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3. RESUMEN 

Los microorganismos anaerobios estrictos se caracterizan por su incapacidad para 

proliferar en presencia de oxígeno, sin embargo, existen estudios que revelan que 

estos son capaces de expresar muchas de las defensas antioxidantes propias de 

microorganismos aerobios para de esta forma poder tolerar transitoriamente niveles 

substanciales de O2. Las aldehído deshidrogenasas (ALDHs) son una superfamilia de 

enzimas responsables de la oxidación de aldehídos a ácidos carboxílicos mediante la 

reducción de NAD(P)+ a NAD(P)H. Estas enzimas se encuentran ampliamente 

distribuidas en los tres dominios de la vida, sugiriendo una participación vital a lo largo 

de la historia evolutiva. En organismos aerobios estas enzimas se consideran 

esenciales en la desintoxicación de aldehídos producidos por la peroxidación de los 

lípidos de la membrana promovida por el incremento en especies reactivas de oxígeno 

(ROS, por sus siglas en inglés). Ya sea como parte de su metabolismo intermediario o 

en episodios de oxigenación, los microorganismos anaerobios tampoco son ajenos a la 

generación de intermediarios citotóxicos o de ROS. Sin embargo, el papel de las 

ALDHs con respecto a su protección del estrés oxidante en este tipo de 

microorganismos, en particular en los pertenecientes al dominio Archaea, no ha sido 

dilucidado.  

Dentro de este dominio destacan las arqueas metanogénicas, microorganismos 

anaerobios estrictos cuyo análisis bioquímico y genético, sugiere que poseen la 

capacidad de desarrollar mecanismos para contender con el estrés oxidativo. Se ha 

reportado que Methanosarcina acetivorans un arqueón marino, desarrolla múltiples 

mecanismos de protección ante la presencia de O2 y el estrés oxidante asociado a 

esta, logrando una disminución en la generación de ROS en células pre-adaptadas a 

O2, así como una mayor expresión de la maquinaria antioxidante para contrarrestar el 

estrés generado. En este contexto, M. acetivorans puede representar un modelo clave 

para dilucidar mecanismos de adaptación y expresión de vías metabólicas 

intermediarias involucradas en la protección a estrés oxidativo como la posible 

expresión de ALDHs. 

 



 

4. INTRODUCCIÓN 

4.1 Microorganismos anaerobios y su tolerancia a la presencia de oxígeno 

El desarrollo de una atmósfera oxigenada en la Tierra dio como resultado una 

división en cuanto al estilo de vida de los microorganismos presentes hasta ese 

momento; aquellos que proliferaron en presencia de oxígeno (O2), los aerobios y 

aquellos que no, los microorganismos anaerobios (Grochowski & White, 2008).  

Los microorganismos anaerobios establecieron las bases de su metabolismo en 

condiciones altamente reductoras en las cuales, elementos como el hierro (Fe) y el 

azufre (S) fueron esenciales en la conformación de las biomoléculas que constituyen 

su metabolismo central, encontrándose compuestas principalmente por centros 

enzimáticos metálicos de bajo potencial con grupos funcionales como tioles (-SH) y/o 

centros de Fe-S (Neubeck & Freund, 2020; Khademian & Imlay, 2021; Imlay, 2013). 

Al representar una barrera energética fácil de sobrellevar, estos centros permitieron 

la capacidad de aceptar y donar electrones de manera muy eficiente, resultando así 

en un cambio significativo en la función catalítica de las enzimas involucradas en el 

metabolismo de este tipo de microorganismos (Boyd et al., 2014; Imlay, 2006). 

No obstante, esta característica es precisamente una de las razones por las cuales 

el O2 resulta tóxico para los microorganismos anaerobios. Mientras que el O2 no es 

por sí mismo un agente oxidante fuerte (Em= - 0.16 V), los centros Fe-S poseen un 

bajo potencial redox que los convierte en blancos vulnerables de oxidación; ya sea al 

disminuir la biodisponibilidad del Fe en su estado férrico o a través de la oxidación 

de intermediarios del S, la presencia de O2 afecta directamente la integridad de 

componentes celulares clave del metabolismo anaerobio (Lu & Imlay, 2021; Boyd et 

al., 2014; Imlay, 2006). 

Dado que el O2 es en sí un bi-radical, este reacciona con otros radicales a través de 

transferencias univalentes de electrones. El O2 puede ser reducido tras adquirir un e- 

de algún constituyente celular o de un xenobiótico (Lemire et al., 2013). 

Frecuentemente, estas reacciones de oxidación llevan a la simultánea reducción de 

O2 a radicales libres de O2 y otros derivados tóxicos categorizados como especies 



reactivas de oxígeno (ROS). Algunas enzimas en microorganismos anaerobios son 

inhibidas por O2; sin embargo, la inactivación enzimática se da más frecuentemente 

por ROS (Imlay, 2002). 

El término ROS se utiliza colectivamente para referirse a las especies derivadas del 

O2 cuya naturaleza es mucho más reactiva que el O2 mismo; es decir, son todas 

aquellas especies radicales y no radicales que actúan como agentes oxidantes y/o 

que se convierten fácilmente en compuestos tóxicos (Halliwell, 1996). Los ROS con 

mayor importancia biológica son el radical anión superóxido (O2
•-), el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), el radical hidroxilo (•OH) y el oxígeno singulete (1O2); (Fig. 1) 

(Ślesak et al., 2019). 

 

(Basada en Imlay, 2008) 

 

De manera general, ya sea que se encuentren involucrados microorganismos 

aerobios o anaerobios, estos ROS afectan el metabolismo de las células debido a 

que inducen la oxidación de biomoléculas. Ejemplos de lo anterior son la oxidación 

de polisacáridos y ácidos grasos poli-insaturados así como de residuos de 

aminoácidos, la pérdida de metales en metaloproteínas, mutaciones en el DNA, 

entre otros (Imlay, 2008). 

Con lo anterior es evidente la paradoja que representa el metabolismo aerobio, 

mientras que el O2 forma parte esencial para llevar a cabo sus funciones celulares 

simultáneamente éste resulta perjudicial (Halliwell & Gutteridge, 2015). Conforme al 

aumento en la presencia de O2 en la atmósfera de la Tierra muchas especies de 

Figura 1. Estados redox del O2 con sus potenciales estándar de reducción. 



microorganismos presentaron adaptaciones metabólicas que les permitieron 

aprovechar al O2 como aceptor terminal de electrones en cadenas transportadoras 

como un medio eficiente para facilitar la producción de energía. No obstante, cuando 

la relación en la generación de ATP por molécula consumida fue favorecida, este 

cambio hacia un metabolismo aerobio implicó además la implementación de 

sistemas antioxidantes que brindaran protección a la célula de los ROS generados 

basalmente como producto de estas cadenas respiratorias (Imlay, 2008).  

En microorganismos aerobios los sistemas de defensa antioxidante para la 

desintoxicación de ROS se encuentran constituidos por antioxidantes de bajo peso 

molecular (glutatión, ascorbato, tocoferoles, etc.) además de enzimas antioxidantes, 

que regulan la homeostasis celular de ROS (Schippers et al., 2012, Benzie, 2000). 

Una hipótesis propuesta respecto a los microorganismos anaerobios es que estos no 

requirieron de implementar ningún tipo de defensa antioxidante que los protegiera 

del estrés oxidativo generado por ROS. Debido a esto, se estableció a la 

incapacidad para subsistir en un ambiente con presencia de O2 como la principal 

característica para definir a un microorganismo anaerobio (Lu & Imlay, 2021). Sin 

embargo, estudios revelan que esta definición en realidad alberga un rango muy 

amplio de variación biológica puesto que se ha demostrado que microorganismos 

catalogados como anaerobios estrictos pueden ser capaces de expresar muchas de 

las defensas antioxidantes propias de microorganismos aerobios y, de esta forma, 

toleran niveles substanciales de O2 de 8% hasta 10% (v/v) de O2 (Khan et al., 2012; 

Lin et al., 2004; Johnson et al., 1997; Lu & Imlay et al., 2021).  

Si bien los microorganismos anaerobios no pueden sobrevivir a una exposición 

prolongada a O2 debido a que su eficiente producción de energía depende de 

moléculas susceptibles a la toxicidad del O2, la presencia de estrategias 

antioxidantes les han permitido subsistir y ampliar las fronteras entre ambientes 

anóxicos y con O2, y ser más competentes en hábitats en los cuales la presencia de 

O2 puede ser transitoria en episodios breves de oxigenación (Hamada et al., 2014). 

El objetivo principal de estas estrategias se enfoca en restaurar las funciones 

celulares posterior a la disipación del episodio de estrés, así como a minimizar la 



extensión del daño ocasionado por O2. Entre las principales enzimas antioxidantes 

estudiadas en microorganismos anaerobios se encuentran la superóxido dismutasa 

(SOD), la catalasa (CAT), las peroxidasas (PXs), la superóxido reductasa (SOR), 

entre otras (Brioukhanov et al., 2002; Takao et al., 1991). Sin embargo, el estudio de 

enzimas antioxidantes como las aldehído deshidrogenasas (ALDHs), enzimas 

capaces de disminuir la propagación de daño, no ha sido explorado a profundidad en 

microorganismos anaerobios. 

4.2 Aldehído deshidrogenasas. Enzimas importantes en la protección de daño 

oxidativo 

La incapacidad de contender con niveles elevados de ROS tiene como 

consecuencia la generación de estrés oxidativo y daño celular (Singh et al., 2013). El 

estrés oxidativo generado está acoplado a la degradación oxidativa de las 

membranas lipídicas en un proceso conocido como peroxidación lipídica (LPO), en el 

cual se generan más de 200 tipos de aldehídos, muchos de los cuales son altamente 

reactivos y tóxicos para la célula. Así mismo, el exceso de aldehídos tóxicos 

generados puede ser removido por enzimas aldehído deshidrogenasas (ALDHs) 

(Zimniak, 2011; Marchitti et al., 2008). 

