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Resumen

La sobreexplotacion de recursos naturales y la alta demanda de insumos para las
industrias motiva la busqueda de nuevas fuentes de materias primas; entre ellas la
utilizacién de microorganismos para producir compuestos de alto valor. Cuando no
es viable utilizar a los microorganismos que producen naturalmente un compuesto,
se recurre a la Biologia Sintética para producirlos en otros organismos. Un
metabolito se puede producir a través de cientos de rutas posibles. Por ello, en este
trabajo desarrollamos un programa que es capaz de encontrar esas rutas
metabolicas a partir de la informacion de la coleccion BioCyc. Las rutas son
representadas como hipergrafos, partiendo de los compuestos producidos por un
organismo. Para cada ruta implementamos una evaluacion termodinamica que
permite ordenarlas de acuerdo con la de las reacciones quimicas limitantes y la
similitud del precursor con el compuesto deseado utilizando la geometria
Manhattan. Una vez seleccionada una ruta metabdlica el programa sugiere genes
de acuerdo con la informacién disponible en la base de datos, como son la evidencia
experimental, el tamafio de genes, la cantidad de reacciones que realiza en la ruta,
entre otras. Para continuar con el flujo de trabajo se brindan algunas herramientas
para la visualizacion y edicién de secuencias. Nuestra herramienta indica que se
pueden producir hasta 5,618 metabolitos en mas de 7,000 organismos y que la
mayoria de esos compuestos se pueden producir introduciendo menos de 44
reacciones en cualquier organismo. Por ejemplo, para el organismo modelo
Escherichia coli se puede extender su espacio metabdlico hasta los 4,361
compuestos utilizando menos de 19 reacciones, esto representa un incremento del
40% comparado a lo reportado por Carbonell y colaboradores en 2012. El desarrollo
de estas herramientas sienta las bases para la consideracion de nuevos organismos
en la produccion de metabolitos de alto valor. Ademas, ahorra tiempo en el disefio
de los proyectos ya que automatiza la busqueda de rutas metabdlicas que es uno
de los primeros pasos de cada proyecto. Utilizando indices de centralidad, se
encontraron los actores principales de un grafo creado a partir de las reacciones
anotadas en BioCyc. Estos actores representan compuestos que participan en un

gran numero de rutas y cuya produccion puede ser blanco de optimizacion en



cualquier organismo para aumentar la obtencion de los compuestos deseados

mediante ingenieria metabdlica.



Abstract

The overexploitation of natural resources and the high demand of supplies for
industries motivates the search for new sources and ways of producing raw
materials. An alternative is the use of microorganisms to produce high-value
compounds. When it is not feasible to use microorganisms that naturally produce a
compound, Synthetic Biology is used to produce them in model organisms. A
metabolite can be produced through hundreds of possible metabolic routes. Thus,
in this work we developed a suite of programs that can identify those metabolic
routes using the BioCyc collection as the main source of information. The routes are
represented by hypergraphs, starting from the compounds produced by an
organism. For each metabolic route, we implement a thermodynamic evaluation that
allows us to order them according to the driving force of the limiting chemical
reactions and the similarity of the precursor with the desired compound using the
Manhattan geometry. Once a metabolic pathway is selected, the program suggests
genes per the information available in the database; such as experimental evidence,
size of genes, the number of reactions performed on the route, among others. To
continue with the workflow, some tools are provided for viewing and editing
sequences. As a result, we found that up to 5,618 metabolites can be produced in
more than 7,000 organisms and that any of these compounds can be produced by
introducing less than 44 reactions in the model organism Escherichia coli. That is,
the metabolic space of E. coli can be extended to 4,361 compounds using less than
19 reactions, representing an increase of 40% of potential metabolites produced by
E. coli compared to the reported by Carbonell and collaborators in 2012. The
development of these tools sets may facilitate the incorporation of new organisms in
the production of metabolites of high value, besides saving time as it automates the
first steps during the design of a biotechnology project. Through the analysis of the
extended metabolic network of BioCyc we find the central metabolites, which can be
target of optimization in any organism to increase the production of any desired

compound via metabolic engineering.



1. Introduccion

1.1 Produccion heteréloga de metabolitos de alto valor

Existe un interés creciente en la produccién de compuestos de alto valor utilizando
microorganismos, esto debido al potencial agotamiento del petrdleo y otros recursos
naturales y por el impacto que tienen en el ambiente las maneras tradicionales de
produccion basadas en la industria quimica (Draths & Frost, 1995). Sin embargo,
para la mayoria de los casos es necesario realizar modificaciones genéticas en
estos organismos para optimizar la produccién o, mas frecuentemente, introducir

nuevas rutas metabdlicas (Chatsurachai, Furusawa, & Shimizu, 2012).

Para la produccion de metabolitos heter6logos son pocos los organismos modelo
con los que se pueden trabajar. Esto a pesar de que existen organismos con
reservorios de precursores mas grandes, y que tienen mayor tolerancia a los
compuestos intermediarios y finales o que tienen una mayor produccién debido a
una mayor robustez de su metabolismo interno con respecto a la bacteria
normalmente usada que es, Escherichia coli (Verhoef, Ruijssenaars, de Bont, &
Wery, 2007). Esta limitacion se debe en parte a la carencia de herramientas
experimentales como bioinformaticas que permitan trabajar con estos organismos
no modelos. Por esta razon, se considera que poner a la disposiciéon de los
investigadores herramientas para trabajar con estos organismos no modelos puede
incentivar la investigacion y el desarrollo de una biotecnologia mas efectiva
(Loescheke & Thies, 2015).

El proceso béasico que se sigue para la produccion de un metabolito en un organismo

de forma heteréloga, se puede definir en los siguientes pasos:

Seleccion del compuesto a producir.

Seleccion del organismo a utilizar.

Busqueda y seleccion de rutas para producir de forma heteréloga el compuesto.
Busqueda de las enzimas involucradas en la ruta seleccionada.

Seleccion de los genes que codifican para las enzimas.

o gk wbd e

Extraccion de los genes a partir de otros organismos o por sintesis quimica.



7. Disefio de un vector para introducir el o los genes.

8. Introduccion de los genes al organismo seleccionado.
9. Validar la produccion.

10. Optimizar la produccion.

11.Escalar la produccion, etc.

Una vez asegurado que el organismo es capaz de producir un metabolito de forma
heterdloga se continlia con un proceso de optimizacién que va desde adaptar el uso
de codones de los genes al organismo, hasta hacer ingenieria metabdlica en el
organismo utilizado y finalmente un proceso de optimizacién de las condiciones de

produccioén en biorreactores.

1.2 Propiedades cinéticas de las enzimas

Las enzimas son catalizadores bioldgicos cuya funcion es acelerar la velocidad a la
cual ocurren las reacciones dentro de un organismo. La velocidad a la que una
enzima puede llevar a cabo una reaccion (Vo) depende de la concentracion de su
sustrato ([S]), y se define como la cantidad de moles de productos que se forman
por segundo. El incremento en Vo inicia siendo lineal con respecto a [S], pero
conforme [S] aumenta se va reduciendo el incremento de Vo, hasta que deja de
crecer. A este punto de la velocidad se le conoce como Vmax Y €s la velocidad de
reaccion maxima que puede lograr una enzima. En la Gréfica 1, se muestra un
parametro llamado Km, que es la constante de Michaelis-Menten, la cual indica cual
es la concentracion de sustrato a la cual la velocidad de la reaccién es la mitad de
la velocidad maxima que puede lograr la enzima. Entre menor sea el valor de Km
para una enzima, mayor sera la afinidad que tenga la enzima por su sustrato y por
tanto tendra mas eficiencia, en los organismos vivos se ha encontrado que la
concentracion de sustratos dentro de las células corresponde con el valor de Km
(Berg, Tymoczko, & Stryer, 2002). Si se tiene una enzima que tiene una alta Km la
tnica forma de aumentar la velocidad de la reaccién para una concentracion de
sustrato fija es aumentando la concentracion de la enzima, esto es dificil ya que
represente un mayor consumo de recursos para las células de un organismo y en

ocasiones no es posible debido a limitantes técnicas al sobrexpresar enzimas.



Cinética de Michaelis-Menten

Velocidad de la

'Concentracion de sustrato [S] —

Gréfica 1. Principales pardmetros en una cinética de Michaelis-Menten (Berg et al., 2002),
grafica modificada.
En esta gréafica se observa como el incremento en la Vo va disminuyendo conforme aumenta

[S], también se observa como Vo es igual a Vimax/2 para [S] igual a Km.

La mayoria de las reacciones pueden llevarse a cabo de forma reversible y esto
ocurre simultdneamente. Cuando se inicia una reaccion in vitro se parte de una
concentracion inicial de sustrato [So] la cual va disminuyendo conforme avanza el
tiempo, al contrario del producto de la reaccion que va aumentando. Para todas las
reacciones llegara un momento en el cual la cantidad de reactivos y productos se
mantendran constantes, a este punto se le llama estado de equilibrio de la reaccién
y no significa que se haya detenido la reaccion, sino que la velocidad a la cual se
forman los productos es igual a la velocidad a la que se consumen (Berg et al.,
2002).

1.3 Base de datos

1.3.1 Coleccion BioCyc

BioCyc es una coleccion de bases de datos de rutas metabdlicas y genomas

(PGDBs por las siglas en inglés de Pathway/Genome Databases). Esta coleccion



cuenta con un sitio web en el cual se encuentran disponibles de forma gratuita
genomas y sus anotaciones para miles de organismos. Ademas de las bases de
datos, ponen a disposicion de los usuarios utilidades de entre las que sobresale el
programa Pathway Tools que es capaz de reconstruir las rutas metabolicas de un
organismo a partir de un genoma anotado siguiendo ciertas reglas (BioCyc no
realiza anotaciones de genoma), y permite realizar correcciones manuales y
visualizar la informacién generada. Asi, por cada genoma agregado se crea una
nueva PGDBs que recibe diferentes clasificaciones de acuerdo con la cantidad de
curacion manual que haya recibido (Karp, Latendresse, & Caspi, 2011). Por
ejemplo, las PGDBs que han recibido un mayor nimero de curaciones y revisiones
son las de Escherichia coli MG1655 (EcoCyc) y en MetaCyc lo que las clasifican
como de nivel 1, mientras que las rutas que recibieron sélo un poco de curacién
manual son clasificadas como de nivel 2, y las que fueron creadas
computacionalmente sin recibir curacion manual son las de nivel 3. En estas Ultimas

dos categorias se encuentran la mayoria de los PGDBs (BioCyc, 2016).

BioCyc tiene particularidades que la hacen sobresalir de las demas, por ejemplo, el
libre acceso a toda su base de datos y la posibilidad de descargarla, ademas de que
contiene anotaciones basadas en el formato SBML que facilitan el entendimiento de
los procesos biolégicos. La mayoria de las reacciones en BioCyc se encuentran
balanceadas, lo que la hace una coleccion ideal para trabajar con modelos

metabdlicos (Altman, Travers, Kothari, Caspi, & Karp, 2013).

1.3.2 Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG)

La Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto o KEGG por sus siglas en inglés,
es un grupo de bases de datos que contiene informacién sobre organismos a
diferentes niveles de organizacién. En ella se pueden encontrar genes obtenidos de
genomas secuenciados con anotaciones sobre su papel bioldgico; esta informacién
es almacenada en la base de datos GENES. En otro nivel lamado PATHWAY se
encuentra la informacion sobre las rutas metabdlicas reconstruidas a partir de la
informacion de los genomas y de una base de datos llamada LIGAND en la cual se

almacena informacion sobre compuestos quimicos, enzimas Yy reacciones



enzimaticas. Esta base de datos esta disponible desde su sitio web de forma libre,
ademas tiene una Interfaz de Programacion de Aplicaciones (API) basada en REST
a través de la cual se pueden realizar consultas de forma automatizada. Esta base
de datos, sin embargo, sélo esté disponible para uso estrictamente académico, no
permite el uso de la informacion para fines comerciales a diferencia de BioCyc que

permite el uso comercial y académico de forma gratuita (Kanehisa & Goto, 2000).

Las bases de datos BioCyc y KEGG comparten muchas similitudes, por ejemplo,
ambas toman genomas anotados (ninguna de las dos realiza anotaciones en
genomas). Y a partir de estas anotaciones reconstruyen las posibles rutas
metabdlicas. También tienen herramientas que ponen a disposicion de los usuarios
en sus paginas web, y utilizan rutas de referencia curadas manualmente para
producir las rutas a partir de los nuevos genomas anotados, entre otras. A pesar de
estas semejanzas KEGG difiere de BioCyc en que mantiene una base de datos de
compuestos sintéticos y de medicamentos, asi como que requiere una licencia de
paga para usar comercialmente la informacién de la base de datos (Altman,
Travers, Kothari, Caspi, & Karp, 2013).

A pesar de que existen otras bases de datos de reacciones y rutas como Rhea,
BiGG, UniPathway, BioPath, Reactome y BioCyc. Muchas de estas bases de datos
fueron generadas a partir de BioCyc 0 KEGG o bien soélo tienen links a ellas (Altman
et al., 2013).

1.3.3 Fuente Universal de Proteinas (Uniprot)

Uniprot es una iniciativa internacional para proveer a la comunidad cientifica con
una base de datos en la cual se pueda centralizar la anotacion de secuencias de
proteinas y su informacién funcional, esta base de datos es actualizada cada 4
semanas (Boutet et al., 2016). La informacién de las anotaciones que han sido
curadas manualmente esta en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot y sirve de
referencia para generar informacibn sobre nuevos organismos en
UniProtKB/TrEMBL utilizando algunas reglas. Uniprot esta ligada a otras 140 bases

de datos con la cuales mantiene referencias cruzadas y con algunas de las cuales



mantiene colaboraciéon. Uno de los objetivos de la base de datos es unificar
secuencias de proteinas, por lo que buscan eliminar redundancias en su base de
datos eliminando secuencias iguales que provienen de la misma especia
referenciandola a una secuencia consenso. En otros casos, se unen secuencias
que tienen un alto grado de similitud y se hacen anotaciones sobre las posibles
variantes que se pueden encontrar. La informacion completa de Uniprot puede ser
descargada en formato de texto o se puede consultar directamente desde el sitio
web, donde existe una mayor cantidad de formatos de descarga (UniProt
Consortium, 2017).

1.4 Enfoques para la reconstruccion de rutas metabalicas

La identificacion y enumeracion de rutas metabdlicas, aunque parece simple no es
una tarea trivial, ya que enfrenta desafios que requieren abordar el problema desde
distintos puntos de vista, siendo la principal limitante la disponibilidad y confiabilidad
de la informacion metabdlica. Actualmente, existen cientos de bases de datos que
contienen informacion diversa sobre componentes e interacciones biologicas y a
pesar de que existen esfuerzos enormes por unificar la informacién, esto no se ha
logrado del todo (Altman, Travers, Kothari, Caspi, & Karp, 2013). Ademas de que
con los avances en las tecnologias de secuenciacion la cantidad de informacion que
se genera sobrepasa por mucho la velocidad a la cual se puede procesar. Por esta
razén cada vez son mas valiosos los programas que permiten automatizar procesos
0 generar nueva informacién. Las bases de datos KEGG (Kanehisa & Goto, 2000)
y BioCyc (Caspi et al., 2016) permiten generar informacién sobre rutas metabdlicas
de organismos completos a partir de genomas con anotaciones y esta informacion
esta disponible libremente para ser leida por cualquier persona a través de sus
paginas de internet. Ademas, ponen a la disposicion de los usuarios distintas
herramientas para visualizar, analizar o descargar la informacion. Una de las
herramientas que ponen a disposicion ambos sitios es la reconstruccion de rutas
metabdlicas de un compuesto a otro, estas herramientas llamadas PathComp en
KEGG (Moriya et al., 2010) y Metabolic Route Search en BioCyc, generan rutas

lineales que aumentan exponencialmente conforme a la cantidad de pasos maximos



introducidos. Como estas existen una gran cantidad de herramientas que permiten
encontrar rutas metabdlicas, y la complejidad de los algoritmos varia desde
simplemente conectar reacciones hasta evaluar el impacto de una determinada ruta
en el organismo utilizado. A pesar de la cantidad de herramientas que existen para
la reconstruccion de rutas metabdlicas la mayoria de ellas sélo permiten la
reconstruccion de rutas de un compuesto a otro o que utilizan como chasis
Gnicamente a E. coli, esto a pesar de que los algoritmos son disefiados para

utilizarse en cualquier especie.

1.4.1 Aumento de la capacidad metabdlica de los organismos

Al introducir nuevas reacciones en un organismo mediante ingenieria genética, se
pueden producir nuevos metabolitos. El total de las reacciones bioquimicas que se
pueden introducir en un organismo constituyen el espacio metabdlico extendido de
este, ya que extienden la cantidad de reacciones que puede llevar a cabo dicho
organismo para producir compuestos (Chatsurachai, Furusawa, & Shimizu, 2012;
Carbonell, Planson, Fichera & Faulon, 2011) . Esto puede ser generado a partir de
la informacion existen en bases de datos como BioCyc o MetaCyc. Entre mayor sea
el espacio metabdlico extendido significa que es posible producir una mayor

cantidad de metabolitos o que estos puedan ser producidos en menos pasos.

A partir de un compuesto es posible generar una gran cantidad de otros
compuestos. Sin embargo, existen algunos compuestos que son claves en la
expansion de las redes metabdlicas, ya que si son eliminados reducen
considerablemente el tamafio de la red metabdlica. Que algunos compuestos
tengan un papel crucial en la expansion de la red plantea la posibilidad de una
historia evolutiva en la cual los organismos podian so6lo producir unos cuantos
compuestos y a partir de ellos se fueron expandiendo las redes metabdlicas gracias

a procesos evolutivos (Handorf, Ebenh6h, & Heinrich, 2005).

El ndmero de diferentes enzimas conocidas es incierto en parte debido a la

redundancia de informacién en las bases de datos (Altman, Travers, Kothari, Caspi,
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& Karp, 2013). Sin embargo, el numero de las reacciones estan en el orden de las

decenas de miles.

1.4.2 Retrosintesis

La retrosintesis es utilizada ampliamente en la sintesis quimica de compuestos, en
la cual se consideran transformaciones quimicas conocidas de forma inversa para
conocer los precursores de un compuesto. Esto se repite hasta que se llega a un
compuesto que esta ampliamente disponible o que es muy econémico (Carbonell,
Planson, Fichera, & Faulon, 2011). La retrosintesis en redes metabdlicas es muy
parecida, sélo es cuestion de cambiar las reacciones quimicas por reacciones
enzimaticas y los compuestos precursores por compuestos producidos por un

organismo o alguno que puede ser afiadido al medio de cultivo.

Las transformaciones quimicas para la retrosintesis en rutas metabdlicas son
obtenidas de bases de datos de enzimas en las cuales cada enzima realiza una
transformacién de un compuesto en otro. Es posible hacer una abstraccién de la
actividad de las enzimas e ir mas all4 de la transformacion de un compuesto a otro,
pensando en cada transformacién como en una operacién que puede ser aplicada
a cualquier compuesto que reuna ciertas estructuras quimicas (Li et al., 2004). Con
esto es posible predecir qué enzimas pudieran llevar a cabo una reaccion que no
es conocida o incluso llevar a cabo experimentos de evolucion dirigida para crear
enzimas con nuevas actividades cataliticas. Llevar a cabo este tipo de predicciones
es muy complejo y computacionalmente tardado, por lo que en la mayoria de los
casos es reservado para generar nuevas rutas a compuestos que no se conoce

cOmo se sintetizan.

Para buscar rutas de los compuestos que produce un organismo a un compuesto
deseado, la retrosintesis es mas rapida computacionalmente, debido a que las rutas
se expanden desde el compuesto deseado hasta llegar a algin compuesto del
organismo, en lugar de generar rutas para cada compuesto del organismo hasta

llegar el compuesto deseado (Carbonell, Fichera, Pandit, & Faulon, 2012).
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La cantidad de combinaciones de reacciones durante la retrosintesis se vuelve tan
grande durante la busqueda de rutas metabdlicas que se han desarrollado
algoritmos heuristicos en los cuales se determina si una reaccion acerca o aleja una
ruta del compuesto deseado, en la Tabla 1 se da un ejemplo para que el lector
dimensione la cantidad de rutas lineales que se pueden generar. Un ejemplo de esto
es el trabajo realizado por McShan y colaboradores en 2003, en el cual utilizan las
geometrias Manhattan y Euclidiana para determinar si una reaccion producia un
compuesto mas parecido al compuesto buscado o lo hacia méas diferente de
acuerdo con su féormula quimica, con esta informacién se podia guiar al algoritmo
para evitar las reacciones que no condujeran a ningun resultado desde antes de

simularlas, ahorrando tiempo de cémputo.

Tabla 1. Parametros en la enumeracion de rutas para la produccion de all-trans-fitoeno a
partir de E. coli.
Esta tabla da un ejemplo de la cantidad de rutas lineales que se pueden generar durante la

retrosintesis. No todas ellas son viables.

