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RESUMEN 
Los microorganismos metanogénicos pertenecen al Dominio Archaea y participan en la 

producción anaerobia de gas metano en el paso final de la cadena trófica para el reciclaje 

del carbono. En estos microorganismos, la metanogénesis es la vía principal de síntesis de 

ATP. Los Methanosarcinales utilizan el acetato, las aminas metiladas o el metanol para la 

duplicación celular, por lo que la síntesis de algunas macromoléculas complejas 

(carbohidratos, metanocondroitina, nucleótidos, etc.,) se inicia a través de la 

gluconeogénesis y otras vías del metabolismo central que no han sido estudiadas. Debido a 

esto, el entendimiento general de las vías anabólicas es importante para favorecer la 

formación de la biomasa celular y así obtener un incremento en la velocidad de síntesis de 

metano. El análisis del genoma secuenciado de Methanosarcina acetivorans, una arquea de 

origen  marino, indicó la existencia de genes hipotéticos que podrían codificar para enzimas 

involucradas en la vía gluconeogénica, glucolítica y el metabolismo del glucógeno. Con 

análisis genómicos se ha propuesto que no todos los microorganismos metanogénicos 

tienen la capacidad de almacenar glucógeno ni de degradarlo, debido a la ausencia de 

algunos genes involucrados en estas vías metabólicas, por ejemplo, la fosfofructocinasa 

(pfk), la glucógeno sintasa (gys) y la glucógeno fosforilasa (gyp); sin embargo, su función 

no ha sido evaluada.  

 El objetivo de este proyecto fue la caracterización de la estructura, la función y la 

regulación de la vía de la gluconeogénesis, la síntesis y la degradación del glucógeno y la 

glucólisis en Methanosarcina acetivorans. Para esto, en células cultivadas durante 20 horas 

(fase exponencial de crecimiento = gluconeogénesis) o 60 horas de cultivo (fase 

estacionaria de crecimiento = glucólisis) se determinó la actividad de cada una de las 

enzimas y los flujos metabólicos en condiciones de pH y temperatura cercanas a las 

fisiológicas, así como la concentración intracelular de los intermediarios metabólicos 

involucrados en estas vías. Además, se determinó el nivel de mRNA y la modulación de la 

actividad de las enzimas que mostraron un cambio drástico en su velocidad inicial, tales 

como, la fructosa 1,6-Bisfosfatasa (FruBPasa), fosfofructocinasa 1 dependiente de ADP 

(ADP-PFK1), piruvato cinasa (PYK) y piruvato fosfato dicinasa (PPDK). Se determinó un 
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aumento en la actividad de PPDK, FruBPasa y GYS en células de 20 h versus 60 h de 

cultivo, el cual coincidió con un contenido mayor de sus transcritos y con la presencia de 

flujo gluconeogénico. En contraste, el aumento en la actividad de PYK y GYP coincidió 

con un nivel mayor de transcritos y la presencia de flujo glucolítico en células de 60 horas; 

sin embargo, el contenido del transcrito para la ADP-PFK1 disminuyó solo 13% en 20 

versus 60 horas, sugiriendo la participación de la regulación a nivel post-traduccional 

(enzima inactiva o degradada) y metabólico (inhibición). En concentraciones fisiológicas, 

el AMP y la eritrosa-4-fosfato inhibieron la actividad de la FruBPasa (96%) y la hexosa 

fosfato isomerasa  (55%), respectivamente. En cambio, el ATP y el AMP inhibieron la 

velocidad de ADP-PFK1 y de la PYK. La inhibición de la actividad de estas enzimas podría 

tener una repercusión importante sobre el flujo gluconeogénico y glucolítico, 

respectivamente. 

 La disponibilidad de una fuente de carbono externa regula los flujos metabólicos, ya 

que la adición de 240 mM de metanol a células en fase exponencial de crecimiento 

mantuvo el flujo glucogénico y la actividad de FruBPasa. Además, no se detectó actividad 

de PYK, ADP-PFK1 ni la presencia de flujo glucolítico.  

 Los resultados sugieren que en M. acetivorans el estado nutricional de la célula 

regula, a nivel transcripcional y metabólico, el flujo gluconeogénico/glucolítico y al 

metabolismo del glucógeno. Adicionalmente a la expresión génica, las modificaciones post-

traduccionales de las proteínas y la inhibición metabólica podrían proveer una regulación 

de los flujos metabólicos a mediano y corto plazo para mantener la homeostasis celular.  
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ABSTRACT 

Methane producing microorganisms belong to the Archaea Domain. Methanogenic 

microorganisms are important because their ecological function, unique biochemical 

features and potential biotechnological applications. The biological methane production has 

an important role in the regulation of global carbon cycle because it marks the final step of 

the anaerobic trophic chain for the recycling of carbon components from organic 

matter.Also, methanogenic microorganisms are biotechnologically employed in the 

production of biogas (methane) in wastewater treatment and biogas plants and are thus 

involved in the alternative generation of renewable energy sources. Methanogenesis is the 

main pathway for ATP production in methanogenic microorganisms. However, there are 

other necessary pathways of the carbon central metabolism for cellular growth and which 

have not been fully investigated. Methanosarcinales utilize acetate or methyl groups 

deriving from methylated amines, sulfides or methanol for cellular growth and ATP supply; 

therefore, the complex macromolecules synthesis (e.g. carbohydrates, methanocondroitin, 

nucleotides, etc.,) comes from gluconeogenesis. Because of this, the overall understanding 

of anabolic pathways and their physiological role are important for the increment in the 

cellular biomass formation, the velocity of methane synthesis and other biotechnological 

processes. The genomic analysis of Methanosarcina acetivorans, a methanogen isolated 

from the marine sediment, indicated the existence of putative genes that could encode 

enzymes involved in the gluconeogenic and glycolytic pathways as well as glycogen 

metabolism. In addition, all methanogens do not have the ability to store or degrade 

glycogen due to the absence of some genes involved in these metabolic pathways, for 

example, phosphofructokinase (pfk), glycogen synthase (gys) and glycogen phosphorylase 

(gyp); however, their function and physiological role have not been evaluated. 

The main aim of this project was the characterization of the structure, function and 

regulation of the gluconeogenesis, glycogen synthesis and degradation, as well asglycolysis 

pathways in Methanosarcina acetivorans. In cells harvested at 20 hours or 60 hours of 

culture (gluconeogenesis = exponential or glycolysis = stationary phase of growth, 

respectively) the activities of each enzyme and the metabolic fluxes were determined at 

physiological conditions of temperature and pH. Also, the metabolite intracellular 
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concentrations involved in these pathways were determined. Additionally, the mRNA 

content and the metabolic regulation of fructose 1,6-bisphosphatase  (FruBPase), ADP- 

dependent phosphofructokinase 1 (ADP-PFK1), pyruvate kinase (PYK) and pyruvate 

phosphate dikinase (PPDK) were analyzed, because theses enzymes showed changes on 

their activity.   

There was an increment of PPDK, FruBPase and GYS activities in cells grown 

during 20 hours which agrees with a higher mRNA content and the exclusive presence of a 

gluconeogenic flux. Instead, an increase of the PYK and GYP activities was determined in 

cells grown during 60 hours in agreement with a higher mRNA content and the exclusive 

presence of a glycolytic flux. However, mRNA content of ADP-PFK1 decreased only 13% 

in cells of 20 versus 60 hours suggesting the regulation post-translational (inactive or 

damaged protein) and metabolic inhibition. At physiological concentrations, AMP and 

erythrose 4-phosphate inhibited the FruBPase (96%) and hexose phosphate isomerase 

(55%) activity, respectively. Also, ATP and AMP inhibited the ADP-PFK1 and PYK 

activities. Enzyme inhibition could have a significant role on the regulation the 

gluconeogenic or glycolytic flux.  

Also, the external carbon source availability regulates the metabolic fluxes. The 

addition of methanol (240 mM) to cells at exponential phase maintained the gluconeogenic 

flux and the FruBPase activity, but not PYK and ADP-PFK1 activities neither a glycolytic 

flux were detected.  

These results suggested that in Methanosarcina acetivorans the cellular nutritional 

status regulates glycogen metabolism and gluconeogenesis and glycolysis fluxes. In 

addition to gene expression, post-translational modifications of proteins and their metabolic 

inhibition could provide medium- and short-term regulation of metabolic fluxes to maintain 

the cellular homeostasis.  
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ABREVIATURAS 

 

AcK, acetato cinasa 

ADP, difosfato de adenosina  

ALDO, fructosa 1,6 bisfosfato aldolasa 

AMP, monofosfato de adenosina 

ATP, trifosfato de adenosina 

CODH/AcS, complejo monóxido de carbono 

deshidrogenasa/acetil-CoA sintetasa 

CoASH, coenzima A 

DHAP, dihidroxiacetona fosfato 

DTNB, 5, 5´-ditiobis-(ácido 2-nitrobenzoico) 

DTT, ditiotreitol 

Fru1,6BP, fructosa-1,6-bisfosfato 

FruBPasa, fructosa-1,6-bisfosfatasa 

Fru6P, fructosa-6-fosfato 

GAPDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

GAPOR, gliceraldehido-3-fosfato ferredoxina 

oxidoreductasa 

G6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

GAPN, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

no fosforilante  

 

 

 

 

 

 

 

αGPDH, α-glicerofosfato deshidrogenasa 

GYP, glucógeno fosforilasa 

GYS, glucógeno sintasa  

HK, hexocinasa 

HPI, hexosa-6-fosfato isomerasa 

LDH, L-lactato deshidrogenasa 

PEP, fosfoenolpiruvato 

PEPS, fosfoenolpiruvato sintasa 

Pyr, piruvato 

PFK1, fosfofructocinasa 1 

Pta, fosfotransacetilasa 

PFOR, piruvato: ferredoxina oxidoreductasa 

Pi, ortofosfato o fosfato inorgánico 

PPDK, piruvato fosfato dicinasa 

PPi, pirofosfato inorgánico 

Pyr, piruvato 

PYK, piruvato cinas 
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PARTE 1: La gluconeogénesis/glucólisis y el metabolismo del glucógeno 

en Methanosarcina acetivorans. 

1. 1. INTRODUCCIÓN 

 1.1.1. Ecología e importancia de los organismos metanogénicos 

En 1990, el Dominio Archaea fue propuesto como un tercer grupo filogenético de la vida, 

separado de los Dominios Bacteria y Eukarya. Dicha clasificación se basó en las 

diferencias genéticas encontradas en la secuencia del RNA ribosomal de la subunidad 

menor (16S). Además, se propuso que estos grupos taxonómicos se desarrollaron por 

separado a partir de un progenitor común llamado progenota o protobionte (Woese et al., 

1990).  

El Dominio Archaea es un grupo filogenético muy interesante debido a que muchas 

de sus especies participan en los ciclos biogeoquímicos y algunas otras especies tienen 

aplicaciones biotecnológicas. Cada vez hay un número mayor de especies que pueden ser 

cultivadas de manera axénica a pesar de que se requiere de condiciones de cultivo extremas 

para su crecimiento, tales como la anaerobiosis, temperaturas altas (60-98º C),  pH extremo 

(2-5 a 8.5-10) o salinidad extrema  (> 2 M de NaCl) (Kletzin, 2007). 

El Dominio Archaea posee características bioquímicas y moleculares que las 

distinguen de Bacteria y de Eukarya, por ejemplo, algunas especies tienen una composición 

inusual de su pared celular (ausencia de peptidoglucano canónico) así como en la estructura 

(enlaces tipo éter) y la variedad de los lípidos que conforman su membrana celular, el 

complejo de la RNA polimerasa es estructuralmente diferente (11-13 subunidades) aunque 

es el responsable de la síntesis de todos los tipos de RNA como en Bacteria,  entre otras 
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características. Además, las arqueas suelen utilizar algunas rutas metabólicas no clásicas 

dependiendo de las condiciones de cultivo o pueden ser únicas como la vía de la 

metanogénesis. Estas características inusuales permiten que muchas arqueas puedan ser 

propuestas para su uso en procesos industriales, por ejemplo, para la obtención de proteínas 

y compuestos resistentes a temperaturas altas o cambios drásticos de pH (Kletzin, 2007).  

El Dominio Archaea está clasificado en seis phyla: Crenarchaeota, Euryarchaeota, 

Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota, y recientemente se ha propuesto a 

Aigarchaeota. El Phylum Euryarchaeota es el grupo más grande y diverso, ya que 

comprende a todos los organismos metanogénicos, los halófilos extremos y algunos 

termoacidófilos e hiper-termófilos, mientras que el PhylumCrenarchaeota comprende solo 

algunas especies hiper-termófilas. El resto de los phyla comprenden pocas especies 

caracterizadas y cultivadas de manera axénica (Bräsen et al., 2014). 

Dentro del Phylum Euryarchaeota se encuentran los microorganismos productores 

de gas metano o metanogénicos, los cuales son estrictamente anaerobios y habitan en 

ambientes diversos, tales como los sedimentos marinos y lacustres, arrozales, el tracto 

digestivo de animales rumiantes y termitas, así como en biodigestores y en algunas plantas 

de tratamiento de aguas residuales (Welte & Deppenmeier, 2013). Estos organismos son de 

importancia ecológica debido a que la producción anaerobia de gas metano es el paso final 

de la cadena trófica para el reciclaje del carbono a partir de la materia orgánica. El metano 

producido biológicamente es liberado a la atmósfera y a pesar de que su concentración es 

más baja que la concentración de dióxido de carbono (CO2). Éste gas de efecto invernadero 

contribuye de manera considerable al calentamiento global debido a que posee 21 veces 

más poder calorífico (Welte & Deppenmeier, 2013). Actualmente, muchos metanogénicos 

son empleados en la producción de biogás (metano) en biodigestores y en plantas de 
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tratamiento de residuos. Debido a esto, resulta relevante conocer y comprender cómo 

funciona y cómo se regula el metabolismo central de los microorganismos metanogénicos. 

Estas aportaciones podrían ser útiles para obtener un beneficio mayor en la velocidad de 

síntesis de biogás y que éste pueda ser utilizado como una fuente de energía renovable.  

 1.1.2. Metabolismo central en los organismos metanogénicos 

En los microorganismos metanogénicos, el ATP se sintetiza principalmente por medio de 

un mecanismo quimiosmótico a través de la metanogénesis. Esta vía metabólica es una 

cadena transportadora de electrones en la cual se genera un gradiente electroquímico de 

Na+ /H+ que es utilizado para la síntesis de ATP, y el gas metano se genera como un 

producto secundario (Welte & Deppenmeier, 2013). En la vía metanogénica se utilizan 

algunas coenzimas y cofactores muy particulares, cuya estructura y función general se 

muestran en la Tabla 1. Estas moléculas suelen tener algunas características estructurales 

que varían entre las distintas especies de metanogénicos (Deppenmeier, 2002).  

 

Tabla 1. Estructura y función de coenzimas y cofactores involucrados en la metanogénesis 
de Methanosarcina acetivorans 

Nombre Estructura Función 

 
Coenzima M 

(CoMSH) 
 

2-mercaptoetanosulfonato 
 

 

 
Esencial para las reacciones de 
transferencia del grupo metilo. 
La HS-CoB reacciona con el 
Metil-S-CoM para generar 

metano y CoM-S-S-CoB en el 
paso final de la 
metanogénesis.  

 
 

Coenzima B 
(CoBSH) 

 
7-mercapto heptanoil-L-

treonina fosfato 
 
 

 

 
 
 

Acarreador de electrones.  
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Coenzima F420 

 
8-hidroxi-5-deazaflavina 

 

 

Acarreador de electrones en 
metanogénesis a partir de 

metanol.  
 

Cofactor F430 

 

Este cofactor es el grupo 
prostético de la metil-CoM-

reductasa (Mcr), la cual 
cataliza la formación de 

metano y  
CoB-S–S-CoM en el paso 
final de la metanogénesis. 

THMPT 
 

5,6,7,8-tetrahidro-
metanopterina 

 

 
 

Acarreador de moléculas 
simples de carbono, 
comúnmente, en la 

transferencia del grupo metilo, 
metileno, metenilo y formilo.  

 

Metanofurano 

 

 
 

 
Funciona como un acarreador 

de moléculas simples de 
carbono, por ejemplo, en la 
reacción catalizada por la 

formilmetanofurano: THMPT 
formiltransferasa (Ftr)  

 
Basado en: Ferry (1999) y Deppenmeier (2002). 

 

La metanogénesis es una característica presente en todos los microorganismos 

metanogénicos y se han descrito tres vías principales: metilotrófica, acetotrófica e 

hidrogenotrófica. Los metanogénicos metilotróficos utilizan el grupo metilo proveniente de 

las aminas o los sulfuros metilados o del metanol. Los acetoclásticos obtienen energía al 

metabolizar el acetato y los hidrogenotróficos usan el H2 + CO2. Además, existen algunas 

variaciones de estas vías que dependen de la especie estudiada. Por ejemplo, se ha descrito 

una vía de conversión de monóxido de carbono (CO) a CH4 y CO2 en M. 

acetivorans(Lessner et al., 2006). Todas las vías metanogénicas conllevan a la formación 
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del heterodisulfuro (CoM-S-S-CoB) como el aceptor final de electrones y la generación de 

equivalentes reductores, tales como el F420H2, la ferredoxina reducida (Fdred) o el H2, 

dependiendo de la especie.  

A continuación se describe brevemente la metanogénesis metilotrófica y la 

metanogénesis acetoclástica que han sido descritas en M. acetivorans. La metanogénesis 

hidrogenotrófica no forma parte de este trabajo, debido a que nuestro modelo de estudio no 

tiene la capacidad de utilizar esta vía metabólica (Lessner et al., 2006; Ferry, 2015).   

 

  1.1.2.1. Metanogénesis metilotrófica 

Los miembros del género Methanosarcina pueden crecer en compuestos de un carbono, 

tales como el metanol y las metil-aminas, en la ausencia de H2.La ecuación general de la 

vía a partir de metanol es la siguiente: 

4 CH3OH + 2 H2O  3 CH4+ CO2+ 4 H2O   

(ΔG´o= -106.5 kJ/mol CH4) (Thauer, 1998). 

 

En la metanogénesis a partir de metanol (Esquema 1), el grupo metilo (CH3-) es 

sustrato de la metanol: coenzima M metiltransferasa (Mta), una enzima citosólica que 

cataliza la transferencia del grupo metilo a la coenzima M (2-mercaptoetanosulfonato, 

CoMSH). Una tercera parte de los grupos metilo son oxidados para generar los equivalentes 

reductores necesarios para la síntesis de metano. En la parte oxidativa de la metanogénesis, 

el grupo metilo es transferido de la CH3-CoM a la tetrahidrometanosarcinopterina 

(THMPT, un acarreador de grupos metilo). En esta reacción endergónica (ΔG´o= +30 

kJ/mol CH4), la enzima membranal metil-THMPT: coenzima M metiltransferasa (Mtr) 
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acopla la reacción de transferencia con la importación hacia el citosol de dos iones de Na+ a 

través de la membrana plasmática para favorecer la catálisis. Una parte de este gradiente 

electroquímico de iones de sodio es transformado a un gradiente de H+ por un antiportador 

Na+/H+ (Jasso-Chávez et al., 2013) el cual es usado para la síntesis de ATP por la A1A0 

ATP sintasa (Schelgel et al., 2012). También, el complejo enzimático Rnf participa en el 

mantenimiento del estado redox de la célula regulando los niveles de Fdox/Fdred y 

generando un gradiente electroquímico de iones de sodio; aunque este complejo es 

sintetizado preferencialmente en células cultivadas en acetato, no se descarta su función en 

células cultivadas en metanol (Suhartiet al., 2014). Posteriormente, el grupo metilo unido a 

la THMPT es oxidado a formil-THMPT con la generación concomitante de equivalentes 

reductores usados para la reducción del F420 (E0´= -360 mV). Después de la transferencia 

del grupo formilo al metanofurano (MFR), la formil-MFR deshidrogenasa (Fmd) cataliza la 

oxidación a CO2 y MFR (ΔG´o= -16 kJ/mol CH4,E0´= -530 mV). En este paso, los 

electrones son transferidos a la ferredoxina (Fd) formando ferredoxina reducida (Fdred, E0´= 

-500 mV). En resumen, la oxidación del grupo metilo a CO2 provee de cofactores reducidos 

(2F420H2 y 2Fdred). A su vez, la conversión de CO2 a HCO3
- (no permeable a la membrana) 

catalizada por la anhidrasa carbónica (Cam) que está localizada en el exterior de la 

membrana celular podría facilitar la remoción de CO2 del citoplasma y favorecer la síntesis 

de metano, como se ha propuesto para Methanosarcina thermophila (Alber & Ferry, 1994). 

En la parte reductiva de la vía,  tres de las cuatro moléculas de grupos metilo son reducidas 

por la metil-CoMSH reductasa dependiente de CoBSH (Mcr, ΔG´o= -45 kJ/mol CH4) a tres 

moléculas de CH4 y tres moléculas de heterodisulfuro (CoM-S-S-CoB). Este último 

funciona como un aceptor final de electrones. Finalmente, la heterodisulfuro reductasa 
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(Hdr) cataliza la reducción del heterodisulfuro a CoMSH y CoBSH con la generación de un 

gradiente de H+ (Welte & Deppenmeier, 2014).  

Durante la dilucidación de la vía metilotrófica en Methanosarcina barkeri mediante 

estudios de incorporación de 14[C]H3OH, se encontró que la generación de metano y los 

precursores biosintéticos tienen algunos intermediarios en común,ya que el 14[C] se 

incorporó principalmente en el grupo metilo del piruvato, el cual proviene del acetil-CoA y 

previamente del grupo metilo unido a una molécula acarreadora (CH3-THMPT). Asimismo, 

se propuso que la síntesis de intermediarios celulares de dos carbonos se lleva a cabo por la 

condensación de dos compuestos de un carbono (un grupo metilo y una molécula de CO),  

y que probablemente la enzima monóxido de carbono deshidrogenasa (CODH) es la 

responsable de catalizar esta reacción química (Kenealy & Zeikus, 1982).  

En el genoma secuenciado de Methanosarcina acetivorans se han encontrado dos 

copias del operón (Genes MA1012-MA1016 y MA3860-MA3865) que codifica para cada 

una de las subunidades de un complejo enzimático llamado monóxido de carbono 

deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa (CODH/AcS) (Galagan et al., 2002). Ambos operones  

se expresan en células cultivadas en fuentes de carbono diferentes, sin embargo, no se ha 

explicado ni demostrado una diferencia en la función global de las proteínas sintetizadas 

(Li et al., 2007). 

Este complejo enzimático podría llevar a cabo la reacción en ambos sentidos, sin 

embargo, en células cultivadas con metanol la reacción que cataliza preferencialmente es la 

siguiente (Thauer, 1998):  

CH3- THMPT + CO2 + CoASH + Fdred. Acetil-CoA + THMPT + Fdox 

(ΔG´o= - 41.3 kJ/mol) 
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Por medio de un análisis comparativo de transcriptómica y proteómica, Li et al, 

(2007) determinaron una proporción de 0.1 en el nivel del transcrito de estos genes en 

células cultivadas en metanol respecto a las cultivadas en acetato y de 0.004-0.1 en la 

abundancia de esta proteínas (metanol/acetato). Este resultado sugiere que a pesar de tener 

una relación de abundancia más baja que los cultivos con acetato, en  las células cultivadas 

en metanol, la CODH/AcS está presente y podría ser el complejo enzimático responsable de 

la síntesis de acetil-CoA a partir del CH3-THMPT, el CO2 y la Fdred, tal como se ha 

demostrado en la bacteria autotrófica y homoacetogénica Clostridium thermoaceticum 

(Ghambeer et al, 1971).   

Por otra parte, Kenealy & Zeikus (1982) propusieron que el piruvato es sintetizado a 

partir del acetil-CoA proveniente del 14[C]H3OH por una enzima piruvato sintasa 

hipotética. En algunas bacterias anaerobias (Clostridium spp.) y parásitos (Entamoeba 

histolytica), la enzima piruvato: ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) cataliza la 

descarboxilación del piruvato a acetil-CoA y CO2 (Thauer et al.,1977; Dandekar et al., 

1999), mediante la siguiente reacción química:   

Piruvato + CoASH + Fdox Acetil-CoA + CO2 + Fdred,  

(ΔG´o= -19.2 kJ/mol). 

 

La reacción reversa, es decir, la carboxilación del acetil-CoA, es importante en 

organismos acetogénicos que fijan CO2 por la vía Wood-Ljungdahl (Furdui & Ragsdale, 

2000). El análisis de los genomas secuenciados muestra que los genes que podrían codificar 

para esta proteína se encuentran en todos los metanogénicos. En Methanosarcina barkeri se 

ha sugerido la participación de la PFOR en la síntesis de piruvato a partir de acetil-CoA y el 

uso de la ferredoxina como aceptor/donador de electrones (Book et al., 1996). En el 
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genoma secuenciado de Methanosarcina acetivorans se han encontrado los genes 

(MA0031-0034) que podrían codificar para las cuatro subunidades de la PFOR (Galagan et 

al., 2002) y mediante un análisis de proteómica se ha determinado que la abundancia de la 

proteína codificada por el gen MA0034 (probable subunidad gama) se encuentra en una 

proporción <0.25 si su nivel es comparado en las células cultivadas en acetato versus 

metanol (Li et al., 2004); sin embargo, no se ha demostrado ni la síntesis ni la función de 

todo el complejo enzimático. 

Una forma de regular la dirección de la reacción que cataliza la PFOR es mediante 

el uso de un aceptor de electrones con un potencial redox alto en la dirección oxidativa y un 

donador con potencial bajo en la dirección reductiva, así como la concentración intracelular 

de  los sustratos y productos de la reacción. Se ha propuesto a la ferredoxina reducida (Fdred 

E0´ = -500 mV) como el donador de electrones fisiológico que le da la dirección a la 

reacción (Furdui & Ragsdale, 2000), favoreciendo la síntesis de piruvato a partir del acetil-

CoA y una molécula de CO2 o HCO3
-.  
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Figura 1. Metanogénesis a partir de metanol en Methanosarcina  acetivorans. Los grupos metilo 

provenientes del metanol u otros compuestos metilados (metil-, dimetil- y trimetil-amina) entran a la vía 

metanogénica al unirse a la CoMSH. Una tercera parte de los grupos metilo son oxidados hasta CO2 para 

generar los equivalentes reductores necesarios para la producción de metano (2 F420H2 y 2 Fdred por cada 

grupo metilo). En la parte reductiva de la vía,  tres de las cuatro moléculas con grupos metilo son reducidas 

por la Mcr dependiente de CoBSH a tres moléculas de CH4 y tres moléculas de heterodisulfuro (CoM-S-S-

CoB), el cual funciona como un aceptor final de electrones en esta cadena respiratoria anaerobia. El gradiente 

electroquímico de Na+/H+ generado durante el transporte de electrones es usado para la síntesis de ATP por la 

A1A0 ATP sintasa. El complejo CODH/AcS sintetiza el acetil-CoA a partir del CH3-THMPT, CO2 y Fdred. 

Posteriormente, la PFOR sintetiza el piruvato a partir de acetil-CoA, CO2 y Fdred. El piruvato es el sustrato de 

la gluconeogénesis para la síntesis de biomoléculas necesarias para la duplicación celular y, en algunas 

especies, para la síntesis de polisacáridos de reserva (glucógeno). Adicionalmente, la síntesis de acetato a 
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partir de acetilCoA conlleva la producción de ATP por fosforilación a nivel de sustrato por la 

Pta/AcK.Abreviaturas: Mta, metanol: coenzima M metiltransferasa; Mtr, metil-THMPT: coenzima M 

metiltransferasa;  Mer,metileno-THMPT reductasa dependiente de F420; Mtd,metileno-THMPT 

deshidrogenasa dependiente de F420; Mch, metileno-THMPT ciclohidrolasa; Ftr, formil-metanofurano: 

THMPT formil-transferasa; Fmd, formil-metanofurano deshidrogenasa; Cam, anhidrasa carbónica; Mcr, 

metil-CoM reductasa; Hdr, heterodisulfuro reductasa; CODH/AcS, complejo enzimático monóxido de 

carbono deshidrogenasa/acetilCoA sintasa; PFOR, piruvato: ferredoxina oxidoreductasa; Pta, 

fosfotransacetilasa; AcK, acetato cinasa; THMPT, 5,6,7,8-tetrahidrometanosarcinopterina; CH3-, grupo 

metilo-; CH2=, grupo metileno; CH≡, grupo metenilo;  CHO-, grupo formilo;CO2, dióxido de carbono; 

HCO3
-, bicarbonato;  MFR, metanofurano; F420, coenzima 8-hidroxi-5-deazaflavina oxidada;  F420H2, 

coenzima 8-hidroxi-5-deazaflavina reducida; Fdox, ferredoxina oxidada; Fdred, ferredoxina reducida; 

CoMSH, coenzima M, 2-mercaptoetanosulfonato; CoBSH, coenzima B, 7-mercapto heptanoil-L-treonina 

fosfato;  CoM-S-S-CoB, heterodisulfuro; CH4, metano; CoASH, coenzima A; ATP, adenosín trifosfato; 

ADP, adenosín difosfato; Pi, fosfato inorgánico. 

 

  1.1.2.2. Metanogénesis acetotrófica  

Los miembros del género Methanosarcina y Methanosaeta contienen a las especies 

conocidas que pueden crecer en acetato.La ecuación general de la vía es la siguiente: 

CH3COO- + H+
 CH4+ CO2 

(ΔG´o= -36.5 kJ/mol CH4) (Thauer, 1998). 

En la metanogénesis acetoclástica de Methanosarcina spp. (Esquema 2), la conversión de 

acetato a CH4 y CO2 proporciona una ganancia energética muy pequeña para la célula 

debido a que se requiere del gasto de ATP para la síntesis del acetil-CoA. Este hecho 

sugiere la existencia de una regulación metabólica más estricta con la finalidad de 

maximizar la eficiencia termodinámica y la asimilación de carbono. En Methanosarcina 

spp., el acetato es fosforilado a acetil-fosfato en una reacción catalizada por la acetato 

cinasa (AcK), la cual requiere de la hidrólisis de un ATP. Posteriormente el grupo fosfato 

es sustituido por la coenzima A para la síntesis de acetil-CoA en una reacción catalizada 

por la fosfotransacetilasa (Pta) (Ferry, 2015). El acetil-CoA es sustrato del complejo 
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enzimático monóxido de carbono deshidrogenasa/acetilCoA sintasa (CODH/AcS) quien al 

romper los enlaces C-C y C-S de esta molécula permite que el grupo carbonilo sea oxidado 

a CO2 y que dos electrones sean transferidos a la ferredoxina. El grupo metilo entra a la 

parte reductiva de la metanogénesis y es transferido a laTHMPT. La metil-THMPT: 

coenzima M metiltransferasa (Mtr) unida a membrana actúa en la dirección reversa si se 

compara con la metanogénesis metilotrófica, lo cual indica que este es un centro de 

conservación de energía al generar un gradiente electroquímico de 2 Na+ por cada grupo 

metilo que es transferido a la CoMSH. Finalmente, el CH4 es sintetizado por la metil-CoM 

reductasa (Mcr) con la concomitante producción del heterodisulfuro. En total, dos 

electrones son transferidos a la ferredoxina y una molécula de heterodisulfuro es formado 

por el catabolismo de una molécula de acetato. En este proceso, 2 Na+ por cada molécula de 

acetato contribuyen a la generación del gradiente electroquímico. De igual forma como 

sucede en la vía metilotrófica, una parte de este gradiente electroquímico de iones de Na+ es 

transformado a un gradiente de H+ por un antiportador Na+/H+ (Jasso-Chávez et al., 2013) 

el cual es usado para la síntesis de ATP por la A1A0 ATP sintasa (Schelgel et al., 2012). El 

complejo enzimático Rnf participa en el mantenimiento del estado redox de la célula 

regulando los niveles de Fdox/Fdred y generando un gradiente electroquímico de iones de 

sodio (3Na+/2Fdred) (Suharti et al., 2014). Este complejo sustituye a la hidrogenasa de 

membrana (Ech) clásica de los acetotróficos cuyo crecimiento es dependiente de H2 (Li et 

al., 2006; Ferry, 2015). En M. acetivorans, los genes que codifican para las seis 

subunidades del complejo Rnf co-transcriben con el gen codificante para el Citocromo c 

(Cyt c),el cual se encuentra de manera abundante en las membranas de las células 

cultivadas en acetato. Un modelo de la topología del Rnf/Cyt c predice los papeles para 

cada uno de sus componentes y sugiere que  la metanofenazina (MP) modula la 
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transferencia de electrones entre el Citocromo c y la Hdr, contribuyendo a la generación de 

un gradiente electroquímico de H+(Suharti et al., 2014). La anhidrasa carbónica (Cam) 

localizada en el exterior de la membrana celular convierte el CO2 a HCO3- (no permeable a 

la membrana), lo cual facilita la remoción de CO2 del citoplasma y favorece la síntesis de 

gas metano (Alber & Ferry, 1994). Por último, la heterodisulfuro reductasa (Hdr) cataliza la 

reducción del heterodisulfuro a CoMSH y CoBSH con la generación de un gradiente de H+ 

(Welte & Deppenmeier, 2013; Thauer, 1998).  

