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1. Introduccion

El modelizado metabdlico de cepas de interés biotecnoldgico se ha establecido como unas de las herramientas mas utiles para el analisis sistematico del metabolismo y

su relacion con el fenotipo expresado. |

stos modelos permiten la prediccion de los flujos de todas las reacciones que intervienen en el metabolismo mediante técnicas

de optimizacion como el Anélisis de Balance de Flujos (FBA). Las inferencias sobre el metabolismo dependen en gran medida de la funcién objetivo empleada en FBA,

siendo la mas utilizada la denominada

pseudo-reaccion de biomasa. Esta se trata de una reaccidén empirica, especifica para cada microorganismo, compuesta por los

precursores metabolicos de las principales biomoléculas que componen a los seres vivos (glicidos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos), junto con los requerimientos
de poder reductor (NADPH) y la energia (ATP) necesaria para los procesos anabdlicos.

2. O

Analizar la incidencia de la pseudo-reaccion de biomasa en las predicciones
llevadas a cabo mediante FBA. Para ello, se consider6 como microorganismo de
estudio la levadura Rhodosporidium toruloides, de relevancia por su potencial para
la producciéon de biodiesel de tercera generacion, enzimas de interés farmaceéutico

y carotenoides, entre otros.

3. Modelo metabdlico de R. toruloides

En este trabajo se utilizé como base un modelo metabdlico de R.
toruloides publicado por nuestro grupo de trabajo. En este modelo,
la pseudo-reaccion de producciéon de biomasa fue obtenida a partir de

una reconstruccion previa, basada en

Saccharomyces cerevisiae, y posteriormente fue mejorada y depurada.
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4. Actualizacion de la pseudo-reaccion de biomasa

Para la actualizacion de la reaccion de biomasa se emplearon dos modelos a
escala gendémica (GEMs) publicados recientemente (Tiukova, ref.[11] y Dinh,
ref.[12]) y bases de datos como YeastPathways y MetaCyc. El ATP necesario
para el crecimiento (GAM) y mantenimiento de la cepa (NGAM), se determiné
empleando datos experimentales en cultivo continuo (ref.[17]).
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b. Parametros estequiométricos y balances globales

bjetivo

Para evaluar la influencia de las modificaciones en la pesudo-reaccion de biomasa,
se calcularon los flujos de las reacciones extracelulares (v) mediante FBA y se
determinaron los rendimientos en biomasa (y/s), CO2 (yco,/s) y O2 (b) respecto
a glucosa y el rendimiento de biomasa respecto al amonio (y,/,). Con éstos, se
calcularon los balances de carbono (BC), grado de reducciéon (B7), nitrégeno
(BN) y el cociente respiratorio (CR), y se contrastaron con el modelo original y

los GEMs de R. toruloides.
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Los rendimientos y balances se expresaron en unidades de Cmol, Nmol o mol.
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6. Resultados obtenidos a partir de las modificaciones
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A continuacién, se muestran los cambios en la estequiometria de la reaccion de
biomasa. Se observaron diferencias considerables en los metabolitos derivados del
GAM (atp|c|, adp|c|, h20|c|, pi|c| v h|c]) y en precursores como oaalc| y akg|c| aso-
ciados principalmente a la sintesis de aminoacidos y acidos nucleicos. Con las mod-

ificaciones realizadas, el NGAM resulté ligeramente superior al del modelo original.
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Precursores

Como muestra la siguiente tabla, la modificacién de la pseudo-reaccion de biomasa,

resultd en una mejora sustancial de los balances de BC', By y C'R. En el caso del

na

Del centro hacia afuera: macromoléculas (nivel 1), constituyentes y monémeros

(nivel 2) y precursores de nuestro modelo (

Proteina

sof R ] BN, se detecto una desviacion respecto al valor esperado del GEM de Tiukova
S N que se transfirié a nuestro modelo.
OQ{I&Q’”&OQ’
S Valor Modelo  Modelo GEM GEM
(S Parametro esperado original modificado Tiukova Dinh
f&‘%&
°®§g . Wi iis 0,45-0,47 0,424 0,4/3 0,507 0,475
& e yco,ss  0,53-0.55 0,188 0,445 0,451 0,479
& %ot b 0.46-0.48 0,211 0,409 0,408 0,429
& /%{I‘II e 6,25 6,247 8,811 9,288 5,910
?f'o
go¥
NO BC 1 0,612 0,918 0,959 0,955
@gﬁé o By 1 0,648 0,896 0,930 0,919
Pt Tapgocan BN 1 0,999 1,410 1,486 0,946
- (1->8)betarb-giiean ’ CR > 0,891 1,087 1,106 1,116

Glucidos

nivel 3)

Podemos ver que aun con modelos altamente validados como los GEMs de
Tiukova y Dinh, la estequiometria esta ligeramente alejada de los valores teoricos
ideales. Esto se debe fundamentalmente a que la reaccion de biomasa es de
caracter empirico, y por lo tanto, tiene asociado cierto error e incertidumbre.

7. Conclusiones

LLos modelos metabodlicos han revolucionado en las ultimas décadas la forma de
analizar, simular y optimizar los procesos biotecnologicos, a la vez que permitieron

el diseno de cepas mejoradas para la sobreproduccion de productos de interés. El
proceso de reconstruccion de redes metabolicas es laborioso, y particularmente, la
pseudo-reaccion de biomasa constituye un gran desatio e influye significativamente,
como se demostrd en este trabajo, en las predicciones realizadas.




