » 0OAA 0,383 0,429 0,366 0,488
R504 MAL - 0AA 0,070 0,133 0,070 0,192
R515 0AA + ACA — CIT 0,116 0,118 0,111 0,126
R508, R509 CIT - ICIT 0,116 0,118 0,111 0,126
R510 ICIT - aKG + CO, 0,116 0,111 0,111 0,126
R512 FUM - MAL 0,200 0,067 0,063 0,074
R513 succ - FUM 0,034 0,007 0,0 0,015
R517 MAL - PYR + CO, 0,130 0,196 0,138 0,255
R522 2PG - GLC 0,0 0,015 0,0 0,030
R532 GLC - GOX 8E-5 0,015 0,0 0,030
R200, R201 2G0X - GA + CO, 0,009 0,011 0,0 0,018
R199 GA - 2 PGA 0,0 0,011 0,0 0,018

*Valores transformados a una tasa maxima de captacion de Ci de 3,7 mmol gPS™ h-
lusando una conversién de 0,037.

3.3.4. Andlisis de distribucion de flujos en Synechocystis

Los resultados numéricos obtenidos en la Seccion 3.5.3 muestran que la curacién
manual realizada en el Capitulo 2 mejora las predicciones de los datos fenotipicos de

fluxdmica de los modelos anteriores (Knoop et al., 2013a; Nogales et al., 2012; Saha et
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al., 2012). Por lo tanto, con las cotas obtenidas a partir de estos datos experimentales,
se realiza un analisis mas profundo de la distribucién de flujos bajo diferentes escenarios
que resultan de interés para el estudio de ciertos procesos involucrados en la

fotosintesis.

Los resultados numéricos obtenidos con estas cotas muestran un flujo de captacion de
CO; de 0,336 mmol gPS* h'y de 3,364 mmol gPS? h'de HCOgs. Esto cumple con la
restriccion fijada de vcp, + Vycos < 3,7 mmol gPS? hl. La captacion de nutrientes
inorganicos tales como nitrégeno (como NOg), fésforo (como PO43) y sulfato (como SO4
2) no se restringié. Los valores obtenidos de captacién fueron de 0,8 mmol gPS™ h'! para
nitrégeno, 0,016 mmol gPS™* h! para sulfato y 0,065 mmol gPS™* h't para fésforo (Figura
3.6). Como es esperable en las condiciones de ensayo, no se observa produccién de
ningun subproducto del crecimiento ya que la limitacion del mismo esta dada por el Ciy

la captacién del resto de los compuestos no esta restringida.

- PO/
0, ON hv
\ o,

5,593

0,089
Biomasa

Figura 3.6 . Resultados numeéricos para el crecimiento fotoautotréfico limitado por
carbono.

Bajo las condiciones de estudio no se observa flujo a través de la enzima RuBisCO
oxigenasa, como tampoco actividad basal de la fosforilacion oxidativa en presencia de

la luz a través de la oxidasa terminal, ni de la conversién de NADPH y O, en NADP* y
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H.O a través de la reaccién de tipo Mehler. Ademas, no se detecta formacién del anién

superoéxido.

Para tener en cuenta estrés oxidativo, se analizé un nuevo escenario suponiendo que
el 0,5% del flujo de electrones a través de ambos fotosistemas (PSl y PSII) se utiliza en
la produccion del anion superéxido por medio de las reacciones de tipo Mehler. Se fijo
también la captacién del 10% de la produccion de O, de PSIl como actividad respiratoria

basal. Estas restricciones se implementaron con las Ecuaciones (3.5) y (3.6).

Los resultados presentes en literatura respecto a la conversion de NADPH y O, en
NADP* y H>O son muy dependientes de las condiciones de cultivo (Knoop et al., 2013),
y ademas se desea observar que ocurre en una condicion con la RuBisCO oxigenasa
activa. Por lo tanto, se estudié un escenario con flujo forzado a través de la RuBisCO
oxigenasa con un valor de 0,01 mmol gPS* h!y diferentes escenarios para el consumo
de O, por la reaccién de tipo Mehler. Se consideran tres diferentes escenarios: i) Libre,
i) 10% de la produccién de O en el PSII, y iii) 20% de la produccién de O; en el PSII.
Estos tres escenarios son analizados para ambos casos con y sin flujo forzado través

de la enzima RuBisCO oxigenasa.

Se resolvieron entonces seis nuevos escenarios FBA, sujetos a las cotas obtenidas en
la seccién anterior, y se calcularon los pardmetros mas relevantes relacionados al
metabolismo fotoautotréfico. Ademas, para estos nuevos escenarios se considero flujo
cero para las reacciones catalizadas por la enzima fosfoquetolasa (EC. 4.1.2.22) ya que
los resultados experimentales presentados por Xiong et al. (2015) muestran que se
encuentran inactivas bajo las condiciones consideradas. En la Tabla 3.9 se pueden ver

los resultados de los seis escenarios.

Una observacion importante sobre estos resultados, es el hecho de que el crecimiento

se mantiene en su valor maximo para todos los escenarios. De esto se desprende que
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las modificaciones realizadas no afectan a la disponibilidad de nutrientes, y que, por lo
tanto, si observaramos solo las entradas y salidas al sistema no se observarian
diferencias. Este tipo de modificaciones tienen injerencia en la distribucion interna de
flujos y es importante el analisis de estos resultados para conocer como se distribuye el
flujo de carbono y energia en las distintas vias metabdlicas, y también para evaluar si
los pardmetros fotosintéticos se encuentran dentro de valores observados in vivo. A
continuacién, se analizan los pardmetros presentados en la Tabla 3.9. Las reacciones
involucradas en los célculos de dichos parametros y los flujos de cada una de ellas se

encuentran en el Apéndice D.

La relacion ATP/NADPH requerida para la fijacién de CO- en el ciclo de Calvin es de
1,5, pero las cianobacterias no tienen la capacidad de alcanzar este valor Unicamente
por medio de la via de transporte de electrones lineal (LEF) ( Figura 2.3), que puede
alcanzar un valor maximo de 1,28 (Nogales et al., 2012). La relacion requerida es
lograda a través de vias de transporte de electrones alternativas (AEF) disipadoras de
poder reductor que tienen la funcion de consumir NADPH y regenerar NADP (Kramer &
Evans, 2011). En la Tabla 3.9, se muestra que en todos los casos el valor de 1,5 de
ATP/NADPH es alcanzado por actividad de las vias AEF (Apéndice D). En este sentido,
los seis escenarios planteados en la Tabla 3.9 serian viables para lograr una efectiva

fijacion de carbono en el ciclo de Calvin.

Como se puede observar en la Tabla 3.9, los resultados numéricos no muestran
diferencias si se compara cada escenario para la reaccion tipo Mehler con y sin
considerar fotorrespiracion (RuBisCO oxigenasa activa o inactiva, respectivamente). Sin
embargo, si se observan diferencias entre los tres escenarios de la reaccion de Mehler
(Libre, 10% y 20%) si se analizan dentro del mismo caso de fotorrespiracion. Se debe
notar que en los dos casos en que la reaccion de Mehler se encuentra libre, no existe

flujo por esa via. Esto es esperable ya que es una via que disipa energia, y al optimizar
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la produccion de biomasa, el LP da como resultado una distribucién que implica todo el

gasto de energia en direccion a la sintesis de biomasa. Sin embargo, en este escenario,

la relacion ATP/NADPH no alcanza el valor minimo necesario de 1,5 para que el ocurra

la fijacion de CO- en el ciclo de Calvin, lo cual podria indicar que la actividad de esta

enzima es necesaria en Synechocystis como via alternativa para lograr una relacion

ATP/NADPH apta para el crecimiento. Se requieren estudios experimentales para

confirmar los resultados obtenidos in silico.

Tabla 3.9. Tasa de crecimiento y principales parametros bioenergéticos y fotosintéticos
considerando un flujo de 0y de 0,01 mmol gPS™* h! para la fotorrespiracion, comparados
con tres escenarios diferentes para la reaccién tipo Mehler (Libre, 10 y 20%).

Sin fotorrespiracion

Fotorrespiracion fija

Escenario Mehler

Escenario Mehler

Libre 10% 20% Libre 10% 20%

Tasa de crecimiento
(h-11] 0,089 0,089 0,089 0,089 0,089 0,089
RuBisCO carboxilasa

1.1 4750 4,750 4,750 4,740 4,740 4,740
[mmol gPS™" h™]
RuBisCO oxigenasa

_lg 1 0,000 0,000 0,000 0,010 0,010 0,010
[mmol gPS™" h™]
ATP/NADPH (LEF) 1,273 1,279 1,302 1,271 1,280 1,303
Q-IE-IF:);NADPH (LEF+ 1,607 1,624 1,713 1,599 1,625 1,714
PSI/PSII 2,649 2,462 2,037 2,644 2,458 2,033
hv/O2 17,87 17,87 17,87 17,87 17,87 17,87
hvi/hv, 0,137 0,136 0,145 0,135 0,136 0,144

ATP/NADPH (LEF): ATP producido/NADPH consumido en via de transporte de electrones lineal.

ATP/NADPH (LEF + AEF): ATP producido/NADPH consumido in vias de transporte de electrones lineal y alternativa.

PSI/PSII: Relacién entre los flujos de los fotosistemas 1 y II.

hv/O2: mmol de fotones consumidos/mmol de O2 producidos.

hvi/hvo: Energia disipada/Energia Total disponible (en forma de fotones)

El parametro h,;/h,o, que relaciona la energia disipada con la energia total disponible,

muestra un valor mayor en el caso de mayor flujo por la reacciéon de Mehler. Esto se

debe a que dicha reaccion es en efecto una de las vias de disipacion de energia, sin

embargo, este aumento de flujo ocasiona una disminucién en la energia disipada por

una de las reacciones involucradas en la via de transporte de electrones ciclica (CEF).
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De los resultados también se desprende que, para un flujo de fotones constante en todos

los escenarios, la produccion de O, no se ve modificada.

Segun un estudio experimental en condiciones de exceso de luz (Allahverdiyeva et al.,
2011) un 20% de los electrones del PSIl pueden dirigirse a la reaccion de tipo Mehler,
lo cual valida el escenario (iii) sin fotorrespiracion. Por lo tanto, se considera dicho

escenario para extender la discusién de la distribucién de flujos.

La Figura 3.7 muestra los resultados obtenidos en estas condiciones para el
metabolismo central del carbono, mientras que los resultados numéricos completos se

encuentran en el Apéndice E.

El carbono que es fijado a través de la enzima RuBisCO es mayor que el valor total de
carbono captado por la célula. Se observo experimentalmente (Young et al., 2011) que
el CO. generado en reacciones de descarboxilacion que ocurren en ciertas vias
metabdlicas puede ser reutilizado por la RuBisCO. Esta posibilidad fue incorporada al

GEM logrando mejores predicciones del flujo a través de la RuBisCO.

El carbono es convertido en 3-fosofo-D-glicerato (3PG) a través de la enzima RuBisCO.
Este metabolito marca una divisién en la glucdlisis: una parte se dirige aguas arriba
(glucdlisis alta) y luego a la via PPP, y otra parte aguas abajo (glucdlisis baja) al
metabolismo del piruvato y el ciclo de Krebs (Figura 2.2). El flujo que se dirige aguas
arriba esta involucrado en la sintesis de nucle6tidos, de aminoécidos arométicos,
glicerolipidos, y glucégeno. Este Ultimo actia como Unico compuesto de reserva,
acumulandose para ser utilizado como fuente de energia en ausencia de luz. Otra parte
del flujo proveniente de la RuBisCO se dirige hacia la glucdlisis baja para la sintesis de
acidos grasos, de aminoacidos y de coenzima-A (CoA). Existe una pequefia porcion
restante de flujo de carbono que se dirige hacia la via de sintesis de serina

independiente de la luz (Figura 3.8).
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Figura 3.7. Distribucion de flujos optimizando la sintesis de biomasa en condiciones de
limitaciéon de carbono. Los valores de flujo tienen unidades de mmol gPS? h?. La
captacion de carbono inorganico como CO; es de 0,336 mmol gPS* hly de 3,364 mmol
gPS™ h™ como HCOg3". Se cumple que: vco, + Vyco; < 3,7 mmol gPS™ h. La restriccion
de flujo de fotones es vr,¢ones < 100 mmol gPS™ h'y toma un valor de 100 mmol gDW-
L h? La captacion de nitrégeno, el fésforo y micronutrientes no se encuentra restringida.
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Figura 3.8. Distribucion del carbono total fijado por la RuBisCO entre las principales vias
del metabolismo del carbono.

Los resultados numéricos muestran actividad a través de las enzimas del ciclo GABA
(EC 4.1.1.15, EC 2.6.1.19 y SSDHA), el cual constituye una de las alternativas para el
cierre del ciclo de Krebs. Xiong et al. (2014) muestran en ensayos in vivo que tanto el
ciclo GABA como el bypass a través de las enzimas 2-OGDC y SSADH se encontraban
activas, pero no presentan una relacién entre estos flujos que pueda utilizarse como
restriccion en el modelo. Para confirmar si el modelo obtiene los mismos resultados
utilizando cualquiera de las dos vias, se fija la reaccién desde 4BUT a SUCAL en cero
(se elimina el ciclo GABA) y como resultado el modelo activa el bypass desde a-KG a
SUCAL. Por lo tanto, este resultado confirma que se trata de un caso de mdltiples
soluciones 6ptimas en el cual dos distribuciones de flujo diferentes dan el mismo
crecimiento 6ptimo. Se requiere mayor informacion experimental sobre la porcion del
flujo es dirigida a cada una de estas vias y las condiciones de cultivo para poder imponer

al modelo a utilizar ambas vias a través de restricciones.

3.4. Conclusiones
En este capitulo presenta un analisis profundo del GEM curado presentando en el
Capitulo 2. La informacion fisiolégica y de fluxomica disponibles para Synechocystis

revelan que los resultados numéricos obtenidos con el GEM curado son consistentes
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con los datos experimentales, mejorando las predicciones obtenidas en trabajos
anteriores publicados en la literatura. Ademas, a partir de los datos fenotipicos obtenidos
a través de *C MFA se obtuvieron cotas con un mayor grado de significado biol6gico

para el crecimiento fotoautotrofico de Synechocystis.

El andlisis de la distribucion de flujos completa del GEM brinda informacion de la
distribucion del flujo de carbono fijado fotosintéticamente, mostrando que la mayor parte
de éste se dirige hacia la sintesis de los precursores de las macromoléculas que forman
la biomasa (aminoacidos, nucleétidos, glicerolipidos) y de glucégeno, a través de la
glucolisis superior y de la via de las pentosas fosfato. Una porcién menor se dirige al
metabolismo del piruvato, formacion de &cidos grasos a partir de acetil-CoA y al ciclo de
Krebs para la sintesis de precursores de aminoacidos. También se observo flujo en la

via de sintesis de serina independiente de la luz.

El andlisis de los pardmetros fotosintéticos muestra la necesidad de la utilizacion de vias
alternativas de transporte de electrones para alcanzar la relacion de ATP/NADPH Gptima
para la fijacion de carbono en el metabolismo fotoautotrofico. Se estudio la reaccion de
Mehler bajo diferentes escenarios, definiendo en base a experimentos computacionales
y bibliografia fijar un 20% de la evoluciéon de O del PSII, que se corresponde con un

aumento en el flujo de fotones a través del PSII.

En base a todos los resultados obtenidos en este capitulo, podemos inferir que el
modelo desarrollado brinda una representacion correcta de la informacion biolégica
disponible, y por lo tanto constituye una herramienta Gtil para el disefio de cepas
productoras de compuestos de interés biotecnologicos abordados en los Capitulos 4 y

5 de la tesis.
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Produccion fotosintética de etanol

4.1. Introduccion

La demanda mundial de energia primaria no presenta proyecciones favorables, y esto
se atribuye principalmente al crecimiento estimado en la poblacién mundial (Garcia
Prieto, 2018). Junto con esto, se presenta el problema de que las principales fuentes de
esta energia contintian siendo no renovables. Si se observa la matriz energética del afio
2018 (BP Statistical Review of World Energy, 2019) se encuentra que solo un 5% a nivel
mundial y un 4% en Argentina de la energia consumida corresponden a fuentes

renovables, excluyendo de ellas la hidroeléctrica y la nuclear (Figura 4.1).

m Petroleo

m Gas Natural

= Carbén
Hidroeléctrica

= Nuclear

m Renovable (Solar, Edlica,
Biomasa, Geotérmica,
otras)

Figura 4.1. Matriz Energética mundial (circulo externo) y Argentina (circulo interno) del
afo 2018, expresada como porcentajes del tipo de energia consumida. Totales: Mundial,
13960 Mtep; Argentina, 88 Mtep.

El elevado consumo de energia de fuentes no renovables como el petroleo, el gas
natural y el carbén, tiene como principal problema el aumento de las emisiones de gases

de efecto invernadero (GEI) (CO2, metano, 0xido nitroso, ozono, clorofluorcarbonos) que
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se encuentran ligados a la problematica del cambio climéatico. Los Unicos gases de
efecto invernadero que no se encuentran naturalmente en la atmésfera son los
clorofluorocarbonos (CFCs). El aumento en las concentraciones atmosféricas de los GEI
debido a las emisiones industriales resulta alarmante. De éstos el que ha mostrado un
aumento mas alarmante es el CO,, cuyas emisiones muestran un sostenido aumento

tanto a nivel mundial como a nivel nacional (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Evolucion de las emisiones de CO. desde el afio 1965 al 2018, a nivel
mundial y en Argentina. Datos expresados en Millones de Toneladas de CO,. Fuente:
BP Statistical Review of World Energy (2019).

Los biocombustibles han surgido como una alternativa para complementar los
combustibles fésiles, con el objetivo de disminuir el impacto ambiental y la concentracién
de CO: en la atmosfera. Estos combustibles renovables se clasifican por generacion,
segun la materia prima a partir de la cual se producen (Figura 4.3). Los de primera
generacion son biocombustibles basados en cultivos como maiz, trigo, cebada,
remolacha y cafia de azucar, por lo cual, presentan la desventaja de que compiten con
la produccion de alimentos. Los de segunda generacion se basan en biomasa

lignocelulésica, que puede provenir tanto de residuos de agricultura y forestales, como
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de cultivos especificos para biocombustibles. La tercera generacién incluye
biocombustibles obtenidos a partir de la produccion de biomasa algal, y aun se
encuentra bajo estudio para aumentar las tasas de produccion, mejorar los procesos de
separacion y reducir los costos de produccion. El &rea de los biocombustibles de cuarta
generacién es aun un campo emergente, y la produccién de éstos se basa en la
conversién directa de energia solar en combustibles utilizando microorganismos
genéticamente modificados y materias primas de bajo costo y gran disponibilidad. La
produccién de biocombustibles de cuarta generacién se estudia desde hace mas de 10
afios con herramientas de biologia sintética, aunque aun no se han alcanzado indices

de produccion satisfactorios para la escala industrial (Aro, 2016).

BIOETANOL

\ 4 ; \ 4
1™ Generacién 245 Generacion SN GENEYACION) 4t Generacion

Biocombustibles basados Biomasa lignocelulosica Micro algas y algas marinas Combustibles basados en
en alimentos Cultivos para biocombustibles ) materias primas
(switchgrass, sorgo dulce, etc.) Chlorella vulgaris, y microorganismos

Cafia de azticar, remolacha, Residuos de agricultura Chlorococcum spp, e L
maiz, trigo, cebada (tallos de maiz, bagazo de cafia de azticar) Euglena spp genetlcamente optimizados
Residuos Forestales Cianobacterias productoras de etanol

st 'm

Figura 4.3. Clasificacion de biocombustibles segun la materia prima

En el marco de esta novedosa area de estudio de la produccion de biocombustibles de
cuarta generacion, las cianobacterias, y especificamente Synechocystis, resultan
importantes microorganismos, no solo para la produccion de combustibles renovables
como el etanol, sino también para la produccién de compuestos de alto valor agregado.
Una importante ventaja es que se pueden cultivar en fotobiorreactores y producir, por
ejemplo, etanol, solo a partir de agua, luz y CO; presente en el ambiente, contribuyendo
a la disminucion de los preocupantes niveles de este gas de efecto invernadero

presentes en la atmosfera en la actualidad. Estas caracteristicas representan una gran
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ventaja frente a la produccion de bioetanol actual, que compite con los alimentos y

requiere materias primas costosas.

La produccién de biocombustibles a partir de cianobacterias se ha estudiado a partir de
una patente publicada hace mas de tres décadas. (Deng &Coleman, 1998) introducen
genes de Zymomonas mobilis (naturalmente productora de etanol) en la cianobacteria
Synechococcus sp. PCC 7942 para la produccién de etanol. EI mismo grupo de
investigacion (Woods et al., 2004) posee una patente para la produccién de al menos

1.7 mol etanol por mg de clorofila por hora.

Hasta el momento los indices de produccion son bajos: la mejor productividad obtenida
con Synechocystis hasta el momento es de 0,261 g L dia, y fue reportada por Dienst
et al. (2014), mientras que el resultado que puede obtenerse para el caso de bacterias
heterotréficas que es de 9.5 g L dia® (Hjersted & Henson, 2008). Es por esto que se
continda estudiando como mejorar la produccion de bioetanol en Synechocystis, y los
métodos computacionales basados en modelos metabdlicos aplicados con un enfoque
de ingenieria de sistema metabdlicos resultan herramientas importantes para obtener
una gran diversidad de alternativas, evitando experimentos de prueba y error in vivo que

requieren largos periodos de tiempo e importantes sumas de dinero (Lee & Kim, 2015).

Acoplar la produccion de un metabolito de interés biotecnolégico al crecimiento celular
se ha convertido en un principio clave para el disefio racional de microorganismos
industriales (Klamt & Mahadevan, 2015). El objetivo es convertir el metabolito deseado
en un subproducto obligado del crecimiento. En consecuencia, su produccion resulta
una parte integral de la funcion metabdlica del organismo (Von Kamp & Klamt, 2017).
Una ventaja clave de la sintesis acoplada es que permite utilizar Evolucién Adaptativa
en el Laboratorio (ALE) para optimizar la tasa de produccién, al mismo tiempo que se
optimiza la velocidad de crecimiento. Se ha comprobado, ademds, que las cepas

acopladas son genéticamente mas estables (Klamt & Mahadevan, 2015).
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Para alcanzar el acoplamiento entre la produccion del metabolito de interés y el
crecimiento, la célula debe ser modificada genéticamente a través de la supresion
(knock-out) de ciertos genes. Se ha dedicado mucho esfuerzo a desarrollar
procedimientos in silico que usen representaciones GEM para obtener estas estrategias
de acoplamiento de manera sistematica y teniendo en cuenta el metabolismo completo
del microorganismo. Burgard et al. (2003) buscan identificar intervenciones genéticas
del microorganismo bajo estudio que lleven a conseguir este estado acoplado, por medio
de un problema de Programacién Binivel. A partir de la publicacion de este primer
algoritmo se sentaron las bases para el desarrollo de una gran variedad de problemas
binivel para disefio de cepas (Machado & Herrgard, 2015), que luego de ser
reformulados resultan en una rama de métodos COBRA que involucra problemas de

programacién mixto entera lineal (MILP).

Esta atractiva estrategia se ha aplicado con éxito en microorganismo heterétrofos (Fong
et al., 2005; Ng et al., 2012; Otero et al., 2013; Trinh et al., 2008; Yim et al., 2011),
mientras que para cianobacterias se ha estudiado in silico la posibilidad de acoplar el
crecimiento fotoautotréfico a la produccion de limoneno, butanol y octanol (Shabestary

& Hudson, 2016).

En este capitulo, se presentan dos estrategias de produccion de etanol: i) a partir de un
mutante acoplado, y ii) a partir de un proceso en dos etapas con limitacién de nutrientes.
Para el disefio in silico de mutantes acoplados de Synechocystis se formulan problemas
de optimizacion binivel a partir de una modificacién a los enfoques existentes donde se
asignan variables binarias para la supresion de genes en vez del enfoque tradicional
donde se asignan a las reacciones del GEM. Para el enfoque de produccion en dos
etapas se plantea un modelo extracelular dindmico utilizando los resultados obtenidos

con el modelo intracelular.
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4.2. Materiales y Métodos
En esta seccion se presentan en detalle las dos estrategias de produccion fotosintética
de etanol propuestas. Estas mismas estrategias pueden emplearse para la produccién

de otros subproductos del crecimiento bajo las condiciones adecuadas.

4.2.1. Formulacion de problemas binivel para el disefio in silico de cepas
acopladas productoras de etanol

Para estudiar la posibilidad de acoplar la produccién de un compuesto de interés al
crecimiento celular es necesario determinar ciertas intervenciones genéticas o
supresion de genes (knock-outs) que deben realizarse sobre el microorganismo
considerado. Burgard et al. (2003) considera un problema binivel (OptKnock), donde en
el problema interno se maximiza la produccién de biomasa y en el problema externo el
objetivo biotecnolégico, asignandose variables binarias a las reacciones para
representar los knock-outs necesarios para acoplar la produccion al crecimiento. Otro
enfoque presentado por Ranganathan et al. (2010) considera otra estrategia binivel en
la que el problema interno minimiza la produccién del compuesto de interés en lugar de
maximizar la produccién de biomasa, mientras que el problema externo minimiza la
cantidad de intervenciones genéticas para lograr el acoplamiento, manteniendo la
asignacion de variables binarias a las reacciones. De esta forma el resultado no se
encuentra sujeto a un estado de maxima produccion de biomasa y el acoplamiento es
efectivo para cualquier estado de flujos de la red. En este caso se consideran, ademas
de knock-outs, subexpresién o sobreexpresion de reacciones (OptForce, Ranganathan

et al. (2010)).

En un GEM, las reacciones estan unidas a los genes correspondientes mediante las
asociaciones Gen-Proteina-Reaccion (GPR), que pueden tener diferentes mapeos
(Figura 2.8). Asignar en el problema binivel el knock-out de genes con reacciones no

permite representar completamente todas las opciones de mapeo GPR, lo cual trae
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aparejados problemas en la transferencia de los resultados computacionales al campo
experimental. Este es el caso de las enzimas multifuncionales que catalizan mas de una
reaccién y estan codificadas por un Unico gen (Ejemplo Gen 6 en la Figura 2.8).
Siguiendo el ejemplo de la Figura 2.8, si el resultado del problema de optimizacion
derivara en la eliminaciéon de la Rxn D, deberia eliminarse también la Rxn E y esta podria
ser esencial para el crecimiento. Estos errores pueden ocurrir cuando las variables
binarias estan asociadas a reacciones dando lugar a mutantes in silico no viables in vivo,
como es el caso de los resultados obtenidos por Shabestary & Hudson (2016). Asociar
las variables binarias a los genes asegura evitar este tipo de equivocaciones, evitando
a los experimentalistas implementar resultados erréneos obtenidos con estrategias de

ingenieria metabolica.

Segun lo expuesto anteriormente, en esta tesis se formularon dos problemas de
optimizacion binivel tomando como base las formulaciones OptKnock y OptForce. Las
variables binarias se modifican y pasan de estar asignadas a genes (nivel 1 en la Figura
2.8), con el objetivo de evitar posibles resultados biol6gicamente infactibles. Para esto,
se debe incluir el mapeo GPR y las variables binarias se definen de manera que
representan la eliminacion de un gen cuando toman el valor 1. El problema interno es el
mismo en ambas formulaciones: la minimizacion de la produccién de etanol sujeta a las
restricciones del FBA descriptas en el Capitulo 3. Las funciones objetivo de los
problemas externos son la minimizacion de las intervenciones requeridas (Formulacion
1 -Tabla 4.1) y la maximizacién de la produccion de etanol (Formulacion 2 —Tabla 4.1).
El set de restricciones del problema externo también se modifica entre las dos
formulaciones, ya que una de las restricciones se intercambia con la funcion objetivo.
En la Formulacion 1, se impone un limite inferior sobre la produccion minima de etanol
mientras que se minimizan las intervenciones genéticas (knock-outs) en la funcion
objetivo. En la Formulacién 2, se fija el maximo nimero de intervenciones permitidas

mientras que se maximiza la produccion de etanol en la funcién objetivo.
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Tabla 4.1. Formulaciones del problema binivel para acoplar produccion de un
subproducto al crecimiento.

Formulacién 1: Formulacién 2:

Problema Externo: Minimizar Problema Externo: Maximizar
Intervenciones Produccion de Subproducto
Restriccién Problema Externo: Restriccién Problema Externo:
Minima Produccion de Subproducto Méaximo NUumero de intervenciones
permitida permitidas

min Z Yk g}r}(%}f vproducto
Y J max

Vproducto > v;?‘i(;lducto (4.1) 2 Vi < Nintery (4.2)
s.t. s.t

Problema Interno: Minimizar produccion de Subproducto

min Uproducto
vj

s.t.
Ubiomasa = Vhiomasa (4.3)
ZSU”J’ =0 VieM (4.4)
]
v = v/ Vj € Ryijas (4.5)
v; = LB (1~ yi) v(j,k) €K (4.6)
v; < UB;(1—yy) V(j, k) €K 4.7)
LB; < v; < UB; Vj €R (4.8)

Restricciones Comunes a ambos Problemas Externos:

Zyk =1 (4.9)

vk €{0,1}%,v; € RE

En el problema interno se incluye un limite inferior sobre la produccién de biomasa para
evitar una solucion en la que no haya crecimiento. El set de reacciones R/%S se refiere
a reacciones que tienen un valor fijjo que no puede incluirse como limite inferior y
superior, y son las que se fijan en cero para el FBA (Ej. reacciones de transporte de
fuentes organicas de carbono) y la reaccion de ATP de mantenimiento. Las variables
binarias y, indican un knock-out de un gen cuando toman el valor de 1. En las

ecuaciones (4.6) y (4.7) se relacionan las reacciones con los genes por medio del set K
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que esta definido como: K  Reandidatas » ¢ donde Rendidatas gon |as reacciones que
el modelo puede seleccionar para eliminar y G son los genes asociados a estas
reacciones. De esta forma, se incorpora al modelo el mapeo de genes a proteinas y de
proteinas a reacciones. Este mapeo considera la posibilidad de que un gen esté
relacionado a mas de una reaccién, pero no la de que una reaccion esté relacionada a
més de un gen. Si el modelo incluyera grupos de genes relacionados a una reaccién
debe comprobarse que los genes del grupo solo aparezcan dentro de ese grupo y
considerarse al grupo como un Unico gen para los fines de modelado. El set Reandidatas
contiene todas las reacciones que se consideran como posibles candidatas para realizar
un knock-out, por lo tanto, no contiene las reacciones asociadas a genes esenciales
para el microorganismo que, de eliminarse, causarian crecimiento nulo para el caso in
silico y muerte celular para el caso in vivo, ni las reacciones que se encuentran en el set
Rfxed | os genes esenciales para el crecimiento constituyen un 38% del total de los
genes en condiciones fotoautotréficas de crecimiento (Nogales et al., 2012). Se permite
que los flujos tomen valores negativos para las reacciones reversibles. Las cotas
inferiores y superiores para todas las reacciones excepto la de biomasa, el producto, los
nutrientes y las pertenecientes al set R7Y% son obtenidos por medio de un FVA,
previamente realizado. Si resulta que alguna reaccion tiene un flujo fijo determinado por
la red, se identificara al realizar el FVA y se incluird en el set R/ antes de comenzar

la optimizacion.

Para resolver este problema binivel, una estrategia consiste en reformularlo como un
problema lineal mixto entero (MILP) de un Unico nivel. Para esto, se aplican conceptos
de la teoria de dualidad (Ignizio & Cavalier, 1994), considerando el problema interno
como un problema primal que tiene su correspondiente problema dual. Las restricciones
del problema externo se agregan con las restricciones del problema dual del problema

interno, y se impone la condicion de dualidad fuerte, es decir, una igualdad adicional
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que establece que la funcién objetivo del problema primal es igual a la funcién objetivo

de su correspondiente problema dual.

A continuacion, se detalla la reformulacién en un solo nivel para la Formulacion 1, la
misma descripcién se puede extender a la Formulacion 2 siguiendo los mismos pasos

con muy pocas diferencias en el resultado final.

Las ecuaciones (4.10) a (4.13) que constituyen el problema interno lineal se consideran
como un problema primal que tiene un problema dual correspondiente. De acuerdo a la
teoria de dualidad, a cada restriccién del problema primal le corresponde una variable

del problema dual. Esta correspondencia comprende:

> S =0 L wMPeR (4.10)

jER

vy = vl N w;j (4.11)
> LB;(1 — yi) - x? € Ry (4.12)
< UB;(1 - ) > 1P € Ry (4.13)

A partir de las definiciones anteriores, el problema dual queda definido como:

s s D, WitV D WU -0~ LB -3 (a1a)
PWIRETT 2 Fijas (k)
S.t.
ZiSi,jWiMB > -1 Vj = producto (4.15)
XS w! +w; =0 vj € Rfijas (4.16)
ZiSi.jWiMB - x]LB + ijB =0 Vj € Rcandidatas (4.17)
v; € R,w; € Rw® € R xf® € Ry, %% € Ry

En la formulacion anterior, se observa que aparecen, en la funcién objetivo dos términos
bilineales continuos discretos, de la forma x/? y, y x/?y; (Ecuacion (4.14)). Como ya se
menciond, se busca resolver el problema con una estrategia de resolucion de MILP, por
lo que estas bilinealidades deben ser reformuladas. Para tal fin, se utilizan las

linealizaciones exactas propuestas por Glover (1975), que introducen las equivalencias
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x Py, = af® y xPy, = af'® y dan como resultado las siguientes ecuaciones y variables

que se agregan al modelo:

My = af® (4.18)
of 2f? ML=y V(K EK (4.19)
XH > s (4.20)
My, = a’® (4.21)
af? =z x/P — M;(1 - ) v(j,k) EK (4.22)
x/P = af” (4.23)

Al presente modelo, se impone la condicion de dualidad fuerte (igualdad entre

funciones objetivos de los problemas primal y dual):

“proaucto = ). wir/I+ Y LBy}~ x) + UB, (5" — )] (4:29)
jEfijas jEcandidatas

Luego de aplicar las reformulaciones descriptas, el problema MILP en un solo nivel para

la Formulacién 1 resulta:

min E Vi
LB xUB LB VB L

Wi wMB
VpW WX e e
s.t.

— fijas LB LB
—Vproducto = Zjefijas ijj + Zjeaandidatas[LBj(aj - xj ) +

(4.24)
++ UB;(x/"" — aj")]
Vproducto = v;)r:’iglducto (4.1)
Ubiomasa = Viiomasa (4.3)
ZSi_jvj =0 VieM (4.4)

j

v = vjfijas Vvj € Rfjas (4.5)
v; = LB;(1 - ) V(, k) € K (4.6)
v < UB;(1—y) v(j, k) € K (4.7)
LB; < v; < UB VjER (4.8)
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Z Siwi'? = -1 Vj = producto (4.15)
;
ZiSi'jWLMB + W] =0 V] € Rfijas (416)
ZiSi'jWLMB - ijB + XJVB =0 V] € Rcandidatas (417)
My, = ab? (4.18)
LB > yLB _ pp.(1 —
G ST G ek (4.19)
Xj = aj
(4.20)
M]yk = ijUB (421)
UB > 4 UB _ p.(1 —
= U;W, A=Y v ek (4.22)
x]- => aj
(4.23)

v; € R,w; € Rw'® € R xf® € R*,x/? € R*,y, € {0; 1}

Con fines comparativos ambas formulaciones y sus enfoques tradicionales (OptKnock y
OptForce) fueron implementadas en GAMS (GAMS Development Corporation,

Washington, DC).

4.2.2. Minimizacion del ajuste metabdlico

La técnica de minimizacion del ajuste metabdlico (MOMA, Minimization of Metabolic
Adjustment) se utiliza para estimar el estado de cepas mutantes antes de la adaptaciéon
evolutiva en laboratorio (ALE). Es un problema de programacion cuadratica (QP
Quadratic Programming) en el que se minimiza la distancia entre los flujos de la cepa
no acoplada y los del mutante. Esta técnica considera las mismas restricciones
estequiométricas que el FBA, pero no fuerza a una solucion con crecimiento maximo.
Esto permite representar mejor el estado inicial de distribuciones de flujo del mutante
asumiendo que en un principio, los flujos del mutante tenderan a modificarse lo menos

posible respecto de los de la cepa salvaje (Segré et al., 2002)
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Esta técnica se encuentra programada dentro de COBRA Toolbox, y se la utiliza para
estimar el estado inicial de los mutantes acoplados que se obtienen, sin realizarle

ninguna modificacién propia.

4.2.3. Produccion de etanol por limitacion de nutrientes en dos etapas

Por otro lado, se plantea otra posible estrategia para la produccion fotosintética de
etanol, que no ha sido abordada aun en la literatura, que se orienta a maximizar la
produccién del metabolito deseado en la fase estacionaria de crecimiento (crecimiento
desbalanceado) en una etapa posterior de obtencién de biomasa con la cepa cultivada
en condiciones Optimas (crecimiento balanceado). Durante la fase exponencial del
crecimiento, la particion del flujo de carbono esté estrechamente regulada por diversos
mecanismos hacia la formacion de los precursores de la biomasa, mientras que esta
demostrado experimentalmente (Wang et al., 2011) que en estado estacionario se

pueden producir biocombustibles y otros compuestos de interés.

En esta estrategia se considera una primera etapa donde las condiciones de captacién
de carbono y luz se definen para que la cepa se encuentre en fase exponencial de
crecimiento (tasa de crecimiento maxima), donde todo el flujo de carbono esta destinado
a la produccién de biomasa. Luego, se considera que la biomasa producida sera
transferida a un segundo biorreactor donde las condiciones estaran definidas para que
el cultivo se encuentre en fase estacionaria. Esto se logra con condiciones de limitacion
de nutrientes, lo cual permite el desvio del flujo de carbono hacia la produccién de

subproductos.

Ambas etapas pueden analizarse por medio de FBA, modificando la funcién objetivo.
En la primera etapa, se utiliza la maximizacion de biomasa como funciéon objetivo,
mientras que en la segunda etapa se utiliza una funcién objetivo de minimizacién de

produccion de ATP (Garcia Sanchez & Torres Saez, 2014), condiciébn que es
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caracteristica de la fase estacionaria de crecimiento donde la tasa de crecimiento tiende

a cero, ya que las tasas de crecimiento y muerte se encuentran balanceadas.

Se consideraran dos casos de limitacion de nutrientes: nitrogeno y fésforo. Existe
evidencia experimental que indica la produccién de etanol en Synechocystis bajo
condiciones de limitacion de nitrégeno en un mutante incapaz de producir glucégeno y
PHB (Namakoshi et al., 2016). Estos dos casos se utilizaran en la segunda etapa, por

lo cual la primera etapa es equivalente para ambos casos.

Para este andlisis se considera otra version del GEM, en la que las vias de produccion
de glucogeno y PHB fueron eliminadas para reproducir las condiciones observadas por
Namakoshi et al. (2016). Para este mutante de glucégeno y PHB, el glucégeno se
eliminé del GEM como componente de la biomasa, ya que al no poder producirlo el

problema seria infactible.

4.3. Resultados y Discusion

En esta seccidn, se presentan primero los resultados obtenidos mediante las nuevas
formulaciones desarrolladas con el correspondiente analisis de los mismos, se presenta
una discusién sobre la performance de los diferentes algoritmas, y por Gltimo se analiza
el caso de produccion de bioetanol en dos etapas en condiciones de limitacion tanto de

nitrdgeno como de fosforo.

4.3.1. Produccién Tedrica Maxima de Etanol

Para tener una nocién de cuales son los resultados que podrian obtenerse de la
resolucién del problema binivel, es importante conocer cuales son los valores de tasa
de produccion de etanol maxima que puede obtenerse del GEM de Synechocystis. Para
esto, se formula un FBA donde la funcién objetivo es la maximizacién de etanol. La
méxima produccion teorica de etanol se obtiene al maximizar su produccion sin fijar

ningun valor de biomasa, lo cual deriva en una solucién con crecimiento nulo. Luego,
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fijando valores sucesivos de crecimiento menores al maximo, se puede obtener una
curva que representa la proyeccion del espacio de flujo del modelo en el espacio de

crecimiento — produccion de etanol (trade-off).

Los resultados del trade-off entre el crecimiento y la produccién de etanol para
Synechocystis se muestran en la Figura 4.4. La maxima produccion tedrica de etanol

resulta de 1,85 mmol gPS™? h.
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Figura 4.4. Trade-off entre la produccién de etanol y el crecimiento. Toda el area naranja
representa el posible espacio de flujos.

4.3.2. Produccion de etanol acoplada al crecimiento en Synechocystis
4.3.2.1. Resolucién de problemas binivel

El problema binivel reformulado cuenta con 2,532 variables continuas, 478 variables
binarias y 6,370 restricciones, y se resolvié en una PC con un procesador Intel Core i7-

4790 de 3,60 GHz y con 8 GB de memoria RAM.