Aunque la LPO es un proceso con un mecanismo bien establecido de toxicidad por 

ROS en eucariontes, esto no ocurre de igual manera para bacterias y mucho menos 

aún para arqueas. Lo anterior es debido al tipo de lípidos encontrados en Eukarya 

comparados con Bacteria y/o Archaea, ya que en las membranas celulares de los 

primeros predominan los lípidos poli-insaturados. En particular, las moléculas 

lipídicas en el dominio Archaea están compuestas por lípidos saturados o mono-

insaturados poco oxidables, por lo que no experimentan niveles extensivos de 

peroxidación, como ocurre en Bacteria (Bielski et al., 1983). Sin embargo, no se 

puede descartar ni la importancia ni las repercusiones que este proceso pudiera 

tener en estos organismos, sobre todo en escenarios de estrés por ROS ya que la 

presencia de lípidos oxidados puede afectar significativamente la fisiología celular 

(Lemire et al., 2013).  

Miembros del dominio Archaea han logrado la adaptación a la gran diversidad de 

nichos que habitan debido en gran medida a su capacidad para sensar y adaptarse 



a los cambios ambientales (Pedone et al., 2004). La identificación de los 

mecanismos responsables de la respuesta ante el estrés que puedan enfrentar estos 

microorganismos en sus nichos y que los llevan a proliferar han sido solo 

parcialmente dilucidados, por lo que la identificación y caracterización de proteínas 

y/o enzimas involucradas en la disminución del efecto perjudicial de agentes 

estresores en estos microorganismos cobra mayor relevancia (de Macario & 

Macario, 2003). Es en este contexto que se propone el estudio de enzimas ALDHs 

en la protección a estrés oxidativo en este dominio.  

Las ALDHs son una superfamilia de enzimas responsables de la oxidación de 

aldehídos a ácidos carboxílicos mediante la reducción de NAD(P)+ a NAD(P)H. 

Algunas ALDHs son altamente específicas por una cantidad limitada de substratos, 

mientras que otras demuestran un rango más amplio de especificidad por sustratos 

(Yoshida et al., 1998; Lindahl, 1992). Éstas se encargan de metabolizar aldehídos 

endógenos y exógenos, con lo que ayudan a mitigar el estrés oxidativo y electrofílico 

(Singh et al., 2013). Este último representa el estrés generado por la presencia de 

moléculas electrófilas, que actúan como agentes desestabilizantes. Ya que la 

mayoría de las macromoléculas biológicas contienen centros nucleofílicos, se da pie 

a la formación de moléculas electrófilas las cuales son generadas en el metabolismo, 

y son particularmente reactivas y tóxicas en un contexto celular (Zimniak, 2011).  

El mecanismo general de acción de las ALDHs (Belmont-Díaz et al., 2016) se 

describe en la Fig. 2 y comienza con la unión de NAD+ (k1) al sitio catalítico de la 

enzima el cual tiene un residuo de Cys reactivo (E-SH), esta unión induce la 

desprotonación de la Cys catalítica. Un ataque nucleofílico al aldehído es llevado a 

cabo por parte de la cisteína (k2) dando pie a la formación de un intermediario 

tiohemiacetal (E-SAld). La transferencia del hidruro (k3) toma lugar a partir del 

tiohemiacetal hacia la coenzima, reduciéndola y formando un aducto tioéster, el cual 

es hidrolizado (k4) por una molécula activada de agua (ion OH-). Finalmente, la 

coenzima reducida es liberada de la enzima (k5).   



 

Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en los tres dominios de la 

vida, sugiriendo una participación vital a lo largo de la historia evolutiva en 

organismos procariontes y eucariontes (Jackson et al., 2011). Muchas ALDHs 

aparentemente distantes evolutivamente llevan a cabo funciones similares entre las 

que destaca la protección contra una amplia variedad de agentes estresores 

ambientales; en bacterias (estrés ambiental y osmótico) (Zaldívar-Machorro et al., 

2011; Cabiscol et al., 2000), en plantas (estrés hídrico, salino y oxidativo) (Sass et 

al., 2012; Kirch et al., 2004; Li et al., 2000), en levaduras (exposición a etanol y 

estrés oxidativo) (Aranda & del Olmo, 2003; Izawa & Inoue, 2009) y en mamíferos 

(estrés oxidativo y LPO); (Pan et al., 2008; Ohta & Ohsawa, 2006). En cuanto a 

Figura 2. Mecanismo general de reacción de las ALDHs. Figura 

tomada de Belmont-Díaz et al. (2016). 

 



arqueas, existen algunos reportes de la existencia de ALDHs, sin embargo, su papel 

en el metabolismo no ha sido dilucidado con claridad. 

Las ALDHs también juegan un papel importante como defensa antioxidante al 

absorber la radiación UV (Estey et al., 2007; Lassen et al., 2007), al acarrear 

radicales hidroxilo por vía de los grupos sulfhidrilo de aminoácidos como la cisteína y 

la metionina (Uma et al., 1996) y al producir NAD(P)H (Pappa et al., 2003; Lassen et 

al., 2006). 

4.3 Generación de aldehídos como producto del metabolismo intermediario. 

Cabe destacar que como parte del metabolismo celular también se puede dar paso a 

la formación de aldehídos que fungen como intermediarios citotóxicos, por ejemplo, 

en el metabolismo de carbohidratos, de ascorbato, de amino oxidasas, de 

citocromos P450, entre otros (O’Brien et al., 2005).  

Un ejemplo de lo anterior encontrado en un proceso metabólico central se da en la 

glucólisis ya que al formar gliceraldehído-3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato estos 

pueden isomerizarse para formar metilglioxal, un aldehído derivado del piruvato que 

resulta ser citotóxico. En el dominio Archaea se ha reportado este mismo escenario 

de producción de metilglioxal para la gluconeogénesis (Ronimus & Morgan, 2003; 

White & Xu, 2006). Por lo anterior, es importante considerar que la posible expresión 

de ALDHs en arqueas pudiera no solo verse involucrada en la protección a estrés 

oxidativo derivado de un agente estresor externo sino también como parte del 

metabolismo intermediario, ya sea aerobio o anaerobio. 

Aunado a esto, otro factor importante a considerar es la versatilidad metabólica con 

la que cuente un organismo para consumir diferentes fuentes de carbono ya que se 

ha reportado que de acuerdo a la misma pueden existir niveles diferenciales de 

estrés oxidativo en un mismo organismo debido a una regulación variable en la 

expresión del metabolismo para el consumo de una fuente de carbono específica (Li 

et al., 2007; Song et al., 2022). 

Ya sea como parte del metabolismo intermediario o en episodios de oxigenación, los 

microorganismos anaerobios tampoco son ajenos a la generación de intermediarios 

citotóxicos o de ROS. Sin embargo, el papel de las ALDHs con respecto a la 



protección del estrés oxidante en este tipo de microorganismos, en particular en los 

pertenecientes al dominio Archaea, no ha sido dilucidado.  

4.4 Dominio Archaea. Árqueas metanogénicas como grupo de interés 

El dominio Archaea representa un taxón diverso genética y bioquímicamente con 

características celulares particulares que lo convierten en un eslabón fundamental en 

estudios evolutivos y de múltiples áreas de investigación. Estos organismos habitan 

nichos ecológicos sumamente diversos entre los que se encuentran los más 

extremos, aunque en concordancia con su amplia diversidad las arqueas 

representan microorganismos metabólicamente versátiles que varían de organismos 

mesófilos a (híper) termófilos, aerobios o anaerobios, autótrofos o heterótrofos, así 

como organismos simbiontes (Eme & Doolittle, 2015; Baker et al., 2020). A pesar de 

su gran importancia, este dominio ha sido poco estudiado, sin embargo, se ha 

confirmado que estos organismos poseen un gran potencial para convertirse en 

modelos de estudio que contribuyan a ampliar el conocimiento respecto a un alcance 

genético y fenotípico que de otra forma no se podría explorar en este tipo de 

microorganismos (Spang et al., 2017). 

Dentro de este dominio destacan las arqueas metanogénicas, un grupo 

filogenéticamente diverso de microorganismos anaerobios estrictos caracterizados 

por su habilidad para llevar a cabo la síntesis de ATP al producir gas metano (CH4) 

por medio de un proceso metabólico de conservación de energía único en su tipo 

llamado metanogénesis (Buan, 2018; Thauer et al., 2008). 

Los metanogénicos pueden ser aislados de una amplia gama de gradientes 

termoquímicos, así, hay microorganismos acidófilos o alcalófilos (viven a pH de 3,0 a 

10,2), (híper) termofílicos o psicrófilos que viven desde −2°C a 122°C, o bien 

aquellos que se desarrollan en estuarios de agua dulce hasta entornos halófilos. 

Otros ambientes que pueden albergar a los metanógenicos son los tractos digestivos 

de animales, entre los cuales, estos microorganismos no han sido asociados como 

causa de patogénesis por factores de virulencia o toxinas, y se ha sugerido su uso 

como posible biomarcador de salud (de Macario & Macario, 2009; Peña-Ocaña et al., 

2022a).  



La metanogénesis es un proceso importante en el mantenimiento del ciclo global del 

carbono porque representa el último paso de la degradación anaerobia de la materia 

orgánica en condiciones limitantes de sulfato. Debido a que estas arqueas liberan 

grandes cantidades de CH4 a la atmósfera (450 Tg anualmente) se considera que 

estas juegan un papel fundamental en el control del cambio climático, ya que este 

gas se encuentra clasificado como un gas de efecto invernadero cuyo impacto es 28 

veces mayor al del CO2 (Dlugokenchy et al., 2011; Ramanathan et al., 1985). 