 

Figura 2. Metanogénesis a partir de acetato en Methanosarcina  acetivorans. La síntesis de acetil-CoA a 

partir de acetato es catalizada por la Pta/AcK y requiere de la hidrólisis de un equivalente de ATP. El acetil-

CoA es sustrato del complejo CODH/AcS quien permite que el grupo carbonilo sea oxidado a CO2 y que dos 
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electrones sean transferidos a la ferredoxina. El grupo metilo entra a la parte reductiva de la metanogénesis y 

es transferido a laTHMPT. La Mtr unida a membrana genera un gradiente electroquímico de 2Na+ por cada 

grupo metilo que es transferido a la CoMSH. Finalmente, el CH4 es sintetizado por la Mcr con la 

concomitante producción del heterodisulfuro. Una parte de este gradiente electroquímico de iones de Na+ es 

transformado a un gradiente de H+ por un antiportador Na+/H+ el cual es usado para la síntesis de ATP por la 

A1A0 ATP sintasa. El complejo Rnf/Cyt cparticipa en el mantenimiento del estado redox de la célula 

regulando los niveles de Fdox/Fdred y generando un gradiente electroquímico de Na+. La oxido-reducción de la 

metanofenazina (MP) contribuye a la generación de un gradiente electroquímico de H+ por la Hdr. La 

anhidrasa carbónica (Cam) localizada en el exterior de la membrana celular convierte el CO2 a HCO3
-. Por 

otro lado, la PFOR sintetiza el piruvato a partir de acetil-CoA, CO2 y Fdred. El piruvato es el sustrato de la 

gluconeogénesis para la síntesis de biomoléculas necesarias para la duplicación celular y, en algunas especies, 

para la síntesis de polisacáridos de reserva (glucógeno). En ausencia de fuente carbono externa, el glucógeno 

podría ser degradado a través de la glucólisis (ver Figura 3: Gluconeogénesis/glucólisis). Abreviaturas: AcK, 

acetato cinasa; Pta, fosfotransacetilasa; CODH/AcS, complejo enzimático monóxido de carbono 

deshidrogenasa/acetilCoA sintasa; Mtr, metil-THMPT: coenzima M metiltransferasa;  Mcr, metil-CoM 

reductasa; Hdr, heterodisulfuro reductasa; PFOR, piruvato: ferredoxina oxidoreductasa; Cam, anhidrasa 

carbónica;  CoASH, coenzima A; ATP, adenosín trifosfato; ADP, adenosín difosfato; Pi, fosfato inorgánico; 

THMPT, 5,6,7,8-tetrahidrometanosarcinopterina; CH3-, grupo metilo-; CO2, dióxido de carbono; HCO3
-, 

bicarbonato;  Cyt c, citocromo cmembranal; MF, metanofenazina; Fdox, ferredoxina oxidada; Fdred, 

ferredoxina reducida; CoMSH, coenzima M, 2-mercaptoetanosulfonato; CoBSH, coenzima B, 7-mercapto 

heptanoil-L-treonina fosfato;  CoM-S-S-CoB, heterodisulfuro; CH4, metano.  

 

En los microorganismos metanogénicos metilotróficos y acetotróficos, la PFOR 

sintetiza el piruvato a partir del acetil-CoA y este intermediario es utilizado en algunas vías 

anabólicas, como la gluconeogénesis, para la síntesis de macromoléculas necesarias para la 

duplicación celular y para la síntesis de polisacáridos de reserva. 

 

  1.1.2.3. Gluconeogénesis a partir de piruvato. 

La gluconeogénesis es la ruta metabólica clásica de síntesis de glucosa a partir de 

compuestos que no son carbohidratos, principalmente del piruvato, lactato, algunos 

aminoácidos interconvertibles (alanina) e intermediarios del ciclo de los ácidos 
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tricarboxílicos (Nelson & Cox, 2017). En organismos que crecen en fuentes de carbono 

distintas a los azúcares, la gluconeogénesis es esencial para la generación de intermediarios 

biosintéticos. En eubacterias y células eucariontes, la síntesis de carbohidratos ocurre por 

actividad reversa de la vía clásica Embden-Meyerhof-Parnas; sin embargo, dos pasos 

enzimáticos irreversibles involucran enzimas alternas, las reacciones catalizadas por las 

enzimas piruvato cinasa (PYK) y la fosfofructocinasa 1 (PFK-1) dependiente de ATP y 

éstas varían dependiendo de la especie (Nelson & Cox, 2017). Por ejemplo: en la bacteria 

anaerobia Clostridium symbiosum y en el protista parásito Entamoebahistolytica,  la 

piruvato fosfato dicinasa (PPDK) sustituye la función de la piruvato cinasa en la glucólisis 

y además puede llevar a cabo la reacción de síntesis de piruvato en la vía gluconeogénica 

(Reeves et al., 1968).  Por otro lado, en el arqueon hipertermófilo Pyroccus furiosus se ha 

determinado que la enzima Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FruBPasa) sintetiza fructosa 6-

fosfato a partir de fructosa 1,6-bisfosfato cuando este organismo es cultivado en un sustrato 

gluconeogénico (piruvato). Además, la actividad de esta enzima no es modulada por 

metabolitos clásicos ni presenta cooperatividad, como se ha demostrado en las FruBPasas 

de otros organismos (Schafer & Schönheit, 1993).  

De manera general se ha establecido que la gluconeogénesis es una vía presente en 

todos los seres vivos y las reacciones son esencialmente las mismas, aunque en algunas 

especies suelen existir pequeñas diferencias en la estructura y la regulación de la actividad 

de las enzimas involucradas.  

Las enzimas de la gluconeogénesis y la glucólisis han sido estudiadas en algunos 

organismos del Dominio Archaea, principalmente en microorganismos hipertermófilos que 

pueden ser cultivados en diferentes fuentes de carbono. En estas arqueas se ha determinado 

la actividad de algunas enzimas que participan en la síntesis y la degradación de 
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carbohidratos, así como la expresión de genes que codifican para algunas enzimas de la 

glucólisis y la gluconeogénesis con la finalidad de comparar su metabolismo cuando son 

cultivadas en carbohidratos (maltosa, almidón, celulosa o quitina) o en presencia de 

compuestos gluconeogénicos (aminoácidos/péptidos, piruvato o lactato) (Bräsen et al., 

2014); sin embargo, en los microorganismos metanogénicos no se conocen las enzimas 

involucradas, el contenido intracelular de los intermediarios ni los niveles de regulación de 

estas vías metabólicas.  

En la Figura 3 se esquematiza de manera resumida a las vías descritas de síntesis y 

degradación de carbohidratos en algunos microorganismos hipertermófilos y halófilos, las 

cuales nos han permitido proponer la estructura general de la vía de la gluconeogénesis y la 

glucólisis en Methanosarcina acetivorans. Además, la estructura general de estas vías está 

basada en el análisis del genoma y se discute más adelante en el artículo. 
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Figura 3. Esquema condensado de las vías de síntesis y degradación de glucosa en organismos del 

Dominio Archaea. En organismos hiper-termófilos o halófilos, la glucosa proveniente del exterior de la 

célula puede ser degradada mediante la vía Entner-Doudoroff (ED) o la vía Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) 

modificada. La hexocinasa dependiente de ADP puede fosforilar a la glucosa para la formación de glucosa 6-

fosfato, la cual puede ser utilizada para la síntesis de glucógeno o para la formación de fructosa 6-fosfato. La 

fosfofructocinasa dependiente de ADP o PPi puede sintetizar la fructosa 1,6-bisfosfato. La aldolasa rompe a 

esta molécula para sinterizar a la dihidroxiacetona fosfato y al gliceraldehído 3-fosfato. Este metabolito puede 

ser tomado por tres enzimas diferentes: la NADP+- GAPDH, la GAPN y la GAPOR. El sistema NAD(P)+-

GAPDH/PGK implica la síntesis de ATP por fosforilación a nivel de sustrato. La GAPN y la GAPOR no 

conllevan la síntesis directa de ATP, sin embargo, contribuyen a la generación de equivalentes reductores 

(NADH, NADPH o ferredoxina reducida). La síntesis de piruvato a partir del fosfoenolpiruvato conlleva la 

síntesis de ATP y puede ser catalizada por la piruvato cinasa  o la piruvato fosfato dicinasa. La síntesis de 

carbohidratos (gluconeogénesis) ocurre por actividad reversa de la vía clásica Embden-Meyerhof-Parnas; sin 

embargo, algunos pasos enzimáticos irreversibles involucran enzimas alternas. El fosfoenolpiruvato puede ser 

sintetizado a partir del piruvato en una reacción catalizada por la piruvato fosfato dicinasa o la 
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fosfoenolpiruvato sintetasa, la cual involucra el gasto de ATP. La fosfoenolpiruvato carboxicinasa puede 

sinterizar el fosfoenolpiruvato a partir del oxaloacetato y el GTP. La fructosa 6-fosfato puede ser sintetizada 

por una fructosa 1,6-bisfosfatasa a partir de la F1,6BP o por una enzima bifuncional (FBPasa/ALDO) a partir 

de la dihidroxiacetona fosfato y del gliceraldehído 3-fosfato. Hasta el momento, no se ha caracterizado ningún 

tipo de transportador celular para moléculas precursoras de la vía glucolítica o gluconeogénica. Abreviaturas: 

HK, hexocinasa; HPI, hexosa fosfato isomerasa; PFK; fosfofructocinasa; FBPasa, fructosa 1,6 bisfosfato 

fosfatasa; ALDO, aldolasa; FBPasa/ALDO;  enzima bifuncional con actividad de fructosa 1,6-bisfosfatasa y 

aldolasa; TPI, triosafosfato isomerasa; GAPDH, gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa; GAPN, 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante; GAPOR, gliceraldehído 3-fosfato: ferredoxina 

oxidoreductasa; PGK, fosfoglicerato cinasa; PGAM, fosfoglicerato mutasa; ENO, enolasa; PYK, piruvato 

cinasa; PPDK, piruvato fosfato dicinasa; PEPS, piruvato agua cinasa o fosfoenol piruvato sintetasa; PEPCk, 

fosfoenol piruvato carboxicinasa; G6P, glucosa 6-fosfato; F6P, fructosa 6-fosfato; F1,6BP, fructosa 1,6-

bisfosfato;  DHA, dihidroxiacetona fosfato;  G3P, gliceraldehído 3-fosfato; 1,3BPG, 1,3-bisfosfofoglicerato; 

3-PG, 3-fosfoglicerato; 2-PG, 2-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; PYR, piruvato; OAA, oxaloacetato; 

ADP, adenosín difosfato; AMP, adenosín monofosfato; PPi, pirofosfato inorgánico; Pi, fosfato inorgánico; 

Fdox, ferredoxina oxidada; Fdred, ferredoxina reducida; NAD+, nicotinamida adenina dinucleótido; NADP+, 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato; GTP, guanosín trifosfato; GDP, guanosín difosfato; CO2, dióxido 

de carbono.  
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1.2. JUSTIFICACIÓN 

Existen varias razones que podrían explicar por qué las vías de síntesis y degradación de 

carbohidratos no se han estudiado en organismos metanogénicos: i) el interés 

biotecnológico en la biosíntesis de metano ha dirigido la mayor parte de las investigaciones 

hacia el estudio de la metanogénesis a partir de sustratos diferentes. En estos estudios se 

pretende determinar experimentalmente la condición óptima de producción de biogás 

utilizando estrategias microbiológicas (probar sustratos metanogénicos nuevos), así como el 

uso de herramientas de Ingeniería de Vías Metabólicas para aumentar la velocidad de 

síntesis de este biocombustible (Wood, 2016);  ii) la mayor parte de la fuente de carbono se 

utiliza para la metanogénesis y solo una parte muy pequeña es utilizada para las reacciones 

anabólicas.  

Methanosarcina spp. consume alrededor del 90% de la fuente de carbono para la 

síntesis de ATP vía metanógenesis y el resto para la formación de biomasa, por lo que estos 

organismos requieren de una regulación estricta de las rutas biosintéticas para la 

asimilación eficiente del carbono y la conservación de energía (Ferry, 2015). Además, se ha 

reportado que Methanococcus spp. y Methanolobus spp. acumulan glucógeno (cercano al 

0.34% del peso seco celular) en fase estacionaria temprana de crecimiento, cuando aún hay 

fuente de carbono exógena (formiato) y se ha propuesto que éste polisacárido sirve como 

un donador de electrones/carbono para la producción de metano cuando el sustrato exógeno 

se ha agotado (Konig et al., 1985). Posiblemente, el glucógeno es consumido a través de la 

glucólisis, como sucede en las células eucariontes animales (Nelson & Cox, 2017). De ser 

así, la presencia de una vía gluconeogénica o una glucolítica depende de la fuente de 

carbono externa disponible y de las necesidades energéticas de las células; sin embargo, 

esta hipótesis no ha sido probada aún.   
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En el genoma de Methanosarcina acetivorans se han identificado genes que podrían 

codificar para enzimas requeridas tanto para una vía gluconeogénica y de síntesis de 

glucógeno como para una vía glucolítica (Galagan et al., 2002), lo que sugiere una 

regulación estricta de estas vías con la finalidad de permitir una asimilación eficiente de la 

fuente de carbono y de energía.  

La caracterización de la gluconeogénesis y la glucólisis en Methanosarcina 

acetivorans, así como conocer los mecanismos de regulación de estas vías permitirán 

contribuir en el conocimiento del metabolismo anabólico de microorganismos 

metanogénicos con gran importancia biotecnológica, ecológica y evolutiva, además de 

proponer los mecanismos que les permiten contender con algunas condiciones ambientales 

adversas, tales como el estrés nutricional o energético y la exposición a metales pesados u 

oxígeno, donde se requiere de la síntesis de novo de macromoléculas y de una biopelícula 

protectora (Lira-Silva et al., 2016, Jasso-Chavéz et al., 2015). 

Por último, este enfoque experimental nos permitirá contribuir al entendimiento de 

los niveles diferentes de regulación del metabolismo de carbohidratos en arqueas, 

utilizando como ejemplo el estudio de proteínas claves en la glucólisis y la gluconeogénesis 

de M. acetivorans, las cuales en un futuro pueden ser modificadas o reemplazadas para 

aumentar la biomasa celular y la velocidad de síntesis de metano. 
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1.3. HIPÓTESIS 

En Methanosarcina acetivorans la metanogénesis provee de intermediarios metabólicos 

que son utilizados para la vía gluconeogénica a través de enzimas de la vía Emden-

Meyerhof-Parnas.  

 

1.4. OBJETIVOS 

 1.4.1. Objetivo general 

Caracterizar el metabolismo central de carbohidratos en el arqueón marino Methanosarcina 

acetivorans.  

 

 1.4.2. Objetivos particulares 

- Determinar el consumo de la fuente de carbono (metanol) a través del tiempo de 

cultivo.  

- Cuantificar la síntesis de metano a través del tiempo de cultivo.  

- Determinar la actividad de las enzimas involucradas en la gluconeogénesis, la 

glucólisis y el metabolismo del glucógeno.  

- Determinar el contenido intracelular de los intermediarios metabólicos involucrados 

en la gluconeogénesis, la glucólisis y el metabolismo del glucógeno. 

- Determinar el flujo gluconeogénico y glucolítico.  

- Evaluar el efecto de los moduladores clásicos sobre la actividad de las enzimas que 

regulan a estas vías metabólicas.   

- Determinar del contenido de mRNA de genes que codifican para enzimas 

involucradas en la regulación de estas vías metabólicas.   
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

En el esquema siguiente se muestra la estrategia experimental general utilizada en este 

proyecto. Los métodos se detallan en el artículo publicado (sección: Experimental 

procedures) y en la sección VI de anexos de este trabajo.  

 

Figura 4: Estrategia experimental general del proyecto.  

 

La cepa de Methanosarcina acetivorans C2A utilizada para la realización de este 

proyecto fue donada por el Profesor James G. Ferry de la Universidad Estatal de 

Pensilvania, Estados Unidos. Este microorganismo metanogénico fue cultivado en 

condiciones anaeróbicas en un medio HS (high salt) que asemeja la composición del agua 

de mar (400 mM NaCl) y utilizando 240 mM de metanol como fuente de carbono. El 
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crecimiento celular fue determinado monitoreando la producción de gas metano, el 

contenido total de proteína y la absorbancia a 600 nm. Además, se determinó el consumo 

de la fuente de carbono externa y el contenido intracelular de glucógeno (en un inicio como 

un parámetro de la medición del flujo gluconeogénico), lo que permitió identificar las fases 

de su síntesis y su degradación. La fase exponencial de crecimiento se identificó en las 

primeras 20 horas de cultivo y la fase estacionaria posterior a las 48 horas. Para la 

caracterización bioquímica se utilizaron las células cultivadas durante 20 ó 60 horas. En 

fracciones citosólicas enriquecidas se determinó la actividad de cada una de las enzimas 

involucradas en las vías gluconeogénica/glucolítica y en el metabolismo del glucógeno, en 

condiciones de velocidad inicial para conocer la cantidad de enzima activa. Asimismo, se 

determinó el flujo parcial “ex vivo” de gluconeogénesis y glucólisis en fracciones 

citosólicas enriquecidas y la concentración intracelular de los metabolitos involucrados en 

estas vías metabólicas. Posteriormente, se hizo un análisis a nivel metabólico (moduladores 

de la actividad enzimática) y transcripcional (nivel de RNA mensajero) de las proteínas que 

mostraron un cambio en su velocidad inicial en fracciones citosólicas enriquecidas de 

células de 20 horas (gluconeogénesis: piruvato fosfato dicinasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa y 

glucógeno sintasa) y 60 horas de cultivo (glucólisis: piruvato cinasa,fosfofructocinasa 1 

dependiente de ADP  y glucógeno fosforilasa). 

Por otro lado, con la finalidad de saber si el estado nutricional de las células modula 

a las vías metabólicas, se utilizaron los siguientes protocolos experimentales:  

1.- Concentración mayor de la fuente de carbono. Las células fueron cultivadas en 240 mM 

de metanol y después de 20 horas de cultivo se les adicionó más fuente de carbono (240 

mM metanol) con la finalidad de prolongar la fase exponencial de crecimiento. Las células 

fueron cosechadas después de 40 horas de cultivo y se determinó la actividad de fructosa 
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1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1 dependiente de ADP y piruvato cinasa, y los flujos 

metabólicos.  

2.- Concentración menor de la fuente de carbono: Las células fueron cultivadas en 60 mM 

de metanol y se determinó la curva de crecimiento, el consumo de la fuente de carbono, los 

flujos metabólicos y la actividad de fructosa 1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1 

dependiente de ADP y piruvato cinasa.  

 

1.6. RESULTADOS 

 1.6.1. Datos y artículo publicado 

Artículo de investigación: The nutritional status of Methanosarcina acetivorans regulates 

glycogen metabolism and gluconeogenesis and glycolysis fluxes. 

 

Santiago-Martínez M.G., Encalada R., Lira-Silva E., Pineda E., Gallardo-Pérez J.C., 

Reyes-García M.A., Saavedra E., Moreno-Sánchez R., Marín-Hernández A., Jasso-Chávez 

R.(2016).The nutritional status of Methanosarcina acetivorans regulates glycogen 

metabolism and gluconeogenesis and glycolysis fluxes. FEBS Journal. 283(10), 1979-

1999. doi: 10.1111/febs.13717.  

 

En este artículo se realizó la caracterización de la estructura y la regulación de las vías de la 

gluconeogénesis/glucólisis y del metabolismo del glucógeno en la arquea marina 

Methanosarcinaacetivorans. Se determinó la actividad de cada una de las enzimas y la 

concentración de los metabolitos involucrados en estas vías metabólicas, así como los 

flujos metabólicos. Además, se hizo un análisis a nivel metabólico y transcripcional de las 

proteínas que mostraron un cambio en su actividad en células de 20 horas 
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(gluconeogénesis) y 60 horas de cultivo (glucólisis). Los resultados mostraron que M. 

acetivorans es capaz de sintetizar glucógeno y que éste puede ser degradado a través de una 

vía glucolítica, la cual no había sido descrita completamente en metanogénicos. Además, 

los datos sugirieron que el estado nutricional de la célula regula a nivel transcripcional 

(cambios en el nivel de transcrito para los genes que codifican para la glucógeno sintasa, 

glucógeno fosforilasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa, piruvato fosfato dicinasa y piruvato cinasa) 

y a nivel metabólico (modulación de la velocidad de la glucógeno fosforilasa, hexosa 

fosfato isomerasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1 dependiente de ADP y 

piruvato cinasa), a los flujos glucolítico/gluconeogénico y el metabolismo del glucógeno.  
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Introduction 

For cell growlh supporled by ca rbon sources olher 
lha n cxogeno us I>c xoscs. gl uco r>Cogenesis becomes a n 
es'IC nl ial palhway for lhe gent ral ion of biosynl hclic 
inlCm>cdiales and polysaccharide slorage. Gl uconooge· 
r>Csis and gI)(:olysis share mOS l of lhe mL)111es because 
ll>cse ru la lyee re~rsi ble reacl ions under physiologirul 
oond ilions. Thcre are. Iw...evcr. lwo i rre~rsible gly. 
oo lytic sleps: (a) ll>c phosplwryla lion of fruclose-6P 
(Fru6P) 10 fruclosc 1,6 bisphosphale (Frul,6BP) ru l· 
alyzed by AT p·PFK I and (b) lhe dcp lwsp lwryla lion 
of plwsplwcoolpyruvale ( PEP) 10 fom, py ruva le and 
ATP ru lalyeed by py ruva le kinase (PYK). Hcnee. gl u· 
oo r>Coger>Csis requ ires m;rymes lha l ru la lyee reactions 
lha r are able 10 bypass l l>c lhe m,od yna mic oonslra inl s 
of ll>c se gI)(:Oly lic Sleps. In SOme m ieroorgan isms 
(amoeba. E"ugl",,,,. bactcria). ll>c fi rsl reac lion is ru l· 
alyzed by ll>c ATP·PFK I/ fructose 1.6·bi splwsphalase 
(Fru BPase) oouple Or by a re~rsible PPi-dependcnl 
phosphofrOC lo kinase 1 (PFK I) . In lurn. lhe PYK 
reverse reac lion ru n be undertaken by tl>c py ruvate 
ru rOOxyla se pl us PEP ru rOO xy kinase couple [1). Or by 
tl>c re~rsible PEP synt hasc ( PEPS) Or py ruvate 
ortlw phosphate d iki na sc (PPDK) [2.3). 

GI)(:olysis in o rganisms be longi ng to the A,cJ.""(I 
domain is carri ed o ut by t l>c Embden- MeycrholT
Pamas (E" IP) Or Entner- Do OO oroff pa thways [3). 
The scq ocnted genomes of n>c tha nogcns. oonsidcred 
to oomprise one of tl>c larges t and mos t diversc 
gro ups in lhe a rc haca domain (wilh Ol·cr 5ú ~pecies) 

show ge nes anootated for cn;rymes be longi ng to tl>c 
EMP pa thwa y [4.5). which are a lso used for gl oco
r>Cogcnesi§ [6). 

TI>e sy ntl>csis o f py ruvate and PEP to iniliat e gl oco
r>Cogcnesis repre'IC nt key steps in tl>c intcm,ed iary 
n>c taOOlism of mcthaooge ns. Kcnealy and Zeikus [7). 
in M~tlumos(".ci"(I barhri. arKl Abbanat and Fcrry [8). 
in MetJ.""os" rci,,,, t}¡e rmophil". proposoJ that tl>c OOn· 
dcnsa lion o f methyl letrahydro metha noptcrin wi th CO 
ru la lyeed by the carOOn monoxide dehydrogcnascf 
acetyl ·CoA syntl>ctase (CODH/ACS oompln) is a key 
Slcp in the s}lltl>csis of acetylCoA for furl her transfor· 
mal ion into py ruvate ru ta lyeed by pyru l"a te: ferredoxin 
oxido red oclase (PFOR). In the acetogcnic anaerobe 
'\/oo re ll" th",mo(lcetic(l . PFOR cata lyzes the py ruvate 
sy nt l>csis fro m acetylCoA [91. whcreas. in a M . }¡"rkeri 
mutant cultu red wil h py ruvate aS sole ru rOOn souree. 
PFOR waS probed to be essenl ia l for ace tyl CoA pro
dOCl ion [10). Accordingly. PFOR a ppea rs to represe nt 
a OOmmOn step i n \'Ol~d in the intcr-conl"ersion of 
py ruvate and acetylCoA in ma ny arc haea [3). Genes 
cnooding PFOR are prescnt in tl>c gcoo n>c s o f tl>c file 

M . G. Santi~Mart(n(!;Z 81 ltI. 

taxonom irul orders o f methanogens scq ocnted so far 
(Tab le 1). 

PEPS (Pyr + ATP + H ,G '" PEP + A MP + Pi) is 
repo rted to be reversi ble in I'}' rococcus [o"io",s. wocreas 
a glycoly lic funtl ion for this clU)11,e has becn proposcd 
in n,~ ,mococcus kod(lkt".~"si.. [3.11). PPDK (Pyr + 
ATP + Pi '" PEP + AMP + PPi) a ppears 10 ha ve a 
prcferred ru taOO lic funtl ion i n n",rmoprot"" s t",uu 
[121. Metl",,,osarci,,,¡{es and few otoc r mcthanogcns 
hal"e ge r>C S entod ing OOt h PEPS and PPDK (Tab le 1). 
suggesting tha t thcsc clUyn>cs ma y ru ta lyze PEP syntl>c · 
§is undtr physio logical condilions [12). 

ElUyn>c aClivi lies of tl>c EMP pa thwa y, a S well a S 
SO n>C o tl>crs i n vol~d in tl>c synt hesi!/degradal ion 
of glyoogen. have becn de'IC ribed in M . th~mlOph il" 

[13 1. Metl",,,ost,ew (fom,erl y named Metl"",otri_~) 

[141. Metl",,,oroccus "", rip<¡{,ulü [15) and M etlumococ· 
coüles meth}"l"t~"s [161. a S well a S i n di~rse arc haru 
[17). [)espi le the abi li l y of some ",cthaooge ns to accu· 
mulate gl)(:oge n [15- 17). the ger>Cs and funtl iona l 
en;rymes in voll'td in glyoogrn s}Tlll>csis and degradal ion 
have no t becn ye t idenl if.ed in man y ofl hem (Table 1). 

On the otocr hand . glycogcn le~ls are involved i n 
the ab ili ty of mieroorganisms to resis t dilTerent types 
o f stresscs. such a S nutrient starV"d lion in A rth rob(ICt~ r 

spp. [18) and low tempemture and high osmolarit y i n 
antarcl ic I'",'¡cillillm stra ins [19). Moreovcr. gloconoo· 
ge r>C sis and a high. glyoogen contcnt are required for 
biofi lm sy ntl>csis in S" lmOl"'{{" t}"phi,,.,ri,,,,, [20). 
Because n>c thanogens Can o nly use sim ple molecules 
fo r growlh loch a~ CO, + H,. II>C lhanol. melhylami · 
nes. fo mla te. CO arKl acetate. gl oconooger>Csis 
beoon>cs an eS'ICnl ia l pat hway not o nly fo r provid ing 
prec ur;O rs for tl>c synt hesis of nlacromolecules [21). 
but also fo r biofi lm s}lltl>csis. an im portant resis tanee 
mechan is m in M . "ceti>·()f""''' aga inst stressors such a S 
Cd >+ Or 0 , [22.23). 
M~tl""",s" rci"(I spp. COnSun>C a lmos t 90% of tl>c 

carOOn souree fo r ATP syntl>csis by the n>ct ha no
genic pa thway and the res t is used fo r bionla ss foro 
mal ion: heoce. the liglI t control of the bi OS}llthel ic 
pat hwa ys is crocia l for eflicicnt ru rOOn assim ilal ion. 
In this rega rd . info mlal ion aOOut tl>c mechan is",s 
controlling the anabolic/~atabolic processes in n>c tha · 
nogcns is 'lCa ree . The pre'IC nt stOO y ana lyzed the ceno 
tra l carbon mctaOO lism remodeling (at tl>c level o f 
ger>C transcrip lion. elUyn>c act ivi lies. pat hway Au xes 
and metaboli le oontent s) perfom,ed by M . "util"O" "" 
whcn tran si lion ing from a eell proli ferali~ phase. 
wil h ac live nogenous ru rOOn source oonsumplion. to 
a oonproli ferat ive phase. with an ab 'ICnee of cxoge· 
nOuS ru rOOn source. This is tl>c fi rst repo rt for a 
mcthaooge n wocre tl>c com plete 'lC t of cnL)11' es and 
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Results 

Cell growth, methanol consumpt ion and 
glycogen contenl 

Thr: exponenl ial growlh pllase o f M , "ulivortllu cul· 
lurcd in 240 mM ml111anol lasled (rom S 10 20 Il o( 
cultivalion. Ad i,\' oell ¡¡ro", h. as <k lcrmincd by 
mclh:lI'" produclion and opIirol <knsily. oo rrcla loo 
... dl ... ilh high melhanol eOll5umplion (Fig. lA). As 

judl"d by indine 51airung (" 'hich pnxluttd a I}pical 
br""'n oolar). il was dell:nn incd Ihal Ihe carbohydrale 
polymC'f synlhesized by M .orrtivor(ltls ... as gl~ogen 
[241. A S!eady increasc in gI~ogcn COnlml (Fil!. l B) 
,,'al obscrvoo during Ihe e~ pon c lH ial phale from O 10 
12 h wilh a OCI Hux of 17.3 ± 3 "nlOl glu.cO'ie cqui,'3 ' 
lenl!! (h x mI! prolcin)- I (ti · 8): lhereaner, Ihis rale 
slowed down fro m 12 10 48 h of culture wilh a nel 
srnlhelil (hu o ( 6.4 ± 0.5 timol gluOOle equi'"dknIS 
(h x mg prolcinr' (ti · 8). The gl)'l'ogcn conleOI 
n:achcd up a maximum o f 188 ± 31 nmol gluoose 
«¡uivalcnts (cullurer' afler SO h of cullivalion . ... hich 
oorn:IaIOO ... ilh lhe complete n",.hanol exbauslion. In 
lurn. 8.2 ± 0.3 mI! protein (cult ure)- I "'ere gen".-aIOO 
al lhe 40 h poinl and rctnaincd conSlanl up lO ro h. 
Thr:reafter, ... hen Ihe edl cullun:s n:ached lhe Slalion· 
ary pha!iC. glycogm was rapidly consumcd a l a spocific 

A 

" ! 12 

," ¡. 
8' • ¡l 

•• , 
" -

• 

Q 122<:lt .. 607211-1 1M1 

Fig. l . Mo>~ _1NOi ... .... 1 gowth. W Moom
I>'Odu::oon ¡_¡ mo"'- 0IIII1U1T1>1Ial (e , _ gowth ( ..... _e 

Ii!ol."...ne(l '" ..... ,lHkIled bmo .. Vlu. ... th\I moan * SO 01 
-oto; ,n::!e".ndonl el<l*,,,.,.,1I (8, VII..uonI Í'I ~n con",,. 
("" . Y~"el'" me me.., * SO d fi,.. ""-n::!e,. ex¡>enmflnl$ 

"" 

M . G. SIIIIag<>MM1I ..... ,., 

rn lc o f 16.8 ± 3 nmol glu.co!ie equivalen ls (h x mg 
prolcinJ- 1 (Fig. 11l). 

El{ vivo glueoneogenic and gycolylic ralH Itnd 
in vivo methane produel ion by glycogen 
degradalion 

Genes m eading gI)'I'ogen synlhasc. glyoollCn pho5pho· 
rylase. FruUl'use. AOE'-E'FK l and E'YK an: foond in 
Ihe M . Urf'I /W)'UJtf genome (rabie 1). lugcsting lhal 
glyrogen may be 5)11lhesizcd and mtluboliud by lhe 
gluroneogcnic a nd glycolylic EME' palltw3)'s for I"ner· 
a lion o r an.lbolic precursors and for ATE' and NAO 
(r)H produ.c lio'l . respecti\'ely . To 3SSCSS whelher lhe 
nul nlion.11 Sta lUS a ffcct!! Ihe enzymc COnlen l.'l!aClivi lics 
of lile o:mml cnrOOhydrale rntlaOOl is m in M . /Uwivo· 
mM. ¡,x vivQ glyeolylic and glu.c0/lCogl1lie nuloCs "'ere 
dellmtillCd in c~ tr:ICIS from edls growlI al diffcrcnt 
limes of lhe gro" 'lh curve. Ik<:3IlSC ml1h:mO]!clls do 
nOl )1cld laCla lc as an cnd·prodUCI o f glucosc c:II " OO· 
li§m such a5 in bacleria and marnma li an edls. lhe nu~ 
eannOl be readily dclcrrn incd in ... hale oelll. IIcncc. 
Ihc pn:fcrencc in lhe direclion of pal h ... ay Huxcs "'as 
delcrrn incd in cylO5QlicoClJricbOO fracliom in Ihe pres· 
ena: of physiological cooccnl.-aliom of lhe adenine 
nuckotides (see 1\Ia l"';als and mclhods) by measunng. 
in 5q)ara lc experimcm5. Ihe .-ale.'! o f NAOH mid.l . 
l ion!NA D1' ~ n:du.clion ca lalyzcd by lhe !O..'IS o f 
enzyn",s ,,'ilhin the li.'gn"'nls from glu.cosc 6-poosphntc 
(OIe6P) 10 d ihydro~yacclone phosprnllc (OIlAl' ) for 
glyoolysis. OI IAP 10 GI.;6P fo r gl lloollCO]!cllCsis. :md 
3· pllospooglyccr:' le (3PG) 10 P}TIl'-dIC for lhe common 
scgmcnl o f bolh pa lhways. 