Se resolvid el problema binivel reformulado a un Unico nivel, considerando al etanol

como producto, para el caso de la funcion objetivo de maximizacion de la producciéon de
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etanol (Formulacion 2) para diferentes escenarios de maximas intervenciones
permitidas (k); se consideran casos con k=2 hasta k=10 (Ecuacion (4.2)). Se obtienen
mutantes acoplados in silico para todo el rango de intervenciones permitidas con
diferentes producciones méximas de etanol. Los resultados numéricos se presentan en
la Tabla 4.2. Los tiempos de resolucién son variables segun el valor de k, pero rondan

una hora.

Tabla 4.2. Produccion de biomasa y etanol obtenida resolviendo el problema asociado

a la Formulacion 2.

k Vetanol VUbiomasa
[mmol gPS™1 h™1 [R1]

2 0,017 0,088

5 0,017 0,088

8 0,017 0,088

9 0,017 0,088

10 1,054 0,038

Como se puede observar en la Tabla 4.2, para los escenarios de k iguala 2, 5,8y 9
intervenciones genéticas permitidas, las producciones de etanol y biomasa no se ven
modificadas, mientras que se observa un importante incremento en la produccion de
etanol cuando se permiten 10 intervenciones simultaneas. Este aumento ocasiona una
disminucion en la produccion de biomasa debido a la desviacion de los recursos
requeridos para el crecimiento a la produccion de etanol. No se observa una mejora en
la tasa de produccion de etanol para casos con mayor numero de intervenciones

(Resultados no mostrados).

Luego del analisis con la Formulacién 2, con la que se lograron obtener mutantes
acoplados, se considera la posibilidad de forzar una solucién con mayor produccion de
etanol mediante el uso de la Formulacién 1 para diferentes producciones minimas de
etanol permitidas (Ecuacion (4.1)). Para un caso con produccién minima de etanol de 1
mmol gPS? h? el resultado numérico es equivalente al caso de 10 intervenciones

obtenido mediante la Formulacion 2. Se incrementa la minima produccion de etanol
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permitida y se obtiene nuevamente el mismo set de genes a eliminar que para el caso
de 10 intervenciones con la Formulacion 2. Para valores de produccién de etanol
mayores a 1,054 mmol gPS?t h'! (mejor produccién obtenida con Formulacién 2), el

problema se vuelve infactible.

A continuacion, se considera el andlisis de la distribucién de flujo y de la eficiencia de la
fotosintesis para dos casos: El mutante con dos intervenciones, el cual se denominara
M1, y el mutante con 10 intervenciones, que serd denominado M2. La eliminacion de la
acetil-CoA sintetasa y del transportador de acetato son resultados que se mantienen
tanto en M1 como en los casos donde se permiten 5, 8 y 9 intervenciones. Estos knock-
outs estan relacionados con la produccion de acetato, como se discutira en la siguiente
seccion, y a medida que el nimero de intervenciones aumenta se van agregando knock-
outs en vias de menor importancia en cuanto al flujo de carbono, lo cual no implica una
mejora en la produccion de etanol. El caso de 10 intervenciones (M2) es el primero en
evitar los dos knock-outs de M1, lo que resulta en una estrategia totalmente diferente,
gue no se relaciona con la produccion de acetato sino con el balance de NADH y
NADPH, intimamente relacionado a la via de produccién de etanol que tiene como

funcion regenerar NAD*.

4.3.2.1.1. Caso 1: Dos intervenciones genéticas (M1)

El mutante acoplado in silico M1 se obtuvo con un nimero maximo de knock-outs
permitido de dos. Esta restriccion se impuso con el objetivo de obtener el set mas
pequefio posible de intervenciones requeridas para alcanzar el objetivo de acoplar la
produccion de etanol al crecimiento. El mutante M1 provee una tasa de produccién de
etanol especifica muy baja, lo cual es consistente con un crecimiento muy cercano a la
tasa maxima obtenida para la cepa no acoplada (Figura 4.4). Las intervenciones
requeridas para obtener este mutante son los knock-outs de los genes que codifican

para la enzima acetil-CoA sintetasa (R499, sll0542) y la reaccion de salida de acetato
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(R820) (Tabla 4.3). La eliminacion de R820 resulta de interés, ya que en la distribucion
de flujo obtenida en el Capitulo 3 se observa que en la cepa silvestre la reaccién de
produccién de acetato se encuentra activa. La eliminacion del gen sll0542 que convierte
acetato en acetil-CoA parece llevar a un sobre flujo de acetato en la célula, mientras que
la eliminacion de la R820 (que evita su excrecion), permitiria que este acetato sea
consumido y el correspondiente flujo de carbono sea redirigido a la sintesis de etanol.
Para el caso de la reaccion R820, la variable binaria se asigné directamente a la
reacciéon. Fue considerada como un caso particular, ya que existe evidencia
experimental sobre la posibilidad de que Synechocystis libere acetato al medio de cultivo
bajo ciertas condiciones (Hasunuma et al., 2016a), aunque aun no se ha encontrado

evidencia del gen que codifica el transportador de acetato.

Los resultados numéricos del mutante M1 muestran una disminucion de solo el 1,12%
de la tasa maxima de crecimiento respecto a la maxima para la cepa no acoplada,
mientras que la produccién de etanol de 0,017 mmol gPS* h! representa solo un 1,13%

de la tasa tedrica maxima.

4.3.2.1.2. Caso 2: Diez intervenciones genéticas (M2)

El mutante obtenido con 10 intervenciones geneticas es el primero en el cual la
produccion maxima de etanol aumenta, y la tasa de crecimiento maxima disminuye. Las
intervenciones para este caso (Tabla 4.3), estan principalmente relacionadas con el
balance de NADH y NADPH de la red. La funcién de la reaccién de produccion de etanol
es oxidar NADH a NAD+, la cual es la misma funciobn que la de las reacciones
catalizadas por las enzimas NADH-glutamato sintasa (sll1027 y sli1502),
fosfogliceraldehido deshidrogenasa (sIr0884) y NADH deshidrogenasa tipo || (NADH-2
deshidrogenasa, sIr1743 o sll1484 o sIr081), cuyos genes asociados fueron
seleccionados para ser eliminados en la solucién del problema binivel. De esta forma,

la red es forzada a usar la via de produccion de etanol para oxidar NADH. Se debe notar
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gue el GEM incluye tres isoenzimas para la NADH-2 deshidrogenasa (E.C. 1.6.99.3,
slr1743 o sll1484 o slr081) que se encuentran representadas por una unica reaccion
para fines de modelado. Por lo tanto, para eliminar esta reaccion in vivo se necesita la
eliminacion de tres genes, lo que lleva a que el namero total de knock-outs in vivo sea

de 13.

Ademas, los resultados indican el knock-out de los genes que codifican para las dos
subunidades de la NAD(P)* transhidrogenasa (slr1239 y sIr1434), evadiendo de esta
forma la interconversién entre NADH y NADPH y evitando la oxidacién de NADPH por
medio de otra via. El knock-out del gen sIr0301, que codifica para la enzima
fosfoenolpiruvato (PEP) sintasa, evita la desviacion del flujo de carbono aguas arriba de
la via de la glucdlisis, mientras que la eliminaciéon de los genes que codifican para las
enzimas glicina transaminasa (sll0006) y glicina oxidasa (slr0633) esta relacionada con
la eliminacién de la enzima NADH-glutamato sintasa. Todos los genes, reacciones y
nameros EC de las enzimas correspondientes para las intervenciones requeridas para

obtener el mutante M2 se muestran en la Tabla 4.3.

Los resultados numéricos son similares a los resultados obtenidos por Shabestary &
Hudson (2016) para el acoplamiento de la produccién de 1-butanol y 1-octanol en la
misma cepa de Synechocystis. La eliminacion de los genes que codifican para la NADH-
2 deshidrogenasa también contribuye a acoplar la produccién de estos dos alcoholes al
crecimiento, mientras que la eliminacion de los genes relacionados a la enzima NAD(P)*

transhidrogenasa solo aportan al caso de 1-butanol.

La tasa de produccién de etanol especifica del mutante M2 es de 1,054 mmol gPS? h,
lo cual equivale a un 57% del maximo tedrico con la consecuente disminucién de la tasa

de crecimiento (0,038 h') en relacién a la tasa maxima in silico e in vivo (0,089 h).
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Tabla 4.3. Genes que deben eliminarse para obtener los mutantes M1y M2 que acoplan la produccién de etanol al crecimiento en Synechocystis.

Numero de Numero

Genes - Enzima Formula de reaccion Cepa
reaccion EC
. . ATP(cyt) + Acetato(cyt) + CoA(cyt)
sllo542  R499 6.2.1.1  Acetil-CoA sintetasa = AMP(cyt) + PPi(cyt) + Acetil — CoA(cyt) M1
- R820 Excrecion de acetato Acetato(cyt) - Acetato(ext) M1
Sl11027 2 L — Glutamato(cyt) + NAD*(cyt)
S||1502, R24 1.4.1.14 NADH-Glutamato sintasa « L — Glutamina(cyt) + 2 — Oxoglutarato(cyt) M2
+ NADH(cyt) + H*(cyt)
slr1239, . NADPH(cyt) + H + (cyt) + NAD*(cyt)
SIr1434 R155 1.6.1.2 NAD(P)+ transhidrogenasa o NADP*(cyt) + H*(cyt) + NADH(cyt) M2
- : Glicina(cyt) + 2 — Oxoglutarato(cyt)
sllo006 R206 2.6.1.4 Glicina transaminasa o Glioxilato(cyt) + L — Glutamato(cyt) M2
- . Glicina(cyt) + H,0(cyt) + 0,(cyt)
slr0o633  R209 1.4.3.19 Gilicina oxidasa - Glioxilato(cyt) + NHa(cyt) + Hy0,(cyt) M2
D-Gliceraldehido-3-fosfato . . .
slr0783 R230 5.3.1.1 Ketol-isomerasa D — Gliceraldehido 3 — fosfato(cyt) < Glicerona fosfato(cyt) M2
. . D — Glyceraldehido 3 — fosfato(cyt) + P;(cyt) + NAD*(cyt)
slr0884  R232 1.2.1.12 ggﬁ{gﬁo"csggaeh'do o 3 — fosfo— D — gliceroil fosfato(cyt) M2
9 + NADH(cyt) + H*(cyt)
Glicerol-3-fosfato sn — Glicerol 3 — phosphate(cyt) + NADT(cyt)
SIr1755  R263 1.1.1.94 dehidrogenasa (NAD(P)] © Glicerona fosfato(cyt) + NADH(cyt) + H*(cyt) M2
slrl743 R452 1.6.99.3 NADH dehidrogenasa NADH(cyt) + H*(cyt) + PQ(tlm) » NAD*(cyt) + PQH,(tlm) M2
slr1743,
sll1484, RA455 1.6.99.3 NADH dehidrogenasa NADH(cyt) + H*(cyt) + PQ(cym) - NAD*(cyt) + PQH,(cym) M2
slr0851
slr0301 R506 2.7.9.2 Fosfoenolpiruvato sintasa ATP(cyt) + Piruvato(cyt) + Hy0(cyt) M2

— AMP(cyt) + Fosfoenolpiruvato(cyt) + P;(cyt)
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4.3.2.1.3. Comparacion entre los mutantes

Para una mejor comprension del comportamiento de las cepas acopladas productoras de
etanol (M1 y M2) se realizaron evaluaciones del modelo con FBA incluyendo las
intervenciones genéticas por medio de la resolucion del problema MILP. Para estos casos,
los knock-outs se representan en el modelo fijando las cotas superiores e inferiores de las
reacciones a eliminar en 0. Al igual que en la Seccién 4.3.1, se realizaron evaluaciones para
la produccion de etanol a diferentes tasas de crecimiento para los dos mutantes,
obteniéndose proyecciones del espacio de flujo del modelo en el espacio de crecimiento —
produccion de etanol. Los resultados numeéricos se presentan en las Figura 4.5y 4.6, donde
también se incluye el trade-off del mutante no acoplado, que es equivalente al de la Figura

4.4, (area naranja, representa los mismos puntos en ambas figuras) con fines comparativos.

En la Figura 4.5 se puede observar que para el mutante M1 la produccién de etanol se
encuentra muy alejada del méaximo tedrico (que corresponde al valor donde ambas curvas
cortan al eje de las ordenadas), y el crecimiento se mantiene en un valor muy cercano al
maximo del mutante no acoplado (correspondiente al valor donde la curva amarilla corta al

eje de las abscisas). La proyeccion del espacio de flujo se mantiene casi sin modificaciones.

La Figura 4.6 muestra los resultados numéricos para el mutante M2, para distintos valores
de produccién de biomasa. En este caso, la proyeccion del espacio de flujos se ve
significativamente alterada. Los resultados de este segundo caso son alentadores desde el
punto de vista biotecnoldgico ya que se obtiene una mayor produccion de etanol para un

crecimiento més bajo.
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En ambas figuras se observa que el Unico punto donde no existe produccion de etanol es
el que corresponde a crecimiento nulo. El hecho de que exista produccion de etanol para
todo el rango de valores de biomasa en ambos mutantes acoplados prueba que, a pesar
de las diferencias de productividad, el acoplamiento in silico de la produccion de etanol al

crecimiento fotoautotrofico es efectivamente obtenido.

A partir de este punto, se continuara con un analisis detallado del mutante M2, ya que,
aunque ambos mutantes brindan una correcta solucion de acoplamiento, éste resulta el

mas atractivo desde el punto de vista biotecnoldgico.

4.3.2.1.4. Comparaciéon de las formulaciones implementadas con OptKnock y
OptForce

En este trabajo de tesis se formul6 en primera instancia un modelo basado en el propuesto
por Burgard et al. (2003) (OptKnock), donde el problema interno maximiza la produccién de
biomasa con variables binarias asociadas a reacciones. Con este enfoque no fue posible
obtener mutantes que acoplen la producciéon de etanol al crecimiento. Esto podria llevar a
pensar erroneamente que efectivamente no existe una estrategia que permitan lograr esto
en Synechocystis. Sin embargo, esta técnica nunca antes habia sido utilizada para
organismos fotosintéticos, que tienen una complejidad metabdlica mas elevada que los
microorganismos heterotréficos para los cuales se habia aplicado con éxito. El problema de
esta formulacidn, radica en la funcién objetivo del problema interno. Como se mencioné en
el capitulo anterior, al aplicar la funcién objetivo de maximizacion de biomasa en el FBA, se
pueden determinar multiples distribuciones de flujo que cumplan con dicho objetivo de

crecimiento.

Es debido a estos problemas que se introduce el concepto de curva de produccion, que se

utiliza para visualizar los resultados de los mutantes acoplados en el espacio crecimiento-
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produccion. Este tipo de gréaficos ayuda a ver que existen dos tipos de mutantes: los
completamente acoplados y los parcialmente acoplados. Esto se ilustra con un ejemplo de
produccion de succinato acoplada al crecimiento en Escherichia coli, adaptado de Machado
& Herrgard (2015) (Figura 4.7). En el caso del mutante parcialmente acoplado, se observa
que el eje de las abscisas, que corresponde a los datos de crecimiento, es parte de la
solucion. Esto quiere decir que existen distribuciones de flujos factibles con produccion de
succinato nula. En cambio, en el caso completamente acoplado no existe ninguna solucion
sobre el eje de crecimiento, lo cual demuestra que no existe distribucion de flujo en la que
no haya produccién de succinato y que por lo tanto la cepa no puede crecer sin la

produccion del subproducto.

Parcialmente acoplado Completamente acoplado

a) | | b)

[mmol gPS2*h?]

0.30 0.00

0.00

Tasa de produccion de Succinato

0.15 0.15 0.30

Tasa de crecimiento [h™!]

Figura 4.7. Comparacion entre dos tipos de mutantes utilizando como ejemplo la
produccion de succinato en E. coli. Adaptado de Machado & Herrgard (2015)

La obtencién de mutantes parcialmente acoplados ocurre en la formulacion del algoritmo
OptKnock. Este problema se evita al modificar la funcién objetivo del problema interno con
una que minimice la produccion del subproducto de crecimiento, como ocurre en la
formulacién propuesta por Ranganathan et al. (2010), que propone el algoritmo denominado

OptForce. Este enfoque permite encontrar mutantes completamente acoplados para la
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produccién fotoautotrofica de etanol en Synechocystis. Sin embargo, como la asignacion
de variables binarias es sobre las reacciones, puede ocurrir que los resultados sugieran la
eliminacion de una reaccion catalizada por una enzima multifuncional, cuya eliminacion in
vivo deriva en la eliminacion de mas de una reaccion como se explico en la Seccion 4.2.1.
El mutante obtenido por medio de la formulacion OptForce sugiere la eliminacién de la ATP
sintasa plasmatica (ATPasa) para forzar la sintesis de ATP a través de la fotosintesis en
lugar de a través de la oxidacion fosforilativa. Pero la eliminacion de dicha reaccion implica
también la eliminacion del cluster de genes que codifican la enzima ATPasa tilacoidal (las
ATPasas tilacoidales y de la membrana plasmatica son codificadas por el mismo cluster de
genes), lo cual llevaria a la completa eliminacién de la produccion de ATP por parte de la
célula, dando como resultado un mutante inviable in vivo. Shabestary & Hudson (2016)
obtuvieron un resultado similar para la obtencién de mutantes acoplados para la produccién
de limoneno y butanol y estos autores fueron los primeros en emplear este tipo de técnicas
en organismos fotosintéticos. En dicho trabajo no se intenta solucionar el problema si no
que el mutante que presenta la eliminacién de la ATPasa mencionada es descartado. En el
enfoque desarrollado en esta tesis se evita este tipo de resultados permitiendo la obtencion
de mutantes de Synechocystis completamente acoplados para la produccion fotoautotréfica

de etanol.

4.3.2.1.5. Andlisis del Mutante M2

En primer lugar, se analizan las entradas y salidas del modelo (o de la célula) al igual que
se hizo en el Capitulo 3 para el caso no acoplado (Figura 4.8). En este caso el etanol se
presenta como el Unico subproducto del crecimiento, y la captacién de carbono inorganico
se mantiene en su maximo valor permitido. Un dato importante a tener en cuenta es que el
etanol producido por este microorganismo es un metabolito extracelular, es decir que la

célula lo excreta al medio de cultivo cuando lo produce.
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La captacion de nitrogeno, fosforo y sulfato presenta una disminucion del 57%, 58% y 62%
respectivamente, lo cual resulta l6gico ya que disminuye la sintesis de macromoléculas que

contienen estos elementos y aumenta la de etanol, que no los contiene.

po,* SO/
NO, 0,006
2 y

Ci w\\ hv o,

37 5,568

1,054
0,089 Etanol

Biomasa

Figura 4.8. Captacién de nutrientes y produccién de biomasa y etanol para M2.

Para continuar analizando el comportamiento del mutante mas atractivo desde el punto de
vista biotecnoldgico (M2) se presenta el mapa de flujos con la distribucién de flujos
correspondiente a este mutante (Figura 4.9). Este mapa de flujos incluye las mismas vias
que el presentado en el Capitulo 3 para el mutante no acoplado, con el fin de que sirva a
modo de comparacion. Si analizamos el carbono total fijado por la enzima RuBisCO este
resulta un ~5% mas elevado que para el caso no acoplado, y observando la distribucién de
flujos completa (Apéndice E) se puede ver que una posible causa es el aumento en la
conversién de CO. de descarboxilaciones intracelulares a HCOs. La distribucion del
carbono fijado también se ve modificada. El flujo aguas abajo del 3PG es un 73% méas
elevado que para el mutante no acoplado, lo cual se relaciona con que los precursores

requeridos para la produccion de etanol provienen del piruvato y las modificaciones
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metabdlicas fuerzan el flujo en esa direccién. EI GEM tiene la posibilidad de producir
piruvato a través de dos vias diferentes: directamente de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato
(PYR) por medio de la enzima piruvato quinasa, o por medio de una desviacién a través de
las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa, malato deshidrogenasa y enzima malica (Figura
4.9). Los resultados numéricos muestran que se utiliza la segunda opcién, lo cual resulta
llamativo debido a que esta ruta metabdlica no es la mas comun. En el caso desacoplado
se observa que ambas vias son utilizadas. Para realizar un analisis de esta situacion se
formuldé un FBA, fijando la primera reaccién (fosfoenolpiruvato carboxilasa) de la segunda
viaen 0y, forzando, por lo tanto, el flujo por la enzima piruvato quinasa y los resultados son
los mismos que para el caso original. Estos resultados indican que estamos frente a otro
caso de multiplicidad de soluciones Gptimas y que son necesarios estudios experimentales

para imponer cotas realistas sobre los flujos de estas vias.

La enzima malato deshidrogenasa es una enzima reversible, y se observa un cambio en su
direccionalidad entre el caso desacoplado y M2. En el caso desacoplado, esta enzima
mantiene la direccion del ciclo que produce oxalacetato a partir a (S)-malato, mientras que
en M2 el oxalacetato se utiliza para producir malato. Este cambio se mantiene al forzar la
segunda via de produccion de piruvato a 0, por lo cual podia deberse a la necesidad de una
mayor produccién de piruvato para obtener una elevada produccién de etanol. Este mismo
cambio en la direccion también fue observado por Shabestary & Hudson (2016), en un

estudio para la produccion de butanol en Synechocystis.
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Figura 4.9. Distribucion de flujo optimizada para tasa de crecimiento maxima en estado de
limitacion por carbono para el mutante acoplado M2 con diez knock-outs. Los valores de
flujo estan dados en mmol gPS™* h'. La tasa de captaciéon de carbono inorganico como CO»
es 0,336 mmol gPS™ h'y 3,364 mmol gPS™* h* como HCOs ; v¢o, + Vyco; S 3,7 mmol gPS’
1 ht, El flujo de fotones es vy, < 100 mmol gSP! h. Las captaciones de fosforo, nitrégeno
y sulfato no estan restringidas
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Como se explico en el Capitulo 2, Synechocystis, y por lo tanto su GEM, cuenta con dos
posibles vias para la produccion de etanol: una natural (Kaneko et al., 1995) y una
heteréloga (por medio de la enzima piruvato descarboxilasa, PDC). El primer resultado para
obtener la distribucién de flujos de M2 muestra flujo Unicamente por la via natural. La
primera reaccién involucrada en la via natural es esencial para el crecimiento, por lo cual
no puede forzarse a un flujo de 0 para observar que ocurre con la via heteréloga. En un
experimento in vivo la via heterdloga esta obligatoriamente activa ya que la enzima PDC
esta presente debido a la insercion del gen heterélogo bajo un promotor que es activado.
Sin embargo, no esta demostrado que en los mutantes experimentales la Unica via activa
sea la heterbloga ya que, hasta la actualidad, no se han realizado mediciones de flujos
intracelulares para la cepa etanologénica. Para revisar que la seleccion de una via o la otra
no modifica la estrategia de acoplamiento, se resolvi6 nuevamente el problema bajo las
mismas condiciones en las que se obtuvo el mutante M2, forzando la existencia de flujo a
través de la via heteréloga fijando una cota inferior al flujo a través de la enzima PDC de
0,1 mmol gPS* h'. El set de intervenciones obtenido fue el mismo. De estos resultados se
desprende que el flujo a través de la via heter6loga no modifica la estrategia de
acoplamiento. Por otro lado, hay evidencia experimental sobre la actividad de las
reacciones que producen acetato, precursor de la produccion de etanol en la via natural de
produccion en Synechocystis bajo condiciones fotoautotroficas y de limitacion de nitrégeno
(Xiong et al., 2015). Con datos experimentales de estas enzimas, podrian fijarse valores y

obtener una distribucion de flujos més cercana al fenotipo celular.

Se calcularon los mismos parametros fotosintéticos que para el caso no acoplado (Capitulo
3) (Tabla 4.4). Aunque el crecimiento para el mutante M2 es un ~55% mas bajo que para

la cepa no acoplada, el carbono fijado por la RuBisCO es un ~4,5% mas alto. Este cambio
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se debe al hecho de que en M2 el flujo hacia la produccién de biomasa es desviado hacia
la produccion de etanol, aguas abajo del 3PG producido por la RuBisCO.

Tabla 4.4. Tasa de crecimiento y principales pardmetros fotosintéticos y bioenergéticos
para el mutante no acoplado y para el mutante obtenido resolviendo el problema de
optimizacion binivel con diez intervenciones (M2).

Mutante no M2
acoplado

Tasa de crecimiento [h?] 0,088 0,038
RuBisCO [mmol gPS* h'] 4,750 4,973
ATP/NADPH (LEF) 1,302 1,267
ATP/NADPH (LEF + AEF) 1,713 1,513
PSI/PSII 2,087 1,705
PCO; 0,037 0,037
hv/O, 17,879 17,958
hvi/hvo 0,145 0,101

ATP/NADPH (LEF): ATP producido/NADPH consumido en via de transporte de electrones lineal.
ATP/NADPH (LEF + AEF): ATP producido/NADPH consumido in vias de transporte de electrones lineal y alternativa.
PSI/PSII: Relacion entre los flujos de los fotosistemas 1 y II.

hv/O2: mmol de fotones consumidos/mmol de O2 producidos.

hvi/hvo: Energia disipada/Energia Total disponible (en forma de fotones)

La relacion de ATP/NADPH considerando las vias LEF y AEF es mayor en el mutante no
acoplado que en M2, pero igualmente alcanza el valor requerido para la fijacion de carbono
en el ciclo de Calvin (ATP/NADPH > 1,5). Esta reduccion de la relacion ATP/NADPH surge
del uso de la via de produccion de etanol en M2, ya que el Ultimo paso en la produccién de
etanol consume NADPH. De esta forma, el consumo de NADPH en M2 es mayor que para
el mutante no acoplado, lo cual lleva a una disminucién en la relacion ATP/NADPH. La
disminucién en el parametro PSI/PSII viene dada por un aumento en los fotones que son
utilizados en el PSII respecto al mutante no acoplado. El parametro h,/O, no presenta una
variacion significativa debido a que los moles de O, producidos resultan solo ~0,5%
menores. Se observa una disminucién del 30% en la relacion entre la energia disipada y la
disponible. Dado que los fotones captados toman un flujo de 100 mmol gPS* h! para ambos

casos, se observan las vias de disipacion de energia, y se ve que ésta es menor en el caso
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de M2. Este cambio tiene esta relacionado con los resultados obtenidos para la relaciéon
ATP/NADPH: el NADPH que se consume en estas vias de disipacion de energia en el caso

no acoplado y en M2 se consume en la produccién de etanol.

Al utilizar MOMA en el entorno de MATLAB, los resultados numéricos muestran que el
mutante acoplado M2 sigue siendo factible y la produccion de etanol se mantiene acoplada
al crecimiento. Las tasas de crecimiento y produccién de etanol obtenidas con MOMA
resultaron menores que las predichas por FBA, lo cual es esperable ya que se relaja la
condicién de crecimiento maximo. En la Figura 4.6 puede observarse el punto que
representa la solucion obtenida con MOMA, con las coordenadas correspondientes de la
solucion: la tasa de crecimiento es un 55% mas baja, mientras que la tasa de produccion
de etanol muestra una disminucion del 11,8%. Este cambio favorece una mayor produccién
de etanol. Esta podria ser una aproximacién mas cercana a la respuesta inicial subéptima
de la cepa mutante, aunque después de aplicar ALE es de esperar que se encuentre en un

punto entre el valor obtenido por MOMA y el maximo predicho por FBA.

Por ultimo, se realiz6 un analisis de sensibilidad considerando los mismos parametros que
se estudiaron en el Capitulo 3 en el andlisis de espacio de flujo, variando el flujo de luz, de
carbono inorganico y el ATP de mantenimiento (Figura 4.10). La biomasa y la produccién
de etanol no se ven modificadas a altas intensidades de luz, mientras que si disminuyen
para intensidades menores a 55 mmol gPS* h', punto en el cual la luz pasa a ser el factor
limitante del crecimiento. Esto mismo ocurre con la cepa no acoplada, como se analizé en
el Capitulo 3. Con respecto al carbono inorganico, como era de esperar, las tasas de
crecimiento y produccion de etanol disminuyen al disminuir el carbono inorgénico
disponible. Se observa que las curvas tienen una pequefa diferencia de pendiente, siendo

la disminucién en la produccién de etanol levemente mas pronunciada. Finalmente, en
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relacién al ATP destinado a mantenimiento celular se observa que las productividades son
independientes de este flujo hasta valores de 10 mmol gPS™ h. Aunque este valor es
elevado, debe notarse que es un 50% mas bajo que el observado como limite en el caso

de la cepa no acoplada (Capitulo 3).
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Figura 4.10. Analisis de sensibilidad sobre los flujos de biomasa y etanol para el mutante
M2 considerando ariaciones en las captaciones de luz (a), el carbono inorganico (b) y el
ATP para mantenimiento celular (c).

Las condiciones fotoautotroficas consideradas a lo largo de los resultados obtenidos se
asemejan a las condiciones que se tienen en un cultivo en un fotobiorreactor con iluminacion

constante en un contexto industrial. Hay numerosos escenarios industriales en los que las
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cianobacterias crecen en condiciones heterotroficas durante determinados periodos, como
los estanques abiertos o fotobiorreactores sin fuente de luz artificial. Para tener un cierto
entendimiento de la viabilidad de la produccién de etanol del mutante M2 bajo condiciones
de oscuridad, se realizé una corrida del modelo con las captaciones de luz, CO, y HCO3z
fijas en 0 mmol gPS? h, y se habilita la captaciéon de glucosa como la Unica fuente de
carbono. Para esta captacion de carbono organico se fija un valor de 0,85 mmol gPS* ht
(Yoshikawa et al., 2011). Se encontré que el mutante es capaz de crecer y producir etanol

en estas condiciones.

Aungue en esta tesis no se considera un modelo que tenga en cuenta ciclos luz/oscuridad,
abordar el metabolismo ciclico circadiano de este tipo de microorganismos en funcion de
los periodos naturales de luz y oscuridad es un punto importante a tener en cuenta en
futuros estudios para valorar mejor la produccion de biocombustibles, como ya se ha hecho
para casos sin produccion de subproductos, es decir sin fines biotecnol6gicos, como por

ejemplo en el reciente estudio de Sarkar et al. (2019).

La estrategia de acoplar la produccién de un determinado compuesto al crecimiento ha sido
acertada en organismos heterotroficos, obteniéndose una mejora en las producciones de
succinato, lactato y 1,3-propanodienol en E. coli (Burgard et al., 2003; Chowdhury et al.,
2015; Ranganathan et al., 2010). La productividad de etanol en Synechocystis ha mejorado
notablemente por medio de estrategias de ingenieria genética con modificaciones in vivo
(Dexter et al., 2015) desde 0,0766 g L™ dia* (Dexter & Fu, 2009) hasta 0,261 g L** dia*

(Dienst et al., 2014), lo cual corresponde a un aumento del 241%.

4.3.2.1.6. Comparacion con datos experimentales
La tasa de produccion de etanol de la calculada a partir de los datos presentados en el

Capitulo 3 a partir del cultivo batch de la cepa etanologénica obtenidos en el Instituto de
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Bioguimica Vegetal y Fotosintesis de Sevilla es de 0,0236 mmol gPS™ h. Este valor es
menor que el obtenido en el mutante acoplado M2 (1,054 mmol gPS* h) por lo que los
resultados obtenidos in silico resultan alentadores para implementar in vivo la estrategia de

ingenieria metabolica obtenida.

Con el objetivo de realizar una comparacion con datos dindmicos de bibliografia, se
implementé un modelo de crecimiento batch (Laiglecia et al., 2013) en gPROMS
(PSEnterprise 2018). Dicho modelo tiene en cuenta la disminucién en la disponibilidad de
luz con el aumento de la densidad celular del cultivo (Ecuacion (4.25)), situacién que ocurre
en fotobiorreactores con este modo de operacion, y las ecuaciones del modelo de
crecimiento batch que se describi6é en el Capitulo 3 seccion 3.2.4. Se asumen condiciones
de cultivo de bibliografia para calcular las tasas efectivas de produccion del biocombustible.
La concentracion inicial de biomasa considerada (X,) es de 0,078 gPS L* (Laiglecia et al.,
2013), se asume un tiempo de cultivo de cuatro dias con una tasa de crecimiento (u) de

0,038 hl, que fue la obtenida para el mutante M2.

1 1-1o
I = =2 ¢ Tope (4.26)
Iopt
1 — e (“Kext*p*X)
Ip=1x (4.27)
Kexe *p * x

donde p es la distancia del biorreactor a la fuente de luz expresada en m y Kext es el
coeficiente de extincion expresado en m L gPS™.

Los resultados numéricos muestran al final del tiempo de cultivo concentraciones finales de
2,753 gPS L'y 3,498 g L para biomasa y etanol, respectivamente. La productividad de
produccion de etanol es de 0,874 gL*dia, mientras que la mayor productividad obtenida
experimentalmente al dia de hoy es de 0,261 gL*dia* (Dienst et al., 2014). Los resultados

son obtenidos sin considerar limitacion de nutrientes. Para que esta situacion sea posible
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in vivo, de acuerdo al modelo simplificado considerado, seria necesario que el medio de
cultivo inicial contuviera 1,5 g/L de nitrdgeno (como nitrato) y 0,18 g/L de fosforo (como
fosfato). Se considera también que el CO; seria burbujeado continuamente en el cultivo,

acumulando un suministro de 11,67 g/L en los cuatro dias.

4.3.2.2. Produccion bajo limitacion de nutrientes en varias etapas

4.3.2.2.1. Condiciones de Limitacion por Nitrogeno

Actualmente existe un conjunto de datos de fluxémica para Synechocystis disponible en
bibliografia, obtenidos a partir de *C-MFA para crecimiento fotoautotréfico en condiciones
de limitacion de nitrégeno (Nakajima et al., 2017). Estos datos se utilizaron para realizar el
mismo procedimiento de validacién del GEM presentado en el Capitulo 3 pero esta vez para
condiciones de limitacion de nitrégeno. En este estudio se reporta una tasa de crecimiento
maxima de 0,015 h, pero no se reporta una tasa de captaciéon de nitrégeno. Por lo tanto,
como primer paso se fijo en el modelo la produccién de biomasa a este valor para obtener
la tasa de captacion de nitrégeno requerida para reproducir la distribucion de flujos
experimentales. La tasa resultante fue de 0,135 mmol gPSth?, valor que se utiliz6 para

validar el modelo.

La correlacion entre los valores experimentales y la distribucién de flujo obtenida por medio
del modelo es muy precisa (Tabla 4.5). Solo se encontraron diferencias entre las reacciones
que convierten fumarato a malato (FUM — MAL) y malato a oxalacetato (MAL — 0AA), lo
cual se debe, probablemente, a la diferencia en el modelo del ciclo de Krebs adoptado en

Nakajima et al. (2017) y el de este trabajo.
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Tabla 4.5. Distribuciones de flujo de los datos experimentales y del GEM curado de

Synechocystis bajo condiciones de limitacion de nitrégeno.

Reaccidn GEM Nakajima et al. (2017)
G6P —» RUSP 0,389 0,349
RU5P - RUBP 1,229 1,191
RUBP — 2 PGA 1,229 1,191
DHAP + E4P — S7P 0,821 0,803
PYR —» ACCOA 0,111 0,111
ACCOA - CIT 0,048 0,049
CIT - ACONI 0,048 0,049
ACONI - ICIT 0,048 0,049
ICIT - AKG 0,048 0,048
GLU - ABUT 0,02 0,021
4ABUT —» SUCSAL 0,02 0,021
SUCSAL —» SUcCC 0,022 0,021
MAL — PYR 0,583 0,537
F6P — G6P 0,395 0,366
FBP - F6P 0,145 0,136
GAP - DHAP 0,938 0,937
PGA —» GAP 2,166 2,167
PGA - 2PG 0,192 0,192
2PG —» PEP 0,193 0,192
PYR —» PEP 0,444 0,406
GLU - AKG 0,042 0,042
SUC - FUM 0,028 0,027
FUM - MAL 1,081 0,039
MAL - 0AA 0,498 0,049
X5P - RUSP 0,569 0,572
R5P —» RUSP 0,269 0,269
S7P + GAP —» R5P + X5P 0,282 0,281
F6P + GAP — E4P + X5P 0,288 0,29
S7P + GAP —» E4P + F6P 0,539 0,521
G6P —» GLYC 0,37 0,372

Con el modelo ya validado se considera el caso de limitacion de nitrdgeno con una cota
superior de 0,135 mmol gPS? h, para asegurar que el caso de captaciéon es factible

experimentalmente. Para esta condicion, el crecimiento es de 0,015 ht. Ambos valores son
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fijados en el modelo y la produccion de ATP se minimiza por medio de FBA. Los resultados
indican una produccién de ATP minima requerida de 6,285 mmol gPS™ h'' y una produccién

de etanol de 1,547 mmol gPS?t h,

4.3.2.2.2. Condiciones de limitacién por fésforo

Para estudiar la produccién de etanol en dos etapas por limitacion de fésforo se estudiaron
seis escenarios diferentes de captacién de fésforo ya que no existe para nuestro
conocimiento informacion experimental de crecimiento fotoautotréfico en estas condiciones.
Los valores de captacion considerados son: 0,03, 0,025, 0,02, 0,015, 0,01 y 0,005 mmol
gPSth. Para cada uno de estos valores se calcula el crecimiento maximo y la produccién
méaxima de etanol (Figura 4.11). Se observa que a medida que disminuye la cota superior
sobre la captacion de fésforo, la produccién maxima de biomasa también lo hace, dejando
mas flujo de carbono disponible para desviar a la produccién de etanol, que se incrementa
a medida que disminuye el fésforo disponible. La producciéon minima de ATP requerida para
cada estado presenta la misma tendencia que el crecimiento, debido a que la via de
produccion de etanol requiere menores niveles de ATP que la de produccién de biomasa.
Para el andlisis de produccion de etanol en dos etapas se selecciona el caso de 0,01 mmol

gPStht.

Para el caso seleccionado se obtiene por medio del GEM una produccién de etanol de 1,57

mmol gPS*h?y una produccién de ATP de 6,269 mmol gPS? h.
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Figura 4.11. Tasa de crecimiento (a), produccién maxima de etanol (b), y produccion
minima de ATP (c) requerida para seis escenarios diferentes de captacion de fésforo.

4.3.2.2.3. Analisis de las dos etapas

Para la primera etapa, que es equivalente para los dos casos de limitacién, se considera
crecimiento en fase exponencial con una tasa de crecimiento (1) de 0,089 h, obtenida en
el Capitulo 3, y se supone un tiempo de cultivo de 2 dias (t). La concentracion de biomasa
inicial (X,) de 0,078 gPS L%, al igual que para el caso acoplado. Utilizando el modelo que
se describi6 en la Seccion 4.3.2.1.6, la concentracion de biomasa final es de 5,589 gPS L

1 la cual es vdlida para los dos casos de limitacion de nutrientes considerados.
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Para la segunda etapa se considera que el cultivo se encuentra en fase estacionaria, por lo
que el crecimiento neto es cero. Con esta suposicion, la produccion de etanol se calcula en
base a la concentracién final de biomasa de la primera etapa, con un tiempo de cultivo de
un dia. La tasa de produccion de etanol obtenida para el caso con limitacion de nitrogeno y
fésforo se afecta por la concentracion constante de biomasa (fase estacionaria del

crecimiento) y por el tiempo de cultivo, para obtener una concentracién en g L.

La produccion de etanol para ambos casos de limitaciébn se muestra en la Figura 4.12,
comparada con la produccidon obtenida para el mutante M2, la cual l6gicamente se
desarrolla en una etapa ya que la produccion del compuesto de interés esta acoplada al
mismo. Los resultados in silico obtenidos muestran una produccién de etanol muy similar
para los casos de nitrégeno y fosforo, con un aumento de solo 1,5% para el caso de fosforo.
Las tasas de produccion de etanol obtenidas para ambos casos son mayores que las
obtenidas por Namakoshi et al. (2016), que fueron de 332 mg L. Sin embargo, si se
relacionan estos resultados a los obtenidos en la Seccién 4.3.2.1.6 se puede ver que los
resultados obtenidos para el caso de dos etapas son mas prometedores, y no implican la
modificacion genética de la cepa. Seria necesario realizar un estudio técnico econémico de

los dos enfoques para evaluar el costo de produccién de cada uno.
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Reactor 1 Reactor 2
a) Dos etapas E
Limitacién por Nitrégeno
X = 5,589 gPSL™* X =5,589 gPSL™1
EtOH = 0 EtOH =956 g L™*
Reactor 1 Reactor 2
b_) D_os _e_tapas ' 3
Limitaciéon por Fésforo
X = 5,589 gPSL™! X = 5,589 gPSL™
EtOH =0 EtOH =9,702 g L1
Reactor 1

¢) Mutante
Acoplado M2

X = 2,753 gPSL™!
EtOH = 3,498 g L™

Figura 4.12. Resultados para los casos de limitacion en dos etapas con limitacién de
nitrégeno (a) y fosforo (b) comparados con los resultados del mutante acoplado M2 (c).