El CH4 es considerado un gas indeseable por el daño ambiental que provoca a la 

atmósfera, por lo que el cultivo de metanogénicos en sistemas de captación como 

los biodigestores, que son alimentados con materia de desechos, ha resultado en 

una alternativa energética sustentable. La digestión anaerobia de material de 

desecho produce biogás el cuál puede contener hasta 90 % de CH4, proveyendo así 

de una fuente combustible sumamente valiosa (Weiland, 2010). Así mismo, se ha 

buscado un mayor aprovechamiento del proceso de metanogénesis a través de la 

bioremediación, ya que la presencia de algunos metales pesados tiene un efecto 

positivo sobre este proceso metabólico llevando no solo a un mayor rendimiento de 

este gas sino también a la retención de estos metales y con ello de su toxicidad 

ambiental. Con todo lo anterior, podemos decir que la metanogénesis resulta 

relevante no solo en procesos ecológicos y evolutivos sino también biotecnológicos y 

biomédicos (Peña-Ocaña et al., 2022a; 2022b; Stillwell et al., 2010; Jasso-Chávez et 

al., 2019). 

A pesar del reconocimiento actual de la importancia de los metanogénicos, su cultivo 

y caracterización se ha visto limitado. No obstante, hasta ahora el estudio de los 

metanogénicos ha ayudado a dilucidar las bases termodinámicas y bioenergéticas 

de la vida, ha contribuido a nuestra comprensión de la evolución y la biodiversidad, y 

ha resultado en una apreciación de la utilidad social de estudiar las interacciones 

tróficas. De lo anterior, resulta evidente que un mayor estudio de éstos conllevará a 

avances significativos en el entendimiento de la bioenergética celular y del 

metabolismo, con un amplio potencial para nuevos descubrimientos que desafíen lo 

que ya se conoce de la fisiología de estos microorganismos (Buan, 2018). 



4.5 Metanogénesis, vía central del metabolismo en metanogénicos 

Los metanogénicos son organismos que se distinguen de otras bacterias o arqueas 

que producen CH4 como un producto secundario de su metabolismo por su 

necesidad de sintetizar CH4 para la conservación de energía, a través del ciclo de 

Wolfe. De acuerdo a esta distinción, todos los metanogénicos conocidos a la fecha 

pertenecen al superfilo Euryarchaeota (Thauer et al., 2008, Thauer, 2012; Buan, 

2018). 

El crecimiento de los metanogénicos es posible gracias a la reducción de 

compuestos sencillos de un carbono (C1) como el CO2, CO, formato, metanol, 

metilaminas y metilsulfuros, además de acetato (C2) a través de una de varias vías 

metanogénicas. Con estos diferentes compuestos, todos los metanogénicos utilizan 

un gradiente de iones transmembranal para la generación de ATP por medio de una 

ATP sintasa, en la que dependiendo de la fuente de carbono metabolizada pueden 

obtener de 0.5 a 2 moles de ATP por mol de sustrato. Las principales vías 

metanogénicas son la hidrogenotrófica, metilotrófica y aceticlástica (Rother & 

Metcalf, 2004; Buan, 2018; Ferry, 2015). Independientemente de cuál sea la fuente 

de carbono consumida, una molécula de coenzima M (CoM) es reducida a CH4 por la 

acción de una metil coenzima M reductasa (Mcr) dependiente de Coenzima B (CoB) 

(Ermler et al., 1997); (Fig. 3). 



 

Existen diversos mecanismos para el acoplamiento del catabolismo de la fuente de 

carbono con la generación de un gradiente quimiosmótico en metanogénicos, entre 

ellos se encuentran el transporte acoplado y el bombeo activo dado por enzimas 

oxidoreductasas a nivel membranal (Ferry, 2015). Muchas de estas estrategias son 

utilizadas por los metanogénicos para la conservación de energía. Entre ellas, se 

incluye el bombeo de Na+ y/o H+ por complejos enzimáticos (Mtr, Rnf) acoplados a 

Figura 3. Perspectiva general de las principales vías metanogénicas. 

Basada en (Deppenmeier, 2012). 



un antiportador de H+/Na+ (Mrp) (Schlegel et al., 2012; Jasso-Chávez et al., 2013; 

Gottschalk & Thauer, 2001).  

Con esto, resulta importante destacar que la metanogénesis sienta sus bases en el 

papel de cofactores y coenzimas únicas en su tipo que fungen tanto como 

donadores de e- como acarreadores de moléculas de un carbono. La estructura y 

función de estas moléculas pueden presentar algunas diferencias dependiendo del 

organismo y de la fuente de carbono de la que se extrae el grupo metilo, sin 

embargo, en todos estas variaciones en las características de estas moléculas son 

las que les permiten llevar a cabo el correcto transporte de e-. En la vía 

hidrogenotrófica, el donador de e- es el H2 en presencia de CO2, mientras que para la 

metilotrófica y aceticlástica es la fuente de carbono en sí. Otro factor importante en la 

naturaleza de estas moléculas involucradas en la metanogénesis es su dependencia 

en metales de transición, representando así compuestos organometálicos de gran 

relevancia para los organismos metanogénicos. Entre ellos se encuentra el Fe, Mo, 

W, Co, Zn y Ni; (Fig. 4) (Deppenmeier, 2002). 

Dentro de la enzimas esenciales conservadas en todos los metanogénicos se 

encuentran: la metil-tetrahidrosarcinopterina: CoM transferasa (Mtr), la metil-CoM 

reductasa (Mcr) y la heterodisulfuro reductasa (Hdr), de las cuales existen algunas 

isoformas (Hedderich & Whitman, 2006). Estas enzimas convergen en el último paso 

de la metanogénesis, en que, por medio de la Mtr, la coenzima B-SH (el donador 

terminal de e-) entra al sitio activo de la Mcr, dona un e- al radical metilo para la 

producción de CH4 y forma un heterodisulfuro coenzima M-coenzima B (CoM-S-S-

CoB) para regenerar al cofactor Ni(I)F430 y de esta forma liberar CH4. El CoM-S-S-

CoB sirve como el aceptor terminal de e- en el flujo de la cadena transportadora de e- 

los cuales son canalizados a través de la CoM-S-S-CoB heterodisulfuro reductasa, 

Hdr, y con la cual se forma un gradiente electroquímico de Na+ y H+ para ser 

utilizados por la A1A0 ATP sintasa en la síntesis de ATP (Schlegel et al., 2012). Así, 

es evidente que los metanogénicos han evolucionado para llevar a cabo un proceso 

altamente eficiente ya que son capaces de sintetizar su propio donador y aceptor 

terminal de e-, los cuales son restituidos a CoM-SH y CoB-SH libre para continuar 



con el proceso de metanogénesis en un nuevo ciclo (Hedderich et al., 2005; Buan & 

Metcalf, 2010). 

 

Figura 4. Estructura química de cofactores esenciales para el proceso de 

metanogénesis, en microorganismos metanogénicos. 



En términos generales, la termodinámica nos ayuda a determinar la posibilidad de 

que determinadas reacciones químicas ocurran o no. Un parámetro utilizado para 

determinar si una reacción química es termodinámicamente favorable es la energía 

libre de Gibbs (G°). Si G° representa un valor negativo se dice que la reacción es 

favorable. Este parámetro es calculado a partir de la energía de formación (fG°) 

bajo condiciones estándares a temperatura y presión constantes (1bar, 25°C, 1M), lo 

cual no representa el ambiente o las condiciones intracelulares; sin embargo, este 

puede indicar si la reacción es favorable o espontánea (-G°) y, a su vez, la 

magnitud -G° puede utilizarse para estimar la cantidad de substrato que debe ser 

consumida para producir una molécula de ATP, en un estado energético favorable 

para la translocación de iones a través de la membrana (Buan, 2018, Schink, 1997). 

A continuación se presentan las ecuaciones balanceadas de las principales vías 

metanogénicas con sus respectivos valores de G°; (tabla 1). Como se observa 

todas las reacciones son termodinámicamente favorables. 

 

 

Tabla 1. Ecuaciones balanceadas de las principales vías metanogénicas (Basada en 

Thauer, 1998). 

 



Basados en la filogenia de genes ribosomales y del gen codificante para McrA, 

actualmente existen siete ordenes reconocidos de metanogénicos, cinco de los 

cuales albergan a metanogénicos hidrogenotróficos (Hug et al., 2016; Adam et al., 

2017). El orden de los Methanosarcinales contiene al grupo más diverso metabólica 

y fisiológicamente, con muchos miembros capaces de llevar a cabo más de una vía 

metanogénica. La mayoría de los metanogénicos conocidos a la fecha se 

encuentran restringidos a la utilización de no más de uno o dos substratos para el 

crecimiento; sin embargo, algunas especies de Methanosarcina son capaces de 

utilizar distintos substratos a través de diferentes vías metanogénicas (Galagan et 

al., 2002; Zinder, 1993). Debido a esta versatilidad metabólica se ha elegido a la 

especie Methanosarcina acetivorans, miembro de este último orden, como modelo 

de estudio.  

 

4.5 Methanosarcina acetivorans como modelo de estudio 

Methanosarcina acetivorans es un metanogénico perteneciente al orden de los 

Methanosarcinales aislado de sedimentos marinos en La Jolla, California (Sowers et 

al., 1984). Esta especie pertenece al género Methanosarcina, el cual junto al género 

Methanosaeta representan los únicos géneros responsables del consumo de 

acetato, fuente de carbono de la cual se obtiene el 75 % del CH4 producido 

biológicamente (Galagan et al., 2002). 

Este organismo es poseedor del genoma más grande conocido para una arquea con 

5.7 Mb, en el que se refleja un amplio potencial genético para la expresión de 

diversas capacidades metabólicas y celulares. M. acetivorans tiene la capacidad de 

expresar enzimas específicas para utilizar varios sustratos para la generación de 

ATP, tales como metanol, metilaminas, metilsulfuros, CO y acetato. En su genoma 

se encuentran múltiples copias de algunos genes esenciales para llevar a cabo la 

metanogénesis, lo cual sugiere que algunos de ellos podrían tener una regulación 

diferencial o codificar para enzimas con propiedades cinéticas diferentes 

permitiéndole una mayor adaptación al ambiente en el que se encuentre (Galagan et 

al., 2002). 