Thr: glucOllCQgmic HI.l~ rale in U lmclS of edls rnuvC$' 
100 al 20 h of culture ... as 18 ± 2.6 nmol Gk:6P~ 
(h )( m& prOlcin)- I . ... hereas Ihe gI)'col) tic Gk:6 P 10 
OllAr nU!! " 'as undctOClable , Uy markoo conlTaS!. al 
60 h of culture. lhe Hu x ra le of Ihe Gk6P 10 DI'IAP 
sc:gn",nl "'as 15.4 ± 1.4 nmol Gk6P«*_ (h x mg 
prold nJ - 1 .... hl'f\'as no gluooocogenic HU!! was dl1l'Clcd 
in lhesc 0:11.'1. In lurn , lhe Hux mil' of Ihe 3PG 10 pyru · 
V¡¡ IC S(lm~11 1 d id 1lQ[ cllange when dClcmlincd afler 
20 h [15 ± 2.4 I1mol Pyr"''''' ...... (h x mI! prold n)- I: 
" . 4) or 60 h o f euhun: [1 6 ± 0.6 nmol l'y rl~"".""" 

(h x mg proleinj- ': " - 4) . 
To 3'!iC" " 'he lhe r lhe py rllvalc produ.ccd (rom 

glyOOgl'l degr.tdal ion could be uscd for mc llla llC and! 
o r aoe lll lc prodUClion. N~ W's ... as fIowed inlo Ihe SO h 
old edl cu!! ure botlks (when mclhanol " 'as almady 
exhausll-d) 10 remo'" all rntlhane producal up 10 lhal 
lime. Thcn. melhane produclion was delemlintd from 
SO 10 96 h of cuhun:. Du ring Ihi~ lime period o 
5.5 ± 0.2 ¡.tInol glu.cO'ie cquivale nl~ from glycogcn 
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M. G S&n' iOQ>Martínez 8/ Al 

(cult urer ' were co ns umed. which waS iOO ced aCOOm· 
panied by tl>e prodoc tion of 11 .3 ::1: 1.5 ]unol melhane 
(cult urer' (mean ::1: SD; " - 4). By contrasto r>egligi ble 
synt l>esis o f aceta te fro m glycogcn deg rada tion waS 
dc temuned a t this stage (25 ::1: 4 nmol acetate x cul· 
ture- ' ; ,, - 4). These las t data suggcs ted that glyoogen 
waS mai nly melabolized through glyoolysis to yield 
py ruva te. which waS furtl>er deru rboxyla ted to acClyl· 
CoA aOO thi§ in turn waS spli t by the CODH/ACS 
complcx in tl>e ace tidastic pathway into CoA. ca, 
a OO a methyl gro up for me thar>e prodoct ion. 

To a nalyze wl>et hcr tl>e direction prcfercoce o f Ca ro 
bon fluxes between 20 a OO 60 h of culture waS a result 
of changcs in tl>e content s of acti.e eru)111es. tl>e activo 
ities of key en;rymes i nvolved in gluoor>eoger>esis aOO 
gl)(:ogen s}nt l>esis [PEPS. PPDK. FruBPase aOO 
gl)(:ogen s}nthase (G YS») a OO in glycogcn deg rad at ion 
a OO gI)(:olysis [glyoogcn phO'!pl>Orylase (G YP). ADp· 
PFK · I a OO PYK). aS well aS the eru)'l11es sha red by 
bo th pathways. were assessoJ uOO er nea r·physiological 
coOO itions (37 oC and pH 7). En;rymes invol.ed i n the 
ace tylCoA (CODH/ACS oomplcx) a OO pyru \"a te syn· 
tl>e sis/deg radat ion (PFOR) were aloo detenn ir>ed. 

"'n zyme acti vities of t he g luconeogenes isl 
glycolysis pat h ways an d intermediat e meta l>olit e 
conle nlS 

lJeru use metha nol is a o r>e ru rbon molccule. carboxy· 
la tion reactions are cssent ial fo r sy ntl>esis of complcx 
molecules. As cxpec ted fro m tl>e ir abilities to ca talyLe 
re.ersible reactio ns uOO er physiologirul condil ions. 
CODH /ACS a OO PFOR ac tivi ties dctcnnined a t 20 
aOO ro h o f culti,-.¡t ion wC re simi lar (Tab le 2). suggest · 
ing tha t pyru \"a te production by a na bolic Or ru ta bolic 
processcs (dcpe nding On tl>e cult ure growth phasc) is 
opcra tive in M . (lcel;'·()f""'''. Furtl>em,ore. a signit;ru nt 
increase in the intracell ula r conlen ts of tl>e PFOR· 
reac lion mClaboli tes ace tylCoA aOO pyru V"d le a t 60 h 
versus 20 h of culti,-.¡I ion waS dctem, ir>ed (Table 3). 
sugges ling a s"i tch in the reac lion to catabolic di rec
lion aS glycolysis cOO ·prod octs. 

As cxpcc ted from tl>e acti.e gI)(:ogcn meta bolism 
thro ugl>O ut tl>e cxponrn tial a OO ¡;tationary growth 
phases (Fig . 1). all of the cru)11,e aClivi lies perfonning 
gloconoogeniC/glycolylic re.e rsi ble reaclions wC re 
apparent at bo th 20 aOO 60 h of cultiva lion (Table 2) 
a OO si mila r to tt.osc rcported fo r M . ",,,,.ip,, I,,,lis [15). 

Mas t of tl>e en;ryme ac livi lies remair>ed roughly COn· 
sta nt . cxcep t for hcxose 6·pl>Ospha te isom crase ( HPI) 
which ioc reasoJ ils ac livi ly by tl>e ro h point a OO 
which. in turno waS inhi biled by crythrosc 4·pOOs p ha te 
(Erylhr04P). Remarkab ly. glycera ldehyde 3·pOOs p ha te 

T. bI. 2. ActiYi'ie , 01 ertlyme , " vo"",d in PYftNate P'Od co:ti<)f'1.."d 
gl uCQiooge ricl¡;YW~ic pathway , 

20 h 01 ¡,mvth 

~- Speci/ic act;";ty mU ~ (mQ prote ir¡ 

~, 4 ;, 0 .1 12 ;, 2' 

ADf'.f'fK 1 < 0.2 19 ;, 2 
FBPaSf) 12 ;, 1 < 0.2 

""'" 12 ;, 3 14 ;, 1.5 

m 1078 ;, 76 1006 ;, 96 

w>'oP'·GI\PDH 14 ;, 3 14 ;, 2 

ffi' 135 ;, 1 9 ;, O.S' 

ffi'" !i03 ;, 61 358 ;, 31 ' 

'"0 1112 ;, 19 11 2 ;, 9 
~ < 0.2 11 ;, 1 

PPO K {Pyt , ynmes iel .. , 3 .3 ;, 0 .2' 
PPO K (PIO P , yr\mesiSl 200 ;, 42 2!l ;, 5' 

~" 1.6 ;, 05 1.2 ;' 0 .2 

PfQR (At;CoA ' yr\'hes iel 83 ;, 26 118 ;, 18' 

PfQR IPyt ' yr\tt.e , iSl 143 ;, 13 100 ;, 24 

COOHlACS 133:2 ;, 158 9 2!l ;, 19:)' 

Value , are ,he me"" ;, so 01 ,t.ee Or Iour independe nt expeti· 
me",.. ' p < 0 .05, • P < 0.025, ' P < 0 .000 .."d · P < 0 .001 ""' ''L.$ 
20 h ""'e-PO\>LJatiQi S' uden" , He " Ior u"poired sam¡leSl. The 
f'POK , FrtllP&Sf) , P'iK. GAPOH , ALDO, TP1 and HP1 actiYi'ie " 
de'e rmi"ed u"de r aerobc CQid , iQi ' , """ re , m i.r 'O moSf) dete '· 
mi ned illlo 1.he an8e!oo!: ctlambe r idata rol , h.:mnl , The act;";lies 
01 me rilf1ly Q<yger>-""" i';..e PfQR and COOHlACS """re <)f'1~ 

"",'e ,mined un""" an(J<ic coM i,i)t'1 , 

dchydrogenase (G APDH) aClivi ly wi lh NADP+ 
(Ta ble 2) waS thrce ·fold highcr than "i th NAD +. 
lJeru use NADP + waS higocr than NA D + (Ta ble 3) . it 
may be cxpected tha t G APDH aC livi ly predominanl ly 
uses NA DP+. 

Acoo rd ing to ils scqococed geoorne and the data 
dcscri bed for othcr archaea [3). in M . (lcel;"o,.,,,,,. the 
syntl>esis of PEP from py ruvate Can be catalyzed by 
PPDK Or PEPS. lJecause PPDK ac livi ty was I(;'fold 
higl>e r than that of PEPS. a OO this aclivi ty d id not 
change alo ng the cell growlh Cur.e (Tab le 2). PEPS 
kinetics waS not stud ied furt oc r. At the 20 h cult ure 
point . PPDK aclivi ty (detennir>ed in both P EP a OO 
py ruvate synt l>esis d ircc lions) waS highcr tha n at the 
ro h poin!, wocn it markedly dccreasoJ (Ta ble 2). Sim· 
ila rly. FrulJPasc ac tivity wu dctected in tl>e 20 h cul· 
ture cells but no t in ro h cells (Tab le 2). By contras to 
A Dp·PFK I and PYK activi lies wCre not delec ted at 
20 h but wCre prcstnt at 60 h of cultiva lion (Table 2). 
Thi~ en;ryme pro fi le correlated " ilh a higl>Cr gloco
r>eoge nic flu x fo r glycogen s}ntl>esis at 20 h of growth 
and a preV"dili ng gI)(:Oly lic mClabolism a t 60 h o f cul· 
ture. 

Changcs in the ac live eru)111e content s resul lod in vario 
al ion of tl>e inltm,ediate mClaboli lcS and the ad roir>e 
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C"'bohyd,.'e rnet8bolis rn in """h"""" .. "oi,,,,"~ 

T.bIo 3. ConC<ln"atiQi " interm(!d iate m(Mboi' ef " ,~ gj uCQiooge ri~lyOOytie pathw&yS 

20 h 01 OrQwlh 60 h 01 OrQNth 

nmol,rng nmol,rng 

M(!tabolite prote in 1 m" prote in 1 ~ 

W< 0.9 ,. 0.1 13 ,. 0.2 0.8 ,. 0.2 1.1 ,. 0 .1 

"'"'" 0.4 ,. 0.1 0.6 ,. 0.1 0.9 ,. 0.1· 13 ,. 01 

Pyruv.'e 03 ,. 0.00 0.5 " O 1 2.5 " 0.1' 35 " 02 

'" 07 ,. 01 1 ,. 01 1.2 ,. 0.2" 175 ,. 02 

'ffi 0.2 ,. 0.02 0 .28 ,. 0.00 0.4 ,. 0.07' 0.54 " 01 
;ffi 03 " 0.1 0 .45 ,. 0.2 0.2 ,. 0.00 03 ,. O.OS 

1,38PG 0 .26 ,. 0.00 036 ,. 0.1 0 .15 " 0.01' 0 .2 ,. 006 

'" 03 ,. 0.00 0.4 ,. O 1 1.6 ,. 0.1' 23 ,. 01 

'"~ 2.1 ,. O 1 29 " 01 1. 4 " 0.1' 2 ,. 01 
Frul ,OOP 13 " 01 1.8 ,. 0.2 185 ,. 02" 2.6 ,. 0 .2 

'"~ 0.8 ,. 0.1 1.2 ,. 0.1 0 .85 ,. 0.1 1.2 ,. 0 .1 

""" 1 ,. 0.2 1.5 ,. 03 1 ,. 0.1 1.6 ,. 0 .1 

Glywgen ~U 202 ,. 42' 
Eryth rQ4P 0.2 ,. 0 01 03 ,. 0.00 0 .12 " 0.00' 017 " 0 04 

'" J7 ,. 0. 15 53 " 0.2 2.5 ,. 0.6" 35 ,. 09 
~, 1.5 ,. 03 2.1 ,. 0.4 19 ,. 0.35 2 .7 ,. 0 .5 

' M' 2.4 ,. 0.24 3.4 ,. 03 28 " 03 4 ,. 0 .4 

" 37 ,. 9 52 ,. 13 12 ,. 2' 18 " 3 

" 190 ,. 93 272 ,. 132 4 1 ,. 13' 59 ,. 19 
,~, 035 ,. 0.1 0.5 ,. 0.1 0.5 ,. 0.1 0 .7 ,. 0 .1 
,~. < 0 .2 < 0 .2 

V.lue , are ,he mean ,. so 01 th ,ee Of IoLi indepanden, experi· 
mena . ' p < 0 .001 , • P < 0.01 , ' P < 0 .02!i .tnd • P < 0 .05 v<nu ' 
20 h Ó)nf)1X>\>J lati)n Studen,' , He " lo, ",par ed ,"""IeSl . In" ... 

c<;O l" ., conc""'''atiQi wa, calC<,JMed . " uminO "" "'''&Ce l u"" vol· 
Lil'l4) of O. 7 ~ L 01 H,O,rng l>'O'e '" 1 [51 ,521 

noc leol idc~ pool~ al ll>c lwo slales of ll>c growlh Cune 
(Tab le 3). Al ll>c 60 h poinl. lhe conlrols o f pyruvale. 
PEPo 2PG and gI)(:cmldchyde 3·phosphalc (G3P) 
iocrca'ICd by 8.3·. 1.7 ' . 2· and 5.3·fold. respec li vcly. 
compared lO 20 h of growlh; ll>c 3PG. l.3 · bi ~pho~pho

glyccrale (1.3IJPG) and DHAP conlrol ~ remained 
roughly conSlanl (Tab le 3). In lurn. ll>c changc in ll>c 
COnlt nlS o f FruI.6 BP. Fru6P and Glc6P waS margina l 
(Tab le 3). A MP and ADP increa'lCd by 16% and 
26% . rcspcelively and ATP dce rea'ICd 33% from 20 lO 
ro h of culture. Pi and PPi also dccreascd by 76--78% 
al 60 h \-C rSuS 20 h of growlh (Table 3). 

Enzyme activities of g lycog en synthesi s and 
glycogenol ysis 

Bolh phosphoglucomula'IC (PGM) a rKI UDP·gl uco'IC 
pyrophosphoryla'IC (UGPa 'IC). which cala lyze reversi 
ble rcadions for ll>c synlhesis and dcgmdalio n of 
glycogro. s/towed similar aclivilie~ al 20 and ro h of 
gro"1h. By conlraSl. GYS and GYP adivilies were 
hig!>tr al 20 and 60 h o f growlh. re~peclivcly 
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Tob lo • . Enzyme a.ctivitif) , 01 O~"'" rn(Mboi , m 

20 h Or<.>Mh 

Spacific a.ctivity mU ~ 1m¡¡ prote "' l 

PGM 33 " 03 
UG Pase 4 .1 ,. 0 .3 
GYS 0 .62 ,. 0 .1 

GYP • detranch "'O ""'tyme 0 .16 ,. 0 .05 

38 ,. 0.2 
4 .7 ,. 0.4 

0 .15 ,. 0.04' 
0 .48 ,. 0.15" 

Vauef a ro me mean ,. SD 01 th,oo indepanden, axpari'nf¡ na 
• p -< o .orn; ",,j . P -< O.OO , , ... u. 201 , \v< ,,..,,,,,,,.Jd ' i,,, , S'uo.,,, ,'. 
Hes' lo' lrpairfld ,"mile Sl. GYS a.ctivity ItQm arcMeal e<ganism , wa, LJf)U.I~ deulIm ined ",df)f aerobe condi,i)n , [561 

(Tab le 41. A MP (1-4 mM) ",¡s an e~'lt ntia l adiV"dtor o f 
thc GYP aClivity. 

Kinetic analysis 

For kill<lic studie~. all o f tl>c aClivilie~ wCre dt tn· 
mincd a l near·ph)'siological (pH 7) and cell growth 
tcmperalure (37 oC). PPDK allinity (l/Km) for pyru· 
vate wal 2.5·fold higltcr than fo r PEPo w!>trcas ils 
Vm • .ú (PEP sy ntl>csis) waS 7.9·fold than V ... " (pyru· 
va te s)'nll>c sis) (Tab le 5). TIte Km val ues fo r the ot!>tr 
subslratcs/p rodoct s. ATP. Pi. A MP and PPi (Tab le 5). 
and tl>c,r inlracellular contt nt s (Table 3). indicatcd 
that thC)' all wCre saluraling fo r PPDK undcr physio· 
logital condilions. 

PYK JCli vi ty waS cs'ltnlially acli vatcd by n>O nO\-d' 
lenl cation, (Fig. 2A) and tl>c pH op timum waS 7; a 
decrea'ICd aClivity o f 30--32% waS obsc rved al pH val 
ues of ~.8 and 7.2 (data nOl shown). KinClics waS 
h)1lcrb06c wilh both ADP and PEP (Fig. 2B.C). aS 
also indicatcd by the linear CUr\-CS in tl>c H anes plOl 
(F ig. 2. in'IC!). The known PYK cffce to,,; 4 mM A MP 
and 5 arxl 10 mM alanine slighlly aClivalcd tl>c cl1Lyme 
by 20--25%; Fru 1.6 BP (from 0.5 to 5 mM) and Glc6P 
(from 0.5 to 2 mM) did not aCli'"ate PYK (dala oot 
shown). Instcad. 2.4 n", ATP inhi bilcd the adivil y by 
50% (Tablc 5). 

Regarding tl>c compeling aClivilie~ for tl>c hcxosc · 
phospha le pool PFK and Fru BPa'IC. tl>c 
Km ';rul,'UP - 0.1 mM o f tl>c la ltt r and ils high physi 
o logical concenlralion (Tab le 3) suggcs tcd thal thi s 
cn;ryme nlay work near saluralion wilhin the cell; how
evcr. A MP and Pi. which are slrong inhibilors of tl>c 
t n;ryme l:-rable 5). could alttnuale its acli vi ty. On tl>c 
o tl>cr hand. PFK I adivily showcd dcpendmce On 
ADP bl1 not On ATP Or PPi aS phosphoryl donors. 
ACCl yl ·P (al 5 mM) waS a lso a subslrate fo r thi s ADp· 
PFK 1. allhough the aclivity waS only 33% o f thal 
with A DP (data not shown). aS reported for o t!>tr mct · 
hanogtm [17). TIte m;ryme waS es'ltnlia lly acli va tcd by 
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Activity (mU-mg-1 prol) 

B 

! 10 

, " f ~"L , 8 , ~ 0,2 

" , - " " " ;; 
2 ~ 000 1 2 3 

~ PEP(rnM) 
O 

O. , O., LO L' 2.0 2.' 3.' 
PEP (mM) 

e 
~ 10 • o 

1- " 
~ 

• f03L , 
" " ~ 0.2 

~ 
, ñ: 0.1 

~ 2 ~ 0.00 1 2 3 < 

O 
AOP (m .. ) 

" O., LO L' 2.0 2.' 30 
AOP (m .. ) 

f ;g. 2. MooubotiO<1 01 P'iK $Ctivity i~ M. .oct!/ivo'M' (Aj A<;t ...... iO<1 
by mQiovalent <:atiQi ' ,"IQie o' i~ CQ"l\bii ... iQiI and Frul ,6BP 
A<;tivity _ , de'fl<mined i~ TE Tri , bufffl< pu , EGTA HKE 
Na H_, buffe' ¡lu, K' , NH', No' al"ld EGTA I""e Ma'erials 
and meth~l . Value , are me mean " SD 01 m ree iid_nden, 
experimena . ' p < 0.001 ~u, TE • NH' • P < 0.01 ve ,.L.$ 
TE • No' ' P < 0.025 ~us TE • K' lQie1>Wu botiO<1 S'u"",n,' , ~ 

'eJ' lo' unpoired sa""leSl . The PYK IUne'Cs wt1en varyiig PEP IB I 
o' A[)f' lO _ , hVPflrlloic . hsavs w<l<e all deu,mined ... ¡l-l 7 

&nd 37 ' C wiIt1 1.5 m .. ADf' and varied PEP ii 181 &nd wilh 3 m .. 
PEP al"ld varied ADP i~ 10_ 1~ Sf)1$ : Hanes i n""" replcu ind i:&'iig 
m ... me ertlvme IUnf)1ics i, !?;perlloli: bu' n01 eooper ... ive 

120 n", K+ - 50 mM N a + > 7 mM N H. + anJ soch 
aC1 iva tion waS add itive . In the presente of tl>e se mOnO' 
vak nt ca tions. nO significant inhi bitory c lTec t by I mM 

T. bI. 5. Kiieti: parame'e,. 01 l f1V "",'vme, ~ ,he gjuCQioogericl 

gjyco~ic pathways ii M. .oct!/''''''M' 

~- t;.,lnwl I~ ribito' Im ... 1 

FruBPa"" Frul ,6BP, 0.11 ,, 001 1<:00.,.,.. . 0.00 " 001 

1Coo ". 62 ,, 6 
A[)f'·PH·l Fru6P, 013 " 001 ICooo- . 36 " 1 

ADP, 03 ,, 002 1:;.", __ . 1.2 ,, 0.1 

mixed ty¡lI'I , ~ . 1.2 ± 0.1 
1:;.", ___ . 0.15 

mixed ty¡lI'I , ~ . 4.9 
~, f'¡t, 0.16 " 002 No, de'ermi ned 

ATP, 0.11 ,, 001 
Pi , 0 .12 ,, 002 
PEP, 0 46 ,, 01 
AMP, 013 " 002 
PP,018 ,, 002 

~ PEP, 0.22 " 001 1<:00.", . 2 .4 ,, 0.1 
ADP, 0.13 ,, 002 

~, Fru6P, 01 1<:00 ",_ · 0.15 " 0,04 

Values are ,he mean " SO 01 'I'ffle Of lou' il"ldependen, ex¡>(!ti· 
mena , (t<C<)p' lo' HP1 K", value , In . 1). V..- va lue , are , hr)wn i~ 

Toble 2. Fwd. PEP , ynme , iS: Rev, pyruv ... e ' ynthe , is 

ci trate (Fig. 3A ) Or 2 mM Pi (data not shown) On 
ADp·PFK I activity waS aUa inoJ . A pH opt imal value 

of 7 waS obsn...ed. wl>ereas. at pH '-dl ucs of 6.8 aOO 
7.2. a 10% J cc reased aC1 ivi t y waS o bsc r...ed (data 
nOl ~hown). Tl>e purified ADp·P FK l activily from 
1'. [0.,.;0,,,, i§ pa rt ially inhibited by 300 n", NaCl Or 
KCI [25). Similarly. tl>e ADp·PFK I aC1ivity from 
M . lIcet;,'Of'''''' waS inh ibited by 5-8% with 300 mM 
KCI Or NaCl . in comparison to the activity shown 
with 120 mM KCI plus 60 mM NaCl. Heoce. the ADp· 
PFK I kinet ic parameters wCre detcnninoJ in the 
presente of 120 n", K + plus ro mM Na + at pH 7 (for 
mOre details. see tl>e Materials aOO mcthods). H )1lcr· 
bolic kioc tin wl>en va ry; ng Fru6P aS substrate waS 
observoJ e...e n in tl>e presence o f ATP and at low [K +J 
Or [H +J (data not shown). /r. to roo...e r. ATP beha ...ed aS 
a simple mixoo · typc inhibitor vers us Fru6 P (Fig. 3B) 
and also versus ADP. In turno 3.6 mM A MP inhibited 
tl>e aC1ivity by 50% (Table 5). 

Transcript levels of t he enzymes cata lyzin g 
irrevers ible steps 

The remarkab le changes in tl>e act ivi tjes of PPDK. 

PYK. ADp·PFK I. FruBPase. GYS and GYP deter' 
mined in tl>e t ... o metabolic steady states (Tablcs 2 aOO 
4). which depended On the nutrit iona l slatus. could be 
a result of: (a) transeriptiona l regulation to modulate 
ffiLyme conte nl/activity by protein synthcsis aOO 
degmdat ion a nd (b) cm-dle nt rcgulat ion. 
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F;g. 4. TraC4C1'Il' le""" 01 OR Fs encod no putativ<l ol L.Wf'1flOgeniC, \NCO~iC .tf"Id \NCO\le n m(!tabol ism enzyme, in M ACI!t,vorM' CellJ 
O""'"' Qi me,hanol w<)r(! h""'lItOO at 20 h {e<angel e< ro h ¡greyl 01 cu ltur(! . mANA "'atO<1 and RT.fCR .tMlvti, _ , cartioo CU' 1>; me 
I>rme r drq,p" O me,hod as "'d i;a,oo in ,he Mate r¡,J , and me,hods Sf)CtiQi and me PCR vroruea Wf)ff¡ separatoo by oel e lflCttQl>hC«! '; , . In 
mis , ,,ategy, bi),h amp i:of'1 . w<)r(! &n'{>llied within me same PC R r(!actiQi . (Aj Tran scnpt ='eru 01 ol L.Wf'1flOgeni~~ooyti: ORF, . IBI 
T r&nSC1'ip' ='eru 01 ORFs encodi C9 putativ<l enzyme, involvf)d in olycogen metabol ism. DeC4iwme, ric ana~, IC. DI w<) re Cblried ou' 1>; 
nQii'lOI ~ "'o ,he 10000i C9 , ig ral 01 ,he i"'e 'MI ='rol GAf'Ofl. For each pai r 01 oo,,,I 'Qi , , 100,," mANA lev<ll is ,he sampe wim ,he 
hig hes' , i(11al. WM, w<) ig h' m&,~e '; pO, oose pan . Value , ar(! ,he mean " SO 01 m r(!e inde¡;endf)n, exptlrimenu . • P < 0.05 { lfru~se 1. 
¡m:>, • P < 0.01 {I'f'dl:t ' P < 0.000 (p¡.i; ¡¡ysl "'"'" = ditiOf'1 finoo a, 1 00'lb , i(11a1 fQifNWuatiOf'1 S, L.dent' , Hes' /of unpoir(!d sam¡leSl 

mainly in ,l /elJ.",wcoCCus j",,,,,,sc/'¡i and M . m"rip<,¡,,,lis 

[12). and not in great detail aS a result of analyz
ing only one aspect metabolic regulat ion. ei tocr the 
tran'ICriptiona l profile Or tl>e tlU)11,e act ivi tics Or 
mctabo li te levcl'l. In the prcstnt stOO y. based On Our 
bioinfomut ic survcy of tl>e seqococed groomes of 
methanogtns usi ng tl>e KEGG and NCIJI database'l. 
and by dctt m, ining the tlUyme act ivities and kioct ic 
analysis. aS well aS tl>e transcrip t contt nt s and intcm,c
diate metabo li te le.eh. the metabolic pathways of 
tl>e ca rbohydrate central metabo lism were integ ra
lIy depic ted for M . OCel;" Of"lI'" (Fig . 5). Although 
tl>e pathway stroctures dre es'IC nt ially idrot ical to those 
of other well-chamcterized organ isms. sOme kioc tic 
peculiarities were fou~d that d ifTered from otocr 
archaca. 

M . (I(:el;"o,.,,,,S is able to sy ntl>esize glycogen in 
higher amounts than M . tJ.e rmoph¡¡lI [13J. Accordingly. 
tl>e bioinfonnat ic sur'.ey yiclded seqococes codin ~ 
for cnzymes putatively involved in starch and ,, - Or 
I>-gl ucan syntl>e si sfdcg radat ion (Table 1). Moreover. 
tl>e proposed pathway stroctures difTcr oomewhat 
from those reported fúr M . the rmodluotrophicum and 
M . m",.ipll¡,,,lis. in which glycolysis has a bifuoctional 

AOP-glucokinasefP FK . archacal -type das, I Fru lJPase. 
gI)(:cmldehyde }.phosphate: ferredmin oxidoredoctase 
(GAPOR) and PYK. wl>ereas gl uconeogenesis has 
PEPS and bif~nctiona l Fru lJPasefaldolase [12.15.26). 

According to genomic and biochemical data. 
archaeal glocOrtoogcnesis may contain ei thcr a bifunc
tional Fru lJ l'aseffructose 1.6-b isphosphate a ldolase 
(A LDO). which should lead to rela ti vely lowfncgligible 
Fru l.6 IJP levds aS a result of it, channe li ng betwecn 
tl>e two cnz)me domains [12.27.28J. Or two clU)111es 
rocoded by di fTcrcnt ge nes. which should lead to the 
fonnation of detectable Fru l.61JP levcls [16.27.28J. The 
ab 'ICnce of the bifunctional Fru lJ PasefALOO groe in 
mcthanogros has !Jeen reported previously (29). The 
data obtainoo in the prestnt stOO y showed significant 
A LDO acti vi ly accOrtl panied by no FrulJPase activity 
during the gI)coly tic growth phase and tl>e pre'ICoce of 
signiflCant Fru l.61JP levels in M . "Cel;"Of",mS 
(Tablcs 2 and 3). indicatin~ activitics of two separate 
rotities. M . lI", rmodluolrophicum A LOO arKI Fru lJ
Pase activiti!S are oxygen- 'lC nsiti.e [30J. wherea, the 
respec ti ve M . lIcetiroratls enz)111es wCre stable to airo 
On tl>e other hand. two genes cncoding NAD(P)+· 
GAPOH (MA10 18 and MA3345) and two genes 

,~, 
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eocoding J..phosp hogl)'(:emte kinase (PG K) (MA2669 
and MA3592) have becn annotated in M . lICeli>·o ,.,,,,S 

(Table 6). Each pair of ge ncs showed high ident ity 
(GAPDH gencs > 40~. ¡ PGK genes > 50% ). " IA1018 
used a S loading cont rol gene (F ig. 4) showed sim ila r 
tran'IC ri pt levels d uring bot h t1>e gloconeogen ic and 
gl)'(:01)1ic phases. Ho wcver. MAH 45 npres'lion waS 
no t e.ami ocd. and fIO tran'ICrip!iona l regulat ion of the 
other puta! ive NAD(P)-G APDH cannot be ruled 
out. T1>e cofac!or speci fici!ies remain to be detem'¡ · 
""d ,,, ine lhe n,comhin" n l " n,y""" " """,Iine lhe"" 
ORF s. [)espi te t1>e se iocon\oC nie nces. the negligi ble 
Inels o f NAO + dctcm'¡ ocd sugges ted tha t G APOH 
aC! ivi!y preferen! ia lly uses NADP(H) indcpcndcnt of 
w1>ether t1>e cells have a predominant gloconeogen ic 
Or gI)'(:oly!ic metabolism. Percentagcs of iden! ity and 
similari! y (at t1>e le.el of amino acid sequence) of 
t1>e genes cocoding t1>e cruymcs inves!igatOO in the 
prescn t stud y in compari flO n wi th those fro m bacte
ria ( Esche rich ¡lI mil) and o t1>e r archaea (J'}' roco«us 
spp.) are shown in Table 7. The higocr idcn! i!y waS 
found betwecn M . lIuti>·O"",S and l'J' rococcus. ind icat 
ing mOre d ivcrgcoce betwec n the mcthanogcn and 
eubacteria. 

Revers ib ilily of CODH/ ACS . PFOR a nd PPDK 
reaCl ions 

Sin'¡lar CODH/ACS ac!ivi!ies were dctcm'¡ ned at both 
20 and ro h o f culture. sugges ting an eS'ICnt ia l and 
cons! i!u!ive role o f this cruyme fo r anabo lic and 
catabo lic reac! ions (Fig. 5). T1>e ace tylCoA sy nt1>esis 
from CO and mc!hyl ·THM PT is tocm>odynamica lly 
fa vo rOO undtr standard and physiological condi!ions 

(AG' "" -4 kj ·n>oI - 1 for the com plete reac!ion) [31J. For 
t1>e reve r;ible reaC! ion. fIOm e fac!ors tha t would favo r 
acetyl CoA clcavage are t1>e cont inuous ",moval of the 
met hyl group fro m CH, ·THMPT and regenera! ion of 
THM PT. dri vc n by Mtr (THM PT S-methyltmnsfera se) 
[31J. a S well a S t1>e remova l of CO, by carbonic anhy· 
dra se. Ho...ever. t1>e fer",doxin redo x state may rcp re
'lCnt the main factor dri\cn t1>e COD H/ACS re\oC rse 
rcac!ion. 