Maximo de Pares Compuestos Rutas Hiperrutas

reacciones reactantes conectados generadas*
1 4 6 2 0
2 10 10 6 0
3 21 21 31 1
4 31 31 172 3
5 39 39 391 7
6 44 44 549 12
7 51 51 1,075 16
8 54 54 3,827 18
9 57 57 13,649 18
10 60 60 37,029 18
11 62 62 389,524 18

*Incluye rutas lineales inconclusas que no ligan a un compuesto que produce el organismo
con el compuesto deseado, o rutas que predicen la formaciéon de los compuestos deseado

a partir de un compuesto ubicuo como el agua.

1.4.3 Redes metabdlicas como grafos

Las redes son una representacién informal para elementos que estan conectados o
gue interaccionan entre ellos. Las redes pueden ser representadas como grafos

donde cada elemento de la red se le denomina vértice o nodo, las interacciones
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entre dos nodos son llamadas aristas y el conjunto de aristas que se deben cruzar
para ligar un nodo a otro se le llama ruta y para este trabajo representan rutas
metabdlicas (Junker & Schreiber, 2008). Las redes pueden tener direccion,
dependiendo de las propiedades de la arista, por ejemplo, se puede hablar de una
red metabdlica dirigida si algunas de las reacciones sélo se pueden dar en un solo
sentido, como es en el caso de las reacciones irreversibles, mientras que si la
interaccion ocurre en ambos sentidos 0 no se conoce la direccion se usan las redes
no dirigidas. Para representar una reaccion reversible en una reaccion dirigida se
pueden usar dos aristas con direccidn contraria, sin embargo, esto hace que el grafo
tenga aristas paralelas o aristas multiples, lo que lo convierte en un grafo complejo
o multigrafo y debe tratarse de forma distinta a los grafos simples (Hagberg, Schult,
& Swart, 2008). El uso de redes metabdlicas dirigidas es importante por la presencia
de rutas que solo pueden ocurrir en una direccién debido a que algunas de sus
reacciones son irreversibles, ademas tienen la ventaja de que su simulacion es

menos demandante computacionalmente que para las redes no dirigidas.

Un par de ejemplos de herramientas para la enumeracion de rutas metabdlicas que
se basan en grafos son PathComp de KEGG (Moriya et al., 2010) y Metabolic Route
Search de BioCyc. Estas herramientas utilizan alineamientos de reactivos y
productos a los que KEGG llama pares reactantes. Estos pares reactantes son
generados manualmente en la base de datos KEGG debido a que existen algunos
compuestos que no cumplen un papel principal en las reacciones, por ejemplo, los
cofactores o intercambiadores de grupos funcionales, y deben ser ignorados para
mejorar las predicciones (Moriya et al., 2010). Mientras que en BioCyc estos pares
reactantes son generados por la combinacion de reactivos con productos, lo cual
produce errores al crear pares reactantes sin significado bioldgico, ya que sugiere
la produccion de compuestos a partir de otros compuestos altamente conectados.
Un ejemplo se muestra en la Figura 1, donde se indica que el piruvato se puede
convertir en agua y esta a su vez da origen a ATP en las reacciones de produccién
de geranil difosfato. Esto es incorrecto, ya que, si bien en las reacciones ocurren
€s0s pasos, no es posible producir ATP a partir de una sola molécula de agua.

Errores como estos son admitidos en la base de datos debido a que no existe una
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forma automatica de crear los pares reactantes, porgue en algunos casos una
molécula altamente conectada puede funcionar como transportador de grupos
funcionales, pero en otros puede servir como precursor de algun compuesto. Este

es el caso del ATP que sirve como moneda de cambio energético en muchas

reacciones, sin embargo, también es el precursor de la 5’-5"’-diadenosina trifosfato.

La curacién manual de estos pares reactantes requiere demasiado trabajo humano,
ademas de que el proceso es arbitrario porque no existen definiciones claras para
algunas reacciones acerca de cuando un compuesto es un precursor o solo es un

transportador de grupos funcionales para ciertas reacciones.

Start cormpound 1} pyruvate Native reaction cost @ 5

Goal compound @ |geranyl diphosphate atorn loss cost @ 100 All storns v

Nuraber of routes @ 100 avoid campounds @ | None. Select & SmartTable of Compounds ¥

. . &void side compounds €| None. Select a SmartTable of Compoundg ¥
Maxirmum time [sec) LB

. woid reactions @ None. Select a SmantTable of Reactions ¥
taximum route length 1} 10
Search Routes

The 100 best (least cost) routes are displayed below.

Route #5 o o .
i Ly
Cost: 535 A =
-0 I o . T T n
Hzo )

Atoms kept: 1 o T i m

pyruvate 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase threomylcarbamoyl- &P synthase a a

v o

Reactions: 7 ATP

Figura 1. Reconstruccion de rutas con pasos carentes de significado biol6gico, imagen
recortada (SRI International, 2017).

En esta imagen se muestra como el algoritmo de Metabolic Route Search predice la
formacion de ATP a partir de agua, lo cual es incorrecto. Esto error se genera por el uso de

pares reactantes generados computacionalmente, para crear rutas metabdlicas lineales.

El nimero de rutas encontradas en los grafos suele seguir un crecimiento tipo
exponencial de acuerdo con la cantidad de aristas permitidas (Newman, 2001).
Debido a esto, las consultas se pueden generar cientos de miles de rutas desde un
compuesto a otro, en especial si los compuestos intermediarios son precursores de
muchos compuestos. La cantidad de rutas generadas se vuelve un problema mas
gue un avance en la produccién de metabolitos heterdlogos, en especial si algunas
de esas rutas no son viables. Esto sucede cuando al menos una reaccion en la ruta

requiere de mas de un precursor, lo que sucede en el 83% de los casos (dato de
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este trabajo) y estos precursores no siempre estan disponibles en el organismo

utilizado ni se sintetiza en la misma ruta.

1.4.4 [ndices de centralidad en grafos

Los indices de centralidad son valores utilizados para analizar redes sociales, estos
valores califican la importancia de los actores dentro de una red basados en sus
interacciones y la mayoria se calculan por la presencia de los nodos dentro de las
rutas mas cortas. Debido a la implementacion de redes en otras areas, también se
ha encontrado que se pueden inferir nodos importantes para otros tipos de redes a
partir de su indice de centralidad (Brandes, 2001).

Centralidad intermedia

La centralidad intermedia de un nodo v es la suma de la fraccién de las rutas mas
cortas para todos los pares de nodos que pasan por v, ver Ecuacion 1 (NetworkX

Developers, 2015).

Cy(v) = Z o(s, t|v)

o(s,t) Ecuaciéon 1
s,tev

Donde V son los nodos de la red, o(s,t) es el nUmero de rutas mas cortas que
conectan los compuestos s y t, o(s,t|v) es el nimero de rutas de o(s,t) que pasan

por el nodo v.

La centralidad intermedia es muy parecida a la centralidad de la carga, sin embargo,
la centralidad de la carga es un indice que da una vision méas global de la red,

mientras que la centralidad intermedia suele dar una representacién mas local.
Centralidad de cercania

La centralidad de cercania de un nodo u es el reciproco de la suma de la distancia
de las rutas mas cortas de u a todos los v-1 nodos. Para normalizar esta funcion se

multiplica por (n — 1), ver Ecuacion 2 (NetworkX Developers, 2015).
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n—1

Cu) = m Ecuacion 2

Donde d(v,u) es la ruta mas corta entre vy u, n es el nimero de nodos de la red.

Este indice busca representar la distancia que existe de un nodo cualquiera al resto
de los nodos de una red. Entre mas alto sea el valor de este indice de centralidad,
significa que mayor es la cercania de este nodo con todos los nodos a los que esta

ligado.
Centralidad de la carga

Segun la definicién de NetworkX, la centralidad de la carga de un nodo es la fraccién
de todas las rutas mas cortas de la red que pasan a través de ese nodo, de forma

genérica se puede calcular con la Ecuacion 3 (NetworkX Developers, 2015).

b = z o(s, t|v) Ecuacion 3
S,tev
Donde o(s,t|v) es la cantidad de rutas mas cortas entre s y t que pasan por v. Esta
ecuacion puede ser normalizada aplicando b=b/(n-1)(n-2) para que la escala sea de
Oal.

Cuando los grafos contienen pares de nodos unidos por mas de una arista se les
llama multigrafos. Los multigrafos suelen producir errores con algunos algoritmos
para calcular la centralidad de la carga debido a que se producen bucles en la
busqueda de las rutas mas cortas, por esta razén existen algoritmos que utilizan
propiedades internas de los grafos para calcular la distribucién de la carga (Goh,
Kahng, & Kim, 2001).

Esta centralidad también puede ser llamada por algunos autores o programas como

centralidad del estrés.

1.4.5 Redes metabolicas como hipergrafos

Cuando un grafo tiene aristas que unen mas de dos nodos, se les conoce como

hipergrafos y a las aristas hiperarcos, mientras que a las rutas se les llama
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hiperrutas (Carbonell, Fichera, Pandit, & Faulon, 2012). Simular redes metabdlicas
con hipergrafos permite eliminar algunos de los problemas encontrados al utilizar
grafos. Por ejemplo, las reacciones enzimaticas son mejor representadas mediante
hiperarcos ya que permiten tomar en cuenta todos los reactivos y productos
presentes en la reaccion. Cuando hay rutas con reacciones que requieren de mas
de un precursor para llevarse a cabo se pueden tomar en cuenta gracias a las
hiperrutas ya que estas permiten simular la produccion de un metabolito a partir de
un conjunto de precursores. Ademas, el nUmero de rutas se ve disminuido ya que
varias rutas en un grafo pueden dar lugar a una ruta Unica en un hipergrafo y se
eliminan las rutas que no son viables, esto se puede observar en la Tabla 1 donde
la cantidad de rutas lineales es menor a la de hiperrutas. Alun con todas estas
mejoras, las hiperrutas no estan exentas de errores que también son encontrados
en las rutas, como puede ser la redundancia en la produccién de compuestos o0 en
el uso de reacciones, por lo que Carbonell y colaboradores utilizan el concepto de
hiperrutas minimas en las cuales, si se elimina cualquier reaccion la hiperruta se ve

interrumpida (Carbonell et al., 2012).

1.5 Evaluacion y ordenamiento de las rutas metabdlicas

Cuando la enumeracion de rutas metabdlicas genera demasiados resultados, no
resulta de gran utilidad, esto debido a que siempre se busca la ruta que pueda dar
una mayor produccion y hay que realizar la evaluacion de cada una de ellas para
poder determinar cual es la que mas conviene para llevar a cabo un proyecto.
Existen varios métodos para la evaluacién de rutas metabdlicas, por ejemplo,
Carbonell y colaboradores en 2014 desarrollaron una plataforma llamada XTMS en
la cual utilizan informacién de varias bases de datos como KEGG, EcoCyc, RHEA
y BRENDA para construir un espacio metabolico extendido a partir del cual
enumeran hiperrutas para E. coli, y las ordenan utilizando el analisis de balance de
flujo, toxicidad de los metabolitos intermedios, termodinamica de las reacciones, y
eficiencia enzimatica, entre otras consideraciones, buscando dar el mayor
rendimiento posible en la produccion (Carbonel et al., 2014). Estas herramientas a

pesar de que fueron pensadas para poder trabajar con cualquier organismo, sélo

17



han podido ser liberadas para E. coli debido a que es el organismo mejor estudiado.
Tal es el caso que si se quisiera escalar la plataforma XTMS a otro organismo se
encontrarian con la carencia de modelos para el balance de flujo y los valores de
toxicidad de los intermediarios ya que los utilizados por ellos fueron calculados para

E. coli.

1.5.1 Evaluacion termodinamica de las rutas metabodlicas

Las leyes de la termodinamica pueden ser aplicadas para mejorar el entendimiento
de cdmo suceden las reacciones quimicas y las rutas metabdlicas dentro de los
organismos. Con un andlisis termodindmico se puede estimar la velocidad a la cual
ocurren las reacciones, la concentracion de reactivos que se requieren para que
sean posibles, su grado de reversibilidad, entre otros parametros (Noor et al., 2014).
El Cambio en la Energia Libre Estdndar de Gibbs para una Reaccion (AG’°) es
utilizado para la reconstruccion de rutas metabdlicas. Sin embargo, las reacciones
para las que ha sido calculado experimentalmente son muy pocas. Por ejemplo,
para E. coli, que es un organismo muy estudiado, solo tiene informacién
experimental para el 8.1% de sus reacciones (Jankowski, Henry, Broadbelt, &
Hatzimanikatis, 2008). Por esta razén se han desarrollado métodos de estimacion
para llenar los vacios restantes, uno de los cuales es el método de contribucion de
grupo. Este método ha sido actualizado y adaptado a distintas aplicaciones, entre
las que se encuentran los sistemas biol6gicos. A continuacion, se resumiran
brevemente las mejoras realizadas al método por Jankowski y colaboradores en

2008, y Noor y colaboradores en 2013.
Célculo del ArG’° a partir de la energia libre de formacién de los reactivos

Se puede determinar el cambio en la energia libre estandar de Gibbs para la
formacion de un compuesto (AfG’°) mediante medidas experimentales, y estos a su
vez pueden ser utilizados para calcular el A\G’® para una reaccion en la que estén

involucrados, utilizando la Ecuacion 4.
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AG?° = z bj * ArG°; — z a; * ArG™®; Ecuacioén 4
j=1

i=1

Donde

A:G’°i Cambio en la energia libre estandar de formacion de un reactivo i
AtG’°j Cambio en la energia libre estandar de formacion de un producto j
a Coeficiente estequiométrico del reactivo i

b Coeficiente estequiométrico del producto |

Cuando se conoce el valor del A/G’° y sélo se desconoce el valor del A\G’® de uno
de los reactivos, se puede calcular despejandolo de la formula y este reactivo puede

entonces ser utilizado para encontrar otros valores de A/G™.

Estimacidn de la energia libre de reaccion a partir del método de contribucion

de grupos

Para calcular el A:G’° de un reactivo se puede descomponer en grupos de atomos
en los que cada uno de ellos tiene una contribucion en el A(G’® del compuesto, ver
Ecuacion 5. Sin embargo, esta suposicion no es siempre correcta debido a que
existe también una contribucién provocada por la proximidad de ciertos grupos
funcionales y las combinaciones de ellos. Por esta razon, también existen valores
gue se deben afadir para tomar en cuenta el efecto acumulativo de ciertos grupos
funcionales o enlaces, estos valores suelen ser encontrados en tablas; Jankowski y
colaboradores en 2008 publicaron una lista de grupos de atomos y sus valores
(Jankowski et al., 2008).
Ngr

ArG0pse = zniAng'°i Ecuacion 5

i=1
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Donde

AiG’’est ES el AG’® estimado

Ngr Es el nimero de grupos conocidos para el compuesto

ni Es el nUmero de veces que esta presente el grupo en el compuesto
AgrG’®i Es la contribucién del grupo i

Con los AfG’ encontrados se pueden calcular nuevas A:G’°, pero una de las mejoras
en el método de contribucién de grupos es que no es necesario calcular todos los

grupos, ya que cuando se calcula un A:G’° se utiliza la Ecuacion 6.

m Ngr
A zvi anAng’oj Ecuacion 6
=1 \Jj=1

Donde

ArG st Es el A/G’® estimado

vi Es el coeficiente estequiométrico del reactivo i en la reaccion
nj Es las veces que esta presente el grupo en un compuesto
Agr'G’°j ES la contribucion del grupo |

Ngr Es el nimero de grupos para el compuesto

m Es el coeficiente estequiométrico de los compuestos involucrados en la reaccion,

siendo negativo para los reactivos y positivo para los productos.

En la Ecuacion 6 para muchas reacciones, si existen grupos desconocidos entre
los reactivos y estan presentes en ambos lados de la ecuacion, estos grupos se
cancelan y el ArG’’est es sOlo afectado por los grupos cambiantes. Esto permite

calcular ArG’’est incluso para reacciones con valores desconocidos de A:G’°.
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Como estos valores no son siempre exactos, se busca obtener los resultados que
varien lo menos posible. Por esta razon se hace uso de algoritmos de ajustes, en
los cuales se introducen problemas cuyo resultado se conoce para entrenar al
algoritmo y de acuerdo con esos valores el algoritmo va ajustando los resultados

para que se ajusten lo mas posible con los datos generados experimentalmente.

Programacion lineal

La posibilidad de que una ruta metabdlica ocurra en un sentido determinado
depende de la concentracion de los metabolitos que intervienen en ella. Encontrar
las concentraciones de compuestos que permitan que la ruta vaya mas rapido en la
direccion deseada, se convierte en un problema de optimizacion en el cual se quiere
tener la velocidad méaxima de las reacciones de la ruta en funcion de la
concentracion de metabolitos, estos problemas pueden ser resueltos de forma mas
o menos sencilla utilizando programacion lineal. Para que un problema de
optimizacién lineal se pueda resolver necesita ser representado con la forma de la

Ecuacioén 7.

f=cixq 4+ cxp Xy Ecuacion 7

Estas funciones son denominadas ecuaciones lineales y el nimero de soluciones
que pueden tener van desde cero hasta una infinidad. En algunos casos solo una
de esas soluciones es la buscada y esta solucion puede ser la que dé el mayor o
menor resultado posible al evaluar la funcién, por lo que el problema de encontrar
una solucién se convierte en un problema de optimizacién lineal. La ecuacion a la
cual se quiere optimizar se le llama funcion objetivo y se pueden asignar ciertas

limitantes a los valores que pueden tomar sus variables.
Ejemplo de problema lineal con restricciones

Maximizar Z=X+3Y-Z
Sujeto a X+Y=5
Z—-X=4
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Para facilitar la resolucion de los problemas lineales, estos se consideran como
problemas de maximizacion. Si una funcion requiere ser minimizada simplemente
se considera maximizar esa misma funcion, pero invirtiendo el signo de toda la

ecuacion.

Las restricciones que se asignen a las variables pueden ser desigualdades, sin
embargo, para introducirlas al programa lineal estas deben ser igualdades y se
convierten afiadiendo variables de decision que deben cumplir con la condicién de
no ser negativas. Estas variables son llamadas variables de holgura si es una
cantidad que hace falta para alcanzar un éptimo o variable de exceso si es una

cantidad que sobrepasa el éptimo y son usadas en la siguiente forma:

Tabla 2. Ejemplos de la conversion de desigualdades en igualdades.

Para crear una igualdad a partir de una desigualdad es necesario sumar una variable de
decision, que puede ser una variable de holgura o exceso, dependiendo del tipo de

desigualdad.
Desigualdad Igualdad
Variable de holgura X+Y<=50 X+Y+Vh=50
Variable de exceso X+Y>=20 X+Y-Ve=20

Los problemas lineales tienen una forma estandar, la cual es necesaria para
resolverlos, la cual consiste en convertir el problema en un problema de

maximizacién y eliminar las desigualdades de las restricciones.
Asi un problema como el siguiente puede ser convertido a la forma estandar.

Forma no estandar.

Minimizar W=-X-2Y +4Z
Restricciones X+Z>=4
Z-Y<=5

Forma estandar.

Maximizar X +2Y -47 =0
Sujeto a X +Z -V1 =4
-Y +Z +V2 =5

X, Y, Z,V1,V2>=0
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Existen variables sin restricciones que pueden tener valores negativos, sin

embargo, aqui no se expondra como introducirlas debido a que no son necesarias

para este trabajo.

Con el programa lineal en su forma estandar se siguen los siguientes pasos de

forma iterativa, hasta encontrar una solucién éptima o un error.

1.

Si todas las variables de la primera fila en forma estandar no son negativas,
se ha encontrado la solucion 6ptima, y se terminan las iteraciones.

Se toma la columna con el valor mas negativo en la primera fila y esta variable
ahora se considera una variable entrante.

Para cada una de las filas excepto la primera, se hace la division de la ultima
columna de la derecha entre el valor de esa misma fila en la columna de la
variable entrante y se selecciona la que dé el valor menor no negativo de
entre todas las filas para llamarla la variable saliente o eje pivotante.

Si no se encuentra algun valor en el paso anterior se considera que el
programa lineal no tiene limites y por tanto no existe un maximo, a pesar de
gue existe infinidad de soluciones.

Se aplica la eliminacion de Gauss-Jordan en el eje del pivote.

Se repite el proceso desde el paso 1.

Si no existen soluciones para el problema lineal, se dice que es imposible, mientras

que si la solucion siempre esta creciendo se dice que el problema no tiene limites y

por tanto no existe un valor éptimo. Estos son los dos principales problemas que se

pueden encontrar al momento de optimizar una ecuacion, si no ocurre ninguna de

las dos suposiciones anteriores se dice que el problema si tiene un éptimo (Larson
& Falvo, 2017).
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2. Objetivos

2.1

2.2

Objetivo General

Desarrollar herramientas informéticas para asistir la produccién heteréloga
de metabolitos.