Dentro de los metanogénicos, miembros del orden de los Methanosarcinales 

parecen ser de los más aero-tolerantes, posiblemente gracias a un amplio número 

de componentes antioxidantes y proteínas reparadoras de daño codificados en sus 

genomas. Aun cuando la información con respecto a los mecanismos utilizados por 

los Methanosarcinales para sensar y responder a la presencia de O2 es limitada, se 

ha reportado que la especie Methanosarcina acetivorans desarrolla múltiples 

mecanismos de protección ante la presencia de O2 y el estrés oxidante asociado a 

ésta, logrando una disminución en la generación de ROS en células pre-adaptadas a 

O2, así como una mayor expresión de la maquinaria antioxidante para contrarrestar 

el estrés generado (Jasso-Chávez et al., 2015). Debido a esto, M. acetivorans 

representa un modelo clave para la evaluación de daño oxidativo por O2 en 

metanogénicos.  

Ánálisis bioinformáticos han revelado que el número de genes que podrían codificar 

para ALDHs en el dominio Archaea es significativamente reducido (1-5 genes) en 

comparación con Bacteria (1-26 genes) y Eukarya (8-17 genes) (Sophos & Vasiliou, 

2003). Sin embargo, el análisis del genoma de M. acetivorans revela que existen  

genes que codifican para 11 posibles ALDHs, lo cual lo sitúa como un arqueón 

destacado para discernir la importancia de las ALDHs en metanogénicos.  

En este contexto, M. acetivorans puede representar un modelo clave para dilucidar 

mecanismos de adaptación y expresión de vías metabólicas intermediarias 

involucradas en la protección a estrés oxidativo como la posible expresión de 

ALDHs. 

 

5. JUSTIFICACIÓN 

 

Actualmente no existen reportes respecto al posible papel de las ALDHs en el 

metabolismo intermediario ni respecto a su contribución en la disminución de estrés 

oxidante por medio de la desintoxicación de aldehídos en metanogénicos, por lo que 

resulta de interés dilucidar si la expresión de una o más ALDHs juega un papel 



importante en este tipo de organismos para contrarrestar el daño por estrés 

oxidativo. 

6. HIPÓTESIS 

 

Las ALDHs participan en la protección de Methanosarcina acetivorans durante 

episodios de estrés oxidante producto de exposición a ROS o como parte del propio 

metabolismo. 

7. OBJETIVOS 

 

 7.1 General 

Discernir si las ALDHs representan parte del mecanismo de protección a estrés 

oxidante en Methanosarcina acetivorans. 

 

 7.2 Particulares 

• Determinar el crecimiento de cultivos de M. acetivorans en diferentes fuentes 

de carbono y en una condición de estrés inducido por un pulso de O2.  

• Determinar los niveles de estrés y daño oxidativo en todas las condiciones de 

crecimiento.  

• Evaluar la expresión y función de posibles ALDHs dependiente de la fuente 

de carbono y en una condición de estrés con O2. 

• Determinar la actividad de ALDHs en fracciones sub-celulares con diferentes 

aldehídos. 

• Analizar los niveles de transcritos para genes anotados como posibles 

ALDHs. 

 



8. MATERIALES Y MÉTODOS. 

 

8.1 Condiciones de cultivo 

Las células utilizadas para el desarrollo de este proyecto se cultivaron bajo 

condiciones anaerobias en medio de cultivo High salt (HS medium), cuya 

composición se asemeja a las características salinas del agua de mar (Sowers et al., 

1993) y cuya composición química se encuentra descrita en el anexo 1. Se utilizó la 

cepa Methanosarcina acetivorans C2A, la cual fue donada amablemente por el Prof. 

James G. Ferry de la Universidad Estatal de Pensilvania, Estados Unidos. 

Los cultivos fueron iniciados con la adición de un inóculo de células de 

aproximadamente 2 mg de proteína al medio de cultivo fresco. El inóculo utilizado 

fue tomado de cultivos en el inicio de su fase estacionaria de crecimiento. Los 

cultivos fueron incubados a 37°C sin agitación.  

El medio de cultivo se preparó dentro de una cámara de anaerobiosis (COY Lab 

Products, Michigan, USA) con una atmósfera compuesta por 80 % N2, 15 % CO2 y 5 

% H2 (v/v). Previo a ingresar a la cámara de anaerobiosis, los gases utilizados 

pasaron por un matraz con virutas de cobre reducido para remover trazas de O2. Los 

componentes del medio se disolvieron en agua ultrapura (Milli Q) y por medio de 

intercambio gaseoso (agitación y burbujeo constante) de entre 2-3 h se eliminó el 

exceso de O2 disuelto en el agua. El O2 liberado a la atmósfera de la cámara de 

anaerobiosis es captado por medio de un catalizador de paladio, el cual aunado a la 

presencia de H2 permite la formación de moléculas de agua las cuales son 

capturadas por sílica gel. Como un indicador del estado de óxido-reducción del 

medio se adicionó resazurina ya que este compuesto cambia de color en ausencia o 

presencia de O2 (Lira-Silva et al., 2012). Para crear un ambiente altamente reductor 

(-300 mV) y asegurar la generación de un medio de cultivo anaerobio eficiente se 

adicionó cisteína-HCl y sulfuro de sodio para una completa eliminación del O2 del 

medio. El pH final fue de 6.8. Posteriormente, 50 mL de medio de cultivo se vertieron 

en frascos de vidrio de 100 mL tipo ampolleta sellados herméticamente con un tapón 

de teflón y asegurados con un arillo de aluminio (Virmel, México). Finalmente, los 



medios fueron esterilizados por calor húmedo en autoclave a 1.5 Lb/pulg2 de presión 

durante 40 minutos. 

8.2 Cosecha de células 

La cosecha de las células se llevó a cabo en la fase exponencial de cultivo 

correspondiente a cada fuente de carbono (en metanol: día 1 de cultivo; en acetato y 

TAG: día 6 de cultivo) por centrifugación a 5,554 g durante 10 minutos; para el 

lavado de las células se utilizó una solución que contenía 50 mM TRIS-HCl, 20 mM 

MgCl2, 0.5 mM EGTA y 200 mM NaCl a pH 7.2 (amortiguador TME-Na). De acuerdo 

al ensayo a realizar la cosecha se llevó a cabo en condiciones de aerobiosis o 

anaerobiosis. La condición de anaerobiosis se mantuvo al realizar la cosecha en 

frascos sellados dentro de la cámara de anaerobiosis. 

8.3 Cuantificación de metano 

La cantidad de metano (CH4) producido a lo largo de la curva de crecimiento de los 

cultivos fue determinada como un parámetro indicativo de crecimiento celular. Para 

ello se utilizó un cromatógrafo de gases Shimadzu GC-2010 (Shimadzu, Kyoto, 

Japón) equipado con una columna capilar HP-PLOT/U de 30 m de longitud, 0.32 mm 

de diámetro interno y 10 μm de película (Agilent, USA) y un Detector de Ionización 

de Flama (FID). La fase móvil del cromatógrafo de gases consistió en una mezcla de 

aire, hidrógeno y helio. La descripción de la configuración del programa utilizado se 

encuentra en la tabla 2. 

Inlet 

Configuración de inyección Split 

Flujo de purga 3.0 mL/min 

Temperatura 150 °C 

Presión 75.0 kPa 

Flujo total  37.5 mL/min  

Columna 

Tipo de columna HP-PLOT/U 

Flujo de columna 1.65 mL/min 

Tiempo de estabilización 0.3 min 



Velocidad lineal 31.8 cm/sec 

Volumen de inyección 2 µL 

Detector FID  

Temperatura 170 °C 

Flujo de H2 40 mL/min 

Flujo de aire 400 mL/min 

Make up Flow (He) 8.0 mL/min 

Sampling rate 40 msec 

Detector TCD 

Temperatura 180°C 

Corriente 60 mA 

Polaridad Positiva (+) 

Make up Flow (He) 5.0 mL/min 

 

Tabla 2. Descripción de la configuración de cromatógrafo de gases para 

cuantificación de CH4. 

 

La medición del metano contenido consistió en la inyección de 2 μL de la atmósfera 

interna de los frascos de cultivo (headspace) con ayuda de una microjeringa de 10 

μL de capacidad (Hamilton, Nevada, USA) con una guía metálica como auxiliar para 

perforar el tapón de los frascos. Como protocolo se realizó una purga de la muestra 

obtenida previo a su inyección en el equipo para una mayor certeza en la 

cuantificación de CH4. La identificación del tiempo de retención del metano con la 

configuración del programa previamente descrito se obtuvo gracias a la inyección de 

muestras estándar de metano comercial. Se determinó que el tiempo de retención 

para dicho compuesto fue de 0.9 minutos. La cantidad de CH4 producida por cultivo 

se obtuvo de la interpolación de los valores de área bajo la curva (AU) de cada 

muestra con respecto a la curva estándar realizada (Fig. 5). 
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8.4 Cuantificación de proteína 

La concentración de proteína en los ensayos fue determinada por métodos 

colorimétricos de acuerdo a la sensibilidad de detección de los métodos de Biuret y 

Lowry, en que la intensidad de la coloración de la muestra es proporcional a la 

concentración de proteínas según la Ley de Lambert-Beer (Lowry et al., 1951). 

8.5 Determinación de niveles de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

La generación intracelular de especies reactivas de oxígeno (ROS) se cuantificó 

espectrofotométricamente al medir la oxidación de la sonda diclorofluoresceína 

diacetato (H2DCFDA) bajo condiciones anóxicas dentro de una cámara de 

anaerobiosis de acuerdo con el protocolo establecido por Jasso-Chávez et al. 