Genes cocod ing PFOR are prestnt in t1>e geoomcs of 
,, 11 ",d er, o r mel h"noe"'" (T"hl" 1). ' ''e rr " ine " n 
cs'IC n! ial role for this cruymc in t1>e ir ccntml carbon 
metabo lism. Usi ng EQUILlBRATOM [32J. which ca lc ulates 
Gibbs roergies of bioc1>emica l compounds and reae
!ions under d ifTerrot oond i!ions ( pH 7 and 0.1 M ionic 
strrogl h). i! ,,·H dctcnn ined that . at physiological OO n
centrat ions of py ruvate. CoA and ace tylCoA. the 
rcvcr'li bi li ty o f !he PFOR rcac!ion strongly dcpcnds On 
t1>e CO;. oooccntra! ion and t1>e Fd .... fFd".. rat io. ind io 
ca!ing that t1>e room balance is involvOO in t1>e reaC!ion 
direc!ionali !y. Wi!h 0.1 "'" Fd, .... om mM FJ., . and 
14.8 mM CO" a Aa' of +<J .8 kJ ·mol - 1 wa S detcnn ined. 
Wi!h a HCO, - ooocentra! ion of 62 n", in t1>e culture 
mcdium and a [HCO,- ]I[CO;.J rat io o f 4.177 " '" at pH 
7.0. aS es!imated by usi ng the lI ica rbonator segment of 
EQUILlBMATOM. t1>e CO, coocrotra! ion of 14.8 m" waS 
detcnninOO . lIy contrasto fo r t1>e acetylCoA synt hesis 
from pyru va te. wi!h 0.01 m" Fd ..... 0.1 m" FJ., . and 
10 m" CO,. a Aa' of - 26.1 kj ·n>o I- 1 waS detcnn ined. 
Ind ced. simulat ions usi ng EQUILlBMATOM showOO that . 
wocn the Fd .... fFJ., . rat io waS a 'lS umed !O be 2: 1 
(0.1 m" Fd, ... and 0.01 m" FJ., J . the reduci ng condi· 
!ions fa vored t1>e gl oconeogenic direc!ion. lIy contrasto 
wi!h Fd .... - Fd".. (ass uming 0.055 m" Fd, ... and FJ., . 

F;g. 5 . Prwosed ca~yd r3'e ce "tral m(!tabol ism in M. .ocot,VO,M, . .lO.rdtloic ¡g reflf1 3rlO""l and <:ataooic { r(!d a ltOwtl l(!actOn ' &le 
ind i<:atOO . Dout>e bo<.es ind <:ate ,he " ' ermem lo-ane wace· The e "zvme act" ator. {'I and im iti,O,. 4-1 dete rm .,fld ., ,he " 'f)$f)'" Stut>; a le 
ind i<:atOO . For m(!' t'''lC>Q')ne , is lr<.>i1 m(!' M"o L Mt& and Me< flf1zvme ' a l(! in""ved In pora ll(O , a Il'\(!I.han" lractOn i, oxd ized tO Co, tO 

p/(Mde re<l uCn O f)Qu ""a lentS as ' ..",H, In a I(!actlcn C&t&!yzed t>y Mlr (W1'~ 'M <:Of'"4U mptlon " ' Ilf) Na' o radleno 'O ¡:tOd co:e m(!'Ily1· 1 HM~ 1 
wt1 i;t1 , in U n leOO s five mol(! e",ym3'i: l(!actOn ' 'O " roruce CO,: (sI F..",..,_ndent N·, N '0..."f)I.~eny1·'etrahyd r(>'i1e,M""",e ri" 
I(!ruCt3se ; (b! me,~y1e "e 'f)l.ra hyd r<¡. ll'\(!I.hanq¡w1'1 dfl/1ydrogenese; lel me'~flf1v1·'etrahv,*omf)l.hanq¡'em ~,*,yd ",ase ; {ti forn>;1· 
Il'\(!I.hano/ur....,·'etrahy<i'omfllhanq¡'e m N'lcmov1 tr...."le rase; ....,d (el /ormyl-me, ha/lOlur...., de/1ydroge"'se . The In, ....,aool i: Sí"'" is 
C&t&lyzed l>; ,he COOH/ACS C(:r'11 plex. wt-ict1 is /(M) ,.itle "'de< pt,ysolog ical ox:nditi0!'"4 ¡561. Pyruvate , yn,llf) s i, ltOm ace",CoA a nd CO, is 
C&t&lyzed by f'fOO in a lavor,.¡je me rmo<lvro>m ic I(!acticn . The , ynme Si, 01 PEP i, _"Iy C&t&lyzed by PPOK w!le l(!as, ., me o ~lyti: 
d <ecticn , P'i K C&t&~es '~e /(M) "'" I(!acticn lpynNate , ,,,,,mesisl , witt1 mi/lOr ox:ntriru,icn , t>; PP Dl( and PIO PS . The " rf)$f) "ce 01 '~e 

MA2800 oe ne in M AC8tIVO'MS, encod .,o for a NAD' ·arlf¡hyde dfl/1ydroge nese wim ¡lUt&tive GA.P N act;";ty and rf)pIaci'10 ,Ilf) NADP'· 
GAI'OH a nd PGK l(!actOn ' as in I1v\>f¡rtllf) lf'l'>WI1 l ic arcf1f)&, wo" d modify , Ilf) OlyOOytic "f)I. ATP vield Iren> o~en de~adaticn (mshed 
I(!d I.,e ; see a lto Eq" JI . Once \NCOoe" m Orade' ion i, activatOO , moSt o/ me carbon fl ux is d rive" t>; o lyOOysi, L.fl 'O pyruvate, wt-ict1 is 
decarboxyleted by PFO R and me resultino acetyl-C<:>'\ ox:nve rted 'O me,~ane by '~e ace'i:"StiC pathway. BbI(i< a r""", .,d i:&'e lf)&Cti0!'"4 
,~a, ""l re ,,1), evalLB'OO ., me p'ese,.. Stut>;. B ue a rIO"" show AT f'.\>roruci~ rf)&Cti0!'"4. Hd r, hf)l.elO<hulfide I(!ruCt3se OC ; Me<, m(!'hy1. 
Co MSH IlId co:t&se; Mlr, 'etrahyd rQ-<i'lf)l..~anq¡'e rin ~,hy1tran ,lf)<a se; MIa, Il'\(!I.han" : coe "zvme M m(!'hy1tran , lf)<ase; Rn!, Rn<><b1lACter 

"itrogflf1 fixat icn C(:r'11 plex. C&t&lyze s rf)&Cti0!'"4 " VO'-ld in e "fl<W CI)f1Sfl<VatOn ¡Na ' '" W " """ " 0 , wt-ict1 a re l urthf)< used 'O <tive ATP 
, ynme Si, tI-rou\f10Ul. ,Ilf) ATP Syn'MSeI 
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f'fOO ~ surun it {MAOO321 
f'f' D!( IMAC60S 
fF l IMA082 I I 

fruB Pase IMAII S11 (TI'\'>fl II 
En.,ase IMAI672! 

n phoSl>ho ase IMAI 8741 
M (1#0.26651 

(MI\.26S61 
¡jy<:f!'_ lcin_ (MI\.26E91 
~,_mu_~671 1 

fru8Pa ... 1MA33441' 
GAPDH {MA33451 
ADP.f'FKI 1MA3 5631 
(iywge n , ,,.,,,toose IMAJ6N 
P'iK IMAJI90I 
T1'1 {MA40071 
lJG Pa se( MA44591 

No gene /Qund 
No gene /Qund 
No , il1' ilican, , imilMity /Qu nd 

No , il1' ilicant , imi larity /Qu nd 

" ". 
• 
" ~ 
• 
No gene /Qu nd 

" No ADP· f'f KI ",e se nt 
No si l1' ilican' , imi la rity /Qu nd 

" • 
~ 

3 ~ IO'" 
2 ~ 1 0 " 
2 ~ lO .. 
2 ~ lO ,. 

4 ~ lO .. 

o 

1 ~ lO 7 

8 ~ 10"' 
2~ 101> 

4 ~ 1 071 

P. itriOS"" 

" No gene Iound 

'" " 00 ,,' 
" 
" " No , ig nifican, , m i&rity IoLl1d 

" 54 INADP I 

" No , ig nifican' , m ibori ty IoLl1d 

" 
" 00 

E .... a lue 

2 ~ 1 0"' 

2 ~ l O'" 

8 ~ l O'" 

O 
1 ~ l O ' :O> 

2 ~ l O ,.., 

4 ~ l O >O 

4 ~ I O' O> 

1 ~ 10-" 

9~ I O'" 
4 ~ 10-

4 ~ l O ' .. 
3 ~ 10 -
I ~ I O"' 

The Ólt& , hown w<)re oOt&" ed Ifom ,he KEGG Óltabase a nd re¡:.ese nt ,he hig,es' pe rcenu>ges whe n compering bacteril { E 0011 and 
arch_1 {Pyrococru, ""'.1 . • G~"""'t&rcW<>-gj ucan phoSl>hory1ase . • <>-gj ucan phoSl>hory1ase . ' Ino, i"'·1 ~OWh&t&""lru:to,'H ,6-
bisphOWh&t&se: 17'" iÓl n, ity betw<lfln MAl 152 and MA3344 wa, Óltermi ned . Gene , enclo sed " g roo n {gene an n0t3'ed /01' PEP S 
MA26671 and y<) low &/e gouped in 3 i>Jt&tive 0I>(!<0n E .... a lue ' w<) re (t¡t&ined Ifom a il1' m(!<\U perfQ-med with me NCBI~lAST and """" . 
&(le was > 54 '" 01 ,he compe'e sequenCf) 

which tl>e fina l d ircction is probab ly de tenninOO by the 
melabo lic fate o f PI'i and pH. 

Kineties and tran script content of ADP-PFK 1. 
FruBPas.e. PYK and PPDK 

Kine tic para mc tcN (h)1lerbolic Or sigrnoidal pattcm . 
Km. V ..... inhi bition mccha nisrn . K¡. IC", val ues) allo w 
tl>e prOOic tion o f tl>e pc rfomlanee o f a gi~n cru)'TI.e 
into tl>e cell. ioc lud ing oow tl>e d ifferen t rne taboli tes 
(substrates. products. acti\"a to rs a nd inhi bi tors) regu
la te tnL)'me activi ty. 

A"·IP resulted in tl>e strong negati~ regula tion of 
FrullPase ac tivi ty (Table 5), leaving a lo w but signi fi
cant gluooneogenic fl ux . This scena ri o waS comple tely 
re~rscd in cells cultured for 60 h. The dec",ascd tmn

scripts a nd activi ties of the gl uooneogenic eruyrnes a nd 
tl>e iocreased le~ls of the gl)'(:o lytic ones (plus A DP
PFK 1) prompted increascd glycogen degradat ion¡gly
colytic fluxes after ca rbon source exhaustio n. 

The ADP-PFK I Iranscripl level mIS simila r in bOlh 
20 and ro h cells. a lthough the ac tivi ty waS only 
appa rent i n cells grown at ro h. This sugges tOO that . 
a fter 20 h of growth. the transcrip t ruay be not tmn s
la tOO into protein o ro if translatOO. tl>e tnL)'me waS 
inactive Or rnetabolically inhi bitOO . Atternpts to deter
mine the ADP-PFK 1 pro tein content by westem 

blo tt ing usi ng pol)'(:lona l and rnonod onal a nt ibodies 
(a nt i-human ATP-PFK I) we", ca rried out wi toout 
soceess because o f tl>ei r in-spcci ficity. Heoce. spcci fic 
ant ibod ies produred agai nst metha noge n enL)'rnes are 
needed to detenni ne wl>etocr tl>e ir content s undergo 
changcs under d iffe",nt cond itions. 

HPI activi ty waS three-fold lowe r in eells grown fo r 
20 h (~NUS ro h)_ which sugges ted tha t this enqme 
nlay fa vor gI)'(:olysis (which prOOom inated in 60 h 
eells) over gl uoo r>Cogenesis (which preV"diled in 20 h 
eells). In nla runlalian cells. HPI is potent ly i nhi bited 
by low concen tra tions (1 - 5 J.l>t ) of Erythr04 P. In 
M. lICel;"Of"lIns, the IC", 1' ". ,tu"" P ' -dlue fo r HPI waS 
similar !O tl>e intmcellular coneentra! ion of Ery!hr04P 
detenninOO alo ng ! I>e grow!h Curve (Tab les 3 and 5). 
ind ica!ing tha t archaeal HPI activi ty Ca n be physiolog

ically inhi bi!ed by ! his melaboli!e. 
Thrce enL)'mcs appear to be i nvol~d in the crucial 

PEP¡pyru vate in!e r-conversio n in M . (I(:et;"0 ,.,,,,5. In 
tl>e gI)'(:o ly!ic direc !ion. PYK of M . lIut;"O ratl5 ",sem

bies lha l of l1¡erlllop{¡ISIII(¡ IIc idop/¡i l ll!!¡ bccause Ihe 
enL)'TI.e activi t y waS fu lly dependent On K " and 
NH. " (35J. Ah o . PYK fro m M . lIcetil'O r",15 showed 
posi!ive (AMP a nd alanine) and nega!ive (ATP) modu
la tor~. ln tum. PPDK cataly!ic elliciency val ues ( V ..... 
rlKm..,. and V ..... ,¡Km PI' P) obtained fo r tl>e M .Me
t;" Of"",15 enL)'me were IS-fold higher fo r tl>e fo rward 

,~, 
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CIWbohyd ,a ' e rn<lUlboli . rn in rr'HI'hMOOJl r<i"" ... . 

wilh respec t to reverse rcac lion. indicat ing tha t 
this eruyme is mOre cllicient fo r the gl oconoogenic 
readion (sce balanced Eqn 2 bclow). Interes lingly. 
1:.'. histolJ'l iw PPDK. which has rn ainly a catabolic 
fundion. has a higocr allinity for PEP [36). wherea s tl>e 
cnzyme of M . lIUli l'O rtl1!S has a hill~.c r allin ity fo r py ru· 
""d le. in agreemcnt wi lh ils gl uoooco~cnic fuocl ion. 

Cha nges in the transe ri pt oonter.t o f tl>e se cnL)'mes 
oo rre la ted well wilh the kiocl ic data. In add ilion. PEPS 
ae livi ly waS low and constant thrúugltout tl>e growlh 
cune. aS waS aS il> transcrip t oontent (data not sl>o wn). 

Adivi lies of the cruymcs deleminoJ in the present 
Sl tKl y ( V .... . ... ) dcpend no t only on the concentral ion 
of soch pro teins in the cell. but also On the kco' of tl>e 
readion. which is inoc rent . gcoc.er.codoJ and parl ic u· 
lar for cach cnL)'me. The relal ively high cnL)'me ae livi · 
lies detem. iocd in the present sttKI y, which were higlter 
than the pa thway flu xes. ind ica te tha t. for mos t 
cnL)'mes and transporteN. the fu ll catal)1ic potenl ia l is 
not d ispla)Cd and hcnce tl>e se cruymes are 'i n excess' 
and exe rt no pa thwa y oont rol. Ely oontrast. a few 
cnL)'mes. usua lly two Or three. have to display a lmos t 
tl>e ir fu ll cataly lic potenl ial (i.e. t ~,ey wo rk near sub
Sl rate sa tural ion) and hcnce tl>ese othe.- cnL)'mes 
beoome the rate-cont rúlli ng steps (37.38). 

During the n po nc nt ial pha>c o f growth (20 h). 
ioc rcased transe ri pt levels of putat i,·e OR Fs a rKI ael ivi · 
lies of PPD K. Fru llPase and GYS and dcc reased 
putal ive OR Fs transcrip ts and aellvi lies o f GYP and 
PYK correlated well wilh higltcr gloconeogenic/glyco
ge n sy ntl>esis flu xes. On tl>e other hand. at ro h o f cul· 
ture. increa scd transcrip t contentl and aClivi l ies of 
GYP. ADp·p FK 1 and pYK wer< aUa iocd toge ther 
wi lh decrea scd transcrip ts and activi l ies of ppDK. 
Fru llPase and GYS. correlal ing wi lh higl>er gl)'(:ogen 
dcgradal ion/gl)'(:0 1)1ic fl uxes. Thus. both me tabolic 
(fas t. sl>o rHcml regulat ion) and tn nse ri pliona l ( slow. 
long·tem, regulat ion) result s indicatoJ tha t ADp· 
p FK I. Fru llPase. pYK and ppDK wtre key steps 
oont rúlli ng tl>e gl ucoocogenic and gl)'(:o lytic fluxes. 
wl>ercas GYS and GY p wtre the ma in cont rúlli ng step 
of the glyoogen sy ntl>esis and deg radal ion. respec lively. 
Simila rly. in the ex trcn.ophile a rchaea . 1'. ji,riruus and 
1'. k{)"'"ktlT~"'Ü. both metabo lic and transe ri pliona l 
reg ulal ion of gloconoogenesis and gl)'(:o lysis ha ve been 
proposcd wocn gl ucoocogenic (pyruvate Or pcplides) 
Or gl)'(:0 1)1ic (maltosc) subs trat es are providoJ aS a 
ca rbon source [39-43J. 

~ioenerg eti cs 

The balanced eq uat ions fo r M . /JC~Ii>'()f'lI1!S gI)'(:oly · 
sis + mcthanogeocsis fro m gl)'(:oge n (Eqn 1) (Fig . 5) 

,~, 

a rKI gl uooocogeocsis from methanol (Eqn 2) (Fig . 5) 
wo uld be: 

(Glyooge n) , + SADp + 3Pi + 2NADp+ + 4Fd". 

+ 4 Na~ - (GI)'(:ogcn). _1 + 2CH. 
+ 4CO, + 4ATP + A /o. IP + 2NADPH (1) 

+ 4 Fd .... + 4Na.;;" 

2CH¡OH + 4C01(4HCO j) + 4ATp + 4 Fd ...J 

+ 4Na;;" + 2NADpH _ Glc61' + 2AMp 

+ 2pPi + 2ADp + 4Fdo• + 4N <l;~ + Pi 

+ 2NADp+ 

(2) 

In h)pe rtocmlO philic archaea and few other metha· 
nogens. ioc lud ing gl)'(:oge n fo nn ing M . ",,,,.ip,ú ,,,lis, 

G APOR and/or no n·phospl>oryl al ing G ,\ pDH 
(GApN) catalyze the irreve rsi ble o xidal ion o f G3 p to 
3PG bypassi ng the PGK readion [12). Ilccause tl>e 
pGK and NADp+ (pllOspl>orylat ing) GAPDH geoc 
transeripts dec rcascd under glycoly lic condilions. il 
waS proposed tha t PGK and NADI' + ·GAPDH are 
excl usively anabolic and only ca ta lyze tl>e ir gl uoo· 
neogen ic rcac lions [12.4 1). 

Ho wcvcr. NADP+ -GAPDH a rKI PGK activi tic . i n 
M . lIUli vo rtltls (Tab le 2) were found 10 be simila r at 
both 20 h (gloconoogenic and expoocol ia l growth 
phase) and 60 h (glyooly lic and stalionary growth 
phase) o f culture. sugges ling tl>e ir invohenttnl in both 
pat hwa y flu xes. IJccause tl>e G ApDH reae lion does no t 
have light tocmlOd ynamic oonstra int s fOl d ircc liona l· 
i ly (AG'" - +I.S kcal.nlOl - ') wilh ei lhe.- NAD+ Or 
NADp + aS cocruyme. tl>e enL)'me may ru ta lyze both 
thei r glycoly lic and gloconoogen ic react ions urKIer 
physiological condilions. Therefo re. in contras t to 
o tocr glyoogen deg rad ing methanogens. il is proposcd 
that . in M . lIc~Ii>'()f'",1S. tl>e PG K/NADp+ ·G ApDH 
readions are used fo r glyoolysis and gl uoo neogeocsis a S 
a result o f the a pparent absence o f G APOR gene and 
G ApN adivi ty. 

From ex terna l gl ucosc. tocm.ophilic ardaea l glycoly · 
sis Can only prod uce 2 ATp pe r gl ucosc oonsumed (from 
2 pEp to 2 Pyr by PPS. ppDK Or pYK) bx ause of II>e 
replaecment o f tl>e GAPDH/PGK ",ael ions by 
G APOR Or G ApN ae livi lies. IJccause 2 ATp Or higlt · 
cnergy bonds a re consumoJ per gl uoose in the pat hway 
inilia l reael ions (phosphorylat ionsof gl uco.e and Fru6p 
by l>exo kinase (HK) and ADp·pFK I. re!peclively). a 
net ATp gain of zero is aUa iocd in thesc microorgan· 
isms [12). In lOme glyooge n·degrad ing methanogens 
living under extreme oondilions of lemperat ure Or salin· 
i ly. which do not ta ke up ex terna l gl ucoi<:. 1 ATp Or 
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high.roergy bond ru n be gainoJ by gl)'(:o lysis wilh 
G APOR¡GAP N because gl ucose I-phosphale (GIeI P)¡ 

Gle6P is gentraled from glycoge n and Pi (sce ba lanced 
Eqn 3 be low). IJeru use II>e reconversion of AMP lO 
AOP requ ires one high ·mergy bond. II>e nel ATP Or 
high ·mergy bond gain for glycolysis wilh G APO Rf 
G APN would be one . 

A lthough phylogene lic ana lyses carried o ul usi ng 
" EGO dalabase showoJ lha l M . lIce li>·orll'" has nO gene 
for G APN aS repo rloJ p reviously [441. a BlAST sea rch 
(hu p://ww w.ncbi .nlm.nih .govf) made wilh Ihe G APN 
gene fro m 1". ko,¡"ktm!tlsis and Ihe geoom es from Ihe 
MelJ.mwslI rci,,,, sp. group (Methanos.arcina. 
la xid :22(7) resulted in tl>e alignmtnl wi lh a NAO "" 
a ldthydc dehyd.ogenase from M . lIce lil"O" m, (gene 
MA286O. 32% idt nl ily a nd an E·va lue of 5 x 10- ""). 
Howe>er. 00 GAPN aClivi ly wa S delec led in 
M . lIce li>·or,ms in cult ure s of 20 and 60 h in preseoce 
of 2 mM NAO "" Or NADP "" and 5 mM G 3P (dala 001 

shown). If II>e prodOCI o f gene " IA2S60 were presenl 
and funCliona l duri ng gI)'(:oge n deg radal ion (60 h) 
undt r n pe rimenla l oond ilions o locr Ihan Ihose 
a ss.ayoJ in II>e presenl "IOO y. locn a fracl ion o f Ihe 
inlmccllular G3P mighl be midized lO 3PG wil h 00 
ne l sy nl l>esis of ATP ( F ig. 5). Ht oce. II>e ba lanced 
equal ion for M . m:eti>·o",ms gI)'(:o lysis + rnel hanogene
sis fro m gI)'(:oge n a¡ ual ion wllm a pulal ivc G AP N is 
invohed would be: 

(GI)'(:oge n), + 3AOP + Pi + 2NAOP+ + 4 FJ.,. 

+ 4Na+i n _ (Glycogen). _l + 2CH. 
(J) 

+ 4<::01 + 2ATP + A MP + 2NAOPH 

+ 4Fd ...J + 4 Na!., 

IJecause glycolysi s in M . lIce ti>·orm" is fed by gl)'(:o
gen deg radal ion. II>e pa lhway slart s from Gle6P (or 
GIeI P) usi ng one high-eocrgy bond (as AOP) by Ihe 
AOp·PFK I reac lion. prod oc ing an n lra 2 ATP by 

II>e calabolic NAOP "" ·G APOHfPG K reac lions and 2 
ATP pl us 2 py ruvale by II>e PYK reaClion (Eqn 1) 
(F ig . 5). Theldo re. a ne l produclion o f 3 ATP (t hree 
ene rgy·rich bond s) per Gle6P consumcd wo uld be 
obta ined because the ADP mo lecule consumed in the 
AOp· PFK I reac lion Can be reS!ored f.om A MP by 

tl>e adtnylate kinase reacl ion in which 1 ATP molecule 
is used: ATP + A MP = AOP + AOP (see ba lanced 
Eqn 1 a bo\"e). 

IJecause 5.71.unol glocose equivalent s o f glycoge ll¡ 
cult ure were consumoJ from 48 to 96 h o f growlh 
(Fig . l). 17.1 l.unol ATP and 11.4 ]lmol pyruvate 
would be thOO rt l irully yielded. Hcnce. PFOR slwuld 
produce 11.4 l.unol acetylCoA pl us 22.8 ]ln>o1 Fd ..... 
which in turn may be used by tl>e acetidas tic pa thwa y 

lO stoichiometrica lly produce ATP and mCl ha ne. 
Ind red. we d t tennined tha t I I ::1: 1.5 l.unol mCl hane 
from 48 to 96 h cult ure we re produced (>e rsus 9 mmol 
mClhane prodoced from O to 48 h). ind ical ing that 
py ruvate undt rwent one deru rbo~yla t ion and acet yl

CoA waS decomposed to produce Ca, and mcthyl
TH MP by t l>e acC!idaslic pa thwa y (F ig. 5). aS 
reporled fo r,\l. the rmop}¡ illl [13J. 

In M . """Iiro r"",. Rnf compln pumps out 3 Na "" 
per 2 Fd, ... [45] . Each decarbmylal ion reacl ion (PFOR 
and COOH¡ACS) prodoces 22.81.unol Fd .... (i.c. 
45.6 ]l n>o1 to tal Fd .... ) from tlle 11.4 ]l n>o1 py ruvate 
prodoced. For each 2 Fd, ... re-oxidizoJ through the 
Rnf compln. 2 H "" are translocaloJ thro ugh the 
plasma mt mbrane by lile membrane ·bound 
I>eterodisul fKl e roJ octase en;ryme (Hdr OE) (Fig . 5). In 
turno for each methyl gro up tr" nsferred from mc thyl
TH MPT to CoM SH by the mcthyl tmnsfera se (Mtr). 
2 Na "" are also translocatoJ [45) . In summary. the 
roJo~ reacl ions from py ruvate lO mtthane would tl>eo
rttirully tran sl ocate up to 114 ]1 n>o1 Na "" ¡H "" (by the 
Rnf compln pi,,, Hdr) and 22.8 ]ln>o1 Na "" (by Mtr). 

The A ,Ao ATP synt hase nred s J Or 4 translocated ions 
(H "" Or Na "") to s)lltl>esize I AT P n>o lec ule. Assuming 
tha t a ll Fd .... gene raled by glycogen·dtrivoJ py ru vate 
m idal ion is re-o xid izoJ by tl>e Rnf complex. tl>e lo tal 
ATP geocrated by metlianogcnesis wo uld be 34-
45 l.unol per cult ure (8 mg to ta l pro tein). On the o ther 
ha nd . ace tate produClion from 48 to 96 h culture waS 
0.024 ]lmol ace tate x (CUlt ure)- ' yielding 0.024 1.unol 
ATP synt hesized by ace tate ki nase (AcK). an ATP 
amount far lower (0.040/.) tha n t ha t produced by gly
co lysis (33.3%) and rnet hanogenesis (66%) (Fig . 5). 
This negligi ble role of plwsphotn n'lace tyla se (P ta) and 
AcK On ATP prod ocl ion is in agreemtnt wilh a recon· 
strocled ge nome·seale mtta bolic n>odel for M . lIcetil"{r 
" /lIS [46]. 

In cooclusion. tl>e synt hesis and dtg radal ion of 
gI)'(:oge n and tl>e gl oconoogeniC/glyco ly lic pa thway 
are transeripliona lly (proJominant ly) and mttaboli
rully (weakly) regulated by the nut ri liona l status in 
M . lIceti>·orm". Methanogens a S mc mbtr; of the 
anat robic microbial conso rt ia com pe te fo r the lim itcd 
nut rients a V"dilable [47] . Thtrefore. tl>e capaci ty to 
accumula te glycogen a S an eoc rgy store might rep re
sent an envi ronn>t nta l ad'-dntage fo r n>t thanos.arci
na les duri ng periods o f food sbortage . On tl>e o ther 
ha nd . n>t tha nogenesis is an econom irully important 
process and Metl""lOslI rci,,,, species are tl>e mos t 
n>t ta bolically versa lile n>t thanogens. An undtrstand · 
ing of the central mNabolism in mttha nosarci na les 
ma y l>e lp to op lim ize anJ iocrease n>t thane 
prodocl ion. 
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CIWbohyd,a'8 rn<lUlbolisrn in ""'.han"""""''''' .... 

Experimental procedures 

Chemica l s 

Col"""... <>'l'h"'I'M'~ <Io-hy<1 rouna,~ «('",POH ) , H P!. 

AL DQ, GAPDlL ,, -gl~ropltOSf'hate dehydroget1a!le 
(~GPOH) , "GPOHl triosephosphate isomerase (11'1), PYK, 
L-LOIL GIc6P, Fru6P and PEP ,,'ere I"'rehaoed from 
Rache (Manh";m, Gem,any)_ FruL6BP, OHAP, G 3P, 
2PG, 3PG, PEP, Pyr. A11', AOP, AMI', OlT, NAOlL 
NAO ' , NAOp ' , amyloglucosida!le and Iyophili=l 
"QpOIL TpL S-a""tykoenzyme A synthetase from 
baker's yeast , AcK from M . the",.,phJa, deo xyribonude. 
a!le I from boviroe pancreas (ONA"" 1), AcCoA and CoA 
,,'ere I"'rehased from Sigma (St Louis, MO, USA). Hepes 
,,-as obtaine<! from Research Organics (Oe,'eland, OH, 
USA)_ Absolute methanol was d' analytical grade. Reco,n
binant Eman,(H'ba hFj/o/FMa (Eh) pGK, 3-phosphoglyce. 

mte mutase (PGA.\!) and enolase (ENO) ,,'ere obtaine<! as 
described previously 148]. 

Growth condition s and harvestin g 

M . auti,cwm C2A was ru~ured und ... ano, ic cond itions 

in high sa~ medium 149] supp~e<! ,,-ith 240 mM methanol as 
a carron «11""". Cuhures ,,'ere stane<! by adding ",,11 inoc_ 
ula ("-h,ch procttde<! lrom ",,11 ru~ures gro...-n lor 55---«0 h: 
i.e. at the end of the logarithmic gro"-th pha",,) to fre>h 
me<!ium for funher inrubation at 37 · C without shaking. 
Qro...-th ,,-as detenniroed by monitoring the ehanges in 

methane pro<luction and protein eontent (in 50 mL ru~ 
tures). For biochemical characterization (path ,,-ay Hu_.es, 
enzyme act;..' ities and metabolite contents) , ""OS ,,'ere har_ 
,'este<! from 250 mL ru~ures after 200r 60 h (e ' ponential 
and stationary pitase d' gro"-th , respec1ively) under anaero
bie conditions by ""ntrifugation at 3000 1( for 10 min and 
the ",,11 bottom was washe<! on"" with 50 "1M Tris-1I0. pH 
7.5. 20 mM MgO, and 1 "1M EGT A (T ME buffer). 

Determ ination of metabolites 

Washe<! ",,11 suspensions ( 1- 2 mL) ,,'ere Iyoed by adding 
3°;' (vlv) ice.cold perchlorie acid , strongly ,'orte_.ed for 
2 min and iocubate<! at 4 "C for 10 mino Ne_. t, the ""0 
homogenate ,,-as ""ntrifuge<! at 14 462 1( and 4 "C for 
5 min and the resulting supernatant ,,-as neutralize<! by 

a<lding KOH(fris (3 "'¡O. I M) and centrifuged again to dis
card the perchlomte .... hs. fu tmets ,,'ere kept at 4 "C for 
th";r inune<!iate utilization. Intm""lIular contents of 
pyru,'ate, pEp, 2 phosphogl~rate, 3 phospltogl~mte, 

lJ_ bisphosphogl~rate , G 3p. OHAP. FruL6BP. Fru6p, 
glucose6P, Erythr04 P, glycogen , NAO ' , NAOP ' , AMP, 
AO P and AT P ,,'ere detennine<! spectrophotometrically by 
following the reductionlCl.'l idation of NAO(H) or NAO p 
(11) at J.I() nm as described pre,'iously 150,5 1]. Awate, Pi 

,~. 
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and PP i were determine<! as described previously 122]. The 
acetylCoA content ,,'as determine<! by coupling the reaction 
with 10 IU S-<tcetyt.coenzyme A synthetase from baker's 
yeast , 10 IU HK and 10 IU G6pOH in 50 mM Hepes, 
t "w EGTA, 1'11 7.0 ,1'1 ... 10 "w MgO,. t mM NA DP ' , 
5,"", AMP, 2 "1M PP i and 10 "1M glucose. T he CoA con
tent ,,-as measured by adding 10 IU .\'-a""tyt.coenzyme A 
syntheta!le , 10 IV Eh-ppDK and 10 lU L-LDH in 50 "1M 
Hepes, 1 mM EGTA, pH 7.0, plus 10 mM MgO,. 0.25 "1M 
NAOH, 5 mM PEP and 10 mM a""tate. This reaction ,,'as 
stane<! by addi ng 5 "1M ATP. 