Objetivos Especificos

Crear un algoritmo que identifique todas las posibles rutas metabdlicas que
desde un organismo modelo conecten hasta un compuesto heterdlogo
deseado y retorne todos los genes heter6logos involucrados.

Ordenar las rutas encontradas de acuerdo con los valores termodindmicos
de las reacciones involucradas y al costo en biomasa.

Compilar una base de datos de los organismos y reacciones enzimaticas
para buscar las rutas metabdlicas.

Desarrollar una interfaz de usuario para la edicién de genes y su ensamblado
in silico.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Equipos

Para la realizacion del proyecto se utilizé una laptop con 6 Gb de memoria RAM
DDR3, procesador Intel® Core™ i5-3317U, con Windows 8 de 64 bits y 1 Th de
disco duro. A pesar de que los requisitos del programa son modestos, si se quiere
compilar la base de datos completa se requiere de al menos 800 Gb de espacio libre
en el disco duro, ademas de que para utilizar el programa es necesario 1.5 Gb de
espacio libre, esto debido al peso de la base de datos. Por lo demas se recomienda

al menos un procesador i5 o algun otro equivalente y al menos 2 Gb de RAM.

3.2 Programas

Los programas desarrollados en este proyecto fueron escritos principalmente en
Java 8, utilizando el entorno de desarrollo NetBeans 8. Ademas de las librerias que
vienen por defecto con java se utilizaron las librerias de la Tabla 3. La informacion
de la base de datos se descomprimido y se procesd para generar Archivos
Separados por Tabuladores (extensién * TSV por las siglas en inglés de Tab-
Separed Values), con estos archivos se cre6 una base de datos en SQL utilizando
phpMyAdmin que viene incluido en XAMPP. Como la base de datos es muy grande
el programa puede conectarse mediante PHP a un servidor SQL conteniéndola, por
lo que la conexion entre el programa y la base de datos se realiza mediante el
método POST de PHP.

Tabla 3. Librerias Java de terceros

Libreria Descripcion Enlace

Balloontip | Cuadros de informacion http://timmolderez.be/balloontip

personalizados

Commons | Algoritmos matematicos http://commons.apache.org/proper/commons-math/
Math3 como optimizacion lineal

Json Permite trabajar con objetos | https://code.google.com/archive/p/ison-simple/
Simple en formato json

Jsoup Analiza texto en formato html | https://jsoup.ora/
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Para procesar la red metabolica de BioCyc se utilizaron los programas Cytoscape
3.5y NetworkX 1.11. NetworkX es un paquete escrito en Python, por lo que algunas
dependencias tienen que ser instaladas de acuerdo con los requisitos del sistema
operativo y el paquete, para consultar las paginas de los programas utilizados

consultar la Tabla 4.

Tabla 4. Programas utilizados para este trabajo.

Programa Enlace
rg? Java https://www.java.com
\ | NetBeans https://netbeans.org
NetworkX https://networkx.qgithub.io
| XAMPP https://www.apachefriends.org/es/index.html
'f%i;Cyto http://www.cytoscape.org

Utilizando NetworkX se calcularon los indices de centralidad, mientras que con
Cytoscape se calcularon la distribucion de la distancia de las rutas mas cortas, el
ndmero de componentes de la red y el diametro de la red. Esto se describe con mas

detalle en la Secciéon 3.8.

3.3 Generacion de la base de datos local

Las bases de datos utilizadas fueron BioCyc, KEGG y Uniprot, aunque BioCyc fue
en la que se basé principalmente este proyecto. De BioCyc se obtuvieron los
organismos, los compuestos que tiene cada organismo, las reacciones conocidas
gue pueden utilizarse, las enzimas que realizan esas reacciones, los genes que
codifican para las enzimas y los valores termodinamicos para las reacciones y
compuestos. Mientras que de KEGG se obtuvieron genes no presentes en BioCyc
gue codifican para enzimas que realizan reacciones anotadas en BioCyc. De Uniprot
se obtuvieron los valores para las constantes de Michaelis-Menten. Con la
informacion anterior se generon las rutas metabdlicas y se ordenaron utilizando sus
propiedades termodinamicas y la similitud con el compuesto precursor, después se

seleccionaron los genes necesarios para llevarlas a cabo, ver Figura 2.
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Figura 2. Flujo de informacion para generar las rutas metabdlicas.

de hiperruta

Genes a
utilizar

Las bases de datos se muestran en verde, la informacidn recuperada en gris, los procesos

del programa en amatrillo y en azul el resultado. La informacidn es recuperada de las bases

de datos y almacenadas localmente para después ser utilizadas en la reconstruccién de

rutas metabodlicas.

3.3.1 Acceso a las bases de datos

Para trabajar con la coleccién de BioCyc se descargé la base de datos en formato

de texto plano para lo cual se solicitd una licencia tipo “Data File License”, desde el

sitio oficial de BioCyc. Esta licencia es gratuita para uso académico y comercial. La
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base de datos con la que se trabajo fue descargada el 20 de febrero de 2017 y los

7,624 organismos contenidos pesaban 74.5 Gb comprimidos.

También se utilizé la base de datos Uniprot, pero esta fue consultada directamente
desde su sitio web, los identificadores de Uniprot presentes en BioCyc se
consultaron y se descargaron todas sus anotaciones, las cuales se analizaron para

tomar los valores de Km para cada enzima.

3.3.2 Recopilacién de los compuestos

Se buscaron todos los compuestos presentes en BioCyc a partir de los archivos de
texto plano, de los cuales se recuperd la informacion principal. Ademas, para cada
uno de los compuestos se recuper6 desde la pagina web de BioCyc el valor de la
energia libre de formacién, en caso de no encontrarse el valor fue establecido como

0 Kcal/mol.

Algunos compuestos genéricos no anotados en alguna base de datos tuvieron que
ser creados para darle continuidad a algunas reacciones. Un ejemplo claro de estos
compuestos fue NAD(P)H, identificado como NADH-P-OR-NOP en BioCyc, este
compuesto genérico hace referencia a NADPH o NADH. La incorporacion de estos
compuestos permiti6 aumentar la reconstruccién de rutas de prueba de un 16% a
un 77%. Para cada uno de los organismos creados se anotd que eran capaces de

producir todos los compuestos genéricos del Apéndice 2.

3.3.3 Procesamiento de las reacciones

Para cada una de las reacciones presentes en los archivos de texto plano de BioCyc
se recuperd la informacién mas importante. Después se le asign6 un valor Gnico a
cada reaccion y se descargo el valor de la energia libre de reaccion, si este valor no
estaba disponible se calcul6 a partir de la energia libre de formacion de sus reactivos

y productos.

Algunos compuestos estaban anotados de forma genérica en BioCyc, por ejempilo,
el compuesto llamado NAD(P) que en realidad no es un compuesto sino un grupo

de compuestos formado por NAD y NADP. Este tipo de compuestos fueron
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agregados manualmente a la base de datos para aumentar el nUmero de reacciones

posibles, como se menciona en el apartado anterior.

Las reacciones que eran capaces de llevarse a cabo de forma espontanea se
guardaron como todas las demas reacciones. Ademas, se cre0 una lista con ellas,

para ser utilizadas en la reconstruccion de rutas metabdlicas.

BioCyc contiene reacciones compuestas que son reacciones formadas por otras
sub-reacciones (ver Figura 3), dividir las reacciones permite describir reacciones de
forma méas detallada cuando se conocen los mecanismos de reaccion, ademas
estas reacciones tienen propiedades que les permite parecerse mas a una ruta
metabdlica que a una reaccion porque estan formadas por secuencias de
reacciones. Las reacciones compuestas se resumen con todos los compuestos que
entran y salen de una reaccién, sin tomar en cuenta los intermediarios. Las
reacciones compuestas permiten separar sub-reacciones que se llevan de forma
espontanea y por tanto no catalizadas por las enzimas o también permite separar
reacciones en las cuales los intermediarios reaccionan solo con algunas sub-
unidades de complejos enzimaticos (SRI International, 2016). Estas reacciones
fueron recuperadas y guardadas en un archivo para usarse evitando la

reconstruccion de rutas redundantes.
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Reaccion compuesta
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Figura 3. Ejemplo de una reaccién compuesta.

La reaccion compuesta RXN-14306 de BioCyc puede ser dividida en las sub-reacciones
4.2.1.111-RXN y RXN-8986, para dar una mejor explicacion de como ocurre el mecanismo

de reaccion.

Por altimo, si una reaccion unidireccional en un organismo se encuentraba en otro

organismo con direccion contraria, se consideré que dicha reaccion es bidireccional.

3.3.4 Compuestos producidos por organismos

La coleccion BioCyc maneja los elementos de su base de datos como lo hacen los
lenguajes de programacion orientada a objetos, utilizando clases que después se
instancian a objetos, teniendo BioCyc un reservorio de clases (entidades biolégicas)

gue pueden existir en cualquiera de sus bases de datos (organismos). Cuando se
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quiere agregar un compuesto a una nueva base de datos, se crea una instancia de
la clase del compuesto en la nueva base de datos, esta instancia se puede modificar
para agregar anotaciones o propiedades y asi describir mejor el contexto del
organismo (Kerp et al., 2005).

Cada una de las clases esta clasificada jerarquicamente y puede contener o ser
contenida dentro de otras clases, en la Figura 4 se muestra un ejemplo. Cuando se
agrega a un organismo un compuesto, se crea una instancia de la clase que
representa al compuesto y también de las subclases que contiene esa clase, a
menos que se indique lo contrario (Kerp et al., 2005). Las clases que agrupan a
varios compuestos representan compuestos

genéricos que comparten alguna Parent Classes

caracteristica quimica o biolégica en comun,
_ . . Subclasses and Instances
por ejemplo, el compuesto genérico “an

alcohol” engloba a todos los compuestos que Einandihllsl eColanscsl

tienen un grupo funcional hidroxilo (OH). Esta a hormone (219)
"a plant hormone {173)

"a steroid hormone (6&)

como la expuesta en el ejemplo anterior o tan Bt-an insect hormone (21)

especifica que sélo contenga & thyroxine (2)

clasificacion puede ir desde muy general

estereoisbmeros. = 3,5,3-triiodo-L-thyranine
11-ketotestosterone

15-a-hydroxytestosterone

Cuando se introducen compuestos genéricos
19-hydroxytestosterone

cuya clasificacion es ambigua, es posible que 19-0xn-testosterone
. . . androsterone
se instancien compuestos en un organismo o
calcitriol
cuando este no los produce. Para evitar esto epiandrosterone

. urocortisone
en cada organismo Sse recuperaron los

compuestos que tenian asignados y se |'9ura4.Ejemplodelajerarquiade
las clases en BioCyc.

validaron con los compuestos presentes en
La clase hormonas es una clase

todas las reacciones del mismo organismo. La . -
diversa de compuestos geneéricos

validacién consisti6 en buscar para cada ya que contiene compuestos que no

compuesto anotado en un organismo Si €se  gsian familiarizados quimicamente,

mismo compuesto estaba presente en una sino funcionalmente.
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reaccion y si era asi, se anotaba como presente en el organismo, sino se ignoraba.
Por ejemplo, el compuesto L-DOPA que esta agrupado en la clase de los
carboxilatos y alcoholes y, por lo tanto, es asignado como presente en Escherichia
coli porque tiene una instancia de esta clase, aunque en realidad esta bacteria no
sea capaz de producirla. La cantidad de clases en MetaCyc es de 343, por lo que la
cantidad de compuestos que se agregan de esta forma puede ser enorme, por

ejemplo, para EcoCyc son mas de 1,000.

Ademas de los compuestos se recuperaron los identificadores taxonémicos de los
organismos y sus sinénimos, para poder asignarles reacciones que no fueron

propagadas a partir de MetaCyc.

3.3.5 Disponibilidad de genes

Para cada organismo se recuperaron los genes que codificaban a las enzimas que
realizaban cada reaccién. Al final se tomo la informacién de MetaCyc en la cual
habia informacion no propagada. Esta informacion fue curada manualmente y
contiene rutas de referencia, sin embargo, en ocasiones la informacién de MetaCyc
sobre algun organismo no estd anotada en la base de datos del organismo al cual
pertenece, por lo que se copiaron o propagaron las anotaciones utilizando sus
clasificaciones taxondmicas como referencia. Si una reaccion era realizada por
enzimas compuestas de subunidades diferentes, se descargaban de BioCyc todos
los genes necesarios disponibles para formar esa enzima, si estaban disponibles.

A pesar de que MetaCyc contiene informacion de miles de organismos y sus genes,
también contiene informacion sobre reacciones y enzimas de organismos no
presentes en la coleccion. Por lo tanto, las secuencias de los genes no estan
disponibles. En estos casos se guardd las reacciones para posteriormente
descargar la informacién de la base de datos de KEGG, si es que existia una
referencia entra ambas bases de datos. KEGG y BioCyc estan enlazadas por medio
de sus reacciones. En KEGG cada reaccion esta ligada a una enzima y cada enzima
esté ligada a un grupo de genes ortélogos. Que una enzima tenga mas de un grupo

de ortélogos en KEGG significa que esta enzima esta formada por el producto de
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mas de un gen o que son enzimas formadas por el producto de un solo gen, que
convergieron evolutivamente. Por la falta de informacién que provee la API de
KEGG, solo se descargaron las secuencias de los genes que poseen un solo
ortélogo, esto para evitar que las enzimas encontradas fueran formadas por el
producto de mas de un gen, en caso contrario cada subunidad seria interpretada

como una enzima completa.

Se impuso un limite de 10,000 pb para el tamafio de los genes, este limite sobrepasa
por mucho el tamafo ideal para una enzima, debido a que entre mayor sea el
tamafo del gen mas se complica su manipulacion genética (Hu et al., 2007), este
limite se impuso por la presencia de secuencias en BioCyc que sobrepasan por
mucho este tamafio, un ejemplo fue el gen GTUP-1 de Rothia dentocariosa ATCC
17931 que tiene 2'504,620 pb y que seguramente es un error en la anotacion porque

el tamafio del genoma es de 2.6 millones de pb.

3.3.6 Recuperacion de los valores cinéticos para las enzimas

Para cada una de las enzimas que tenian anotado un identificador para Uniprot
(72,694), se buscaron en su sitio web, la informacion se descarg6 en formato tsv y
luego se proceso para hacer la separacion de las Km de acuerdo con la reaccion y
el metabolito. Se hizo de esta manera porgque a pesar de que BioCyc tiene estas
anotaciones que son tomadas de Uniprot, por el momento no son incluidas en la
base de datos en texto plano (Anénimo, Pathway Tools Question & Answer forum
for SRI's Pathway Tools, 2017) y el procesamiento es mas sencillo si se realiza

desde Uniprot.

3.3.7 Coherencia entre anotaciones

La informacion de la base de datos esta escrita en varios archivos, que se
complementan entre ellos, ver Figura 5. Para asegurar que una reaccion es

realizada por un gen se busca que exista el siguiente recorrido para cada reaccion:

Reacciéon — Reaccidon enzimatica — Enzima — Gen
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Si una reaccidbn no cumplia este recorrido en ningdn organismo y no se
encuentraban los genes en KEGG, esa reaccion era anotada como carente de
genes, lo que significa que no se conocia ninguna enzima que la pudiera realizar,

aunque la reaccion se conociera.

compounds.dat reactions.dat enzrxns.dat proteins.dat genes.dat dnaseq.fsa
Compuesto Organismo Reaccion Re.:scgqn Proteina Gen Secuencia
enzimatica
species.dat classes.dat pathways.dat

Figura 5. Recuperacion de informacion desde los archivos de texto plano de BioCyc.

Los cuadros naranjas son archivos en texto plano de la base de datos, los cuadros grises
es informacion extraida de la base de datos. En lineas verdes se resalta la informacion

principal del archivo, mientras que en lineas grises esta la informacién enlazada al archivo.

3.4 Enumeracion de rutas metabdlicas

3.4.1 Retrosintesis

La retrosintesis normalmente se utiliza para generar rutas de sintesis para
compuestos deseados, sin embargo, para este proyecto fue utilizado para reducir la
cantidad de enzimas a utilizar y de esta manera reducir la demanda en el
procesamiento. De forma general los pasos para llevar a cabo la retrosintesis de un

compuesto son los siguientes:

Seleccion del compuesto deseado.

El compuesto deseado se convierte en el producto actual.

Se buscan todas las reacciones que producen el producto actual.
Las reacciones son guardadas y se generan los pares reactantes.

Se buscan los reactivos de estas reacciones.

o gk wbnh e

Si se ha iterado este proceso mas veces que el nimero maximo permitido el

proceso termina aqui.
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7. Cada reactivo se convierte en el producto actual si no es producido por el

organismo blanco y se repite desde el paso 3.

Las reacciones y compuestos recuperados del proceso de retrosintesis pasaron a
ser el espacio metabdlico extendido del organismo, a partir del cual se generaron
las rutas metabolicas, teniendo la ventaja de que era menor al espacio metabdlico
completo de toda la base de datos y por lo tanto mas rapido de analizar. Ademas,
en lugar de utilizar las reacciones para reconstruir las rutas se utilizaron pares
reactantes, en el que cada uno estaba formado por un reactivo y un producto,

evitando que se generaran rutas no utiles.

3.4.2 Generacion de rutas metabdlicas lineales

Para reducir alin mas el espacio metabdlico y optimizar el tiempo de respuesta del
algoritmo, la generacion de rutas metabdlicas se inicié a partir de los compuestos
presentes en el organismo, para lo cual se tomo el primer reactivo y por cada par
reactante que lo contenia se generd una nueva ruta metabdlica, después, los
productos se volvieron reactivos y se buscaron nuevos pares reactantes,
recorriendo el camino contrario a la retrosintesis, hasta llegar al compuesto

deseado.

Durante la generacion de rutas metabolicas lineales se buscé que estas no
contuvieran reactivos o reacciones repetidas. Ademas, se buscé que todas las rutas
generadas empezaran con un compuesto presente en el organismo y terminaran

con el compuesto deseado.
Calcular las rutas metabdlicas lineales tiene inconvenientes como:

e Crecen exponencialmente con el nimero de pasos, pudiendo llegar a cientos
de miles para un compuesto y permitiendo rutas de hasta 15 pasos.

e Las rutas pueden requerir compuestos que no se sintetizan en esa ruta y no
estan presentes en el organismo.

e Estas rutas pueden partir de compuestos ubicuos como pueden ser agua u

oxigeno y por tanto ser falsas.
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e Las rutas lineales predichas pueden en realidad ser parte de una ruta

metabolica mayor.

3.4.3 Ramificacion de las rutas metabdlicas

Para evitar los inconvenientes mencionados de las rutas metabdlicas lineales, estas
se pueden ramificar. De esta forma, por cada reaccion en una ruta metabdlica lineal
se buscaron todos sus reactivos y, si estos reactivos no se producian en esa ruta o
no estaban presentes en el organismo, se le agregaba otra ruta lineal que fuera
capaz de producirlo, esto se repitio hasta que todos los reactivos se puedan producir

0 estuvieran presentes en el organismo.

Estas rutas lineales aun asi no estaban libres de errores, en ocasiones requerian
de sustratos que se podian sintetizar pero que en la cadena de reacciones
metabdlicas se sintetizaban después de que eran requeridos. Por esta razén,
primero se recrearon todos los pasos de la ruta, iniciando con los compuestos del
organismo y después se agregaron las reacciones que son posibles con esos
compuestos. Estos pasos se repitieron hasta que se produjera el compuesto final o
no hubiera avances en las rutas; si ocurria esto Gltimo las rutas eran eliminadas.
Este enfoque es el utilizado para generar los espacios metabdlicos extendidos
(Handorf, Ebenhoh, & Heinrich, 2005), sin embargo, aqui se utilizé para verificar

cada ruta.

3.5 Calificacion de las rutas metabodlicas

3.5.1 Evaluacion termodinamica

Debido a que la gran mayoria de las rutas no estan validadas experimentalmente,
se empled la evaluacion termodinamica para determinar la direccionalidad de una
reaccion e incluso la posibilidad de una ruta metabdlica (Noor et al., 2014). Esto se
basa principalmente en la energia libre de reaccion (ArG’) expresada en la Ecuacion
8.

A.G' = A.G'°+ RT -In(Q) Ecuacion 8
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Donde:

A/G’ es la energia libre de reaccion.

ArG’° es la energia libre estandar de la reaccion.

R es la constante de los gases ideales.

T es la temperatura expresada en Kelvin.

Q es la relacion de accién de masas.

Para reacciones reversibles se cumple que para:

ArG’ < 0 la reaccion se ve favorecida de izquierda a derecha.
ArG’ > 0 la reaccion se ve favorecida de derecha a izquierda.
A/G’ = 0 la reaccion esta en equilibrio.