4.4. Conclusiones

En este capitulo se abordd el estudio de la produccion fotosintética de etanol con
Synechocystis por medio de dos estrategias diferentes. La primera, que considera el
acoplamiento de la produccién de etanol al crecimiento, llevé al desarrollo de una nueva
formulacion de programacioén binivel que incluye el mapeo GPR y de esa forma relaciona
las variables binarias con genes en lugar de reacciones, a diferencia de los algoritmos
OptKnock y OptForce. Los resultados obtenidos tienen mayor sentido biolégico para su

implementacion en una estrategia de ingenieria metabolica.
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Los resultados numéricos muestran que el mutante acoplado mas atractivo desde el punto
de vista biotecnolégico se obtiene con 13 knock-outs y provee una produccion tedrica
maxima de etanol in silico un 235% mas elevada que la mejor obtenida experimentalmente

por Dienst et al. (2014).

Este resultado es atractivo porque presenta fenotipos mas estables (Hendry et al., 2016).
Los resultados numéricos obtenidos en esta tesis y en otros estudios (Erdrich et al., 2014;
Vu et al., 2013) muestran que el minimo namero de intervenciones genéticas requeridas
para obtener el mutante que acople el crecimiento a la produccién biotecnologica es
elevado. Sin embargo, actualmente se encuentran en desarrollo nuevas herramientas de
edicibn genética para cianobacterias basadas en la tecnologia CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) que permitiran lograr modificaciones
genéticas complejas con manipulacion simultanea de multiples genes (Behler et al., 2018;
Ungerer & Pakrasi, 2016). Esto vislumbra un futuro prometedor en el disefio de fabricas

celulares basadas en cianobacterias.

La idea de producir etanol en dos etapas bajo limitacion de nutrientes surge a partir de datos
de bibliografia que presentan produccion de etanol en Synechocystis en condiciones de
limitacién por nitrégeno. Los resultados obtenidos por medio de estos estudios son alin mas
prometedores que los obtenidos para el mutante acoplado, brindando una produccién un
177% mas elevada en el caso del fosforo, y un 142% en el caso del nitrégeno. Aungue
estos resultados fueron obtenidos modelos simplificados, son alentadores para analizarlos

experimentalmente con mayor profundidad.
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5.1. Introduccion

Desde el afio 1950 el uso de plasticos derivados del petréleo se ha vuelto indispensable en
las actividades diarias de la poblacién mundial (Bhati, 2019) y por lo tanto, su produccion
ha crecido ininterrumpidamente hasta la actualidad. A pesar de que cuentan con las
ventajas de ser inertes, versatiles y durables, estos polimeros tienen caracteristicas
negativas que se hicieron notables lo largo de décadas de uso, generando graves
problemas ambientales. Ademas de ser producidos a partir de combustibles fésiles, al no
ser biodegradables se generan efectos ambientales negativos en el momento en que se
descartan, generandose emisiones de CO; que contribuyen al efecto invernadero al
incinerarse, y también produciendo acumulacién de sustancias téxicas en el medio
ambiente, principalmente por la depdésitos en ambientes marinos y en rellenos sanitarios
(Kamravamanesh et al., 2018). Desde 1950, cuando la produccion total de plasticos
alcanzaba 1,5 MMt, se ha observado un aumento anual del 9%, exceptuando las crisis
mundiales del petréleo en 1973 y financiera del 2007, hasta alcanzar 359 MMt en el afio
2018 (Plastics Europe, 2019) (Figura 5.1). A partir de ellos se generan desechos no
biodegradables a una tasa de 34 MMt/afio, de los cuales un 93% son dispuestos en rellenos
sanitarios (Ramos, 2019). Dentro de los plasticos derivados del petrdleo los mas
abundantes son el polietileno (PE), polipropileno (PP), y polietilentereftalato (PET). Una
alternativa a estos materiales son los bioplasticos que son plasticos derivados de

biomasa, y pueden ser o0 no biodegradables.
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Dentro de los bioplasticos no biodegradables se encuentran el elastomero de poliéster
termoplastico y variaciones de los mencionados PE, PP y PET que también pueden
producirse a partir de biomasa. La mejor opcién desde el punto de vista medioambiental
son los plasticos producidos a partir de biomasa y que son, a la vez, biodegradables.
En esta categoria se encuentran los polihidroxialcanoatos (PHAS), el acido polilactico y
el polibutileno. La produccién actual de bioplasticos representa solo un 1% del total de
produccion de plasticos a nivel mundial, pero se espera que tenga un aumento del 15% en
los préximos cinco afios de acuerdo a European Bioplastics. De este 1%, alrededor de un

55% corresponde a bioplasticos biodegradables.(European Bioplastics, 2018).
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Figura 5.1. Produccion mundial de plasticos hasta el afio 2018. Adaptado de Crawford &
Quinn (2016)
La opcion de reemplazo a los plasticos convencionales més investigada frente a la
necesidad de producir nuevos plasticos biodegradables y derivados de la biomasa son los
PHAs (Meixner et al., 2018), ya que presentan propiedades similares al polipropileno. Y,

por lo tanto, pueden procesarse de formas similares por extrusion, inyeccion y spinning,

siendo completamente biodegradables por microorganismos del suelo (Troschl et al., 2017).
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En condiciones aerdbicas se degradan a CO; y agua, mientras que en condiciones
anaerobicas son degradados a metano (Bhati, 2019). Los PHAs son sintetizados y
acumulados como inclusiones celulares por varios microorganismos, por lo cual se
encuentran dentro de la categoria de biopolimeros microbianos. Se sintetizan como
compuesto de reserva de carbono y energia, y debido a que no afectan el balance osmdético
de la célula, pueden alcanzar hasta un 80% del peso celular (Costa et al., 2019). Dentro de
la gran familia de los PHAs, el Poli(3-hidroxibutirato) (PHB) es el méas estudiado debido a
su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad. EI PHB posee caracteristicas similares al
polipropileno, lo que hace que pueda reemplazar a los plasticos convencionales en muchas
aplicaciones. Actualmente, se produce comercialmente a partir de bacterias heterotroficas
tales como Cupriavidus necator y Escherichia coli utilizando fuentes de carbono organicas
tales como azlcares y acidos grasos. Su produccién se encuentra limitada por los altos
costos del proceso, debidos fundamentalmente a las fuentes de carbono, demanda de
energia, y compuestos quimicos para el post tratamiento (Kamravamanesh et al., 2018,

Ramos, 2019).

Es debido a esto que se estudia la posibilidad de la produccién de PHB a partir de
cianobacterias, con el objetivo de disminuir los costos de los sustratos, y a la vez contribuir
a la disminucién de los niveles de CO; en la atmosfera. Sin embargo, los rendimientos
obtenidos hasta el momento son bajos para considerar la produccion fotosintética de PHB
a escala industrial, teniendo en cuenta que el PHB no es un producto de alto valor de venta

(Meixner et al., 2018).

Synechocystis cuenta con la capacidad de producir PHB naturalmente (Hein et al., 1998),
y lo produce en condiciones de limitacion de nutrientes como nitrégeno y fésforo (Wu et al.,

2001), como fuente de almacenamiento de carbono. En los ultimos afios, se han realizado
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numerosos estudios con el objetivo de mejorar la produccién de PHB en Synechocystis por
medio de optimizacion de las condiciones de cultivo y modificaciones genéticas (Carpine et
al., 2017; Hauf et al., 2013; Hirai et al., 2019; Kamravamanesh et al., 2018; Khetkorn et al.,
2016; Koch et al., 2019), pero ain no se han alcanzado niveles de produccién que

justifiquen llevar el proceso a escala industrial.

En este capitulo se estudia la posibilidad de acoplar la produccién fotosintética de PHB al
crecimiento a partir de la formulacion de problemas binivel con el objetivo de analizar si es
posible producir PHB con Synechocystis para mejorar la tasa de produccion y, a la vez, sin

que se requiera limitacion de nutrientes.

5.2. Materiales y Métodos
En este capitulo se utilizan formulaciones binivel para la busqueda de mutantes que
produzcan PHB acoplando su produccién al crecimiento. Dichas formulaciones han sido

descriptas en detalle en el Capitulo 4.

5.2.1. Produccién teérica maxima de PHB

En primer lugar, se calcula, al igual que para el caso de la produccién de bioetanol, los
valores que podria tomar la produccion de PHB en el GEM. Para este analisis se consideran
diferentes valores para la tasa de crecimiento, desde su maximo hasta 0, y se resuelve un
FBA para cada uno, utilizando como funcién objetivo la maximizacion de la tasa de
produccion de PHB. Los resultados se muestran en la Figura 5.2. La produccion maxima
de PHB calculada in silico, para crecimiento nulo, es de 0,925 mmol gPS* h'. Este valor es
un 50% menor que el maximo tedérico que obtenido para etanol. Esto es l6gico ya que al

comparar las vias se ve que para la produccion de PHB se requieren dos moléculas de
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acetil-CoA como precursores (Figura 2.7), mientras que para la produccion de etanol se

requiere solo una (Figura 2.6).

1
0,9

N PHE 0,925 mmol gDW ~th~1

vma.x -

biomasa — -1
[ = 0,089 h

0,000 0,018 0,036 0,054

0,071 0,089

Biomasa [h]

Figura 5.2. Trade-off entre el crecimiento y la produccion de PHB para Synechocystis.

Esta diferencia entre los requerimientos de precursores entre los dos productos

considerados indica que la productividad que podra obtenerse en el caso del PHB es menor

gue la que se pudo obtener para etanol. Ademas, lleva a pensar que desviar el flujo de

carbono a esta via tendra una complejidad mayor si se tiene en cuenta que el precursor

también es necesario para otras vias metabdlicas esenciales para el crecimiento.

5.2.2. Produccion de PHB acoplada al crecimiento

En este caso, se seleccion6é al PHB como producto y se utilizaron las formulaciones

desarrolladas en el Capitulo 4 para la busqueda de mutantes. Se debe tener en cuenta en

este caso que la reaccion de produccion de PHB que se utiliza es ficticia, ya que, a
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diferencia del etanol, el PHB es un metabolito que se acumula intracelularmente. Con fines
de modelado, la forma de indicar su produccién es representdndolo como un metabolito

que se excreta, y que por lo tanto existe una reaccion de excrecion de PHB.

Para encontrar la estrategia de ingenieria metabdlica que acopla la produccion de PHB al
crecimiento en Synechocystis se utilizd en primer lugar la Formulacion 1 presentada en la
Tabla 4.1, con el objetivo de determinar las minimas intervenciones necesarias para obtener
la produccién acoplada. Para ello se fija la produccion de PHB en un valor de 0,01 mmol
PHB gPS* h?, y ademas un minimo requerido de biomasa de 0,01 h! para evitar soluciones
con crecimiento 0. El set de genes esenciales que quedan excluidos de las opciones de
knock-out es el mismo que para para el caso de etanol ya que también se considera
crecimiento fotoautotréfico. Se obtuvo de esta forma un primer mutante, al que se llamara
M3, para el cual se requieren 14 intervenciones genéticas que corresponden a la
eliminacion de 18 reacciones del GEM (Tabla 5.1). Una vez obtenido este resultado,
conociendo el nimero minimo de intervenciones requeridas, se utilizé la Formulacion 2 para
intentar obtener una mejor produccion de PHB. En este caso, no fue posible obtener ningin
resultado con los medios computacionales disponibles. Debido a esto, se utilizé la
Formulacion 1 modificando los minimos de PHB y de biomasa. El Unico caso que llevé a un
resultado diferente del obtenido previamente fue para una produccién minima de 0,01 mmol
PHB gPS™ h' y un crecimiento minimo de 0,02 h™. En este caso se obtuvo un nuevo
mutante (M4) que requiere 16 intervenciones genéticas correspondientes a 19 reacciones
del GEM. En la Tabla 5.1 se presentan las tasas de crecimiento y produccion de PHB de
ambos mutantes. Los dos comparten la mayoria de los knock-outs, por lo cual se analizaran
en conjunto indicando las pocas diferencias. Es importante notar que los tiempos de
resolucién de estos problemas fueron en todos los casos mayores que para etanol (~4

horas).
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Tabla 5.1. Mutantes que acoplan el crecimiento a la produccién de PHB en Synechocystis

VUbiomasa VpHB
Mutante Knock-outs (h-1]  [mmol gPS~ h~1]
M3 14 0,0625 0,1059
M4 16 0,0607 0,1292

5.2.2.1. Analisis de las estrategias de acoplamiento

Enla Tabla 5.2 se presentan las estrategias metabdlicas obtenidas resolviendo el problema
binivel para los mutantes M3 y M4, con sus ndameros de reaccion, genes, enzimas y
férmulas de reaccion respectivos. Se discuten a continuacion las reacciones en comun de

los dos mutantes.

En ambos mutantes es necesario eliminar el gen sll1561 (Tabla 5.2) que codifica para un
complejo enzimatico multifuncional asociado a cinco reacciones. Por otro lado, el mutante
M4 incluye una reaccién que puede ser catalizada por dos isoenzimas codificadas por dos
genes diferentes, lo cual implica que, si ambos genes se expresan durante el crecimiento
autotrofico, para eliminar efectivamente dicha reaccion se deben realizar dos knock-outs.
Estas dos situaciones son correctamente identificadas por la resolucion del modelo debido

a la inclusién del mapeo GPR en la formulacion.

El segundo paso en la via de produccion de PHB consume NADPH para formar el
intermediario (R)-3-Hydroxybutanoyl-CoA a partir de Acetoacetil-CoA. Los knock-outs
propuestos estan relacionados con la disminucion de la produccion de NADH para favorecer
las vias de produccion de NADPH. El gen sIr1239, que codifica la interconversion entre
NADPH y NADH, es un knock-out seleccionado en ambos mutantes. Esta reaccion es
reversible, pero si se observan los flujos de la cepa silvestre (Apéndice E) se observa que

toma como direccion la produccion de NADH a partir de NADPH. Por otro lado, la
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eliminacion del gen sll1561 implica la eliminacion de las reacciones R32, R33, R34, R35 y
R61 (Tabla 5.2) que se encuentran involucradas en las vias de sintesis de los aminoé&cidos
arginina, prolina, glutamato y glutamina. De este grupo, las reacciones R32, R33 y R61
producen NADH. En los resultados para la cepa silvestre, solo se observa flujo en la
reacciéon R32, pero observando las cotas obtenidas por FVA se ve que el modelo podria
utilizar indistintamente cualquiera de las tres vias. La eliminacion del gen slr1755 (R263)
también involucra la produccion de NADH y se encuentra también incluido en el set
seleccionado de knock-outs en el caso de produccién acoplada de etanol. El knock-out del
gen sll1342 tiene relacién con lo mismo, ya que la reacciéon R231 es una via de consumo
de NADPH, que compite con la via de produccion de PHB, y ademas como forma parte de
la glucdlisis evita que el flujo se dirija aguas arriba. En base a lo explicado, se puede decir,
en resumen, que los knock-outs de las reacciones R32, R33, R34, R35, R61, R263 y R231
estan relacionados con modificar el balance entre el NADH y el NADPH de la célula para

favorecer de esta forma la disponibilidad de NADPH en la via de produccion de PHB.

La supresion del gen slr0301 (R506) evita la formacion de fosfoenolpiruvato a partir de
piruvato para evitar el flujo de carbono hacia la glucélisis superior forzarlo, favoreciendo de
esta manera la produccion de acetil-CoA, principal precursor de la sintesis de PHB. Un caso

similar lo constituye la reaccién R230 codificada con el gen slr0783.

En ambos mutantes, el ciclo de Krebs se ve interrumpido por la eliminacién del gen slr0018,
gue codifica para la enzima fumarasa (fumC) que cataliza la conversién reversible de malato
en fumarato. Esta eliminacion impide la produccién de fumarato, el cual debe sintetizarse a
través de las vias metabolicas implicadas en la sintesis de arginina y del metabolismo de la
alanina, aspartato y glutamato. Para evitar el overflow de fumarato y su reutilizacion

convirtiéndolo en succinato, el problema binivel selecciona la eliminacion del transportador
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de membrana del fumarato (R823). La reacciébn R823 no tiene un gen asociado ya que no
se encuentra identificado, pero tanto la excrecion de fumarato, como su acumulacién frente
a la eliminacién de la enzima fumC se vieron experimentalmente en un estudio reciente de
Du et al. (2019). Si bien esta modificacion evita el overflow de fumarato, los resultados

numeéricos indican que la célula excreta succinato al medio de cultivo.

Por ultimo, la eliminacién de la reaccion de excrecion de acetato se relaciona con que este
compuesto es el metabolito precursor de la produccion de acetil-CoA, molécula necesaria
para la produccion de PHB. Eliminando esta reaccién, el acetato se utiliza exclusivamente

en la reaccion R499 de produccién de acetil-CoA evitando su overflow.

El mutante M3 incluye, ademéas de los knock-outs mencionados, la supresion del gen

slr0381 (R435) cuya reaccion asociada es precursora de la via de produccion de lactato.

En el mutante M4 se incluyen los knock-outs de las reacciones R434 y R301. La reaccion
R301, que requiere de la eliminacion de dos genes (sll1564 6 slr0186), es una via alternativa
de consumo de Acetil-CoA, lo cual perjudica a la producciéon de PHB. La eliminacion de la
reaccion R434 codificada por el gen slr0036 permite que no se emplee flujo de
dihidroxiacetona fosfato en la produccion de metilglioxal, para que pueda utilizarse en la via

de las pentosas fosfato.
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Tabla 5.2. Reacciones, enzimas y genes involucrados en los mutantes con crecimiento y produccion de PHB acoplados.

Genes Rxn NuEmCero Enzima Formula de reaccidn Cepa
slr1840 R199 2.7.1.165 Glicerato 2-kinasa ATP(cyt) + D-Glycerate(cyt) — ADP(cyt) + 2-Phospho-D-glycerate(cyt) M3/M4
Glicerol 3-fosfato sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + NAD*(cyt) <« Glycerone phosphate(cyt) + NADH(cyt) +
sirl755 R263 1.1.1.94 o - drogenasa [NAD(PY] H*(cyt) M3/M4
slr1239 R155 1.6.1.2 NAD(P)* transhidrogenasa NADPH(cyt) + H*(cyt) + NAD*(cyt) «> NADP*(cyt) + H*(cyt) + NADH(cyt) M3/M4
slr0783 R230 5.3.1.1 Triosa-fosfato isomerasa  D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) <> Glycerone phosphate(cyt) M3/M4
slr0301 R506 2.7.9.2 Fosfoenolpiruvato sintasa  ATP(cyt) + Pyruvate(cyt) + H2O(cyt) — AMP(cyt) + Phosphoenolpyruvate(cyt) + Pi(cyt)  M3/M4
. . S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + DNA cytosine(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt)
slr0214 R195 2.1.1.37  ADN citosina metilasa + DNA 5-methylcytosine(cyt) M3/M4
slr0018 R512 4.2.1.2 Fumarasa (S)-Malate(cyt) <« Fumarate(cyt) + H.O(cyt) M3/M4
. . L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt) + NAD*(cyt) + H2O(cyt) — L-Glutamate(cyt) +

* _

sll1561 R32 1.2.1.88 1-pirrolina deshidrogenasa NADH(cyt) + H*(cyt) M3/M4
. . (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + NAD*(cyt) + 2 H2O(cyt) — L-Glutamate(cyt) +

* _
sll1561 R33 1.2.1.88 1-pirrolina deshidrogenasa NADH(Cyt) + H(cyt) M3/M4
sll1561 R34 1.5.5.2* Prolina deshidrogenasa L-Proline(cyt) + PQ(tlm) — (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + PQH2(tim) M3/M4
sll1561 R35 1.5.5.2* Prolina deshidrogenasa L-Proline(cyt) + PQ(cym) — (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + PQH2(cym) M3/M4

. T . L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate(cyt) + NAD*(cyt) + 2 HoO(cyt) — L-erythro-4-
sll1561 R61 1.2.1.88 1-pirrolina deshidrogenasa Hydroxyglutamate(cyt) + NADH(cyt) + H*(cyt) M3/M4
1359 R525 1221 Formato deshidrogenasa E?(rg%te(cyt) + 2 Ferricytochrome b1(cyt) — COaz(cyt) + 2 Ferrocytochrome b1(cyt) + 2 M3/M4

Gliceraldehido-3-fosfato D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + Orthophosphate(cyt) + NADP+(cyt) « 3-

sill342 R231 1.2.1.59 deshidrogenasa (NAD(P)*) Phospho-D-glyceroyl phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H*(cyt) M3/M4
sll0006 R206 2.6.1.4 Glicina transaminasa Glycine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) «» Glyoxylate(cyt) + L-Glutamate(cyt) M3/M4
0823 R823 - - Fumarate(cyt) — Fumarate(ext) M3/M4
g820 R820 - - Acetate(cyt) — Acetate(ext) M3/M4
slr0381 R435 4.4.15 Metilglioxilasa (R)-S-Lactoylglutathione(cyt) «> Glutathione(cyt) + Methylglyoxal(cyt) M3
sll0036 R434 4.2.3.3 Metilglioxal sintasa Glycerone phosphate(cyt) — Methylglyoxal(cyt) + Orthophosphate(cyt) M4
::%51(;2 © R301 2.3.1.182 (R)-citramalato sintasa Acetyl-CoA(cyt) + Pyruvate(cyt) + HO(cyt) — (R)-2-Methylmalate(cyt) + CoA(cyt) M4

*Los numeros E.C. de las reacciones R32, R33, R34, R35 y R61 se encontraban obsoletos. E.C 1.5.1.12 fue modificado a 1.2.1.88, y E.C. 1.5.99.8 a
1.5.5.2 de acuerdo a KEGG
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5.2.2.2. Andlisis de tasa de produccién y espacios de flujos
Ambos mutantes presentan tasas de crecimiento y de produccién de PHB maximas muy
similares (Tabla 5.1). Para compararlos se puede calcular cuanto PHB se produce por gPS

de biomasa, llamandole P a esta cantidad:

lgPS~th7t L PHB
p_VpHB _ [mmo g ] _ mmo (5.1)

U h-1 gPSs
De aqui se obtiene que Py; es de 1,69 mmol PHB/gPS y Py, 2,12 mmol PHB/gPS, lo cual
en términos de porcentajes representa que la produccion de PHB por gramo de biomasa es
un 25% mayor en M4 que en M3. Debido a esto se discutiran con mayor profundidad los
resultados obtenidos para M4. En la Figura 5.3 se presenta entonces el espacio de flujos
para M4, que se obtiene por medio de FBA para diferentes valores de tasa de crecimiento
Alli puede observarse la produccion de PHB esta completamente acoplada al crecimiento,
ya que no se observa ningun valor de crecimiento en el que la produccion de PHB sea nula.
Al igual que para el caso de etanol, se realiz6 un analisis con el algoritmo MOMA que
muestra que el mutante es viable y los valores obtenidos resultan alin mas optimistas que
los que brinda un FBA en las mismas condiciones, con mayor produccién de PHB para

menor produccién de biomasa.
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Figura 5.3. Espacio de flujos para el mutante acoplado M4

Los resultados del analisis de sensibilidad de las tasas de produccion de biomasa y PHB
considerando variaciones en el flujo de carbono inorganico, de luz y el flujo de ATP
destinado a mantenimiento pueden verse en la Figura 5.4. No se observa ningn cambio
de pendiente frente a la variacion de carbono inorganico disponible, presentandose en todo
el rango una disminucion de las tasas de crecimiento y produccion de PHB frente a la
disminucién del carbono inorganico disponible. Con respecto a la luz, no se observan
diferencias en este caso respecto a lo analizado para el mutante no acoplado. Por ultimo,
en el caso del ATP utilizado para mantenimiento celular se observa que este valor comienza
a afectar el crecimiento y la produccién de PHB para un valor alto, de alrededor de 38 mmol
gPS? hl, Este valor es equivalente al de la cepa no acoplada, por lo tanto, se debe notar
gue las intervenciones de M4 no afectan el balance de ATP, a diferencia de lo que ocurre

en el caso de produccion acoplada de etanol (Capitulo 4).
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Figura 5.4. Andlisis de sensibilidad sobre los flujos de biomasa y PHB para el mutante
acoplado M4 considerando variaciones en las captaciones de luz (b), el carbono inorganico
(a) y el ATP para mantenimiento celular (c).

5.2.2.3. Analisis de distribucion de flujos para M4

Se analizan, en primer lugar, las entradas y salidas del modelo al resolver un FBA para
maximizacion de biomasa (Figura 5.5). Se puede ver que el mutante tiene un menor
requerimiento de fuente de nitrégeno que la cepa silvestre y un aumento de los

requerimientos de fosforo y sulfato.
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Como se mencion6 anteriormente, se observa también la produccién de succinato como
subproducto del crecimiento, ademéas de PHB. Esto se relaciona con el hecho que hay un
exceso de flujo de carbono que no puede dirigirse a la formacion de biomasa o PHB,

posiblemente por limitacion de poder reductor (NADPH).

PO,* so,* hv
: NO, 0,1058 \0,0370 0,
Ci 0,6068 5,1451
\
) 0,0503
0,1292
0,0607 -~ PHB
Biomasa

Figura 5.5. Entradas y salidas para el mutante acoplado M4.

Luego de analizar las salidas y entradas, se calcularon los parametros fotosintéticos como
se ha realizado en los Capitulos 3 y 4 con la cepa silvestre y el mutante acoplado de etanol
M2. En la Tabla 5.3 se presentan estos resultados comparados con los de la cepa silvestre.
Se observa que ambas relaciones ATP/NADPH son mayores en el mutante M4. Resulta
interesante que la relacion de ATP/NADPH alcanza un valor mayor a 1,5 sin incluir las vias
alternativas de transporte de electrones. Esto podria deberse a que la producciéon de PHB
en si misma actia consumiendo NADPH tal como lo hacen las vias de disipacion de
energia. Es de esperar, ademas, que el consumo de NADPH del mutante sea mayor debido
a que la via de produccion de PHB consume NADPH. Con respecto a la relacion entre los
flujos de ambos fotosistemas se observa que la particion es més pareja que para la cepa

silvestre. El flujo de O producido y el consumo de fotones son similares en ambos casos.
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Por dltimo, considerando que la energia disponible es la misma en ambos casos se puede
observar que la energia disipada por medio de las vias de consumo de NADPH es menor
que en la cepa silvestre, lo cual, como se mencioné anteriormente, guarda relacién con que
una parte del consumo de NADPH ocurre en la via de producciéon de PHB que no se tiene
en cuenta en el andlisis de los parametros fotosintéticos.

Tabla 5.3. Parametros fotosintéticos para el mutante productor de PHB acoplado M4,
comparados a los de la cepa silvestre desacoplada

Cepasilvestre M4

Tasa de Crecimiento [h'Y] 0,089 0,0607
RuBisCO 4,75 4,2243
ATP/NADP (LEF) 1,302 1,657
ATP/NADP (LEF + AEF) 1,713 2,220
PSI/PSII 2,037 1,144
hv/O, 17,87 19,436
hvi/hvo 0,145 0,111

ATP/NADPH (LEF): ATP producido/NADPH consumido en via de transporte de electrones lineal.

ATP/NADPH (LEF + AEF): ATP producido/NADPH consumido in vias de transporte de electrones lineal y alternativa.
PSI/PSII: Relacion entre los flujos de los fotosistemas | y II.

hv/O2: mmol de fotones consumidos/mmol de O2 producidos.

hvi/hvo: Energia disipada/Energia Total disponible (en forma de fotones)

En la Figura 5.6 se presenta el mapa de flujos simplificado para el mutante M4. Debe
notarse que el mapa presenta algunas modificaciones respecto al presentado en capitulos
anteriores que se discuten a continuacién. Se resolvié un FBA, considerando flujos de valor
0 a las reacciones correspondientes a los knock-outs al GEM, habiendo previamente
realizado un FVA en las mismas condiciones para limitar el espacio de flujos. Este mapa
representa el metabolismo central del carbono de Synechocystis y en este caso, en él se
indican tres de los knock-outs. Esto da una primera idea de que la complejidad metabdlica

de este mutante es mayor a los obtenidos anteriormente para la produccion de etanol.

Se observa que el mutante acoplado produce la fructosa 6-fosfato requerida en la glucdlisis

por medio de una desviacion (indicada con una linea punteada roja en la
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Figura 5.6) y a partir de la via PPP, en lugar de hacerlo por la via habitual, ya que el
intermediario necesario (fructosa 1,6-bisfosfato) no se produce. Este tipo de desviacion
también ocurre en soluciones de FBA de la cepa salvaje, pero se modifican al agregar datos
experimentales de fluxémica, que proveen cotas para la mayoria de las reacciones
involucradas en la via PPP. Se fij6 una cota inferior distinta de 0 a la reaccion de conversion
de FBP en F6P, para analizar si se encuentra bloqueada. Los resultados indican que no lo
estd y no muestran ninguna modificacion en el crecimiento ni en la tasa de produccion de
PHB. Solo se observa una disminucién general en los flujos de las reacciones
pertenecientes a la via PPP. Se requeriria informacion de la capacidad de cada una de las
enzimas para poder determinar una distribucion de flujo mas cercana a la que se esperaria

observar in vivo.

En la glucdlisis inferior se observa el knock-out de la reaccion R230, que convierte G3P en
DHAP. Esto fuerza a que se produzca DHAP a partir de L-serina, proveniente de la via de
sintesis independiente de la luz. Debido a esto, una gran parte del 3PG producido en la
RuBisCO se dirige a esta via, dejando menos disponible para la glucdlisis inferior. Esta
modificacion es la causante de que la produccion de piruvato ocurra a partir de L-serina, y
no a partir de fosfoenolpiruvato (flecha roja en la Figura 5.6 a partir de SER). En el Capitulo
4 se discutieron dos casos de vias de produccion de PYR, aqui se observa una nueva que
aun no habia sido considerada. La via alternativa a partir de (S)-malato no es viable en este

caso debido al knock-out de la reaccion R512.
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Figura 5.6. Distribucion de flujo optimizada para tasa de crecimiento maxima en estado de
limitacion por carbono para el mutante acoplado M2 con 10 knock-outs. Los valores de flujo
estan dados en mmol gPS? h. La tasa de captacion de carbono inorganico como CO; es
0,336 mmol gPS™ h*y 3,364 mmol gPS™ h™* como HCOs' ; v¢o, + vyco; < 3,7 mmol gPS™
h1. El flujo de fotones es 100 mmol gPS™ h1. Las captaciones de fésforo, nitrégeno y sulfato
no estan restringidas.
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Para tener una mejor comprensién de lo que ocurre con el piruvato en el mutante acoplado,
se resolvié un FBA incluyendo una cota inferior al flujo catalizado por piruvato quinasa
(R495) con el mismo valor que el flujo de PEP proveniente de 2PG que se muestra en la
Figura 5.6. Se obtiene una disminucion del crecimiento de 16% y un aumento al doble de
la tasa de produccién de PHB. También aumenta un 5% el carbono fijado por la RuBisCO,
y la velocidad de produccion de succinato resulta un 16% menor. lgualmente, la reaccion
de SER a PYR continta activa con un flujo menor. No puede determinarse nada mas sin
contar con informacion experimental sobre estas vias, pero los resultados obtenidos son
muy alentadores respecto de la produccion de PHB si se considera que es esperable que

en un caso in vivo la via clasica de produccién de PYR a partir de PEP se encuentre activa.

Se observa también que el acetato producido se dirige a la produccion de acetil-CoA. Es
esperable que este aumento en el flujo de produccién de acetato se liberara al medio de
existir la posibilidad, lo cual guarda relacion con el knock-out de la reaccion de excrecién
de acetato, que al no estar activa, fuerza la reaccion que transforma este compuesto acetil-

CoA.

El ciclo de Krebs se encuentra interrumpido por el knock-out de la reaccién de conversion
de fumarato en (S)-malato. Esto ocasiona que la produccion de fumarato no ocurra en este
ciclo, sino a partir de un desvio en las vias de produccién de aminoéacidos y purinas (R45,
R546 y R542). Estas reacciones también se encuentran activas en la cepa silvestre, pero
la produccién de fumarato es mayor debido a la produccion a partir de succinato. Se analiza
un caso sin el knock-out de la excrecion de fumarato y se obtiene que la produccién de PHB
continla acoplada al crecimiento, pero la relacion entre ambas tasas favorece la produccion
de biomasa, y se observa excreciéon de fumarato al medio. Segun estudios experimentales

existe excrecion de fumarato (Du et al., 2019) y de succinato (Hasunuma et al., 2016b) al
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medio en condiciones de oscuridad en Synechocystis , lo cual vuelve viable in vivo a

cualquiera de estos dos escenarios.

5.2.3. Estimacion de productividad

Se utiliza el modelo extracelular descripto en la Seccién 4.3.2.2 del Capitulo 4 para estimar
productividades y concentraciones que podrian obtenerse con la cepa acoplada, a partir de
las tasas obtenidas por FBA. Dicho modelo implementado en gPROMS se resuelve para
un horizonte de tiempo de dos dias, considerando disminucion de la disponibilidad luz. El
periodo de dos dias se selecciond segun la duracién de la fase exponencial en el trabajo
publicado por Foster et al. (2007). Con fines comparativos, para realizar la conversién de
mmol PHB L* a g L? (unidades de los datos experimentales) se utiliza el peso molecular

del monémero de PHB (86 g mol?).

En la Figura 5.7 se presentan los perfiles del modelo extracelular obtenidos a partir de las
tasas calculadas por el GEM de M4. Las concentraciones finales de biomasa y PHB fueron
de 1,344 gPS L'y 237,66 mg L, respectivamente. Considerando el tiempo de cultivo, se
puede decir entonces que la productividad del mutante M4 es de 118,68 mg L dia®. Este
valor resulta un 35% menor que el mejor reportado a la fecha para Synechocystis (Wang et
al., 2018). Dicho valor fue obtenido en un mutante con sobreexpresion del gen que codifica

para la enzima acetoacetil-CoA reductasa, sin considerar limitacion de nutrientes.
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Figura 5.7. Perfiles de concentracion obtenidos del modelo en gPROMS

La mayor parte de los estudios de producciéon de PHB en Synechocystis se encuentran
realizados en condiciones de limitacion de nitrégeno (Troschl et al., 2017), fosfato y sulfato
(Hirai et al., 2019). Debido a esto, se evalla el comportamiento de Synechocystis bajo
condiciones de limitacién de nitrégeno, fésforo y sulfato para estimar las productividades
por medio del modelo dinamico de crecimiento. Los resultados numéricos obtenidos se
presentan en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Tasas de crecimiento maxima y de produccion de PHB para diferentes valores
de captacién de nitrégeno, fésforo y azufre

vcaptacién Vpiomasa VpHuB
[mmol gPS™* h™1] [h—"1] [mmolgPS™'h™!]

Nitrégeno

0,5 0,05 0,1812

0,4 0,04 0,085

0,3 0,03 0,063
Fésforo

0,08 0,0458 0,2108

0,06 0,0344 0,2736

0,04 0,0229 0,3366
Sulfato

0,02 0,0601 0,1366

0,01 0,0559 0,1613
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Se encontré que la limitacidon por nitrdgeno no favorece al mutante obtenido, aunque si lo
hace en los estudios experimentales de Synechocystis sin acoplar. El caso del fésforo
resulta interesante, ya que cuanto menor es la disponibilidad de este nutriente, menor es el
crecimiento y mayor la produccion de PHB, lo cual plantea una situacion favorable desde el
punto de vista biotecnoldgico. Con el sulfato la situacidén es la misma, pero en un porcentaje
notablemente menor. Estos resultados son alentadores para la produccion fotosintética de
PHB con Synechocystis, dado que podria cultivarse el mutante M4 con deficiencia de fuente
de fésforo o azufre para obtener una mayor productividad, pero teniendo en consideracién

que la fuente de nitrégeno no resulte limitante.

Los resultados numéricos obtenidos con gPROMS con limitacion de fosfato de 0,04 mmol
gPS? h1 muestran que debido a la disminucién en la tasa de crecimiento, la productividad
es menor, tomando un valor de 97,97 mg L dia?, pero el contenido de PHB de las células
es elevado, tomando un valor de ~85% gprre/gPS. Se debe tener en cuenta que para una
disminucién del 62% en la tasa de crecimiento, la disminucién de la productividad es de

solo un 17%.

No puede decirse que estos resultados sean mejores que los obtenidos experimentalmente
en distintos estudios, pero tampoco son directamente comparables ya que en general los
estudios se llevan a cabo por periodos muy prologados de tiempo, con el cultivo saliendo
de fase exponencial. En el estudio de Wang et al. (2018), el alto contenido de PHB que se
obtiene en el caso de limitacidn por fésforo y sulfato resulta alentador, siendo mayor que
valores obtenidos para bacteria heterotréficas (Ramos, 2019). Por lo tanto, para el caso del
PHB la opcion de un mutante acoplado a través de varias intervenciones genéticas parece
ser menos atractiva que un enfoque mas simple de ingenieria metabdlica donde se

sobreexpresa el gen que codifica para la acetoacetil-CoA reductasa (Wang et al., 2018).
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5.3. Conclusiones
Motivado por la necesidad de reemplazar los plasticos fésiles por plasticos biodegradables
y de produccién sustentable, en este capitulo se estudio la produccion fotosintética de PHB,

a partir de las formulaciones de problemas binivel desarrolladas en el Capitulo 4.

Se obtuvieron dos mutantes que acoplan la produccion de PHB al crecimiento, con
estrategias muy similares, siendo el mas alentador el que se obtiene por medio de 16 knock-
outs, ya que brinda una producciéon de PHB por gramo de biomasa un 25% mayor. El
namero de intervenciones resulta mas elevado que en el caso de los mutantes que acoplan
produccion de etanol, lo cual podria relacionarse con la mayor complejidad metabélica que
presenta la produccién de PHB, que se ve reflejada en el aumento del tiempo de resolucion
de los problemas MILP asociados a este producto. Como se menciond en el capitulo
anterior, se espera que las nuevas tecnologias CRISPR permitan realizar modificaciones

genéticas simultdneas en cianobacterias.

Aunque la productividad obtenida con el mutante M4 es menor que la mejor reportada
experimentalmente, los resultados numéricos indican una acumulacion de PHB un 58%

mas elevada que los datos experimentales.
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6.1. Conclusiones generales

En esta tesis se han realizado contribuciones al estudio de la produccion fotosintética de
combustibles de cuarta generacién y de bioplasticos biodegradables, mediante el desarrollo
de modelos matematicos metabdlicos a escala gendmica. Los GEMs desarrollados han sido
curados frente a bibliografia actualizada y, evaluados y validados frente a datos

experimentales fisioldgicos y émicos.

Con el modelo curado y validado, se han formulado problemas de programacion binivel con
el objetivo de buscar estrategias de acoplamiento, a través de la supresion de genes, entre
el crecimiento y la produccion del compuesto de interés con el objetivo de convertir el
metabolito deseado en un subproducto obligado del crecimiento y en consecuencia, su
produccion resulta una parte integral de la funcién metabdlica del organismo. Dichos
problemas se han aplicado exitosamente al disefio de cepas productoras de etanol y PHB.
Ademas, se han evaluado estrategias de produccion en dos etapas para estos compuestos,
y sus indices de produccién han sido comparados con los obtenidos en la bibliografia y con

las respectivas cepas acopladas.

Los modelos desarrollados y validados representan herramientas Utiles para el disefio de
cepas industriales para la produccion fotosintética no solo de biocombustibles y
bioplasticos, sino también de compuestos de interés en una gran variedad de industrias

como la farmacéutica, la nutracéutica, de biofertilizantes, entre otros.
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6.2. Conclusiones particulares

En el Capitulo 2 se curé manualmente un modelo de Synechocystis existente para obtener
una herramienta que brinde resultados mas precisos al determinar flujos metabdlicos bajo
diferentes condiciones ambiental y para el disefio de cepas in silico. Esta curacién se realizé
a partir de la incorporacion de informacion experimental de bibliografia especifica
actualizada. Se incluyeron modificaciones en el mecanismo de concentracion del carbono,
en ambas vias de produccién de etanol (heteréloga y natural), en la via de producciéon de
acetato, en el ciclo de Krebs, en la via de produccion de glucégeno y finalmente, se validé
la via de produccién de L-serina independiente de la luz. EI| GEM obtenido cuenta con 704

reacciones y 535 metabolitos.

En el Capitulo 3 se realiz6 un analisis detallado del GEM curado a partir de informacion
fisiologica y fluxdbmica de Synechocystis, disponibles en el grupo y en bibliografia,
respectivamente. Los resultados obtenidos por FBA para el GEM son consistentes con
dicha informacién experimental, y también son mejores que las predicciones obtenidas en
trabajas anteriores de literatura asociada. Los datos de *C MFA que se agregaron al
modelo permitieron obtener cotas mas significativas biolégicamente para el GEM de
Synechocystis en condiciones de crecimiento fotoautotréfico. Por medio de un analisis de
los parametros fotosintéticos se pudo observar que la relacién necesaria de ATP/NADPH
no se alcanza por medio de la via lineal de transporte de electrones, lo cual vuelve necesario
el aporte de las vias alternativas para alcanzar una relacién éptima de ATP/NADPH que
asegure la fijacion de carbono en el ciclo de Calvin. En base a estudios computacionales e
informacion experimental, se determind fijjar a la reaccion tipo Mehler un flujo
correspondiente a un 20% de la evolucién de O- en el fotosistema I, lo cual ocasiona un

aumento en el flujo de fotones que ingresan a dicho fotosistema. Se pudo ver que la mayor
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parte del carbono fijado a través de la enzima RuBisCO se utiliza en la produccién de
aminodcidos, nucledtidos y glicerolipidos, tres tipos de macromoléculas precursoras de la
biomasa. El carbono fijado estante se divide entre el metabolismo del piruvato, la formacion
de acidos grasos, el ciclo de Krebs, donde se sintetizan moléculas precursoras de

aminoacidos, y la via de produccién de L-serina independiente de la luz.