For isolation d' glycogen , ,,-ashed ""lis (3.--5 mg d' 
prot";n) ,,'ere Iyse<! by a<lding 10% KOI ] (vlv) , strongly 
,'orte_. ed for 5 min and inrubated at 80 oC for 60 mino 
Ne_. t, the ""0 homogenate ,,-as chille<! on i"" and 0.5% 
Na,sO. (vlv) plus 1 mL of lOO~~ ethanol ,,'ere adde<!. The 
mi. was inrubate<! at 4"C O\'ernight. Thereafter. the mio' 
,,'as ""ntrifuge<! at 14 462 1( and 4 · C for 5 mino The peDet 
,,'as ,,-ashe<! ,,'ith 1 mL of 80% ethanol. The sample ,,'as 
centrifuge<! at 14462 1( and 4 · C for 5 mino The ,,-hite pe~ 
let (glycogen) ,,-as re.suspende<! ,,' ith 0.5 mL of 0.2 M 
sodium a""tate pH 4.8 plus 5 IU arnyloglucosidase. The 
mi. ,,'as inrubated at 37 "C O\'emighl. The mio' ,,'as roe ... 
tra~=l by adding KOH(fris (3 MIO.! M). The glucose 
equi,'alents were determine<! addi ng 0.02 rnL of glycogen 
hydrolyzed in mio' reaction solution eontaining 50 "1M 
Hepes and 20 mM MgO, at pH 7 and 25 "C and 1 '"'" 
NAOP ' , 4 IU HK and 2-1 IU Q6pDH. The reaction ,,'as 

stane<! by adding 5 mM AT P and follo ,,'ed spectropltoto
metrically at 340 runo The intra""lIu1ar coocentration d' 
K ' ,,-as determine<! by digesting 8--10 mg of prot";n d' 
washe<! ""lis (1 mL) with 3 mL of H,sO'¡ IINO, at % oC 
for 4 h. The darifie<! ceO d igeste<! solution ,,-as use<! for 
K ' determination in an atomic absorprion spectropho
tometer (Varian , Relro",,, NSW. Austmlia)_ With this 
method and assuming an intra""lIu1ar ,,-a ter ,'olume d' 

0.7 ~L-mg prot";n - ' 136.52], 130 ± 10 mM (n - 4) of intm· 
cellular K ' ,,-as detenniroed. Hen"", this K ' con""ntration 
,,'as use<! for the enzyme aeti,'ity detenninations. 

Enzyme act i vities 

Washe<! ""0 suspensions ,,'ere ""ntrifuge<! and the cell bot· 
tom ,,-as re.suspende<! in Iysis buffer (0.1 M Na.phospltate 
at pll 8, 1 mM EDTA and few gmins of DNAse 1), stirred 
strongly for 5 min and inrubate<! on i"" for 30 mino T hen , 
the ",,11 homogenate ,,-as ""ntrifuge<! at 14 462 1( and 4 oC 
r", 10 ",in T IV' "'l"'"mMan' (i ~ ,IV' cy,,,,..-.t ic ""ri~h ... t 
fraction ,,'ith yields of 6----S mI( of protein) ,,-as kept on i"" 
and use<! inune<!iately for enzyme acti,'ity assays. When 
PpDK, PEpS and FruBPase acti,'ities , as ,,'ell as the 
enzyn .... in,'olve<! in the synthesi-'ldegradation of glycogen , 
,,'ere detenniroed, Na-pltOSf'hate from the Iysis buffer ,,'as 
replaced by 0.1 M Tris, pi.] 8. Enzym" acti,'ities ,,'ere deter_ 
mine<! at 37 · C by following the NAD(p) ' re<!uction or 
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NAD(P)H o.ülation at 340 run in a specrrophotom~t~r 

(Agil~nt, Santa Oara, CA USAI by modification oF pre,'¡ . 
ously d .. criOOl " ... thodologies (3:;,5053]. AlI mzy,"e aetivi_ 
ties "'~'" d~t~nninM using saturating con""ntrations oF 
substrat .. (V" •• .",J in a reaetion bufTer that containM 

50 mM H'f"S, ]30 "1M KO. I "'" EGTA and 50 mM NaO 
at pI! 7 (HK E_ Na bufTer). PEPS aeti,'ity in the ATP syn · 

tbe<is d i",etion was det~nnined by coupling the I"iru.'ate 
prod""tion to the o.idation oFO.25 "1M NADH by 4 1U L_ 
LDH: the ",aetion mio' also eontai .... d 5 "1M PEP, 2.5 mM 
AMP, 10 "1M MgO,. 0.05°;' Triton X-lOO and 0.5 mg oF 
eytosolic extrae!. T be ",aetion "·lS staMM by a<lding 2 mM 
Pi and FoDoWM spectrophotometrically at 340 nm. 

PPDK acti,'ity " 'as det~rminM in the PEP synth<Sis 
d i=tion by measuring tbe consumption oF pynl\'ate or Pi 
in a ",aetion mi. containing 5 """ ATP, 5 mM Pi, 10 mM 
MgO,. 0.05% Triton X-lOO ano.! 0.05---ú. 1 mg oFcytosolic 
extracto The ",aetion " 'as staMM by adding I "1M pynl\'ate. 
Aliquots (O. I mL) w~'" takm at difT~""'t tiOl" and mi_' M 
,,'ith I mL oF 50 mM H'f"S, pH 8, 10 mM MgO, and 
0.5 mM EGTA: the re"mant pyru,'ate " 'as determinM ,,-ith 
0.25 mM NADH and an e_.e ... oF co"un~rcial L-LDH 
(10 IU). For greater aCCllracy in deterOlining the PPDK 
activity. ""nnant Pi in the aliquots was also m~asurM but 
tbe reaction ,,-as stop¡>M by F=zing ,,-ith tiqu id nitrogen 
and adding 4 mL oF Cu-a""tate. pH 4.0, plus a"unonium 
molibdat~: Pi was th~n d~t~rmi"M as "'f'OMM previously 
(22]. T be", ,,-as no aeti,'ity in the abse""" oF Pi . In the ATP 

synth<Sis d i=tion. 5 "1M PEP, 25 mM AMP, 10 mM 
MgO,. 0.05% Tr;ton X-lOO ano.! 0.05---ú. 1 mg oFeytosolic 
extraet "'~'" USM. The reactio, ,,-as staMM by adding 
5 mM PPi . Pynwate productioo ,,-as measurM using 

0.25 mM NADH and 10 IU oF co"une",ial L-LDH. PYK : 
5 mM MgO,. 0.25 mM NADH, 10 IU L-LDH, 2.5 mM 
PEP, 0.05% (wfV) Triton X-tOO and 0.05---ú.1 mg oF 
eytosolic extrae!. T be ",aetion WlS staMM by a<lding 2 mM 

ADP. 
ENO: 5 "1M MgO,. 0.25 "1M NADH. 10 IU PYK-LDH, 

I mM ADP and 0.05---ú.1 mg of cytosolie extraet. The reac_ 

tion was staMM by adding I "1M 2PO. POAM: 5 mM 
MgO,. 0.2 "1M NADH, I mM ADP, 2.5 IU ENO From Eh, 
I IU PYKJLDH and 0.0]-ú.025 mg oF eytosolic extracto 
The r~action ,,-as staMM by adding 5 "1M 3PG. Spurious 
POAM contaminating aeti,'¡ty from the coupling EhENO 
~nzy,"e was det~rminM by seung up a paraD~1 ",aetion 
,,-ithout cytosotie e_. tract and subtraetM Fonn that deter_ 
minM For M . ua>li,vranJ ""lIutar extraets. PGK: 5 mM 
MgO,. I mM EDTA, 2 mM DTT, 0.25 "1M NADH, 1.5--
3 IU GAP DH, I mM ATP and 0.05---ú. 1 mg of eytosolic 
e_. tract. The r~action was staMed by adding 2 mM 3PG. 
Th~re " 'as no aeti,'ity ,,'ith GTP GAPDH : 5 "1M eysteine
EDTA, I "1M NA D ' or NADP ' , 10 mM AsO. and 0.05--
0.1 mg oF cytosotie ~.tract. T t.. reaction ,,-as staMM by 

adding 3 mM G3P. 11'1: 2.5 mM EDTA, 0.25 "1M NADH, 
1.5--3 IU <fGPDH and 0.01-ú.0l5 mg oF cytosolie e-'!fact. 

The ",aetion ,,-as surte<! by a<lding 3 mM G 3P. ALDO: 

0.25 "1M NADH, 15- 3 IU <fG PDH, 5--9 IU 11'1 and 0.05--
0.1 mg oF cytosotie ._. tract. The r~action was staMed by 

adding I mM Frul.t-BP. FruBPase: 5 mM MgO,. I mM 
NADP ' , 2-1 tU G6PDH, 2- 4 H PL 0.05---ú. 1 mg oF 
cytosotie ~_. traet and staMin, the ",aetion with I mM 
FruI.6BP. ADP-PFK ]: 10 "1M MgO,. I mM EDTA, 
0.25 "1M NADH, 15- 3 tU "GPDH, 5--9 tU TPl. I IU 
aldolase, I "1M Fru6P and 0.05-ú.l mg oF eytosotie e . trae!. 
The reaetion ,,-as stanM by adding 2 "1M ADP. The", ,,-as 
no aeti,'ity ,,-ith All' or PPi . HP] : 5 mM MgO,. I mM 
NAD P ' , 2-1 I U G6PDH, 0.05---ú.1 mg of eytosolie extraet 
and starting the ",acton with 2 mM Fru6P. 

PGM activity ,,-as determinM in tbe direction oF gl)'CO
gen degradation. Th. ",aetion mix in I mL oF HK E_ Na 
bufT~r was 2 mM MgO,. 0.05% Triton X-lOO, 2-1 IU 
G6PDH and 0.5---ú.8 mg oF cytosolic e_.tract. The rMuction 
oF I mM NADP ' ,,-as Follo" 'M at J.I() nm and tbe ",aetion 

was startM by add ing I "1M GkIP. UGPase was det~r_ 

minM in the G k l P synth .... d irection by FoDo ,,'ing the 
rMuetion oF I mM NADP · . 5 "1M MgO,. 0.05% Triton 
X-lOO, 5 mM PPi , 2---4 IU G6PDH, 2-1IU PG M, 0.5 mg 
oF cytosolie e_. tract Jnd staMing the ",aetion ,,·ith 5 mM 
UDP-glucose. G YS was det~nni .... d with I mM glycogen 
(glucose ~ui,'alents) "olate<! From M . llN'1;,'u,uru, I mM 
UDP-glucose, 10 m" Mgo,. 0.05% Triton X-lOO and 
0.5 mg oF cytosolie e_. tract FoDowing the o xidation oF 
0.25 "1M NADH eocplM to 5 "1M PEP, 4 IU PYK and 
4 IU L-LDH. The reaetion was started by a<lding UDP
gl""os~. GY P plus glycogen debranehing aeti,'iti .. "'~'" 

detenninM in 0.9 mL oFbufTer HKE Na pH 7 plus 20 mM 
NaH,PO., 10 mM MgO,. 0.05% T riton X-lOO and 0.5 mg 
oF cytosotie e_.traet Follo ,,-ing the ",duction oF I mM 
NADP ' COuplM to 4 IU G6PDH, 4 IU PGM and staMing 
the ",action ,,·ith 5 mM glycog~n (glucose ~qui,'al~nts). 

I mM AMP ,,-as coonpletely .. ""ntial For maximal acti,'a · 
tion of the ~nzy,"~. 

ooDHJACS acti,'¡ry ,,-as det~nninM under strict ana~ro
bic conditions ( in<ide of an anaerobie ehamber) by measur · 
ing tbe CQ-dependOlt ",duction oF methyl viologen as 
"'f'OMM pre,'iously[~3]. Brid'ly, HKE· Na bufT~r plus 5 mM 
methyl ,'iologen in an anaerobie bottle sealed ,,'ith a rubber 
sto~r ,,-as saturata! ,,-ith 00 by bubbling the gas For 
45 min (",aetion m;"tu",). Ther~af'ter, 1.8 mL oF ",aetion 
mi_. tu", was pourM into a glas< ruv~tte s~alM with a rub
ber stop!"'r p",,'iousJy purged ,,-ith OO. The ",action ,,-as 
staMM by adding 0.O&---ú.1 mg oF eytosolie e>traet (using a 
syringe) and tbe rMuction oF m~thyl ,'iologen was Follow~d 
at 603 nm. 10 mM !l«lium eyanide inhibitM tbe rMuetion 
oF methyl viologen c:>uplM to CO o xidation by 85 ± 8% 
as "'f'OMM p",,'iousl~ (8]. 

PFOR aeti,'ity ".", detenninM und~r striet anaerobie 
conditions. In the l"fTuvate synth .... direction, the activity 
,,-as detenninM by measuring the o . idation oF 0.25 mM 

NADH at 340 nm, using 5 "1M MgO,. 0.1 mM FeSO., 
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4 IU L-LDH. I m .. lItiamine pyrophosphate ,TPP). 10 """ 
aJOOrt>at~, SO m .. NaIlCO¡. 0.05·10 TrilOn X· loo and O.OS-
0 .1 "'I! of e~to<oIic e>clr>el. The ,caet;"n w ... tarte<! by 

a<ld ing 1 "w a""'lyICoA. In lhe a""'tylCoA S}nthrsi< d irec
tion, th~ ,eaction mi~ oontaint<! IIK E-Na buff.,., O.OS-
0.1 mg of cy\MQlic e~lract. O.OS% Trilon X- lOO. 5 t"'" 
Mgo, and 10 m .. p)'l'lI\'aIC. The reaction """ .tarted by 
a<ldin,O.5 "'"' CoA. '111m. a~quolS (0. 1 m L) ,,-= lal: ... al 

..,rr ...... 1 ti....,. and mixed "'lIh I mL 0. 1 .. "b-phosphalt 

tulTtr. p ll 8.0. plus I "'"' 5S..Jllhiobi,",--nitrobrruloit 
acid an<! 1M mnnanl al CoA "'al m,,,,,,,~ ., 412 nm. 
'The a<:tivily in bollt d,~ction, "''al oompLel<ly d~d<11l 
on lite p~ al I ,,1M Tl'J> .nd 0. 1 m .. FeSO •. In lite 
absm"", or pyruvale. no C0n51.111pbOn of CoA ",as d~lecled . 

TIte "'actio .... "'<;'e SI311ed by addina spec¡fic .ubstraltS 
or cytosol .~nriched fraction " 'ilh no significant dilf~",nctS 
in the-i, initial mltS. Con lrol experin\enlS to ensu", that lite 
",action mttS .. '<;'" a linear function al bollt <1tzyme oon· 
<=trarion anll ti"", "'~~ ro,~in~ly "",ri",1 "''' (dMa nn' 
oho",n). Spocific subs1rale and .he oo..,ling .nzym .. ",.", 

001 Imiting d uring Ihe pomod al.he usay. NJ acti"ilY " .... 
determined in tbe a",,",- of 1M speco: lumtrale or 00 ... 

plin, CRl.y ...... 
Wbm lhe rlTr<:1S orNa ' . NIL, ' In<! K- ,,~dctn'· 

mincd. II~ ... ·as "'~ by 0.1 .. Tris. 1'111 7. and 
ammorium-flft roupling tnZ)11le'. desalted through Serha. 
do~ G25 in.ulin ,yringt- oob.¡mnJ, "'e", u'OCd . Whm mzymes 
"'...., nol dr:salted. 3.S-7 m .. Nilo ' WlI.I p", .. nl dr-pending 
"" lite numbe, of ooupting enzynlCS in lhe aJlay. MonO\'a· 
lent cation< ""'1'(; added from IlOCk solution. at 1It~ indi· 
cated oon"",ntmtion •. 

AD <1tzymatl: activilies a~ ~ned al mUmg p'otr-in - ' 
(1 nrnol of su/)strale consumed o, p'od UCl produoed per 
minute) . Kinctic JIII 'a""' '''''1 V .... aRd K. '111"", w= ca). 
culaled by nonlinea. rttressioR aRal)'sit oftM exper;m ... tal 
poinlS fined lo !be II .... ri· Michaelil- M ... tcn equalioo u.in, 

1M "KiI'<. ''CfSion 5.0 "'''''lIre (bl!p:¡¡... .......... o.iginlab_. 
com). The .apid fq ... hbmm .ale fqU3liom fo. simpk 

miud-I)'pe inhibíli"" "11' u'OCd ,n Olt/GI ... vet'Jion 5.0. 
adjuSling Ihe uperim<11lal poonu: 

,,'h...., . i. vdocity. V ... is max;mal "dooIY./1 i.!he '11';' 
able ""nomtralion al in/tibl1o,. 01 1$ !be alpha .-alue (ü. !be 
facto. Iha! modiliel lhe K. \lIlue .. hen lhe i_ihito. ocen. 
pies 'M mzyme) ..... Is 1M d lllcd.,lon oon ... III d 1M 
Enz)' .... - I romplu., ISII$ lhe vanable oolUnr.ralion of ... 1>. 
"mle and K, is Ihe disSDrultion ConSlanl of 1M Enzyme--S 
complu. 

Semi ·quantitative RT·PCR IIna lysis 

T he 'primer d ropping' method ,,'as .!le<i in ,,'hich Ihe load· 
ing coolrol and target gene a", amplified in lite sante I'C R 
reaction bu' ,,-¡lit each at thr-i, s pecm. number of cyclcs: thi. 
number "'as ind~d ... ~y "'ned tQ .... sure lha! lhe amp~· 

lit<! prodUCIS "-"'" " 'Ibin Ihe ¡near ;nlm1l1 of amplifica· 
lion. Total RNA ".,.,. rxlractod by UIOing .he Qtack-RNA 
~hm]'.O'ep ~ " (Zymo Resean:h. lrvir.e. CA. USA) ,n IoCOOr· 
da"""" "'lIh 1M manlÍaClu .... •• inSlructions. Atler ronf.-.... 
ing lhe RNA ,nlqr;ly by tri riectrCflhomlS. 5 ~g of RNA 
"'as ( on,'ertcd 11110 cDNA " 'ilb lhe RC'\'CfIA,d FirSl.s'rand 
Synlhelu len (Thermo Sci .... tilic. Wahham, MA. USA) and 
Quanhlied . Cbanges in Imn'iCfipl k,'o:1s 'Io,<;re dolernuned by 
SCntjquanblalr.·e ",ve~,anscriplU: PCR (54). Fo, c& 

aOlphficalion allhe la.-get and Ioading oonlrol ORF' !¡cnel 
(Table SI). il "'al p",viously d~t~nt1ined lhal lhere "'as an 
absente of oo mpetition ro, substml<,< and D NA polymem.e 
(i.e. lite same band int .... sititS of !he amplmed prodUClS 
should ])e attaiRed in 1It~ single or double a mpl ificalioR 
reactions), The I'CR es:say. (25 ¡a L) oontained 1)< Ta" 
D NA polymeraltO bllfer (Fermml"'lThcrmo Fisber Scienl;' 
Iic. Wahham. MA. USA), 2 m .. MgCI:. 0.5 "'"' dcoxyr;' 
bonucleotlde phoophalrs nü (F......, ... IaS). 15 pmol (0.6 ¡a .. ) 
Uoch of 1M for",,,nl and .... wse pri .... rs srecilic: fo. cach 
gt-ne. J>!>OK. Pl'K . PFK- l. FruIlPasc. Gl's. GYP and 
PEPS. ,,'m: addod: lenglh pri .... rs,.,...., 20 bp (for Jrquenor. 
S« T able SI ~ B 1'& al cDNA ud U 5 IU T aq O NA 

pol)llltrase (Fernltnlll-') ""'''' u .. d. The PCR protorol "'al 

one c)'cle al 95 ' C fo, 2 min, follo ~-ed by 25 (I'F~ 1 and 
G l'I') or 28 (GAI' DIL I' EPS. pl'l)~ . FruJII~15e. I'YK. 
I'GM and G l'S) cycl .. at 9S "C fo' O.S min. 6O ' C fo, 
O., min and 12 ' C fo, l.S min. TIt. PCR ]'.O'oduct l<1tgthl 
" 'ere in .he ,ange of 88---149 bp (Ta ble SI). The sam p1es 
w...., supplem"'led "'Ih looding b.ff.,. and se¡>ara.ed by 
standard DNA e\clClropbo.c:si. in a 4~. (w/~J a¡aro.- JeI . In 

add,lÍon. " "liS ""nfirmed lItal onl)' one PCR J'.O'odO>Cl was 
oblallled IOr cach se! of ]'.O'i"""'!L OnJiIOmtllloC InalySlS ""al 
n med OUI In<! normaizalion " ... ptrfonned uSlnl lIra ... 
srnpl of MA 1018 O RF ~ncodinK 10, a NAD(P) , ·GAPDII 
as a load"" conlrol for lite PCR aglin .. Ihe oond,llOn lhal 
sh",,'ed hlghell band intm,ity u 100%. 

Misee ll a neOU5 procedures 

T he tX "!,'" ftu~ al the glycolytic uppe' segmenl (fronl 11 1'1 
lO TI' I) ,,'as det.,.mined in the "",11 iQmog .... alrs (2- 2.3 mg 
of prol';n) incuba ted in IIKE·Na bufT.,.. pI! 7. plus Ihe 
mC1 abolne ph)'siol<JBÍCa1 oonomtrations do1eTmined in Ihe 
prtllCtlt $IOOy (Table J): J .S m .. ATP. 2.S "'"' ADP. 4 "'"' 
AMP. 15 m .. MgCI, and 5 IU .. ·&IYt'nophoophale dob)'· 
drocenase ~Si""a, as roup.ing ctU).mt; 1M rHC\lon "'1$ 

Slll1ed by addllll' m .. Gk6P and .. ooilor, .. NADII ""i· 
dal,on. The U '!vd ftUll of lhe K~olylK: Iow.,. J<'&I"enl 
(PGA M 10 PYK) "'''5 del......,ined in Ih~ "",11 hcmogt-nalcJ 
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(2- 2.3 mg oF pro~in) inrubatM in HKE·Na buflú. pH 7. 
,,'ith 3.5 mM ATP. 2.5 mM ADP. 4 mM AMP. 15 mM 
MgC1 , and 10 IU l · lactate d~hydrogna!le (Sigma). staning 
the reaction by adding 4 mM 3PG and monitoring NADH 
Q¡¡idatiQn (49] . Th~ &IuCQntQg~nic ex ,'0>(1 Hux ,,-as \kter · 
minM in the ceD hQlllOg~nates (2- 2.3 mg QF prot~in) inru · 
ba~d in HKE· Na buffer ,,-ith 5.7 mM AT P and 3.5 AMP. 
10 mM MgC1 , . 10 mM Na-ar .. nate and 2 I U 0 6PDH 
(Sigma). starting the ",action by add ing 5 mM DI·IAP and 
monitoring NADPH productiQn. 

For pro~in d~tennination. the Biu"'t m~thod ,,-as 
u..,¡. Brid'ly. cell samples we", inruba~d with 10°;' (wjv) 

trichloroacetir acid at 4 · C For 2 h and centrifugM at 
14 462 If in a benrh c~ntriFuge. Alter reDel resuspellsion by 
vone_. ing. prot';n was \k~rminM as reponM previoosly 

122]. 
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Material suplementario del artículo  

 

 

Tablc S 1" Primcr scqucnccs uscd in Ihis work for lranscripl content dclcrmination 

genc NCB1- E I V.~" IIH' ~qllrlln~ l'e l< 
GcIk: 1D prudud 

10:11 'Ih (h )) 
MA3563 1475456 PFK I(Fw) S' GAAGTACCGGTCTCGTCCAT 3' 149 

PFK 1 (Rw) 
S' ACCACCITGGAAGGAATGAG 3' 

l\1A3344 147S237 I'BPasc (Fw) S' CGATGTCG1TCGGTATGAAG 3' 86 
1'13 Pase (R w) 

S' "ITGCAACGA TITCGAGG"ITA 3' 
MA 1018 1472908 GAPDH (Fw) S" GCTATCCACCAGGAGTCCAT 3" 115 

GA PDH (Rw) 
S' GCCCAATAGCCTrGTITGIT 3' 

l\1A0608 1472S00 PPDK (Fw) S' GTAAGATC f GGTGCCAGGGT 3' 131 
PPDK (Rw) 

S" CGGTA GCAATCA TAAGCGAA 3" 
MA3890 147S783 PYK (Fw) S' CGAGGAAGTCCTCAGGAAAC 3' 128 

PYK (Rw) S' TG TCAAGCJ"CITCTGCAACC 3' 
MAI874 1473763 GY P (Fw) S' AAATGGTITCCGGAGTrGAC 3' m 

GYP (Rw) S' ACCAGCCGTCAAGTACACTG 3' 
MA3679 147SS72 GYS (Fw) S' GCACTGACGGAGAACTCAAA 3' 149 

GYS (Rw) S" CCCATAGG1T GAACGGA TIT 3" 
MA04S1 1472343 PGM (Fw) S"GGGAATI"CGTAAA CGAGGAA 3" 88 

PGM (Rw S'C"ITACCGGCGTAACTA "J"CGG 3' 
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 1.6.2. Datos no publicados 

A continuación se muestran y discuten algunos resultados que se obtuvieron durante la 

realización de este proyecto y que no se muestran o se detallan en el artículo.  

 

a) Caracterización cinética de la piruvato fosfato dikinasa (PPDK).  

En M. acetivorans, la PPDK es una enzima que participa en la gluconeogénesis y en menor 

grado en la glucólisis ya que su actividad  se pudo determinar en las fracciones citosólicas 

enriquecidas de células cultivadas durante 20 y 60 horas (gluconeogénicas y glucolíticas, 

respectivamente) y en ambos sentidos de la reacción.  

Esta enzima participa en la interconversión de piruvato  a fosfoenolpiruvato y 

mostró una cinética hiperbólica, como se muestra en las siguientes gráficas: 

 

   

Grafica 1. Cinética hiperbólica de la PPDKde M. acetivorans cuando se varía la concentración 

de piruvato (A) o fosfoenolpiruvato (B) en presencia de concentraciones saturantes de los otros 

sustratos (ATP y Pi o AMP y PPi, respectivamente). Los insertos muestran el regráfico lineal de 

Hanes-Woolf indicando una cinética hiperbólica y la ausencia de cooperatividad (ausencia de 

comportamiento sigmoidal). 

 

A B 
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 En la siguiente tabla se resumen los parámetros cinéticos de la PPDK, donde se 

observa que esta enzima tiene una afinidad mayor por piruvato que por PEP. Además, la 

velocidad máxima (Vmax)hacia la síntesis de PEP fue de 8-10 veces mayor que en el 

sentido contrario, lo cual indica una cantidad mayor de enzima activa en las células de 20 h 

de cultivo (gluconeogénesis), dado que este parámetro está definido de la siguiente manera: 

Vmax = [Enzima activa] x (kcat), donde el valor de kcates una característica cinética que 

indica la constante catalítica propia de la enzima.  

 

Tabla 2. Parámetros cinéticos de la PPDK de M. acetivorans 

Parámetro Valor Parámetro Valor 

Vmax
f
 251 ± 46 Vmax

r
 27 ± 1 

Km
PYR 

 160 ± 20 Km
PEP 

 460 ± 80 
Km

ATP 
 110 ± 10 Km

AMP 
 130 ± 20 

Km
Pi 

 120 ± 10 Km
PPi 

 180 ± 20 
Vmax

f 
/Km 1.5 Vmax

r 
/Km 0.06 

Unidades: Vmax=  nmol/min*mg proteína; Km= μM y Vmax/Km= mL/min* mg proteína. 

Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

Por otra parte, la disponibilidad de los sustratos es una forma de modular la 

actividad de una enzima en condiciones fisiológicas, por lo tanto, el valor de Km y la 

concentración intracelular de estos metabolitos son indicativos de la velocidad fisiológica 

neta de una enzima y sugieren la direccionalidad de la reacción que cataliza. Es importante 

recalcar que la reversibilidad de una reacción depende del valor de ΔG o la energía libre de 

Gibbs en condiciones fisiológicas y en una reacción catalizada por una enzima, la velocidad 

neta de la reacción depende de los valores de Km de los sustratos y de los productos, así 

como del valor de Vmax de la reacción en ambos sentidos (Cohn & Yandrasitz, 1980). El 
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valor de ΔG = +8.1 kJ/mol de la reacción de síntesis de PEP a partir de piruvato fue 

calculado utilizando el valor de las concentraciones fisiológicas de los productos y 

sustratos. Este valor indica que esta reacción es reversible fisiológicamente y que depende 

principalmente de la concentración intracelular de Pi.   

La concentración intracelular de los sustratos de la PPDK (hacia la síntesis de PEP) 

que fue determinada en células de 20 horas de cultivo: PYR,  ATP y Pi (0.5 ± 0.1, 5.3 ± 0.2 

y 188 ± 91 mM, respectivamente), indicó que el PYR se encuentra sub-saturante (3 valores 

de Km), mientras que el ATP y el Pi se encuentran en concentraciones saturantes de la 

enzima (>10 valores de Km); por lo tanto la disponibilidad de los sustratos no limita la 

actividad de la PPDK. En las concentraciones analizadas (<5 mM), el Pi no inhibió la 

actividad de la PPDK, sin embargo, la concentración intracelular de este metabolito es muy 

alta y podría tener un efecto sobre la actividad (inhibición por sustrato).     

La eficiencia catalítica (Vmax/Km) es un parámetro cinético propio de una enzima e 

indica la preferencia de catálisis de un sustrato por una enzima. El valor de la eficiencia 

catalítica de la PPDK indicó que la reacción hacia la síntesis de PEP está más favorecida 

que en sentido contrario, ya que su valor es aproximadamente 25 veces mayor que el 

sentido de síntesis de piruvato.Estos resultados sugirieron que en la célula, la PPDK lleva a 

cabo preferencialmente la reacción de síntesis de PEP en condiciones gluconeogénicas.  

 

b) Caracterización cinética y la modulación de la fructosa 1,6-bisfosfatasa (FruBPasa) 

por AMP y citrato.  

La FruBPasa es una enzima que participa exclusivamente en la gluconeogénesis, ya que su 

actividad está presente sólo en fracciones citosólicas enriquecidas de células de 20 horas de 
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cultivo. La FruBPasa de M. acetivorans mostró  una cinética hiperbólica, como se muestra 

en la siguiente gráfica: 
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Grafica 2. Cinética hiperbólica de la FruBPasade M. acetivorans cuando se varía la 

concentración de su sustrato (Fructosa 1,6-bisfosfato). Los insertos muestran el regráfico lineal 

de Hanes-Woolf indicando una cinética hiperbólica y la ausencia de cooperatividad (ausencia 

de comportamiento sigmoidal). 

 

De acuerdo con el valor de Km (0.11 ± 0.01 mM) y la concentración intracelular de 

Fru1,6BP en células de 20 horas de cultivo (1.8 ± 0.2 mM), en la célula y en ausencia de 

inhibidores, la FruBPasa se encuentra trabajando en condiciones de Vmax; sin embargo, la 

velocidad de esta enzima es modulada fuertemente por concentraciones fisiológicas de 

AMP, como se muestra en la gráfica 3.   

 



 

56 
 

0 1 2 3 4

0

2

4

6

8

10

12

14

 

 

v
0
=

 n
m

o
l/
m

in
*m

g
 p

ro
t

AMP (mM)

 

Grafica 3. Modulación de la velocidad de la FruBPasa de M. acetivorans por AMP. 

Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

El valor de IC50 del AMP (0.06 ± 0.01 mM. Media ± D.E.; n=3) determinado en las 

fracciones citosólicas enriquecidas sugiere que en la célula la velocidad de esta enzima se 

encuentra inhibida entre un 96-98% en concentraciones fisiológicas de AMP (3-4 mM). Por 

lo tanto, la velocidad restante podría definir la magnitud del flujo gluconeogénico. Este tipo 

de modulación ha sido reportada para la FruBPasa (Tipo IV) recombinante de Pyrococcus 

furiosus donde su actividad fue inhibida en concentraciones no fisiológicas de AMP pero si 

de ADP y ATP (IC50=30, 3 y 4 mM, respectivamente) (Verhees et al., 2002); sin embargo, 

no se ha evaluado el efecto de la inhibición de esta enzima sobre el flujo metabólico.  

 Hasta el momento no se ha reportado la existencia de activadores de las FruBPasas 

de arqueas (Verhees et al., 2002; Bräsen et al., 2014), no obstante, en M. acetivorans, el 

citrato tuvo la capacidad de aumentar la velocidad de esta enzima en concentraciones 

saturantes y fisiológicas del sustrato (1.5 mM de Fru1,6BP= 12 valores de Km), con un 

valor de K0.5=0.3 mM, como se muestra en la gráfica 4. 
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Grafica 4. Efecto del citrato sobre la velocidad de la FruBPasa en extractos de M. acetivorans. 

Los ensayos se realizaron en presencia de 1.5 mM de F1,6BP (>10 valores de Km y cercana a la 

concentración intracelular). Los valores fueron normalizados considerando que el 100% de 

velocidad fue igual a 12 ± 1 nmol/min x mg proteína. Los valores representan la Media ± 

Desviación estándar de tres experimentos independientes. * P< 0.05 vs 0 mM Citrato. Prueba t-

Student para muestras independientes.  

 

Aunque la concentración intracelular de citrato varía entre 2 y 0.5 mM (Lira-Silva et 

al., 2013; Santiago-Martínez et al., 2017,manuscrito en preparación) dependiendo del 

estado metabólico de la célula (gluconeogénico o glucolítico), el citrato podría favorecer la 

actividad de la FruBPasa y tener un efecto sobre el flujo gluconeogénico cuando hay una 

fuente de carbono externa disponible. La velocidad de la FruBPasa en presencia de 3.5 mM 

de AMP y de 1.5 mM de Fru1,6BP fue de 0.5 nmol/min x mg proteína, la cual representa el 

4% de la velocidad medida en ausencia del inhibidor. En comparación, la velocidad de esta 

enzima aumenta un 80% en presencia de 0.5 mM de citrato, 3.5 mM de AMP y 1.5 mM de 

Fru1,6BP (v0= 0.9 ± 0.2 nmol/min x mg proteína; Media ± D.E.; n=3). La concentración 
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determinada en las células sugiere que el citrato no solo aumenta la velocidad de la 

FruBPasa, sino también disminuye el efecto inhibitorio del AMP.  