La relacion de accion de masas representa la proporcion que existe entre la
concentracion de productos y reactivos en una reaccion estando la concentracion

dada en molaridad. Esta relaciéon se calcula con la Ecuacion 9.

Np PSi
= b Ecuacion 9

Nr pSj

Donde

Np Son los productos de la reaccién

Nr Son los reactivos de la reaccion

Si Es el coeficiente estequiométrico de un producto dado
S; Es el coeficiente estequiométrico de un reactivo dado
Rj Es un reactivo dado

Pi Es un producto dado
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Para evitar confusiones en cuanto a los valores de A:G’ se suele utilizar con el signo
contrario y se le llama Fuerza Motriz (-ArG’). De esta forma, entre mayor sea el valor
de la Fuerza Motriz con mayor fuerza se desplazard la reaccion de izquierda a

derecha.

La direccionalidad prevalente de una reaccion reversible se puede modificar
ajustando la concentracion de productos y reactivos. Si se aumenta la concentracién
de un compuesto se ve favorecida la direccidén que lo consume. Sin embargo, dentro
de los organismos no es posible variar las concentraciones libremente, de hecho,
los valores regulares entre los que oscilan la mayoria de los compuestos en
Escherichia coli es de 1 pM a 10 mM (Noor et al., 2014).

Aun cuando todas las reacciones de una ruta metabdlica puedan suceder
prevalentemente en la direccion adecuada para producir un metabolito, dentro de
los limites de concentracion establecidos, no significa que tal ruta metabdlica sea
posible ya que se debe variar la concentracion de los metabolitos de forma
simultdnea para todas las reacciones y todas ellas deben tener una Fuerza Motriz
positiva. Si no ocurre esto, la ruta metabolica no es favorable termodinamicamente
(Noor et al., 2014).

Resolucion de los estados mas favorables

Para cada ruta metabdlica pueden existir desde cero hasta una infinidad de
concentraciones para las cuales las rutas sean posibles, por lo cual no es viable
calcular estas soluciones de forma algebraica o combinatoria. Por lo tanto se
recurrio a la programacion lineal para resolver el estado en el cual la reaccién

limitante tuviera la Fuerza Motriz mayor, usando el siguiente procedimiento.

e Se cre0 un vector columna con los valores de las ArG’® de las reacciones de
la ruta (G°).

e Se cre6 una matriz estequiométrica en la cual las columnas eran las
reacciones y las filas los compuestos (S), para cada reaccion se utilizo el
coeficiente estequiométrico con signo positivo si es que se estaba generando

0 con signo negativo si es que era un reactivo que se estaba consumiendo.
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e Se cre6 una matriz columna con los logaritmos naturales de las
concentraciones de los compuestos (x).

e Se generd una nueva matriz a partir de —(G°+RT-ST-x).

e Se busco mediante programacion lineal un valor para el cual la reaccién con

una Fuerza Motriz fuera el maximo.

El problema de la programacion lineal fue resuelto mediante el método Simplex, el
cual es un método iterativo que recorre los vértices del poliedro multidimensional
gue se forma con las ecuaciones hasta que encuentra un valor maximo, si es que
existia (Larson & Falvo, 2017). Para resolverlo se utilizé la libreria Apache
Commons Math3 de java (Apache Commons, 2016).

Cada ruta se descompuso en sus reacciones constituyentes y para cada reaccion
se calcul6 su energia libre estandar de reaccion de acuerdo con la direccién en la
que la reaccion funcionaba para esa ruta, si la reaccién funcionaba en la direccion
contraria a la que fue anotada simplemente se invirtio el signo de la A\G’°. Con esta
informacion y los coeficientes estequiométricos se cred la matriz de la Ecuacion 10,
dejando la columna de las concentraciones de los compuestos como incognitas

limitadas a un rango de los logaritmos de las concentraciones.

AG™y [511 Sa1 - SNr
AG' = Ar?’oz + RT - 512522 SNr»‘

: : Ecuacion 10
14,67y, | SuncSan Sun.

Una vez resuelta la ecuacion cada una de las filas de la matriz anterior represent6
una reaccion en una ruta determinada, por ejemplo, para la siguiente reaccion

hipotética.
aA+ bB - cC
Se obtiene una fila en la siguiente forma:

A,.G' = A.G'°+ RT(cln(xc) — aln(x,) — bin(xg))
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Comparando la Ecuacion 8 y la ecuacion anterior podemos darnos cuenta de la

siguiente equivalencia:

In(Q) = cIn(x;) — aln(xy) — bln(xp)
Esta igualdad se debe a las propiedades de los logaritmos. Esta equivalencia es
importante debido a que la optimizacion lineal sdlo es aplicable a ecuaciones
lineales con la forma de la Ecuacion 7 y de esta forma la ecuacion cumple con este

requisito y puede generar programas lineales.

Para cada una de las reacciones de una ruta se cre6 un programa lineal en el cual
se buscaba hacer la optimizacion para encontrar el valor maximo de la Fuerza Motriz

tal que se cumplieran las siguientes condiciones:

-El valor para cada una de las concentraciones de los compuestos (xi) se limitd

como.
In(0.000001 M) < x; < In(0.01 M)

-El valor de -ArG’ para la reaccion que se estaba probando tenia que ser menor o
igual al valor de -A:G’i de cada una de las reacciones de la ruta.

—A,G' < —AG;

De los programas lineales que tuvieron solucion se encuentrd cual es el que tiene
el valor mayor y este se establecié como la maxima fuerza motriz para la reaccién

limitante de la ruta, el valor calculado esta expresado en Jules.

Significado de la evaluacion termodinamica

El resultado que produjo el programa lineal representa el -AG’ de la reaccién
limitante para las mejores concentraciones en la ruta metabdlica, por lo que la ruta
metabdlica con un mayor resultado requerira de una menor concentracion de
enzimas y por tanto un menor desgaste por parte del organismo, suponiendo que

todas las enzimas utilizadas tengan la misma eficiencia catalitica.
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En caso de que no se haya encontrado ninguna solucion para la ruta significa que
esa ruta no es posible termodinamicamente. Sin embargo, se debe tomar en cuenta
que los valores termodinamicos no fueron obtenidos de forma experimental, sino
que muchos de ellos se calcularon mediante el método de contribucion de los
componentes, en el cual se descomponen a las moléculas en grupos de atomos y
luego se calcula la energia libre de formacion a partir de estos valores para después
calcular la energia libre de reaccion, lo que puede introducir errores en los analisis.
Por esta razon, las rutas no posibles termodindmicamente se mantienen a reserva
de que se demuestren experimentalmente que no son posibles, ademas de que
para algunos compuestos o reactivos no es posible, por ahora, asignarles valores

termodinamicos debido a su complejidad.

3.5.2 Similitud del compuesto precursor con el compuesto deseado

McShan y colaboradores en 2003 propusieron un algoritmo para la busqueda
heuristica de rutas metabdlicas, este algoritmo define a los compuestos como
vectores de atomos y enlaces, mientras que a las reacciones quimicas como
transformaciones que cambian la cantidad de &tomos y enlaces entre un compuesto
y su precursor. Para cada reaccion se le asigna un costo de transformacion quimica
el cual representa la cantidad de atomos y enlaces que gana o pierde un compuesto

durante una reaccion.

Para determinar cudles rutas eran mas prometedoras para producir un compuesto
ellos evaluaron si una reaccion agregada a una ruta en construccion disminuia el
costo de las transformaciones quimicas entre dos compuestos o lo aumentaba, para
esto ellos utilizaron la Ecuacion 11 y buscaron que el resultado siempre sea el

menor.

=m
— i i1 m __ oL
F(O,m,L) = qu X D +[x x Ecuacion 11
l:

Donde F(0,m, L) es el costo para producir un compuesto utilizando el intermediario

x™ a partir del compuesto inicial x!, |x' — x| es la distancia Manhattan del
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compesto inicial al intermediario x™, y |x™ —x!| es la distancia Manhattan del

intermediario al compuesto deseado x*~.

La distancia Manhattan es llamada asi por la ciudad homénima debido a su forma
cuadriculada, esta distancia también se le conoce como Taxicab porque es utilizada
para problemas en los cuales se requiere reducir la distancia recorrida por un taxista
qgue lleva un pasajero de un punto a otro de la ciudad, en la Figura 6 se muestra

una representacion grafica de la Ecuacion 11 con ejemplos.

Compuesto
deseado

=/

Posible
Precursor

Figura 6. Representacion gréfica del costo de transformacién quimica.

En esta figura se muestra la representacién de dos rutas en proceso de construccion,
ambas rutas llevan el mismo costo de transformacién quimica (Lineas continuas), sin
embargo, la ruta naranja esta mas cerca del compuesto deseado que la ruta azul (Lineas
discontinuas). En el algoritmo de McShan se le da preferencia a la ruta naranja. Las lineas
continuas representan el primer término de la Ecuacidon 11, mientras que las lineas
discontinuas representan el segundo término. Cada arista de un cuadrado representa a una

reaccion, y la longitud de la arista representa el costo de la transformacién quimica.

Si bien el costo real de una ruta metabdlica esta definido por un gran namero de
factores, actualmente no se tiene suficiente informacién para evaluarlas tomandolos

todos en cuenta, por lo que McShan y colaboradores sugieren que utilizar el costo
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en las transformaciones quimicas es congruente con la tendencia en los organismos

en optimizar su crecimiento (McShan et al., 2003).

Para determinar la similitud que tiene un compuesto deseado con el compuesto
precursor presente en el organismo se calculé el costo de las transformaciones
quimicas. Para, esto se utilizé la distancia Manhattan, en la cual se contd el nUmero
de atomos que se incorporaron o salieron de un compuesto durante todas las
reacciones. Este calculo permitio tanto penalizar rutas con pasos redundantes o con
pasos innecesarios, como buscar rutas con un menor numero de reacciones ya que
entre mas diferente sea un compuesto, una mayor cantidad de modificaciones se

necesitan para producir el compuesto final (McShan, Rao, & Shah, 2003).

Para cada una de las rutas se tomaron los pares reactantes generados por el
programay a partir de ellos se obtuvieron sus formulas quimicas. Para cada uno de
los atomos se obtuvo la diferencia y se sumd, el resultado final fue el nUmero de
atomos que gano o perdioé la molécula. Esta distancia se calcula con la Ecuacion
12, esta ecuacion es una adaptacion de la ecuacion para calcular transformaciones
qguimicas utilizada por McShan y colaboradores en 2003, aqui no se incluyen los
enlaces quimico debido a que no es sencillo recuperarlos de la coleccion BioCyc,
ademas de que no interfieren en la utilizacion de biomasa. La Ecuacion 12 se deriva

de la Ecuacion 11, cuando el intermediario es igual al compuesto final.

N, Ny

Ecuacion 12

i=1j=1

Donde CTQ es el costo de las transformaciones quimicas, Nr son las reacciones de
la ruta, Na son los atomos de la ruta, AP es el numero de &tomos en el producto

actual y AR es el numero de atomos en el reactivo actual.

3.6 Busqueda de enzimasy genes

Para reducir la carga representada por las enzimas que necesitan ser expresadas

heterologamente en el organismo huésped para producir un compuesto, se
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ordenaron primero las que eran capaces de realizar las reacciones compuestas con
el mayor numero de sub-reacciones, evitando de esta manera tener redundancia en

reacciones 0 un mayor numero de genes y reacciones involucradas.

Las enzimas encontradas se ordenaron con un algoritmo de ordenaciéon de burbuja

(Bubble Sorting) que utiliza la siguiente jerarquia:

e Enzimas con reacciones curadas manualmente.
o Enzimas con un valor menor Km.
= Menor numero de genes requeridos por la enzima.
¢ Numero de reacciones realizadas en la ruta.

o Tamaiio de los genes requeridos para la enzima.

3.7 Estimacion de los espacios metabdlicos extendidos para cada

organismo

En Java, se escribié un programa que extendid el espacio metabdlico de cada
organismo, utilizando las reacciones y compuestos de BioCyc. Para esto el
programa leyo la base de datos creada localmente en este trabajo y para cada
organismo recuperd los compuestos que es capaz de producir. A partir de ellos
buscé para qué reacciones existian todos los precursores en el organismo y creo el
primer espacio metabdlico extendido en el cual estaban presentes las reacciones
que producia el organismo y los productos de las reacciones que tienian disponibles
todos sus precursores, este proceso se repitid utilizando el espacio metabdlico
extendido como fuente de precursores en lugar de los compuestos del organismo.
El proceso se detuvo hasta que se dejaban de agregar nuevos compuestos al
espacio metabdlico extendido, y este se consider6 el espacio final. EI nimero de
espacios metabdlicos indica cual es la ruta lineal mas larga para la produccion de
un metabolito, ademas, la cantidad de compuestos finales es el potencial metabdlico
gue tiene ese organismo para producir metabolitos de forma heterdloga. El proceso
anteriormente descrito fue utilizado por Handorf y colaboradores en 2005 para la

generacion de espacios metabolicos extendidos.
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3.8 Analisis de la red metabdlica de BioCyc

Para determinar cuales son los principales compuestos en la red metabdlica creada
a partir de las reacciones de BioCyc, se cre6 un grafo multiple dirigido, de acuerdo

a las siguientes consideraciones:

Se revis6é manualmente cada reaccidn para crear una lista de compuestos altamente
conectados o que fueran pequefias moléculas ubicuas, como ATP, H20 y CO2
(para ver la lista completa consultar el Apéndice 1). Para saber si estas moléculas
no tenian un papel principal en la reaccion se revisaron los mapas atémicos de las
reacciones mostrados en el sitio web de BioCyc, donde se puede ver el destino de
cada atomo en una reaccion, de esta forma se pudo saber si una molécula
funcionaba como transportadora de grupos funcionales; se encontraron los
metabolitos con un indice de carga mayor que fueran moléculas pequefias como
sales; se encontraron pares reactantes que estaban presentes en varias reacciones
lo que indicaria que funcionaban como transportadores de grupos o energia; parte
de la clasificacion fue arbitraria porque no existe una definicion formal de estos
compuestos. Estos compuestos le restan significado biolégico a la red debido a que
estan tan altamente conectados que los algoritmos para procesar redes saltan por
ellos y encuentran rutas mas cortas que en realidad no tienen ningun sentido
biologico (Ma & Zeng, 2003).

Para cada una de las reacciones se crearon pares reactantes utilizando la
combinacion de cada compuesto con cada producto, siempre y cuando el
compuesto no estuviera en la lista de compuestos del Apéndice 1 o la reaccién

tuviera una anotacién manual.

Para cada una de las reacciones se revisaron los pares reactantes que se
producirian por el paso anterior y en caso de producir pares reactantes equivocados
se procedia a hacer la anotacibn manual, por ejemplo, cuando un reactivo solo
contribuia a formar algunos productos y no a todos (Junker & Schreiber, 2008). A
continuacion estos casos se detallan con ejemplos resueltos en la Tabla 5y Tabla
6.
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Tabla 5. Creacion de pares reactantes a partir de una reaccion donde existe un
transportador de grupos funcionales.

Reaccién RXN-8149 de MetaCyc, ver Figura 7.

Tebaina + 2-oxoglutarato + O2 - Oripavina + Formaldehido + Succinato + CO2

Tebaina > Oripavina
Pares reactantes Tebaina > Formaldehido
2-oxoglutarato > Succinato

Las moléculas de Diéxido de Carbono y Oxigeno se ignoran porque son moléculas pequefias y
ubicuas que restarian significado biologico a la red. Si se tomara en cuenta aqui la molécula de
oxigeno al momento de procesar las redes el algoritmo predeciria que a partir del oxigeno se

puede producir oripavina que, aunque contribuye a su formacién no es el sustrato principal.

Tabla 6. Creacién de pares reactantes a partir de reacciones involucradas en el

metabolismo de compuestos transportadores de grupos funcionales.

Reaccion BTUR2-RXN de MetaCyc, ver Figura 8.
Cobinamida + ATP - Adenosilcobinamida + PPP

Cobinamida > Adenosilcobinamida
ATP > Adenosilcobinamida

Pares reactantes

En esta reaccion el ATP que es un metabolito altamente conectado no participa en la transferencia
de energia o grupos funcionales, sino que sirve de precursor en la sintesis de adenosilcobinamida,

durante la ruta de recuperacion de la adenosina.
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Figura 7. Reaccion RXN-8149 de MetaCyc (Caspi et al., 2016).

El color de los &tomos indica a que producto contribuyeron en la formacién, aqui se observa

gue el 2-oxoglutarato produjo el succinato y didxido de carbono, mientras que la tebeina se

dividié en formaldehido y oripavina. Ignorando las moléculas pequefias (oxigeno y dioxido

de carbono) se pueden generar tres pares reactantes de esta reaccion.

47



ATP

Figura 8. Reaccion BTUR2-RXN de MetaCyc con estructuras quimicas (Caspi et al., 2016).

En esta reaccion se observa que el ATP no participa como un transportador de energia sino
como un precursor de la adenosilcobanamida. A partir de esta reaccion se pueden generar
dos pares reactantes ya que tiene dos precursores principales y un producto, el PPPi se

descarta por ser un compuesto pequefio y ubicuo.

Con estos pares reactantes se cre6 un grafo dirigido en el cual se indicé la direccién
de la reaccion mediante aristas y cada compuesto fue representado por un nodo.
Para anotar si una reaccion es reversible se agregaron dos aristas en sentido
inverso entre el reactivo y el producto, esto convirtio al grafo dirigido en un multigrafo
dirigido porque tiene pares de nodos conectados por mas de una arista. Ademas,
los compuestos que no estaban conectados a otros compuestos no fueron

agregados a la red (ver Figura 17).
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A partir del archivo “id2rn” de la carpeta llamada “redes” que contiene las reacciones
de BioCyc y utilizando el programa CHetCount de la carpeta “proyectos”, que
también simula las redes expandidas (ver Apéndice 4), se crean los archivos con
las redes metabdlicas en dos formatos (network.graphml y pair.dat), el primero
siguiendo las especificaciones del formato GraphML (GraphML team, 2016), para
visualizarse en Cytoscape y el segundo es una lista de comandos en texto plano
para Python que utiliza el paquete NetworkX para crear una red en una variable
llamada “G”. CHetCount requiere de la carpeta que genero el programa DBBuilder

para poder funcionar.

Importando el archivo “network.graphml!” a Cytoscape se utilizd la herramienta
“Analyze Network” para redes dirigidas, consiguiendo de esta forma el didmetro de
la red, el nimero de componentes conectados y la distribucién de las rutas mas

cortas.

Ejecutando los comandos del archivo “pair.dat” en una consola de Python se cred
un multigrafo dirigido con en una variable llamada “G” a partir de la cual se
calcularon los indices de centralidad de la carga y de cercania para los compuestos
de acuerdo con el manual de NetworkX (Hagberg, Schult, & Swart, 2008). Algo
importante a resaltar es que NetworkX no permite calcular pardmetros como el

diametro de la red para redes con varios componentes.
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4 Resultados

Se logré construir un programa para la reconstruccion de rutas metabdlicas
partiendo de las reacciones presentes en la coleccion BioCyc (Ver Apéndice 5).
También se logré implementar un algoritmo para la calificacion de cada una de las
rutas metabdlicas de acuerdo con sus propiedades termodinamicas y a la
conservacion de los atomos del compuesto original. Ademas de usar principalmente
informacion de BioCyc, también se complementaron los genes faltantes con
informacion de KEGG cuando fue posible y se combin6 con informacién de Uniprot
para hacerla mas confiable. Con este programa se pudo aumentar la cantidad de
metabolitos que produce E. coli de 1,093 a 4,361 y se pudo conseguir resultados
similares para otros miles de organismos, permitiendo resaltar otros organismos que

se puedan usar como chasis para producir compuestos de alto valor.

Las limitantes que encontramos para que todos los organismos pudieran producir

todos los compuestos presentes en la base de datos local fueron:

1. La presencia de mas de un componente conectado en la red de reacciones
de BioCyc, en la Figura 9 se puede observar como existen compuestos que
formaron grupos aislados del componente de la red que contiene a la mayoria
de los compuestos, como estos compuestos estan aislado significa que no
existen enzimas que puedan producirlos.

2. Como la red es dirigida, el hecho de que un compuesto “A” pueda producir
un compuesto “B” no significa que el compuesto “B” pueda producir al
compuesto “A”. Esto es importante porque BioCyc contiene rutas de
degradacion, por lo que estas rutas indican la transformacion de un
compuesto exégeno del organismo hasta un compuesto que produce el
organismo y por esta razon no se pueden producir para todos los organismos.

3. Cada organismo produce una cantidad diferente de compuestos por lo que
la cantidad de rutas que puede conectar son diferentes.

Para aumentar la cantidad de compuestos que pueden producir todos los
organismos es necesario agregar manualmente las reacciones que hagan falta para

que la red este formada por un componente Unico conectado. Si bien es poco
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probable que se puedan producir todos los compuestos en todos los organismos
debido a la existencia de reacciones irreversibles o rutas alternas que las
complementen, un hecho importante aqui es que se podrian aprovechar las rutas
de degradacién reportadas por BioCyc para introducirlas en organismos y estos

puedan ser utilizados en biorremediacién o utilizar fuentes alternativas de carbono.