Considerando todos los analisis desarrollados, se pudo determinar que el GEM curado
resulta una herramienta fiable para el disefio de cepas productoras de bioproductos, debido
a que los resultados obtenidos muestran que representa correctamente la informacion

biolégica disponible.

En el Capitulo 4 se estudi6 la produccion fotosintética de etanol con Synechocystis por dos
estrategias diferentes: produccién acoplada al crecimiento y produccion en dos etapas. La
primera estrategia se basa en lograr que el microorganismo se encuentre obligado a
producir el compuesto de interés para crecer, y matematicamente se logré por medio del
desarrollo de una nueva formulacién de un problema de programacién binivel en el que se
relacionan las variables binarias a genes y no a reacciones como en los algoritmos
disponibles OptKnock y OptForce. Esto se logré mediante la inclusiéon del mapeo GPR al
problema, lo cual aporta un mayor sentido bioldégico a los resultados tendiente a
implementarlos en una estrategia de ingenieria metabdlica in vivo. La segunda estrategia
implica la producciéon de biomasa en un primer reactor y la produccion de etanol en un
segundo biorreactor donde las condiciones estén dadas para que el cultivo se encuentra en
fase estacionaria. Esta estrategia surge de estudios experimentales de bibliografia que
muestran una atractiva produccion de etanol con Synechocystis bajo condiciones de

limitacion de nitr6geno.
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Se obtuvieron dos mutantes acoplados, de los cuales el mas atractivo desde el punto de
vista de biotecnoldgico cuenta con 13 knock-outs, y brinda una produccion teérica maxima
de etanol un 235% mas elevada que la mejor obtenida experimentalmente. Los mutantes
acoplados son atractivos porgque resultan en fenotipos mas estables, pero el nUmero de
intervenciones obtenidos es elevado. Sin embargo, nuevas herramientas de modificacion
genética de cianobacterias (tecnologia CRISPR) que se encuentran en desarrollo permitiria
la modificacién simultanea de mdltiples genes, lo cual permitiria el desarrollo de este tipo

de mutantes acoplados.

Los resultados obtenidos para la estrategia de dos etapas muestran una produccién un
177% més elevada en el caso de limitacion por fésforo, y un 142% en el caso de limitacion
por nitrégeno, ambos casos respecto al mutante acoplado. Estos valores resultan
alentadores para analizarlos en mayor detalle de forma experimental, aunque debe tener

en cuenta que se obtuvieron con modelos simplificados.

En conjunto, los resultados obtenidos en este capitulo son alentadores respecto al disefio

de fabricas celulares basadas en cianobacterias.

En el Capitulo 5 en base a los resultados experimentales de produccién de PHB bajo
condiciones de limitacién de nutrientes observados en bibliografia especifica, se utilizaron
las formulaciones binivel desarrolladas en el Capitulo 4 con el objetivo de acoplar la
produccion fotosintética de PHB al crecimiento, en el marco de la necesidad de reemplazo

de los plasticos fosiles por una alternativa biodegradable y sustentable.

Fue posible conseguir dos mutantes con produccion de PHB acoplada al crecimiento, de

los cuales el mas atractivo se obtiene por medio de 16 intervenciones genéticas. A
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diferencia del caso de etanol, las estrategias son muy similares, con solamente dos knock-

outs de diferencia.

El andlisis de la distribucion de flujos del mutante seleccionado muestra mayores
desviaciones respecto a la cepa silvestre que el mutante que acopla produccion de etanol,
lo cual revela una mayor complejidad metabdlica de la sintesis de PHB. Este hecho también
se ve reflejado en el aumento en el tiempo de resolucién del problema MILP proveniente

del problema binivel reformulado.

La comparacion de la tasa de produccion de PHB de la cepa acoplada muestra valores
menores a los mejores obtenidos experimentalmente, pero debe tenerse en cuenta que los
estudios experimentales se llevan a cabo por un tiempo mas prolongado que el considerado
para los modelos simplificados utilizados para la estimacion. Igualmente, los gramos de
PHB acumulados por gramo de biomasa resultan un 58% mas elevados que los mejores

datos experimentales de bibliografia.

6.3. Proyecciones

En el disefio de un nuevo bioproceso, es fundamental identificar los valores target de
produccién para alcanzar la viabilidad econémica del proyecto (Figura 1.2). Para ello, es
esencial realizar una evaluacién de la factibilidad técnico-econémica del bioproceso bajo
las condiciones tecnolégicas, econdmicas, regulatorias y de mercado actuales. Se propone
la realizacion del analisis técnico-econémico de la produccién fotosintética de etanol en
base a modelos de superestructura que integren los balances de masa, energia y las
ecuaciones de disefio de equipos para evaluar los enfoques de produccion de etanol

acoplada al crecimiento y en dos etapas en base a los resultados obtenidos en esta tesis.
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Por otra parte, se propone implementar distintos algoritmos de programacién matematica
para integrar datos cuantitativos de émicas disponibles en la literatura (Borirak et al., 2015;
Maruyama et al., 2019; Werner et al., 2019; Yoshikawa et al., 2013; You et al., 2014) al
GEM desarrollado de Synechocystis con el objetivo de mejorar las predicciones fenotipicas
de la especie. Dentro de los algoritmos a implementar se pueden mencionar los métodos
GIMME e iMAT para datos de transcriptbmica, IOMA para datos de prote6mica y

metabolémica, y E-flux para datos de fluxomica (Fondi & Lio, 2015).
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APENDICE A

GEM de Synechocystis: reacciones y férmulas de reaccién

En este Apéndice se presenta una lista de todas las reacciones incluidas en el GEM curado
junto a sus férmulas de reaccion. Se utilizan algunas de las abreviaturas comunes
presentadas al comienzo de esta tesis.

Las reacciones desde R82 a R90 no se encuentran incluidas en este listado debido a que
son las involucradas en la sintesis de biomasas y se presentaran en detalle en el Apéndice
C.

A continuacion, en la Tabla A.1 se presenta el modelo:
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Tabla A.1. GEM de Synechocystis: Reacciones y formulas de reaccion.

Rxn Formula de reaccion

Amino acidos arométicos

R1 L-Phenylalanine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < Phenylpyruvate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R2 L-Phenylalanine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < Phenylpyruvate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R3 L-Tyrosine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <« 3-(4-Hydroxyphenyl)pyruvate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R4 Phosphoenolpyruvate(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + H20(cyt) — 2-Dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonate 7-phosphate(cyt) + Pi(cyt)
R5 2-Dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonate 7-phosphate(cyt) — 3-Dehydroquinate(cyt) + Pi(cyt)

R6 3-Dehydroquinate(cyt) <> 3-Dehydroshikimate(cyt) + H20(cyt)

R7 Shikimate(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Dehydroshikimate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R8 ATP(cyt) + Shikimate(cyt) — ADP(cyt) + Shikimate 3-phosphate(cyt)

R9 Phosphoenolpyruvate(cyt) + Shikimate 3-phosphate(cyt) <« Pi(cyt) + 5-O-(1-Carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate(cyt)
R10 5-0-(1-Carboxyvinyl)-3-phosphoshikimate(cyt) — Chorismate(cyt) + Pi(cyt)

R11  Chorismate(cyt) + L-Glutamine(cyt) — Anthranilate(cyt) + Pyruvate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R12  Chorismate(cyt) + NH3(cyt) — Anthranilate(cyt) + Pyruvate(cyt) + H20(cyt)

R13 N-(5-Phospho-D-ribosyl)anthranilate(cyt) + PPI(cyt) « Anthranilate(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt)
R14 N-(5-Phospho-D-ribosyl)anthranilate(cyt) — 1-(2-Carboxyphenylamino)-1'-deoxy-D-ribulose 5'-phosphate(cyt)

R15 1-(2-Carboxyphenylamino)-1'-deoxy-D-ribulose 5'-phosphate(cyt) — Indoleglycerol phosphate(cyt) + CO2(cyt) + H20(cyt)
R16 Indoleglycerol phosphate(cyt) — Indole(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt)

R17 L-Serine(cyt) + Indoleglycerol phosphate(cyt) — L-Tryptophan(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + H20(cyt)
R18  L-Serine(cyt) + Indole(cyt) <> L-Tryptophan(cyt) + H20(cyt)

R19  Chorismate(cyt) <> Prephenate(cyt)

R20  Prephenate(cyt) — Phenylpyruvate(cyt) + H20(cyt) + CO2(cyt)

R21 Prephenate(cyt) + NAD+(cyt) — 3-(4-Hydroxyphenyl)pyruvate(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

Arginina, Glutamato, Glutamine y Prolina

R22 N-Acetylornithine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < N-Acetyl-L-glutamate 5-semialdehyde(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R23 N-Acetylornithine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < N-Acetyl-L-glutamate 5-semialdehyde(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R24 2 L-Glutamate(cyt) + NAD+(cyt) < L-Glutamine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R25  ATP(cyt) + L-Glutamate(cyt) + NH3(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Glutamine(cyt)

R26  ATP(cyt) + L-Glutamate(cyt) + NH3(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Glutamine(cyt)

R27  L-Glutamine(cyt) + H20(cyt) «» L-Glutamate(cyt) + NH3(cyt)
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R28 L-Glutamate(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt) « 2-Oxoglutarate(cyt) + NH3(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R29 ATP(cyt) + L-Glutamate(cyt) — ADP(cyt) + L-Glutamyl 5-phosphate(cyt)

R30 L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt) + Pi(cyt) + NADP+(cyt) < L-Glutamyl 5-phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R31  L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt) + Pi(cyt) + NADP+(cyt) < L-Glutamyl 5-phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R32  L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) — L-Glutamate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R33 (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + NAD+(cyt) + 2 H20(cyt) — L-Glutamate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R34  L-Proline(cyt) + PQ(tim) — (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + PQH2(tim)

R35 L-Proline(cyt) + PQ(cym) — (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + PQH2(cym)

R36 L-Proline(cyt) + NADP+(cyt) < (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R37  Acetyl-CoA(cyt) + L-Glutamate(cyt) — CoA(cyt) + N-Acetyl-L-glutamate(cyt)

R38 N-Acetylornithine(cyt) + L-Glutamate(cyt) — L-Ornithine(cyt) + N-Acetyl-L-glutamate(cyt)

R39 N-Acetylornithine(cyt) + H20(cyt) «— Acetate(cyt) + L-Ornithine(cyt)

R40 N-Acetylornithine(cyt) + H20(cyt) « Acetate(cyt) + L-Ornithine(cyt)

R41 (S)-1-Pyrroline-5-carboxylate(cyt) + H20(cyt) < L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt)

R42 ATP(cyt) + N-Acetyl-L-glutamate(cyt) — ADP(cyt) + N-Acetyl-L-glutamate 5-phosphate(cyt)

R43 N-Acetyl-L-glutamate 5-semialdehyde(cyt) + Pi(cyt) + NADP+(cyt) « N-Acetyl-L-glutamate 5-phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R44  Carbamoyl phosphate(cyt) + L-Ornithine(cyt) <> Pi(cyt) + L-Citrulline(cyt)

R45  N-(L-Arginino)succinate(cyt) — Fumarate(cyt) + L-Arginine(cyt)

R46 ATP(cyt) + L-Citrulline(cyt) + L-Aspartate(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + N-(L-Arginino)succinate(cyt)

R47 2 ATP(cyt) + L-Glutamine(cyt) + HCO3-(cyt) + H20(cyt) + H+(cyt) — 2 ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Glutamate(cyt) + Carbamoyl phosphate(cyt)
R48 ATP(cyt) + NH3(cyt) + CO2(cyt) <> ADP(cyt) + Carbamoyl phosphate(cyt)

R49 Nitrite(cyt) + H20(cyt) + 2 Fd+(cyt) « Nitrate(cyt) + 2 Fd(cyt) + 2 H+(cyt)

R50  NH3(cyt) + 2 H20(cyt) + 6 Fd+(cyt) < Nitrite(cyt) + 6 Fd(cyt) + 7 H+(cyt)

R51 2 L-Glutamate(cyt) + 2 Fd+(cyt) < L-Glutamine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) + 2 Fd(cyt) + 2 H+(cyt)

R52  L-Arginine(cyt) + H20(cyt) — L-Citrulline(cyt) + NH3(cyt)

R53 L-Ornithine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < L-Glutamate 5-semialdehyde(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R54  L-Arginine(cyt) + PQ(tim) + H20(cyt) — 5-Guanidino-2-oxopentanoate(cyt) + NH3(cyt) + PQH2(tlm)

R55  L-Arginine(cyt) + PQ(cym) + H20(cyt) — 5-Guanidino-2-oxopentanoate(cyt) + NH3(cyt) + PQH2(cym)

R56 5-Guanidino-2-oxopentanoate(cyt) + H202(cyt) — 4-Guanidinobutanoate(cyt) + CO2(cyt) + H20(cyt)

R57  4-Guanidinobutanoate(cyt) + H20(cyt) — 4-Aminobutanoate(cyt) + Urea(cyt)

R58  Urea(cyt) + H20(cyt) — CO2(cyt) + 2 NH3(cyt)

177



Apéndice A GEM de Synechocystis: reacciones y formulas de reaccién

R59 L-Proline(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) + O2(cyt) — trans-4-Hydroxy-L-proline(cyt) + Succinate(cyt) + CO2(cyt)

R60  trans-4-Hydroxy-L-proline(cyt) + NADP+(cyt) — L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R61  L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate(cyt) + NAD+(cyt) + 2 H20(cyt) — L-erythro-4-Hydroxyglutamate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)
R62 L-erythro-4-Hydroxyglutamate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <« D-4-Hydroxy-2-oxoglutarate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R63 D-4-Hydroxy-2-oxoglutarate(cyt) — Pyruvate(cyt) + Glyoxylate(cyt)

R64  L-Arginine(cyt) — Agmatine(cyt) + CO2(cyt)

Aspargina, Aspartato, Lisinay Treonina

R65 L-Threonine(cyt) — 2-Oxobutanoate(cyt) + NH3(cyt)

R66 O-Phospho-L-homoserine(cyt) + H20(cyt) — L-Threonine(cyt) + Pi(cyt)

R67  O-Phospho-L-homoserine(cyt) + H20(cyt) — L-Threonine(cyt) + Pi(cyt)

R68 ATP(cyt) + L-Homoserine(cyt) — ADP(cyt) + O-Phospho-L-homoserine(cyt)

R69 L-Homoserine(cyt) + NADP+(cyt) < L-Aspartate 4-semialdehyde(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R70 L-Aspartate 4-semialdehyde(cyt) + Pi(cyt) + NADP+(cyt) < 4-Phospho-L-aspartate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R71  ATP(cyt) + L-Aspartate(cyt) — ADP(cyt) + 4-Phospho-L-aspartate(cyt)

R72 L-Aspartate 4-semialdehyde(cyt) + Pyruvate(cyt) — L-2,3-Dihydrodipicolinate(cyt) + 2 H20(cyt)

R73 2,3,4,5-Tetrahydrodipicolinate(cyt) + NADP+(cyt) « L-2,3-Dihydrodipicolinate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R74 LL-2,6-Diaminoheptanedioate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) < 2,3,4,5-Tetrahydrodipicolinate(cyt) + L-Glutamate(cyt) + H20(cyt)
R75  LL-2,6-Diaminoheptanedioate(cyt) <» meso-2,6-Diaminoheptanedioate(cyt)

R76  meso-2,6-Diaminoheptanedioate(cyt) — L-Lysine(cyt) + CO2(cyt)

R77 ATP(cyt) + L-Aspartate(cyt) + L-Glutamine(cyt) + H20(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + L-Asparagine(cyt) + L-Glutamate(cyt)
R78  L-Asparagine(cyt) + H20(cyt) — L-Aspartate(cyt) + NH3(cyt)

R79  L-Asparagine(cyt) + H20(cyt) — L-Aspartate(cyt) + NH3(cyt)

R80  L-Threonine(cyt) + ATP(cyt) — L-Threonine O-3-phosphate(cyt) + ADP(cyt)

R81 L-Threonine O-3-phosphate(cyt) — D-1-Aminopropan-2-ol O-phosphate(cyt) + CO2(cyt)

Carotenoides

R91 2 Geranylgeranyl PPI(cyt) — PPI(cyt) + Prephytoene PPI(cyt)

R92  Prephytoene PPI(cyt) — Phytoene(cyt) + PPI(cyt)

R93  Phytoene(cyt) + NADP+(cyt) — all-trans-Phytofluene(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R94 all-trans-Phytofluene(cyt) + NADP+(cyt) — all-trans-zeta-Carotene(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R95 all-trans-zeta-Carotene(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — all-trans-Neurosporene(cyt) + 2 H20(cyt) + NADP+(cyt)
R96 all-trans-Neurosporene(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Lycopene(cyt) + 2 H20(cyt) + NADP+(cyt)
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R97  Lycopene(cyt) <> gamma-Carotene(cyt)

R98 gamma-Carotene(cyt) « beta-Carotene(cyt)

R99 beta-Carotene(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — beta-Cryptoxanthin(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt)

R100 peta-Cryptoxanthin(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Zeaxanthin(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt)

R101  Echinenone(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 3-Hydroxyechinenone(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt)

R102 peta-Carotene(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Echinenone(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt) + H+(cyt)

Clorofila

R103  tRNA(Glu)(cyt) + L-Glutamate(cyt) + ATP(cyt) — L-Glutamyl-tRNA(Glu)(cyt) + PPI(cyt) + AMP(cyt)

R104  L-Glutamyl-tRNA(Glu)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) — (S)-4-Amino-5-oxopentanoate(cyt) + tRNA(GIu)(cyt) + NADP+(cyt)

R105 5-Aminolevulinate(cyt) <> (S)-4-Amino-5-oxopentanoate(cyt)

R106 2 5-Aminolevulinate(cyt) — Porphobilinogen(cyt) + 2 H20(cyt)

R107 4 Porphobilinogen(cyt) + H20(cyt) «» Hydroxymethylbilane(cyt) + 4 NH3(cyt)

R108  Hydroxymethylbilane(cyt) — Uroporphyrinogen Ill(cyt) + H20(cyt)

R109  Uroporphyrinogen lli(cyt) — Coproporphyrinogen Ill(cyt) + 4 CO2(cyt)

R110 Coproporphyrinogen lll(cyt) + O2(cyt) — Protoporphyrinogen IX(cyt) + 2 CO2(cyt) + 2 H20(cyt)

R111 Coproporphyrinogen lll(cyt) + 2 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — Protoporphyrinogen 1X(cyt) + 2 CO2(cyt) + 2 L-Methionine(cyt) + 2 5'-Deoxyadenosine(cyt)

R112  Coproporphyrinogen lll(cyt) + 2 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — Protoporphyrinogen 1X(cyt) + 2 CO2(cyt) + 2 L-Methionine(cyt) + 2 5'-Deoxyadenosine(cyt)

R113 2 Protoporphyrinogen IX(cyt) + 3 O2(cyt) <> 2 Protoporphyrin(cyt) + 6 H20(cyt)

R114 2 Protoporphyrinogen IX(cyt) + 3 O2(cyt) <« 2 Protoporphyrin(cyt) + 6 H20(cyt)

R115 ATP(cyt) + Protoporphyrin(cyt) + Magnesium(cyt) + H20(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Magnesium protoporphyrin(cyt) + 2 H+(cyt)

R116 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Magnesium protoporphyrin(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Magnesium protoporphyrin monomethyl ester(cyt)

R117 Magnesium protoporphyrin monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl
ester(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt)

R118 Magnesium protoporphyrin monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl
ester(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt)

R119 Magnesium protoporphyrin monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl
ester(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt)

R120 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin IX 13-
monomethyl ester(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R121 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin IX 13-
monomethyl ester(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R122 13(1)-Hydroxy-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — 13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin 1X 13-

monomethyl ester(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)
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R123

13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin IX 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Divinylprotochlorophyllide(cyt) + NADP+(cyt) + 2
H20(cyt)

R124

13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin 1X 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Divinylprotochlorophyllide(cyt) + NADP+(cyt) + 2
H20(cyt)

R125

13(1)-Oxo-magnesium-protoporphyrin 1X 13-monomethyl ester(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) — Divinylprotochlorophyllide(cyt) + NADP+(cyt) + 2
H20(cyt)

R126

Divinylprotochlorophyllide(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) — Protochlorophyllide(cyt) + NADP+(cyt)

R127

Chlorophyllide(cyt) + NADP+(cyt) < Protochlorophyllide(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R128

Protochlorophyllide(cyt) + Fd+(cyt) + 2 ADP(cyt) + 2 Pi(cyt) — Chlorophyllide(cyt) + Fd(cyt) + 2 ATP(cyt)

R129

Chlorophyllide(cyt) + Phytyl PPI(cyt) — Chlorophyll a(cyt) + PPI(cyt)

Folato

R130

5-Methyltetrahydrofolate(cyt) + NADP+(cyt) « 5,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R131

GTP(cyt) + H20(cyt) — 2-Amino-4-hydroxy-6-(erythro-1,2,3-trihydroxypropyl)dihydropteridine triphosphate(cyt) + Formate(cyt)

R132

2-Amino-4-hydroxy-6-(erythro-1,2,3-trihydroxypropyl)dihydropteridine triphosphate(cyt) + H20(cyt) — Dihydroneopterin phosphate(cyt) + PPI(cyt)

R133

2-Amino-4-hydroxy-6-(D-erythro-1,2,3-trihydroxypropyl)-7,8-dihydropteridine(cyt) + Pi(cyt) « Dihydroneopterin phosphate(cyt) + H20(cyt)

R134

2-Amino-4-hydroxy-6-(D-erythro-1,2,3-trihydroxypropyl)-7,8-dihydropteridine(cyt) —  Glycolaldehyde(cyt) + 2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-
dihydropteridine(cyt)

R135

Glycolaldehyde(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) — Glycolate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R136

ATP(cyt) + 2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteridine(cyt) — AMP(cyt) + 2-Amino-7,8-dihydro-4-hydroxy-6-
(diphosphooxymethyl)pteridine(cyt)

R137

2-Amino-7,8-dihydro-4-hydroxy-6-(diphosphooxymethyl)pteridine(cyt) + 4-Aminobenzoate(cyt) — PPI(cyt) + Dihydropteroate(cyt)

R138

2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7,8-dihydropteridine(cyt) + 4-Aminobenzoate(cyt) — Dihydropteroate(cyt) + H20(cyt)

R139

4-Amino-4-deoxychorismate(cyt) — 4-Aminobenzoate(cyt) + Pyruvate(cyt)

R140

Chorismate(cyt) + L-Glutamine(cyt) — 4-Amino-4-deoxychorismate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R141

ATP(cyt) + Dihydropteroate(cyt) + L-Glutamate(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Dihydrofolate(cyt)

R142

ATP(cyt) + Dihydropteroate(cyt) + L-Glutamate(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Dihydrofolate(cyt)

R143

Tetrahydrofolate(cyt) + NADP+(cyt) < Dihydrofolate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R144

10-Formyltetrahydrofolate(cyt) + H20O(cyt) — Formate(cyt) + Tetrahydrofolate(cyt)

R145

5,10-Methenyltetrahydrofolate(cyt) + H20(cyt) «» 10-Formyltetrahydrofolate(cyt) + H+(cyt)

R146

5,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + NADP+(cyt) — 5,10-Methenyltetrahydrofolate(cyt) + NADPH(cyt)

Generales

R147

1 ATP(cyt) + H20(cyt) — 1 ADP(cyt) + Pi(cyt)
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R148

1 HCO3-(cax) + 1 H+(cax) « 1 H2CO3(cax)

R149

Thioredoxin(cyt) + NADP+(cyt) « Thioredoxin disulfide(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R150

H2CO3(cax) « CO2(cax) + H20(cax)

R151

H2CO3(cax) « CO2(cax) + H20(cax)

R152

PPI(cyt) + H20(cyt) — 2 Pi(cyt)

R153

ATP(cyt) + PPI(cyt) & ADP(cyt) + Triphosphate(cyt)

R154

ATP(cyt) + Pi(cyt) < ADP(cyt) + PPI(cyt)

R155

NADPH(cyt) + H+(cyt) + NAD+(cyt) <> NADP+(cyt) + H+(cyt) + NADH(cyt)

R156

2 Superoxide anion(cyt) + 2 H+(cyt) —» H202(cyt) + O2(cyt)

R157

2 H202(cyt) — 02(cyt) + 2 H20(cyt)

R158

H202(cyt) + 2 Glutathione(cyt) — Glutathione disulfide(cyt) + 2 H20(cyt)

R159

H202(cyt) + 2 Glutathione(cyt) — Glutathione disulfide(cyt) + 2 H20(cyt)

R160

2 Glutathione(cyt) + NADP+(cyt) <« Glutathione disulfide(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R161

NH4+(cyt) <> NH3(cyt) + H+(cyt)

Glicerolipidos

R162

1.2759 sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + 1.3302 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.0774 Hexadecenoyl-(acp)(cyt) + 0.0034 Octadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.0635 Oleoyl-
(acyl-carrier protein(cyt) + 0.4236 Linoleoyl-(acp)(cyt) + 0.6315 gamma-Linolenoyl-(acp)(cyt) + 0.0032 alpha-Linolenoyl-(acp)(cyt) + 0.0190 Stearidonoyl-
(acp)(cyt) — PhosphatidateMGDG(cyt) + 2.5518 Acyl-carrier protein(cyt)

R163

1.2954 sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + 1.3061 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.0965 Hexadecenoyl-(acp)(cyt) + 0.0223 Octadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.0584 Oleoyl-
(acyl-carrier protein(cyt) + 0.3334 Linoleoyl-(acp)(cyt) + 0.7253 gamma-Linolenoyl-(acp)(cyt) + 0.0095 alpha-Linolenoyl-(acp)(cyt) + 0.0393 Stearidonoyl-
(acp)(cyt) — PhosphatidateDGDG(cyt) + 2.5908 Acyl-carrier protein(cyt)

R164

1.3747 sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + 1.5612 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.1804 Hexadecenoyl-(acp)(cyt) + 0.0434 Octadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.4011 Oleoyl-
(acyl-carrier protein(cyt) + 0.5331 Linoleoyl-(acp)(cyt) + 0.0228 gamma-Linolenoyl-(acp)(cyt) + 0.0165 alpha-Linolenoyl-(acp)(cyt) — PhosphatidateSQDG(cyt)
+ 2.7494 Acyl-carrier protein(cyt)

R165

1.32535 sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + 1.3327 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.0227 Hexadecenoyl-(acp)(cyt) + 0.0457 Octadecanoyl-(acp)(cyt) + 0.1701
Oleoyl-(acyl-carrier protein(cyt) + 0.8637 Linoleoyl-(acp)(cyt) + 0.2158 gamma-Linolenoyl-(acp)(cyt) — PhosphatidatePG(cyt) + 2.6507 Acyl-carrier
protein(cyt)

R166

PhosphatidateMGDG(cyt) + H20(cyt) — 1,2-Diacyl-sn-glyceroIMGDG(cyt) + Pi(cyt)

R167

PhosphatidateDGDG(cyt) + H20(cyt) — 1,2-Diacyl-sn-glycerolDGDG(cyt) + Pi(cyt)

R168

PhosphatidateSQDG(cyt) + H20(cyt) — 1,2-Diacyl-sn-glycerolSQDG(cyt) + Pi(cyt)

R169

ATP(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glyceroIMGDG(cyt) — ADP(cyt) + PhosphatidateMGDG(cyt)

R170

ATP(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolDGDG(cyt) — ADP(cyt) + PhosphatidateDGDG(cyt)

R171

ATP(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolSQDG(cyt) — ADP(cyt) + PhosphatidateSQDG(cyt)
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R172

CTP(cyt) + PhosphatidatePG(cyt) — PPI(cyt) + CDP-diacylglycerolPG(cyt)

R173

CDP-diacylglycerolPG(cyt) + sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) — CMP(cyt) + PhosphatidylglycerophosphatePG(cyt)

R174

PhosphatidylglycerophosphatePG(cyt) + H20(cyt) — PhosphatidylglycerolPG(cyt) + Pi(cyt)

R175

UDP-glucose(cyt) + Sulfite(cyt) — UDP-6-sulfoquinovose(cyt) + H20(cyt)

R176

UDP-6-sulfoquinovose(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolSQDG(cyt) — SulfoquinovosyldiacylglycerolSQDG(cyt) + UDP(cyt)

R177

UDP-glucose(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolIMGDG(cyt) — UDP(cyt) + 3-D-Glucosyl-1,2-diacylglycerolIMGDG(cyt)

R178

UDP-glucose(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolDGDG(cyt) — UDP(cyt) + 3-D-Glucosyl-1,2-diacylglycerolDGDG(cyt)

R179

3-D-Glucosyl-1,2-diacylglycerolMGDG(cyt) « 1,2-Diacyl-3-beta-D-galactosyl-sn-glycerolIMGDG(cyt)

R180

3-D-Glucosyl-1,2-diacylglycerolDGDG(cyt) « 1,2-Diacyl-3-beta-D-galactosyl-sn-glycerolDGDG(cyt)

R181

2 1,2-Diacyl-3-beta-D-galactosyl-sn-glycerolDGDG(cyt) — Digalactosyl-diacylglycerolDGDG(cyt) + 1,2-Diacyl-sn-glycerolDGDG(cyt)

Cisteina, Glicina, Metionina y Serina

R182

L-Serine(cyt) + Acetyl-CoA(cyt) — O-Acetyl-L-serine(cyt) + CoA(cyt)

R183

O-Acetyl-L-serine(cyt) + Hydrogen sulfide(cyt) — L-Cysteine(cyt) + Acetate(cyt)

R184

O-Acetyl-L-serine(cyt) + Hydrogen sulfide(cyt) — L-Cysteine(cyt) + Acetate(cyt)

R185

ATP(cyt) + Sulfate(cyt) — PPI(cyt) + Adenylyl sulfate(cyt)

R186

ATP(cyt) + Adenylyl sulfate(cyt) —» ADP(cyt) + 3'-Phosphoadenylyl sulfate(cyt)

R187

Thioredoxin(cyt) + 3'-Phosphoadenylyl sulfate(cyt) — Thioredoxin disulfide(cyt) + Sulfite(cyt) + Adenosine 3',5'-bisphosphate(cyt)

R188

Adenosine 3',5'-bisphosphate(cyt) + H20(cyt) — AMP(cyt) + Pi(cyt)

R189

Hydrogen sulfide(cyt) + 6 Fd+(cyt) + 3 H20(cyt) « Sulfite(cyt) + 6 Fd(cyt) + 6 H+(cyt)

R190

L-Serine(cyt) — Pyruvate(cyt) + NH3(cyt)

R191

5,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + Glycine(cyt) + H20(cyt) «» Tetrahydrofolate(cyt) + L-Serine(cyt)

R192

Glycine(cyt) + Tetrahydrofolate(cyt) + NAD+(cyt) — 5,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + NH3(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R193

5-Methyltetrahydrofolate(cyt) + L-Homocysteine(cyt) — Tetrahydrofolate(cyt) + L-Methionine(cyt)

R194

S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + H20(cyt) — Adenosine(cyt) + L-Homocysteine(cyt)

R195

S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + DNA cytosine(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + DNA 5-methylcytosine(cyt)

R196

Pi(cyt) + PPI(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) <« ATP(cyt) + L-Methionine(cyt) + H20(cyt)

R197

D-Glycerate(cyt) + NADP+(cyt) «<» Hydroxypyruvate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R198

L-Serine(cyt) + Glyoxylate(cyt) <« Hydroxypyruvate(cyt) + Glycine(cyt)

R199

ATP(cyt) + D-Glycerate(cyt) — ADP(cyt) + 2-Phospho-D-glycerate(cyt)

R200

D-Glycerate(cyt) + NADP+(cyt) < Tartronate semialdehyde(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R201

2 Glyoxylate(cyt) — Tartronate semialdehyde(cyt) + CO2(cyt)
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R202  Glyoxylate(cyt) + O2(cyt) + H20(cyt) — Oxalate(cyt) + H202(cyt)

R203  L-Cysteine(cyt) + (enzyme)-cysteine(cyt) — L-Alanine(cyt) + (enzyme)-S-sulfanylcysteine(cyt)

R204  L-Cysteine(cyt) + (enzyme)-cysteine(cyt) — L-Alanine(cyt) + (enzyme)-S-sulfanylcysteine(cyt)

R205 L-Cysteine(cyt) + (enzyme)-cysteine(cyt) — L-Alanine(cyt) + (enzyme)-S-sulfanylcysteine(cyt)

R206  Glycine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <> Glyoxylate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R207  Acetyl-CoA(cyt) + L-Homoserine(cyt) — CoA(cyt) + O-Acetyl-L-homoserine(cyt)

R208  O-Acetyl-L-homoserine(cyt) + Hydrogen sulfide(cyt) — L-Homocysteine(cyt) + Acetate(cyt)

R209  Glycine(cyt) + H20(cyt) + O2(cyt) — Glyoxylate(cyt) + NH3(cyt) + H202(cyt)

R210  3'-Phosphoadenylyl sulfate(cyt) + H20(cyt) — Adenylyl sulfate(cyt) + Pi(cyt)

R211  Glycine(cyt) + H20(cyt) + NAD+(cyt) < Glyoxylate(cyt) + NH3(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R212  S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + H+(cyt) — S-Adenosylmethioninamine(cyt) + CO2(cyt)

R213  ATP(cyt) + L-Glutamate(cyt) + L-Cysteine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + gamma-L-Glutamyl-L-cysteine(cyt)
R214  ATP(cyt) + gamma-L-Glutamyl-L-cysteine(cyt) + Glycine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Glutathione(cyt)
R215 Glutathione(cyt) + H20(cyt) — Cys-Gly(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R216 Cys-Gly(cyt) + H20O(cyt) — L-Cysteine(cyt) + Glycine(cyt)

R217  Cys-Gly(cyt) + H20(cyt) — L-Cysteine(cyt) + Glycine(cyt)

R218 3-Phospho-D-glycerate(cyt) + NAD+(cyt) «» 3-Phosphonooxypyruvate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)
R219  O-Phospho-L-serine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) «» 3-Phosphonooxypyruvate(cyt) + L-Glutamate(cyt)
R220  O-Phospho-L-serine(cyt) + H20(cyt) — L-Serine(cyt) + Pi(cyt)

Glucdlisis y AzUcares

R221  ATP(cyt) + D-Glucose(cyt) — ADP(cyt) + D-Glucose 6-phosphate(cyt)

R222  ATP(cyt) + D-Glucose(cyt) — ADP(cyt) + D-Glucose 6-phosphate(cyt)

R223 D-Glucose 6-phosphate(cyt) <« D-Fructose 6-phosphate(cyt)

R224  D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt) + H20(cyt) — D-Fructose 6-phosphate(cyt) + Pi(cyt)

R225 D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt) + H20(cyt) — D-Fructose 6-phosphate(cyt) + Pi(cyt)

R226  ATP(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt) — ADP(cyt) + D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt)

R227 ATP(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt) — ADP(cyt) + D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt)

R228 D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt) <> Glycerone phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt)
R229  D-Fructose 1,6-bisphosphate(cyt) <> Glycerone phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt)
R230  D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) <> Glycerone phosphate(cyt)

R231 D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + Pi(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
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R232  D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + Pi(cyt) + NAD+(cyt) — 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)
R233  ATP(cyt) + 3-Phospho-D-glycerate(cyt) <> ADP(cyt) + 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate(cyt)
R234  2-Phospho-D-glycerate(cyt) <> 3-Phospho-D-glycerate(cyt)

R235 2-Phospho-D-glycerate(cyt) <> 3-Phospho-D-glycerate(cyt)

R236  2-Phospho-D-glycerate(cyt) <> 3-Phospho-D-glycerate(cyt)

R237  2-Phospho-D-glycerate(cyt) <> 3-Phospho-D-glycerate(cyt)

R238 2-Phospho-D-glycerate(cyt) <> Phosphoenolpyruvate(cyt) + H20(cyt)

R239 D-Glucose 1-phosphate(cyt) <« D-Glucose 6-phosphate(cyt)

R240  ATP(cyt) + D-Fructose(cyt) <> ADP(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt)

R241 D-Mannose 6-phosphate(cyt) <> D-Fructose 6-phosphate(cyt)

R242 D-Mannose 6-phosphate(cyt) <> D-Mannose 1-phosphate(cyt)

R243  D-Mannose 6-phosphate(cyt) <> D-Mannose 1-phosphate(cyt)

R244  GTP(cyt) + D-Mannose 1-phosphate(cyt) — PPIl(cyt) + GDP-mannose(cyt)

R245 GTP(cyt) + D-Mannose 1-phosphate(cyt) — PPI(cyt) + GDP-mannose(cyt)

R246 GDP(cyt) + D-Mannose 1-phosphate(cyt) — Pi(cyt) + GDP-mannose(cyt)

R247 GDP(cyt) + D-Mannose 1-phosphate(cyt) — Pi(cyt) + GDP-mannose(cyt)

R248 dTTP(cyt) + D-Glucose 1-phosphate(cyt) — PPI(cyt) + dTDP-glucose(cyt)

R249 CTP(cyt) + D-Glucose 1-phosphate(cyt) — PPIl(cyt) + CDP-glucose(cyt)

R250 dTDP-glucose(cyt) <> dTDP-galactose(cyt)

R251 dTDP-glucose(cyt) <> dTDP-galactose(cyt)

R252 dTDP-glucose(cyt) <> dTDP-galactose(cyt)

R253 dTDP-glucose(cyt) — 4,6-Dideoxy-4-oxo-dTDP-D-glucose(cyt) + H20(cyt)

R254 dTDP-glucose(cyt) — 4,6-Dideoxy-4-oxo-dTDP-D-glucose(cyt) + H20(cyt)

R255  4,6-Dideoxy-4-oxo-dTDP-D-glucose(cyt) — dTDP-4-dehydro-6-deoxy-L-mannose(cyt)
R256  4,6-Dideoxy-4-oxo0-dTDP-D-glucose(cyt) — dTDP-4-dehydro-6-deoxy-L-mannose(cyt)
R257  dTDP-6-deoxy-L-mannose(cyt) + NADP+(cyt) <« dTDP-4-dehydro-6-deoxy-L-mannose(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R258 UTP(cyt) + D-Glucose 1-phosphate(cyt) < PPl(cyt) + UDP-glucose(cyt)

R259 UDP-glucose(cyt) < UDP-D-galactose(cyt)

R260 D-Glyceraldehyde(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) <> D-Glycerate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)
R261  Glycerol(cyt) + NADP+(cyt) <> D-Glyceraldehyde(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R262  ATP(cyt) + Glycerol(cyt) — ADP(cyt) + sn-Glycerol 3-phosphate(cyt)
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R263  sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + NAD+(cyt) <> Glycerone phosphate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R264  sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + PQ(tlm) — Glycerone phosphate(cyt) + PQH2(tim)

R265 sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) + PQ(cym) — Glycerone phosphate(cyt) + PQH2(cym)

R266  UDP-glucose(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt) — UDP(cyt) + Sucrose 6'-phosphate(cyt)

R267  Sucrose 6'-phosphate(cyt) + H20(cyt) — Sucrose(cyt) + Pi(cyt)

Clorofila

R268  Protoporphyrin(cyt) + Fe2+(cyt) — Heme(cyt) + 2 H+(cyt)

R269  Heme(cyt) + H20(cyt) + trans,trans-Farnesyl PPI(cyt) «» Heme O(cyt) + PPI(cyt)

R270  Heme O(cyt) + H20(cyt) <> Heme A(cyt) + 4 H+(cyt)

Histidina

R271  1-(5-Phospho-D-ribosyl)-ATP(cyt) + PPI(cyt) «— ATP(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt)

R272  1-(5-Phospho-D-ribosyl)-ATP(cyt) + H20(cyt) — Phosphoribosyl-AMP(cyt) + PPI(cyt)

R273  Phosphoribosyl-AMP(cyt) + H20(cyt) — 5-(5-Phospho-D-ribosylaminoformimino)-1-(5-phosphoribosyl)- imidazole-4-carboxamide(cyt)

R274 5-(5-Phospho-D-ribosylaminoformimino)-1-(5-phosphoribosyl)-  imidazole-4-carboxamide(cyt) —  N-(5'-Phospho-D-1"-ribulosylformimino)-5-amino-1-(5"-
phospho-D- ribosyl)-4-imidazolecarboxamide(cyt)