(2015). Dicha sonda se internaliza en las células y tras la hidrólisis de los grupos de 

acetato por parte de esterasas intracelulares y la subsecuente oxidación del 

compuesto por ROS intracelulares, el H2DCFDA se convierte en 2',7'-

diclorofluoresceína (DCF) el cual es monitoreado para obtener la concentración de 

 Figura 5. Curva estándar de CH4 



ROS intracelulares (Invitrogen, 2006). La cosecha de las células se llevo a cabo en 

condiciones anaerobias y previo a la realización de cada ensayo las células fueron 

incubadas durante 40 minutos en la fuente de carbono correspondiente a las 

condiciones de cultivo de las que provenían para asegurarse que las células 

estuvieran metabólicamente activas. Para cada ensayo se utilizó aproximadamente 1 

mg de proteína resuspendido en amortiguador TME-Na a pH 7.2, en una celda de 

vidrio la cual fue sellada con un tapón de teflón. Después de obtener una señal basal 

de la sonda se adicionaron 4 mL de aire (21% de O2) y se monitoreó la señal a 500 

nm. El  coeficiente de extinción molar para el DFC es de 59.5 mM-1cm-1. 

 

Figura 6. Determinación de ROS intracelulares. A) Cámara de anaerobiosis, B) 

Estructura química de sonda H2DCFDA, C) Frasco sobrepresurizado con aire al 

interior de la cámara de anaerobiosis, D) Celda sellada utilizada para ensayos.  

 

8.6 Cuantificación de niveles de daño oxidativo 

Los niveles de daño oxidativo fueron determinados a través de la técnica establecida 

por Gerard-Monnier et al. (1998). El fundamento de la técnica se basa en el principio 

de que bajo condiciones acídicas el compuesto 1-metil 2-fenilindol reacciona con 

malondialdehído (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HA), ambos catalogados como 



productos principales de peroxidación lipídica (LPO). Derivado de esta reacción se 

produce un cromóforo estable con una absorción máxima a 586 nm. Las 

determinaciones fueron realizadas en homogenados celulares obtenidos a partir de 

la cosecha celular en anaerobiosis. La reacción fue iniciada tras la adición de 150 µL 

de una solución de ácido metanosulfónico concentrado más 34 μM FeCl3. Las 

muestras se incubaron a 45°C en baño seco durante 1 h y previo a su medición en 

un espectrofotómetro de diodos fueron centrifugadas a 12470 g durante 5 minutos 

para evitar interferencia. Una curva estándar con tetraetoxipropano (TEP) fue 

realizada para la interpolación de los resultados, dicho compuesto fue previamente 

hidrolizado con ácido clorhídrico durante al menos una hora. 

8.7 Obtención de fracciones subcelulares y cuantificación de actividad 

enzimática de ALDHs 

La cosecha celular se realizó en condiciones de aerobiosis y las células fueron 

lisadas con la adición de amortiguador TRIS-EDTA (50 mM TRIS, 1 mM EDTA) pH 

8.0. La quelación de Mg2+ por parte del EDTA resulta en la ruptura de la célula 

debido a que la cepa utilizada posee una pared celular particularmente sensible a 

cambios en la osmolaridad, en el que el papel del Mg2+ resulta determinante para su 

estabilidad (Sowers et al., 1984). Posteriormente, se adicionó 1 mM DTT y 1 mM 

PMSF; el primero como un agente reductor importante para  la preservación de 

enzimas con grupos tiol y el último como un inhibidor de serina proteasas. Después 

se agitó la suspensión celular en vórtex a intervalos de 15 segundos seguidos de un 

minuto de reposo durante media hora para asegurar la ruptura celular y se adicionó 

DNasa I recombinante (Sigma, St Louis Mo, USA) para recobrar la consistencia 

líquida del extracto y se centrifugó a 5000 g durante 10 minutos a 4°C. Se recuperó 

el sobrenadante y este se ultracentrifugó a 40,000 rpm por 40 minutos. La fracción 

citosólica fue separada y la fracción membranal fue resuspendida en amortiguador 

HKE-Na pH7.2. 

La actividad de las aldehído deshidrogenasas se determinó utilizando un 

espectrofluorómetro Aminco-Bowman serie 2. Muestras de entre 0.2 a 0.5 mg de 

proteína fueron agregadas a una celda que contenía 2 mL de amortiguador HKE-Na 

a pH 7.2 (50 mM HEPES, 130 mM KCl, 1 mM EGTA y 50 mM NaCl)  suplementado 



con 0.5 mM β-mercaptoetanol. Los ensayos se llevaron a cabo en presencia de 0.01 

% de Tritón X-100, 100 μM pirazol (un inhibidor de alcohol deshidrogenasas) y en 

condiciones saturantes de NAD+ y de aldehído. La estructura de los aldehídos 

utilizados en los ensayos enzimáticos se encuentra ilustrada en la Fig. 7. La 

actividad fue determinada al excitar la muestra a 340 nm y siguiendo el aumento en 

la fluorescencia a 460 nm debido a la formación de NADH.  

 

Figura 7. Estructura de los aldehídos utilizados como sustratos en ensayos 

enzimáticos en fracciones sub-celulares de M. acetivorans. 



 

8.8 Aislamiento de RNA de Methanosarcina acetivorans C2A 

La obtención del RNA total se logró mediante el uso del kit comercial Quick-RNA™ 

Mini Prep (Zymo Research, CA, USA) utilizando células en fase exponencial 

cultivadas en las diferentes fuentes de carbono. El protocolo se encuentra ilustrado 

en la Fig. 8. Todo el material utilizado fue tratado con 0.1% dietilpirocarbonato 

(DEPC), un inhibidor de RNasas. La integridad del RNA aislado fue evaluada 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0 % (p/v), mientras que la 

concentración de RNA en las muestras se obtuvo mediante la cuantificación 

espectrofotométrica a 260 nm. Así mismo, la relación λ260/λ280 se utilizó como un 

parámetro para determinar la pureza de las muestras obtenidas al exponer la 

contaminación de proteínas en las preparaciones.  

 

8.9 Síntesis de cDNA y determinación del nivel de transcritos mediante RT-PCR 

El RNA aislado se utilizó como molde para llevar a cabo la síntesis de cDNA 

mediante una reacción de transcriptasa reversa con el kit comercial RevertAid First 

Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA); Fig. 9. 

El cDNA  fue sintetizado a partir de 5 μg de RNA utilizando primers hexámeros 

Figura 8. Esquema del protocolo para el aislamiento de RNA en 

Methanosarcina acetivorans. 



aleatorios. La concentración de las muestras se cuantificó por espectrofotometría a 

260 nm. El cDNA obtenido se utilizó para la determinación de cambios a nivel de 

transcritos mediante la técnica de RT-PCR para lo cual se llevo a cabo el diseño de 

primers para cada uno de los genes de interés y para un gen cuya expresión se 

mantuviera constante en las diferentes condiciones experimentales (GAPDH). El 

protocolo para el gen constitutivo fue de un ciclo de 15 min a 95°C seguido de 40 

ciclos a 95°C por 15 s, 60°C por 30 s y 72°C a 30 s. El número de ciclos fue ajustado 

para cada gen para asegurar que los productos amplificados se encontraran dentro 

del intervalo lineal de amplificación.  

 

 

8.10 Diseño de primers para técnica de RT-PCR 

Las secuencias de los genes fueron obtenidas de la base de datos del Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). Los primers específicos para cada 

gen fueron diseñados teniendo en cuenta parámetros como la temperatura de 

desnaturalización (Tm) y de alineamiento, el contenido de GC, así como la posible 

conformación de estructuras internas secundarias (hairpin, self dimer y 

heterodímeros) entre cada par de cebadores. En cuanto a este último criterio se 

estableció un límite máximo de -5.0 kcal/mol (G) para evitar la unión de secuencias 

complementarias dentro de su propia estructura. De igual manera, se estableció que 

Figura 9. Esquema del protocolo para la determinación de cambios 

en la expresión de posibles genes codificantes de ALDHs 



la longitud de los cebadores se encontrara entre 20-22 pb siendo la misma longitud 

en cada par de primers para un mismo gen. El producto de la amplificación con estos 

primers se encuentra en el rango de 100-190 pb. Para cerciorarse de que los 

cebadores diseñados fueran específicos de un solo sitio en el genoma de la cepa 

utilizada, se llevó a cabo un análisis BLAST en la plataforma del National Center for 

Biotechnology Information  (NCBI). Las características de cada par de primers se 

encuentra descrito en la tabla 3. 

8.11 Análisis y construcción de árbol filogenético de posible gen codificante 

para ALDHs (MA_4079) 

 

Se eligió un gen de M. acetivorans para evaluar con qué genes de otros organismos 

había similitud en cuanto a la secuencia traducida de estos genes. La secuencia del 

gen MA_4079 codificante para una posible aldehído deshidrogenasa, fue obtenida a 

través del KEGG tomando la secuencia correspondiente de 479 aminoácidos. Dicha 

secuencia se ingresó a la herramienta Basic Alignment Local Search Tool (BLAST), 

a través del portal del NCBI, utilizando como base de datos la non-redundant protein 

sequences database (nr). Una vez obtenida la lista de secuencias similares se llevó 

a cabo el alineamiento y los análisis evolutivos en el programa MEGA X (Kumar et 

al., 2018). 