 A continuación se muestra un trazo representativo donde se determinó el efecto del 

citrato y el AMP sobre la velocidad de la FruBPasa en las fracciones citosólicas 

enriquecidas de M. acetivorans (Gráfica 5).  

 

Grafica 5. Trazo representativo delefecto del citrato y el AMP sobre la velocidad de la 

FruBPasa en extractos de M. acetivorans. A) Actividad en ausencia de moduladores = 12 

nmol/min* mg proteína. B) Actividad en presencia de 0.5 mM de citrato= 18 nmol/min* mg 

proteína. C) Actividad en presencia de 3.5 mM de AMP = 0.5 nmol/min* mg proteína. D) 

Actividad en presencia de 0.5 mM de citrato + 3.5 mM de AMP = 0.9 nmol/min* mg proteína. 

Los ensayos se realizaron en presencia de 1.5 mM de Fru1,6BP y usando 0.15 mg de proteína 

citosólica para A y B y 0.55 mg de proteína citosólica para C y D.  

 

Estos resultados sugieren que en concentraciones fisiológicas el AMP y el citrato 

modulan la velocidad de la FruBPasa y este paso enzimático podría ser un punto importante 

de control del flujo gluconeogénico.  
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c) Modulación de la hexosa fosfato isomera (HPI) por eritrosa 4-fosfato 

La HPI es una enzima que participa tanto en la gluconeogénesis como en la glucólisis de M. 

acetivorans, ya que cataliza una reacción reversible y su actividad se pudo determinar en 

ambas condiciones experimentales (fracciones citosólicas enriquecidas de células 

cultivadas durante 20 y 60 horas). Esta enzima participa en la interconversión de glucosa 6-

fosfato a fructosa 6-fosfato y se ha reportado que en células de mamífero esta enzima puede 

ser modulada por concentraciones bajas de eritrosa 4-fosfato (Ki= 0.8–2.5 μM) y 6-

fosfogluconato (Ki= 6.8–18 μM) (Marín-Hernández et al., 2011).  

 La velocidad de la HPI de M. acetivorans fue inhibida por la eritrosa 4-fosfato, un 

metabolito de la vía de las pentosas, como se muestra a continuación:  
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Gráfica 6. Modulación de la HPI de M. acetivorans por eritrosa 4-fosfato (Ery4P). 

Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

El valor de IC50 de la eritrosa 4-fosfato (0.15 ± 0.04 mM; Media ± D.E.; n=3) 

determinado en las fracciones citosólicas enriquecidas sugiere que en la célula la velocidad 

de esta enzima se encuentra inhibida entre un 50-60% en concentraciones fisiológicas de su 

sustrato (1.2 mM de Fru6P) y de eritrosa 4-fosfato (0.17-0.3 mM).  
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A continuación se muestra un trazo representativo de la determinación del efecto de 

la eritrosa 4-fosfato sobre la velocidad de la HPI en extractos de M. acetivorans, en el cual 

el efecto inhibitorio de este metabolito no es muy evidente debido a que fue necesario 

utilizar una cantidad mayor de proteína citosólica en el ensayo enzimático para poder 

detectar una actividad confiable en presencia del inhibidor; sin embargo, cuando esta v0 es 

normalizada por mg de proteína, el efecto inhibitorio es más evidente (Gráfica 6).  
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Grafica 7. Trazo representativo delefecto de la eritrosa 4-fosfato (Ery4P) sobre la velocidad de 

la HPI en extractos de M. acetivorans. A) Actividad en ausencia del modulador = 11 nmol/min* 

mg proteína. B) Actividad en presencia de 0.2 mM de Ery4P= 5 nmol/min* mg proteína. Los 

ensayos se realizaron en presencia de 1.2 mM de Fru6P (concentración fisiológica) y usando 

0.18 mg de proteína citosólica para A y 0.5 mg de proteína citosólica para B. 

 

La eritrosa 4-fosfato es un intermediario de la vía de las Pentosas Fosfato y del 

Ciclo de Calvin, donde es sintetizada por una transaldolasa y metabolizada por una 

transcetolasa (Nelson & Cox, 2017). En M. acetivorans no se ha descrito una vía de síntesis 

de Ery4P (Galagan et al., 2002), aunque no se descarta la posibilidad de la existencia de 

enzimas que puedan sintetizar y degradar esta tetrosa y su interconexión con otras vías, 

tales como la glucólisis y gluconeogénesis. En E. coli existe la enzima 3-Desoxi-D-

arabinoheptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa (EC 2.5.1.54), la cual participa en la vía de 
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biosíntesis de fenilalanina, tirosina y triptófano, conocida también como la vía de 

shikimato. Esta transferasa cataliza la síntesis de 3-deoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato 7-

fosfato + fosfato a partir de PEP y D-eritrosa 4-fosfato (Schoner &Herrmann, 1976). No 

obstante, ni la enzima ni la vía de biosíntesis de aminoácidos aromáticos han sido descritas 

en metanogénicos.   

Hasta el momento no se ha reportado la existencia de moduladores de la velocidad 

de la hexosa fosfato isomerasa (HPI) en organismos metanogénicos (Bräsen et al., 2014); 

sin embargo, la inhibición de la HPI por concentraciones fisiológicas de eritrosa 4-fosfato 

sugiere que esta enzima, podría ser un punto importante en el control del flujo tanto de la 

vía gluconeogénica como glucolítica.  

 

d) Modulación de la piruvato kinasa (PYK) por ATP y otros metabolitos.  

La PYK es una enzima que participa exclusivamente en la glucólisis, ya que su velocidad 

(enzima activa) sólo se pudo determinar en fracciones citosólicas enriquecidas de células de 

60 horas de cultivo. La PYK de M. acetivorans tiene una cinética hiperbólica cuando se 

varía la concentración de piruvato en presencia de concentraciones saturantes de ADP. Las 

gráficas con ajustes hiperbólicos y sus respectivos regráficos lineales fueron mostradas en 

el artículo, pero el efecto de algunos posibles modulares no fue detallado y se muestran a 

continuación (gráfica 7 y 8).  
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Gráfica 8. Modulación de la PYK de M. acetivorans por ATP. 
Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

El valor de IC50 del ATP (2.4 ± 0.1 mM; Media ± D.E.; n=3) determinado en las 

fracciones citosólicas enriquecidas de células de 60 horas de cultivo sugiere que en la célula 

la velocidad de esta enzima se encuentra inhibida entre 40-50% en concentraciones 

fisiológicas de ATP (3.5 ± 0.9 mM). 

La Fru1,6BP (0.5- 5 mM) y Glc6P (0.5- 2 mM) no tuvieron efecto sobre la 

velocidad de la PYK.  El AMP en concentraciones fisiológicas (4 mM) aumentó solo 16% 

la velocidad de la PYK de células de 60 horas de cultivo. La alanina inhibió la velocidad de 

la enzima en concentraciones superiores a 2 mM; sin embargo, no se ha determinado el 

contenido intracelular de este aminoácido por lo que su función en la modulación de la 

velocidad de esta enzima aún no es clara.  
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Gráfica 9. Modulación de la PYK de M. acetivorans por diferentes metabolitos. 

Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

En células de 60 horas de cultivo hay una cantidad mayor de PYK activa en relación 

a la PPDK. Si se comparan los parámetros cinéticos de estas dos enzimas que podrían estar 

involucradas en la síntesis de piruvato a partir de PEP (Tabla 3), se observa que la PYK no 

solo es más afín al PEP, sino que además tiene una eficiencia catalítica siete veces mayor 

que la PPDK.  
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Tabla 3. Parámetros cinéticos de la PYK y PPDK de M. acetivorans 

PYK PPDK 

Parámetro Valor Parámetro Valor 

Vmax
f
 11 ± 0.4 Vmax

r
 3.3 ± 0.2 

Km
PEP 

 220 ± 10 Km
PEP 

 460 ± 80 
Vmax

f 
/Km 0.05 Vmax

r 
/Km 0.007 

 
Unidades: Vmax=  nmol/min*mg proteína; Km= μM y Vmax/Km= mL/min* mg proteína. 

Los valores representan la Media ± Desviación estándar de tres experimentos independientes. 

 

 

 La modulación de la velocidad de la PYK tiene una gran relevancia fisiológica, ya 

que su velocidad se detectó en fracciones citosólicas enriquecidas de células glucolíticas y 

tiene una contribución importante en la síntesis de ATP a partir de la degradación de 

glucógeno. En comparación, la PPDK tiene una función predominante en las células 

gluconeogénicas para la síntesis de PEP, aunque no se descarta su participación en la 

catálisis de la reacción en el sentido reverso. 

 

e) Papel de la PEP sintetasa y la GAPN en M. acetivorans 

En algunos microorganismos, el PEP se sintetiza a partir del piruvato en una reacción 

dependiente de ATP y catalizada por la enzima PEP sintetasa (PEPS; EC 2.7.9.2).  Esta 

enzima es esencial para el crecimiento y la duplicación de E. coli y Salmonella 

typhimurium en fuentes de carbono gluconeogénicas, tales como piruvato, lactato y alanina 

(Cooper & Kornberg, 1967; Smyer & Jeter, 1989). En el arqueon hipertermófilo 

Thermoproteus tenax, la PEPS cataliza la conversión unidireccional de piruvato a PEP, 
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mientras la PPDK tiene una velocidad bidireccional con una preferencia para la reacción de 

síntesis de Piruvato  a partir de PEP, PPi y AMP (Tjaden et al., 2006).  

En el genoma de M. acetivorans se encuentra anotado un gen que podría  codificar 

para una PEPS (Galagan et al., 2012). En la gráfica 9, se muestran los niveles de transcrito 

que fueron determinados para los genes hipotéticos que codifican para las enzimas que 

podrían participar en la interconversión de PYR a PEP. Se determinaron cambios 

estadísticamente significativos en los niveles de ppdk y pyk en las dos condiciones 

experimentales, sugiriendo la expresión diferencial de estos genes dependiendo del estado 

nutricional y metabólico de las células.  
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Gráfica 10. Nivel de mRNA de genes involucrados en la posible interconversión de PEP a 

PYR. El cDNA utilizado fue sintetizado a partir del RNA total aislado de las células cultivadas 

durante 20 h (gris claro) o 60 h (gris oscuro). El análisis densitométrico fue hecho con una 

doble normalización. Primero, cada gen fue normalizado con su control de carga (GAPDH) y 

posteriormente, para cada par de condiciones experimentales, el 100% de nivel de mRNA es la 

muestra con la señal de intensidad mayor. Los valores representan la Media ± Desviación 

estándar de tres experimentos independientes. a P<0.01 versus la condición fijada como 100%. 

(Prueba t de Student para muestras independientes). 
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 El contenido de transcrito de peps fue muy similar (gráfica 9) en ambas condiciones 

experimentales (células gluconeogénicas y glucolíticas), sugiriendo una expresión 

constante de este gen; sin embargo, la velocidad de la PEPS en las fracciones citosólicas 

enriquecidas de células cultivadas durante 20 y 60 horas fue muy baja (1.6±0.2 y 0.6±0.2 

nmol/min*mg proteína, respectivamente). En comparación con la actividad de la PPDK, 

esta velocidad representa solo el 6-10%. Dichos valores sugieren que ambas enzimas 

pueden ser las responsables de la síntesis de PEP, pero la PPDK es la enzima que participa 

preferencialmente en su síntesis en las células de 20 horas de cultivo.  

Por otra parte, la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante o GAPN 

(EC 1.2.1.9) cataliza la reacción irreversible de gliceraldehído 3-fosfato a 3-fosfoglicerato 

por la reducción de NADP+ a NADPH, la cual no conlleva la síntesis del 1,3-

bisfosfoglicerato ni de ATP por fosforilación a nivel de sustrato. Esta enzima es importante 

en la regulación de la vía EMP y ED de degradación del carbono en organismos hiper-

termófilos, tales como: Thermoproteus tenax,  Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus 

tokodaii; sin embargo, la presencia de esta enzima y su función no ha sido demostrada en 

metanogénicos (Bräsen et al., 2014). En el genoma secuenciado de M. acetivorans no se ha 

reportado la presencia del gen que podría codificar para esta proteína y su actividad no fue 

detectada en ninguna condición experimental, por lo que se descarta su participación en la 

glucólisis en este organismo (Galagan et al., 2002; Santiago-Martínez et al., 2016).  
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1.7. DISCUSIÓN GENERAL 

La atmósfera terrestre comenzó a formarse hace unos 4,600 millones de años con el 

nacimiento de nuestro planeta y su evolución ha tenido repercusiones sobre las diversas 

formas de vida y sus adaptaciones a cambios ambientales drásticos. Una de las hipótesis 

más aceptadas indica que la atmósfera de la Tierra primitiva estaba formada por vapor de 

agua, dióxido de carbono (CO2) y nitrógeno, así como cantidades pequeñas de hidrógeno 

(H2) y monóxido de carbono (CO) pero con ausencia de oxígeno libre. Esta atmósfera 

ligeramente reductora pudo haber favorecido el origen y la sobrevivencia de organismos 

anaerobios con la capacidad de obtener energía a partir de moléculas muy simples, tales 

como los primeros organismos metanogénicos.  

En 1990, Wächtershäuser propuso la existencia de una forma primitiva del 

metabolismo autotrófico. En su trabajo, Wächtershäuser definió al metabolismo como un 

ciclo de reacciones químicas que produce energía en una forma que puede ser aprovechada 

por otros procesos con la finalidad de originar compuestos cada vez más complejos. La  

idea clave de la teoría de Wächtershäuser es que la química primitiva de la vida no ocurrió 

en los océanos, sino en la superficie de minerales (por ejemplo, la pirita) presentes en las 

fuentes hidrotermales, en un ambiente anaeróbico y de temperaturas y presión muy altas.     

Wächtershäuser propuso que el acetato pudo haber sido un precursor de moléculas 

más complejas. Según esta hipótesis, la producción de acetato se llevó a cabo mediante la 

catálisis por iones metálicos. Posteriormente, hubo una reacción de carboxilación para la 

formación de moléculas de tres carbonos, tales como el piruvato, y posteriormente se 

formaron moléculas de un tamaño mayor y complejidad, como las proteínas y los 
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carbohidratos. Además, Wächtershäuser propone una teoría metabólica donde la pirita se 

convierte en un primer catalizador de reacciones químicas del metabolismo primitivo.   

La diferencia principal con la Teoría de Oparin-Haldane es que ésta última propone 

una naturaleza heterotrófica de los primeros organismos. La Teoría heterotrófica esta 

basada en la capacidad de los organismos actuales para fermentar compuestos y obtener 

energía (ATP) a través de la fosforilación a nivel de sustraro (Lazcano &  Miller, 1999).   

Oparin se  imaginó que las altas temperaturas del planeta, la participación de los 

rayos ultravioleta, las descargas eléctricas en la atmósfera y la presencia de hidrógeno, 

metano y amoniaco podrían haber provocado reacciones químicas entre los elementos 

carbono, hidrógeno y nitrógeno, los cuales, además del oxígeno presente en baja 

concentración en la atmósfera primitiva y más abundantemente en el agua, fueron los 

materiales de base para la evolución de la vida, siendo esas reacciones las que darían el 

origen a los aminoácidos y otras moléculas orgánicas.  

En general, ambas hipótesis están basadas en la existencia actual de algunos 

organismos con la capacidad de obtener energía tanto de manera autotrófica como 

heterotrófica, tales como los organimos metanogénicos, los cuales pueden utilizar 

diferentes compuestos carbonados para la obtención de energía a  través de la 

metanogénesis. 

El objetivo inicial de este proyecto fue la caracterización de la gluconeogénesis en 

el arqueon marino Methanosarcina acetivorans. En estos organismos esta vía ha sido poco 

estudiada a pesar de lo relevante que resulta  para la síntesis de biomoléculas y de 

polisacáridos de reserva en microorganismos que crecen en fuentes de carbono diferentes a 

las hexosas. Durante el desarrollo del proyecto y con base en los resultados experimentales 

que se obtuvieron, se propuso incluir el estudio de la vía glucolítica y del metabolismo del 
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glucógeno, ya que estas vías participan de manera importante en el metabolismo central de 

nuestro modelo de estudio.  

La síntesis y la degradación de glucógeno sugirieron la existencia de un flujo 

unidireccional de la gluconeogénesis y la glucólisis estrechamente relacionada con el 

metabolismo del glucógeno. A su vez, el contenido intracelular de glucógeno está regulado 

por la disponibilidad de la fuente de carbono externa. Estos resultados sugirieron la 

presencia de una regulación concertada entre ambas vías que favorece el flujo 

unidireccional (ver sección de resultados del artículo publicado).  

La determinación de los parámetros cinéticos (Vmax,  Km, Vmax/Km) de las 

enzimas que mostraron un cambio en su actividad (v0, velocidad inicial) en fracciones 

citosólicas enriquecidas de células de 20 horas (PPDK, FruBPasa y  GYS) y 60 horas de 

cultivo (GYP y PGM, ADP-PFK1 y PYK) así como los valores de Ki o IC50 de 

intermediarios metabólicos nos permitieron conocer la regulación metabólica de las 

enzimas involucradas en ambas vías.  

La inhibición de la velocidad de la HPI por concentraciones fisiológicas de Eritrosa 

4-fosfato y de la FruBPasa por AMP permitieron proponer a estos pasos como los puntos 

importantes de regulación de la vía gluconeogénica. La inhibición de la velocidad de la 

FruBPasa por AMP podría ser importante en condiciones donde hay presencia de enzima 

activa de ADP-PFK1 y FruBPasa al mismo tiempo, como probablemente sucede en la fase 

estacionaria temprana, donde comienza a disminuir el flujo gluconeogénico, debido a que la 

fuente de carbono externa comienza a ser limitante. La inhibición de la velocidad de la 

ADP-PFK1 y PYK por concentraciones fisiológicas de ATP y AMP, permitieron sugerir 

que la HPI, PYK y principalmente la ADP-PFK1 serían puntos importantes de regulación 

de la vía glucolítica. Además, la ADP-PFK1, PYK y FruBPasa de M. acetivorans no 
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presentan una regulación alostérica clásica ni una cinética sigmoidal (ausencia de 

cooperatividad) como sucede con sus contrapartes en las células eucariontes (Schafer & 

Schönheit, 1993). Por otro lado, los niveles de transcritos coincidieron con la presencia o 

ausencia de la enzima activa y de los flujos metabólicos en las células de 20 ó 60 horas de 

cultivo, exceptuando  la ADP-PFK1 donde el mRNA disminuyó solo un 13% en células de 

20 versus 60 horas de cultivo. Este resultado sugirió que la vida media del transcrito para la 

ADP-PFK1 es mayor y/o que la regulación principal de este paso es a nivel post-

traduccional (enzima inactiva o degrada) ó a nivel metabólico (inhibición de la velocidad 

por ATP y AMP).  

La determinación de la actividad de la Monóxido de carbono deshidrogenasa/Acetil-

CoA sintasa sugirió que esta enzima sintetiza el acetil-CoA a partir del metil-H4SPT, CO2 y 

Fdred. La función similar de esta enzima también se ha reportado para M. thermophila 

(Abbanat & Ferry, 1990). En M. acetivorans, el acetil-CoA producido por la CODH/AcS  

es utilizado por la piruvato ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) + CO2 para generar 

piruvato y dar inicio a la gluconeogénesis.La concentración intracelular de los sustratos y 

productos de esta enzima, principalmente la Fdred (E0´= -420/- 500 mV) y el CO2, dan el 

sentido a la reacción hacia la síntesis de piruvato cuando hay disponibilidad de una fuente 

de carbono externa, como se ha reportado en otros microorganismos (Furdui & Ragsdale, 

2000).  

Durante la fase exponencial de crecimiento (20 horas) hubo síntesis de ATP vía 

metanogénesis a partir de la fuente de carbono externa; sin embargo, a partir de las 60 horas 

de cultivo, el glucógeno se utilizó para la síntesis de ATP por fosforilación a nivel de 

sustrato mediante la glucólisis (PGK y PYK) y la síntesis de acetato (vía Pta-AcK). Una 

gran parte (>98%) del carbono proveniente del glucógeno, permitió la síntesis de ATP vía 
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metanogénesis permitiendo mantener la homeostasis celular. Estos resultados permitieron 

proponer que en la fase estacionaria de crecimiento y cuando no hay una fuente de carbono 

externa disponible, la principal vía de síntesis de ATP sigue siendo la metanogénesis 

(66%), seguida de la glucólisis (33.9%), mientras que la fosforilación a nivel de sustrato 

por la vía Pta-AcK solo aporta una cantidad muy pequeña de ATP (0.04%). Satish-Kumar 

et al., (2011) reportaron que el ATP generado por fosforilación a nivel de sustrato 

(Pta/AcK) no es suficiente para permitir el crecimiento de M. acetivorans.  

Debido a que los organismos metanogénicos consumen aproximadamente el 90% de 

la fuente de carbono para la síntesis de ATP vía metanogénesis y el resto lo utilizan para la 

generación de biomasa, la capacidad para almacenar energía (glucógeno) podría dar una 

ventaja a estos organismos para sobrevivir en condiciones ambientales adversas, tales como 

la ausencia de una fuente de carbono externa. Además, la regulación jerárquica (niveles 

diferentes) y concertada de las vías metabólicas permite una mejor asimilación del carbono 

a fin de mantener la homeostasis celular. Esta regulación permitiría que la célula pueda 

tener una respuesta (rápida o transitoria) para tolerar y resistir la presencia de algunos tipos 

de estrés, tales como la exposición a metales pesados u oxígeno, donde se requiere de la 

síntesis de novo de macromoléculas y de biopelícula (Lira-Silva et al., 2013, Jasso-Chavéz 

et al., 2015).  

El conocimiento de la regulación de la gluconeogénesis/glucólisis en M. acetivorans 

permite proponer los puntos que en un futuro pueden ser modificados o reemplazados para 

aumentar la biomasa celular y aumentar la velocidad de síntesis de metano, ya que este gas 

puede ser utilizado como un biocombustible renovable.  

Por último, este proyecto ha permitido comprender que una forma elemental de 

producir grandes cantidad de gas metano es manteniendo disponible la fuente de carbono 
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externa (metanol o compuestos metilados). Debido a que las vías metabólicas en M. 

acetivorans (y quizá en otros metanogénicos) están reguladas a nivel metabólico y 

transcripcional, probablemente algunas estrategias de Ingeniería de Vías Metabólicas no 

serían exitosas, sobre todo en aquellas donde la asimilación de los esqueletos de carbono o 

el estado energético se vean comprometidos y pongan en riesgo la homeostasis celular, por 

ejemplo, si esa modificación requiere de la síntesis de novo de proteínas o un gasto 

energético elevado (gasto de ATP o enlaces de alta energía).  
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1.8. CONCLUSIONES 

En M. acetivorans, existe una regulación jerárquica y concertada de las vías 

metabólicas que permite una mejor asimilación del carbono a fin de mantener la 

homeostasis celular. Esta regulación permitiría que la célula pueda tener una respuesta 

(rápida o transitoria) para tolerar y resistir la presencia de algunos tipos de estrés.  

En vista de la ausencia aparente de enzimas cooperativas, las modificaciones post-

traduccionales podría proveer una regulación a mediano plazo de los flujos metabólicos de 

M. acetivorans, con la finalidad de mantener la homeostasis celular. Además, la regulación 

metabólica podría proveer la modulación rápida de los flujos glucolítico y gluconeogénico 

cuando las células se encuentran en estrés nutricional. 
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PARTE 2: Regulación de la actividad de ADP-PFK1 y FruBPasa II en el flujo 

gluconeogénico y glucolítico de Methanosarcina acetivorans. 

 

2. 1. INTRODUCCIÓN 

 2.1.1. Características generales y función de la PFK1 y FruBPasa en el 

metabolismo de carbohidratos en microorganismos 

En la vía glucolítica clásica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la producción neta de 

energía es de 2 moles de ATP por 1 mol de glucosa oxidada a piruvato. En cambio, en la 

vía Entner-Doudoroff (ED) el rendimiento es menor, ya que solo se genera 1 mol de ATP 

por cada mol de glucosa oxidada a piruvato (Siebers and Schönheit, 2005). En algunas 

arqueas se ha descrito la presencia de varios pasos modificados de las vías EMP y ED, los 

cuales son catalizados por enzimas inusuales que carecen de una estructura y regulación 

clásica, como sus contrapartes descritas en organismos de Bacteria y Eukarya.  

La asimilación eficiente de carbono por medio de la glucólisis y la gluconeogénesis 

no solo es necesaria para la duplicación celular sino también para resistir ante diferentes 

tipos de estrés, como la privación de nutrientes (Zevenhuizen, 1992; Borges et al., 2006; 

Santiago-Martínez et al., 2016), temperaturas altas o bajas,  intervalos variados de pH 

(Gochevaet et al., 2006; Koerdt et al., 2010), osmolaridad alta o baja (Srivastava and 

Kowshik, 2013), la presencia de metales pesados (Koerdt et al., 2010; Lira-Silva, et al., 

2013) y el estrés oxidante o la presencia de O2 (Jasso-Chávez et al., 2015). 

Por análisis filogenéticos de la distribución de las enzimas de la vía Embden-

Meyerhof-Parnas dentro de algunas especies de los Dominios Archaea y Bacteria se ha 

propuesto a la gluconeogénesis como una vía ancestral del metabolismo de carbohidratos 

(Ronimus & Morgan, 2003).  
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Hasta el momento, los estudios sobre el metabolismo de carbohidratos en el 

Dominio Archaea se han enfocado principalmente en la caracterización de la estructura de 

las vías de degradación de hexosas y pentosas debido a que muchos organismos  halófilos e 

hipertermófilos pueden crecer en carbohidratos como maltosa, almidón, celulosa y quitina. 

En cambio, los metanogénicos y algunos hipertermófilos que no utilizan carbohidratos, 

pueden utilizar sustratos para su crecimiento, tales como: aminoácidos (peptona), piruvato, 

lactato, formato, sulfuro, H2, H2/CO2, acetato, metanol y algunos otros compuestos 

metilados (Kletzin, 2007; Bräsen et al., 2014).  

Los resultados del análisis trancripcional, cinético y fisiológico del metabolismo 

central de carbohidratos indican que en M. acetivorans el estado nutricional regula algunos 

pasos claves de las vías gluconeogénica y glucolítica así como del metabolismo del 

glucógeno, tanto a nivel transcripcional como metabólico. Sin embargo, en este trabajo no 

se evaluó la cantidad total de proteína ni la existencia de una regulación mediada por 

modificaciones post-traduccionales. En miembros del Dominio Archaea se ha identificado 

cerca de una docena de proteínas que son sujetas a procesos de fosforilación y 

desfosforilación (Eichler & Adams, 2005). Dos de estas proteínas, la fosfohexo mutasa y la 

D-gluconato deshidratasa están involucradas en el metabolismo de carbohidratos de la 

arquea hipertermófila Sulfolobussulfataricus (Ray et al., 2005; Kin & Lee, 2005), lo que 

sugiere que en M. acetivorans también podrían existir modificaciones post-traduccionales 

que regulen la actividad de algunas enzimas del metabolismo de carbohidratos.  

En experimentos in silico, utilizando algunos programas que predicen los 

mecanismos de regulación post-traduccional a partir de la secuencia de aminoácidos 

(KinasePhos, http://KinasePhos.mbc.nctu.edu.tw/), se determinó que tanto la ADP-PFK1 

como la FruBPasa II podrían estar reguladas por procesos de fosforilación y 
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desfosforilación (Huang et al., 2005). Debido a la gran relevancia que podría tener el 

estudio de la regulación de las vías metabólicas en metanogénicos, en la segunda parte del 

proyecto se realizó la clonación heteróloga y la sobre-expresión de los genes  pfk1 

(MA3563) yfbpase II (MA1152) de M. acetivorans con el objetivo de evaluar los 

mecanismos de regulación post-traduccional y metabólica de la FruBPasa II y ADP-PFK1 y 

su papel en la regulación de las vías de síntesis y degradación de carbohidratos.  

Algunos organismos del Dominio Archaea (organismos Euryarchaeota anaeróbicos 

y los metanogénicos que sintetizan y acumulan glucógeno) utilizan  una PFK1 dependiente 

de ATP, ADP o PPi  (Verhees et al., 2001; Santiago-Martínez et al., 2016) en la vía 

glucolítica (Figura 1).  

 

 

Figura 5. Enzimas involucradas en la interconversión de Fru6P a Fru1,6BP. En el esquema 

se indican las reacciones catabólicas (líneas),  las reacciones anabólicas (líneas punteadas) y el 

número EC (Enzyme Commission number) para cada proteína. En fuentes de carbono 

glucolíticas,  (A) algunas especies de Eukarya y Bacteria utilizan una ATP-PFK1 (EC 2.7.1.11) 

clásica e irreversible; en cambio, (B) los organismos Euryarchaeota anaeróbicos y los 

metanogénicos que sintetizan y acumulan glucógeno utilizan una ADP-PFK1 (EC 2.7.1.146). 

Estos organismos pueden usar una FruBPasa I-IV (EC 3.1.3.11) irreversible para la 

desfosforilación de la Fru1,6BP en condiciones de crecimiento gluconeogénico. (C) Por otra 

parte, Crenarchaeota (Thermoproteus), algunas bacterias, protistas y plantas utilizan una PPi-
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PFK1 (EC 2.7.1.90) reversible  para la interconversión de Fru6P a Fru1,6BP, tanto en 

condiciones  glucolíticas como gluconeogénicas.  

 

 En la vía Embden-Meyerhof-Parnas, la ATP-PFK1 representa un punto importante 

de control del flujo glucolítico, debido a que la velocidad de esta enzima es modulada por 

efectores alostéricos y suelen tener varios sitos cooperativos. La familia PFK1A comprende 

a todas las proteínas cuya velocidad depende del ATP como donador del grupo fosforilo. 

Estas enzimas son comunes en organismos del Dominio Bacteria y Eukarya (Ashihara y 

Stupavska, 1984; Dandekar et al., 1999; Ronimus y Morgan, 2003). Sin embargo, en 

Archaea la fosforilación de Fru6P puede ser catalizada por enzimas inusuales, las cuales 

pueden utilizar PPi, ADP o ATP como donador del grupo fosfato. 

 Las ATP-PFK1 de Bacteria son reguladas por PEP (inhibición) y ADP (activación). 

En cambio, las ATP-PFK1 provenientes de Eukarya son reguladas por un número mayor de 

efectores, tales como fructosa 2,6-bisfosfato (Fru2,6BP), citrato, Fru1,6BP, AMP, AMP 

cíclico (cAMP), Pi y 3-fosfoglicerato (Bräsen et al., 20014). Además, estas enzimas son 

oligoméricas (dímeros o tetrámeros) y presentan cooperatividad. En las PFK1 descritas de 

Archaea no se ha reportado la existencia de cooperatividad. 

 La  Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FruBPasa, E.C. 3.1.3.11) cataliza la conversión de la 

Fru1,6BP a Fru6P y fosfato inorgánico (Pi) en la gluconeogénesis y usualmente es un punto 

de control de esta vía. Hasta el momento, cinco tipos de esta enzima han sido reportados y 

están distribuidas en todos los organismos. 

 La versión clásica del gen que codifica para la FruBPasa I (presente en E. coli y 

humano) se encuentra en organismos del Dominio Bacteria, Eukarya y Archaea, 

incluyendo Halobacterium NRC-1 (Siebers y Schönheit, 2005) y algunos metanogénicos, 
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como Methanosarcina acetivorans (Galagan et al., 2001; Ronimus y Morgan, 2003; Bräsen 

et al., 2014).  La FruBPasa II y III son codificadas por otros genes que fueron descubiertos 

en E. coli (glpX) (Donahuea et al., 2000) y Bacillus subtilis (fbp) (Fujita et al., 1998). Sin 

embargo, a nivel de secuencia de nucleótidos, los genes glpX y fbp no comparten identidad 

significativa con los genes clásicos que codifican para las FruBPasas descritas. Además, 

algunos metanogénicos poseen genes ortólogos que podrían codificar para una FruBPase II 

(Sato et al., 2004; Galagan et al., 2001). 

 

 2.1.2. Función de la ADP-PFK1 y FruBPasa en el metabolismo de 

Methanosarcina acetivorans. 

En Methanosarcina acetivorans, la conversión de Fru1,6BP a Fru6P es catalizada por la 

enzima Fructosa 1,6-Bisfosfatasa (FruBPasa Tipo I o Tipo II) y en el sentido contrario por 

la enzima Fosfofructocinasa dependiente de ADP (ADP-PFK1). En la célula, estas dos 

enzimas pueden catalizar solo un  sentido de la reacción, por lo que se propone que son 

pasos importantes en la regulación concertada de estas vías metabólicas.  

En el genoma de M. acetivorans se han reportado dos genes hipotéticos que podrían 

codificar para los dos tipos de FruBPasa (Galagan et al., 2002). En el proyecto anterior,  

determinamos que el nivel de transcrito de frubpasa I fue mayor en células en fase 

exponencial de crecimiento celular (20 horas) versus células en fase estacionaria (60 horas); 

en cambio, el nivel de transcrito de frubpasa II tuvo una tendencia a disminuir en células de 

60 versus 20 horas de cultivo, pero esta variación no fue estadísticamente significativa. 