R275 N-(5-Phospho-D-1'-ribulosylformimino)-5-amino-1-(5"-phospho-D- ribosyl)-4-imidazolecarboxamide(cyt) + L-Glutamine(cyt) — D-erythro-1-(Imidazol-4-
ylglycerol 3-phosphate(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxamide(cyt) + L-Glutamate

rR276 N-(5-Phospho-D-1'-ribulosylformimino)-5-amino-1-(5"-phospho-D- ribosyl)-4-imidazolecarboxamide(cyt) + L-Glutamine(cyt) — D-erythro-1-(Imidazol-4-
ylglycerol 3-phosphate(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxamide(cyt) + L-Glutamate

R277  D-erythro-1-(Imidazol-4-yl)glycerol 3-phosphate(cyt) — 3-(Imidazol-4-yl)-2-oxopropyl phosphate(cyt) + H20(cyt)

R278 |-Histidinol phosphate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <> 3-(Imidazol-4-yl)-2-oxopropyl phosphate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R279 |-Histidinol phosphate(cyt) + H20(cyt) — L-Histidinol(cyt) + Pi(cyt)

R280 L-Histidinol(cyt) + NAD+(cyt) — L-Histidinal(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R281 L-Histidinol(cyt) + NAD+(cyt) — L-Histidinal(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R282 L-Histidinal(cyt) + H20(cyt) + NAD+(cyt) — L-Histidine(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R283  |-Histidinal(cyt) + H20(cyt) + NAD+(cyt) — L-Histidine(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

Isoleucina, Leucinay Valina

R284

Pyruvate(cyt) + Thiamin PPI(cyt) — 2-(alpha-Hydroxyethyl)thiamine PPI(cyt) + CO2(cyt)

R285

2-Acetolactate(cyt) + Thiamin PPI(cyt) — 2-(alpha-Hydroxyethylthiamine PPI(cyt) + Pyruvate(cyt)

R286

2-Oxobutanoate(cyt) + 2-(alpha-Hydroxyethyl)thiamine PPI(cyt) — (S)-2-Aceto-2-hydroxybutanoate(cyt) + Thiamin PPI(cyt)

R287

2-Acetolactate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) — 2,3-Dihydroxy-3-methylbutanoate(cyt) + NADP+(cyt)
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R288  (S)-2-Aceto-2-hydroxybutanoate(cyt) — (R)-3-Hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoate(cyt)

R289 (R)-2,3-Dihydroxy-3-methylpentanoate(cyt) + NADP+(cyt) « (R)-3-Hydroxy-3-methyl-2-oxopentanoate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R290 2 3-Dihydroxy-3-methylbutanoate(cyt) — 3-Methyl-2-oxobutanoic acid(cyt) + H20(cyt)

R291 (R)-2,3-Dihydroxy-3-methylpentanoate(cyt) — (S)-3-Methyl-2-oxopentanoic acid(cyt) + H20(cyt)

R292  |-Leucine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <> 4-Methyl-2-oxopentanoate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R293  L-Vvaline(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <> 3-Methyl-2-oxobutanoic acid(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R294  L-Isoleucine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) <> (S)-3-Methyl-2-oxopentanoic acid(cyt) + L-Glutamate(cyt)
R295  (2S)-2-Isopropylmalate(cyt) + CoA(cyt) < Acetyl-CoA(cyt) + 3-Methyl-2-oxobutanoic acid(cyt) + H20(cyt)
R296  (2S)-2-Isopropylmalate(cyt) + CoA(cyt) < Acetyl-CoA(cyt) + 3-Methyl-2-oxobutanoic acid(cyt) + H20(cyt)
R297  (2S)-2-Isopropylmalate(cyt) — 2-Isopropylmaleate(cyt) + H20(cyt)

R298 (2R,3S)-3-Isopropylmalate(cyt) < 2-Isopropylmaleate(cyt) + H20(cyt)

R299 (2R,3S)-3-Isopropylmalate(cyt) + NAD+(cyt) — (2S)-2-Isopropyl-3-oxosuccinate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)
R300  4-Methyl-2-oxopentanoate(cyt) + CO2(cyt) < (2S)-2-Isopropyl-3-oxosuccinate(cyt)

R301  Acetyl-CoA(cyt) + Pyruvate(cyt) + H20(cyt) — (R)-2-Methylmalate(cyt) + CoA(cyt)

R302 (R)-2-Methylmalate(cyt) <> 2-Methylmaleate(cyt) + H2O(cyt)

R303  2-Methylmaleate(cyt) + H20(cyt) < D-erythro-3-Methylmalate(cyt)

R304  2-Oxobutanoate(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) « D-erythro-3-Methylmalate(cyt) + NAD+(cyt)
Glucdlisis y AzlUcares

R305 D-Glucose 6-phosphate(cyt) — 1D-myo-Inositol 3-phosphate(cyt)

R306 D-Glucose 6-phosphate(cyt) — 1D-myo-Inositol 3-phosphate(cyt)

R307 1D-myo-Inositol 3-phosphate(cyt) + H20(cyt) — myo-Inositol(cyt) + Pi(cyt)

R308 1D-myo-Inositol 3-phosphate(cyt) + H20(cyt) — myo-Inositol(cyt) + Pi(cyt)

R309 1D-myo-Inositol 3-phosphate(cyt) + H20(cyt) — myo-Inositol(cyt) + Pi(cyt)

Lipidos

R310  Acetyl-CoA(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt) — CoA(cyt) + Acetyl-(acp)(cyt)

R311 Acetyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — Acetoacetyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R312  Acetyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — Acetoacetyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R313  Acetyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — Acetoacetyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R314  ATP(cyt) + Acetyl-CoA(cyt) + HCO3-(cyt) + H+(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Malonyl-CoA(cyt)

R315 Malonyl-CoA(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt) — CoA(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt)

R316 Butyryl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxohexanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
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R317  Butyryl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxohexanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)

R318 Hexanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxooctanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)

R319 Hexanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxooctanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)

R320  Octanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxodecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)

R321  Octanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxodecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)

R322  Decanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxododecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R323  Decanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxododecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R324  Dodecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxotetradecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R325 Dodecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxotetradecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R326  Tetradecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxohexadecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R327 Tetradecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxohexadecanoyl-(acp)(cyt) + CO2(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt)
R328 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxostearoyl-(acp)(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt) + CO2(cyt)
R329 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + Malonyl-(acp)(cyt) — 3-Oxostearoyl-(acp)(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt) + CO2(cyt)
R330 (3R)-3-Hydroxybutanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> Acetoacetyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R331 (3R)-3-Hydroxybutanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> Acetoacetyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R332  (3R)-3-Hydroxybutanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> Acetoacetyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R333 (R)-3-Hydroxyhexanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Oxohexanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R334 (R)-3-Hydroxyhexanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxohexanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R335 (R)-3-Hydroxyhexanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxohexanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R336 (3R)-3-Hydroxyoctanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxooctanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R337  (3R)-3-Hydroxyoctanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxooctanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R338 (3R)-3-Hydroxyoctanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxooctanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R339 (3R)-3-Hydroxydecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxodecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R340 (3R)-3-Hydroxydecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxodecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R341 (3R)-3-Hydroxydecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxodecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R342 (R)-3-Hydroxydodecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Oxododecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R343 (R)-3-Hydroxydodecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Oxododecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R344 (R)-3-Hydroxydodecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Oxododecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R345  (3R)-3-Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) «» 3-Oxotetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R346  (3R)-3-Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) <> 3-Oxotetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R347  (3R)-3-Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) «> 3-Oxotetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
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R348  (3R)-3-Hydroxypalmitoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) « 3-Oxohexadecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R349  (3R)-3-Hydroxypalmitoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) « 3-Oxohexadecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R350  (3R)-3-Hydroxypalmitoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < 3-Oxohexadecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R351  3-Oxostearoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) <> 3-Hydroxyoctadecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt)

R352  3-Oxostearoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) <> 3-Hydroxyoctadecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt)

R353  3-Oxostearoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) <> 3-Hydroxyoctadecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt)

R354 (3R)-3-Hydroxybutanoyl-(acp)(cyt) « But-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R355 (R)-3-Hydroxyhexanoyl-(acp)(cyt) < trans-Hex-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R356  (3R)-3-Hydroxyoctanoyl-(acp)(cyt) <> trans-Oct-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R357  (3R)-3-Hydroxydecanoyl-(acp)(cyt) < trans-Dec-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R358 (R)-3-Hydroxydodecanoyl-(acp)(cyt) < trans-Dodec-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R359 (3R)-3-Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt) < trans-Tetradec-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R360  (3R)-3-Hydroxypalmitoyl-(acp)(cyt) <> trans-Hexadec-2-enoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R361 3-Hydroxyoctadecanoyl-(acp)(cyt) < (2E)-Octadecenoyl-(acp)(cyt) + H20(cyt)

R362  Butyryl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < But-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R363 Hexanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < trans-Hex-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R364  Octanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < trans-Oct-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R365 Decanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < trans-Dec-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R366 Dodecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) «» trans-Dodec-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R367 Tetradecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < trans-Tetradec-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R368 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) < trans-Hexadec-2-enoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R369 (2E)-Octadecenoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) <« Octadecanoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt)

R370 Hexadecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) <« Hexadecenoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R371 Octadecanoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) <> Oleoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R372  Oleoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) < Linoleoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R373 Linoleoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) <> gamma-Linolenoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R374  Linoleoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) <> alpha-Linolenoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R375 alpha-Linolenoyl-(acp)(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) + O2(cyt) < Stearidonoyl-(acp)(cyt) + NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

r376 (3R)-3-Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt) + UDP-N-acetyl-D-glucosamine(cyt) — Acyl-carrier protein(cyt) + UDP-3-O-(3-hydroxytetradecanoyl)-N-
acetylglucosamine(cyt)

R377  UDP-3-O-(3-hydroxytetradecanoyl)-N-acetylglucosamine(cyt) + H20(cyt) — UDP-3-O-(3-hydroxytetradecanoyl)-D-glucosamine(cyt) + Acetate(cyt)
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UDP-2,3-bis(3-hydroxytetradecanoyl)glucosamine(cyt) + Acyl-carrier protein(cyt) «— UDP-3-O-(3-hydroxytetradecanoyl)-D-glucosamine(cyt) + (3R)-3-

R378

Hydroxytetradecanoyl-(acp)(cyt)
R379  UDP-2,3-bis(3-hydroxytetradecanoyl)glucosamine(cyt) + Lipid X(cyt) — UDP(cyt) + Lipid A disaccharide(cyt)
R380 UDP-2,3-bis(3-hydroxytetradecanoyl)glucosamine(cyt) + H20(cyt) — UMP(cyt) + Lipid X(cyt)

Nicotinamida

R381

L-Aspartate(cyt) + O2(cyt) — Iminoaspartate(cyt) + H202(cyt)

R382

Pyridine-2,3-dicarboxylate(cyt) + 2 H20(cyt) + Pi(cyt) « Iminoaspartate(cyt) + Glycerone phosphate(cyt)

R383

Nicotinate D-ribonucleotide(cyt) + PPI(cyt) + CO2(cyt) « Pyridine-2,3-dicarboxylate(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt) + H+(cyt)

R384

ATP(cyt) + Nicotinate D-ribonucleotide(cyt) <« PPI(cyt) + Deamino-NAD+(cyt)

R385

ATP(cyt) + Nicotinate D-ribonucleotide(cyt) <« PPI(cyt) + Deamino-NAD+(cyt)

R386

ATP(cyt) + Deamino-NAD+(cyt) + L-Glutamine(cyt) + H20(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + NAD+(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R387

ATP(cyt) + NAD+(cyt) — ADP(cyt) + NADP+(cyt)

R388

ATP(cyt) + NAD+(cyt) — ADP(cyt) + NADP+(cyt)

R389

Nicotinate D-ribonucleotide(cyt) + PPI(cyt) <> Nicotinate(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPl(cyt) + H+(cyt)

Pantotenato y Coenzima A

R390

L-Aspartate(cyt) — beta-Alanine(cyt) + CO2(cyt)

R391

L-Aspartate(cyt) — beta-Alanine(cyt) + CO2(cyt)

R392

5,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + 3-Methyl-2-oxobutanoic acid(cyt) + H20(cyt) — Tetrahydrofolate(cyt) + 2-Dehydropantoate(cyt)

R393

(R)-Pantoate(cyt) + NADP+(cyt) «» 2-Dehydropantoate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R394

ATP(cyt) + (R)-Pantoate(cyt) + beta-Alanine(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + Pantothenate(cyt)

R395

ATP(cyt) + Pantothenate(cyt) — ADP(cyt) + D-4'-Phosphopantothenate(cyt)

R396

(R)-4'-Phosphopantothenoyl-L-cysteine(cyt) — Pantetheine 4'-phosphate(cyt) + CO2(cyt)

R397

ATP(cyt) + D-4'-Phosphopantothenate(cyt) + L-Cysteine(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + (R)-4'-Phosphopantothenoyl-L-cysteine(cyt)

R398

CTP(cyt) + D-4'-Phosphopantothenate(cyt) + L-Cysteine(cyt) — CMP(cyt) + PPI(cyt) + (R)-4'-Phosphopantothenoyl-L-cysteine(cyt)

R399

ATP(cyt) + Pantetheine 4'-phosphate(cyt) — PPI(cyt) + Dephospho-CoA(cyt)

R400

ATP(cyt) + Dephospho-CoA(cyt) — ADP(cyt) + CoA(cyt)

Peptidoglicanos

R401

L-Glutamine(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt) « L-Glutamate(cyt) + D-Glucosamine 6-phosphate(cyt)

R402

alpha-D-Glucosamine 1-phosphate(cyt) «» D-Glucosamine 6-phosphate(cyt)

R403

Acetyl-CoA(cyt) + alpha-D-Glucosamine 1-phosphate(cyt) — CoA(cyt) + N-Acetyl-alpha-D-glucosamine 1-phosphate(cyt)

R404

UTP(cyt) + N-Acetyl-alpha-D-glucosamine 1-phosphate(cyt) — PPI(cyt) + UDP-N-acetyl-D-glucosamine(cyt)
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R405  Phosphoenolpyruvate(cyt) + UDP-N-acetyl-D-glucosamine(cyt) — UDP-N-acetyl-3-(1-carboxyvinyl)-D-glucosamine(cyt) + Pi(cyt)

R406  UDP-N-acetylmuramate(cyt) + NADP+(cyt) «» UDP-N-acetyl-3-(1-carboxyvinyl)-D-glucosamine(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R407  ATP(cyt) + UDP-N-acetylmuramate(cyt) + L-Alanine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanine(cyt)

R408  ATP(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanine(cyt) + D-Glutamate(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate(cyt)

rRaog ATP(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate(cyt) + meso-2,6-Diaminoheptanedioate(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-
alanyl-D-gamma-glutamyl-meso-2,6-diaminopimelate(cyt)

R410  |-Glutamate(cyt) <> D-Glutamate(cyt)

R411 |-Alanine(cyt) «» D-Alanine(cyt)

R412  ATP(cyt) + 2 D-Alanine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + D-Alanyl-D-alanine(cyt)

R4a13 ATP(cyt) + UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-gamma-glutamyl-meso'-z,6-diaminopimelate(cyt) + D-Alanyl-D-alanine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + UDP-N-
acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-6-carboxy-L-lysyl-D-alanyl-D-alanine(cyt)

R4a14 YDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-6-carboxy-L-lysyl-D-alanyl-D-alanine(cyt) + di-trans,poly-cis-Undecaprenyl phosphate(cyt) — UMP(cyt) +
Undecaprenyl-diphospho-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-meso-2,6-diaminopimeloyl-D-alanyl-D-alanine(cy

rRa1s Undecaprenyl-diphospho-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamyl-meso-2,6-diaminopimeloyl-D-alanyl-D-alanine(cyt) + UDP-N-acetyl-D-glucosamine(cyt) —
Undecaprenyl-diphospho-N-acetylmuramoyl-(N-acetylglucosamine)-L-alanyl-D-glutamyl-meso-2,6-diaminopimeloyl-

Ra1g Undecaprenyl-diphospho-N-acetylmuramoyl-(N-acetylglucosamine)-L-alanyl-D-glutamyl-meso-2,6-diaminopimeloyl-D-alanyl-D-alanine(cyt) + H20(cyt) — di-
trans,poly-cis-Undecaprenyl PPI(cyt) + (GIcNAc-(1->4)-Mur2Ac(oyl-L-Ala-g-D-Glu-A2pm-D-Ala-D-Ala)

Ra17 Undecaprenyl-diphospho-N-acetylmuramoyl-(N-acetylglucosamine)-L-alanyl-D-glutamyl-meso-2,6-diaminopimeloyl-D-alanyl-D-alanine(cyt) + H20(cyt) — di-
trans,poly-cis-Undecaprenyl PPI(cyt) + (GIcNAc-(1->4)-Mur2Ac(oyl-L-Ala-g-D-Glu-A2pm-D-Ala-D-Ala)

R418  di-trans,poly-cis-Undecaprenyl PPI(cyt) + H20(cyt) — di-trans,poly-cis-Undecaprenyl phosphate(cyt) + Pi(cyt)

Via de las Pentosas Fosfato y Ciclo CBB

R419 D-Sedoheptulose 1,7-bisphosphate(cyt) < Glycerone phosphate(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt)

R420 D-Sedoheptulose 1,7-bisphosphate(cyt) < Glycerone phosphate(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt)

R421 D-Sedoheptulose 1,7-bisphosphate(cyt) + H20(cyt) — D-Sedoheptulose 7-phosphate(cyt) + Pi(cyt)

R422 D-Glucose 6-phosphate(cyt) + NADP+(cyt) — D-Glucono-1,5-lactone 6-phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R423 D-Glucono-1,5-lactone 6-phosphate(cyt) + H20O(cyt) — 6-Phospho-D-gluconate(cyt)

R424  6-Phospho-D-gluconate(cyt) + NADP+(cyt) — D-Ribulose 5-phosphate(cyt) + CO2(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R425 D-Ribose 5-phosphate(cyt) <> D-Ribulose 5-phosphate(cyt)

R426 D-Ribose 5-phosphate(cyt) <> D-Ribulose 5-phosphate(cyt)

R427  D-Sedoheptulose 7-phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) <> D-Ribose 5-phosphate(cyt) + D-Xylulose 5-phosphate(cyt)
R428 D-Fructose 6-phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) <> D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + D-Xylulose 5-phosphate(cyt)
R429 D-Ribulose 5-phosphate(cyt) «» D-Xylulose 5-phosphate(cyt)
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R430 D-Sedoheptulose 7-phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) <> D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + D-Fructose 6-phosphate(cyt)
R431a D-Ribulose 1,5-bisphosphate(cax) + CO2(cax) + H20(cax) — 2 3-Phospho-D-glycerate(cax)

R431b D-Ribulose 1,5-bisphosphate(cax) + O2(cax) — 3-Phospho-D-glycerate(cax) + 2-Phosphoglycolate(cax)

R432  ATP(cyt) + D-Ribulose 5-phosphate(cyt) — ADP(cyt) + D-Ribulose 1,5-bisphosphate(cyt)

R433  ATP(cyt) + D-Ribose 5-phosphate(cyt) <> AMP(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt)

R434  Glycerone phosphate(cyt) — Methylglyoxal(cyt) + Pi(cyt)

R435 (R)-S-Lactoylglutathione(cyt) <> Glutathione(cyt) + Methylglyoxal(cyt)

R436 (R)-S-Lactoylglutathione(cyt) + H20(cyt) — Glutathione(cyt) + (R)-Lactate(cyt)

R437  D-Fructose 6-phosphate(cyt) + Pi(cyt) — Acetyl phosphate(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + H20(cyt)
R438 D-Fructose 6-phosphate(cyt) + Pi(cyt) — Acetyl phosphate(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + H20(cyt)
R439  D-Xylulose 5-phosphate(cyt) + Pi(cyt) — Acetyl phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + H20(cyt)
R440 D-Xylulose 5-phosphate(cyt) + Pi(cyt) — Acetyl phosphate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) + H20(cyt)
R441  ATP(cyt) + Sedoheptulose 7-phosphate(cyt) — ADP(cyt) + Sedoheptulose1,7-bisphosphate(cyt)

R442  ATP(cyt) + Sedoheptulose 7-phosphate(cyt) — ADP(cyt) + Sedoheptulose1,7-bisphosphate(cyt)

Fotosintesis y Respiracion

R443 1 Photon(ext) — 1 Photon(tlm)

R444 1 Photon(tim) — 1 PhotonP680(tim)

R445 1 Photon(tim) — 1 PhotonP700(tim)

R446  NADPH(cyt) + 5 H+(cyt) + PQ(tim) — NADP+(cyt) + PQH2(tim) + 4 H+(tll)

R447  NADPH(cyt) + 5 H+(cyt) + PQ(cym) — NADP+(cyt) + PQH2(cym) + 4 H+(pps)

R448  NADPH(cyt) + 4 H+(cyt) + PQ(tlm) + H20(cyt) + CO2(tll) — NADP+(cyt) + PQH2(tim) + 4 H+(tll) + HCO3-(cyt)
R449  NADPH(cyt) + 4 H+(cyt) + PQ(cym) + H20(cyt) + CO2(tll)) — NADP+(cyt) + PQH2(cym) + 4 H+(pps) + HCO3-(cyt)
R450  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(tim) — NAD+(cyt) + PQH2(tim)

R451  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(tim) — NAD+(cyt) + PQH2(tim)

R452  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(tim) — NAD+(cyt) + PQH2(tlm)

R453  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(cym) — NAD+(cyt) + PQH2(cym)

R454  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(cym) — NAD+(cyt) + PQH2(cym)

R455  NADH(cyt) + H+(cyt) + PQ(cym) — NAD+(cyt) + PQH2(cym)

R456 4 Pc(tll) + O2(cyt) + 8 H+(cyt) — 4 Pc+(tll) + 4 H+(tll) + 2 H20(cyt)

R457 4 Pc(tll) + O2(cyt) + 8 H+(cyt) — 4 Pc+(tll) + 4 H+(tll) + 2 H20(cyt)

R458 4 Pc(pps) + O2(cyt) + 8 H+(cyt) — 4 Pc+(pps) + 4 H+(pps) + 2 H20(cyt)
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R459 4 Pc(pps) + O2(cyt) + 8 H+(cyt) — 4 Pc+(pps) + 4 H+(pps) + 2 H20(cyt)

R460 2 PQH2(tim) + O2(cyt) + 4 H+(cyt) — 2 PQ(tim) + 4 H+(tll) + 2 H20(cyt)

R461 2 PQH2(cym) + O2(cyt) + 4 H+(cyt) — 2 PQ(cym) + 4 H+(pps) + 2 H20(cyt)

R462  PQH2(tim) + 2 Pc+(tll) — PQ(tim) + 2 Pc(tll) + 2 H+(tll)

R463 PQH2(cym) + 2 Pc+(pps) — PQ(cym) + 2 Pc(pps) + 2 H+(pps)

R464 PQH2(tim) + 1 Oxidized rieskeB6(tlm) — PQHB6L(tim) + 1 Reduced rieskeB6(tim) + 1 H+(tll)
R465 1 Reduced rieskeB6(tlm) + 1 Pc+(tll) — 1 Oxidized rieskeB6(tim) + 1 Pc(tll)

R466 PQHB6L(tim) + 1 HB3pB6(tim) — PQB6S(tim) + 1 HB2pB6(tim) + 1 H+(tll)

R467 PQB6S(tim) — PQ(tim)

R468 PQB6S(tim) + 1 HB2pB6(tim) + 1 H+(cyt) — PQHB6S(tim) + 1 HB3pB6(tim)

R469 PQHB6S(tim) + 1 HB2pB6(tim) + 1 H+(cyt) — PQH2(tim) + 1 HB3pB&(tim)

R470 PQH2(cym) + 1 Oxidized rieskeB6(cym) — PQHB6L(cym) + 1 Reduced rieskeB6(cym) + 1 H+(pps)
R471 1 Reduced rieskeB6(cym) + 1 Pc+(pps) — 1 Oxidized rieskeB6(cym) + 1 Pc(pps)
R472  PQHB6L(cym) + 1 HB3pB6(cym) — PQB6S(cym) + 1 HB2pB6(cym) + 1 H+(pps)
R473  PQB6S(cym) — PQ(cym)

R474  PQB6S(cym) + 1 HB2pB6(cym) + 1 H+(cyt) — PQHB6S(cym) + 1 HB3pB6(cym)
R475  PQHB6S(cym) + 1 HB2pB6(cym) + 1 H+(cyt) — PQH2(cym) + 1 HB3pB6(cym)
R476 1 PhotonP700(tim) + 1 P700(tim) + 1 Fd+(cyt) — 1 P700p(tim) + 1 Fd(cyt)

R477 1 P700p(tlm) + 1 Pc(tll) — 1 Pc+(tll) + 1 P700(tim)

R478 2 Fd(cyt) + NADP+(cyt) + H+(cyt) <> 2 Fd+(cyt) + NADPH(cyt)

R479 2 Fd(cyt) + Thioredoxin disulfide(cyt) + 2 H+(cyt) <> 2 Fd+(cyt) + Thioredoxin(cyt)
R480 1 PhotonP700(tim) + 1 P700(tim) + 1 O2(cyt) — 1 P700p(tim) + 1 Superoxide anion(cyt)
R481 2 NADPH(cyt) + 2 H+(cyt) + O2(cyt) — 2 NADP+(cyt) + 2 H20(cyt)

R482 1 02(cyt) + 1 QAnP680(tlm) — 1 Superoxide anion(cyt) + 1 QAP680(tim)

R483 NADPH(cyt) + 5 H+(cyt) + PQ(tim) — NADP+(cyt) + PQH2(tim) + 4 H+(tll)

R484 1 Photon680(tlm) + 1 P680(tim) + 1 QAP680(tim) — 1 P680p(tim) + 1 QAnNP680(tim)
R485 1 PQ(tim) + 1 QAnP680(tim) + H+(cyt) — 1 PQnP680(tim) + 1 QAP680(tlm)

R486 1 PQnP680(tim) + 1 QANP680(tim) + H+(cyt) — 1 PQH2(tim) + 1 QAP680(tim)
R487 1 P680p(tim) + 1 SOP680(tim) — 1 P680(tim) + 1 S1P680(tim)

R488 1 P680p(tim) + 1 S1P680(tim) — 1 P680(tim) + 1 S2P680(tim)

R489 1 P680p(tim) + 1 S2P680(tim) — 1 P680(tIm) + 1 S3P680(tim)
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R490

1 P680p(tim) + 1 S3P680(tim) — 1 P680(tim) + 1 S4P680(tim)

GEM de Synechocystis: reacciones y férmulas de reaccion

R491

1 S4P680(tlm) + 2 H20(tll) — 1 SOP680(tim) + O2(tll) + 4 H+(tll)

R492

14 H+(tll) + 3 ADP(cyt) + 3 Pi(cyt) — 3 ATP(cyt) + 3 H20(cyt) + 14 H+(cyt)

R493

14 H+(pps) + 3 ADP(cyt) + 3 Pi(cyt) — 3 ATP(cyt) + 3 H20(cyt) + 14 H+(cyt)

Piruvato y Ciclo TCA

R494

ATP(cyt) + Pyruvate(cyt) < ADP(cyt) + Phosphoenolpyruvate(cyt)

R495

R496

)
ATP(cyt) + Pyruvate(cyt) < ADP(cyt) + Phosphoenolpyruvate(cyt)
Pyruvate(cyt) + CoA(cyt) + NAD+(cyt) — Acetyl-CoA(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R497

Pyruvate(cyt) + CoA(cyt) + NAD+(cyt) — Acetyl-CoA(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R498

Pyruvate(cyt) + CoA(cyt) + NAD+(cyt) — Acetyl-CoA(cyt) + CO2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R499

ATP(cyt) + Acetate(cyt) + CoA(cyt) & AMP(cyt) + PPI(cyt) + Acetyl-CoA(cyt)

R500

Acetaldehyde(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) < Acetate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R501

Ethanol(cyt) + NAD+(cyt) « Acetaldehyde(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R502

Ethanol(cyt) + NADP+(cyt) < Acetaldehyde(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R503

Pi(cyt) + Oxaloacetate(cyt) < Phosphoenolpyruvate(cyt) + HCO3-(cyt) + H+(cyt)

R504

(S)-Malate(cyt) + NAD+(cyt) « Oxaloacetate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R505

L-Aspartate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) «» Oxaloacetate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R506

ATP(cyt) + Pyruvate(cyt) + H20(cyt) —» AMP(cyt) + Phosphoenolpyruvate(cyt) + Pi(cyt)

R507

L-Alanine(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) <> Pyruvate(cyt) + NH3(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R508

Citrate(cyt) <« cis-Aconitate(cyt) + H20(cyt)

R509

Isocitrate(cyt) < cis-Aconitate(cyt) + H20(cyt)

R510

Isocitrate(cyt) + NADP+(cyt) — 2-Oxoglutarate(cyt) + CO2(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R511

ATP(cyt) + Succinate(cyt) + CoA(cyt) «» ADP(cyt) + Pi(cyt) + Succinyl-CoA(cyt)

R512

(S)-Malate(cyt) <« Fumarate(cyt) + H20(cyt)

R513

Succinate(cyt) + PQ(tim) — PQH2(tim) + Fumarate(cyt)

R514

Succinate(cyt) + PQ(cym) — PQH2(cym) + Fumarate(cyt)

R515

Citrate(cyt) + CoA(cyt) — Acetyl-CoA(cyt) + H20(cyt) + Oxaloacetate(cyt)

R516

(R)-Lactate(cyt) + NAD+(cyt) « Pyruvate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R517

(S)-Malate(cyt) + NADP+(cyt) — Pyruvate(cyt) + CO2(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R518

Acetyl-CoA(cyt) + Pi(cyt) & CoA(cyt) + Acetyl phosphate(cyt)

R519

ATP(cyt) + Acetate(cyt) — ADP(cyt) + Acetyl phosphate(cyt)
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R520

2-Phosphoglycolate(cyt) + H20(cyt) — Glycolate(cyt) + Pi(cyt)

R521

2-Phosphoglycolate(cyt) + H20(cyt) — Glycolate(cyt) + Pi(cyt)

R522

2-Phosphoglycolate(cyt) + H20(cyt) — Glycolate(cyt) + Pi(cyt)

R523

2 Fd(cyt) + Acetyl-CoA(cyt) + CO2(cyt) + 2 H+(cyt) «— 2 Fd+(cyt) + Pyruvate(cyt) + CoA(cyt)

R524

Oxalate(cyt) — Formate(cyt) + CO2(cyt)

R525

Formate(cyt) + 2 Ferricytochrome b1(cyt) — CO2(cyt) + 2 Ferrocytochrome b1(cyt) + 2 H+(cyt)

R526

L-Aspartate(cyt) + H20(cyt) + O2(cyt) — Oxaloacetate(cyt) + NH3(cyt) + H202(cyt)

R527

L-Glutamate(cyt) — 4-Aminobutanoate(cyt) + CO2(cyt)

R528

2-Oxoglutarate(cyt) — Succinate semialdehyde(cyt) + CO2(cyt)

R529

Succinate semialdehyde(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt) — Succinate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R530

4-Aminobutanoate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) « Succinate semialdehyde(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R531

Glycolate(cyt) + NAD+(cyt) — Glyoxylate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R532

Glycolate(cyt) + NAD+(cyt) — Glyoxylate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

Purina

R533

5-Phosphoribosylamine(cyt) + PPI(cyt) + L-Glutamate(cyt) < L-Glutamine(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPl(cyt) + H20(cyt)

R534

ATP(cyt) + 5-Phosphoribosylamine(cyt) + Glycine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + 5'-Phosphoribosylglycinamide(cyt)

R535

10-Formyltetrahydrofolate(cyt) + 5'-Phosphoribosylglycinamide(cyt) — Tetrahydrofolate(cyt) + 5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamide(cyt)

R536

5'-Phosphoribosylglycinamide(cyt) + 5,10-Methenyltetrahydrofolate(cyt) + H20(cyt) — 5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamide(cyt) + Tetrahydrofolate(cyt)

R537

ATP(cyt) + 5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamide(cyt) + L-Glutamine(cyt) + H20O(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + 2-(Formamido)-N1-(5'"-
phosphoribosyl)acetamidine(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R538

ATP(cyt) + 2-(Formamido)-N1-(5'-phosphoribosyl)acetamidine(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Aminoimidazole ribotide(cyt)

R539

ATP(cyt) + Aminoimidazole ribotide(cyt) + HCO3-(cyt) + H+(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + 5-Carboxyamino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole(cyt)

R540

5-Carboxyamino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole(cyt) < 1-(5-Phospho-D-ribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxylate(cyt)

R541

ATP(cyt) + 1-(5-Phospho-D-ribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxylate(cyt) + L-Aspartate(cyt) < ADP(cyt) + Pi(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-(N-
succinocarboxamide)-imidazole(cyt)

R542

1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-(N-succinocarboxamide)-imidazole(cyt) «» Fumarate(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxamide(cyt)

R543

10-Formyltetrahydrofolate(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-amino-4-imidazolecarboxamide(cyt) — Tetrahydrofolate(cyt) + 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-formamido-
4-imidazolecarboxamide(cyt)

R544

IMP(cyt) + H20(cyt) <« 1-(5'-Phosphoribosyl)-5-formamido-4-imidazolecarboxamide(cyt)

R545

GTP(cyt) + IMP(cyt) + L-Aspartate(cyt) — GDP(cyt) + Pi(cyt) + N6-(1,2-Dicarboxyethyl)-AMP(cyt)

R546

N6-(1,2-Dicarboxyethyl)-AMP(cyt) — Fumarate(cyt) + AMP(cyt)

R547

dADP(cyt) + Thioredoxin disulfide(cyt) + H20(cyt) < Thioredoxin(cyt) + ADP(cyt)
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R548  dAMP(cyt) + H20(cyt) <> Deoxyadenosine(cyt) + Pi(cyt)

R549  dAMP(cyt) + H20(cyt) <> Deoxyadenosine(cyt) + Pi(cyt)

R550  dGDP(cyt) + Thioredoxin disulfide(cyt) + H20(cyt) <— GDP(cyt) + Thioredoxin(cyt)

R551  AMP(cyt) + PPI(cyt) <> Adenine(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt)

R552  GTP(cyt) + H20(cyt) — GMP(cyt) + PPI(cyt)

R553  ATP(cyt) + GDP(cyt) <> ADP(cyt) + GTP(cyt)

R554  ATP(cyt) + dADP(cyt) <> ADP(cyt) + dATP(cyt)

R555  ATP(cyt) + dGDP(cyt) «» ADP(cyt) + dGTP(cyt)

R556  5'-Deoxyadenosine(cyt) + H20(cyt) — 5-Deoxy-D-ribose(cyt) + Adenine(cyt)

R557  AMP(cyt) + H20(cyt) <> Adenosine(cyt) + Pi(cyt)

R558  AMP(cyt) + H20(cyt) <> Adenosine(cyt) + Pi(cyt)

R559  IMP(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) — Xanthosine 5'-phosphate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R560  ATP(cyt) + Xanthosine 5'-phosphate(cyt) + L-Glutamine(cyt) + H20(cyt) < AMP(cyt) + PPI(cyt) + GMP(cyt) + L-Glutamate(cyt)
R561  ATP(cyt) + GMP(cyt) < ADP(cyt) + GDP(cyt)

R562 5'-Phosphoribosylglycinamide(cyt) + Formate(cyt) + ATP(cyt) — 5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamide(cyt) + ADP(cyt) + Orthophsophate(cyt)
R563  ATP(cyt) + AMP(cyt) <> 2 ADP(cyt)

R564  ATP(cyt) + AMP(cyt) <> 2 ADP(cyt)

R565 ATP(cyt) + dJAMP(cyt) <> ADP(cyt) + dADP(cyt)
R566 ATP(cyt) + dJAMP(cyt) <> ADP(cyt) + dADP(cyt)
Pirimidina

R567 UTP(cyt) + H20(cyt) — UMP(cyt) + PPI(cyt)

R568 ATP(cyt) + dCDP(cyt) <> ADP(cyt) + dCTP(cyt)

R569 ATP(cyt) + dUDP(cyt) <> ADP(cyt) + dUTP(cyt)

R570 Carbamoyl phosphate(cyt) + L-Aspartate(cyt) <> Pi(cyt) + N-Carbamoyl-L-aspartate(cyt)
R571 (S)-Dihydroorotate(cyt) + H20(cyt) <» N-Carbamoyl-L-aspartate(cyt)

R572  (S)-Dihydroorotate(cyt) + H20(cyt) <» N-Carbamoyl-L-aspartate(cyt)

R573 (S)-Dihydroorotate(cyt) + Fumarate(cyt) — Orotate(cyt) + Succinate(cyt)

R574  (S)-Dihydroorotate(cyt) + Fumarate(cyt) — Orotate(cyt) + Succinate(cyt)

R575  Orotidine 5'-phosphate(cyt) + PPI(cyt) <> Orotate(cyt) + 5-Phospho-alpha-D-ribose 1-PPI(cyt)
R576  Orotidine 5'-phosphate(cyt) — UMP(cyt) + CO2(cyt)

R577  ATP(cyt) + CMP(cyt) < ADP(cyt) + CDP(cyt)
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R578 cyt) + UMP(cyt) « ADP(cyt) + UDP(cyt)

ATP
ATP

(
R579 (cyt) + UMP(cyt) <> ADP(cyt) + UDP(cyt)
R580  ATP(cyt) + UDP(cyt) <> ADP(cyt) + UTP(cyt)

R581 ATP(cyt) + CDP(cyt) <> ADP(cyt) + CTP(cyt)

R582  ATP(cyt) + UTP(cyt) + NH3(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + CTP(cyt)

R583  ATP(cyt) + UTP(cyt) + L-Glutamine(cyt) + H20(cyt) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + CTP(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R584  dCTP(cyt) + H20(cyt) — dUTP(cyt) + NH3(cyt)

R585 CTP(cyt) + H20(cyt) — UTP(cyt) + NH3(cyt)

R586 ATP(cyt) + dTMP(cyt) <> ADP(cyt) + dTDP(cyt)

R587  ATP(cyt) + dUMP(cyt) <> ADP(cyt) + dUDP(cyt)

R588 5 ,10-Methylenetetrahydrofolate(cyt) + dUMP(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) — Tetrahydrofolate(cyt) + dTMP(cyt) + NADP+(cyt)

R589  dUTP(cyt) + H20(cyt) — dUMP(cyt) + PPI(cyt)

R590  dCDP(cyt) + Thioredoxin disulfide(cyt) + H20(cyt) « Thioredoxin(cyt) + CDP(cyt)

R591 dUDP(cyt) + Thioredoxin disulfide(cyt) + H20(cyt) < Thioredoxin(cyt) + UDP(cyt)

R592  ATP(cyt) + dTDP(cyt) <> ADP(cyt) + dTTP(cyt)

Quinonay Tocoferol

R593  Phytyl PPI(cyt) + Homogentisate(cyt) — 2-Methyl-6-phytylguinol(cyt) + PPI(cyt) + CO2(cyt)
R594  2-Methyl-6-phytylquinol(cyt) <> delta-Tocopherol(cyt)

R595 2 3-Dimethyl-5-phytylquinol(cyt) <> gamma-Tocopherol(cyt)

R596 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + gamma-Tocopherol(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + alpha-Tocopherol(cyt)

R597 delta-Tocopherol(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — beta-Tocopherol(cyt) + S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt)

R598  4-Hydroxybenzoate(cyt) + Pyruvate(cyt) <— Chorismate(cyt)

R599 all-trans-Nonaprenyl PPI(cyt) + 4-Hydroxybenzoate(cyt) — PPI(cyt) + 3-Nonaprenyl-4-hydroxybenzoate(cyt)

R600 3-Nonaprenyl-4-hydroxybenzoate(cyt) + 4 H+(cyt) — 2-Methyl-6-solanyl-1,4-benzoquinol(cyt) + H20(cyt)

R601  2-Methyl-6-solanyl-1,4-benzoquinol(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — Plastoquinone-9(cyt) + S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + 2 H+(cyt)

R602  2-Methyl-6-phytylguinol(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — 2,3-Dimethyl-5-phytylquinol(cyt) + S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt)

R603 Chorismate(cyt) <> Isochorismate(cyt)

R604  Chorismate(cyt) <> Isochorismate(cyt)

R605 |Isochorismate(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) — 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1-carboxylate(cyt) + CO2(cyt)

R606 2-Succinyl-5-enolpyruvyl-6-hydroxy-3-cyclohexene-1-carboxylate(cyt) — (1R,6R)-6-Hydroxy-2-succinylcyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate(cyt) +
Pyruvate(cyt)
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R607  (1R,6R)-6-Hydroxy-2-succinylcyclohexa-2,4-diene-1-carboxylate(cyt) — 2-Succinylbenzoate(cyt) + H20(cyt)

R608  ATP(cyt) + 2-Succinylbenzoate(cyt) + CoA(cyt) — AMP(cyt) + PPI(cyt) + 2-Succinylbenzoyl-CoA(cyt)

R609  2-Succinylbenzoyl-CoA(cyt) — 1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA(cyt) + H20(cyt)

R610  1,4-Dihydroxy-2-naphthoyl-CoA(cyt) + H20(cyt) — 1,4-Dihydroxy-2-naphthoate(cyt) + CoA(cyt)