La historia evolutiva fue inferida utilizando el método Neighbor-Joining (Shaitou et 

al., 1987). El porcentaje de repeticiones en los que los taxa asociados se unen en el 

muestreo bootstrap (500 réplicas) se muestra directamente en cada rama 

(Felsenstein, 1985). El árbol se diseñó a escala; la longitud de las ramas se 

encuentra en las mismas unidades a las de las distancias evolutivas utilizadas para 

inferir el árbol filogenético. Las distancias evolutivas fueron establecidas de acuerdo 

al método de número de diferencias (Nei & Kumar, 2000) y se encuentra en 

unidades del número de diferencias de aminoácidos por secuencia. Todas las 

posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de secuencias (pairwise 

deletion option). El análisis involucró 203 secuencias de aminoácidos para el gen 

MA_4079. En cuanto a las posiciones, un total de 508 posiciones fueron analizadas 

en el conjunto de datos final. La escala de color asociada a cada árbol representa el 

porcentaje de identidades que comparte cada secuencia.  



 

Tabla 3. Características de cebadores utilizados para la cuantificación del nivel de transcritos para posibles genes 

codificantes de ALDHs. 



9. RESULTADOS 

9.1 Efecto de las fuentes de carbono y el estrés oxidativo sobre el cultivo de M. 

acetivorans 

La evaluación del crecimiento celular de M. acetivorans se llevó a cabo a partir de 

dos perspectivas: la primera a través del consumo de fuentes de carbono distintas 

para evaluar el metabolismo en condiciones normales de cultivo, y la segunda por 

medio de la exposición a una condición de estrés oxidativo para evaluar los cambios 

en el crecimiento celular ante un agente estresor externo. 

Las fuentes de carbono utilizadas para evaluar la primera condición fueron 150 mM 

MetOH, 100 mM acetato y la combinación de 25 mM TAG más 30 mM acetato (Fig. 

10; panel A). Utilizando la producción de metano como un parámetro indirecto de 

crecimiento podemos observar que el cultivo de M. acetivorans en diferentes fuentes 

de carbono demuestra un comportamiento de crecimiento diferencial ya que el 

tiempo de producción de CH4 varía dependiendo de la fuente suministrada. En este 

aspecto, la condición con MetOH fue aquella que mostró un crecimiento más rápido 

en comparación con el resto de las fuentes de carbono probadas. Cabe mencionar 

que al llevar a cabo más pases en la combinación de TAG más acetato la fase de 

latencia en estas células disminuyó de forma que su comportamiento se equiparó al 

presentado por las células cultivadas en acetato. Con lo anterior, se estableció la 

duración de la fase exponencial de cada fuente de carbono, siendo de 1-3 días para 

los cultivos en metanol y de 5-7 días para las células en acetato y también para la 

combinación de TAG más acetato.  
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Figura 10. Curvas de crecimiento de Methanosarcina acetivorans. A) Curva de 

crecimiento en diferentes fuentes de carbono. Células en 100 mM acetato (línea 

verde), en 25 mM TAG más 30 mM acetato (línea azul) y en 150 mM metanol (línea 

naranja). B) Curva de crecimiento en condición de estrés oxidativo. En condición 

control con 100 mM acetato (línea negra) y en condición de estrés con un pulso de 5 

% O2 (v/v) en 100 mM acetato (línea roja). Los valores presentados son el promedio 

más la desviación estándar de 3 cultivos independientes en cada condición de 

cultivo.  

 

Para evaluar el crecimiento celular en una condición de estrés oxidativo por un 

agente externo se utilizaron células cultivadas en acetato ya que este representa la 

fuente de carbono más abundante en el nicho ecológico del modelo de estudio. Para 

inducir la condición de estrés se suministró un pulso de 5 mL de aire estéril (1 % O2) 

al inicio de la curva de crecimiento (Fig. 10, panel B). Cabe destacar que este pulso 

no fue suficiente para detener por completo el crecimiento, lo cual nos habla de la 

presencia de al menos un sistema antioxidante con el que cuentan las células ante 

la presencia de oxígeno; además del S2- y Cys presente en el medio. Al comparar 

con el crecimiento de células control cultivadas en anaerobiosis, las células 

expuestas al O2 del aire mostraron un retraso en la producción de CH4, sin embargo, 

estas células alcanzaron el crecimiento esperado con respecto a las células control a 

partir del día 5 de cultivo.  

A B 



Derivado de lo anterior, se estableció el día 4 de cultivo como el tiempo adecuado 

para poder percibir diferencias en el metabolismo provocadas por estrés oxidativo, al 

mismo tiempo que se obtiene una cantidad de biomasa aceptable para poder 

analizar experimentalmente en esta condición de estrés inducido.  

9.2 Cuantificación de niveles intracelulares de ROS 

Al observar diferencias en el crecimiento celular de acuerdo a la fuente de carbono 

suministrada se procedió a evaluar si de igual forma el estado basal de estrés 

oxidativo presentaba variación en la fase exponencial de crecimiento dependiendo 

de la fuente de carbono presente. Para ello, se cuantificó  la velocidad de generación 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) de acuerdo con el protocolo establecido por 

Jasso-Chávez et al. (2015). La cuantificación de ROS indicó que hay niveles 

significativamente diferentes en TAG (65  7pmol/min*mg de proteína) y metanol (26 

 10pmol/min*mg de proteína) tomando como referencia a las células cultivadas en 

acetato (174  23 pmol/min*mg de proteína); ver Fig. 11. De acuerdo con estos 

resultados podemos corroborar que existen diferentes niveles de estrés oxidativo 

conforme a la fuente de carbono disponible. Con respecto a la condición de estrés 

oxidativo inducido por O2 podemos observar que los niveles de ROS generados al 

día 4 de cultivo son significativamente mayores al control en acetato, por lo que el 

metabolismo de estas células está siendo perturbado en esta fase del crecimiento 

ante una mayor presencia de ROS. Con base en la curva de crecimiento obtenida 

podemos suponer que posterior a este día de cultivo las células pudieron 

contrarestar los niveles de estrés ya que su crecimiento fue restablecido.  
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Figura 11. Niveles de generación de ROS en fuentes de carbono consumidas por M. 

acetivorans en fase exponencial de crecimiento. Células en 100 mM acetato (barra 

verde), en 25 mM TAG más 30 mM acetato (barra azul), en 150 mM metanol (barra 

amarilla) y en condición de estrés con un pulso de 5 % O2 (v/v) en 100 mM acetato 

(barra naranja). Los valores presentados son el promedio más la desviación 

estándar de 3 cultivos independientes en cada condición de cultivo. * p < 0.05, ** 

p<0.01 tomando en cuenta a las células cultivadas en acetato como control.  

9.3 Cuantificación de daño oxidativo 

Ante la presencia de ROS la célula se encuentra susceptible a sufrir daño oxidativo 

por el proceso de peroxidación lipídica por lo que la capacidad de expresión de 

sistemas antioxidantes, como las ALDHs, que contribuyan a la protección oxidativa 

para disminuir este daño cobran relevancia. Para obtener un panorama del daño 

oxidativo que sufren las células en diferentes fuentes de carbono y en la condición 

de estrés oxidativo por O2 se midieron los niveles de MDA y 4-HA como aldehídos 

totales, al representar los productos principales de LPO. 

Los resultados obtenidos indican que en cuanto a las diferentes fuentes de carbono 

las células expuestas a metanol (4.7  0.3 nmolaldehídos/mg de proteína) son más 



susceptibles a daño por estrés oxidativo comparado con las células en acetato (3.5 

 0.3 nmolaldehídos/mg de proteína) o TAG (2.7  0.2 nmolaldehídos/mg de proteína) en 

fase exponencial de crecimiento; Fig. 12. Esto sugiere que dependiendo del sustrato 

existe un nivel distinto de expresión de enzimas que constituyen la defensa 

antioxidante para prevenir daño oxidativo como producto propio del metabolismo. 

En cuanto a las células expuestas a O2, los niveles de daño son mayores 

comparados con su control en anaerobiosis lo cual sugeriría que la defensa 

antioxidante no es tan eficiente en estas condiciones, sin embargo, cabe resaltar que 

el crecimiento pudo restaurarse después del día 5 de cultivo, lo cual es atribuible a la 

participación de uno o más sistemas de protección antioxidante entre los cuales 

podrían encontrarse las ALDHs. De lo anterior, se establece que el día 4 de cultivo 

es adecuado para medir la actividad de estas enzimas. 
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Figura 12. Daño oxidativo en M. acetivorans generado por el metabolismo 

intermediario y por una condición de estrés por O2. Células en 100 mM acetato 

(barra verde), en 25 mM TAG más 30 mM acetato (barra azul), en 150 mM metanol 

(barra amarilla) y en condición de estrés con un pulso de 5% O2 (v/v) en 100 mM 

acetato (barra naranja).Los valores presentados son el promedio más la desviación 

estándar de 3 cultivos independientes en cada condición de cultivo. * p < 0.05 

tomando en cuenta a las células cultivadas en acetato como control.  

 



9.4 Determinación de actividad de ALDHs en fracciones subcelulares 

Al corroborar que existen niveles diferentes de estrés y daño oxidativo de acuerdo a 

la fuente de carbono suministrada, resultó importante la determinación de la posible 

actividad de ALDHs en condiciones libres de un agente estresor ya que derivado de 

esto podría confirmarse la posible expresión basal de ALDHs como parte del 

metabolismo intermediario en M. acetivorans. 

El establecimiento de un protocolo óptimo de obtención de fracciones celulares 

permitió llevar a cabo las determinaciones correspondientes; sin embargo, para 

corroborar que las fracciones celulares que se estaban obteniendo correspondían a 

la localización celular que se les atribuía, se midió la actividad de la enzima isocitrato 

deshidrogenasa dependiente de NADP+ como un marcador citosólico (IDH-NADP+); 

ver tabla 4. Al no tener disponible un marcador específico para la fracción 

membranal se decidió medir esta misma enzima en esta fracción como un control de 

“contaminación cruzada” de citosol en la fracción membranal.  

Tabla 4. Medición de actividad de IDH-NADP+ como indicador de contaminación 

cruzada entre las fracciones subcelulares obtenidas. 