Figura 9. Comparacion entre la red metabdlica extendida para dos organismos hipotéticos.

En color rojo se indican los compuestos que pueden ser producidos por el organismo
hipotético, en verde los compuestos que puede producir agregando enzimas hetorélogas,

y en azul los compuestos que no puede producir.

La base de datos local generada a partir de BioCyc comprende a 7,591 organismos,
con un total de 12,191 reacciones, 8,722 compuestos y 3'414,512 genes. A los
genes de BioCyc se agregaron 38,888 genes de la base de datos KEGG GENES,
para complementar la informacién de 319 enzimas que no tienen un gen anotado
en BioCyc, con esto serian 5,777 las reacciones relacionadas a un gen, quedando

s6lo 6,414 reacciones asociadas a enzimas, pero sin un gen anotado en la base de
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datos. De los 3'414,512 genes de BioCyc solo se encontr6 registro para 72,694
genes en la base de datos Uniprot y de esta base de datos se obtuvieron 1,444
valores de Km para distintos sustratos y enzimas. El numero de reacciones

anotadas que pueden ocurrir de forma espontanea fueron 441.

Algunas reacciones no contienen un gen asociado, pero se mantuvieron en la base
de datos y fueron utilizadas para la reconstruccion de rutas metabdlicas, porque
BioCyc a pesar de tener muchos afios de trabajo invertidos no esta completa y aun
es necesario seguir agregando informacién. Si el usuario esta interesado en una
ruta en particular que utiliza una reaccion sin un gen anotado podria buscarla en

otras bases de datos o en articulos.

Tabla 7. Resumen de las fuentes de la base de datos local.

Informacioén BioCyc KEGG Uniprot
Compuestos 8,722 - -
Reacciones* 12,191 219 -
Genes 3'414,512 38,888 -
Organismos* 7,591 4,790 -
Uniprot ID 72,694 - -
Km - - 1,444

*Puede haber una intersecciéon entre las bases de datos

4.1 Reconstruccion de rutas metabodlicas

Para comprobar la capacidad del programa en la reconstruccion de rutas
metabdlicas se recuperaron todos los compuestos presentes en las rutas de
referencia de MetaCyc correspondientes a la clase “Secondary Metabolites
Biosynthesis”. De estos compuestos se eliminaron los presentes en Escherichia coli,
guedando 240 compuestos. El programa pudo reconstruir al menos una ruta para
185 de ellos (77%) mientras que, el resto de las rutas no pudieron ser predichas
debido al tipo de anotacion existente en BioCyc para enzimas promiscuas, las
cuales no se tomaron en cuenta debido a la carencia de informacién mas especifica
sobre esas reacciones, ver Apéndice 3. Para cada una de las rutas predichas para

los 185 compuestos, al menos una de ellas coincidié con las rutas de referencia.
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4.1.1 Producciodn de retinal en Escherichia coli

Los retinoides son un grupo de moléculas lipofilicas utilizadas en cosméticos y

tratamientos para enfermedades de la piel. Estos compuestos son producidos a

partir del retinal que es derivado a su vez de la ruta de los carotenoides (Jang et al.,

2011). Para simular la ruta de sintesis del retinal se seleccioné a Escherichia coli

MG1655 como chasis, permitiéndole expandir su red metabdlica hasta en 12

reacciones. Se obtuvieron 84 posibles rutas, de las cuales a pesar de todas tener
valores termodinamicos favorables, 74 contenian una enzima para la cual no se

conoce un gen en la base de datos local.
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Figura 10. Ruta para la produccion de retinal en E. coli.

Los rectangulos verdes representan las enzimas, los azules son los compuestos producidos

por E. coli, en gris los compuestos que no puede producir E. coli y en amarillo el compuesto

deseado.
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En la Figura 10 se muestra la ruta evaluada como la mas viable de acuerdo con los
valores termodinamicos, coincide perfectamente con la ruta utilizada por Jang y
colaboradores en 2011. Las otras rutas generadas difieren en la forma en que se
sintetiza el geranilgeranil difosfato, por ejemplo, es posible sintetizarlo utilizando el
compuesto heptaprenil difosfato como intermediario y, a pesar de que tienen la
misma posibilidad termodinamica de realizarse, en esta ruta (Figura 11) existe un
paso extra y por esa razon la cantidad de atomos que entran y salen de la ruta es
mayor. Ademas de estas variaciones en las rutas se encuentran rutas repetidas en
las cuales la cantidad de enzimas necesarias varia, ya que algunas de las enzimas
pueden llevar a cabo mas de una reaccion. Esta anotacion se toma en cuenta por
el algoritmo que es capaz de reconocer las reacciones compuestas de BioCyc y sus
constituyentes para buscar cuéles son iguales, sin embargo, no todas las bases de
datos tienen este tipo de anotaciones y por esta razon existe redundancia en las

rutas generadas (SRI International, 2016).

Fath 3

mdG = 71253.04 dM = 216.0

Heptaprenyl dipho

Heptaprenyl dipho
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(ZE BE;Ffarnesyl di  isopenternyl diphos

Figura 11. Ruta alternativa generada con nuestro algoritmo para la produccién de

geranilgeranil difosfato en la produccion de retinal (ruta recortada).

Los rectangulos verdes representan las enzimas de las que carece E. coli, los azules a los

compuestos que puede producir y en gris los compuestos que no puede producir.
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4.1.2 Produccion de 1,3-diaminopropano en Escherichia coli

La diamina de tres carbonos llamada 1,3-diaminopropano (1,3-DAP) es utilizada

como monomero en la fabricacibn de plasticos. Naturalmente Pseudomonas

aeruginosa (Figura 12) y Acinebacter baumannii (Figura 13) son capaces de

producirlas en bajas concentraciones, sin embargo, ambas son patégenas y por

esta razoén no es viable utilizarlas para la produccién industrial. Por esta razon Chae,

et al. en 2015 llevaron a cabo la produccion de 1,3-DAP en E. coli utilizando las

rutas de P. aeruginosa y A. baumannii.

_— 1-3-diamopropano
Espermidina ! prop

+
+
=0 -> H§NMO
Oxigeno 4-amino-butaraldehido
* +
H H
o’ HO—0OH
Agua Perdxido de hidrogeno

Figura 12. Sintesis de 1,3-DAP en P. aeruginosa (Chae et al., 2015).

En negritas estan los compuestos principales de la ruta, aqui el 4-amino-butaraldehido se

considera como un compuesto saliente.
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Figura 13. Sintesis de 1,3-DAP en A. baumannii (Chae et al., 2015)

En negritas estan los compuestos principales de la ruta. En esta reaccioén el glutamato actta

como un donador de grupos amino por esta razon no es principal.

Cuando se reconstruyeron estas rutas utilizando a E. coli como organismo chasis y
permitiendo rutas con un maximo de 4 reacciones, obtenemos 11 rutas de las cuales
una de ellas no tiene un gen asociado a una de sus reacciones. Las rutas utilizadas
en el articulo son predichas por Chae et al. en la posicién 1 y 3, la posicién 2 es
ocupada por una variante de la ruta 1. De las rutas creadas, 5 de ellas son
termodinamicamente favorables (ver Figura 14) y de estas rutas se pueden
considerar que en realidad son dos ya que en ellas hay enzimas que realizan la
misma reaccion, pero con distintas moléculas transportadoras de electrones y

grupos amino.
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Figura 14. Rutas termodinamicamente favorables para la produccion de 1,3-DAP en E.
coli.

Estas rutas son termodinamicamente favorables para la produccion de 1,3-DAP, se omiten
las rutas que no son favorables termodinamicamente o carecen de genes. Como se puede
observar las rutas 1, 2 y 4 se producen a partir de espermidina, mientras que las rutas 3 y
5 se producen a partir de L-aspartato-semialdehido, la diferencia entre estos dos grupos de
rutas es el uso de moléculas transportadoras de grupos funcionales. Ambos grupos rutas

fueron probadas por Chae y colaboradores en 2015.

4.1.3 Produccion de p-hidroxibenzoato en Pseudomonas putida

El p-hidroxibenzoato es un quimico utilizado en la produccion de cristal liquido, y
sus derivados alquilados son utilizados como preservantes de cosméticos (Verhoef,
Ruijssenaars, de Bont, & Wery, 2007). Actualmente este compuesto es producido a
partir de fenol a través de la reaccion de Kolbe-Schmit la cual requiere de

temperatura y presion extremas. Se ha encontrado que para E. coli el p-
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hidroxibenzoato es toxico, por esta razdon se ha tratado de producir en
Pseudomonas putida que tiene una mayor tolerancia al producto (Verhoef et al.,
2017).

Utilizando el programa desarrollado aqui se encuentra que el p-hidroxibenzoato es
un compuesto producido por Pseudomonas putida de forma nativa, a pesar de que
Verhoef y colaboradores requieren introducir la enzima fenilalanina amonio liasa
(Pal) proveniente de la levadura Rhodosporium toruloides para convertir el
aminoacido L-tirosina en p-coumarato; lo plantearon asi porque Pseudomonas
putida posteriormente es capaz de producir p-hidroxibenzoato a partir de p-
coumarato utilizando una enzima nativa (ver Figura 15), y nuestro algoritmo no toma
en cuenta las reacciones internas del organismo a utilizar, debido a que no es
posible determinar a partir de qué metabolito es adecuado iniciar la produccion. En
este ejemplo parece muy claro que el algoritmo falla porque es necesario introducir
un gen mas para producir p-coumarato que es el precursor de p-hidroxibenzoato, o
es necesario agregar p-coumarato al medio para que la bacteria lo transforme a p-
hidroxibenzoato. Las definiciones que existen para considerar que un compuesto
estd presente en un organismo no son compatibles con los requerimientos de
nuestro algoritmo. Algunas bases de datos como BioCyc y KEGG anotan
compuestos en los organismos siempre y cuando estos compuestos participen en
alguna reaccion realizada por una enzima presente en el organismo, sin importar
qgue los compuestos estén siendo degradados en lugar de sintetizados. Agregar
compuestos que se degradan puede permitirle a la base de datos considerar mas
compuestos de rutas que no estan completamente anotadas en el organismo. Sin
embargo, un problema recurrente que hemos encontrado es la presencia de
enzimas que naturalmente no realizan una reaccién, pero que hay evidencia
experimental de que se han llevado a cabo in vitro por lo que los compuestos de
estas reacciones son anotados en la base de datos, a pesar de que esta evidencia
indiqgue que se desconoce la funcibn en el organismo. Un ejemplo de lo
anteriormente expuesto es un caso anotado en la base de datos ECMDB que es
una base de datos que estudia el metaboloma de E. coli MG1655 (Guo et al., 2013),

donde las curaciones son realizadas manuales y tienen estandares muy altos de
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calidad para verificarlas. En esta base de datos se considera la L-DOPA como un
compuesto presente en E. coli. Sin embargo, si revisamos las referencias sobre esta
anotacion, incluso en los mismos comentarios de la base de datos, esta reaccion no
ocurre naturalmente en E. coli. Podemos darnos cuenta de que esta anotacion se
considera por la presencia del gen ygiD que codifica para una 4,5-DOPA estradiol
dioxigenasa (con el registro P24197 en Uniprot), en el articulo original Gandia-
Herrero y Garcia-Carmona en 2014 indican que esta reaccion se llevé a cabo in vitro
y que se desconoce que reaccion realiza en E. coli. Estas anotaciones provocan
que nuestro algoritmo prediga rutas mas cortas a partir de compuestos que un

organismo no produce naturalmente o que no estan conectados al metabolismo

central.
o 0
OH o 9]
> >
Enzima Enzima
heteréloga nativa
HAN"
Q OH
OH
L-tirosina p-coumarato p-hidroxibenzoato

Figura 15. Produccién de p-hidroxibenzoato en Pseudomonas putida.

Pseudomonas putida puede producir p-hidroxibenzoato a partir de p-coumarato, sin
embargo, no es capaz de producir p-coumarato a partir de tirosina, por lo que requiere de

una enzima heterologa.

4.2 Espacio metabolico extendido de los organismos de BioCyc

Para Escherichia coli que es el organismo modelo mas utilizado en biotecnologia
para la producciéon de metabolitos heter6logos se encontr6 que puede producir
1,093 compuestos de forma nativa y 3,268 compuestos mas si se le introducen
genes externos para formar rutas con 18 reacciones 0 menos, estos valores son
mayores a los calculados por Carbonell y colaboradores en 2011, donde mencionan

que E. coli produce 966 compuestos y puede producir 2,338 compuestos mas, lo
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qgue con el algoritmo desarrollado aqui significa un potencial aumento del 40% en
la cantidad de metabolitos que se pueden producir en esta bacteria. El metabolito
que requiere mas reacciones para producirse (via mas larga) partiendo de los
compuestos que produce naturalmente E. coli es el 10-(metiltio)-2-oxodecanoata
gque esta a 18 reacciones lineales, la Figura 16 muestra la estructura quimica de
este compuesto. Estos valores son similares a los encontrados por Chatsurachai y
colaboradores en 2012 que son 3,244 potenciales compuestos heterdlogos
producidos, sin embargo, ellos encuentran que la distancia al compuesto mas lejano
es de 33 reacciones. Es decir, que nuestro algoritmo pudiera optimizar el encontrar
vias metabdlicas mas cortas, porque permite producir todos los metabolitos
utilizando sélo 18 reacciones y aunque se permitan mAas reacciones no se
aumentaria la cantidad de metabolitos producidos porque ya todos fueron

conectados.

]
D"/\H/-\/\/\/\/ S
O

Figura 16. Estructura quimica del 10-(metiltio)-2-oxodecanoato (CPDQT-41 en MetaCyc).

Este compuesto es el que requiere una ruta mas larga de sintesis para E. coli, con 18
reacciones lineares, es intermediario en la ruta de sintesis de glucosinolatos en la ruta

PWYQT-4450 de MetaCyc, estos compuestos dan el sabor caracteristico a las brasicaceas.

De manera general, considerando para todos los organismos, se encontré que los
compuestos mas lejanos estaban a 43 reacciones de los metabolitos producidos por
el organismo huésped, en la Grafica 2 se muestra el promedio de cuantos
compuestos pueden producir todos los organismos de la base de datos utilizando
rutas con distintos nimeros maximos de reacciones. El organismo que pudiera tener
el espacio metabodlico mas extendido es Mycobacterium parascrofulaceum ATCC
BAA-614 con 5,618 potenciales compuestos que puede producir de manera
heter6loga. Mientras que el organismo que produce una mayor cantidad de
metabolitos de manera nativa es Mycobacterium smegmatis MC2 155 con 1725

compuestos. Esto es coherente ya que pertenecen a la clase Actinobacteridae,
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bacterias reconocidas por su una gran potencial y diversidad metabdlica y de las
cuales se extraen antibioticos y compuestos para la industria farmacéutica (Lee et
al., 2014).

Espacio metabdlico extendido
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Grafica 2. Promedio del tamafio del espacio metabdlico extendido de todos los organismos

contenidos en BioCyc afiadiendo distintos nimeros de reacciones.

Para cada organismo se expandié su red metabodlica hasta 43 reacciones, que es la
distancia al compuesto mas lejano. Para cada distancia se calcul6 el promedio de
compuestos que produce cada organismo y se grafico junto a su desviacion estandar
(Barras de error). También se grafico el nUmero de organismos que ya no pueden crecer

su red metabdlica mas alla de determinado niimero de reacciones.

4.3 Analisis de la red generada por las reacciones de BioCyc

A partir de lared generada con las reacciones de BioCyc (Figura 17) y representada
como un grafo se utilizO Cytoscape para calcular algunos parametros de
conectividad de la red y se encontr6é que existen 396 componentes conectados, que
representan a grupos de compuestos que forman un grupo de compuestos
conectados entre ellos, pero no conectados con otros grupos, con un componente
principal que es el que contiene a la mayoria de los compuestos enlazados. Como
ejemplos de algunas rutas y reacciones aisladas incluyen la ruta de degradacion del
2,4,6-trinitrotolueno o la ruta de biosintesis de la escopolamina.
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La ruta mas corta de un compuesto dado a cualquier otro compuesto es el camino
gue los conecta con el menor nimero de aristas, para un par de compuestos pueden
existir mas de una ruta mas corta si es que mas de un camino llega utilizando el
mismo ndmero de aristas. El nimero de rutas mas cortas es calculado con el
algoritmo de busqueda amplia (breadth-first search en inglés) o alguno derivado de
su forma estandar, el funcionamiento de este algoritmo es el siguiente (Newman,
2001):

1. Setoma un nodo y se le asigna una distancia d = 0.

2. Para cada nodo con distancia d se buscan los nodos conectados a él.

3. Si un nodo del paso anterior ya tenia asignado una distancia, el nodo es
ignorado en el siguiente paso.

4. Se le asigna un valor de d = d + 1 a cada nodo recuperado del paso 2.
Se repiten el proceso desde el paso 2 hasta que no quedan nodos sin asignar

un valor o ya no es posible conectar mas nodos.

Tomando en cuenta lo anterior las rutas mas cortas indican cual es la ruta con la
menor distancia expresada en numero de aristas que conecta dos compuestos
dados, ignorando todas las rutas que tengan un mayor nimero de aristas. Para la
red de reacciones de BioCyc las rutas mas cortas encontradas es de 24'989,388
gue representa el 33.56% de las 74'459,641 combinaciones posibles, la distribucion
de frecuencia se muestra en la Grafica 3. El algoritmo busca la ruta mas corta para
conectar cualquier compuesto de la red con cualquier otro compuesto, esto significa
que en promedio; a partir de cada compuesto de la red se puede producir un tercio
del total de compuestos de la red. Teniendo en promedio que recorrer 9.63 aristas
(reacciones quimicas) para poder lograrlo. Observamos que el diametro de la red
es de 49 aristas, esto significa que los compuestos mas alejados se encuentran a
una distancia de 49 aristas o reacciones enzimaticas. Se debe evitar confundir estos
valores con las distancias entre los compuestos producidos por un organismo y
algun metabolito heterdlogo, ya que estas distancias se calculan para todos los
nodos de la red de reacciones de BioCyc lo que incluye distancias de metabolitos

internos a internos y de metabolitos externos a externos, la cantidad de reacciones
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promedio para alcanzar un metabolito heterdlogo a partir de un compuesto
producido por el organismo varia dependiendo del organismo y sera menor a las

mostradas para la red general.

Distribucidon de las rutas mas cortas
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Gréfica 3. Frecuencia de las rutas mas cortas para conectar dos compuestos cualesquiera

en la red de reacciones de BioCyc.

El eje X indica la cantidad minima de reacciones que se requieren para conectar dos
compuestos, mientras que el eje Y indica la frecuencia con que ocurren estas rutas
minimas, en el eje Y secundario se indica la frecuencia en porcentaje acumulado y se

observa que el 95% de las rutas se encuentran con un maximo de 17 reacciones.

A pesar de que el diametro de la red es de 49 aristas, de acuerdo con la distribucion
de frecuencias, el 95% de las rutas méas cortas tienen como maximo una distancia
de 17 aristas, como se aprecia en la Gréafica 3. Este dato es importante para
optimizar el tiempo en la busqueda de rutas metabdlicas, ya que se puede
establecer como el maximo numero predeterminado de reacciones a 17, y con este
valor se estarian considerando a casi todas las rutas para la produccion de
metabolitos, sin embargo, si asi se desea se puede cambiar el maximo namero de
reacciones a un niamero mayor en el programa para buscar rutas mas con solo

cambiar un menu desplegable. Ademas en los organismos, al poseer un mayor
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namero de precursores es posible tener varias rutas para producir un metabolito, y

de entre estas rutas se puede escoger la de menor distancia.

4.3.1 Cdlculo de los indices de centralidad

La centralidad de la carga es similar a la centralidad intermedia, sin embargo, esta
dltima se calcula Unicamente para las rutas mas cortas en las que interviene un
compuesto a evaluar, para calcular la centralidad intermedia se suma para cada par
de compuestos la cantidad de rutas mas cortas que pasan por el compuesto del
cual se quiere calcular la centralidad entre la cantidad de rutas mas cortas que
existen. Asi, un compuesto que Unicamente sirve como intermediario entre otros
dos compuestos que tienen soOlo una ruta mas corta tendrd una centralidad
intermedia de 1, porque solo habrd una ruta disponible y ese compuesto esta
presente en esa ruta, ignorando todas las demas rutas existentes, es por esta razon
que esta centralidad no es calculada porque no ofrece informacién relevante para
este trabajo. Con la centralidad de cercania se tiene un problema similar al de la
centralidad intermedia en el cual s6lo es calculado para las rutas mas cortas
conectadas, sin embargo, esta centralidad indica que tan cerca esta un compuesto
de todos los compuestos a los que se conecta y podemos obviar el problema de la
conexién entre los compuestos si la calculamos para los compuestos con mayor

centralidad de la carga.