R611 1 4-Dihydroxy-2-naphthoate(cyt) + Phytyl PPI(cyt) — 2-Phytyl-1,4-naphthoquinone(cyt) + CO2(cyt) + PPI(cyt) + 2 H+(cyt)

R612  2-Phytyl-1,4-naphthoguinone(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) — Phylloguinone(cyt) + S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt)

R613  3-(4-Hydroxyphenyl)pyruvate(cyt) + O2(cyt) — Homogentisate(cyt) + CO2(cyt)

Riboflavina

R614  GTP(cyt) + 3 H20(cyt) — Formate(cyt) + 2,5-Diamino-6-(5'-phosphoribosylamino)-4-pyrimidineone(cyt) + PPI(cyt)

R615 2 5-Diamino-6-(5'-phosphoribosylamino)-4-pyrimidineone(cyt) + H20(cyt) — 5-Amino-6-(5'-phosphoribosylamino)uracil(cyt) + NH3(cyt)
R616 5-Amino-6-(5'-phosphoribitylamino)uracil(cyt) + H20(cyt) <> 5-Amino-6-(1-D-ribitylamino)uracil(cyt) + Pi(cyt)

R617  5-Amino-6-(5'-phosphoribitylamino)uracil(cyt) + NADP+(cyt) < 5-Amino-6-(5'-phosphoribosylamino)uracil(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)
R618 D-Ribulose 5-phosphate(cyt) — 3,4-Dihydroxy-2-butanone 4-phosphate(cyt) + Formate(cyt)

R619  5-Amino-6-(1-D-ribitylamino)uracil(cyt) + 3,4-Dihydroxy-2-butanone 4-phosphate(cyt) — 6,7-Dimethyl-8-(1-D-ribityl)lumazine(cyt) + 2 H20(cyt) + Pi(cyt)
R620 2 6,7-Dimethyl-8-(1-D-ribityl)lumazine(cyt) — Riboflavin(cyt) + 5-Amino-6-(1-D-ribitylamino)uracil(cyt)

R621  ATP(cyt) + Riboflavin(cyt) — ADP(cyt) + FMN(cyt)

R622  ATP(cyt) + FMN(cyt) — PPI(cyt) + FAD(cyt)

R623 Reduced FMN(cyt) + NADP+(cyt) <> FMN(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R624 Reduced FMN(cyt) + O2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) — Dimethylbenzimidazole(cyt) + D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + H20(cyt) + NAD+(cyt)
Generales

R625 ADP-glucose(cyt) + sn-Glycerol 3-phosphate(cyt) — 2-(beta-D-Glucosyl)-sn-glycerol 3-phosphate(cyt) + ADP(cyt)

R626  2-(beta-D-Glucosyl)-sn-glycerol 3-phosphate(cyt) + H20(cyt) — 2-(beta-D-Glucosyl)-sn-glycerol(cyt) + Pi(cyt)

R627  |-Lysine(cyt) — Cadaverine(cyt) + CO2(cyt)

R628 Agmatine(cyt) + H20(cyt) — Putrescine(cyt) + Urea(cyt)

R629 S-Adenosylmethioninamine(cyt) + Putrescine(cyt) — 5'-Methylthioadenosine(cyt) + Spermidine(cyt) + H+(cyt)

R630 S-Adenosylmethioninamine(cyt) + Spermidine(cyt) — 5'-Methylthioadenosine(cyt) + Spermine(cyt) + H+(cyt)

R631 5'-Methylthioadenosine(cyt) + Pi(cyt) — Adenine(cyt) + S-Methyl-5-thio-D-ribose 1-phosphate(cyt)

R632  S-Methyl-5-thio-D-ribose 1-phosphate(cyt) <> S-Methyl-5-thio-D-ribulose 1-phosphate(cyt)

Glucdlisis y Azlucares

R633

ATP(cyt) + D-Glucose 1-phosphate(cyt) — PPI(cyt) + ADP-Glucose(cyt)

R634

ADP-Glucose(cyt) — ADP(cyt) + Glycogen(cyt)
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R635 ADP-Glucose(cyt) — ADP(cyt) + Glycogen(cyt)

R637  Glycogen(cyt) + Pi(cyt) — D-Glucose 1-phosphate(cyt)

R638  Glycogen(cyt) + Pi(cyt) — D-Glucose 1-phosphate(cyt)
Piruvato y Ciclo TCA
R643 2 Acetyl-CoA(cyt) «» CoA(cyt) + Acetoacetyl-Co(cyt)

R644  (R)-3-Hydroxybutanoyl-CoA(cyt) + NADP+(cyt) <> Acetoacetyl-CoA(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R645 (R)-3-Hydroxybutanoyl-CoA(cyt) <> Poly-beta-hydroxybutyrate(cyt) + CoA(cyt)
Aspargina, Aspartato, Lisinay Treonina
R646 1 L-Aspartate(cyt) + 1 L-Arginine(cyt) + 2 ATP(cyt) + Cyanophycin polymer(cyt) — Cyanophycin(cyt) + 2 Pi(cyt) + 2 ADP(cyt)

R647  Cyanophycine(cyt) + 2 H20(cyt) — 1 L-Aspartate(cyt) + 1 L-Arginine(cyt) + Cyanophycin polymer(cyt)
Terpenoides

R648  Pyruvate(cyt) + D-Glyceraldehyde 3-phosphate(cyt) — 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate(cyt) + CO2(cyt)

R649  2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate(cyt) + NADP+(cyt) < 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R650  2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate(cyt) + CTP(cyt) — 4-(Cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol(cyt) + PPI(cyt)

R651  4-(Cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol(cyt) + ATP(cyt) <> 2-Phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol(cyt) + ADP(cyt)
R652  2-Phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol(cyt) — 2-C-Methyl-D-erythritol 2,4-cycloPPl(cyt) + CMP(cyt)

R653  2-C-Methyl-D-erythritol 2,4-cycloPPI(cyt) + 2 Fd(cyt) + 2 H+(cyt) — 1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl 4-PPI(cyt) + H20(cyt) + 2 Fd+(cyt)

R654  1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl 4-PPI(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt) — Isopentenyl PPI(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt)

R655 Dimethylallyl PPI(cyt) + NADP+(cyt) + H20(cyt) < 1-Hydroxy-2-methyl-2-butenyl 4-PPI(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R656  |sopentenyl PPI(cyt) < Dimethylallyl PPI(cyt)

R657  Dimethylallyl PPI(cyt) + Isopentenyl PPI(cyt) — PPl(cyt) + Geranyl PPI(cyt)

R658 Geranyl PPI(cyt) + Isopentenyl PPI(cyt) — PPIl(cyt) + trans,trans-Farnesyl PPI(cyt)

R659 trans,trans-Farnesyl PPI(cyt) + Isopentenyl PPI(cyt) — PPIl(cyt) + Geranylgeranyl PPI(cyt)

R660 trans,trans-Farnesyl PPI(cyt) + 8 Isopentenyl PPI(cyt) — di-trans,poly-cis-Undecaprenyl PPI(cyt) + 8 PPI(cyt)

R661 Geranylgeranyl PPI(cyt) + 3 H+(cyt) + 3 NADPH(cyt) — Phytyl PPI(cyt) + 3 NADP+(cyt)

R662  Geranyl PPI(cyt) + 7 Isopentenyl PPI(cyt) — all-trans-Nonaprenyl PPI(cyt) + 7 PPI(cyt)

R663  Geranylgeranyl PPI(cyt) + 5 Isopentenyl PPI(cyt) — all-trans-Nonaprenyl PPI(cyt) + 5 PPI(cyt)
Cisteina, Glicina, Metionina y Serina

Aminoimidazole ribotide(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) <« 4-Amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine(cyt) + L-Methionine(cyt) + 5'-
R664 g X
Deoxyadenosine(cyt) + Formate(cyt) + Carbon monoxide(cyt)

R665 ATP(cyt) + 4-Amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine(cyt) — ADP(cyt) + 2-Methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine PPI(cyt)
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GEM de Synechocystis: reacciones y férmulas de reaccion

L-Cysteine(cyt) + ATP(cyt) + 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate(cyt) + L-Tyrosine(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + NADPH(cyt) + 3 H+(cyt) — 4-Methyl-

5-(2-phosphoethyl)-thiazole(cyt) + PPI(cyt) + L-Methionine(cyt) + L-Alanine(cyt) + 4-

R667

2-Methyl-4-amino-5-hydroxymethylpyrimidine PPI(cyt) + 4-Methyl-5-(2-phosphoethyl)-thiazole(cyt) + H+(cyt) — PPI(cyt) + Thiamin monophosphate(cyt)

R668

ATP(cyt) + Thiamin monophosphate(cyt) — ADP(cyt) + Thiamin PPI(cyt)

Intercambio y Transporte

R669

1 H+(ext) & 1 H+(cyt)

R670

1 02(ext) < 1 02(cyt)

R671

1.CO2(cyt) — 1 CO2(ext)

R672

1 H20(ext) <> 1 H20(cyt)

R673

1 HCO3-(ext) + 1 ATP(cyt) + H20(cyt) — 1 HCO3-(cyt) + 1 ADP(cyt) + Pi(cyt)

R674

Na+(ext) + HCO3-(ext) — Na+(cyt) + HCO3-(cyt)

R675

Na+(ext) + HCO3-(ext) — Na+(cyt) + HCO3-(cyt)

R676

H+(ext) + D-Glucose(ext) — H+(cyt) + D-Glucose(cyt)

R677

ATP(cyt) + H20(cyt) + L-Glutamine(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Glutamine(cyt)

R678

ATP(cyt) + H20(cyt) + L-Arginine(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Arginine(cyt)

R679

Na+(ext) + L-Glutamate(ext) — Na+(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R680

Na+(ext) + L-Glutamate(ext) — Na+(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R681

ATP(cyt) + H20(cyt) + L-Histidine(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + L-Histidine(cyt)

R682

ATP(cyt) + H20(cyt) + Urea(ext) — ADP(cyt) + Urea(cyt) + Pi(cyt)

R683

ATP(cyt) + H20(cyt) + Nitrate(ext) — ADP(cyt) + Nitrate(cyt) + Pi(cyt)

R684

ATP(cyt) + H20(cyt) + Nitrate(ext) — ADP(cyt) + Nitrate(cyt) + Pi(cyt)

R685

NH4+(ext) — NH4+(cyt)

R686

NH4+(ext) — NH4+(cyt)

R687

NH4+(ext) — NH4+(cyt)

R688

ATP(cyt) + H20(cyt) + Sulfate(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Sulfate(cyt)

R689

Sulfate(ext) — Sulfate(cyt)

R690

ATP(cyt) + H20(cyt) + Pi(ext) — ADP(cyt) + 2 Pi(cyt)

R691

ATP(cyt) + H20(cyt) + Pi(ext) — ADP(cyt) + 2 Pi(cyt)

R692

ATP(cyt) + H20(cyt) + Iron chelate(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Iron chelate(cyt)

R693

R694

)
ATP(cyt) + H20(cyt) + Manganese(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Manganese(cyt)
ATP(cyt) + H20(cyt) + K+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + K+(cyt)
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R695

K+(ext) + Na+(cyt) — Na+(ext) + K+(cyt)

GEM de Synechocystis: reacciones y férmulas de reaccion

R696

ATP(cyt) + H20(cyt) + Zn2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Zn2+(cyt)

R697

P(cyt) + H20(cyt) + Zn2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Zn2+(cyt)

R698

AT
AT

R699

(
P(cyt) + H20(cyt) + Nickel(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Nickel(cyt)
ATP(cyt) + H20(cyt) + Co2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Co2+(cyt)

R700

ATP(cyt) + H20(cyt) + Co2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Co2+(cyt)

R701

GTP(cyt) + H20(cyt) + Fe2+(ext) — GDP(cyt) + Pi(cyt) + Fe2+(cyt)

R702

Magnesium(ext) — Magnesium(cyt)

R703

Magnesium(ext) — Magnesium(cyt)

R704

ATP(cyt) + H20(cyt) + Magnesium(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Magnesium(cyt)

R705

ATP(cyt) + H20(cyt) + Ca2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Ca2+(cyt)

R706

Ca2+(ext) + H+(cyt) « H+(ext) + Ca2+(cyt)

R707

Na+(ext) + H+(cyt) & H+(ext) + Na+(cyt)

R708

ATP(cyt) + H20(cyt) + Cu2+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Cu2+(cyt)

R709

1 Molybdate(ext) + 1 ATP(cyt) + H20(cyt) — 1 Molybdate(cyt) + 1 ADP(cyt) + Pi(cyt)

R710

ATP(cyt) + H20(cyt) + Fe3+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Fe3+(cyt)

R711

ATP(cyt) + H20(cyt) + Fe3+(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Fe3+(cyt)

R712

ATP(cyt) + H20(cyt) + Putrescine(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Putrescine(cyt)

R713

ATP(cyt) + H20(cyt) + Spermidine(ext) — ADP(cyt) + Pi(cyt) + Spermidine(cyt)

R714

5-Deoxy-D-ribose(cyt) — 5-Deoxy-D-ribose(ext)

R715

S-Methyl-5-thio-D-ribulose 1-phosphate(cyt) — S-Methyl-5-thio-D-ribulose 1-phosphate(ext)

R716

4-Methylphenol(cyt) — 4-Methylphenol(ext)

R717

Carbon monoxide(cyt) — Carbon monoxide(ext)

R718

H+(cyt) < H+(cax)

R719

02(cyt) — O2(cax)

R720

HCO3-(cyt) — HCO3-(cax)

R721

D-Ribulose 1,5-bisphosphate(cyt) — D-Ribulose 1,5-bisphosphate(cax)

R722

3-Phospho-D-glycerate(cax) — 3-Phospho-D-glycerate(cyt)

R723

2-Phosphoglycolate(cax) — 2-Phosphoglycolate(cyt)

R724

1 H20(cyt) <> 1 H20(tll)

R725

1 02(tll) <> 02(cyt)
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R726

1 Plastoquinone-9(cyt) — Plastoguinone-9(tim)

R727

1 H20(pps) « 1 H20(cyt)

R728

1 02(pps) « 1 02(cyt)

R729

1 Plastoquinone-9(cyt) — Plastoquinone-9(cym)

Vitamina B6

R730

D-Erythrose 4-phosphate(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt) — 4-Phospho-D-erythronate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R731

4-Phospho-D-erythronate(cyt) + NAD+(cyt) — 2-Oxo0-3-hydroxy-4-phosphobutanoate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R732

O-Phospho-4-hydroxy-L-threonine(cyt) + 2-Oxoglutarate(cyt) & 2-Oxo0-3-hydroxy-4-phosphobutanoate(cyt) + L-Glutamate(cyt)

R733

O-Phospho-4-hydroxy-L-threonine(cyt) + NAD+(cyt) — 2-Amino-3-0x0-4-phosphonooxybutyrate(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt)

R734

2-Amino-3-oxo0-4-phosphonooxybutyrate(cyt) — 3-Amino-2-oxopropyl phosphate(cyt) + CO2(cyt)

R735

3-Amino-2-oxopropyl phosphate(cyt) + 1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate(cyt) — Pyridoxine phosphate(cyt) + Pi(cyt) + 2 H20(cyt)

R736

Pyridoxine phosphate(cyt) + O2(cyt) <> Hydrogen peroxide(cyt) + Pyridoxal phosphate(cyt)

Vitamina B12

R737

2 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Uroporphyrinogen lll(cyt) — 2 S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 2(cyt)

R738

S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Precorrin 2(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 3A(cyt)

R739

Precorrin 3A(cyt) + O2(cyt) + NADH(cyt) + H+(cyt) — Precorrin 3B(cyt) + NAD+(cyt) + H20(cyt)

R740

S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Precorrin 3B(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 4(cyt)

R741

S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Precorrin 4(cyt) — S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 5(cyt)

R742

Precorrin 6X(cyt) + Acetate(cyt) + S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) « Precorrin 5(cyt) + S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + H20(cyt)

R743

Precorrin 6Y(cyt) + NADP+(cyt) «» Precorrin 6X(cyt) + NADPH(cyt) + H+(cyt)

R744

2 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Precorrin 6Y(cyt) — 2 S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 8X(cyt) + CO2(cyt)

R745

2 S-Adenosyl-L-methionine(cyt) + Precorrin 6Y(cyt) — 2 S-Adenosyl-L-homocysteine(cyt) + Precorrin 8X(cyt) + CO2(cyt)

R746

Precorrin 8X(cyt) «<» Hydrogenobyrinate(cyt)

R747

Precorrin 8X(cyt) «<» Hydrogenobyrinate(cyt)

R748

Precorrin 8X(cyt) «<» Hydrogenobyrinate(cyt)

R749

Hydrogenobyrinate(cyt) + 2 L-Glutamine(cyt) + 2 ATP(cyt) + 2 H20(cyt) — Hydrogenobyrinate a,c diamide(cyt) + 2 Pi(cyt) + 2 L-Glutamate(cyt) + 2 ADP(cyt)

R750

Hydrogenobyrinate a,c diamide(cyt) + Cobalt ion(cyt) + ATP(cyt) + H20(cyt) — Cob(ll)yrinate a,c diamide(cyt) + Pi(cyt) + ADP(cyt) + H+(cyt)

R751

Hydrogenobyrinate a,c diamide(cyt) + Cobalt ion(cyt) + ATP(cyt) + H20(cyt) — Cob(ll)yrinate a,c diamide(cyt) + Pi(cyt) + ADP(cyt) + H+(cyt)

R752

2 Cob(ll)yrinate a,c diamide(cyt) + Reduced FMN(cyt) « 2 Cob(l)yrinate a,c diamide(cyt) + FMN(cyt) + 2 H+(cyt)

R753

Cob(l)yrinate a,c diamide(cyt) + ATP(cyt) + H+(cyt) — Adenosyl cobyrinate a,c diamide(cyt) + Triphosphate(cyt)
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R754

GEM de Synechocystis: reacciones y férmulas de reaccion

Adenosyl cobyrinate a,c diamide(cyt) + 4 L-Glutamine(cyt) + 4 ATP(cyt) + 4 H20(cyt) — Adenosyl cobyrinate hexaamide(cyt) + 4 L-Glutamate(cyt) + 4 Pi(cyt)

+ 4 ADP(cyt)

R755

Adenosyl cobyrinate hexaamide(cyt) + D-1-Aminopropan-2-ol O-phosphate(cyt) + ATP(cyt) — Adenosyl cobinamide phosphate(cyt) + ADP(cyt) + Pi(cyt)

R756

Adenosyl cobinamide phosphate(cyt) + GTP(cyt) — Adenosine-GDP-cobinamide(cyt) + PPI(cyt)

R757

Nicotinate D-ribonucleotide(cyt) + Dimethylbenzimidazole(cyt) — Nicotinate(cyt) + N1-(5-Phospho-alpha-D-ribosyl)-5,6-dimethylbenzimidazole(cyt) + H+(cyt)

R758

N1-(5-Phospho-alpha-D-ribosyl)-5,6-dimethylbenzimidazole(cyt) + H20(cyt) — alpha-Ribazole(cyt) + Pi(cyt)

R759

Cobamide coenzyme(cyt) + GMP(cyt) + H+(cyt) — Adenosine-GDP-cobinamide(cyt) + alpha-Ribazole(cyt)

Intercambio y Transporte

R800

Ethanol(cyt) — Ethanol(ext)

R801

CDP-glucose(cyt) — CDP-glucose(ext)

R802

Deoxyadenosine(cyt) — Deoxyadenosine(ext)

R803

dTDP-6-deoxy-L-mannose(cyt) — dTDP-6-deoxy-L-mannose(ext)

R804

GDP-mannose(cyt) —» GDP-mannose(ext)

R805

3-Hydroxyechinenone(cyt) — 3-Hydroxyechinenone(ext)

R806

Nickel(cyt) — Nickel(ext)

R807

Cadaverine(cyt) — Cadaverine(ext)

R808

dTDP-galactose (cyt) — dTDP-galactose (ext)

R809

O2(pps) — O2(ext)

R810

D-Fructose(cyt) — D-Fructose(ext)

R811

2-(beta-D-Glucosyl)-sn-glycerol(cyt) — 2-(beta-D-Glucosyl)-sn-glycerol(ext)

R812

Poly-beta-hydroxybutyrate(cyt) — Poly-beta-hydroxybutyrate(ext)

R813

UDP-D-galactose(cyt) —» UDP-D-galactose(ext)

R814

Iron chelate(cyt) — Iron chelate(ext)

R815

myo-Inositol(cyt) — myo-Inositol(ext)

R816

H20(pps) — H20(ext)

R817

Spremine(cyt) — Spermine(ext)

R818

Sucrose(cyt) — Sucrose(ext)

R819

Pyruvate(cyt) — Acetaldehyde(cyt) + CO2(cyt)

R820

Acetate(cyt) — Acetate(ext)

R821

Pyruvate(cyt) — Pyruvate(ext)

R822

2-Oxoglutarate(cyt) — 2-Oxoglutarate(ext)

202



Apéndice A GEM de Synechocystis: reacciones y formulas de reaccién

R823  Fumarate(cyt) — Fumarate(ext)

R824  Succinate(cyt) — Succinate(ext)

R825  Citrate(cyt) — Citrate(ext)

R826  (S)-Malate(cyt) — (S)-Malate(ext)

R827 CO2(ext) — CO2(tll)

R828 CO2(cyt) + H20(cyt) — HCO3-(cyt) + H+(cyt)
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APENDICE B

GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

En este Apéndice se presentan las asociaciones Gen-Proteina-Reaccion (GPR) incluidas
en el modelo. En la Tabla B.1 se presentan las reacciones con la misma numeracién que
en el Apéndice A, los nimeros E.C. y los genes asociados a cada una de ellas. Algunos
ndmeros de reaccion no se encuentran en la Tabla B.1 debido a que no contienen ni nimero
E.C ni gen asociado. Estas reacciones son las que se agregaron con fines de modelado o
bien reacciones observadas de forma experimental pero aun sin identificar (por ejemplo,

excrecion de metabolitos al medio).
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Tabla B.1. Asociaciones GPR

Rxn Nu;ém Genes Rxn NL:ErErO Genes
R1 2.6.1.1 sl10402 R40 3.5.1.14 slr1653
R2 2.6.1.9 sl11958 R42 2.7.2.8 sir1898
R3 2.6.1.1 sl10402 R43 1.2.1.38 sll0080
R4 2.5.1.54 sll0934 R44 2.1.3.3 sll0902
R5 4234 slr2130 Rxn Numero E.C. Genes
R6 4.2.1.10 sli1112 R45 4.3.2.1 sir1133
R7 1.1.1.25 slr1559 R46 6.3.4.5 slr0585
R8 2.7.1.71 sll1669 sll0370, sll1498,
R9 2.5.1.19 slr0444 R47 6.3.5.5 slr1616
R10 4.2.35 sli1747 R48 2.7.2.2 sllo573
R11  4.1.3.27 slr0055, sIr0738 R49 1.7.7.2 sli1454
R12 4.1.3.27 slr0055, slr0738 R50 1.7.7.1 sir0898
R13 2.4.2.18 slr1867 R51 1.4.7.1 sll1499
R14 5.3.1.24 sll0356 R52 3.5.3.6 sll1336
R15 4.1.1.48 slr0546 R53 2.6.1.13 slr1022
R16 4.2.1.20 slr0543, slr0966 R54 1434 slr0782
R17 4.2.1.20 slr0543, slr0966 R55 1434 slr0782
R18 4.2.1.20 slr0543, slr0966 R57 3.5.3.7 sll1077 or sll0228
R19 5.4.99.5 sll0109 R58 3515 sll0420, slli1750,
R20 4.2.151 sll1662 slr1256
R21 1.3.1.12 slr2081 R59 1.14.11.2 sll0428 or sll0191
R22 2.6.1.11 sll0938 R60 15.1.2 slr0661
R23 2.6.1.11 slr1022 R61 15.1.12 sll1561
R24 1.4.1.14 sl11027, slli1502 R62 2.6.1.1 sll0402
R25 6.3.1.2 slr0288 R63 4.1.3.16 sll0107
R26 6.3.1.2 slr1756 R64  4.1.1.19 slr0662, slr1312
R27 3.5.1.2 slr2079 R65 4.3.1.19 slr2072
R28 1414 slr0710 R66 4.2.3.1 sll1172
R29 2.7.2.11 slr2035 R67 4.23.1 sl11688
R30 1.2.1.41 sll0373 R68 2.7.1.39 sll1760
R31 1.2.1.41 sllo461 R69 1.1.1.3 sll0455
R32 1.5.1.12 sll1561 R70 1.2.1.11 slr0549
R33 1.5.1.12 sll1561 R71 2.7.2.4 slr0657
R34 1.5.99.8 sll1561 R72 4.2.1.52 slr0550
R35 1.5.99.8 sll1561 R73 1.3.1.26 sl11058
R36 1.51.2 slr0661 R74  2.6.1.83 sll0480
R37 2.3.1.1 sl11883 R75 5.1.1.7 slr1665
R38 2.3.1.35 sl11883 R76 4.1.1.20 sll0504
R39 3.5.1.14 sll0100 R77 6.3.5.4 -
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Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes
R78 3.5.1.1 sl0422 R124 - slr0905
R79 3.5.1.1 sll0585 R125 1.14.13.81 sll1214
R80 2.7.1.- sllo776 R126 1.3.1.75 slr1923
R81 4.1.1.81 sll1713 R127 1.3.1.33 slr0506
R91 2.5.1.32 slr1255 slr0749, slr0750,
R92 2.5.1.32 slr1255 R128 13.7.7 slr0772
R93 1.14.99.- slr1254 R129 2.5.1.62 slr0056
R94 1.14.99.- sirl254 R130 1.5.1.20 slr2141
R95 - sll0033, sIr0940 R131 3.5.4.16 slr0426
R96 - sll0033, sIr0940 sll1076 or slr0787 or
Rxn  Numero E.C. Genes R132 36.1- slr0920
R97 - sllo147 R133 3.61.- sll1076 or slr0787 or
R98 - sllo147 slr0920
R99 1.14.13.- sll1468 R134 4.1.2.25 slr1626
R100 1.14.13.- sll1468 R135 1.2.1.3 slr0091
R101 1.14.13.- sll1468 R136 2.7.6.3 slr1093
R102 - slr0088 R137 2.5.1.15 slr2026
R103 6.1.1.17 sll0179 Rxn  Numero E.C. Genes
R104 1.2.1.70 slr1808 R138 2.5.1.15 slr2026
R105 5.4.3.8 sll0017 R139 4.1.3.38 slr0887
R106 4.2.1.24 sll1994 R140 2.6.1.85 slr1979
R107 2.5.1.61 slr1887 R141 6.3.2.17 sll1612
R108 4.2.1.75 sll0166 R142 6.3.2.12 sll1612
R109 4.1.1.37 slr0536 R143 1.5.1.3 slr2026
R110 1.3.3.3 sll1185 R144 3.5.1.10 slloo70
R111 1.3.99.22 sll1876 R145 3.5.4.9 sllo753
R112 1.3.99.22 sli1917 R146 1.5.1.5 sllo753
R113 1.3.34 sli1237 R149 1.8.1.9 slr0600
R114 1.3.34 slr1790 R150 4.2.1.1 slr0051
slr1030, slr1055, R151 4.21.1 sir1347
R115 6.6.11 slr1777 R152 3.6.1.1 slr1622
R116 2.1.1.11 slr0525 R153 2.7.4.1 sll0290
R117 1.14.13.81 sll1874 R154 2.7.4.1 sll0290
R118 - sir0905 R155 1.6.1.2 slr1239, slr1434
R119 1.14.13.81 sll1214 R156 1.15.1.1 slr1516
R120 1.14.13.81 sll1874 R157 1.11.1.6 sl11987
R121 - slr0905 R158 1.11.1.9 sir1171
R122 1.14.13.81 sll1214 R159 1.11.1.9 slr1992

R123 1.14.13.81 sll1874
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Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Numero Namero
Rxn EC. Genes Rxn EC. Genes
R160 - slr0600, sir1562, R196 2.5.1.6 sll0927
ssr2061 R197 1.1.1.81 sll1908
R162 - sll1973, sir1510, R198 2.6.1.45 sll1559
sl11848 R199 2.7.1.165 sir1840
sll1973, sir1510, R200 1.1.1.60 slr0229
R163 -
sl11848 R201 4.1.1.47 sll1981
R164 - sll1973, sir1510, R202 1.2.35 sll1556
sl11848 R203 2.8.1.7 sllo704
R165 - sll1973, sr1510, R204 2.8.17 siro077
sll1848 R205 2.8.1.7 slr0387
R166 3.1.3.4 sll0545 R206 2.6.1.4 sll0006
R167 3.1.34 sll0545 R207 2.3.1.31 -
R168 3.1.34 sll0545 R208 2.5.1.49 -
R169 2.7.1.107 sir0054 R209 1.4.3.19 slr0633
R170 2.7.1.107 sir0054 R210 3.1.3.7 sll0895
R171 2.7.1.107 sir0054 R211 1.4.1.1 sll1682
R172 2.7.7.41 sir1369 R212 4.1.1.50 R
R173 2.7.8.5 sll1522 R213 6.3.2.2 slr0990
R174 3.1.3.27 - R214 6.3.2.3 sir1238
R175 3.13.1.1 sir1020 R215 2.3.2.2 slr1269
R176 2.4.1.- sir0384 R216 3.4.11.2 sll1343
R177 2.4.1.157 sli1377 R217 3.4.11.1 sll2001
R178 2.4.1.157 sli1377 R218 1.1.1.95 sll1908
R181 2.4.1.184 sir1508 R219 2.6.1.52 -
R182 2.3.1.30 sir1348 R220 3.1.3.3 slri124
R183 2.5.1.47 sllo712 R221 2.7.1.2 sll0593
R184 2.5.1.47 slr1842 R222 2.7.1.2 slr0329
R185 2.7.7.4 slr1165 R223 5.3.19 slr1349
R186 2.7.1.25 slr0676 R224 3.1.3.11 slr0952
R187 1.8.4.8 sir1791 R225 3.1.3.11 slr2094
R188 3.1.3.7 sllo895 R226 2.7.1.11 sllo745
R189 1.8.7.1 slr0963 R227 2.7.1.11 sll1196
R190 4.3.1.19 slr2072 R228 4.1.2.13 sll0018
R191 2.1.21 sll1931 R229 4.1.2.13 slr0943
R192 2.1.2.10 sll0171, sIr0293, R230 5.3.1.1 slr0783
sIr0879 R231 1.2.1.59 sll1342
R193 2.1.1.13 slr0212 R232 1.2.1.12 slr0o8s4
R194 3.3.1.1 sll1234 R233 2.7.2.3 slr0394
R195 2.1.1.37 slr0214 R234 5.4.2.1 slr1748
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Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes

R235 5.4.2.1 slr1124 R274 5.3.1.16 slr0652

R236 5.4.2.1 slr1945 R275 4.1.3.- sl11893

R237 5.4.2.1 sll0395 R276 2.4.2.- slr0084

R238 4.2.1.11 slr0752 R277 4.2.1.19 slr0500

R239 5.4.2.2 sll0726 R278 2.6.1.9 sl11958

R240 2.7.1.4 slr1448 R279 3.1.3.15 sll0084

R241 5.3.1.8 slr0493 R280 1.1.1.23 slr0682

R242 5.4.2.8 sll1496 R281 1.1.1.23 slr1848

R243 5.4.2.8 slr1334 R282 1.1.1.23 slr0682

R244 2.7.7.13 sll1496 R283 1.1.1.23 slr1848

R245 2.7.7.13 sll1558 sll0065, sll1981,
R246 2.7.7.22 sll1370 R284 2216 slr2088

R247 2.7.7.22 slr2074 R2S5 2216 sll0065, sll1981,
R248 2.7.7.24 sll0207 slr2088

R249 2.7.7.33 sir0983 R2S6 2216 sll0065, sll1981,
R250 5.1.3.2 sll0244 slr2088

R251 5.1.3.2 slr1067 R287 1.1.1.86 sll1363

R252 5.1.3.2 slr1078 R288 1.1.1.86 sli1363

R253 4.2.1.46 slr0809 R289 1.1.1.86 sll1363

R254 4.2.1.46 slr0836 R290 4.2.1.9 slr0452

R255 5.1.3.13 slr0985 R291 4.2.1.9 slr0452

R256 5.1.3.13 slr1933 R292 2.6.1.42 slr0032

R257 1.1.1.133 sll1395 R293 2.6.1.42 slr0032

R258 2.7.7.9 - R294 2.6.1.42 slr0032

R259 5.1.3.2 sll0244 R295 2.3.3.13 sli1564

R260 1.2.1.3 slr0091 R296 2.3.3.13 slr0186

R261 1.1.1.2 slr0942 R297 4.2.1.33 sli1444, sli1470
R262 2.7.1.30 slr1672 R298 4.2.1.33 sli1444, sli1470
R263 1.1.1.94 slr1755 R299 1.1.1.85 slr1517

R264 1.1.5.3 sl11085 R301 2.3.1.182 sll1564 or slr0186
R265 1.1.5.3 sl11085 R302 4.2.1.35 sli1444, sli1470
R266 2.4.1.14 sll0045 R303 - sll1444, sll1470
R267 3.1.3.24 slr0953 R304 1.1.1.85 slr1517

R268 4.99.1.1 slr0839 R305 5.5.1.4 slil722

R269 2.5.1.- sl11899 R306 5.5.1.4 sll1981

R270 - sl11898 R307 3.1.3.25 sll1329

R271 2.4.2.17 sll0900, sIr1560 R308 3.1.3.25 sll1383

R272 3.6.1.31 slr0608 R309 3.1.3.25 sll1959

R273 3.5.4.19 slr0608 R310 2.3.1.180 slr1511
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Numero Namero
Rxn EC. Genes Rxn EC. Genes
R311 2.3.1.179 slr1332 R349 1.1.1.100 sll0330
R312 2.3.1.180 slr1511 R350 1.1.1.100 slI5079
R313 2.3.1.179 sll1069 R351 1.1.1.100 slr0886
sll0053, sll0336, R352 1.1.1.100 sll0330
R314 6412 sll0728, slr0435 R353 1.1.1.100 slI5079
R315 2.3.1.39 slr2023 R354 4.2.1.- sll1605
R316 2.3.1.179 sll1069 R355 4.2.1.- sll1605
R317 2.3.1.179 slr1332 R356 4.2.1.- sll1605
R318 2.3.1.179 sll1069 R357 4.2.1.- sll1605
R319 2.3.1.179 slr1332 R358 4.2.1.- sll1605
R320 2.3.1.179 sll1069 R359 4.2.1.- sll1605
R321 2.3.1.179 slr1332 R360 4.2.1.- sll1605
R322 2.3.1.179 sll1069 R361 4.2.1.- sll1605
R323 2.3.1.179 slr1332 R362 1.3.1.10 sir1051
R324 2.3.1.179 sll1069 R363 1.3.1.10 sir1051
R325 2.3.1.179 slr1332 R364 1.3.1.10 sir1051
R326 2.3.1.179 sll1069 R365 1.3.1.10 sir1051
R327 2.3.1.179 slr1332 R366 1.3.1.10 sir1051
R328 2.3.1.179 sll1069 R367 1.3.1.10 sir1051
R329 2.3.1.179 slr1332 R368 1.3.1.10 sir1051
R330 1.1.1.100 slr0886 R369 1.3.1.10 sir1051
R331 1.1.1.100 sll0330 R370 1.14.19.1 sllo541
R332 1.1.1.100 slI5079 R371 1.14.19.1 sllo541
R333 1.1.1.100 slr0886 R372 1.14.19.- sir1350
R334 1.1.1.100 sll0330 R373 1.14.19.3 sll0262
R335 1.1.1.100 slI5079 R374 1.14.19.- sll1441
R336 1.1.1.100 slr0886 R375 1.14.19.3 sll0262
R337 1.1.1.100 sll0330 R376 2.3.1.129 sll0379
R338 1.1.1.100 slI5079 R377 3.5.1.108 sll1508
R339 1.1.1.100 slr0886 R378 2.3.1.191 slr0776
R340 1.1.1.100 sll0330 R379 2.4.1.182 slr0015, slr1677
R341 1.1.1.100 slI5079 R380 3.6.1.54 -
R342 1.1.1.100 slr0886 R381 1.4.3.16 sll0631
R343 1.1.1.100 sll0330 R382 2.5.1.72 sll0622
R344 1.1.1.100 slI5079 R383 2.4.2.19 slr0936
R345 1.1.1.100 slr0886 R384 2.7.7.18 sll1916
R346 1.1.1.100 sll0330 R385 2.7.7.1 slr0787
R347 1.1.1.100 slI5079 R386 6.3.5.1 sir1691
R348 1.1.1.100 slr0886 R387 2.7.1.23 sli1415
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes
R388 2.7.1.23 sir0400 R427 2.2.1.1 sll1070

R389 2.4.2.11 slr0788 R428 2.2.1.1 sll1070

R390 4.1.1.11 sll0892 R429 5.1.3.1 sll0807

R391 4.1.1.15 sli1641 R430 2.2.1.2 sir1793

R392 2.1.2.11 slr0526 R431a 4.1.1.39 sIr0009, slr0012
R393 1.1.1.86 sll1363 R431b 4.1.1.39 slr0009, slr0012
R394 6.3.2.1 sll1249 R432 2.7.1.19 sll1525

R395 2.7.1.33 slr0812 R433 2.7.6.1 sll0469

R396 4.1.1.36 sll0250 R434 4.2.3.3 sll0036

R397 6.3.25 sll0250 R435 4.4.15 slr0381

R398 6.3.2.5 sll0250 R436 3.1.2.6 sll1019 or sIr1259
R399 2.7.7.3 slr0847 R437 4.1.2.22 sll0529

R400 2.7.1.24 slr0553 R438 4.1.2.22 slr0453

R401 2.6.1.16 sll0220 R439 4.1.2.22 sll0529

R402 5.4.2.10 sll1758 R440 4.1.2.22 slr0453

R403 2.3.1.157 sll0899 R441 2.7.1.11 sll0745

R404 2.7.7.23 sll0899 R442 2.7.1.11 sll1196

R405 2.5.1.7 slr0017

R406 1.1.1.158 slr1424

R407 6.3.2.8 slr1423

R408 6.3.2.9 sll2010

R409 6.3.2.13 slr0528

R410 5.1.1.3 slr1746

R411 5.1.1.1 slr0827

R412 6.3.2.4 slr1874

R413 6.3.2.10 slr1351
R414 2.7.8.13 sllo657
R415 2.4.1.227 slr1656
R416 2.4.1.129 sll1833
R417 2.4.1.129 slr1710
R418 3.6.1.27 sll0210
R419 4.1.2.13 sll0018
R420 4.1.2.13 slr0943
R421 3.1.3.37 slr2094
R422 1.1.1.49 sir1843
R423 3.1.1.31 sll1479
R424 1.1.1.44 sll0329
R425 5.3.1.6 sir0194
R426 5.3.1.6 ssl2153
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

NUmero
Rxn n
X EC. Genes

slr1281, sll1732, sll0520, sll0027, ssr1386, slr0844, sll0223, sli1733,
R446 1.6.5.3 sll0522, sll0519, slr1291, sIr0331, sll0521, sll0026, sir1279, sir0261,
sIr1280, slr1623, sll1262, slr2007, sIr2009, ssl0352
slr1281, sll0520, ssr1386, slr0844, sll0223, sll0522, sll0519, slr1291,
R447 1.6.5.3 slr0331, sll0521, sIr1279, slr0261, slr1280, slr1623, sli1262, slr2007,
slr2009, ssl0352
sIr1281, sll1732, sli0520, sll0027, ssr1386, sir0844, sll0223, sll1733,
R448 1.6.5.3 sll1734, sll0522, sll0519, slr1291, slr0331, sll0521, sll0026, sir1279,
slr0261, slr1280, sIr1623, sll1262, slr2007, slr2009, ssl0352, slr1302
sIr1281, sll1732, sli0520, sll0027, ssr1386, sir0844, sll0223, sll1733,
R449 1.6.5.3 sll1734, sll0522, sll0519, slr1291, slr0331, sll0521, sll0026, sir1279,
slr0261, slr1280, sIr1623, sll1262, slr2007, slr2009, ssl0352, slr1302
R450 1.6.99.3 sll1484
R451 1.6.99.3 sIr0851
R452 1.6.99.3 sIr1743
R453 1.6.99.3 sll1484
R454 1.6.99.3 sIr0851
R455 1.6.99.3 sIr1743
R456 1.9.3.1 sll0813, sIr2082, sIr2083
R457 1.9.3.1 slr1136, slr1137, slr1138
R458 1.9.3.1 sll0813, sIr2082, sIr2083
R459 1.9.3.1 slr1136, slr1137, slr1138
R460 1.10.3.- slr1379, slr1380
R461 1.10.3.- sirl379, slr1380
sll1182, sll1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sll1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, smIl0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sli1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, smIl0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sli1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, smIl0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sli1317, slr0342, slr0343, slr1185, smIl0004, smr0003,
smr0010, sll1796

R462 1.10.99.1

R463 1.10.99.1

R464 1.10.99.1

R465 1.10.99.1

R466 1.10.99.1

R467 1.10.99.1

R468 1.10.99.1

R469 1.10.99.1
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

NUmero
Rxn n
X EC. Genes

sll1182, sli1316, sli1317, slr0342, sir0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sli1316, slli1317, slr0342, sIlr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sli1316, slli1317, slr0342, sIlr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sll1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, sll1316, sll1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll1182, slli1316, sll1317, slr0342, slr0343, slr1185, sml0004, smr0003,
smr0010, sll1796
sll0226, sll0629, sll0634, sll0819, slr0171, slr0737, slr0823, sIr0823,
R476 - slr1655, slr1834, slr1835, sml0008, smr0004, smr0005, ssl0563,
ssr0390, ssr2831, ssr2016
sll0226, sll0629, sll0634, sll0819, slr0171, slr0737, slr0823, sIr0823,
R477 - slr1655, slr1834, slr1835, sml0008, smr0004, smr0005, ssl0563,
ssr0390, ssr2831, ssr2016
R478 1.18.1.2 sIr1643
R479 1.8.7.2 sll0554, ssr0330
sll0226, sll0629, sll0634, sll0819, slr0171, slr0737, slr0823, sIr0823,

R470 1.10.99.1

R471 1.10.99.1

R472 1.10.99.1

R473 1.10.99.1

R474 1.10.99.1

R475 1.10.99.1

R480 - slrl655, slrl834, slr1835, smI0008, smr0004, smr0005, ssl0563,
ssr0390, ssr2831
R481 - sll0550, sll1521

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sl11194, sll1398, sl11418, sll1867,
sir0906, sIr0927, sir1181, sir1311, slr1645, sirl739, slr2034, smI0001,
sml0002, sml0003, smI0005, sml0007, smr0001, smr0006, smrO007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sli

sir1281, sll1732, sll0520, ssr1386, slr0844, sll0223, sll1733, sli0522,
R483 1.6.5.3 sll0519, sIr1291, slr0331, sll0521, slr1279, slr0261, sir1280, slr1623,
sll1262, slr2007, slr2009, ssl0352

sll0258, sllo427, slio849, sll0851, sll1194, sll1398, sll1418, sli1867,
sir0906, sIr0927, sir1181, sir1311, slr1645, sir1739, slr2034, smI0001,

R482 -

Rag4 - sml0002, sml0003, smI0005, sml0007, smr0001, smr0006, smrO007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219
sll0258, sll0427, slio849, sll0851, sll1194, sll1398, sll1418, sll1867,
RASS - sir0906, sIr0927, sir1181, sir1311, slr1645, sir1739, slr2034, sml0001,

sml0002, sml0003, smI0005, smI0007, smr0001, smr0006, smrO007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219
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Apéndice B

GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn

NUmero

E.C.