Fuente de carbono 

IDH - NADP+ (nmol/min*mg) 

Citosol 
Fracción 

membranal 

Acetato 14  4 0.21 ± 0.18 

Metanol 6 ± 2* 0.61 ± 0.26 

TAG 13 ± 4 0.37 ± 0.21 

Acetato + O2 7 ± 1* 0.41 ± 0.22 

 

NOTAS: La actividad se midió en amortiguador HKE-Na pH 7.2,  1 mM NADP+,  10 

mM MgCl2,  10mM D-L Isocitrato. Los valores presentados son el promedio más la 

desviación estándar de 3 cultivos independientes en cada condición de cultivo. * p < 

0.01 tomando en cuenta a las células cultivadas en acetato como control.  

 

La actividad de IDH -NADP+ se encontró en todas las muestras citosólicas utilizadas. 

Los valores de actividad fueron similares en la condiciones de cultivo en acetato y 

TAG, con un valor significativamente menor en las células en metanol. La diferencia 



en los valores de actividad de este marcador con respecto a la fuente de carbono 

sugiere que existe una regulación diferente de las  enzimas involucradas en el 

metabolismo central de acuerdo a la disponibilidad de distintas fuentes de carbono. 

Este fenómeno podría ocurrir también para enzimas como las aldehído 

deshidrogenasas, si es que se expresan en M. acetivorans.  

Con respecto a los valores de actividad encontrados en fracciones membranales 

éstos no fueron significativamente diferentes en ningún tratamiento y son atribuidos 

a contaminación por la fracción citosólica. Mientras que un marcador específico para 

la fracción membranal es necesario para tener mayor certidumbre, se puede concluir 

que se están obteniendo las fracciones sub-celulares de manera adecuada.  

Por otra parte, se demostró que en M. acetivorans existe actividad de aldehído 

deshidrogenasa en ambas fracciones sub-celulares y nuevamente hubo diferencias 

dependiendo de la fuente de carbono disponible; Fig. 13. Este resultado indica que 

en M. acetivorans existe una expresión de ALDHs dependiente de las condiciones 

de cultivo.  

Benzaldehído y el glicolaldehído son los únicos sustratos con los que se pudo 

apreciar actividad en ambas fracciones celulares, tanto citosólica como membranal, 

independiente de la fuente de carbono utilizada. No obstante, el valor de actividad 

máxima si difiere con respecto a la fuente de carbono. En este aspecto el valor de 

actividad encontrado al utilizar benzaldehído con fracción citosólica de las células 

cultivadas en presencia de TAG es significativamente mayor al compararla con la de 

células cultivadas con acetato y metanol; en cuanto a la fracción membranal se 

encontraron diferencias significativas al utilizar benzaldehído como sustrato en la 

condición con TAG con respecto al control en acetato, sin significancia en la 

condición con metanol. Esto en la fracción citosólica podría ser indicio de que la 

misma enzima es responsable de la actividad con benzaldehído y que ésta se 

expresa de manera basal en todas las condiciones. 
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Figura 13. Perfil de actividad de aldehído deshidrogenasa en diferentes fuentes de C 

y en condición de estrés por O2 en fracciones sub-celulares. Células en 100 mM 

acetato (barra verde), en 25 mM TAG más 30 mM acetato (barra azul), en 150 mM metanol 

(barra amarilla) y en condición de estrés con un pulso de 5% O2 (v/v) en 100 mM acetato 

(barra naranja). A) Actividad en fracción citosólica. B) Actividad en fracción membranal. 

Condiciones de ensayos: Amortiguador HKE-Na pH 7.2, 37°C,  3mM NAD+, 100 µM Pirazol. 

Condiciones saturantes para todos los sustratos. Sin adición de iones. Células se 

encontraban en fase exponencial. 

A 

B 



Por su parte, la actividad con glicolaldehído siguió el mismo patrón en la fracción 

citosólica siendo mayor en las células en TAG comparadas con el resto de los 

tratamientos, aunque a diferencia de la actividad con benzaldehído, la actividad con 

glicolaldehído no fue diferente entre las células en metanol y las células con acetato. 

En cuanto a la actividad en la fracción membranal si hubo diferencias con este 

sustrato por lo que se infiere la expresión de enzimas diferentes en la membrana que 

podrían poseer características distintas en cuanto a su afinidad por el sustrato.  

Cabe destacar que el cultivo con la fuente de carbono que presentó actividad con un 

mayor número de aldehídos fue el de la condición de acetato en la fracción 

citosólica. La actividad con acetaldehído y propionaldehído se presenta 

exclusivamente en esta fracción de las células cultivadas con acetato. 

Con aldehídos más complejos o de cadena más larga como el fenilacetaldehído o el 

hexanaldehído no se presentó actividad en ningún tratamiento por lo que a reserva 

de obtener actividad en fuentes como metanol o TAG se puede hablar de que las 

ALDHs expresadas en M. acetivorans tienen preferencia por aldehídos de cadena 

corta.  

Las actividades hasta ahora presentadas no involucraban a aldehídos que fueran un 

producto directo de peroxidación lipídica por lo que se decidió hacer ensayos con 

acroleína y 4-HNE como sustratos, para determinar si las ALDHs que expresa M. 

acetivorans también pudieran tener un papel en la desintoxicación de aldehídos 

producidos por LPO. Se comprobó que existe actividad con ambos sustratos en la 

fracción citosólica de células cultivadas en acetato, lo cual es un indicio clave del 

papel de estas enzimas en la protección a estrés oxidativo propio del metabolismo. 

Con este resultado, se puede concluir que M. acetivorans posee enzimas ALDHs 

inducibles ante un evento de estrés oxidativo por O2. 

Con base en la anotación de succinato-semialdehído deshidrogenasa (SSADH) 

dada en algunos de los genes que se proponen como responsables de la actividad 

de ALDHs se probó la actividad con succinato-semialdehído (SSA) como sustrato 

presentando actividad en la fracción citosólica y no en la membranal de células en 



acetato. Esto coincide con la localización sub-celular dada para esta enzima 

relacionada al ciclo de Krebs.  

Por último, se probó la actividad sobre estos aldehídos en células en acetato más la 

presencia de O2 como agente estresor externo al metabolismo y se encontró que la 

mayoría de estas enzimas incrementaron su actividad en la fracción citosólica. Cabe 

destacar la actividad con acroleína y 4-HNE ya que de conservarse estos valores en 

los siguientes ensayos indicarían que estas enzimas se expresan más en 

condiciones de estrés y, por lo tanto, que podrían estar más involucradas en la 

protección a estrés oxidativo. La actividad con SSA también resulta relevante ya que 

ésta fue significativamente mayor en células en condiciones de estrés comparadas 

con su control en acetato. El papel del ciclo de Krebs en metanogénicos 

pertenecientes al orden de los Methanosarcinales no ha sido dilucidado, sin 

embargo, de llevarse a cabo esta reacción fisiológicamente podría sugerirse que 

existe un aporte de equivalentes reductores en una condición de estrés oxidativo 

inducida por un agente externo. Se ha sugerido que estos organismos llevan a cabo 

la generación de 2-oxoglutarato a través de un ciclo de Krebs parcialmente oxidativo, 

pero esto no se ha comprobado experimentalmente para esta clasificación de 

metanogénicos (Anderson et al., 2009). 

El formaldehído resulta tóxico y es producido endógenamente como resultado del 

catabolismo de la metionina, metanol y glioxalato, o proveniente de la desmetilación 

del ADN o ARN (Grafstrom et al., 1983). En relación a la actividad con formaldehído, 

otro aldehído altamente reactivo, no se encontró diferencia en el cultivo en acetato 

con respecto a su homólogo en condiciones de estrés. Queda pendiente comprobar 

si hay diferencias en fuentes de carbono como metanol o TAG para la actividad con 

este aldehído como sustrato.  

Finalmente, solo se observó actividad con NAD+ como coenzima por las diferentes 

aldehído deshidrogenasas encontradas en M. acetivorans. Así mismo, el uso de 

agentes reductores para poder detectar la actividad fue clave ya que en su ausencia 

en las condiciones de aerobiosis en las que se realizaron los ensayos la actividad se 

veía disminuida. Lo anterior, sugiere que estas enzimas poseen un sitio catalítico 

susceptible de oxidación.  



Debido a que los valores de actividad en condiciones saturantes de sustratos son 

diferentes de acuerdo a cada condición de cultivo, las diferencias en términos de 

actividad podrían ser atribuibles a la expresión de varias enzimas, lo que sugiere que 

podría haber varios genes involucrados en la síntesis de estas enzimas. Sin 

embargo, esta aseveración no considera la posible participación de uno o más 

mecanismos de regulación de la expresión. Por lo anterior, resulta importante la 

exploración del genoma de este microorganismo a través de técnicas moleculares y 

de bioinformática más especializadas.  

9.5 Diferencias en la regulación transcripcional de los posibles genes 

involucrados en la actividad de ALDHs 

La determinación de los niveles de transcritos para genes anotados como posibles 

ALDHs no pudo ser llevada a cabo debido a la actual pandemia por COVID-19, sin 

embargo, la regulación transcripcional podría ser un mecanismo en el cual se 

podrían encontrar diferencias significativas en las condiciones de estrés oxidativo 

evaluadas; en las diferentes fuentes de carbono suministradas y en la exposición a 

O2, debido a las diferencias encontradas en la actividad de ALDHs; Fig. 13. 