Para determinar cudles fueron los compuestos que eran intermediarios en un mayor
namero de las rutas mas cortas, se calcul6 la centralidad de la carga, este parametro
puede ayudar a encontrar vértices (metabolitos) importantes en la red, ya que entre
mayor sea su valor (nUmero de rutas en la que participa) es mas probable que
participe como intermediario en cualquier ruta elegida. Puede darse el caso en que
a pesar de estar presentes en rutas mas cortas, estas rutas no necesariamente

estén presentes en la naturaleza o sean usadas de manera nativa por un organismo.

Para calcular los indices de centralidad se utiliz6 NetworkX (Hagberg, Schult, &
Swart, 2008) esto debido a que Cytoscape genera errores en el célculo de algunos

tipos de centralidad para multigrafos porque al llegar a las aristas multiples genera
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rutas redundantes y ciclos (Andénimo, NetworkAnalyzer Settings, 2013). En
contraste, NetworkX tiene una implementacion para multigrafos dirigidos llamado
MultiDiGraph que puede manejar sin problema este tipo de grafos y que utiliza
propiedades internas de la red para calcular la centralidad de la carga en lugar de

contar cada ruta (Newman, 2001).

De la red de reacciones de BioCyc se recuperaron los 10 compuestos con mayor
carga y, se calcul6 la centralidad de cercania y compiladas en la Tabla 8. Estos
compuestos se consideran como los posibles precursores para una gran diversidad
de metabolitos y pueden considerarse como una meta de optimizacion para
aumentar su produccién mediante ingenieria metabdlica, esto para incidir
positivamente en aumentar la produccion de varios compuestos que se deseen
sintetizar a partir de estos. Por ejemplo, el compuesto (2E,6E)-farnesil difosfato, tuvo
una de las centralidades de carga grande, debido a que es un intermediario en la
ruta del esterol y funciona como precursor de los sesquiterpenos que son la clase
mas diversa de isoprenoides en la cual se han caracterizado mas de 7,000
compuestos (Asadollahi, Maury, Schalk, & Clark, 2009). Utilizando ingenieria
metabdlica es posible aumentar la produccién de este compuesto en distintos
organismos y podrian ser de utilidad en la producciéon de un gran nuimero de
compuestos que se derivan de él, esto permite pensar en modularizar las

modificaciones genéticas mas comunes para mejorar la produccion de metabolitos.

Tabla 8. Valores de centralidad para los principales componentes de la red metabdlica de

BioCyc.

ID de BioCyc Nombre Centralidad r
Carga Cercania

ACETYL-COA Acetil-Coenzima A 0.11099 0.11894
PYRUVATE Piruvato 0.10791 0.11959
MALONYL-COA Malonil-Coenzima A 0.04187 0.11477

TYR L-Tirosina 0.04159 0.11379

ACET Acetato 0.03924 0.11145

CPD-4211 Pirofosfato de dimetilalilo 0.03781 0.10059
DELTA3-ISOPENTENYL-PP Isopentenil difosfato 0.03292 0.09703
CPD-16653 4-O-dimetilalil-L-tirosina 0.02532 0.10615
FARNESYL-PP (2E,6E)-farnesil difosfato 0.02411 0.09869
FORMATE Formato 0.02404 0.10637
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Figura 17. Grafo que representa las reacciones presentes en BioCyc.

A partir de las reacciones de BioCyc se generaron pares reactantes ignorando los
compuestos altamente conectados, estos pares reactantes se utilizaron para crear un
multigrafo dirigido. Los nodos representan compuestos y las aristas representan pares
reactantes. La imagen fue creada utilizando Cytoscape. Cada grupo de compuestos
conectados entre si, pero aislados del resto es llamado un componente de la red, siendo el

componente principal el que tiene el mayor nimero de nodos conectados.
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5 Discusion

La identificacion y enumeracion de rutas metabdlicas permitio reconstruir el 77% de
las rutas presentes en la clase de Metabolitos Secundarios de BioCyc. Las rutas no
encontradas se debieron a que BioCyc utiliza compuestos genéricos para describir
reacciones, por ejemplo, los amino4cidos son un compuesto genérico que incluye
todos los compuestos quimicos con un grupo amino y un grupo carboxilico, esta
clasificacion incluye incluso a aminoacidos no proteicos. El problema con esta
clasificacion es cuando en las reacciones se genera un compuesto geneérico a partir
de otro compuesto genérico, por ejemplo, en la reaccion ACYL-COA-HYDROLASE-
RXN de MetaCyc (Figura 18) los compuestos que puede contener Acil-CoA son
162, mientras que los Carboxilatos incluyen 1,157, entonces la cantidad de pares
reactantes que se formarian de estos dos compuestos en esta reaccion son
187,434, de los cuales escasamente uno seria correcto para una reaccion
especifica. BioCyc no brinda informacion ni herramientas para poder generar o
corregir estas anotaciones. Se podrian rescatar algunos pares reactantes Utiles a
partir de estas reacciones, por ejemplo, cuando existan dos pares reactantes y uno
de ellos sea el producto de la conversion de Acil-CoA a Carboxilatos, y si el otro par
reactante no contiene compuestos genéricos, esta reaccion puede ser rescatada si
se hace una verificacion manual de la reaccion involucrada. Este caso ocurre en la
reaccion RXN-15375 de MetaCyc donde el 3-sulfinopropionato se convierte en 3-
sulfinopropanoil-CoA, sin embargo, no es posible saber si esta reaccion puede
llevarse a cabo en todos los organismos debido a que la reaccién podria no llevarse

a cabo con todas las instancias de ese compuesto genérico.
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Figura 18. Reaccion para la produccion de carboxilatos.

67



Se encontr6 una gran redundancia en las rutas metabdlicas debido a la presencia
de reacciones redundantes, en las cuales los metabolitos principales se conservan,
sin embargo, los metabolitos transportadores de grupos funcionales varian, por lo
que las clasificamos como reacciones diferentes. Eliminar estas reacciones
redundantes no es una tarea trivial, se tendria que estudiar detalladamente cada
grupo de casos. Por ejemplo, en el caso de un compuesto genérico donador de
electrones en ocasiones parece ser substituido por el oxigeno, ver Figura 14. Se
podria pensar que dicha reaccion es la misma ya que el oxigeno podria funcionar
como donador de electrones, pero también nos podemos dar cuenta de que las
energias de reaccion son distintas, lo que podria indicar un mecanismo de reaccion
distinto, o la no equivalencia entre los dos compuestos, o bien una desviacion en el
calculo de las energias de reaccién. Por estas razones, aun no es claro si estas
reacciones deben considerarse como la misma o no. La presencia de rutas
redundantes no es un problema cuando el nimero de rutas encontradas son pocas
ya que es posible reconocerlas revisando cuales son los compuestos principales en
cada reaccion, sin embargo, de forma general el numero de rutas crece
exponencialmente conforme crece el nUmero de reacciones maximas permitidas y
aunado a esto el tener reacciones redundantes también hace crecer

exponencialmente la cantidad de rutas predichas.

En BioCyc existen reacciones compuestas definidas como reacciones que se
pueden descomponer en otras reacciones mas simples. Por ejemplo, la reaccién
RXN-14306 esta4 formada por las reacciones 4.2.1.111-RXN y RXN-8986, esta
reaccion es descrita en la Figura 3. Las reacciones compuestas no siempre estan
especificadas como compuestas (SRI International, 2016), por lo que se pueden
producir errores al momento de medir el costo de las transformaciones quimicas,
ademas de generar rutas redundantes. Para evitar estas redundancias es necesario
verificar que todas las sub-reacciones de una reaccion compuesta esté presente en
los registros, ya que nuestro algoritmo es capaz de procesarlas, sin embargo, no

puede hacerlo si no se le indica que son compuestas.
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Se intento6 basar el ordenamiento de las rutas de acuerdo con parametros cinéticos
de las enzimas utilizadas en ellas, sin embargo, solamente existe informacion para
el 0.042% de las enzimas recuperadas en la base de datos local, por lo que no
contribuian realmente a la evaluacion de las rutas. Es por lo que se opt6 por hacer
una evaluacion termodinamica, la cual se complementa con la evaluacion del costo

de las transformaciones quimicas de los productos con respecto a los precursores.

Por otro lado, los valores cinéticos que se recuperaron de Uniprot no fueron todos
los disponibles, debido a que los compuestos de Uniprot no poseen el mismo
nombre que en BioCyc o algun enlace entre ambas bases de datos, asi que se
intentaron recuperar todos los posibles con sus sin6nimos. Se debe considerar crear
una unificacion en el nombre de los compuestos de las dos bases de datos de forma
manual, aunque aun con esto no se lograria recuperar una cantidad significativa de
datos de las enzimas para utilizarlos como parametro de evaluacion, ya que los
valores que no se agregaron son 756. Algunos de los registros no agregados hacen
referencia al valor de Km para cofactores o transportadores de grupos funcionales
o energia como NAD. Este problema para encontrar el mismo compuesto en dos
bases de datos es discutido por Almant, et al. en 2013 sobre los esfuerzos por

unificar KEGG y BioCyc, sin que se haya encontrado una solucién definitiva.

A pesar de que la determinacién de la factibilidad termodindmica de una ruta es de
gran utilidad, se debe de tener en cuenta que la mayoria de los valores
termodinamicos usados en la base de datos fueron generados computacionalmente
y no son completamente precisos (Noor, Haraldsdittir, Milo, & Fleming, 2013)
(Jankowski, Henry, Broadbelt, & Hatzimanikatis, 2008). Por lo que en ocasiones las
rutas encontradas pueden ser clasificadas como no posibles termodinamicamente
a pesar de existir en las rutas de referencia. También se debe tomar en cuenta que
las concentraciones que los metabolitos pueden alcanzar se establecieron de forma
genérica para la mayoria de ellos, excepto para algunos cuantos que pudieron
medirse con mayor exactitud como la concentracion de H, Agua, Co-A y otros, por
esta razon, podria ser que las concentraciones reales de los compuestos pudieran

diferir de las establecidas y no reflejar el valor real.
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La informacion introducida a MetaCyc o actualizada puede ser propagada a los
demas organismos. Durante la generacion de la base de datos local se encontro
que algunas reacciones, enzimas y genes involucrados en la sintesis de
carotenoides no estaban presentes en Pantoea ananatis, a pesar de que en
MetaCyc se indicaba que estas reacciones si estaban presentes en este organismo.
Parece ser que estas reacciones fueron introducidas a MetaCyc manualmente y
sb6lo se hizo su asignacion en estos organismos utilizando su identificador
taxondmico. Tratamos de propagar estas anotaciones a los organismos a los que
pertenecen, pero es probable que no se hayan podido expandir todas las existentes

debido a la falta de identificadores taxonémicos.

Se debe de tomar en cuenta que las anotaciones de los genomas se realizaron con
distintos programas y por lo tanto existen variaciones y errores en los genes
anotados y la asignacion de funciones, por ejemplo, como se menciona
anteriormente en la base de datos existen genes de hasta 2.5 millones de pares de
bases.

Es necesario crear reglas bien definidas para determinar si un organismo puede
producir un compuesto, también se debe definir bajo que condiciones de cultivo el
organismo puede producir estos compuestos, debido a que la forma actual en la
cual las bases de datos agregan las anotaciones de compuestos a los organismos
genera problemas en los algoritmos de reconstruccion de rutas metabdlicas. Una
forma de estandarizar las anotaciones es verificar si los compuestos predichos
pueden ser producidos a partir del metabolismo central, sin embargo, esto requiere
conocer todas las reacciones presentes en un organismo. Otra opcién es definir a

partir de que precursor se quiere producir un compuesto deseado.

En MetaCyc existen reacciones que fueron introducidas manualmente y que no
pertenecen a organismos presentes en BioCyc. Estas reacciones fueron tratadas
de unificarse con otras bases de datos. La mayoria de las enzimas para estas
reacciones tienen una liga para consultarlas en Uniprot, en donde se pueden

recuperar sus secuencias de aminoacidos y otros valores, pero no las secuencias
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de ADN de los genes que las codifican, por esta razén se recurrio a KEGG, que si

tiene secuencias para los genes de las enzimas.

Para crear nuestra base de datos local escribimos un programa capaz de procesar
la informacion de BioCyc para todos los organismos, durante el desarrollo de este
programa hicimos énfasis en que fuera lo mas autonomo posible, esto porque
BioCyc es una coleccion que esta siendo constantemente actualizada y cada cierto
tiempo libera nuevas versiones, asi nosotros también podemos actualizar nuestra

base de datos local sin mucho esfuerzo.

Se ha considerado afadir informacion de otras bases de datos a nuestra base de
datos local, sin embargo, muy probablemente esto generaria redundancia en los
registros agregados, debido a que no es sencillo encontrar equivalencias entre
compuestos y reacciones presentes en dos bases de datos generadas
independientemente. También se debe considerar que las filosofias o usos de las
distintas bases de datos difiere por lo que pudieran no ser compatibles.

Si bien nuestro algoritmo de reconstruccion de rutas metabdlicas y el ordenamiento
de estas es completamente funcional, nos vemos limitados por la exactitud y
disponibilidad de la informacion presente en BioCyc y otras bases de datos. Sin
embargo, durante las pruebas realizadas sobre nuestro programa pudimos darnos
cuenta de errores presentes en BioCyc que pudieran pasar desapercibidos para la
mayoria de los usuarios, pero que aqui fueron facilmente reconocidos ya que se le
asigna un significado mayor a cada registro, mas que ser estadisticas para un
organismo. Este tipo de observaciones podria ayudar a BioCyc a recibir mas

observaciones por parte de los usuarios.

Consideramos que como todo programa el nuestro puede ser mejorado y
seguramente asi serd, sin embargo, es mas urgente disponer de bases de datos
especializadas en  reconstruccion de rutas metabodlicas  validadas
experimentalmente y estén completamente enfocadas a ello, porque existen
cuestiones técnicas que no han sido abordadas por las bases de datos
multipropésito como BioCyc o KEGG, una de estas cuestiones ha sido discutida

anteriormente y radica en crear la definicion exacta de que compuestos considerar
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como propios de cada organismo. Esperamos poder contribuir a esto al liberar
nuestro programa ya que su uso nos permitiria saber cuales son las rutas de mayor

interés para los usuarios y enfocar nuestros esfuerzos a curar estas rutas.

A pesar de todas las limitaciones encontradas durante este proyecto ponemos a
disposicion un algoritmo y una base de datos que permite reconstruir hiperrutas
metabdlicas para producir compuestos partiendo de los compuestos producidos por
una gran cantidad de organismos no modelo, ademés de ordenarlas de acuerdo con

sus propiedades cinéticas y costo de las transformaciones quimicas.
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6 Conclusiones

Utilizando la informacion de BioCyc creamos una base de datos local con
informacion para la reconstruccion de rutas metabdlicas, para esto desarrollamos
nuestro propio programa en el cual se crean rutas metabdlicas a partir de
hipergrafos, validando que todos los precursores de cada reaccion puedan ser

sintetizados por el organismo o se sinteticen en la propia ruta.

Utilizando parametros termodindmicos para cada reaccion determinamos la
factibilidad y eficiencia de cada ruta, ademas del costo de la transformacién quimica,
lo que nos permite ordenarlas de acuerdo con cuales son las que tienen un mayor
potencial para la produccion de metabolitos. Al final de este proceso obtenemos los
genes involucrados de cada ruta y permitimos a los usuarios editarlos. Si bien el
algoritmo para la reconstruccion de rutas funciona de acuerdo con lo esperado, aun
existen errores y falta informacion en las bases de datos que requieren ser

abordados desde otros puntos de vista para solucionarlos.

Con el uso de nuestro programa esperamos crear una lista de las rutas mas
buscadas por los usuarios, para curarlas manualmente y brindar una mayor
confiabilidad de los resultados. Ademas, se puede crear una base de datos
complementaria con médulos de optimizacion para la produccion de metabolitos
nativos de organismos de acuerdo a la lista de compuestos con mayor centralidad
de la carga (ver Tabla 8), esto permitiria aumentar la producciéon de una gran
cantidad de compuestos debido a la gran cantidad de rutas en las que participan los
compuestos con alta carga.

Es importante generar normas mas rigurosas para definir que compuestos es capaz
de producir un organismo y cuales no, ademas de las condiciones en que lo hace,
esto para crear una mayor fiabilidad en los precursores seleccionados para la

produccion de compuestos de interés.
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/ Perspectivas

Es necesario curar manualmente las reacciones encontradas en BioCyc, para
eliminar las reacciones redundantes y homogenizar la anotacion llevada a cabo en
la base de datos. Por ejemplo, para el caso de las reacciones quimicas, el estandar
es indicar el coeficiente estequiométrico de los metabolitos, sin embargo, existen
reacciones donde tienen un metabolito repetido en lugar de indicarlo con un nimero
en el coeficiente. Otro ejemplo es cuando las reacciones tienen protones y hay
reacciones idénticas sin indicar este proton indicado y, por udltimo, cuando las
reacciones tienen componentes genéricos y una secuencia de reacciones estan

repetidas con instancias de esos componentes genéricos.

Con los pares reactantes de BioCyc verificados manualmente seria posible simular
las redes metabdlicas dentro de los organismos, y con esto poder indicar cuél es la
fuente de carbono afadida al medio de cultivo y de la cual se debe producir el

metabolito, permitiendo simular rutas globales mas cortas.

Como BioCyc basa sus anotaciones en la presencia de secuencias similares a otras
secuencias de enzimas es posible que en ocasiones se anoté algin gen cuyo
promotor este inactivo y por lo tanto a pesar de estar presente no sea funcional,
desencadenando en que se predigan compuestos que no existen. Para mejorar el
uso de los distintos organismos seria importante agregar una interfaz para que los
usuarios creen organismos locales personalizados, con esto se podria tomar un
organismo de la base de datos y crear una copia de él en la cual se puedan eliminar
manualmente compuestos que el usuario considere que no son de importancia o
que él haya verificado que no existen en este organismo, también se podrian
agregar compuestos que el organismo si produzca y no estén anotados por que adn
no se conocen las enzimas que lo producen. Con estas bases de datos locales se
puede también generar nuevos organismos desde cero o crear informacion para
cepas similares a algun organismo presente en la base de datos. Esto podria ser de
interés para laboratorios que tengan su cepa modelo y en la cual realicen
cotidianamente modificaciones genéticas. Ademas de los organismos, se podria

implementar herramientas para definir la constitucion de los medios de cultivo para,
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de esta manera, poder afadir precursores como suplemento en el medio de cultivo

y no seria necesario partir de los compuestos producidos por el organismo.

A partir de los metabolitos que se encontraron con mayor centralidad de la carga se
deberia de generar una base de datos de modificaciones genéticas para distintos
organismos que permitan aumentar su produccion de forma mas sencilla. Incluso
podria crearse una coleccion de organismos con estas modificaciones que permita

modularizar la produccion de metabolitos.

Para este proyecto se utilizé una base de datos basada en SQL, sin embargo, la
cantidad de registros en cada tabla es tan grande que retarda el calculo de rutas,
por esta razOn es importante buscar una alternativa para optimizar el tiempo de
respuesta de estas bases de datos tan grandes. Una alternativa podria ser el uso
de mongoDB que es una base de datos noSQL con un mas rapido desempefio
(MongoDB, Inc., 2017).

La cantidad de informacién almacenada en la coleccién BioCyc es tan grande que
seria impensable curarla manualmente, ademas de la carencia de informacion
experimental para hacerlo. Por esta razon, la curacion de la base de datos basada
en los usuarios seria una alternativa que beneficiaria a una mayor cantidad de
usuarios repartiendo el esfuerzo para su curacién. Por ejemplo, para determinados
organismos se podrian ir curando manualmente las rutas mas usadas, labor a la
que incluso los usuarios podrian contribuir mediante la aprobacion o desaprobaciéon
de cada ruta o afiadiendo comentarios, creando asi una red de colaboracién que

beneficie a todos.