Genes

R486

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sll1398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, sIr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, smIl0001,
sml0002, smI0003, sml0005, smI0007, smr0001, smr0006, smr0007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R487

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sl11398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, sIr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, smIl0001,
sml0002, smI0003, sml0005, smIl0007, smr0001, smr0006, smr0007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R488

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sl11398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, sIr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, smIl0001,
sml0002, smI0003, sml0005, smI0007, smr0001, smr0006, smr0007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R489

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sl11398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, sIr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, smIl0001,
sml0002, sml0003, sml0005, smI0007, smr0001, smr0006, smr0007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R490

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sl11398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, sIr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, smIl0001,
sml0002, smI0003, sml0005, smI0007, smr0001, smr0006, smrO007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R491

sll0258, sll0427, sll0849, sll0851, sll1194, sll1398, sll1418, sll1867,
slr0906, slr0927, slr1181, slr1311, slr1645, slr1739, slr2034, sml0001,
sml0002, smI0003, sml0005, smI0007, smr0001, smr0006, smrO007,
smr0008, smr0009, ssl2598, ssr3451, sll0217, sll0219

R492

3.6.3.14

sll1327, sli1323, sll1322, ssl2615, sli1324, sll1325, sl11326, slr1329,
sir1330

R493

3.6.3.14

sll1327, sll1323, sll1322, ssl2615, sli1324, sll1325, sll1326, slr1329,
slr1330
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes

R494 2.7.1.40 sll0587 R531 1.1.99.14 sllo404

R495 2.7.1.40 sll1275 R532 1.1.99.14 slr0806

R496 1.8.1.4 slr1096 R533 2.4.2.14 sll0757

R497 1.24.1 sll1721, slr1934 R534 6.3.4.13 sir1159

R498 2.3.1.12 sll1841 R535 2.1.2.2 slr0477

R499 6.2.1.1 sll0542 R536 2.1.2.2 slr0477

R500 1.2.1.3 sir0091 sll1056, slr0519,

R501 1.1.1.1 sll0990 RS37 6.3.53 slr0520

R502 1.1.1.2 sir0942 R538 6.3.3.1 slr0838

R503 4.1.1.31 sll0920 R539 6.3.4.18 sllo578

R504 1.1.1.37 sllog91 R540 5.4.99.18 sll0901

R505 2.6.1.1 sll0402 R541 6.3.2.6 slrl226

R506 2.7.9.2 sir0301 R542 4.3.2.2 sllo421

R507 1.4.11 sll1682 R543 2.1.2.3 slr0597

R508 4.2.1.3 slr0665 R544 2.1.2.3 slr0597

R509 4.2.1.3 slr0665 R545 6.3.4.4 sll1823

R510 1.1.1.42 slr1289 R546 4.3.2.2 sllo421

R511 6.2.1.5 sll1023, sll1557 R547 1.174.1 slr0591, slr1164

R512 4.2.1.2 slr0018 R548 3.1.35 sll1108
sll0823, sll1625, R549 3.1.35 sll1459

R513  1.3.99.1 slr1233 R550 1.17.4.1 slr0591, slr1164
sll0823, sll1625, R551 2.4.2.7 sll1430

R514  1.3.99.1 slr1233 R552 3.6.1.19 sll1005

R515 2.3.3.1 sll0401 R553 2.7.4.6 sll1852

R516 1.1.1.28 slr1556 R554 2.7.4.6 sl11852

R517 1.1.1.38 slr0721 R555 2.7.4.6 sll1852

R518 2.3.1.8 slr2132 R557 3.1.35 sll1108

R519 2.7.2.1 sll1299 R558 3.1.35 sll1459

R520 3.1.3.18 sll1349 R559 1.1.1.205 slrl722

R521 3.1.3.18 slr0458 R560 6.3.5.2 slr0213

R522 3.1.3.18 slr1762 R561 2.7.4.8 sir1123

R523 1.2.7.1 sllo741 R562 2.1.2.2 slr0861

R524 4.1.1.2 sll1358 R563 2.7.4.3 sll1059

R525 1.2.2.1 sll1359 R564 2.7.4.3 sll1815

R526 1.4.3.16 sllo631 R565 2.7.4.3 sll1059

R527 4.1.1.15 sll1641 R566 2.7.4.3 sll1815

R528 4.1.1.71 sll1981 R567 3.6.1.19 sll1005

R529 1.2.1.16 slr0370 R568 2.7.4.6 sl11852

R530 2.6.1.19 slr1022 R569 2.7.4.6 sll1852
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Apéndice B GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes
R570 2.1.3.2 slr1476 R608 6.2.1.26 slr0492
R571 3.5.2.3 sll1018 R609 4.1.3.36 sll1127
R572 3.5.2.3 slr0406 R610 3.1.2.28 slr0204
R573 1.3.98.1 slio744 R611 25.1.- slr1518
R574 1.3.98.1 slr1418 R612 2.1.1.- sll1653
R575 2.4.2.10 slr0185 R613 1.13.11.27  sIr0090
R576 4.1.1.23 sll0838 R614 3.5.4.25 sll1894
R577 2.7.4.14 sll1249 R615 3.5.4.26 slr0066
R578 2.7.4.22 sll0144 R616 3.1.3.- sll0400
R579 2.7.4.14 sll1249 R617 1.1.1.193 slr0066
R580 2.7.4.6 sll1852 R618 4.1.99.12 sll1894
R581 2.7.4.6 sll1852 R619 2.5.1.78 sll1282
R582 6.3.4.2 sll1443 R620 2.5.1.9 sll0300
R583 6.3.4.2 sll1443 R621 2.7.1.26 slr1882
R584 3.5.4.13 sll1258 R622 2.7.7.2 slr1882
R585 3.5.4.13 sll1258 R623 1.5.1.38 slr0945
R586 2.7.4.9 slr0379 R624 1.14.99.40 sIr1719 or sir0001
R587 2.7.4.9 slr0379 R625 2.4.1.213 sll1566
R588 2.1.1.148 sll1635 R626 3.1.3.69 slr0746
R589 3.6.1.19 sll1005 R627 4.1.1.18 sll1683
R590 1.17.4.1 slr0591, slr1164 R628 3.5.3.11 sll0228
R591 1.17.4.1 slr0591, slr1164 R629 2.5.1.16 -

R592 2.7.4.6 sll1852 R630 2.5.1.16 -
R593 2.5.1.- slr1736 R631 2.4.2.28 sll0135
R594 - slr1737 R632 5.3.1.23 sir1938
R595 - slr1737 R633 2.7.7.27 slr1176
R596 2.1.1.95 slr0089 R634 2.4.1.21?? glgA?
R597 2.1.1.95 slr0089 R635 2.4.1.21?? glgA?
R598 4.1.3.40 sll1797 R636 2.4.1.18 sll0158
R599 2.5.1.39 slr0926 R637 3.2.1.68 glgXx?

sll0936 or slIr1099 or R638 3.2.1.68 glgXx?
R600 -

slr1300 R639 24.1.1 slr1367
R601 - sll0418 R640 2.4.1.1 sll1356
R602 - sll0418 R641 3.2.1.- slr0237
R603 5.4.4.2 sll0603 R642 3.2.1.- slr1857
R604 5.4.4.2 slr0817 R643 2.3.1.9 slr1993
R605 2.2.1.9 sll0603 R644 1.1.1.36 slr1994
R606 4.2.99.20 slr1916 R645 2.3.1.- sir1829, slr1830
R607 4.2.1.113 sll0409 R646 6.3.2.29 slr2002
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Apéndice B

Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

GEM de Synechocystis: asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErErO Genes
R647 3.4.15.6 sIr2001 A sll0473, sli1080,
R648 2.2.1.7 sll1945 511081, sll1082
R649 1.1.1.267  sll0019 684 - sll1450, sll1451,
R650 2.7.7.60 SIr0951 sll1452, sll1453
R651 2.7.1.148  slo711 R685 - sl10108
R652 4.6.1.12 sIr1542 R686 - sll0537
R653 1.17.7.1 SIr2136 R687 - sll1017
R654 1.17.1.2 slr0348 slrl452, slr1453,
R655 1.17.1.2 slr0348 R688  3.6.3.25 slr1454, slr1455
R656 5.3.3.2 sll1556 R689 - sIr0096
R657 2.5.1.1 sIr0739 sll0540, sll0679,
R658 2.5.1.10 SIr0739 sll0680, sll0681,
R659 2.5.1.29 slr0739 RES0  3.6.3.27 sll0682, sllo683,
R660 2.5.1.31 sll0506 sllo684
R661 1.3.1.83 sll1091 R691 3.6.3.27 slr1247, sir1248,
R662 2.5.1.84 slr0611 slr1249, sir1250
R663 2.5.1.85 slr0611 slr1316, sIr1317,
R664 - sir0118 R692 3.6.3.34 slr1318, slr1319,
R666 - ssr0102, sIr0633 sll1202, slr1491,
R667 2.5.1.3 sll0635 sir1492
R668 2.7.416  sIrl787 R693 - sli1598, sll1599,
R672 - sIr2057 sll1600

slr0043, slr0044 !
R674 - sIri512 R695 - sl10493, sIr1508,
R675 - sl0834 slr1509
R676 <Sl0771 R696 3.6.3.- sIro798
R677 3.6.3.- sl1270, siri735 R697 3.6.3.- slr2043, slr2044,
R678 3.63.- sl1270, sir1735 slr2045
SI1102. SIL103, sll0383, sll0384,
R679 - R698 - sll0385, sIr1978,
sll1104
2680 <Iri14e sll1623, sIr0354
50467 SIr0559. sll0383, sll0384,
R681 . 10146, SIf0949. R699 - 5110385, sIr1978,
<Ir1881 sll1623, sIr0354
sIr0447, sIr1200, R700 - sir0797
R682 - sIr1201, sll0764, R701 - slr1392
<0374 R702 - sll0507
R703 - sl0671
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Tabla B.1 (cont.). Asociaciones GPR

Rxn NL:Er.nCe.ro Genes Rxn NL:ErT]érO Genes
R704 - slr0014, sIr1216 R737 2.1.1.107 sllo378
R705 3.6.3.8 sll0672 R738 2.1.1.130 slr1879
R706 - slr1336 R739 1.14.13.83 -
R707 - sll0273 R740 2.1.1.131 slr0969
R708 3.6.3.4  sll1920 R741 2.1.1.133 slr0239
R709 3.6.3.29 sll0738, sll0739 R742 2.1.1.152 slr1538
R710 3.6.3.30 sll0237, sll0238, sll0240 R743 1.3.1.54 slr0252
sIr1295, slr0513, sIr0327, R744 2.1.1.132 sll0099
R711 3.6.3.30 sll1878 R745 2.1.1.132 slr1368
R712 - sir0401 R746 54.1.2 sll0794
R713 - sir0401 R747 54.1.2 sll0916
R724 - slr2057 R748 54.1.2 slr1467
R726 - - R749 6.3.5.9 sli1501
R727 - slr2057 R750 6.6.1.2 sll1890
R730 1.2.1.72 - R751 6.6.1.2 sir1211
R731 1.1.1.290 - R752 1.16.8.1 sir0001
R732 2.6.1.52 - R753 2.5.1.17 slr0260
R733 1.1.1.262 sll0660 R754 6.3.5.10 slr0618
R734 - - R755 6.3.1.10 slr1925
R735 2.6.99.2 sIr1779 R756 2.7.7.62 slr0216
R736 1.4.3.5 sll1440 R757 2.4.2.21 sll1500
R758 3.1.3.73 sir1124
R759 2.7.8.26 slr0636
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APENDICE C

Reaccion de produccién de biomasa

En este Apéndice se presenta la descripcion detallada de la reaccion de producciéon de
biomasa incluida en el GEM (reacciones R82 a R90), cuya composicion se describi6 en el

Capitulo 2, Figura 2.12.

C.1. Reaccion de producciéon de biomasa.

La reaccion de biomasa se encuentra dividida en varias reacciones, que dan como producto
un componente de la reaccion final de biomasa en la que luego reaccionan todos juntos

para formar la biomasa. Se presentan todas estas reacciones en la tabla a continuacion:

Tabla C.1. Reacciones de formacion de biomasa del GEM curado
Composicion de proteinas
0.608 L — Valina + 0.566 L — Isoleucina + 0.496 L — Treonina + 0.366 L

— Asparagina + 1029 L — Leucina + 0.766 L — Alanina + 0.455 L
— Arginina + 0.14 L — Triptofano + 0.09 L — Cisteina + 0.177 L
— Metionina + 0.168 L — Histidina + 0.666 Glicina + 0.502 L
— Glutamina + 0.463 L — Prolina + 0.454 L — Aspartato + 0.524 L
— Serina + 0.546 L — Glutamato + 0.362 L — fenilalanina + 0.378 L
— Lisina + 0.263 L — Tirosina —» 9.0197 H,0 + B1

Composiciéon de ADN
0.7749 dCTP + 0.8517 dTTP + 0.7772 dGTP + 0.8487 dATP — 3.2525 PP; + B2

Composicion de ARN

0.808 GTP + 0.8012 UTP + 0.73 ATP + 0.7799 CTP — B3 + 3.1191 PP;
Composicién de pared celular

0.4276 Peptidoglicano + 0.4276 Lipopolisacarido — B4

Composicion de lipidos

0.265 DGDG + 0.255SQDG + 0.1 fosfatidilglicerol + 0.38 MGDG — B5
Composicién soluble de la biomasa
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0.008 Corismato + 0.003 SuccCoA + 0.008 Piridoxal fosfate
+ 0.002 Undecaprenil difosfato + 0.062 NAD* + 0.008 10 — Formil
—THF + 1.147 Putrescina + 0.008 Tiamine difosfato + 0.008 Hemo O
+ 0.008 Cobamamida + 0.008 THF + 0.008 Hemo A + 0.008 Glutatién
+ 0.008 5 — Metil — THF + 0.008 Riboflavina + 0.008 Hemo
+ 0.002 NADH + 0.006 CoA + 0.01 AcCoA + 0.008 FAD + 0.008 5,10
— Metenil — THF + 0.008 S — Adenosil — metionina + 0.004 NADP*
+ 0.012 NADPH + 0.233 Espermidina + 0.001 Malonil — CoA — B6
Composicion de iones inorganicos
0.303 Zn*? + 0.303 Molibdato + 0.379 P; + 0.303 Cu + 1.136 NH} + 0.682 Fe3*
+ 0.37950;% + 0.682 Fe?* + 0.379 Na* + 0.303 Mn + 17.04K*
+ 0.757 Mg*? + 0.303 Co + 0.454 Ca*? — B7
Composicion de pigmentos
0.001y —Tocoferol + 0.01 « —Tocoferol + 0.113 Zeaxantina + 0.001 f — Tocoferol
+ 0.134 f — Caroteno + 0.098 Equinenona + 0.009 § — Tocoferol
+ 0.827 Clorofilaa + 0.063 y — Caroteno + 0.067 filoquinona — B8
Reaccion final de formacién de biomasa

53.35H,0 + 0.17 B3 + 0.059 B4 + 0.0244 B8 + 53.35ATP + 0.01 B7 + 0.12B5
+ 0.21031 Glyc + 0.51 B1 + 0.029 B6 + 0.031 B2
— 53.35 Pi + 53.35 ADP
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APENDICE D

Parametros fotosintéticos

En el presente Apéndice se presenta en primer un lugar un detalle de las reacciones del
GEM utilizadas para el calculo de los parametros fotosintéticos que se presentaron en los
Capitulos 3, 4 y 5. A continuacion se muestran las ecuaciones utilizadas para el calculo de

dichos parametros.

D.1. Reacciones involucradas en el calculo de parametros
fotosintéticos.

Se presenta un listado de las reacciones del GEM consideradas para el céalculo de los
parametros fotosintéticos, cada una junto con el nimero de reaccién que le corresponde en
el GEM presentando en el Apéndice A. Las abreviaturas utilizadas pueden consultarse en

al principio de la tesis.

Tabla D.1. Reacciones involucradas en el calculo de los parametros fotosintéticos
Produccion de ATP
R492 14 H* (tll) + 3 ADP (cyt) + 3 P;(cyt) — 3 ATP (cyt) + 3 H,0 (cyt) + 14 H* (cyt)
Produccion de NADPH
R478 2 Fd (cyt) + NADP™ (cyt) + H* (cyt) & 2Fd* (cyt) + NADPH (cyt)
Consumo de NADPH por CEF
R483 NADPH (cyt) + 5H* (cyt) + PQ (tlm) — NADP™ (cyt) + PQH, (tlm) + 4 H* (tl)
NADPH (cyt) + 4 H* (cyt) + PQ (tlm) + H,0 (cyt) + CO, (tl)

R448 . NADP* (cyt) + PQH, (tlm) + 4 H* (¢ll) + HCO (cyt)
R452 NADH (cyt) + H* (cyt) + PQ (tlm) — NAD* (cyt) + PQH, (tlm)

Vias auxiliares consumo NADPH

R481 2 NADPH (cyt) + 2 H* (cyt) + 0, (cyt) — 2NADP™* (cyt) + 2 H,0 (cyt)
PSI

R476 1 Photonp,g, (tlm) + 1 P700 (tlm) + 1 Fd* (cyt) - 1P700, (tlm) + 1Fd (cyt)
R477 1P700, (tlm) + 1 Pc (tll) — 1Pc* (tll) + 1P700 (tim)

PSII

R484 1 Photonggy(tlm) + 1 P680 (tlm) + 1 QApggo (tim)

- 1P680, (tlm) + 1 QAnpgg, (tlm)
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R485 1PQ (tlm) + 1 QAnpego(tlm) + HT (cyt) — 1 PQnpggy (tlm) + 1 QApgg, (tlm)
R486 1 PQnpggo (tlm) + 1 QAnpeg, (tlm) + H* (cyt) — 1PQH, (tlm) + 1 QApgg, (tlm)
R487 1P680, (tlm) + 15S50peg, (tIm) — 1P680 (tlm) + 1S51pgg, (tlm)

R488 1P680, (tlm) + 1S1pego (tlm) — 1P680 (tlm) + 1S2p4g, (tlm)

R489 1P680, (tlm) + 1S52pego (tlm) — 1P680 (tlm) + 153p4g, (tiM)

R490 1 P680p (tim) + 1S53p4g0(tlm) — 1 P680 (tim) + 1 S4peg, (tim)

R491 1 S4pego (tlm) + 2 H,0 (tll) — 1S0pggo(tlm) + 0, (tl) + 4 HY(tll)

CEF

R462 PQH, (tlm) + 2 Pc (tll) — PQ (tlm) + 2 Pc* (tl) + 2 H* (tl)

PCEF

R460 2 PQH,(tlm) + 0,(cyt) + 4H™* (cyt) — 2PQ (tlm) + 4 H* (tll) + 2 H,O0 (cyt)
R457 4 Pc (tl) + 0, (cyt) + 8H* (cyt) — 4 Pct (tl) + 4H* (tl) + 2 H,0 (cyt)

NADPH disipado por NO3
R50 Nitrite (cyt) + 6 Fd (cyt) + 7 H* (¢cyt) » NH; (cyt) + 2 H,0 (cyt) + 6 Fd* (cyt)
Consumo de ATP por NO3

L — Aspartate (cyt) + L — Arginine (cyt) + 2 ATP (cyt)
R646 + Cyanophycin polymer (cyt)
— Cyanophycin (cyt) + 2 Pi (cyt) + 2 ADP (cyt)

Flujo de fotones

R443 1 Photon (ext) — 1 Photon (tlm)

Captacién de Carbono

R673  HCO3 (ext) + ATP (cyt) + H,0 (cyt) — 1HCO;3 (cyt) + 1ADP (cyt) + PPi(cyt)

R827 CO, (ext) — CO, (tll)

Fijacion de carbono (RuBisCO)

R431la RuBP (cax) + €O, (cax) + H,0 (cax) — 2 3PG(cax)
R431b RuBP (cax) + 0, (cax) — 3PG (cax) + 2PGlyc(cax)
O: liberado

R809 0, (pps) — 0O,(ext)

D.2. Célculo de parametros fotosintéticos

A continuacion, se presentan las ecuaciones utilizadas para el calculo de los parametros
fotosintéticos. Los flujos se representan con la letra v, y como subindice el nhumero de

reaccion correspondiente a la Tabla D.1.

3*xv
ATP _ R492
/Napp (LEF) = ———= (0.1)
3xv
ATP (AEF) = Rase (0.2)
/NADP VR4a78 — VR4ag3s — VRasag — VRrasz — 2 * Vpagr — 3 * Uso
VR477
P31 fosir = (0.3)

VR4g7 + VRagg + Vrago T VRraoo
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Vre73 t Vrg27

bco, =————— (0.4)
2 VR443
hv; VR443
— 0.5
02 ™ vggoo 03)
hvi/ _ 2 * (VRag3 + VRaag + Vrasz + 2 * Vpggs + 3 * Vrso) (0.6)
hvy VR443 '

222



APENDICE E

Resultados de FBA del GEM

En este Apéndice se presentan los resultados de los FBA que se discutieron a lo largo de
la tesis. La columna v,,;, corresponde a las cotas inferiores y la columna v,,,, a las cotas
superiores, ambas obtenidas por FVA. La columna FBA corresponde a los flujos obtenidos
por dicha optimizacion. Por ultimo, la columna MOMA corresponde a los resultados de dicha
técnica obtenidos para los mutantes acoplados. Se presentan todos los flujos de los
siguientes casos:

e Cepa silvestre sin fotorrespiracion y con un flujo de 20% de la evolucion de O; en el

PSIl asignado a la reaccion de Mehler (Capitulo 3)
¢ Mutante acoplado M2 para produccion fotosintética de etanol (Capitulo 4)

¢ Mutante acoplado M4 para produccion fotosintética de etanol (Capitulo 5)
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Tabla E.1. Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R2 -0.016474 -0.016474 0]-0.007083 -0.007083 0 -0.003185|-0.011538 -0.011538 0 -0.009678
R3 -0.011989 -0.011989 0]-0.005155 -0.005155 0 -0.002318 |-0.008397 -0.008397 0 -0.007043
R4 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R5 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R6 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R7 -0.03513 -0.03513 0]-0.015105 -0.015105 0 -0.006792 |-0.024604 -0.024604 0 -0.020639
R8 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R9 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R10 0 0.03513 0.03513 0 0.015105 0.015105 0.006792 0 0.024604 0.024604 0.020639
R11 0 0 0.006371 0 0 0.002739 0 0 0 0.004462 0
R12 0 0.006371 0.006371 0 0.002739 0.002739 0.001231 0 0.004462 0.004462 0.003743
R13 0 0.006371 0.006371 0 0.002739 0.002739 0.001231 0 0.004462 0.004462 0.003743
R14 0 0.006371 0.006371 0 0.002739 0.002739 0.001231 0 0.004462 0.004462 0.003743
R15 0 0.006371 0.006371 0 0.002739 0.002739 0.001231 0 0.004462 0.004462 0.003743
R16 0 0 0.006371 0 0 0.002739 0 0 0 0.004462 0
R17 0 0.006371 0.006371 0 0.002739 0.002739 0.001231 0 0.004462 0.004462 0.003743
R18 0 0 0.006371 0 0 0.002739 0 0 0 0.004462 0
R19 0 0.028509 0.028509 0 0.012258 0.012258 0.005512 0 0.019967 0.019967 0.016749
R20 0 0.016474 0.016474 0 0.007083 0.007083 0.003185 0 0.011538 0.011538 0.009678
R21 0 0.012035 0.012035 0 0.005175 0.005175 0.002327 0 0.008429 0.008429 0.00707
R23|-54.289769 -16.223665 0 -1.85 0 0 -0.008768 |-0.105714 0 0 -0.026642
R24 0 0 54.226869 0 0 0 0 0 0 1.85 0
R26 0 0.127748 54.226869 0 22.64354 85.58429 5.503496 0 0.08947 54.29562 15.242271
R27 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0 0 0 54.29562 0
R28 -1000 998.97406 1000 -25 17.98658 85.58429 -2.874724|-19.66918 -4.141916 51.21228 10.638042
R29 0 0 54.289769 0 0.019499 1.85 0 0 0.03176 0.105714 0
R31 0 0 54.289769 0 0.019499 1.85 0 0 0.03176 0.105714 0
R32 0 16.178317 54.226869 0 0 1.85 0 0 0 0 0
R33 0 0 54.226869 0 0 1.85 0 0 0 0 0
R34 0 0 34.013736 0 0 50 0.072826 0 0 0 0
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R35 0 0 14.35936 0 0 25 0.07348 0 0 0 0
R36 0 0.02107 34.076636 0 0.00906 50 0.150381 0 0.014757 0.014757 0.012379
R37 0 0 27.144884 0 0 1.85 0.008768 0 0 0.105714 0.026642
R38 0 16.223665 54.289769 0 0 1.85 0 0 0 0.105714 0
R40 0 0 27.144884 0 0 1.85 0.008768 0 0 0.105714 0.026642
R41|-54.289769 -0.02107 0 -1.85 -0.00906 0 -0.004074|-0.014757 -0.014757 0 -0.012379
R42 0 16.223665 54.289769 0 0 1.85 0.008768 0 0 0.105714 0.026642
R43|-54.289769 -16.223665 0 -1.85 0 0 -0.008768 |-0.105714 0 0 -0.026642
R44 0 0.024277 0.1258 0 0.010439 0.616666 0.004694 0 0.017003 0.105714 0.014263
R45 0 0.145241 0.4988 0 0.010439 1.85 0.004694 0 0.017003 0.119354 0.014263
R46 0 0.145241 0.4988 0 0.010439 1.85 0.004694 0 0.017003 0.119354 0.014263
R47 0 0 27.113434 0 0 42.79214 0 0 0 27.14781 0.066133
R48|-27.042434  0.052762 0.248|-42.79214 0.022687 0.616666 0.010202|-27.14781 0.068802 0.211428 -0.008417
R49| 0.141999 0.800854 1.137749 0 0.344358 0.672727 0.457789 0 0.624591 1.057142 0.695071
R50 0.142 0.800854 1.137749 0 0.344358 0.672727 0.457789 0 0.624591 1.057142 0.695071
R51 0 0 54.226869 0 21.61408 85.58429 0.685195 0 0 54.29562 14.976331
R52 0 0.120963 0.4988 0 0 1.85 0 0 0 0.119354 0
R53 -0.1258 16.199388 54.289769 | -0.616666 -0.010439 1.85 0.004074|-0.105714 -0.017003 0.014757 0.012379
R54 0 0 0.1258 0 0 0.616666 0 0 0 0.105714 0
R55 0 0 0.1258 0 0 0.616666 0 0 0 0.105714 0
R56 0 0 0.1258 0 0 0.616666 0 0 0 0.105714 0
R57 0 0 0.1258 0 0 0.616666 0 0 0 0.105714 0
R58 0 0.003571 0.1258 0 0.001535 0.616666 0.00069 0 0.002501 0.105714 0.002098
R59 0 0 0.0629 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R60 0 0 0.0629 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R61 0 0 0.0629 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R62 0 0 0.0629 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R63 0 0 0.0629 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R64 0 0.003571 0.061099 0 0.001535 0.059677 0.00069 0 0.002501 0.05873 0.002098
R65 0 0.025483 0.025758 0 0.011075 0.011075 0.00498 0 0 0.017527 0.015133
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA |vmin FBA vmax MOMA
R67 0 0.048077 0.048351 0 0.02079 0.02079 0.009349 0 0.015823 0.032901 0.028406
R68 0 0.048077 0.048351 0 0.02079 0.02079 0.009349 0 0.015823 0.032901 0.028406
R69 0 0.056755 0.1222 0 0.024522 0.119354 0.011027 0 0.021901 0.11746 0.033505
R70 0 0.076209 0.43198 0 0.032887 0.336363 0.166256 0 0.035526 0.528571 0.117141
R71 0 0.076209 0.431979 0 0.032887 0.336363 0.166256 0 0.035526 0.528571 0.117141
R72 0 0.019453 0.388099 0 0.008364 0.336363 0.155228 0 0.013624 0.528571 0.083635
R73 0 0.019453 0.3881 0 0.008364 0.336363 0.155228 0 0.013624 0.528571 0.083635
R74 0 0.019453 0.3881 0 0.008364 0.336363 0.155228 0 0.013624 0.528571 0.083635
R75 0 0.019453 0.3881 0 0.008364 0.336363 0.155228 0 0.013624 0.528571 0.083635
R76 0 0.017202 0.3881 0 0.007396 0.336363 0.154793 0 0.012048 0.528571 0.082313
R77 0 0.016656 27.113434 0 0.975691 42.79214 4.689302 0 0.011665 27.14781 0.068102
R79 0 0 27.113434 0 0.968529 42.79214 4.686081 0 0 27.14781 0.058316
R80 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R81 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R82 0 0.045509 0.045509 0 0.019568 0.019568 0.008799 0 0.031873 0.031873 0.026736
R83 0 0.002766 0.002766 0 0.001189 0.001189 0.000534 0 0.001937 0.001937 0.001625
R84 0 0.015169 0.015169 0 0.006522 0.006522 0.002933 0 0.010624 0.010624 0.008912
R85 0 0.005264 0.005264 0 0.002263 0.002263 0.001018 0 0.003687 0.003687 0.003093
R86 0 0.010708 0.010708 0 0.004604 0.004604 0.00207 0 0.007499 0.007499 0.006291
R87 0 0.002587 0.002587 0 0.001112 0.001112 0.0005 0 0.001812 0.001812 0.00152
R88 0 0.000892 0.000892 0 0.000383 0.000383 0.000172 0 0.000624 0.000624 0.000524
R89 0 0.002177 0.002177 0 0.000936 0.000936 0.000421 0 0.001524 0.001524 0.001279
R90 0 0.089233 0.089233 0 0.038369 0.038369 0.017254 0 0.062496 0.061579 0.052425
R91 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
R92 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
R93 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.049999 0.000521
R94 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
R95 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
R96 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R97 0 0.000888 0.03502 0 0.000381 0.043023 0.000171 0 0.000622 0.05 0.000521
R98 0 0.000751 0.03502 0 0.000322 0.043023 0.000145 0 0.000526 0.05 0.000441
R99 0 0.000246 0.000246 0 0.000105 0.000105 0.000047 0 0.000172 0.000172 0.000144
R100 0 0.000246 0.000246 0 0.000105 0.000105 0.000047 0 0.000172 0.000172 0.000144
R101 0 0 0.03502 0 0 0.043023 0 0 0 0.05 0
R102 0 0.000213 0.03502 0 0.000091 0.043023 0.000041 0 0.000149 0.05 0.000125
R103 0 0.015067 0.015067 0 0.006478 0.006478 0.002913 0 0.010552 0.010552 0.008852
R104 0 0.015067 0.015067 0 0.006478 0.006478 0.002913 0 0.010552 0.010552 0.008852

R105 | -0.015067 -0.015067 0]-0.006478 -0.006478 0 -0.002913|-0.010552 -0.010552 0 -0.008852
R106 0 0.007533 0.007533 0 0.003239 0.003239 0.001456 0.005276 0.005276 0.004426
R107 0 0.001883 0.001883 0 0.000809 0.000809 0.000364 0.001319 0.001319 0.001106
R108 0 0.001883 0.001883 0 0.000809 0.000809 0.000364 0.001319 0.001319 0.001106
R109 0 0.001862 0.001862 0 0.0008 0.0008 0.00036 0.001304 0.001304 0.001094
R110 0 0.001862 0.001862 0 0.0008 0.0008 0.00036 0.001304 0.001304 0.001094
R112 0 0 0.001853 0 0 0.000796 0 0 0.001296 0
R114 0 0.000931 0.000931 0 0.0004 0.0004 0.00018 0.000652 0.000652 0.000547
R115 0 0.0018  0.0018 0 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R116 0 0.0018  0.0018 0 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R119 0 0.0018  0.0018 0 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R122 0 0.0018  0.0018 0 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

R125 0.0018  0.0018 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R126 0.0018  0.0018 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R127 0 0.0018 0 0.000774 0.000348 0 0.001261 0.001057
R128 0.0018  0.0018 0.000774 0.000774 0 0.001261 0.001261 0
R129 0.0018  0.0018 0.000774 0.000774 0.000348 0.001261 0.001261 0.001057
R130 0.010859 0.87155 0.004669 0.739999 0.002099 0.007605 0.11746  0.00638
R131 0.000082 0.000082 0.000035 0.000035 0.000016 0.000057 0.000057 0.000048
R132 0.000082 0.000082 0.000035 0.000035 0.000016 0.000057 0.000057 0.000048
R133 0.000082 0.000082 0.000035 0.000035 0.000016 0.000057 0.000057 0.000048
R134 0.000082 0.000082 0.000035 0.000035 0.000016 0.000057 0.000057 0.000048