Además, la actividad total de FruBPasa y el flujo gluconeogénico solo fue detectado en las 

fracciones citosólicas enriquecidas de células de 20 horas de cultivo. En el caso contrario, 

el contenido del transcrito de adp-pfk1 disminuyó solo un 13% en células de 20 versus 60 
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horas de cultivo y la actividad de ADP-PFK1 y el flujo glucolítico fueron detectados 

exclusivamente en las fracciones citosólicas enriquecidas de células de 60 horas de cultivo).  

Estos resultados sugirieron dos explicaciones posibles de la presencia/ausencia de la 

enzima activa de FruBPasa y ADP-PFK1 en los dos estados metabólicos: 1) que la 

expresión constante del gen sintetiza un mRNA que traduce una proteína inactiva y su 

actividad es regulada por una modificación post-traduccional (fosforilación y 

desfosforilación) y por una regulación metabólica, o bien 2) que la enzima se degrada.  

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es la evaluación de los mecanismos de 

regulación: 1) transcripcional, 2) post-traduccional y 3) metabólica de la FruBPasa II y 

ADP-PFK1 de Methanosarcina acetivorans y su papel en la regulación de las vías de 

síntesis y degradación de carbohidratos.   

 Los resultados de esta segunda parte del proyecto se muestran en el siguiente 

artículo, el cual se encuentra en preparación.  

 

 

2.2. RESULTADOS 

Artículo de investigación: Regulatory role of ADP-PFK1 and FruBPase II on the 

gluconeogenesis/glycolysis fluxes in Methanosarcina acetivorans (en preparación) 

Michel Geovanni Santiago-Martínez, Juan Carlos Gallardo-Pérez, Rusely Encalada, 

Elizabeth Lira-Silva, Juan Pablo Pardo, Rafael Moreno-Sánchez and Ricardo Jasso-Chávez. 
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ABSTRACT 

Methane-producing microorganisms or methanogens are a diverse and interesting group due to their 

evolutionary and ecological importance as well as for their potential applications in 

biotechnological processes. However, the knowledge of the carbohydrate metabolism and its 

regulation in these organisms is still scarce. The understanding of the different levels of 

carbohydrate metabolism regulation in methanogens is essential because these organisms can grow 

only on acetate or methylated compounds, for example, amines, sulfides or methanol. Methanogens 

use the Embden-Meyerhoff-Parnas gluconeogenic pathway and some of them synthesize glycogen. 

In absence of an external carbon source, glycogen-forming methanogens can use glycogen 

degradation by glycolytic pathway for the ATP maintenance. The dephosphorylation of Fru1,6BP 

requires a Fructose-1,6-bisphosphatase (FruBPase) whereas the phosphorylation reaction of 

fructose-6P to fructose-1,6-bisphosphate is catalyzed by different isoforms of Phosphofructokinase 

1 (PFK1). So far, PFK1 and FruBPase from Archaea have been reported to show hyperbolic 

kinetics suggesting the absence of cooperative sites, unlike most bacterial and eukaryal 

counterparts. The regulation at different levels of PFK1/FruBPase and glycolysis/gluconeogenesis 

would enable to understand the methanogen central metabolism with the aim to direct some future 

strategies of Metabolic Pathway Engineering and Protein Directed Evolution. In this work, we 

characterize the kinetic and the regulatory properties of recombinant ADP-PFK1 and FruBPase of 

Methanosarcina acetivorans. Also, we analyzed the total protein content using specific antibodies 

and their relation with functional protein, post-translational modifications (phosphorylation/ 

dephosphorylation) and activity modulation by metabolites of these unusual enzymes.  

 

Keywords: Metabolic regulation, enzyme kinetics, phosphorylation, post-translational 

modifications, methanogenesis. 
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Abbreviations 

ADP, adenosine-5´-diphosphate; ALDO, fructose 1,6 bisphosphatealdolase; AMP, 

adenosine-5´-monophosphate; ATP, Adenosine-5´-triphosphate; EGTA, ethylene glycol 

tetra acetic acid; Fru1,6BP, fructose-1,6-bisphosphate; FruBPase, fructose-1,6-

bisphosphatase; Fru6P, fructose-6-phosphate; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; GDP, guanosine-5´-diphosphate; Glc1P, glucose-1-phosphate; G3P, 

glyceraldehyde-3-phosphate; Glc6P, glucose-6-phosphate; G6PDH, glucose-6-phosphate 

dehydrogenase; αGPDH, α-glycerophosphate dehydrogenase; Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazine ethane sulfonic acid; HK, hexokinase; PEP, phosphoenolpyruvate; PFK1, 

phosphofructokinase 1; TPI, triosephosphateisomerase; UDP, uridine-5´-diphosphate. 

 

1. Introduction 

In the glycogen-forming mesophilic and (hyper)-thermophilic Archaea, the efficient carbon 

assimilation by gluconeogenesis and glycolysis (glycogen degradation) is not only 

necessary for providing precursors for the synthesis of macromolecules and polysaccharide 

storage, but also could be involved in the ability of these microorganisms to resist different 

types of stressors, such as nutrient starvation for the ATP supply (Borges et al., 2006; 

Santiago-Martínez et al., 2016) and biofilm synthesis against the presence of heavy metals 

(Koerdt et al., 2010; Lira-Silva et al., 2013), oxygen (Jasso-Chávez et al., 2015) and high 

osmolarity (Srivastava and Kowshik, 2013). 

Fructose-1,6-bisphosphatase (FruBPase, E.C. 3.1.3.11) catalyzes the conversion of 

Fru1,6BP to Fru6P and inorganic phosphate (Pi) in the gluconeogenic  pathway, usually a 

bypass reaction of glycolysis. Five types of this enzyme have been reported so far and are 

distributed in all organisms (Ronimus and Morgan, 2003; Bräsen et al., 2014). FruBPase 
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activity (using Fru1,6BP as substrate) has been demonstrated in cytosolic-enriched 

fractions of Pyrococcus furiosusand Methanothermobacter thermoautotrophicum grown 

under gluconeogenic conditions, but orthologous genes of FruBPases had not been 

identified on Archaea genomes previously (Schafer and Schönheit, 1993; Fuchs et al, 

1983).  In the M. acetivorans genome two putative genes encoding for FruBPase I and 

FruBPase II (MA3344 and MA1152, respectively; UniProt Protein Database Code: 

Q8TKQ4 and Q8TRM3) have been identified (Galagan et al., 2001). FruBPase activity 

(using Fru1,6BP as substrate) has been determined  exclusively in cells under glycogen 

synthesis condition (gluconeogenic flux). However, there is no evidence for two gene 

products or two active proteins. In M. acetivorans, significant lower transcript content was 

determined for FruBPase I (50 ± 23%) in cells growing under glycogen degradation 

(glycolytic flux) versus glycogen synthesis (gluconeogenic flux) conditions. No significant 

changes were determined for FruBPase II (76 ± 20%) under the same conditions (Santiago-

Martínez et al., 2016). 

In the classical Embden-Meyerhof-Parnas pathway of Bacteria and Eukarya, the 

phosphorylation of Fru6P to Fru1,6BP is catalyzed by ATP-dependent phosphofructokinase 

1 (ATP-PFK1). This step represents a key control point of glycolysis flux due to the 

classical ATP-PFK 1 activity which is strongly regulated by allosteric effectors.  Instead, 

anaerobic Euryarchaeota and glycogen-forming methanogens can use some unusual 

enzymes as ADP-dependent PFK1 (Verhees et al., 2001). A pfkC gene (MA3563, UniProt 

Protein Database Code: P58847) encoding a putative ADP-PFK1 has been identified in the 

genome of the marine methanogen Methanosarcina acetivorans (Galagan et al., 2001). 

Indeed, the ADP-dependent PFK1 activity has been determined in cytosol-enriched 

fractions of M. acetivorans exclusively under glycogen degradation condition (glycolytic 
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flux), but neither ATP-PFK1, PPi-PFK1, ADP-Hexokinase (ADP-HK), nor ATP-

Hexokinase (ADP-HK) activities were detected. Also, the transcript content of ADP-PFK1 

(MA3563) slightly decreased (13%) at cells grown under gluconeogenic condition versus 

glycolytic condition (Santiago-Martínez et al., 2016). These data suggested that the 

transcript content may not be translated into protein or, if translated, the enzyme may be 

inactive (regulation by post-translational modifications) or its activity could be 

metabolically inhibited. 

In this work, kinetic characterization, the metabolic regulation, protein contents and 

phosphorylation/dephosphorylation of ADP-PFK1 and FruBPase II are analyzed and 

discussed. The knowledge of the central metabolism and its regulation in methanogens may 

be important for future applications in biotechnological processes, forfast methane 

production, and may help to explain how methanogens contend against nutritional stress in 

their ecological niches.  

 

2. Experimental procedures 

2.1. Chemicals 

G6PDH, HPI, ALDO, αGPDH, αGPDH/TPI, Glc6P, Fru6P and PEP were purchased from Roche (Mannheim, 

Germany).  Phosphatase alkaline of shrimp, Glc6P, Glc1P, Fru6P, Fru1,6BP, PEP, Pyr, ATP, ADP, AMP,PPi, 

Pi, DTT, NADH, NAD+, NADP+, alanine and citrate were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). 

Hepes was from Research Organics (Cleveland, Ohio, USA).  Absolute methanol was of analytical grade. 

 

2.2. Growth conditions of Methanosarcina acetivorans and harvesting 

M. acetivorans C2A was cultured under anoxic conditions in high salt medium (Sowers et 

al., 1993) supplied with 240 mM methanol as a carbon source. Cultures were started by 
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adding 2 mg of cell inocula to fresh medium for further incubation at 37 °C without 

shaking. Growth determination and harvesting conditions were carried out as indicated by 

Santiago-Martínez et al., (2016). For biochemical characterization (enzyme activities and 

metabolite contents), cultures of 50 mL were harvested after different times of cultivation 

under aerobic conditions, cell bottoms were washed once with 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 

mM MgCl2 and 1 mM EGTA (TME buffer). 

 

2.3. Gene amplification 

Genomic DNA was purified from methanol-grown M. acetivorans strain C2 cells according 

to Jasso-Chávez et al., (2017). Genes pfk (MA3563) and fbpaseII (MA1152) were 

amplified by PCR using M. acetivorans genomic DNA as the template and 

oligonucleotides, based on the codons of the five amino acids from the 5´ and 3´ ends of 

each gene. The sequence of the oligonucleotide primers used for each gene was: 

pfk1(MA3563): 

 Forward: 5´-GAATTCGTGGACATAGAAGAA-3´ 

 Reverse: 5´-GAGCTCTTATTTCCCTGAATGTTTCTG-3´; 

fbpaseII (MA1152): 

 Forward: 5´-GAATTCATGCCTCATCCAAAGACC-3´; 

 Reverse: 5´-GAGCTCTTACAGGTAGAGTGGAGT-3´. 

The primers contained restriction sites for EcoRI (5´ end) and SacI (3´ end) for cloning the 

genes into an expression vector. The PCR essays (50 µL) contained 1x Pfu DNA 

polymerase buffer with 2 mM MgSO4 (Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA), 0.5 mM deoxyribonucleotide phosphates mix (Fermentas), 15 pmol (0.6 µM) each 

of the forward and reverse primers specific for each gene were added. Two µg of genomic 
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DNA and 1.0 IU Pfu DNA polymerase (Fermentas) were used. The PCR conditions were 

95o C for 2 min; 40 cycles of 0.5 min denaturation at 95oC, 0.5 min annealing at 60 or 55o 

C (pfk or fbpaseII, respectively) and 1.5 min of extension at 72 °C; followed by a final 

incubation at 72oC for 10 min. The PCR products (Blunt-end) were cloned into the pJET 

1.2 vector (Fermentas; Waltham, MA, USA). Then, the PCR products were cloned into the 

EcoRI and SacI restriction sites of the pET28 plasmid (Novagen; Darmstadt, Germany) 

using a T4 DNA ligase (Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and 

incubation at 16 °C without shaking overnight. The resulting plasmids were sequenced and 

used to transform Escherichia coli BL21 (DE3) cells in order to over-express the protein 

fused to the His tag at N-terminus. No sequence alterations were found in the amplified 

genes compared to the annotated sequences for pfk and fbpaseII from the genomic database 

(UniProt Protein Database Code: MA3563=P58847 and MA1152= Q8TRM3, 

respectively). 

 

2.4. Over-expression and protein purification of recombinant ADP-PFK1 and 

FruBPase II homolog from M. acetivorans 

For ADP-PFK1 and FruBPase II over-expression, 1 L of Luria-Bertani medium was 

inoculated with the transformed bacteria. Cultures were grown at 37 °C up to an OD600 nm 

of 0.600. Gene expression and protein synthesis were induced by adding 0.4 mM of 

isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) and then transferred to 16°C for overnight culture 

with agitation (200 rpm). The purification procedure was performed by Co2+ affinity 

chromatography as described before (Saavedra et al., 2005) using the Talon metal-affinity 

resin (Clontech, Palo Alto, CA, USA). The recombinant enzymes were stored in 50% 

glycerol (v/v) at −20 °C and stability of activity was monitored for at least 8 weeks. Protein 
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determination was carried out according to Lowry method (Lowry et al., 1951) using 

samples of purified enzymes precipitated by 10% (v ⁄ v) trichloroacetic acid in order to 

eliminate interference by imidazole buffer. The purity of recombinant protein was 

determined by densitometric analysis on 12.5% (w ⁄ v) SDS ⁄PAGE gels of protein samples 

(10 µg each one) stained with Coomassie blue (Saavedra et al., 2005). 

 

2.5. Kinetic characterization of the recombinant enzymes 

Kinetic experiments were performed in the forward and reverse reactions at 37o C by 

following the NAD(P)+ reduction or NAD(P)H oxidation at 340 nm in a spectrophotometer 

Agilent (Santa Clara, CA, USA) as previously described elsewhere (Santiago-Martínez et 

al., 2016). The reaction buffer contained 50 mM Hepes, 130 mM KCl, 1 mM EGTA and 50 

mM NaCl at pH 7.0 (HKE-Na buffer). Controls were used to ensure that the reaction rate 

was a linear function of the enzyme concentration. It was always ensured that coupling 

enzymes were not limiting, which was tested by adding saturating concentrations of the 

product that was being monitored (and which was substrate of the coupling enzyme). The 

stock solutions of all substrates and modulators were always calibrated immediately before 

use. 

Additionally, cytosol-enriched fractions of cells harvested at 12, 20, 40, 50 and 60 

hours -culture were obtained for to determine FruBPase and ADP-PFK1 activities in initial 

velocity conditions. 

 The detailed standard kinetic assays of ADP-PFK1 (forward), FruBPase and 

GAPDH (forward) using recombinant enzymes or cytosolic-enriched fractions are 

described in (Santiago-Martínez et al., 2016). For the ADP-PFK1 (reverse) 5 mM MgCl2, 1 

mM Fru1,6BP, 1 mM NADP+, 2–4 IU G6PDH (Roche), 2-4 HPI (Roche), 10-20 µg of 
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recombinant enzyme or 0.2-0.3 mg of cytosol-enriched fractions were used. The reaction 

was started by adding 3 mM AMP. 

 All enzymatic activities were reported as U/mg protein (U = 1 µmole product 

produced per minute). Kinetic parameters Vmax, Km, Ki, and αKi values were calculated by 

non-linear regression analysis of the experimental points fitted to the Henri-Michaelis–

Menten equation using the Origin 5.0 software. Rapid equilibrium rate equation for a 

simple mixed-type inhibition was used in Origin 5.0 software for adjusting the 

experimental points: 

𝑣 =

𝑉𝑚𝑎𝑥

 1 +  
 I 
𝛼𝐾𝑖

 
∗  S 

𝐾𝑠
 1 +  

 I 
𝐾𝑖

 

 1 +  
 I 
𝛼𝐾𝑖

 
∗  S 

 

Where: v = velocity, Vmax = Maximal velocity, [I] = variable concentration of inhibitor, α 

= alpha value (the factor that modifies Ks value when the inhibitor occupies the enzyme), 

Ki = Affinity constant of inhibitor, [S] = variable concentration of substrate, Ks = Affinity 

constant of substrate. 

 

2.6. Antibodies and Western Blotting 

Antibodies were obtained from the yolks of hens that were previously immunized with 0.2 

mL of Ma-PFK1 and Ma-FruBPasa II plus complete Freund adjuvant (0.5 mg protein/mL). 

Hens were injected subcutaneous below the wings three times with one week intervals of 

each injection. Antibodies were isolated by the use of polyethylene glycol (PEG) as 
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described by Polson et al., (1980) and Pauly et al., (2011), but using a triple precipitation of 

antibodies with PEG-8000 12% (w/v) and the dialysis with 3 L of Phosphate Buffered 

Saline pH 7.5 overnight at 4°C. SDS-PAGE of purified of Ma-PFK1 and Ma-FruBPasa II 

antibodies is shown in Figure S3 (see Supplementary information). 

Cytosol-enriched fraction of cells harvested at 12, 20, 40, 50 and 60 hours -culture 

were electrophoresed by 12 % SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes (BioRad, 

Hercules, CA, USA) (Gallardo-Pérez et al., 2014). Electrophoretic transfer was followed by 

overnight immunoblotting with dilutions of Ma-PFK1 (1:2,000), Ma-FruBPasa II (1:2,000) 

and human GAPDH (1:200) primary antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz 

California, USA) at 4°C. The hybridization bands were revealed with the corresponding 

secondary antibodies (dilution 1:5,000) conjugated with horseradish peroxidase (Santa 

Cruz). The signal was detected by chemi-luminiscence using the ECL-Plus detection 

system (Amersham Bioscience, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK).  Densitometry 

analysis was performed using the Scion Image Software (Scion, Bethesda MD, USA) and 

normalized against its respective load control. Percentage of each isoform represents the 

mean ± standard deviation of four independent experiments. 

 

2.7. Dephosphorylation assays 

Cytosol-enriched fractions of cells harvested at 20 or 60 h of culture (exponential and 

stationary phase of growth, respectively) were obtained for dephosphorylation assays. Both, 

the cytosol-enriched fractions and the recombinant enzymes were incubated with 1 U of 

Alkaline Phosphatase protein plus 10 mM MgCl2, 0.01% Triton X-100 at pH 7.0 and 37º C 

during different times (hours). The residual activity was determined under initial velocity 

conditions. 
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2.8. Miscellaneous Procedures 

For protein determination of cytosol-enriched fractions, the Biuret method was used (Lira-

Silva et al., 2013). Intracellular contents of Fru6P, Fru1,6BP, ATP, ADP, AMP, PPi and 

citrate were determined by following the NAD(P)+ reduction or NAD(P)H oxidation at 340 

nm in a spectrophotometer Agilent (Santa Clara, CA, USA) by previously described 

methodologies (Marín-Hernández et al., 2011; Santiago-Martínez et al., 2016). Pi content 

was determined with colorimetric assay as described previously (Lira-Silva et al., 2013). 

 

3. Results 

3.1. Biochemical and kinetic characterization of Ma-FruBPase II and Ma-ADP-PFK1 

Ma-FruBPase II (92 % of purity in agreement with the densitometry analysis carried 

out in the Coomassie blue-stained gel, see Figure S1 in Supplementary information) 

showed a hyperbolic kinetics when varying Fru6BP (Figure 1A) with a Km and Vmax 

values of 0.1 ± 0.04 mM and 0.23 ± 0.06 U/mg protein, respectively (Table 1). Glc6P, 

Glc1P, Fru6P and PEP were not suitable as substrates. The enzyme requires Mg2+. The 

physiological concentration of Fru1,6BP in M. acetivorans suggested that the FruBPase 

may work near saturation within the cell. In the reverse reaction (Fru1,6BP synthesis), the 

Ma-FruBPase II activity was not detected. 

Ma-ADP-PFK1 (95% of purity in agreement with the densitometry analysis carried 

out in the Coomasie blue-stained gel, see Figure S1 in Supplementary information) showed 

a hyperbolic kinetics when varying both Fru6P and ADP as substrates (Figure 2A and 2B). 

In forward sense of the reaction, Vmax value of 7.1 ± 0.6 U/mg protein was determinedwith 

Km values of 0.1 ± 0.03 mM and 0.26 ± 0.06 of Fru6P and ADP, respectively (Table 1). 

The activity required Mg2+ presence. ADP (100% of activity) could partly be replaced by 5 
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mM GDP (<10 %) or 5 mM UDP (<10%) but no PFK1 activity was detected with other Pi 

donors such as 1-5 mM ATP, 0.5-5 mM PPi,  0.5-5 mM acetyl-phosphate or 0.25 mg/mL 

polyphosphate. Also, Ma-ADP-PFK1 did not show the ability to catalyze the 

phosphorylation of sugars as Glucose, Glc6P or Glc1P or other substrates as PYR or PEP.  

In the reverse sense of the reaction, the activity reached was 0.42 ± 0.1 U/mg protein with  

Km values of 0.11 ± 0.02 mM and 0.19 ± 0.03 mM for Fru1,6BP and AMP, respectively 

(Table 1) and the reverse reaction followed a hyperbolic kinetics when varying Fru1,6BP or 

AMP (See Figure S2 in Supplementary information). Ma-ADP-PFK1 was essentially 

activated by 120 mM K+, 50 mM Na+  and 7 mM NH4
+. Also, activation was additive (data 

not shown) as reported previously (Santiago-Martínez et al., 2016). 

 

3.2. FruBPase II and ADP-PFK1 contents and functional proteins 

FruBPase activity and the amount protein were detected in cells of 12, 20 and 40 hours of 

growth (Figure 3A-C). Also, the Western Blot analysis indicated a tendency of decrease for 

FruBPase after 50 hours of cultivation and no FruBPase activity was detected in cells of 50 

and 60 hours of growth, when an external carbon source is absent (Santiago-Martínez et al., 

2016). In contrast, ADP-PFK1 activity and the amount protein were present after 40 hours 

of cultivation, with a tendency to increase at 60 hours, when glycogen degradation started 

(Santiago- Martínez et al., 2016) (Figure 3A-C). At 40 hours, the amount of FruBPase is 

similar to 12 and 20 hours but the activity is low. Instead, the content of ADP-PFK1 is very 

low but the activity is only 50% lower than 50 and 60 hours. Therefore, if there is no direct 

relationship between the content of the total protein and the amount of active, then other 

mechanisms that regulate their activity must be active. 
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3.3. Metabolic regulation of ADP-PFK1 and FruBPase activities 

Ma-FruBPase II was inhibited by AMP (Ki = 9 ± 1 µM, α=1.9, Figure 1B), ADP (IC90 = 4.6 

± 1 mM) and ATP (IC90 = 5 ± 1 mM), but the citrate was an activator (K0.5 = 0.3 mM) 

(Table 1). The addition of 1-50 mM glucose, 0.5-5 mM PEP, 0.5-5 mM PYR to the assay 

mixture had no effect on FruBPase activity (data not shown). 

 ATP and AMP showed a mixed-type inhibition on Ma-ADP-PFK1 activity when 

varying both Fru6P and ADP as substrates (Figure 2C-2D). Ki and α values are shown in 

Table 1. Also, Pi y PPi inhibited Ma-ADP-PFK1 activity with IC50 values of 12-16 mM and 

>10 mM, respectively (Table 1). In contrast, no significant inhibitory effect by 0.1-3 mM 

citrate, 0.5-5 mM PEP, 1-5 mM acetyl-phosphate or 50 µg/mL polyphosphate on ADP-

PFK1 activity was attained. 

 

 

3.4. Post–translational regulation of ADP-PFK1 and FruBPase 

In the cytosol-enriched fractions of M. acetivorans obtained from cells of 60 hours of 

growth, the ADP-PFK1 activity decreased to 50% when these fractions were incubated 

with commercial alkaline phosphatase protein, suggesting that the active form of ADP-

PFK1 is a phosphorylated enzyme. No significant inhibitory effect was determined on 

GAPDH activity of cytosol-enriched fractions from cells grown 20 or 60 hours. Both, 

ADP-PFK1 activity and incubation effect were not detected in the cytosol-enriched 

fractions of M. acetivorans on cells of 20 hours of growth (Figure 4). 

 In presence of physiological concentrations of AMP and ATP (4 and 5 mM, 

respectively), the activity of ADP-PFK1 dephosphorylated was <3% compared with the 
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phosphorylated enzyme form. There is a concerted regulation at metabolic (fast response) 

and post-translational (half time term response) level. 

 The effect of this incubation on FruBPase activity could not be determined with 

standard kinetic assays because the commercial alkaline phosphatase protein had the ability 

of Fru1,6BP dephosphorylation. 

 

4. Discussion 

To understand how the metabolic fluxes and the overall cellular processes are modulated, it 

is necessary to know their regulatory complexity at different levels.  

The fastest short-term metabolic regulation is the activity modulation of an enzyme 

or transporter by the concentration of their substrates or products (Cohn & Yandrasitz, 

1980). Within the cell, the availability of substrates or products has an effect on enzymes 

kinetic parameters Vmax, Km and Vmax/Km values. Therefore, the intracellular 

concentrations of substrates or products can modulate these kinetic parameters of enzymes 

or transporters and adjust their in vivo activity to exert a significant effect on a metabolic 

pathway or cellular process (Moreno-Sánchez et al., 2016; Gerosa & Sauer, 2011).  

In M. acetivorans, the physiological concentration of Fru6P and ADP were found to 

be saturating for the ADP-PFK1 within the cell; however, ATP and AMP could attenuate 

its activity due to their strong inhibition of the enzyme. Also, FruBPase activity is strongly 

inhibited by AMP but the intracellular concentrations of citrate (2 mM at 20 h and 0.5 

mMat 60 h  of culture) could decrease the inhibitory effect of the AMP and hence modulate 

the gluconeogenic flux. In general terms, the intracellular concentrations of theses 

metabolites are higher than Ki or IC50 values and modulate the metabolic the flux. 



 

94 
 

Hyperbolic kinetics of ADP-PFK1 and FruBPase II suggested the absence of 

cooperative sites, unlike most bacterial and eukaryal counterparts. It is possible that both 

enzymes are functional as monomers.  The oligomerization state of the ADP-PFK1 

enzymes can be variable, but all are composed of subunits of approximately 50- kDa. In T. 

zilligii and P. furiosus functional proteins were characterized as homotetrameric, but ADP-

HK/PFK1 of M. jannaschii and M. maripaludis are monomers. The A. fulgidus enzyme is 

active as both a dimer and a tetramer (Hansen and Schönheit, 2004). 

Genome sequence analyses have unveiled that in most Archaea, the orthologous 

genes of FruBPase I-III are absent and their identification on the nucleotide or aminoacid 

sequence level could not be achieved, despite the presence of the other genes involved in 

gluconeogenesis (Sato et al., 2004). Probably, such differences in non-catalytic domains 

and their lack of sequence identity with other genes limit their identification in genome 

sequence analyses. 

The activity of FruBPase is highly regulated through various mechanisms in order 

to avoid the futile cycle, which occurs by the simultaneous functioning of both FruBPase 

and PPi-, ADP- or ATP-PFK1. Functional enzyme can be also regulated by post-

translational modifications and protein degradation. Generally, the Post-translational 

modifications (PTM) play a major role in cellular process regulation, since they allow for a 

fast response to environmental changes (Cohn & Yandrasitz, 1980). The most important 

PTM is probably reversible protein phosphorylation, which has a crucial role in signal 

transduction and PTMs found in Bacteria and Eukarya can also be found in Archaea (Esser 

et al., 2016), but its role should be evaluated experimentally. 

However, phosphorylation or other post-translational modifications on different 

types of PFK1 and FruBPase have yet not to be demonstrated. Using KinasePhos software 
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(Huang et al., 2005), potential sites of phosphorylation on aminoacid sequence of ADP-

PFK1 and FruBPase II of M. acetivorans were found in tyrosine, serine and threonine 

residues. In this work, the in vitro evaluation and experimental validation were shown and 

suggest its important role on metabolic fluxes regulation. Others predictions of PTMs were 

not found, but the possibility of its existence are not ruled out. 

Future omics studies combined with biochemical characterization of enzymes will 

provide further new insights and will extend our current understanding of central 

metabolism and its regulation in Archaea. Phosphoproteome and the evaluation of the 

different regulation mechanisms are necessary to identify and study more metabolic 

pathways in methanogens or other Archaea with ecological and biotechnological 

importance. This study may help to optimize and increase the metabolite production with 

biotechnological and biomedical importance. 

 

5. Conclusions  

In addition to gene expression, phosphorylation and dephosphorylation of ADP-PFK1 

could provide medium-term regulation of glycolytic flux. Also, metabolic regulation of 

ADP-PFK1 and FruBPase could provide a fast and transitory modulation of the glycolytic 

and gluconeogenic fluxes. 

These results suggest a very complex regulation of metabolic fluxes at different 

levels in order to maintain the cellular homeostasis. Perhaps it is possible that this 

complexity allows Archaea microorganisms to survive in extreme environments and to 

resist different types of stressor and this information could be used to direct future 

strategies of Metabolic Pathway Engineering, where the production of biomass and energy 

balance is a parameter that limits biotechnological processes. 
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Table 1. Kinetic parameters of recombinant ADP-PFK1 and FruBPasa II of 

Methanosarcina acetivorans. 

Enzyme 

kcat 

(s-1) 

[Vmax] 

(U/mg prot) 

Km 

(mM) 

kcat / Km 

(M-1s-1) 

Inhibitor 

(mM) 

Ma- 

PFK1 

 

 

 

Forward 

6.4×103  

[7.1 ± 0.6] 

 

 

Reverse 

0.4×103  

[0.42 ± 0.1]  

 

 

 

Fru6P = 

0.1 ± 0.03 

ADP= 

0. 26 ±  0.06 

 

Fru1,6BP= 

0.11 ± 0.02 

AMP= 

0.19 ± 0.03 

 

Forward 

6.5 ×104 

 

 

Reverse 

0.4×104  
 

 

 

 

 

K
i ATP versus Fru6P 

= 1.2 ± 0.1 

Mixed type, α= 1.2 ± 0.1 

K
i ATP versus ADP 

= 1.0 (1) 

Mixed type, α= 4.9 (1) 

K
i AMP versus Fru6P 

= 2.8 ± 0.5 

Mixed type, α= 1.1 ± 0.1 

K
i AMP versus ADP 

= 1.8 ± 0.5 

Mixed type, α= 1.1 ± 0.1 

IC
50 Pi-Mg 

= 12-16 

IC
50 PPi-Mg 

> 10 

Ma-

FruBPasa 

II 

Forward 

0.4×103  

[0.23 ± 0.06] 

 

Reverse 

No detected 

Fru1,6BP= 

0.1 ± 0.04 

Forward 

1.5 × 104 

K
i AMP versus Fru1,6BP

 

= 0.009 ± 0.001 

Mixed type, α=1.9 

IC
90 ADP 

= 4.6 ± 1 

IC
90 ATP

= 5 ± 1 

Values are the mean ± SD of four independent enzyme preparations. For kcat values were 

calculated using a theoretical molecular weight of a monomer of 55 kDa and 40 kDa for 

Ma-ADP-PFK1 and Ma-FruBPasa II, respectively.  
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FIGURES 

 

Figure 1. Modulation of the recombinant FruBPasa II activity in M. acetivorans. The 

Ma- FruBPasa II kinetics when varying Fru1,6BP was hyperbolic.  Assays were all 

determined at pH 7 and 37°C with 1.2 mM Fru1,6BP.  Values are the mean ± SD of three 

independent experiments. Inset shows the double reciprocal (1/v0 versus 1/[Substrate]) 

Lineweaver-Burk plot further indicating that the enzyme kinetics is hyperbolic but not 

cooperative. (B) Nonlinear regression analysis of the AMP inhibition on Ma- FruBPasa II 

activity showed mixed-type simple inhibition. AMP concentrations (µM) were (■) 0, (●) 

10, (▲) 20 and (▼) 40. Assays were all determined in initial velocity (v0) conditions.  
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Figure 2.Modulation of the recombinant ADP-PFK1 activity in M. acetivorans. The 

Ma-ADP-PFK1 kinetics when varying Fru6P (A) or ADP (B) was hyperbolic.  Assays were 

all determined at pH 7 and 37°C with 3 mM ADP and varied Fru6P in A and with 1.2 mM 

Fru6P and varied ADP in B.  Values are the mean ± SD of four independent experiments.  

Insets show the double reciprocal (1/v0 versus 1/[Substrate]) Lineweaver-Burk plot further 

indicating that the enzyme kinetics is hyperbolic but not cooperative. (C) Nonlinear 

regression analysis of the AMP inhibition on Ma-ADP-PFK1 activity showed mixed-type 

simple inhibition (see Experimental procedures). AMP concentrations (mM) were (■) 0, 

(●) 1, (▲) 2, (▼) 4 and (♦) 6. Assays were all determined in initial velocity (v0) conditions.  
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Figure 3. Protein contents and activity of ADP-PFK1 and FruBPase in M. acetivorans. 