Los genomas incorporados a BioCyc utilizan informacion de otras bases de datos
para ser anotados, pero estas anotaciones no son actualizadas a pesar de que las
bases de datos utilizadas para anotar se hayan actualizado para corregir errores.
Por esta razon es importante que los usuarios comprueben la anotacion de los
genes antes de utilizarlos, esto se puede lograr buscandolos en bases de datos
como las de Pfam (Finn et al., 2015) para encontrar si el gen anotado tiene similitud
a otros genes que realizan la reaccidn que se les atribuye. Esto puede ser realizado

dentro del programa utilizando la API de Pfam.
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8 Glosario

Aristas
En teoria de grafos, representan la interaccion entre
dos nodos., 17, 18, 20, 52, 66, 67, 68, 69, 71
ATP
Abreviacién para Adenosin Trifosfato, es una
molécula utilizada para almacenar y transportar
energia para reacciones quimicas dentro de la
célula., 17, 18, 49, 50, 52, 88

B

BioCyc
Coleccién de bases de datos que almacena
informacién sobre organismos y rutas
metabdlicas., 5, 7, 10, 11, 12, 13, 14, 17, 30, 31,
32,33, 34, 36, 37, 38,47, 48, 49, 53, 54, 55, 56,
58, 62, 64, 65, 66, 67, 69, 70, 71,72, 73,74, 75,
76, 78,79, 80,90
Biologia Sintética
La Biologia Sintética es el nombre que recibe una
disciplina cientifica emergente que integra
conocimientos de biologia, genética, quimica,
ciencia computacional e ingenieria y que tiene
como objetivo principal la produccién de formas
de vida nuevas o mejoradas., 5

C

Catalizadores
Sustancia que acelera una reaccion sin participar en
ella., 9
Centralidad de cercania
indica que tan cercano esta un nodo a todos los
nodos para los cuales existe una ruta, entre
mayor sea este indice mds cercania hay con los
nodos., 19
Centralidad de la carga
indica cuantas de todas las rutas mas cortas pasan
por un nodo., 20
Centralidad intermedia
Es la suma de la fraccidon de todas las rutas mas
cortas que conectan dos nodos y que pasan por
el nodo a evaluar., 19
Compuestos genéricos
Compuestos que representan a un grupo de
compuestos., 32, 35,72, 89
Constante de Michaelis-Menten. Véase Km
Costo de las transformaciones quimicas

Indica cuantos atomos y enlaces fueron cambiados
durante las reacciones presentes en una ruta., iii,
45,47,73,74,77

Cytoscape

Programa para analisis y visualizacién de redes., 30,

53, 66, 69, 71

D

Distancia Manhattan
Indica la distancia entre dos puntos medida por las
diferencias absolutas de sus coordenadas., 45,
46,47

EcoCyc
Base de datos con informacidn referente a E. coli
MG1655., 11, 21, 36
Enzimas
Una enzima es una proteina que cataliza las
reacciones bioquimicas del metabolismo., 8, 9,
11, 14, 15, 30, 33, 36, 37, 38, 44, 47, 48, 54, 55,
56, 58, 59, 61, 63, 74,75, 76, 79
Espacio metabdlico
Conjunto de reacciones y compuestos presentes en
un organismo., 5, 14, 21, 39, 48, 65
Espacio metabdlico extendido
Conjunto de reacciones y compuestos que se
afaden a un organismo., 14, 21, 39, 48, 65
Estado de equilibrio de la reaccion
Estado en el que para una reaccion reversible, las
dos direcciones de la reaccidon ocurren con la
misma velocidad., 10

G

Grafos
Representacion simbdlica de los elementos
constituidos de un sistema o conjunto, mediante
esquemas graficos., 16, 17, 18, 19, 20, 21, 69

H

Hipergrafos
Es un tipo de grafo en el cual una arista puede unir a
mas de dos nodo., 5, 20, 21, 78

indices de centralidad
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indice que permite predecir la importancia de los
actores de una red, analizando la interaccion que
tiene con otros nodos., 19

Java
Lenguaje de programacion multiplataforma., 29, 48

K

Km
Es la constante de Michaelis-Menten e indica la
concentracion de sustrato a la cual una reaccion
alcanza un medio de su velocidad maxima., 9, 10,
32,37,48,56, 74

M

Metabolic Route Search
Herramienta para la reconstruccion de rutas
metabdlicas, disponible a través del sitio web de
BioCyc., 13,17, 18
Metabolito
Es una molécula producida durante el
metabolismo., 5, 8, 9, 21, 37, 42, 48, 50, 62, 64,
67,68, 79
MetaCyc
Base de datos sobre diversos organismos que ha
sido curada manualmente y sirve de referencia
para BioCyc., 11, 14, 36, 50, 51, 52, 56, 64, 65,
72,75
Método Simplex
Método iterativo utilizado para resolver programas
lineales., 43
Microorganismos
Los microorganismos son aquellos seres vivos mas
diminutos que Unicamente pueden ser
apreciados a través de un microscopio., 5, 8
Mol
Un mol es una unidad de medida de masa, que
equivale al peso molecular de una sustancia
expresado en gramos, 41
Molaridad
Es una medida de concentracion, que representa el
numero de moles de una sustancia disuelta en
un volumen expresado en litros., 41
Multigrafo
Grafo en el cual existen pares de nodos conectados
por mas de una arista., 52, 53, 71

N
NAD

Siglas en inglés para "Dinucledtido de Nicotinamida
y Adenina", sirve como cofactor en reacciones
bioquimicas, trasportanto electrones y protones.
Participa activamente en la produccion de
energia dentro de las células., 32, 74, 88, 89
NetBeans
Entorno de desarrollo para proyectos Java., 29
NetworkX
Paquete para Python que permite analizar redes.,
20, 30, 53, 69
Nodo
Cada uno de los elementos de un grafo., 16, 17, 19,
20, 52, 66

o)

Organismos modelo
Un organismo modelo es una especie ampliamente
estudiada, por lo general debido a que es facil de
mantener y reproducir en un entorno de
laboratorio y tiene ventajas experimentales
particulares., 8

PathComp
Herramienta para reconstruccién de rutas
metabdlicas, disponible a través del sitio web de
KEGG., 13, 17
Pathway Tools
Herramientas para la reconstruccion de rutas
metabdlicas a partir de genomas anotados., 11
PGDBs
Siglas en inglés para Base de datos para Rutas y
Genomas., 10, 11
PHP
Lenguaje de programacion para entornos web., 29
phpMyAdmin
Administrador de bases de datos sql escrito en PHP.,
29
Programa lineal
Representacion matematica de un problema lineal.,
26,27, 44
Programacion lineal
Campo de la optimizacién matematica dedicado a
maximizar o minimizar (optimizar) una funcion
lineal., 25

R

Reacciones compuestas
Reacciones que pueden dividirse en sub-
reacciones., 33, 48, 58, 73
REST
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Siglas en inglés de Transferencia de Estado
Representacional, es una interfaz que permite
obtener informacién mediante el protocolo
HTTP., 12

Retrosintesis

Es un método utilizado en quimica para encontrar la
forma de producir compuestos a partir de otros
mas econdémicos o sencillos de producir., 15, 16,
38, 39

Rutas mas cortas

Es una serie de aristas de un grafo que conectan
dos nodos, si se elimina cualquierda de estas
aristas los nodos se desconectan., 19, 20, 30, 49,
53, 63, 66, 67, 68, 69

Rutas metabdlicas

Serie de reacciones quimicas llevadas a cabo dentro
de una célula y catalizadas por enzimas., 5, 8, 10,
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 28, 30, 31,
33, 38, 39, 40, 45, 54, 56, 68, 72,73, 75,76, 78

S

SBML
Siglas en inglés para "Lenguaje de Marcas para
Biologia de Sistemas", es utilizado para hacer
anotaciones sobre procesos bioldgicos., 11
SQL
Lenguaje de programacion orientado al manejo de
bases de datos., 29, 80
Sustrato
Es el compuesto consumido durante una reaccién
quimica., 9, 10, 50

\'

Velocidad de reaccion
Es la cantidad de producto que forma una reaccién
por unidad de tiempo, suele expresarse en
moles/segundo., 9
Velocidad maxima de reaccion
Es la velocidad de reaccidn que ya no puede
aumentar aunque se agregue mas sustrato., 9
Vértice. Véase nodo.
Vmax. Véase Velocidad maxima de reaccion

X

XAMPP
Paquete de instalacién con programas utilizados en
servidores web., 29, 30
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8. Apéndices

Apéndice 1. Compuestos descartados de la red metabdlica

Tabla 9. Tabla con compuestos altamente conectados y pequefas moléculas ignorados

en la red metabdlica.

PROTON WATER OXYGEN-MOLECULE CL-
AMMONIUM CPD-12575 NITROGEN-MOLECULE HCL
Oxidized-ferredoxins NITRATE Elemental-Sulfur K+
CO-A Acceptor HYDROGEN-MOLECULE Pi
FAD FADH?2 CARBON-DIOXIDE PPI
NADP GTP NAD P3lI
GMP AMP NAD-P-OR-NOP CA+2
ATP ADP NADH-P-OR-NOP NI+2
HYDROGEN-PEROXIDE PAPS NITROUS-OXIDE CR+3
FMN CoM Donor-H2 CR+6
CPD-846 CTP METHYLENE-THF ZN+2
3-5-ADP ARSENATE TUNGSTATE SE-2
CPD-678 GDP SELENITE F-
SELENATE THF CPD-7046 BR-
CPD-387 CPD-12755 UV-Light FE+3
Reduced-ferredoxins AMMONIA CPD-763 FE+2
S-ADENOSYLMETHIONINE NADPH CPD-7425 HCO3
CPD-7592 NITRITE H2CO3 CD+2
CPD-4544 NADH CPD-12799 HS
NH40H NMNH PHOSPHONATE S0O3
S-ADENOSYLMETHIONINAMINE SEPO3 CPD-14557 S203
ADENOSYL-HOMO-CYS UDP GLUTATHIONE HSCN
GMP TDP SULFATE MG+2
Me-CoM HSO3 OXIDIZED-GLUTATHIONE AG+
CMP UMP LEU-tRNAs OH
CPD-12377 HCN 10-FORMYL-THF CuU+2
ITP TMP 5-METHYLTHIOADENOSINE | CU+
COA-GROUP CDP DIHYDROFOLATE CO+2
PHOSPHATE-GROUP IDP IRON-CHELATE
GLUTATHIONE-SULFITE TTP 5-METHYL-THF
GLUTATHIONE-SULFIDE UTP FMNH2
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Apéndice 2. Compuestos genéricos agregados a la base de datos.

Tabla 10. Tabla con lista de compuestos genéricos agregados a la base de datos.

Oxidized-ferredoxins Reduced-ferredoxins Acceptor Donor-H2
Deaminated-Amine-Donors | Aminated-Amine-Donors | 2-Oxo-Acids Amino-Acids
Charged-LEU-tRNAs LEU-tRNAs ACYL-COA Carboxylates
NADH-P-OR-NOP NAD-P-OR-NOP Charged-TYR-tRNAs TYR-tRNAs
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Apéndice 3. Compuestos en la clase de metabolitos secundarios de

BioCyc

Tabla 11. Compuestos en la clase de metabolitos secundarios, en verde los compuestos

para los cuales se pudo reconstruir al menos una ruta metabdlica y en naranja los que no.

CPD-15211 CPD-17046 CPD-14450 CPD-17454

CPD-15212 CPD-17045 CPD-13661 CPD-10198

CPD-15210 CPD-17043 CPD-13655 CPD-10213

CPD-10214 CPD-16887 CPD-729 3-hydroxy-L-kynurenine
CPD-18443 CPD-16888 CPD-9445 CPD-10211

CPD-10210 CPD-16886 CPDO0-2108 N-formylkynurenine
CPD-18438 CPD-16885 CPDO0-2106 CPD-10207

CPD-403 CPD-16744 CPD-196 CPD-10201

CPD-18328 CPD-16745 CPD-10206 P-COUMARQOYL-COA
CPD-18332 CPD-16742 CPD-13647 CPD-10205

CPD-18331 CPD-16741 CPD-195 CPD-10209

CPD-18333 CPD-16740 COUMARATE CPD-10208

CPD-18327 CPD-16738 CPD-551 CPD-10204

CPD-45 CPD-16737 CPD-1106 CPD-4588

STIPIT-CPD CPD-16736 CPD-235 CPD-10179

CPD-18153 CPD-10177 CPD-235 GERANYLGERANYL-PP
CPD-18151 CPD-16727 CPD-12775 CPD-4587

CPD-18152 CPD-16726 CPD-12776 CPD-4586

CPD-18148 CPD-16725 CPD-12774 CPD-10175

CPD-18147 CPD-16724 CPD-11751 CPD-7157

CPD-18145 CPD-16723 CPD-13381 CPD-10178

CPD-17342 CPD-16721 CPD-13952 CPD-4592

CPD-17343 CPD-16722 CPD-13380 STERIGMATOCYSTIN
CPD-17341 CPD-633 CPD-13389 6DEM ETHYLSTERIGMATOCYSTIN
CPD-17340 CPD-10176 CPD-13384 3-OH-BENZYL-ALCOHOL
CPD-17339 CPD-112 CPD-13383 CPD-10174

CPD-17337 CPD-16720 CPD-13382 CPD-10171

CPD-17336 CPD-10172 TYRAMINE 3-OH-BENZALDEHYDE
CPD-17335 CPD-637 CPD-10170 HYDRPHENYLAC-CPD
CPD-17334 CPD-402 CPD30-4151 CPD-10169

CPD-17333 CPD-16600 CPD-13354 CPD-10168

CPD-17325 CPD-15209 CPD-10167 2-aminobenzoyl-CoA
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CPD-17321 CPD-15213 CPD-12588 4-hydroxy-2-1H-quinolone
CPD-17317 CPD-14874 CPD-12836 CPD-10162
CPD-17318 CPD-14875 CPD-12838 CPD-10166
CPD-17316 CPD-14873 CPD-12708 CPD-10165
CPD-17074 CPD-7367 CPD-12709 CPD-10164
CPD-17014 CPD-14872 CPD-5923 CPD-10163
CPD-17019 GERANIOL CPD-12706 CPD-10116
CPD-13896 CPD-8997 CPD-12707 CPD-10117
CPD-17018 CPD-4888 CPD-12710 CPD-9735
CPD-17017 geranial CPD-9757 3-OXODODECANOATE
CPD-17016 CPD-7618 CPD-9699 2-UNDECANONE
CPD-17015 CPD-14319 CPD-16497 CPD-9700
CPD-16962 CPD-14321 CPD-7898 CPD-9727
CPD-16963 CPD-14320 CPD-14242 CPD-9734
CPD-16961 CPD-14322 CPD-7901 CPD-9736
CPD-16743 CPD-11890 INDOXYL CPD-9737
CPD-16937 CPD-11786 CPD-10525 CPD-9738
CPD-16935 CPD-14323 CPD-10523 CPD-9739
CPD-16938 CPD-14318 INDICAN CPD-9501
CPD-17455 CPD-14324 CPD-10230 CPD-9502
CPD-17053 VIOLACEIN CPD-10231 ORCINOL-CPD
CPD-17453 CPD-13811 CPD-10229 CPD-14529
CPD-17052 CPD-13812 CPD-10228 CPD-7035
CPD-17051 CPD-6562 CPD-10227 CPD-14528
CPD-17050 CPD-6365 CPD-10226 CPD-9499
CPD-17049 CPD-6362 CPD-10225 CPD-9500
CPD-17048 CPD-6364 CPD-10224 CPD-9494
CPD-17047 CPD-6361 CPD-10216 CPD-16
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Apéndice 4. Material suplementario.

Los programas escritos para este proyecto, asi como los archivos de las redes se
pueden descargar de:

http://eragene.com/tesis/

En caso de no estar disponibles favor de comunicarse al siguiente correo:

miguel.ramos@cinvestav.mx
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Apéndice 5. Manual de usuario para el programa.

Continua a partir de la siguiente pagina.
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Interfaz grafica

La interfaz grafica de EraGene® esta pensada para que el usuario pueda encontrar cualquier funcién
a menos de 3 clics, es por esta razén que las funciones del programa estan almacenadas en una
barra de menus con varias pestafias (Ver Imagen 1), en las cuales se agrupan las funciones de
acuerdo a alguna caracteristica que compartan en comun.

Las funciones disponibles del programa estan representadas con iconos que representan la funcién
de manera grafica y ademas muestran un texto de ayuda cuando se pasa el puntero del ratén sobre
ellos.

Cuando la funcién requiere de introducir o mostrar varios valores, de los botones se desplegaran
menus emergentes con la informacién que se desea mostrar.

HOME AMINOACIDS ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING

X BB B %MD r

Area de dibujo

Imagen 1. Areas que forman la interfaz grdfica del programa.

La primera impresion que tendra de EraGene® es que utiliza un tema oscuro en el drea de controles,
esto se penso asi ya que en ocasiones el usuario tiene que pasar horas frente al computador
analizando secuencias. Los colores oscuros son menos cansados para la vista por lo que evitara la
fatiga en el usuario. En un futuro pensamos implementar un tema claro para los usuarios que asi lo
prefieran.

Menus

La barra de menu estd inspirada en el menu Ribbon de Microsoft Office®, sin embargo, aqui se hace
lo mas angosta posible para que el area para visualizar las secuencias sea mas grande y el usuario
tenga que desplazar la imagen lo menos posible.
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HOME AMINOACIDS ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING

X BB Ees XEE ™ P 3

Imagen 2. Barra de mendus.

Como se muestra en la Imagen 2 hay varias pestafias en el mend, cada una de estas pestafias
contiene funciones que comparten alguna caracteristica en comun, por ejemplo, la pestafia de
aminoacidos contiene funciones que permiten visualizar los aminoacidos y buscar proteinas, la
pestafa de enzimas tiene opciones para dibujar enzimas y simular cortes, etc.

Mendus desplegables

Cuando una funcién del programa
tiene opciones que puede seleccionar

el usuario se desplega un menu del

[J ara [ ATA [ AGA [ ACA

[ aaT [OJ ATT [ AGT [ ACT
(] aac M aTG [ AGG (] ACG
(J aac [ atc [ acc [ acc

botdn que tiene la funcién para que el
usuario pueda seleccionarlas, y se

cierra cuando el usuario da clic fuera
del menu para que no estorbe a la vista
(Imagen 3).

Imagen 3. Menus desplegables.

Herramienta de busqueda

I T2

Imagen 4. Herramienta de busqueda.

La herramienta de busqueda a pesar de la sencilla apariencia que tiene permite al usuario realizar
busquedas de secuencias de ADN degeneradas (que utilizan nucleétidos no estandar) y no toma en
cuenta si las letras estan en mayusculas o minusculas, en lugar de tener un botén de busqueda se
puede activar la busqueda dando un “Enter”, ademas permite navegar entre los distintos sitios
donde se encuentra la secuencia buscada con los botones que se muestran a la derecha en laImagen
4,

En un futuro se espera afiadir mas funcionalidades como buscar enzimas por su nombre,
anotaciones o aminodcidos.

Areas de dibujo

Las areas de dibujo (ver Imagen 5) son paneles donde se dibujan las secuencias de ADN o sus
representaciones, junto con las anotaciones, estas areas de dibujo no sdlo se utilizan para dibujar
secuencias, sino como el usuario descubrirda también son interactivas y permiten apuntar,
seleccionar y modificar elementos junto con las funciones de los menus.
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Sequence

Imagen 5. Area de dibujo.

Introduciendo secuencias

Una de las caracteristicas de EraGene® es que permite editar secuencias y para ello tiene varios

métodos de introducirlas, desde hacerlo de manera automatizada hasta manual.

Crear secuencias desde cero

Para crear una nueva secuencia se puede introducir manualmente en el programa en la siguiente

direccion HOME->New=> Introducir nueva secuencia—> Accept (Ver ).

La ventana en la que se introduce la nueva secuencia nos permite seleccionar si esta secuencia es
circular o no, ademas de que muestra informacidon como el tamafo y el contenido de GC, también

se revisa la secuencia introducida para encontrar secuencias no validas de ADN.
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Imagen 6. Crear nueva secuencia.

Abrir archivos

EraGene® tiene soporte para archivos Fasta, soporte parcial para archivos GenBank y ademas utiliza
su propio formato de archivos, para abrir un archivo es necesario ir a HOME—> Open—>Seleccionar
archivo>Open (Imagen 7).

HOME AMINOA VES S FEATURES CLONING

®

(& Dose Files

(& Fax

ﬁ Games for Windows - LIVE Demos
(& CoffeeCup Software (& MEGA
(&5 Scanned Documents. (&5 MEGASync Downloads

Imagen 7. Abrir un archivo.
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Obtener secuencias de NCBI
Si trabaja con archivos GenBank de NCBI es posible que pueda descargar las secuencias utilizando
su ID en HOME->GenBank—>Introduzca su secuencia=>Accept (Ver Imagen 8).

HOME AMINOACIDS ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING
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ene X

-Sequencs

Imagen 8. Descargar archivo desde NCBI utilizando su ID.

Cémo esta funcion depende de NCBI puede ser que en ocasiones no esté disponible.

Reconstruyendo rutas metabdlicas

Otra forma de introducir secuencias al programa es mediante la reconstrucciéon de rutas
metabdlicas, sin embargo, esté método es un poco mas largo y requiere de mayor atencién, por esa
razon tiene su propio apartado.