oO0Ooj0o|0oj0o|0O|0O|0O|0OjO|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O |O
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R135 0 0.000082 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0.000057 0.000057 0.000048
R136 0 0 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0 0.000057 0.000048
R137 0 0 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0 0.000057 0.000048
R138 0 0.000082 0.000082 0 0 0.000035 0 0 0.000057 0.000057 0
R139 0 0.000082 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0.000057 0.000057 0.000048
R140 0 0.000082 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0.000057 0.000057 0.000048
R142 0 0.000082 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0.000057 0.000057 0.000048
R143 0 0.000082 0.000082 0 0.000035 0.000035 0.000016 0 0.000057 0.000057 0.000048
R144 0 0 0.800549 0 0 0.924999 0.005419 0 0 0.071153 0.010968
R145 0 0.063985 0.8183 0 0.027513 0.925 0.012372 0 0.038261 0.142307 0.032095
R146 0 0.064006 0.818299 0 0.027522 0.925 0.012376 0 0.038275 0.142307 0.032107
R147 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13 0 0.13 0.13
R148 4.5662 4.750076 4.884 0 4.973918 8.325 4.50874 3.7 4.239693 17.77664 4.310394
R149 0 0 1000 0 0 85.58429 985.9441 0 0 1000 999.935808
R151 4.5662 4.750076 4.884 0 4.973918 8.325 4.50874 | 3.699999 4.239693 17.77664 4.310394
R152 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.319872 0 0 54.29562 0.1572
R153| -0.00002 -0.00002 0 [-0.000008 -0.000008 0 -0.000004 |-0.000014 -0.000014 0 -0.000012
R154 -1000 -0.435767 54.233769 |-85.58429 -0.049407 85.58429 -999.8806 -1000 -1000 54.29562 -0.334721
R155 -1000 1000 1000 0 0 0 0 0 0 0 0
R156 | 0.09072 0.25 0.25 0 0 50 0.097292| 0.090361 0.140653 0.25 0.02559
R157 0 0.125113 7.30468 0 0.000048 25 0.0353 0 0.073682 5.942118 0.010028
R159 0 0 7.30468 0 0 16.66667 0.137791 0 0 5.942118 0.048873
R160| -7.30468 0 0-16.66667 0 0 -0.137791|-5.942118 0 0 -0.048873
R161 |-0.001013 -0.001013 0[-0.000435 -0.000435 0 -0.000196 |-0.000709 -0.000709 0 -0.000595
R162 0 0.004069 0.004069 0 0.001749 0.001749 0.000786 0 0.002849 0.002849 0.00239
R163 0 0.002837 0.002837 0 0.00122 0.00122 0.000548 0 0.001987 0.001987 0.001667
R164 0 0.00273 0.00273 0 0.001174 0.001174 0.000527 0 0.001912 0.001912 0.001604
R165 0 0.00107 0.00107 0 0.00046 0.00046 0.000207 0 0.000749 0.000749 0.000629
R166 0 0.004069 54.226869 0 0.001749 85.58429 0.222077 0 0.002849 54.29562 0.085666
R167 0 0.002837 54.226869 0 0.00122 85.58429 0.221342 0 0.001987 54.29562 0.084689
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R168 0 0.00273 54.226869 0 0.001174 85.58429 0.221278 0 0.001912 54.29562 0.084604
R169 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.22129 0 0 54.29562 0.083276
R170 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.220793 0 0 54.29562 0.083022
R171 0 0 54.226869 0 0 85.58429  0.22075 0 0 54.29562 0.083
R172 0 0.00107 0.00107 0 0.00046 0.00046 0.000207 0 0.000749 0.000749 0.000629
R173 0 0.00107 0.00107 0 0.00046 0.00046 0.000207 0 0.000749 0.000749 0.000629
R174 0 0.00107 0.00107 0 0.00046 0.00046 0.000207 0 0.000749 0.000749 0.000629
R175 0 0.00273  0.00273 0 0.001174 0.001174 0.000527 0 0.001912 0.001912 0.001604
R176 0 0.00273  0.00273 0 0.001174 0.001174 0.000527 0 0.001912 0.001912 0.001604
R177 0 0.004069 0.004069 0 0.001749 0.001749 0.000786 0 0.002849 0.002849 0.00239
R178 0 0.005675 0.005675 0 0.00244 0.00244 0.001097 0 0.003974 0.003974 0.003334
R179 0 0.004069 0.004069 0 0.001749 0.001749 0.000786 0 0.002849 0.002849 0.00239
R180 0 0.005675 0.005675 0 0.00244 0.00244 0.001097 0 0.003974 0.003974 0.003334
R181 0 0.002837 0.002837 0 0.00122 0.00122 0.000548 0 0.001987 0.001987 0.001667
R182 0 0.004188  0.04353 0 0.001801 0.018217 0.000809 0 0.030487 0.030487 0.025574
R184 0 0.004188  0.04353 0 0.001801 0.018217 0.000809 0 0.030487 0.030487 0.025574
R185 0 0.015598 0.1222 0 0.006707 0.119354 0.003016 0 0.038478 0.11746 0.032277
R186 0 0.015598 54.226869 0 0.006707 85.58429 0.228956 0 0.038478 54.29562 0.106374
R187 0 0.015598 0.1222 0 0.006707 0.119354 0.003016 0 0.038478 0.11746 0.032277
R188 0 0.015598 0.122199 0 0.006707 0.119354 0.003016 0 0.038478 0.11746 0.032277
R189 0 0.012867 0.1222 0 0.005532 0.119354 0.002488 0 0.036565 0.11746 0.030673
R190 0 0.169381 0.400275 0 0 0.924999 0 0 0.713548 1.85 0.758108
R191| -0.4317 -0.077273  0.04625 |-0.924999 -0.029204 0.925 -0.013132|-0.213461 -0.047567 1.794009 -0.039902
R192 0 0 0.458349 0 0.004022 0.925 0.001809 0 0 1.794009 0
R193 0 0.010838 0.871549 0 0.00466 0.74 0.002095 0 0.007591 0.11746 0.006367
R194 0 0.00216 0.800549 0 0.000928 0.74 0.000417 0 0.001512 0.001512 0.001269
R195 0 0 0.800549 0 0 0.74 0 0 0 0 0
R196 0 0.002825 0.871549 0 0.001214 0.74 0.000546 0 0.001978 0.11746 0.001659
R406 | -0.002251 -0.002251 0]-0.000968 -0.000968 0 -0.000435 |-0.001576 -0.001576 0 -0.001322
R198| -0.0185 0.117097 0.622775 0 3.365459 5.55 3.028092 | 2.466666 2.960192 16.54331 2.990194
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R199 0 0 0.0185 0 0 0.925 0 0 0 0 0
R200 0 0.009355 0.0185 0 0 0.925 0 0 0 1.794009 0
R201 0 0.009355 0.0185 0 0 0.925 0 0 0 1.794009 0
R202 0 0 0.458349 0 0 0.616666 0 0 0.006552 0.071153 0.005496
R205 0 0 0.039341 0 0 0.016464 0 0 0.027553 0.027553 0.023113
R206| -1000 1000 1000 0 0 0 0 0 0 0 0
R207 0 0.008678 0.1222 0 0.003731 0.119354 0.001678 0 0.006078 0.11746 0.005098
R208 0 0.008678 0.1222 0 0.003731 0.119354 0.001678 0 0.006078 0.11746 0.005098
R209 0 0 14.35936 0 0 0 0 0 0 1.85 0
R210 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.22594 0 0 54.29562 0.074097
R211| -1000 -999.86427 1000 0 3.365423 5.55 3.028076 1.85 2.966687 16.54331 2.995642
R212 0 0.000602 0.1222 0 0.000259 0.119354 0.000116 0 0.000422 0.11746 0.000354
R213 0 0.00002 27.113434 0 0.000008 42.79214 0.219661 0 0.000014 27.14781 0.082453
R214 0 0.00002 27.113434 0 0.000008 42.79214 0.219661 0 0.000014 27.14781 0.082453
R215 0 0 27.113434 0 0 42.79214 0.219657 0 0 27.14781 0.082441
R217 0 0 27.113434 0 0 42.79214 0.219657 0 0 27.14781 0.082441
R218 0 0.398159 0.6357 0 3.409457 5.55 3.047878| 3.083333 3.77296 17.33714 3.831533
R219|-0.6357 -0.398159 0 -5.55 -3.409457 0 -3.047878|-17.33714 -3.77296 -3.083333 -3.831533
R220 0 0.398159 0.6357 0 3.409457 5.55 3.047878| 3.083333 3.77296 17.33714 3.831533
R222 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R223| -0.888 -0.555 -0.555 -1.85 -0.013433 0 -0.00604 |-14.07664 -0.05373 0 -0.058329
R225| 1.961 2.242135 2.442 0 3.358872 85.58429 0.202216 0 0 56.76228 3.048481
R227 0 0 0.481 0 0 85.58429 0.237082 0 0 54.29562 0.076646
R229| -2.442 -2.242135 -1.961 -5.55 -3.358872 85.58429 0.034865 |-16.54331 0 54.29562 -2.971835
R230 3.33 3.33 3.663 0 0 0 0 0 0 0 0
R231| 8.148 8.236192 8.769 0 5.041047 8.325 4.538927 0 0 0 0
R232 0 0 0.620999 0 0 0 0|-17.77664 -4.412731 -3.7 -4.455547
R233| 8.148 8.236192 8.769 0 5.041047 8.325 4.538927 | 3.699999 4.412731 17.77664 4.455547
R237|-0.8732 -0.8658 -0.8473 | -3.083333 -1.497332 0 -1.430674 -1.85 -0.293695 0 -0.333706
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R238 0.8658 0.8658 0.8806 0 1.497332 3.083333 1.430674 0 0.293695 1.85 0.333706
R239| -0.171883 -0.031241 0 -0.148 -0.013433 0 -0.00604 |-0.284615 -0.05373 0 -0.045071
R240| -0.200137 0 0| -0.23125 0 0 0 -0.37 0 0 0
R241| -0.108663 0 0[-0.077083 0 0 0/-0.071153 0 0 0
R243 0 0 0.108663 0 0 0.077083 0 0 0 0.071153 0
R245 0 0 0.108663 0 0 0.077083 0 0 0 0.071153 0
R393| -0.000051 -0.000051 0[-0.000022 -0.000022 0 -0.00001|-0.000036 -0.000036 0 -0.00003
R248 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R249 0 0 0.1222 0 0 0.1 0 0 0 0.147999 0.026717
R252 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R254 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R256 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.147999 0
R257 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R258 0 0.012474 0.149412 0 0.005364 0.115625 0.002412 0 0.040586 0.185 0.007329
R259 0 0 0.1222 0 0 0.099999 0 0 0.031849 0.148 0
R260| -0.604274 -0.126453 0 -5.55 -3.365459 0 -3.028092 |-16.54331 -2.960192 -2.466666 -2.990194
R261| -0.604275 -0.126453 0 -5.55 -3.365459 0 -3.028092 |-16.54331 -2.960192 -2.466666 -2.990194
R262 0 0.126453 0.604275 0 3.365459 5.55 3.028092 | 2.466666 2.960192 16.54331 2.990194
R263|-34.013736 -17.130879 0.604275 0 0 0 0 0 0 0 0
R264 0 17.242221 34.013736 0 3.358961 5,55 3.02517 0 2.949609 16.54331 2.963973
R265 0 0 14.35936 0 0 5.55 0 0 0 12.54541 0.017343
R266 0 0 0.100068 0 0 0.115625 0 0 0 0.185 0
R267 0 0 0.100068 0 0 0.115625 0 0 0 0.185 0
R268 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R269 0 0.000041 0.000041 0 0.000017 0.000017 0.000008 0 0.000028 0.000028 0.000024
R270 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R271 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R272 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R273 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R274 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R276 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R277 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R278 |-0.007645 -0.007645 0]-0.003287 -0.003287 0 -0.001478|-0.005354 -0.005354 0 -0.004491
R279 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R281 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R283 0 0.007645 0.007645 0 0.003287 0.003287 0.001478 0 0.005354 0.005354 0.004491
R284 0 0.100308 0.100308 0 0.043131 0.043131 0.019395 0 0.070252 0.070252 0.058931
R285 0 0.07455 0.07455 0 0.032055 0.032055 0.014415 0 0.052212 0.052212 0.043798
R286 0 0.025758 0.025758 0 0.011075 0.011075 0.00498 0 0.01804 0.01804 0.015133
R287 0 0.07455 0.07455 0 0.032055 0.032055 0.014415 0 0.052212 0.052212 0.043798
R288 0 0.025758 0.025758 0 0.011075 0.011075 0.00498 0 0.01804 0.01804 0.015133
R289 0 0.025758 0.025758 0 0.011075 0.011075 0.00498 0 0.01804 0.01804 0.015133
R290 0 0.07455 0.07455 0 0.032055 0.032055 0.014415 0 0.052212 0.052212 0.043798
R291 0 0.025758 0.025758 0 0.011075 0.011075 0.00498 0 0.01804 0.01804 0.015133
R292 |-0.046828 -0.046828 0]-0.020135 -0.020135 0 -0.009054 |-0.032797 -0.032797 0 -0.027512
R293|-0.027669 -0.027669 0]-0.011897 -0.011897 0 -0.00535|-0.019378 -0.019378 0 -0.016255
R294 | -0.025758 -0.025758 0]-0.011075 -0.011075 0 -0.00498| -0.01804 -0.01804 0 -0.015133
R296 0 0.046828 0.046828 0 0.020135 0.020135 0.009054 0 0.032797 0.032797 0.027512
R297 0 0.046828 0.046828 0 0.020135 0.020135 0.009054 0 0.032797 0.032797 0.027512
R298 0 0.046828 0.046828 0 0.020135 0.020135 0.009054 0 0.032797 0.032797 0.027512
R299 0 0.046828 0.046828 0 0.020135 0.020135 0.009054 0 0.032797 0.032797 0.027512
R300 0 0.046828 0.046828 0 0.020135 0.020135 0.009054 0 0.032797 0.032797 0.027512
R301 0 0.000274 0.024574 0 0 0.011009 0 0 0.01804 0.01804 0
R302 0 0.000274 0.024574 0 0 0.011009 0 0 0.01804 0.01804 0
R303 0 0.000274 0.024574 0 0 0.011009 0 0 0.01804 0.01804 0
R304 0 0.000274 0.024574 0 0 0.011009 0 0 0.01804 0.01804 0
R306 0 0 0.200137 0 0 0.23125 0 0 0 0.37 0
R309 0 0 0.200137 0 0 0.23125 0 0 0 0.37 0
R310 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R313 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
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Apéndice E Resultados de FBA del GEM

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R314 0 0.262764 0.262764 0 0.112985 0.112985 0.050808 0 0.184031 0.184031 0.154375
R315 0 0.262761 0.262761 0 0.112984 0.112984 0.050808 0 0.184029 0.184029 0.154373
R317 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R319 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R321 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R323 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R325 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R327 0 0.02808 0.02808 0 0.012074 0.012074 0.005429 0 0.019666 0.019666 0.016497
R329 0 0.012166 0.012166 0 0.005231 0.005231 0.002352 0 0.00852 0.00852 0.007147
R332 |-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R335|-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R338|-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R341|-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171 |-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R344|-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171 |-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R347|-0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171 |-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R350| -0.02808 -0.02808 0]-0.012074 -0.012074 0 -0.005429 |-0.019666 -0.019666 0 -0.016497

R353 0 0.012166 0.012166 0 0.005231 0.005231 0.002352 0 0.00852 0.00852 0.007147
R354 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R355 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R356 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R357 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R358 0 0.037085 0.037085 0 0.015946 0.015946 0.007171 0 0.025973 0.025973 0.021788
R359 0 0.02808 0.02808 0 0.012074 0.012074 0.005429 0 0.019666 0.019666 0.016497
R360 0 0.02808 0.02808 0 0.012074 0.012074 0.005429 0 0.019666 0.019666 0.016497
R361 0 0.012166 0.012166 0 0.005231 0.005231 0.002352 0 0.00852 0.00852 0.007147
R362 | -0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R363 | -0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R364 | -0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R365 | -0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
R366 | -0.037085 -0.037085 0]-0.015946 -0.015946 0 -0.007171|-0.025973 -0.025973 0 -0.021788
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Apéndice E Resultados de FBA del GEM

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R367 | -0.02808 -0.02808 0/-0.012074 -0.012074 0 -0.005429 |-0.019666 -0.019666 0 -0.016497
R368 | -0.02808 -0.02808 0/-0.012074 -0.012074 0 -0.005429 |-0.019666 -0.019666 0 -0.016497
R369 0 0.012166 0.012166 0 0.005231 0.005231 0.002352 0 0.00852 0.00852 0.007147
R370 0 0.001105 0.001105 0 0.000475 0.000475 0.000213 0 0.000774 0.000774 0.000649
R371 0 0.011946 0.011946 0 0.005136 0.005136 0.00231 0 0.008367 0.008367 0.007018
R372 0 0.010245 0.010245 0 0.004405 0.004405 0.001981 0 0.007175 0.007175 0.006019
R373 0 0.004921 0.004921 0 0.002116 0.002116 0.000951 0 0.003446 0.003446 0.002891
R374 0 0.000273 0.000273 0 0.000117 0.000117 0.000052 0 0.000191 0.000191 0.00016
R375 0 0.000188 0.000188 0 0.000081 0.000081 0.000036 0 0.000132 0.000132 0.00011
R376 0 0.004502 0.004502 0 0.001936 0.001936 0.00087 0 0.003153 0.003153 0.002645
R377 0 0.004502 0.004502 0 0.001936 0.001936  0.00087 0 0.003153 0.003153 0.002645
R378 0 0.004502 0.004502 0 0.001936 0.001936 0.00087 0 0.003153 0.003153 0.002645
R379 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R380 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R381 0 0.000207 0.000207 0 0.000089 0.000089 0.00004 0 0.000144 0.000144 0.000121
R382 0 0.000207 0.000207 0 0.000089 0.000089 0.00004 0 0.000144 0.000144 0.000121
R383 0 0.000207 0.000207 0 0.000089 0.000089 0.00004 0 0.000144 0.000144 0.000121
R385 0 0.000207 0.000207 0 0.000089 0.000089 0.00004 0 0.000144 0.000144 0.000121
R386 0 0.000207 0.000207 0 0.000089 0.000089 0.00004 0 0.000144 0.000144 0.000121
R388 0 0.000041 0.000041 0 0.000017 0.000017 0.000008 0 0.000028 0.000028 0.000024
R389 | -0.00002 -0.00002 0-0.000008 -0.000008 0 -0.000004 |-0.000014 -0.000014 0 -0.000012
R391 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R392 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R247 0 0 0.108663 0 0 0.077083 0 0 0 0.071153 0
R394 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R395 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R396 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R397 0 0 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0 0.000036 0
R398 0 0.000051 0.000051 0 0 0.000022 0 0 0.000036 0.000036 0.00003
R399 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
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Apéndice E

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R400 0 0.000051 0.000051 0 0.000022 0.000022  0.00001 0 0.000036 0.000036 0.00003
R401 0 0.009004 0.009004 0 0.003872 0.003872 0.001741 0 0.006306 0.006306 0.00529
R402 |-0.009004 -0.009004 0]-0.003872 -0.003872 0 -0.001741|-0.006306 -0.006306 0 -0.00529
R403 0 0.009004 0.009004 0 0.003872 0.003872 0.001741 0 0.006306 0.006306 0.00529
R404 0 0.009004 0.009004 0 0.003872 0.003872 0.001741 0 0.006306 0.006306 0.00529
R405 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R197 |-0.622774 -0.117097 0.0185 -5.55 -3.365459 0 -3.028092|-16.54331 -2.960192 -2.466666 -2.990194
R407 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R408 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R409 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R410 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R411 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R412 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R413 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R414 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R415 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R417 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R418 0 0.002251 0.002251 0 0.000968 0.000968 0.000435 0 0.001576 0.001576 0.001322
R420 1.199 1.199 1.613 0 0 85.58429 3.059996 0 2.949464 56.76228 0.00936
R421 1.199 1.199 55.662869 0 0 85.58429 3.289478 0 2.949464 56.76228 0.087116
R422 0.444 0.523758 0.7322 0 0 1.85 0 0 0 14.07664 0.013257
R423 0.444 0.523758 0.7322 0 0 1.85 0 0 0 14.07664 0.013257
R424 0.444 0.523758 0.7322 0 0 1.85 0 0 0 14.07664 0.013257
R426 1.3098 1.349311 1.35 0 1.632405 2.775 1.491415| 1.233333 1.350353 3.636728 1.379633
R427 1.421 1.421 1.432 0 1.66323 2.775 1.505277| 1.233333 1.432411 3.636728 1.448468
R428 1.421 1.45613 1.457544 0 1.678336 2.775 151207 | 1.233333 1.457015 3.636728 1.469107
R429 -2.88 -2.87713 -2.842 | -5.549999 -3.341566 0 -3.017348|-7.273456 -2.889426 -2.466666 -2.917575
R430 -0.222 -0.222 0.181 -2.775 -1.66323 85.58429 1.554718|-3.636728 1.517052 55.52895 -1.439108
R431 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R431a 45662 4.750076 4.884 0 4.973918 8.325 4.50874| 3.699999 4.239693 17.77664 4.310394
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R431b 0 0 0.0296 0 0 1.85 0 0 0 3.588018 0
R432 45958 4.750076 4.884 0 4.973918 8.325 4.50874 3.7 4.239693 17.77664 4.310394
R433 0.071 0.071688 0.1222 0 0.030825 0.119354 0.013861 0 0.082058 0.17619 0.068834
R434 0 0 0.400275 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R435 | -0.400274 0 0]-0.616666 0 0 0 0 0 0 0
R436 0 0 0.400275 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R438 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R440 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R442 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.229481 0 0 54.29562 0.077756
R443 |36.288341 100 100 | 0.151666 100 100 99.92673|36.144589 56.26132 100 99.979555
R444 ]16.175302 32.923043 78.699045 0 22.34543 100 68.5932]16.115318 26.38261 69.28363 64.014228
R445 |15.861897 67.076956 83.4265 0 77.65457 100 31.33353| 20.02927 29.8787 83.42857 35.965327
R447 0 0 14.35936 0 0 25 0 0 0 11.63424 0
R448 0 0.336363 0.336363 0 0.37 0.37 0 0 0 0.336363 0.000498
R449 0 0 0.336363 0 0 0.37 0 0 0 0.336363 0.369501
R452 0 0 34.013736 0 0 0 0 0 0 1.85 0
R455 0 0 14.35936 0 0 0 0 0 0 1.85 0
R457 0.404382 0.823076 1.967476 0 0 25 0| 0.402882 0.659565 1.73209 8.493319
R459 0 0.00198 7.247941 0 0 12.5 0 0 0 6.334828 0
R460 0 0 12.425109 0 0 25 10.86667 0 0 9.224635 0
R461 0 0 7.247941 0 0 12.5 0.03674 0 0 6.334828 0.193422
R462 0 0 42.541925 0 38.82729 50 15.66677 0 0 42.54286 34.969303
R463 0 0 14.495883 0 0 25 0 0 0 12.66966 0
R464 0 70.36926 85.08385 0 0 100 0 0 32.51696 85.08571 0
R465 0 70.36926 85.08385 0 0 100 0 0 32.51696 85.08571 0
R466 0 70.36926 85.08385 0 0 100 0 0 32.51696 85.08571 0
R467 0 35.18463 42.541925 0 0 50 0 0 16.25848 42.54286 0
R468 0 35.18463 42.541924 0 0 50 0 0 16.25848 42.54286 0
R469 0 35.18463 42.541924 0 0 50 0 0 16.25848 42.54286 0
R470 0 0.007921 28.991766 0 0 50 0 0 0 25.33931 0
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R471 0 0.007921 28.991766 0 0 50 0 0 0 25.33931 0
R472 0 0.007921 28.991766 0 0 50 0 0 0 25.33931 0
R473 0 0.00396 14.495883 0 0 25 0 0 0 12.66966 0
R474 0 0.00396 14.495883 0 0 25 0 0 0 12.66966 0
R475 0 0.00396 14.495883 0 0 25 0 0 0 12.66966 0
R476| 15.782588 66.741571 83.009367 0 77.65457 100 31.13895|19.929124 29.72931 83.01143 35.918712
R477| 15.861897 67.076956 83.4265 0 77.65457 100 31.33353| 20.02927 29.8787 83.42857 35.965327
R478 |-27.383552 30.131466 1000 | -85.58429 17.05552 50 1000 | -23.11955 12.20175 1000 1000
R479 -1000 0.024595 0.1222]-85.58429 0.010575 0.119354 -985.9394 -1000 0.044779 0.17619 -999.898244
R480| 0.079309 0.335384 0.417132 0 0 50 0.194584| 0.100146 0.149393 0.417142 0.046615
R481| 0.404382 1.646152 1.967476 0 0 12.5 0.530076| 0.805765 0.659565 3.464181 1.780381
R482| 0.080876 0.164615 0.393495 0 0 100 0] 0.080576 0.131913 0.346418 0.004566
R483 0 1.19723 34.013736 0 23.91337 50 0 0 0.183521 31.49554 0
R484 | 16.175302 32.923043 78.699045 0 22.34543 100 68.5932|16.115318 26.38261 69.28363 64.014228
R485| 8.047212 16.379214 39.152775 0 11.17271 50 34.2966 8.01737 13.12535 34.46861 32.004831
R486 | 8.047212 16.379214 39.152775 0 11.17271 50 34.2966 8.01737 13.12535 34.46861 32.004831
R487 | 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R488 | 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R489 | 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R490| 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R491| 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R492| 3.372988 13.077731 23.247613| 0.01238 14.08096 28.57143 10.24239| 3.401495 6.770634 22.55197 11.994864
R493 0 0.001697 10.345745 0 0 17.85714 0.010497 0 0 8.398919 0.160835
R495| 0.316382 0.4107 0.4107 0 0 1.85 0 0 0 1.85 0
R498 0.4255 0.4255 0.444 0 0 1.85 0 0 0.553326 1.85 0.566632
R499 | -0.819349 0.01739 999.90163 -1.85 -1.047042 85.58429 994.8983 -1.85 999.7004 1000 0.059973
R500 0 0 0.863724 0 1.05452 1.85 0.928611 0 0 1.85 0
R501 0 0 0.863724 0 1.05452 1.85 0.928611 0 0 0.925 0
R502 0 0 0.863724 0 0 1.85 0 0 0 1.85 0
R503| 0.382588 0.382588 0.4884 0 1.466153 3.083333 1.416653 0 0.24291 0.925 0.291105
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R504 0.0703 0.0703 0.1924 -1.85 -1.325497 0 -1.201934 -0.925 0 0 0
R505 | -14.75896 -0.337193 -0.327395 -25 -0.093094 0 -0.304386 |-11.63424 -0.165442 0 -0.26383
R506 0 0 0.094317 0 0 0 0 0 0 0 0
R507 0 0.039341 0.039341 0 0.016916 0.016916 0.007607 0 0 0.027149 0
R508 0.111 0.115694 0.1258 0 0.047561 1.233333 0.021387 0 0.077467 0.925 0.064983
R509 -0.1258 -0.115694 -0.111[-1.233333 -0.047561 0 -0.021387 -0.925 -0.077467 0 -0.064983
R510 0.111 0.115694 0.1258 0 0.047561 1.233333 0.021387 0 0.077467 0.925 0.064983
R511 0 0.000007 0.000007 0 0.000003 0 0.000001 0 0.000005 0.000005 0.000004
R512 -0.2 -0.2 -0.0703 -1.85 -0.031798 0.616666 -0.014299 0 0 0 0
R513 0 0.0296 0.0296 0 0.012244 0.925 0.005506 0 0 0.148 0
R514 0 0.00396 0.0296 0 0 0.925 0 0 0 0.148 0
R515 0.111 0.115694 0.1258 0 0.047561 1.233333 0.021387 0 0.077467 0.925 0.064983
R516 0 0 0.400275 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R517 0 0.1297 0.1297 0 1.357296 2.775 1.216234 0 0 0.925 0
R518 0 0 1000 0 0 85.58429 995.8148 0 999.6607 1000 0
R519 0 0 1000 0 0 85.58429 995.8148 0 999.6607 1000 0
R522 0 0 0.0296 0 0 1.85 0 0 0 3.588018 0
R523 0 0.041655 0.560324 0 1.253087 3.083333 1.017905 0 0 1.85 0
R524 0 0 0.458349 0 0 0.616666 0 0 0.006552 0.071153 0.005496
R525 0 0 0.80055 0 0 0.925 0 0 0 0 0
R526 0 0 14.35936 0 0 25 0.111055 0 0 11.63424 0.037709
R527 0 0.005084 0.125799 0 0 0.925 0 0 0 0.925 0
R528 0 0 0.1258 0 0 0.925 0 0 0 0.925 0
R529 0 0.005084 0.1258 0 0 0.925 0 0 0 0.925 0
R530 0 0.005084 0.125799 0 0 0.925 0 0 0 0.925 0
R532 0 0.000082 0.0296 0 0.000035 1.85 0.000016 0 0.000057 3.588018 0.000048
R533 0 0.028315 0.1222 0 0.012175 0.115625 0.005475 0 0.01983 0.071153 0.016635
R534 0 0.028315 0.1222 0 0.012175 0.115625 0.005475 0 0.01983 0.071153 0.016635
R535 0 0.028025 0.1222 0 0.01205 0.115625 0 0 0.013075 0.071153 0
R536 0 0 0.1222 0 0 0.115625 0 0 0 0.071153 0
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Apéndice E Resultados de FBA del GEM

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R537 0 0.028315 0.1222 0 0.012175 0.115625 0.005475 0 0.01983 0.071153 0.016635
R538 0 0.028315 0.1222 0 0.012175 0.115625 0.005475 0 0.01983 0.071153 0.016635
R539 0 0.028294 0.1222 0 0.012166 0.115625 0.005471 0 0.019816 0.071153 0.016623
R540 0 0.028294 0.1222 0 0.012166 0.115625 0.005471 0 0.019816 0.071153 0.016623
R541 0 0.028294 0.1222 0 0.012166 0.115625 0.005471 0 0.019816 0.071153 0.016623
R542 0 0.028294 0.1222 0 0.012166 0.115625 0.005471 0 0.019816 0.071153 0.016623
R543 0 0.035939 0.122199 0 0.015453 0.115624 0.006949 0 0.025171 0.071153 0.021114
R544 |-0.122199 -0.035939 0]-0.115624 -0.015453 0 -0.006949 |-0.071153 -0.025171 0 -0.021114
R545 0 0.021388 0.1222 0 0.009196 0.115625 0.004135 0 0.014979 0.049333 0.012565
R546 0 0.021388 0.1222 0 0.009196 0.115625 0.004135 0 0.014979 0.049333 0.012565
R547 0 0.002347 0.122199 0 0.001009 0.115625 0.000453 0 0.001644 0.049333 0.001379
R549 0 0 0.122199 0 0 0.115625 0 0 0 0.049333 0
R550 0 0.002149 0.002149 0 0.000924 0.000924 0.000415 0 0.001505 0.001505 0.001263
R551| -0.1222 -0.000644 0]-0.119354 -0.000277 0 -0.000124| -0.11746 -0.000451 0 -0.000378
R553 0 0.034481 54.226869 0 0.014826 85.58429 0.307504 0 0.024149 54.29562 0.084518
R554 0 0.002347 0.002347 0 0.001009 0.001009 0.000453 0 0.001644 0.001644 0.001379
R555 0 0.002149 0.002149 0 0.000924 0.000924 0.000415 0 0.001505 0.001505 0.001263
R556 0 0.000041 0.003748 0 0.000017 0.00161 0.000008 0 0.000028 0.002621 0.000024
R558 | -0.80055 -0.00216 0 -0.74 -0.000928 0 -0.000417 |-0.001512 -0.001512 0 -0.001269
R559 0 0.014551 0.108663 0 0.006257 0.077083 0.002813 0 0.010191 0.071153 0.008549
R560 0 0.014551 0.108663 0 0.006257 0.077083 0.002813 0 0.010191 0.071153 0.008549
R561 0 0.014572 54.226869 0 0.006266 85.58429 0.303655 0 0.010206 54.29562 0.072822
R562 0 0.000289 0.1222 0 0.000124 0.115625 0.005475 0 0.006755 0.071153 0.016635
R564 | -0.41605 0.320812 1000 -1.85 0 85.58429 999.6197 -1.85 999.8876 1000 0.275364
R566 | -0.1222 0 0]-0.115625 0 0 0]-0.049333 0 0 0
R567 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.207759 0 0 54.29562 0.050324
R568 0 0.002143 0.1222 0 0.000921 0.088095 0.00087 0 0.001501 0.148 0.002643
R569 | -0.1222 0 0]-0.088095 0 0 -0.000455 -0.148 0 0 -0.001384
R570 0 0.028484 0.1222 0 0.012247 0.1 0.005507 0 0.051799 0.148 0.043451
R572| -0.1222 -0.028484 0 -0.1 -0.012247 0 -0.005507 -0.148 -0.051799 0 -0.043451
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA | vmin FBA vmax MOMA
R574 0 0.028484 0.1222 0 0.012247 0.1 0.005507 0 0.051799 0.148 0.043451
R575 [-0.1222 -0.028484 0 -0.1 -0.012247 0 -0.005507 |-0.148 -0.051799 0 -0.043451
R576 0 0.028484 0.1222 0 0.012247 0.1 0.005507 0 0.051799 0.148 0.043451
R577 0 0.016379 0.280162 0 0.00702 0.344186 0.003157 0 0.011471 0.4 0.009622
R579 0 0.032986 54.297869 0 0.014183 85.58429 0.214137 0 0.054952 54.29562 0.096421
R580 0 0.047608 54.297869 0 0.02047 85.58429 0.21742 0 0.065192 54.29562 0.106395
R581 |-0.1222 0.014235 0.280162 |-0.088095 0.006098 0.344186 0.002287 |-0.148 0.00997 0.4 0.006979
R582 0 0.013974 54.226869 0 0 85.58429 0.167469 0 0.009787 54.29562 0.067374
R583 0 0 27.113434 0 0.006008 42.79214 0.107517 0 0 27.14781 0.066436
R584 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0.000455 0 0 0.148 0.001384
R585 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.271828 0 0 54.29562 0.097499
R586 0 0.002356 0.1222 0 0.001013 0.088095 0.000455 0 0.00165 0.148 0.001384
R587 |-0.1222 -0.002356 0[-0.088095 -0.001013 0 -0.000455|-0.148 -0.00165 0 -0.001384
R588 0 0.002356 0.1222 0 0.001013 0.088095 0.000455 0 0.00165 0.148 0.001384
R589 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.300837 0 0 54.29562 0.06426
R590 0 0.002143 0.1222 0 0.000921 0.088095 0.00087 0 0.001501 0.148 0.002643
R591 0 0.002356 0.1222 0 0.001013 0.088095 0 0 0.00165 0.148 0
R592 0 0.002356 0.1222 0 0.001013 0.088095 0.000455 0 0.00165 0.148 0.001384
R593 0 0.000045 0.000045 0 0.000019 0.000019 0.000008 0 0.000032 0.000032 0.000026
R594 0 0.000021 0.000021 0 0.000009 0.000009 0.000004 0 0.000015 0.000015 0.000012
R595 0 0.000023 0.000023 0 0.00001 0.00001 0.000004 0 0.000016 0.000016 0.000014
R596 0 0.000021 0.000021 0 0.000009 0.000009 0.000004 0 0.000015 0.000015 0.000012
R597 0 0.000002 0.000002 0 0 0 0 0 0.000001 0.000001 0.000001
R598 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R599 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R601 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R602 0 0.000023 0.000023 0 0.00001 0.00001 0.000004 0 0.000016 0.000016 0.000014
R604 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R605 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R606 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R607 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R608 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R609 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R610 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R611 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R612 0 0.000145 0.000145 0 0.000062 0.000062 0.000028 0 0.000102 0.000102 0.000085
R613 0 0.000045 0.000045 0 0.000019 0.000019 0.000008 0 0.000032 0.000032 0.000026
R614 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R615 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R616 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R617 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R618 0 0.000124 0.000124 0 0.000053 0.000053 0.000024 0 0.000086 0.000086 0.000072
R619 0 0.000124 0.000124 0 0.000053 0.000053 0.000024 0 0.000086 0.000086 0.000072
R620 0 0.000062 0.000062 0 0.000026 0.000026 0.000012 0 0.000043 0.000043 0.000036
R621 0 0.000041 0.000041 0 0.000017 0.000017 0.000008 0 0.000028 0.000028 0.000024
R622 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R623 | -0.000031 -0.000031 0]-0.000013 -0.000013 0 -0.000006 |-0.000021 -0.000021 0 -0.000018
R624 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R625 0 0 0.133425 0 0 0.148 0 0 0 0.284615 0
R626 0 0 0.133425 0 0 0.148 0 0 0 0.284615 0
R627 0 0 0.3881 0 0 0.336363 0.151467 0 0 0.528571 0.072206
R628 0 0.003571 0.061099 0 0.001535 0.059677  0.00069 0 0.002501 0.05873 0.002098
R629 0 0.000602 0.061099 0 0.000259 0.059677 0.000116 0 0.000422 0.05873 0.000354
R630 0 0 0.061099 0 0 0.059677 0 0 0 0.05873 0
R631 0 0.000602 0.1222 0 0.000259 0.119354 0.000116 0 0.000422 0.11746 0.000354
R632 0 0.000602 0.1222 0 0.000259 0.119354 0.000116 0 0.000422 0.11746 0.000354
R633 0 0.018766 1000 0 0.008069 85.58429 0.053529 0 0.013143 1000 0.018744
R635 0 0.018766 1000 0 0.008069 85.58429 0.053529 0 0.013143 1000 0.018744
R638 0 0 1000 0 0 85.58429 0.0499 0 0 1000 0.007718
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R643 0 0 0.431862 0 0 0.462499 0 0 0.105929 0.925 0.147662
R644 |-0.431862 0 0]-0.462499 0 0 0 -0.925 -0.105929 0 -0.147662
R645 0 0 0.431862 0 0 0.462499 0 0 0.105929 0.925 0.147662
R646 0 0 27.113434 0 0 42.79214 0.439298 0 0 27.14781 0.164873
R647 0 0 27.113434 0 0 42.79214 0.439298 0 0 27.14781 0.164873
R648 0 0.015298 0.280162 0 0.006578 0.344186 0.002958 0 0.010714 0.4 0.008987
R649 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R650 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R651 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R652 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R653 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R654 0 0 0.280162 0 0 0.344186 0.00295 0 0.010685 0.4 0.008963
R655 0 0.015256 0.280162 0 0.00656 0.344186 0 0 0 0.4 0
R656 | -0.210121 -0.011441 0.07004 | -0.258139 -0.004919 0.086046 0.000737 -0.3 0.002672 0.1 0.002241
R657 0 0.003815 0.07004 0 0.00164 0.086046 0.000737 0 0.002672 0.1 0.002241
R658 0 0.003815 0.07004 0 0.00164 0.086046 0.000737 0 0.002672 0.1 0.002241
R659 0 0.003768 0.07004 0 0.00162 0.086046 0.000728 0 0.002639 0.1 0.002214
R660 0 0.000005 0.000005 0 0.000002 0 0.000001 0 0.000003 0.000003 0.000003
R661 0 0.001992 0.001992 0 0.000856 0.000856 0.000385 0 0.001395 0.001395 0.00117
R662 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R663 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R664 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R665 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R666 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R667 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R668 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R669 | 0.718627 4.178939 4.501386 |-0.184999 3.680571 4.002727 3.790235| 3.263636 4.334711 4.420779 4.032502
R670 | -6.504999 0 996.9028 0 0 0 0 0 0 0 0
R671 0 0 1.464549 0 0 0 0 0 0 0 0
R672(-1.399911 999.04764 1000 | -0.554999 0.870383 1000 0.830712|-1.175655 998.6892 1000 -0.716696

242



Apéndice E Resultados de FBA del GEM

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA

2.032
R673| 227 3.363636 3.363636 0 3.33 3.33 3.33| 3.363636 3.7 3.363636 3.33
R675 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R676 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R677 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R678 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R680 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R681 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R682 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R684 | 0.142 0.800854 1.137749 0 0.344358 0.672727 0.457789 0 0.624591 1.057142 0.695071
R687 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R688 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R689 0 0.015936 0.1222 0 0.006852 0.119354 0.003081 0 0.038715 0.11746 0.032476
R691 0 0.064653 0.2444 0 0.0278 0.199999 0.012501 0 0.108981 0.296 0.091418
R692 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.219649 0 0 85.58429 0
R693 0 0.00027 0.00027 0 0.000116 0.000116 0.000052 0 0.000189 0.000189 0.000158
R694 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R695 0 0.015205 0.015205 0 0.006538 0.006538  0.00294 0 0.010649 0.010649 0.008933
R697 0 0.00027 0.00027 0 0.000116 0.000116 0.000052 0 0.000189 0.000189 0.000158
R698 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.219649 0 0 54.29562 0.082436
R700 0 0.000291 0.000291 0 0.000125 0.000125 0.000056 0 0.000203 0.000203 0.000171
R701 0 0.00067 0.00067 0 0.000288 0.000288 0.000129 0 0.000469 0.000469 0.000394
R703 0 0.002476 0.002476 0 0.001064 0.001064 0.000478 0 0.001734 0.001734 0.001454
R704 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R705 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R706 0 0.000405 0.000405 0 0.000174 0.000174 0.000078 0 0.000283 0.000283 0.000238
R707 0 0.015543 0.015543 0 0.006683 0.006683 0.003005 0 0.010886 0.010886 0.009131
R708 0 0.00027 0.00027 0 0.000116 0.000116 0.000052 0 0.000189 0.000189 0.000158
R709 0 0.00027 0.00027 0 0.000116 0.000116 0.000052 0 0.000189 0.000189 0.000158
R711 0 0.000608 0.000608 0 0.000261 0.000261 0.000117 0 0.000426 0.000426 0.000357

243



Apéndice E

Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R712 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R713 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R714 0 0.000041 0.003748 0 0.000017 0.00161 0.000008 0 0.000028 0.002621 0.000024
R715 0 0.000602 0.1222 0 0.000259 0.119354 0.000116 0 0.000422 0.11746 0.000354
R716 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R717 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R718 45662 4.750076 4.884 0 4.973918 8.325 4.50874 3.7 4.239693 17.77664 4.310394
R719 0 0 0.0296 0 0 1.85 0 0 0 3.588018 0
R720 45662 4.750076 4,884 0 4.973918 8.325 4.50874 3.7 4.239693 17.77664 4.310394
R721 45958 4.750076 4,884 0 4.973918 8.325 4.50874 3.7 4.239693 17.77664 4.310394
R722 9.162 9.500152 9.768 0 9.947837 16.65 9.01748 7.4 8.479386 35.55328 8.620788
R723 0 0 0.0296 0 0 1.85 0 0 0 3.588018 0
R724|8.087651 16.461521 39.349522 0 11.17271 50 34.2966 | 8.057659 13.19131 34.64182 32.007114
R725 | 4.043825 8.23076 19.674761 0 5.586356 25 17.1483| 4.028829 6.595653 17.32091 16.003557
R726 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R727 -1000 -1000 0 -1000 0 0 0 -1000 -1000 0 0
R728 -1000 -5.593129 0[-6.727272 -5.568545 0 -5.533735|-7.003571 -5.173908 -2.775 -5.453262
R729 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R730 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R731 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R732| -0.00002 -0.00002 0 [-0.000008 -0.000008 0 -0.000004 |-0.000014 -0.000014 0 -0.000012
R733 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R734 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R735 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R736 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R737 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R738 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R739 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R740 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R741 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones

Cepa Silvestre, Mehler 20% Cepa acoplada M2 (Etanol) Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R742 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R743|-0.00002 -0.00002 0]-0.000008 -0.000008 0 -0.000004 | -0.000014 -0.000014 0 -0.000012
R745 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R748 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R749 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R751 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R752 0 0.00001  0.00001 0 0.000004 0.000004 0.000002 0 0.000007 0.000007 0.000006
R753 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R754 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R755 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R756 0 0.00002 0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R757 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R758 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R759 0 0.00002  0.00002 0 0.000008 0.000008 0.000004 0 0.000014 0.000014 0.000012
R800 0 0 0.863724 0 1.05452 1.85 0.928611 0 0 1.85 0
R801 0 0 0.1222 0 0 0.1 0 0 0 0.147999 0.026717
R802 0 0 0.122199 0 0 0.115625 0 0 0 0.049333 0
R803 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R804 0 0 0.108663 0 0 0.077083 0 0 0 0.071153 0
R805 0 0  0.03502 0 0 0.043023 0 0 0 0.05 0
R806 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.219649 0 0 54.29562 0.082436
R807 0 0 0.388099 0 0 0.336363 0.151467 0 0 0.528571 0.072206
R808 0 0 0.1222 0 0 0.088095 0 0 0 0.148 0
R809 0 5.593129 1000 0 5.568545 6.727272 5.533735 2.775 5.173908 7.003571 5.453262
R810 0 0 0.200137 0 0 0.23125 0 0 0 0.37 0
R811 0 0 0.133425 0 0 0.148 0 0 0 0.284615 0
R812 0 0 0.431862 0 0 0.462499 0 0 0.105929 0.925 0.147662
R813 0 0 0.1222 0 0 0.099999 0 0 0.031849 0.148 0
R814 0 0 54.226869 0 0 85.58429 0.219649 0 0 85.58429 0
R815 0 0 0.200137 0 0 0.23125 0 0 0 0.37 0
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Tabla E.1.(cont.) Resultados de las optimizaciones
Cepa Silvestre, Mehler 20%

Cepa acoplada M2 (Etanol)

Resultados de FBA del GEM

Cepa acoplada M4 (PHB)

vmin FBA vmax vmin FBA vmax MOMA vmin FBA vmax MOMA
R816 0 1000 1000 0 0 1000 0 0 1000 1000 0
R817 0 0 0.061099 0 0 0.059677 0 0 0 0.05873 0
R818 0 0 0.100068 0 0 0.115625 0 0 0 0.185 0
R819 0 0 0.560325 0 0 1.85 0 0 0 1.85 0
R820 0 0 0.863725 0 0 0.925 0 0 0 0 0
R821 0 0 0.541533 0 0 0.739999 0 0 0 1.233333 0
R822 0 0 0.125799 0 0 0.336363 0 0 0 0.74 0
R823 0 0 0.4366 0 0 0.616666 0 0 0 0 0
R824 0 0 0.248 0 0 0.37 0 0 0.051793 0.925 0.043447
R825 0 0 0.0148 0 0 0.308333 0 0 0 0.616666 0
R826 0 0 0.1297 0 0 0.616666 0 0 0 0.4625 0
R827 | 0.203222 0.336363 0.336363 0 0.37 0.37 0/0.336363 0 0.336363 0.37
R828 1.3213 1.723723 29.775722 0 2.865224 42.79214 2.651673 0 0.986451 27.76447 1.138631
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