(A) Protein contents of ADP-PFK1 and FruBPase at the indicated hours of culture. For 

Western Blot assays the antibodies were obtained from chicken egg yolks (see Materials 

and methods section). (B) Densitometric analysis was carried out by normalizing the 

loading signal of the internal control GAPDH. Values are the mean ± SD of three 

independent experiments. (C). Active protein contents of ADP-PFK1 and FruBPase. The 

activities were determined in cytosol-enriched fraction of cells grown at the indicated hours 

of culture. Assays were all determined in initial velocity (v0) conditions. Values are the 

mean ± SD of four independent experiments. mU= nmol/min. 
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Figure 4. Effect of the incubation with Alkaline Phosphatase protein (PP) on ADP-

PFK1 activity. Values of ADP-PFK1 are the mean ± SD of three independent experiments. 

Values of NADP+-GAPDH at 20 or 60 hours are one experiment. The activities were 

determined in cytosol-enriched fraction of cells grown at the indicated hours of culture. (●) 

ADP-PFK1 at 60 h of growth without PP, (○) ADP- PFK1 at 60 h of growth with 0.5 U PP, 

(▼)ADP- PFK1 at 60 h of growth with 0.5 U PP, (■)NADP+-GAPDH at 60 h of growth 

without PP, (+) NADP+-GAPDH at 60 h of growth 0.5 U PP, (*)NADP+-GAPDH at 20 h 

of growth without PP and (×)NADP+-GAPDH at 60 h of growth with 0.5 U PP.  
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Supplementary information 

 

 

 

Figure S1. SDS-PAGE of fractions obtained during Ma-ADP-PFK1 and Ma-FruBPasa II 

purification. SDS -PAGE showing the recombinant purified Methanosarcina acetivorans ADP-

PFK1 (A) and FruBPasa II (B). The enzyme molecular mass indicated corresponds to that of the 

His6-tailed protein. The percentage purity (C and D) was determined by densitometric analysis 

using the Scion Image Software (Scion, Bethesda MD, USA) and normalized against all bands 

presents in line 9. WM: weight marker (molecular weight standards); Lines: 1) Cytosol soluble 

fraction of total lysate;  2) Membrane fraction of total lysate; 3) Cytosol fraction without column 

affinity or not retained in the column; 4-6) Wash fractions with 2 mM Imidazole; 7) Wash with 10 

mM Imidazole; 8= Elution with 100 mM Imidazole; 9) Recombinant purified protein (10 μg).  
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Figure S2. Reverse activity of the recombinant Ma-ADP-PFK1. The Ma-ADP-PFK1 kinetics when 

varying Fru1,6BP (A) or AMP (B) was hyperbolic.  Assays were all determined at pH 7 and 37°C with 3.5 

mM AMP and varied Fru6P in A and with 1.5 mM Fru1,6BP and varied AMP in B. Values are the mean ± 

SD of four independent experiments.  Insets show the double reciprocal (1/v0 versus 1/[Substrate]) 

Lineweaver-Burk plot further indicating that the enzyme kinetics is hyperbolic but not cooperative. 

 

 

 

Figure S3. SDS-PAGE of the Anti-Ma-PFK1 and Anti-Ma-FruBPasa II purification and 

Western Blot. (A). SDS-PAGE of purified antibodies 1) Molecular weight standards. 2) Anti-Ma-

PFK1. 3) Anti-Ma-FruBPasa II. (B) Western Blot assays using the antibodies obtained from 

chicken egg yolks (see Materials and methods section).  
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III. PERSPECTIVAS 

Este análisis transcripcional, cinético y metabólico nos permitió contribuir en el 

entendimiento de los niveles diferentes de regulación del metabolismo de carbohidratos en 

arqueas, utilizando como ejemplo el estudio de dos proteínas claves en la glucólisis y la 

gluconeogénesis de M. acetivorans. En un futuro cercano se podría hacer un análisis similar 

en los pasos donde también se observaron cambios a nivel de contenido de mRNA y de 

enzima activa en los dos estados metabólicos, por ejemplo, en la Glucógeno 

sintasa/Glucógeno fosforilasa o PYK/PPDK (Santiago-Martínez et al., 2016). Además, esta 

información podría ayudar a dirigir estrategias futuras en la Ingeniería de Vías Metabólicas 

con enfoques biotecnológicos, donde la asimilación y la redistribución del flujo del carbono 

podrían ser modificados para aumentar la biomasa celular y la velocidad de síntesis del gas 

metano. Este mismo enfoque podría ser utilizado para otras vías metabólicas, ya que otros 

grupos de trabajo han demostrado la expresión constitutiva de algunos genes involucrados 

en vías anabólicas de metanogénicos, cuya función (enzima activa) debería estar regulada 

con la finalidad de mantener la homeostasis celular (Peterson et al., 2016).    

 Por último, la generación de células mutantes de M. acetivorans que no puedan 

sintetizar a las enzimas clave de estas vías metabólicas (ADP-PFK1, FruBPasa, GYS o 

GYP) podría proveer información acerca de su función en el mantenimiento de la 

homeostasis celular. Asimismo, permitirían conocer la susceptibilidad de estas células ante 

los diferentes tipos de estrés (nutricional, oxidativo, osmótico, exposición a metales 

pesados, entre otros).  
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VI. ANEXOS 

6.1. Métodos destacados  

 6.1.1. Medio de cultivo y crecimiento celular 

La cepa de Methanosarcina acetivorans C2A que fue utilizada para el desarrollo de este 

proyecto fue donada por el Profesor James G. Ferry de la Universidad Estatal de 

Pensilvania, Estados Unidos. Este microorganismo metanogénico fue cultivado en 

condiciones anaerobias en un medio denominado High salt (HS medium), cuya 

composición química se asemeja a las características del agua de mar (Sowers et al., 1984). 

 Los componentes del medio de cultivo fueron: 0.4 M NaCl, 45 mM NaHCO3, 24 

mM KCl, 0.001% (p/V) resazurina (indicador del estado redox del medio), 110 mM MgCl2, 

1.4 mM CaCl2; 18 mM NH4Cl, 1.65 mM cisteína, mezcla de vitaminas [150 nM tiamina 

(B1), 132 nM riboflavina (B2), 400 nM ácido nicotínico (B3), 228 nM ácido pantoténico 

(B5), 490 nM piridoxina·HCl (B6),  82 nM biotina (B8), 45 nM ácido fólico (B9), 7.4 nM 

cobalamina (B12), 364 nM ácido p-aminobenzóico (PABA) y 242 nM ácido lipoico], 

mezcla de minerales [78.4 µM ácido nitrilotriacético, 122 µM MgSO47H2O, 27 µM 

MnSO4H2O, 183.5 mM NaCl, 3.6 µM FeSO27H2O, 3.6 µM CoSO4, 9 µM CaCl2, 5.8 µM 

ZnCl2, 0.4 µM CuSO45H2O, 0.2 µM AlK(SO4)2, 1.6 µM H3BO3, 1.2 µM NaMoO4 y 10 

µM NiCl26H2O], 0.1 M de KH2PO4 y 0.025% (p/V) de Na2S9H2O. Este medio de cultivo 

fue suplementado con 240 mM de metOH como fuente de carbono externa y se preparó en 

condiciones anaerobias, utilizando una cámara de anaerobiosis marca COY (Michigan, 

USA) que contenía una atmósfera de 80 % N₂, 15 % CO₂ y 5 % H₂ (v/v). El oxígeno 

disuelto en el medio de cultivo fue eliminado mediante el intercambio gaseoso (burbujeo 
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constante con la mezcla de gases) durante cuatro horas y por la adición del sulfuro y la 

cisteína reducida.  

Para mantener el ambiente anaerobio, dentro de la cámara de anaerobiosis se 

vertieron 50 mL de medio de cultivo en frascos tipo ampolleta de 100 mL de capacidad y 

fueron cerrados herméticamente con un tapón de hule y un arillo metálico. Posteriormente 

fueron esterilizados por autoclave a 120 libras/in2 de presión y 125°C durante 30 minutos.  

 

       

Figura 6. Frasco tipo ampolleta con medio de cultivo y células (A). Cámara de anaerobiosis 

(B).   

 

 Los cultivos fueron iniciados con la adición de un inoculo de células (2 mg de 

proteína) al medio de cultivo fresco. Las células proveían de cultivos incubados a 37º C sin 

agitación durante 55-60 horas (final de la fase logarítmica de crecimiento).  

 El crecimiento celular a través del tiempo de cultivo fue monitoreado midiendo la 

densidad óptica a 600 nm del cultivo, determinando la producción de gas metano y los 

cambios en el contenido total de proteína.  

  

6.1.2. Cuantificación de gas metano 

Metanol 

 

 

A B 
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La cuantificación de gas metano producido se utilizó como indicativo del crecimiento 

celular, debido a que la cantidad de metano generado está relacionado con un aumento en la 

densidad celular e indicó que las células estaban metabólicamente activas. Este parámetro 

es utilizado con frecuencia para observar la cinética de crecimiento de los organismos 

metanogénicos (Sowers et al., 1984; Lira-Silva et al., 2012).  

 La cantidad de metano se determinó utilizando un cromatógrafo de gases (Shimadzu 

GV2012) que cuenta con una columna capilar HP-PLOT/U (Agilent, USA) de 30 metros de 

longitud, 0.32 mm de diámetro interno y 10 µm de capa (film thickness) y con un detector 

de Ionización de Flama. El método que se utilizó tuvo las siguientes características: SPL1, 

temperatura = 150°C, presión= 75 Pa, flujo total=40.2 mL/min, flujo de columna=1.43 

mL/min, flujo de purga= 3 mL/min y una relación aire: muestra = 25:1 (Split); la 

temperatura de la columna fue de 100°C y de 190°C para el FID (Flame Ionization 

Detector). El tiempo de retención del metano fue de 2.56 min, el cual se identificó 

inyectando muestras estándar de metano comercial y con la información proporcionada por 

el fabricante de la columna.  La fase móvil del cromatógrafo de gases fue una mezcla de 

aire, hidrógeno y helio. 

La sobrepresión del metano producido por los cultivos de M. acetivorans se liberó 

con ayuda de una jeringa de plástico y se midió el volumen.  En el cromatografo de gases 

se inyectaron 5 µL de la atmósfera interna del matraz (headspace) con ayuda de una jeringa 

Hamilton de 10 µL de capacidad.   

La cantidad de metano producido se determinó por la interpolación de los valores 

del área bajo la curva de cada muestra y con base en una curva estándar.  
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Gráfica 6.1.2. Curvas estándar de metano.  

 

 Para calcular la cantidad de moles de metano presente en cada muestra se utilizó el 

procedimiento siguiente, el cual considera la Ley de los gases ideales y los valores 

obtenidos para la curva estándar.  A continuación se muestra un ejemplo:  

1) Interpolación del área bajo la curva utilizando los valores de la curva estándar. Para este 

caso, 10% de metano equivale a un área bajo la curva de 57511unidades arbitrarias y el 

área bajo la curva de la muestra de interés fue de 1463140 unidades arbitrarias.  

 (4630*10%)/57511= 0.81 % 

 0.81% = 0.81 mL gas metano en 100 mL gas total (mezcla de gases). 

2) Se  consideraron los 0.005 mL de gas que fue inyectados en el cromatógrafo de gases: 

  (0.81  mL*0.005 mL)/100 mL gas= 4.05x10-5 mL  

3) Se consideró el volumen total del frasco (100 mL):  

 (4.05x10-5 mL*100 mL)/0.005 mL= 0.81 mL= 8.1x10-4 L  

4) Se utilizó la Ley general de los gases ideales (P V=n R T) a 0.77 atm y 25º C.   

 n= 8.1x10-4 L/(31.8 L/mol)  = 2.55x10-5  mol de metano 

   = 25.5 µmol de metano 
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5) Si es necesario, el volumen del gas que fue despresurizado del frasco de cultivo debe ser 

considerado para obtener la cantidad total de gas producido.  

 

 6.1.3. Cuantificación de metanol remanente  

Se cuantificó el metanol remanente del medio de cultivo para conocer el consumo de la 

fuente de carbono. El metanol fue cuantificado por cromatografía de gases en un equipo 

Shimadzu GC2010, el cual cuenta con una columna capilar HP-PLOT/U (Agilent, USA) de 

30 metros de longitud, 0.32 mm de diámetro interno y 10 µm de capa (film thickness) y con 

un detector de Ionización de Flama. Estándares de metanol comerciales fueron inyectados 

para hacer la identificación de cada componente por su tiempo de retención. 

 A continuación se muestra un ejemplo para calcular la cantidad de moles de metanol 

presente en cada muestra:  

1) Se partió de un stock comercial de metanol absoluto, cuya concentración fue de 246.4 M 

2) A cada litro de medio de cultivo se le agregaron 10 mL del stock de metanol, por lo que 

la concentración en cada frasco quedó de la siguiente manera:  

246.4 mM de metanol en 50 mL de cultivo  

= 246.4 moles/L de  metanol  

= 12.32 mmoles de metanol en 0.05 L de medio de cultivo  

3) En el cromatógrafo de gases se inyectan 2 µL del medio de cultivo.  

12.32 mmoles de metanol= 50 mL  

Por lo tanto,  

4.92x10-4  mmoles de metanol en 2x10-3 mL de medio de cultivo 

= 0.492 µmoles de metanol= 362606 UA de área bajo la curva 
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4) Posteriormente se inyectaron volúmenes diferentes del stock de metanol absoluto (1, 2 y 

5 µL) para la elaboración de una curva estándar (mmol de metanol versus valor de área 

bajo la curva).  
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Figura 6.1.3. Curvas estándar de metanol  

 

5) Los valores de área bajo la curva que se obtuvieron en cada inyección de las muestras 

(medios de cultivo con células) fueron utilizados para calcular la cantidad de metanol 

remanente en el medio a tiempos diferentes de cultivo usando la curva estándar. 

 

 6.1.4. Cuantificación del contenido intracelular de glucógeno  

Para el aislamiento del glucógeno, las muestras biológicas provinieron de cultivos celulares 

de 3-5 mg de proteína que fueron re-suspendidos en 300 µL de buffer TME (50 mM Tris-

HCl pH 7.5, 20 mM de MgCl2 y 1 mM EGTA).  

 Las células (contenidas en los 300 µL de TME) fueron lisadas con la adición de 

10% (v/v) de  KOH 30%, mezcladas fuertemente (vórtex) y calentadas a 80º C durante 60 

minutos. El homogenado celular fue agitado constantemente para facilitar la ruptura 



 

121 
 

celular. Posteriormente, las muestras fueron enfriadas en hielo y se les adicionaron 100 µL 

de Na2SO4 al 6%  y 1 mL de etanol absoluto (100%) para precipitar a los polisacáridos y 

eliminar a los monosacáridos solubles. La mezcla fue incubada a 4º C durante toda la noche  

(overnight). 

 Después, la muestra fue centrifugada a 15462 x g (14,000 rpm) durante 5 minutos a 

4º C. El botón fue re-suspendido en 1 mL de etanol al 80%  y centrifugado nuevamente a 

15462 x g (14,000 rpm) durante 5 minutos a 4º C. El botón blanco (glucógeno aislado) fue 

re-suspendido en 0.5 mL de  0.2 M de acetato de sodio pH 4.8 y 5 U de alfa-

amiloglucosidasa. La mezcla fue incubada a 37º C durante toda la noche  (overnight) para 

permitir la hidrólisis completa del glucógeno. La mezcla fue neutralizada con KOH/Tris (3 

M/0.1 M). Los equivalentes de glucosa fueron determinados mediante un ensayo 

enzimático acoplado, utilizando 0.02 mL de glucógeno hidrolizado en una mezcla de 

reacción que contenía 50 mM de Hepes y 20 mM MgCl2 a pH 7.0 a 25º C, 1 mM de 

NADP+, 4 U de hexocinasa y 2-4 U de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. La reacción fue 

iniciada con la adición de 5 mM de ATP y monitoreada espectrofotométricamente a 340 nm 

en un equipo con arreglo de diodos (Agilent, Santa Clara, CA, USA).   

 

 6.1.5. Elaboración de las fracciones citosólicas enriquecidas en condiciones 

anaeróbicas para la determinación de las actividades enzimáticas 

Para la determinación de las  actividades enzimáticas de proteínas sensibles a oxígeno 

(CODH y PFOR) se utilizaron células cosechadas en condiciones de anaerobiosis.  

Los cultivos celulares fueron destapados dentro de una cámara de anaerobiosis 

(Coy, Michigan, USA) que contenía una atmósfera de 80 % N₂, 15 % CO₂ y 5 % H₂ (v/v). 

Las células fueron centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4º C utilizando frascos de 
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cosecha, los cuales fueron cerrados herméticamente dentro de la cámara de anaerobiosis. El 

botón de células centrifugadas fue re-suspendido y lavado con dos volúmenes de una 

solución anaerobia que contenía 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 20 mM MgCl2 y 1 mM de 

EGTA (Buffer TME).   

Las células fueron nuevamente centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4º C 

y re-suspendidas en 1 mL de buffer de lisis, el cual contenía 0.1 M de fosfato de sodio pH 

8.0, 1 mM EDTA y 5 U de DNAsa I. Para favorecer la lisis celular, las muestras fueron 

mezcladas vigorosamente (vórtex) e incubadas durante 30 minutos dentro de la cámara de 

anaerobiosis. Posteriormente, el homogenado celular fue centrifugado a 14642 x g durante 

10 minutos a 4º C. El sobrenadante (5-8 mg de proteína citosólica) fue utilizado para la 

determinación de los ensayos enzimáticos.  

Para eliminar el exceso de oxígeno, las soluciones utilizadas en estos experimentos 

fueron burbujeadas con la mezcla de gases dentro de la cámara de anaerobiosis durante al 

menos cuatro horas. 

 

 6.1.6. Determinación del contenido relativo de mRNA  

Para este análisis se utilizó la técnica de RT-PCR semicuantitativa. El RNA total se aisló 

mediante un kit comercial Quick-RNA™ MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, USA) 

utilizando las células de 20 y 60 horas de cultivo. La integridad del RNA aislado se 

determinó mediante una electroforesis de un gel de agarosa 0.8%. El cDNA se sintetizó a 

partir de 5 µg de RNA y por medio del Kit comercial RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El cDNA fue cuantificado 

espectrofotométricamente a 260 nm y fue utilizado para la PCR de punto final (28 ciclos de 

60 segundos a 60º C para el alineamiento) utilizando oligonucleótidos diseñados para cada 
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gen de interés y para un control de carga (GAPDH). Los productos de PCR se corrieron en 

un gel de agarosa al 2.5% para determinar el nivel de amplificación, el cual fue 

determinado por densitometría utilizando el software Corel Paint Shop Pro y realizando una 

doble normalización a partir de los valores determinados para el control de carga (GADPH) 

y la comparación con el nivel de células  de 20 y 60 horas de cultivo. El valor de 100% fue 

la condición en la cual hubo una expresión mayor del gen de interés.  

 

 6.1.7. Clonación y sobre-expresión heteróloga de enzimas recombinantes 

  6.1.7.1. Diseño de oligonucleótidos 

Los oligonucleótidos específicos para cada gen fueron diseñados con base en los sitios de 

restricción. Las enzimas de restricción que fueron utilizadas para ambos genes fueron las 

siguientes: EcoRI (GAATTC) y SacI (GAGCTC). 

 

a) ADP-specific phosphofructokinase (EC:2.7.1.146) 

> mac: MA3563 (pfk) 

gtggacatagaagaatgggaacaacgccatgcagaagcgttttataatgcaaaagaagcccttccttatctggacgggatgtttgta

gcttataacagcaatatagatgctatcaggcacctgactgaagaagacctgtcaaagcttgtcgggttttttgatgagtccgatatcca

ggacagggtagcagcatacccgagagagattgcagaacctcttgactttgttgccaggttgcttatttccatgcgggaaggaaaagc

cgcagaagtgcccgcatatacagcagacattcatgagtggctcaaagagcaccttggtttcgactacgcccgcatgggcgggcag

gcagggattatttcgaatctccttggtcggctagggttaaaaaaagtggtagcttacgtcccctggctttccgaggaacaggcagaat

attttacagctacggggaatatcctgcatccgaaggttgaaaacggaaaggtcctcctgaaacctccgggagaagccttcaaaccc

gggatcgggtcaaaagtcaactggatccttgagtattccaaagacatgaatgtaacatgtgccgggaacaccttcaaagtcccgag

ggataatcgcctgatcatctcttcccgtcctaaatggctccgcctggacatggataagcagatttacgaacagctcgacacactcctg

ccggttgacggggcaatgctttccgggtatcagatgataaaagaggaatatgaagacgggtccacttataaagattatgtcgaaaatt

ccgtaaaagttatcgaaaagctgaagtccctgaaccctgaactccgcatccatgtggaacttacatccatccagaaccggcttataag

gaaagctattcttaccgaaattgttgccaggcacgtccattccctgggccttgacaccgtggaggtggcaaatgccctgaacgtgct

gggacatgaggaactgtcctattccgtaatcaggaaaggggaaaacgggattatgtccctctaccagggggctgtccagctcatga
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aagacctggatctcgaaagagtccatgtccattcgctcggtttttatatctgcatcctggcaaaaggccaccctcttaccctgaaagaa

cacagggactccctgcttttttcttcggtcctggcagctgctcaggccctcaacggaaatatcgagaaccttgcggaagccgaagcc

gggctggaagtaccggtctcgtccatagggctggaagacctggaaaacttccagctgtactgcacgggtagaaagctctgtacccc

ggacgagtttgagtacggatatgtctacgggtcggaacatgacgcgattctcattccttccaaggtggtggagaggcctaaagctac

agtagggataggagatacgatttctgcaggagcttttgttgccatgcttgcaaagattaaacagaaacattcagggaaataa 

 

Oligonucleótidos para pfk1  

5´ gaa ttc gtg gac ata gaa gaa 3´ 

5´ gag ctc tta ttt ccc tga atg ttt ctg 3´ 

 

b) Fructose 1,6-Bisphosphatase II(EC:2.7.1.146) 

> mac: Gene MA1152 (fbpaseII) 

atgcctcatccaaagaccgtagaagagatgtttgagtctgccgggccgattgaatacaggttactgcccaggctcattcatgtgacc

gaagctgctgcaattgcagcagcctatcagatgggacgcggggacaaacactttgctgaccaggtagcagtcgcctccatgcgaa

gaatgctgaacaagcttgacatgaaaggcataattaaaataggggaaggagagagggacgaagctcccatgctttatataggaga

agaggtcgggacagagaacggagatctcgaggttgatattgcagtcgaccccctggaaggcacaaaccttacggcagacggttg

cccgggctcggttgcagttatggcaatggctgaaaggggagggatcttccacggccctgatatctatatggacaagattgttgtagg

gcccgatgtcgttcggtatgaagaagagcatcctggcgaaaggatcgaccttgatgcgcctgtcagtcataacctcgaaatcgttgc

aaaagccctcggaagaaaggttgaggaacttgtagtcgtgatccttgaccgcccaaggcatgcccagaagataaccgaaattcgg

gaagctggagcccgtgtgaggctggttaccgatggagacctcatgccaggcgttgcaactgcggtccgaggttcaggcattcacg

tggtcatgggggcaggcggttcgggagaagctgtcctgactgctgcagcaatcaagatcctgggtggaaaaatccttgcaaggctt

gtcctgccaaccgtagcaaacggtaaaaccaaggaaaagatcgacgaagaaatagaggaaaagatgcccaggctcgaagcgat

gggaattacccttgagaacattaatgatattcttgatattgataaacttgttcctggtaaggatgtcattttttccgcaacagccgtaactc

cgggccacttcctgcgcgaagtcaaccttttcggaggcggggatgccagagtacacacggtttctatgggggcatccggagctgtc

aggttcacggacagtatctatatcaaggataagcgggagactccactctacctgtaa 3’ 

 

Oligonucleótidos para fbpaseII 

5´ gaa ttc atg cct cat cca aag acc 3´ 

5´ gag ctc tta cag gta gag tgg agt 3´ 
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  6.1.7.2. Amplificación del gen por PCR utilizando la Pfu DNA pol 

Para la amplificación de ambos genes de Methanosarcina acetivorans (pfk1 y frubpasa II) 

se utilizó una DNA polimerasa aislada del arqueón hipertermófilo Pyrococcus furiosus 

(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).  

 La mezcla de reacción contenía los componentes siguientes: 5 μL del buffer Pfu 

10X con 20 mM de MgSO4, 0.2 mM de cada dNTP, 0.6 μM (15 pmol) de cada 

oligonucleótido (forward y reverse), 1 μg de DNA genómico, 2.5 U de Pfu DNA 

Polimerasa y agua libre de DNAsas,  en un volumen final de 50  μL.  

 Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de desnaturalización inicial de 2 minutos a 

95º C,  40 ciclos de 0.5 minutos de desnaturalización a 95º C, 0.5 minutos de alineamiento 

a 60º C o 55º C (pfk1 o frubpasa II, respectivamente) y 1.5 minutos de extensión a 72º C, 

seguidos de un ciclo de extensión final de 10 minutos a 72º C.   

Los productos de PCR fueron verificados por electroforesis en un gel de agarosa al 

1% y purificados para su clonación.  

 

  6.1.7.3. Purificación del producto de PCR 

Se utilizó el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, 

Wisconsin, USA) el cual fue diseñado para extraer y purificar los fragmentos de DNA de 

100 pb  a 10 kb a partir de geles de agarosa con Tris-Acetato (TAE) o Tris-Borato (TBE). 

También se pueden purificar productos de PCR directamente de la reacción de 

amplificación, sin necesidad de su separación en gel de agarosa. El DNA purificado por 

este sistema puede ser usado para secuenciación, clonación, digestión con enzimas de 

restricción o transcripción/traducción in vitro. 
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Después de la separación de los fragmentos de DNA por electroforesis, la banda de 

interés se cortó y se disolvió en la presencia de isotiocianato de guanidina (Solución de 

Unión a Membrana, Membrane Binding Solution). La muestra se mezcló (vórtex) e incubó 

a 50-65ºC durante 10 minutos hasta que el corte del gel se disuelió completamente. El 

fragmento de DNA fue separado de la agarosa usando microcentrifugación a 14 642 x 

gdurante 1 minuto a temperatura ambiente. Para la separación y purificación del fragmento 

de DNA se utilizó un sistema de minicolumna SV y microcentrifugación. Al final, el DNA 

fue eluido en 35 µl de agua libre de nucleasas.  

 

  6.1.8. Preparación de células competentes con calcio 

La competencia se refiere a la capacidad de las células bacterianas de introducir DNA 

exógeno. Algunas especies y cepas bacterianas son naturalmente competentes, esto es 

porque contiene en sus paredes y membranas algunas proteínas dedicadas al transporte de 

cadenas de DNA del exterior hacia el citoplasma.  

 El protocolo general que se utilizó en este proyecto fue el siguiente:  

1.-Para la elaboración del pre-inóculo se utilizaron 5 mL de medio LB SIN 

ANTIBIOTICO. Se sembró una colonia de E. coli TOP 10 y se creció durante toda la noche 

a 37º C en agitación constante de 200 rpm.  

2.- Al otro día, se inocularon 50 mL de medio LB con 0.5 mL del pre-inóculo y se dejaron 

crecer a 37º C hasta alcanzar una absorbancia de 0.4-0.5 (2-3 horas), la cual fue medida a 

600 nm. Se utilizó el medio de cultivo sin células como blanco para medir la absorbancia. 

El cultivo fue enfriado en hielo durante 10 minutos bajo condiciones de esterilidad.  

3.- El cultivo fue transferido a tubos de 50 mL estériles.  

4.- Los cultivos fueron centrifugados durante 10 minutos a 3,500 rpm a 4º C.  
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5.- El botón de células fue re-suspendido en 33 mL de una solución de CaCl2 0.1 M estéril y 

fría (No vórtex)  

6. La solución con células fue incubada en hielo durante 1 hora. 

7.- La solución fue centrifugada durante 10 minutos a 3,500 rpm a 4º C.  

8.- EL botón de células fue re-suspendido en 1mL de CaCl2 0.1 M estéril + 17% de glicerol 

estéril (No vórtex). 

9.- Se hicieron alícuotas de células competentes de 0.1 mL en tubos de microcentrífuga 

estériles de 500 mL de capacidad, los cuales fueron enfriados en hielo previamente. El 

proceso se realizó lo más rápido posible.  

10.- Las alícuotas de células competentes fueron almacenadas a -70º C hasta su uso.  

 

  6.1.9. Transformación de células competentes 

El protocolo general que se utilizó en este proyecto fue el siguiente y se realizó en 

condiciones de esterilidad:  

1.- Las células competentes fueron descongeladas en hielo.  

2.- Se adicionaron 50 µL de células competentes (Top 10) al tubo que contenía el DNA 

(plásmido con resistencia a algún antibiótico). 

3.- Las células competentes y el DNA se mezclaron cuidadosamente.  

4.- Las células competentes y el DNA fueron incubadas en hielo durante 1 hora.  

5.- Posteriormente, las células competentes fueron incubadas a 42º C durante 1 minuto 

(choque térmico).  

6.- Las células competentes fueron enfriadas en hielo e incubadas durante 5 minutos.  
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7.- A las células competentes se les añadió 1 mL de medio LB SIN ANTIBIÓTICO (10 

gramos/L de NaCl, 10 gramos/L de Triptona, 5 gramos/L de extracto de levadura) y se 

mezclaron cuidadosamente. 

8.- Las células fueron incubadas durante 1 hora a 37º C sin agitación.  

9.- Las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 3,000 rpm a temperatura ambiente.    

10.- El sobrenadante fue desechado (3/4 partes) y las células fueron re-suspendidas en el 

volumen restante.  

11.- Las células fueron plaqueadas en cajas Petri que contenían medio LB con agar al 1.5% 

y el antibiótico adecuado, de acuerdo a la resistencia que proporcionaría el plásmido.  

12.- Las cajas Petri con células fueron incubadas a 37º C durante toda la noche.   

Solo crecieron las células que contenían el plásmido con resistencia al antibiótico. 

 

 

 6.1.10. Generación de anticuerpos 

6.1.10.1. Preparación del antígeno y esquema de inmunización de la 

gallina 

La proteína purificada (Ma-PFK1 o Ma-FruBPasa II) se disolvió en una solución salina 

isotónica (1 mg proteína en 0.1 mL de solución). Se inmunizaron vía  intramuscular  (I.M.) 

dos gallinas criollas de 54 semanas de edad a través de  la aplicación de 3 inoculaciones por 

ave de 0.2 mg de proteína purificada, con un intervalo entre cada aplicación de 7 días. Cada 

inoculación fue una mezcla a volúmenes iguales de antígeno con adyuvante completo de 

Freund (Sigma, St Louis, MO, USA) en un volumen final  de  0.4 mL. Se utilizaron los 

huevos del día 11, posterior a la última inoculación.  
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  6.1.10.2. Purificación de los anticuerpos  

El protocolo de purificación de los IgY´s se basó al reportado por Polson y colaboradores 

(1980), con algunas modificaciones que se describen a continuación:  

- Las yemas del huevo se separaron de la clara de manera individual, se lavaron 

cuidadosamente con agua para remover la mayor parte posible de la clara. Una vez lavadas, 

las yemas se vaciaron por medio de un embudo de vidrio y se rompieron para liberar el 

contenido en una probeta de vidrio graduada. Se añadieron dos volúmenes de amortiguador 

(fosfato de sodio 10 mM, cloruro de sodio 0.1 M, azida de sodio al 1%, pH 7.5) por cada 

volumen de yema y se mezclaron cuidadosamente. Posteriormente, se añadió 

polietileneglicol 8000 (PEG-8000) previamente pulverizado hasta obtener una 

concentración final de 3.5% (p/V) para permitir la separación de los lípidos y la vitelina. La 

mezcla se agitó suavemente hasta que todo el polímero se disolvió. La mezcla se dejó 

reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugó a 14,000 x g 

durante 10 minutos. Esta centrifugación generó la formación de tres fases en el tubo de 

centrífuga:  

a) Una capa de grasa amarilla sobre la superficie del fluido 

b) Un sobrenadante claro 

c) Una capa flexible de vitelina que representó una tercera parte del volumen total 

de las sustancia en el tubo de centrífuga.  

El sobrenadante claro y la capa de grasa se decantó cuidadosamente en un embudo con un 

tapón delgado de algodón en el cuello. El algodón detuvo la capa de grasa y dejó pasar 

únicamente el sobrenadante. Este paso se repitió una vez más. Se midió el volumen del 

filtrado para añadir suavemente más PEG-8000 pulverizado a una concentración final de 

12% (p/V), lo que provocó la precipitación total de los IgY´s. El precipitado se concentró 
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por centrifugación a 14,000 x g durante 10 minutos. El botón se re-suspendió con solución 

amortiguadora en el volumen original de las yemas y las IgY´s se volvió a precipitar (los 

dos pasos anteriores). Los botones obtenidos se compactaron por centrifugación a 14,000 x 

g durante 10 minutos y se eliminó el exceso de PEG-8000. Este paso se repitió dos veces. 

Los botones se re-suspendieron en el menor volumen posible de solución 

amortiguadora. Se realizó una diálisis con 3 L de PBS pH 7.5 a 4º C durante toda la noche 

para mejorar la pureza de los anticuerpos. El grado de pureza de los anticuerpos fue 

determinada mediante la técnica de SDS-PAGE al 12%.  
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Activation of Methanogenesis by Cadmium in the Marine 
Archaeon Methanosarcina acetivorans 
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