Inicio

La reconstruccién de rutas metabdlicas es una de las caracteristicas mas importantes de EraGene®
ya que permite encontrar genes de miles de organismos tomados de bases de datos cientificas, todo
esto en una interfaz muy sencilla de utilizar que funciona en un proceso continuo. Basicamente se
escribe un organismo en el cual se quiere producir un compuesto, se escribe el compuesto y se
busca si el compuesto y organismo estan presentes en la base de datos, para lo cual da una lista de
posibles compuestos y organismos que puedan coincidir con la busqueda y muestra informacion
sobre ellos para aclarar que son los indicados, después se fija el nUmero de reacciones maximas
permitidas para alcanzar tal compuesto y se buscan las rutas posibles de sintesis (Ver Imagen 9).
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Escherichia coli PHYTOENE

InCh: InChi=15/C40HB4/c1-33(2)19-13-23-37(7)
MetaboLights MTBLC8191
HMDB HMDB02181

Synonyms LIPIDMAPS  LMPRO1070254
ChemSpider 4444344

Escherichia coli W3110 PubChem 5280784

Escherichia coli K-12 substr. W3110

Escherichia coli str. K12 substr. W3110 CHEB] &9t

Escherichia coli str. W3110 C05413

Escherichia coli strain W3110
Escherichia coli str. K-12 substr. W3110 540-04-5

CEEEND Search pathway

Escherichia coli

Imagen 9. Reconstruir rutas metabdlicas (Start).

Rutas

Si se ha encontrado alguna ruta metabdlica el programa la mostrara en la pestaina “Pathways”, los
compuestos deseados estan en color rojo, las enzimas/reacciones en color blanco, los compuestos
gue no se producen normalmente en el organismo estan en color gris, mientras que los que si se
producen estan en color cian. En ocasiones mas de una familia de enzimas puede realizar una
reaccion por lo que al pasar el puntero del ratén sobre una enzima se mostraran otras las familias
gue pueden llevar a cabo esa reaccién. Cuando se ha seleccionado una ruta se puede dar clic en el
botdn que esta sobre la ruta para continuar (Ver Imagen 10).
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iphytoene synthasg phytoene synthasq inhytoene synthase phytoene synthasg

phytoene synthase

UPF0551 protein C8orf38, mitochondrial
phytoene synthase CrB

hypothetical protein

lisopentenyl dipho@8(2E,6E)-famesyl di diphosphate diphosphate diphosphate

Imagen 10. Reconstruccion de rutas metabdlicas (Pathways).

Genes

Una vez seleccionada la ruta para cada reaccidn el programa muestra las enzimas que pueden
realizar estas reacciones. Estas enzimas se ordenan tomando en cuenta si han sido curadas
manualmente, la cantidad de genes que requieren, la longitud de todos los genes, la cantidad de
reacciones que llevan a cabo y la cantidad de nucleétidos que necesita. Para cada una de las enzimas
se muestra el gen que la codifica, el nombre de la enzima y el organismo del que se obtiene, asi
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como la cantidad de nucledtidos que requiere. También se pueden consultar las enzimas en sus
respectivas bases de datos haciendo clic en los enlaces.

HOME AMINO ACIDS ) OLIGOS FEATURES

X BB B XM E =P

[seavences |
cortnue |

Farnesyltranstransferase
RV2173 ) o0 1 ® X% B (1059 pb) Mycobacterium sp. H37Rv

phytoene synthase

GMGG-4663 ) & 2 ® %% B (138 ph) Escherichia coli str. MS 85-1

phytoene synthase

GMGG-4663 ) G7 2 ® « B (138 ph) Escherichia coli str. Ms 85-1

Imagen 11. Reconstruccidn de rutas metabdlicas (Source).

Secuencias

Finalmente, el programa encuentra los genes que codifican para las enzimas de las rutas metabdlicas
y da una opcidn para abrir cada secuencia con el editor de secuencias (Ver Imagen 12).

HOME AMINOACIDS ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING

X E0E @ X@EA e 2

blgGATCGTCTCGTGCGCCTCGCCGAGGCCGACATGGCGGGCGT
CAACCGTCTGATCACCGATCGCATGCAGAGCGATGTGGCGATCAT

CCCCGCCCTGGCCGAGCATCTGATCGCCGCGGGCGGCAAGCG
CCTGCGTCCGCTGATGACCGTGGCCGCCGCGCGTCTGGCCGG
CGCCGACAACGACCACTTCCAGAAGCTGGCCGCCGCCGTCGAAT O

[ open ssquence |

Imagen 12. Reconstruccion de rutas metabdlicas (Sequences).
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Visualizacion de secuencias

Las secuencias de ADN nos dicen poco a simple vista, por lo que hay que agregar anotaciones, para
gue sea mas facil para el usuario poder analizarlas, es por esta razdn que EraGene® permite analizar
las secuencias mediante visualizadores interactivos que permiten activar y desactivar el dibujado de
distintos componentes.

Visualizador de secuencias

Las secuencias de ADN se pueden ver como texto interactivo, y mediante las funciones de los menus
la cantidad de informacidon que expresan las secuencias se puede modificar. Los dos tipos de
visualizadores de secuencias permiten hacer operaciones basicas a la secuencia como copiar parte
de las secuencias o realizar busquedas en lo Unico que se diferencian es en que este visualizador
permite ver las secuencias de ADN tal cual, mientras que en los otros sdlo son representaciones
graficas.

HOME AMINOACIDS ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING
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patccteocatatacaacggtatetecacectecaggtttagatetecaacaacggaaccattgecgacatgagacagttaggtategtegagagttacaaget
ctaggaggtatatgttgecatagaggtggagtecaaatetagagttgttgecttggtaacggetgtactetgteaatecatageagetetecaatgttega

aaaacgagcagtagtcagetetgeatetgaagecgetgaagttetactaagggtggataacateatecgtgeaagaccaagaacegecaatagacaacat
ttttgetegteatecagtegagacgtagactteggegactteaagatgatteccacctattgtagtaggeacgttetggttettggeggttatetgttgta

atgtaacatatttaggatatacctcecgaaaataataaaccgecacactgteattattataattagaaacagaacgecaaaaattatecactatataatteaa
tacattgtataaatcctatatggagettttattatttggeggtgtgacagtaataatattaatetttgtettgegtttttaataggtgatatattaagtt

agacgcgaaaaaaaaagaacaacgcegtecatagaacttttggeaattegegtecacaaataaattttggeaacttatgtttectettegageagtactegag
tetgegetttttttttettgttgegeagtatettgaaaacegttaagegeagtgtttatttaaaacegttgaatacaaaggagaagetegteatgagete

coctgtetecaagaatgtaataatacccategtaggtatggttaaagatageatetecacaacctecaaagetecttgecgagagtegecctectttgtega
gggacagagttcettacattattatgggtagecatecataccaatttetategtagaggtgttggagtttegaggaacggeteteagegggaggaaacaget
anusncs

Imagen 13. Visualizador de secuencias.

Visualizador general

Este visualizador permite al usuario ver todas las anotaciones de la secuencia, asi como las enzimas
y oligos al mismo tiempo, por lo que es Util para determinar que anotacion estd detras de otra o
ubicar rapidamente un oligo, entre otras cosas. Este visualizador ademas de mostrar graficamente
las anotaciones también permite interactuar con ellas, asi que se pueden apuntar o seleccionar para
procesarlas (Ver Imagen 14).

12



erosene

HOME AMINOACIDS

S xHEHEBE B

ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING

4 » » »
- 4l GOSN GO TN CEmm—— e== < A 4 T
- ad 4 4N = 4 e {au A

Size: 5028 ph

svoen

Imagen 14. Visualizador general.

Menu General

En el menu general se agrupan las funciones para el manejo de archivos, asi como las funciones mas
simples de visualizacion de la secuencia.

Botones del menu general

e

Cierra la ventana a la que pertenece el botdn.
Permite crear un nuevo archivo introduciendo una secuencia manualmente.

Muestra un dialogo para seleccionar archivos en formato fasta, Genbank o nativo.

Abre un cuadro de dialogo para guardar las secuencias en formato fasta, Genbank o
nativo.

Muestra un menu desplegable que permite copiar las secuencias seleccionadas en
distintas direcciones.

Descarga de NCBI un archivo Genbank utilizando su ID de registro.

Dibuja u oculta la secuencia complementaria de ADN.

Permite convertir una secuencia circular en lineal y viceversa.

Invierte la secuencia de la ventana, mostrando la secuencia complementaria de ADN
como la principal.
Muestra una regla que permite identificar facilmente cual es la posicidn de cada

Bl

nucledtido.
MY Cambia la cantidad de nucledtidos que se muestran por linea en el visualizador de
ey | .

secuencias.

13
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n Abre un cuadro de dialogo donde se puede editar el estado de fosforilacion de las
secuencias.
Abre una nueva ventana que permite buscar rutas metabdlicas y sus genes, se especifica
con mayor profundidad en el tema Reconstruyendo rutas metabdlicas.

Optimizar ORF

Para que un gen sea expresado de forma abundante en un nuevo organismo es necesario optimizar
la secuencia del gen, para esto hay una funcidon en el programa que le permite seleccionar un marco
de lectura abierta y después abrir este marco de lectura en una nueva ventana para ser optimizado,
la ventana que se crea contiene un editor con algunas herramientas, cdmo por ejemplo crear una
tabla de uso de codones que permite introducir el uso de codones que tiene el nuevo organismos,
también se puede cambiar manualmente que codones se quieren cambiar en la secuencia o de
forma automatica cambiar todos los codones por los codones mas usados o sélo cambiar los
codones que estan por debajo de un umbra. Una vez que se termina de editar la secuencia se puede
guardar en un nuevo archivo (Ver Imagen 15).

HOME AM NZ S £ FEATURES CLONING

> ® ¢ m

gatccectecatatacaacggtatetecacectecaggtttagateteaac.
ctaggaggtatatgttgocatagagot G —_ —_— G

X
Escherichia cali

Original Sequence
An aminoacid a codon

Remove rares codons

ATG
tgteaatccatageagetetecaatgttd

Q L 6 I VvV E 8 Y K

caagatgattccecacctattgtagtagg

v L L R VYV D N I I

GCG

tttaggatatacctecgaaaataataaag
aaatcctatatggagettttattatttd

Imagen 15. Optimizador de secuencias.

Marcos de lectura abierta y aminoacidos

EraGene® tiene la posibilidad de mostrar las traducciones de las cadenas de ADN en todos sus
marcos de lectura, ademas de que permite buscar Marcos de Lectura Abierta (ORF por sus siglas en
inglés) que podrian ser genes y de una manera muy sencilla anotarlos. La busqueda de marcos de
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lectura es completamente personalizable y se pueden fijar todos los pardmetros deseados para la
busqueda.

HOME AM S ENZYMES OLIGOS FEATURES CLONING
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Sequence

Imagen 16. Opciones de aminodcidos y marcos de lectura abierta.

Funciones de los botones en el menuU de aminoacidos

Permite seleccionar los codones de inicio de los ORF a buscar.
Muestra la lista de codones de paro de los ORF a buscar.
Permite seleccionar el tamaiio minimo del ORF a buscar.

Selecciona los marcos de lectura para los cuales se buscaran los ORF.

Indica si se van a dibujar los aminodacidos sobre los ORF, en el Visualizador de
Secuencias.

Permite optimizar el ORF que esta seleccionado.
Permite copiar la secuencia de ADN o aminoacidos del ORF seleccionado.

Cambia el cédigo genético con el cual se traduciran las secuencias.

Escoge los marcos de lectura en los cuales se mostrara la traduccidn de la secuencia de
ADN.

Dibuja los aminodacidos en el cédigo de 3 0 1 letra.
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Enzimas

El menu de enzimas contiene un grupo de funciones relacionadas con la busqueda de sitios de
restricciéon, como son dibujar enzimas, simular geles de agarosa, comparar compatibilidad entre
enzimas, entre otras.

Las enzimas dibujadas en los paneles pueden ser apuntadas y seleccionadas, ademas del nombre
tienen la cantidad de veces que se han encontrado en toda la secuencia y permiten resaltar la
secuencia de la enzima en la secuencia de ADN, asi como las posiciones donde realizaran el corte
las enzimas (Ver Imagen 17).

OLIGOS FEATURES CLONING

X2

BssMI(16)
BssMI(16)

batcctccatatacaacggtatctccacctcaggtttabatctcaacaacggaaccattgccgacatgag
ctaggaggtatatgttgecatagaggtggagtecaaatetagagttgttgecttggtaacggetgtacte

acagttaggtatcegtegagagttacaagetaaaacgagecagtagtecagetetgeatetgaagecgetgaa
tgtcaatccatageagetetecaatgttegattttgetegteatecagtegagacgtagactteggegactt

<¥

Sequence

Imagen 17. Enzimas de restriccion encontradas en la secuencia.

Botones del menU enzimas

Permite dibujar a no las enzimas encontradas

Afade todas las enzimas de restriccién de la base de datos a la lista enzimas a buscar.
Quita todas las enzimas de la lista de enzimas a buscar.

Afade todas las enzimas que corten sélo una vez la secuencia.

Afade todas las enzimas que cortan dos veces la secuencia.

AN SN
[ 1« I it <o

Muestra los perfiles disponibles para cargar enzimas de restriccion.
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Muestra la lista de todas las enzimas disponibles y las enzimas seleccionadas para

buscar.

Muestra la informacién de todas las enzimas disponibles en la base de datos.

E Simula un gel de agarosa con muestras de ADN.

Compara los pardmetros de funcionamiento de dos enzimas, para realizar dobles

digestiones.

Agregar y quitar enzimas

En el menu desplegable de enzimas seleccionadas hay dos listas, la
izquierda contiene todas las enzimas disponibles para el programa,
mientras que la lista derecha contiene las enzimas que serdn
dibujadas, el botdn superior del panel permite agregar la enzima
seleccionada en la lista izquierda a la lista derecha, mientras que el
botén inferior permite borrar la lista seleccionada del panel

derecho.

Lista de enzimas disponibles

New England BioLabs | ¥

CutSmart Buffer | NEBuffer 1.1 | NEBuffer 2.1 | NEBuffer 3.1
100 75

100 10

Select enzyme v

Select enzyme

Imagen 19. Enzimas disponibles.

Simulacién de electroforesis en gel para ADN

Imagen 18. Menu desplegable
para editar enzimas a buscar.

Hay una ventana que permite visualizar
la informacién de las enzimas
disponibles, en esta ventana hay una
lista de todas las enzimas disponibles,
cuando se selecciona una de estas
enzimas se cargan sus parametros en la
ventana, se puede ver su secuencia, las
compaifiias que las distribuyen, los
buffers que utilizan, la temperatura de
funcionamiento, el tipo de metilacion al
cual son sensibles, ademas calcula
cuales enzimas tienen el mismo sitio de
reconocimiento o con cuales son
compatibles (Ver Imagen 19). Toda esta
informacion es obtenida de un archivo.

Se pueden simular geles de agarosa con secuencias de archivos, ademas se pueden cargar
marcadores de peso molecular para comparar los pesos de las secuencias. Es posible simular el corte

simultaneo de hasta 4 enzimas, ademas de que crea una lista de bandas que se generaran con los
cortes en todo el gel. La imagen es interactiva y se pueden seleccionar los carriles para afiadir
secuencias o se pueden resaltar las bandas de acuerdo a su tamafio.

17



er08ene

Selectmarker | ¥|N open | select v/ select v select v select v

1 kb Molecular Ruler
1: 1000
2: 2000
3: 3000
4: 4000
5: 5000
6: 6000
7:7000
8: 7000
9: 8000
10: 9000
11: 10000
12: 11000

Imagen 20. Simulacidn de geles de agarosa.

Comparacion de parametros de incubacion para enzimas
En el laboratorio a menudo es necesario cortar ADN con dos enzimas simultdneamente, por esta

razon hay una ventana que permite comparar los pardmetros de dos enzimas, para seleccionar
cuales son los mejores pardmetros para trabajar.

Thermo Fisher ... v

Enzyme B 6 |o 2% Tango

PstI 50-100 50-100 100 50-100
Aanl 50-100 50-100 20-50 50-100

Imagen 21. Comparacion de enzimas para doble digestion.

Oligos
El programa permite anotar oligos sobre las secuencias de ADN, tanto para visualizarlos como para
simular reacciones de PCR, ademas calculo parametros importantes para el disefio de oligos.

Descripcion de los botones del menu Oligos

ﬂ Selecciona si se deben pintar los oligos del archivo o no.

. Abre una ventana en la cual se pueden afiadir mas oligos.

E Elimina el oligo seleccionado.

Afadir nuevos oligos

Para afiadir un oligo es necesario seleccionar el botdn para afiadir oligos, cuando hay secuencias
seleccionadas se desplegarda un menu con la opcién de copiar la secuencia principal o
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complementaria para empezar a disefiar el oligo, si no hay seleccion de texto se abre directamente
una nueva ventana para editar el oligo, como se muestra en la Imagen 22.

HOME AMINOACIDS ENZYMES 0 S FEATURES CLONING

R - 0 - o2 ca2ctaaaacgageagtagteagc t ct E e
tgtcaatccatageagetetecaatgttegattttgetegtecatecagtegagacgtagactteggegactt

Imagen 22. Afadir nuevo oligo.

La ventana de edicion de oligos permite editar los oligos, cada uno de ellos tendra una secuencia y
nombre, para los cuales se calcularan de manera automatica parametros termodinamicos y se
buscard la secuencia en el archivo abierto para determinar que no haya productos secundarios u
otros problemas que impidan realizar PCRs.

Imagen 23. Ventana de edicion de oligos.

Anotaciones

Las secuencias de ADN tienen regiones que representan genes, sitios de reconocimiento,
promotores, etc., y es necesario resaltarlas para que sean faciles de identificar por los usuarios, por
esta razdn existen las anotaciones, en el programa podras afiadir facilmente anotaciones y estas son
parcialmente compatibles con el formato de GenBank por lo que podra guardarlas y recuperarlas
de archivos.

Descripcion de los botones del menu anotaciones

Indica si se van a dibujar o no las anotaciones.

Permite afiadir una nueva anotacién a partir de la seleccion de una secuencia.
Elimina la anotacidn seleccionada.

Oculta la anotacion que esta siendo seleccionada.

Vuelve visibles todas las anotaciones que han sido ocultadas.

~ O W 305l=o

) Cambia el color de la anotacién que esta seleccionada.
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Afadir nuevas anotaciones

Para afadir nuevas anotaciones es necesario realizar una seleccién sobre la secuencia de ADN vy
anadir la anotacién, después se abrira una ventana que permite cambiar la informacion de la
anotacion, se puede especificar qué tipo de anotacion es por ejemplo promotor, gen, entron, etc.
Ademas, se puede especificar en donde empieza y termina la anotacion, el color y si esta sobre la
cadena complementaria.

ssemgp ol W

11. The Bacterial, Archaeal and Plant Plastid Code M a8

o)
®

4 Color

| V]

Imagen 24. Ventana para afiadir anotaciones.

Clonacién
Para que el usuario pueda planear los métodos de ensamble el programa tiene una funcion para
digestiones y ligaciones de plasmidos, ademds de que se pueden también simular PCRs.

Funciones de los botones del menu clonacion
Cuando hay dos oligos seleccionados permite crear un nuevo archivo a partir del
b producto de la PCR.

Abre una ventana que permite simular una clonacién utilizando enzimas de restriccién.

PCR

Para simular PCRs es necesario primer anadir oligos a la secuencia, una vez afiadidos los oligos, se
deben seleccionar; el primer oligo se selecciona con un clic, mientras que el segundo se debe
seleccionar con un clic mientras se presiona simultaneamente la tecla “Shift”. Después se debe
presionar el botdon de PCR para validar si los oligos son validos y si lo son se creara un nuevo archivo
con la secuencia de ADN amplificada, ver Imagen 25.
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HOME AMINOACIDS ENZYMES oLIGOS FEATURES CLONING [Qseacn.  m]

OliF
[tacaacggtatetecaccteaggtttagal
gatccteccatatacaacggtatetecacctecaggtttaga)l
ctaggaggtatatgttgecatagaggtggagtecaaatetagagttgttgecttggtaacggetgtacte

tgtcaatccatageagetetecaatgttegattttgetegtecateagtegagacgtagactteggegactt

ot totactaagogtggataacateatocatgeaaga o e e L L]

caagatgattcccacctattgtagtaggecacgttetggttettggeggttatetgttgtatacattgtat

OliR

Imagen 25. Simular PCR.

Clonacién por restriccion

En el programa se pueden simular clonaciones con enzimas de restriccidn, utilizando una secuencia
gue sirve como inserto y otra como vector. En la ventana de clonacidon hay tres paneles que
contienen los archivos a dibujar, cuando uno de estos paneles esta seleccionado se activaran los
botones que estan en la parte superior de la ventana para ese panel, para simular la clonacidn se
debe n seleccionar dos enzimas en cada archivo para esto se selecciona la primera enzima con un
clic y la segunda con un clic mientras se presiona la tecla “Shift”, si los extremos generados por las
enzimas son compatibles se generard un nuevo archivo que puede ser visualizado en el panel de
resultados.

B n ﬂ Invertir Seleccionar archivo

Size: 5028 pb

Imagen 26. Simular clonacién usando enzimas de restriccion.
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