En cuanto a las posibles diferencias con respecto a la fuente de carbono 

suministrada, se ha reportado que genes involucrados alrededor de las reacciones 

propias del metabolismo en M. acetivorans son expresados diferencialmente entre 

los substratos que son consumidos como fuente de carbono, sugiriendo la existencia 

de fenotipos metabólicamente diferentes en una extensión que sobrepasa al proceso 

de la metanogénesis, entre la cual se puede encontrar la expresión de ALDHs. En 

este sentido, la regulación de acuerdo al consumo de acetato, una fuente de 

consumo lento, es diferente con respecto a la regulación dada ante una fuente de 

carbono de consumo rápido como lo es el metanol (Peterson et al., 2016). En 

particular en M. acetivorans se ha reportado que la relación de expresión de genes 

relacionados con proteínas de protección a estrés son mayores en células en 

acetato, comparadas con las células en metanol, esto bajo la premisa de que de 

manera general el crecimiento en acetato conlleva un escenario de estrés oxidativo 

más severo (Li et al., 2007).  



Con respecto a la expresión de enzimas ALDHs en condiciones de estrés oxidativo 

inducido por agentes externos, se ha reportado que enzimas como la CAT o SOD 

son inducibles ante la presencia del O2 como agente estresor en M. acetivorans, 

contribuyendo así a la contención y disminución del estrés oxidativo generado por O2 

(Jasso-Chávez et al., 2015). Este mismo escenario pudiera cumplirse para las 

ALDHs que se expresan cuando las células son expuestas a un reto por O2. El 

mecanismo de regulación de las enzimas antioxidantes cuya inducción se da ante 

condiciones de estrés oxidativo por ROS no ha sido descrito para la mayoría de los 

metanogénicos, sin embargo, se sabe que muchas células utilizan la formación de 

disulfuros en proteínas para monitorear el estado redox celular y la presencia de 

ROS tóxicos (Sheehan et al., 2015). 

9.6 Análisis filogénetico de un gen codificante para una posible ALDH en M. 

acetivorans 

La obtención del árbol filogenético de secuencias con alta similitud a la secuencia de 

aa del gen MA_4079, Fig. 14, permitió que se llevara a cabo un análisis de la 

proporción de organismos por dominio para este gen. De esta forma, se observa una 

mayor presencia del dominio Archaea en la secuencia del gen MA_4079, tanto en 

proporción comparado con los dominios Bacteria y Eukarya, como en el porcentaje 

de identidad que comparten estas secuencias, estableciendo un valor > 90 % para el 

dominio Archaea. En particular hay una mayor presencia del filo Euryarchaeota lo 

cual nos sugiere que es un gen conservado dentro del filo. Así mismo hay un mayor 

porcentaje de identidad entre los géneros de Methanosarcina y Methanoculleus para 

este gen (MA_4079). En cuanto a las secuencias encontradas dentro del dominio 

Bacteria se encuentran principalmente en los filos Firmicutes y Proteobacteria, 

siendo los de mayor abundancia los géneros Pseudomonas y Burkholderia. Por 

último, el dominio Eukarya fue representado en su mayoría por organismos 

pertenecientes a la clase Mammalia dentro de la cual destaca la presencia de la 

especie Homo sapiens con un valor de identidad aproximado de 40 %. 

Al analizar a los organismos pertenecientes a estos géneros se encontró que 

muchos son considerados extremófilos o anaerobios estrictos, reportes de la 



caracterización de estas enzimas no se encuentran disponibles por lo cual el análisis 

de los mismos con respecto a nuestro organismo modelo se encuentra limitado.  

 

Figura 14. Árbol de distancias evolutivas de secuencias de 

aminoácidos que codifican para un producto similar al gen MA_4079 

de M. acetivorans.  



10. DISCUSIÓN  

10.1 Producción de ROS y su relación con el daño oxidativo en diferentes 

fuentes de carbono 

En general, cuando las células crecen en ambientes oxigenados, el O2 abstrae 

ventajosamente e- de flavinas reducidas o de centros metálicos de algunas enzimas 

redox y por ende genera O2
•- y H2O2 (Korshunov & Imlay, 2010; Lu & Imlay, 2017). 

Este patrón se repite en episodios de oxigenación en ambientes y en 

microorganismos anaerobios, aunque en este último escenario el origen de los ROS 

generados no ha sido dilucidado tan claramente como en microorganismos aerobios 

(Lu & Imlay, 2021). 

Un acercamiento importante en este aspecto se ha dado en el estudio del efecto de 

la exposición a O2 en E. coli, un microorganismo aerobio facultativo y B. 

thetaiotaomicron, un microorganismo anaerobio con cierta tolerancia a la exposición 

a O2. Lu et al. (2018) reportaron que, al llevar a cabo el intercambio de condiciones 

en ambas especies, las enzimas que son sensibles a O2
•- permanecen activas en E. 

coli, pero éstas pierden rápidamente su actividad en B. thethaiotaomicron. Este 

resultado lleva al reconocimiento de que los ROS son generados en un mayor nivel 

en este microorganismo anaerobio, y sugieren que el metabolismo intrínseco de 

microorganismos anaerobios podría seguir un comportamiento similar.  

Siguiendo esta premisa y tomando en consideración que se ha reportado que en M. 

acetivorans se generan niveles diferenciales de estrés oxidativo de acuerdo a la 

fuente de carbono disponible (Li et al., 2007), tiene sentido pensar que de acuerdo a 

la vía metanogénica que siga la célula esta pueda enfrentarse a un mayor o menor 

grado de ROS, de acuerdo a las reacciones enzimáticas que se lleven a cabo en 

cada vía.  

Jasso-Chávez y colaboradores (2015) crecieron a M. acetivorans bajo condiciones 

similares a las que se realizaron en este trabajo y confirmaron la formación de ROS 

en nuestro modelo de estudio por la generación de MDA. En este trabajo también 

hemos encontrado que se producen ROS en M. acetivorans aunque en valores que 

son menores a los reportados. Las diferencias encontradas con respecto a los 



valores obtenidos en nuestro estudio se atribuyen a que las células utilizadas en 

este trabajo se encontraban en su fase exponencial en contraste con la fase 

estacionaria utilizada en el trabajo realizado por Jasso-Chávez et al. (2015), siendo 

más activas metabólicamente y por ende siendo más propensas a la generación de 

ROS. Además, la técnica utilizada en el presente es también específica para 4-HA y 

no solo para la formación de MDA. En ambos trabajos se ha corroborado que los 

niveles de ROS en las células cultivadas en acetato y en metanol presentan niveles 

diferentes de ROS. Lo que lleva a preguntarse cuáles son las reacciones 

enzimáticas que los vuelven más propensos a aumentar los niveles de ROS en este 

metanogénico. 

Una posible vía de generación de ROS es la utilización de ferredoxinas en ambas 

vías metanogénicas; la aceticlástica y la metilotrófica. Se ha reportado que los 

potenciales de reducción de las ferredoxinas varían en el rango de -350 a -455 mV, 

los cuales hacen favorable la transferencia de e- hacia el O2 (-160 mV) (Meyer, 

2001). Esto ha sido reportado en ferredoxinas de Clostidium pasteurianum, donde el 

O2 oxida a estas proteínas acarreadoras de e- generando O2
•- (Misra & Fridovich, 

1971). Otras posibles fuentes de generación de ROS en el metabolismo de este 

metanogénico podrían ser la F420H2 oxidasa, flavodoxinas o las proteínas con 

contenido de grupos Fe-S (Cruz & Ferry, 2006). 

Es importante resaltar que la velocidad de generación de ROS siguió la siguiente 

relación de acuerdo a la fuente de carbono suministrada: ACE > TAG > MetOH. Sin 

embargo, los niveles de daño oxidativo siguieron la relación inversa: MetOH > ACE > 

TAG. Se ha reportado que la vía acetoclástica de la metanogénesis comprende más 

reacciones enzimáticas en las que la ferredoxina está involucrada, por lo que es 

razonable la obtención de una mayor cantidad de ROS en estas células (Prakash et 

al., 2019). Ahora, con respecto a un mayor nivel de daño en células en MetOH a 

pesar de que haya una menor generación de ROS, ésta podría ser atribuible a una 

menor eficiencia en cuanto a la detoxificación de ROS. Ya que estudios han 

revelado que en bacterias y eucariontes, la expresión de enzimas antioxidantes 

presenta una regulación que resulta crucial ante eventos de estrés oxidativo, como 

la exposición a H2O2 (Nunoshiba et al., 1991), otro factor importante a considerar 



podría ser la regulación de los sistemas antioxidantes propios de M. acetivorans de 

acuerdo a la fuente de carbono disponible. Con base en los resultados obtenidos es 

posible discernir que no solo está involucrada la generación de niveles diferenciales 

de ROS sino que también éstos se combaten de manera más eficiente en una fuente 

de carbono comparada con otra, ya que los niveles de daño oxidativo también son 

variables de acuerdo a la fuente de carbono suministrada. En este aspecto, se ha 

reportado que M. acetivorans es capaz de expresar enzimas antioxidantes de 

manera diferencial, de acuerdo a la fuente de carbono suministrada (Jasso-Chávez 

et al., 2015), por lo que de acuerdo a la misma las células pudieran encontrarse 

mejor protegidas por sistemas antioxidantes más eficientes ante eventos de estrés 

oxidativo, entre los cuales la acción de ALDHs podría ser relevante para 

contrarrestar el daño oxidativo.  

Con lo anterior, resulta evidente que averiguar cuál es la fuente primaria de ROS en 

microorganismos anaerobios y en particular en metanogénicos es de suma 

importancia, ya que este sigue siendo un campo de estudio poco explorado y abierto 

a investigación. La identidad de esta fuente podría arrojar luz sobre la posibilidad de 

que el daño enzimático mediado por ROS producidos endógenamente, sea un 

fenómeno común cuando los microorganismos anaerobios se encuentran en 

presencia de O2 (Lu & Imlay, 2021). 

10.2 Actividad de ALDHs y su posible repercusión en el metabolismo de M. 

acetivorans 

Como ya se mencionó anteriormente muchas ALDHs han sido caracterizadas 

extensivamente en Eukarya y Bacteria, pero en el dominio Arquea los reportes son 

escasos. En estos organismos a la fecha se cuenta con reportes detallados 

relacionados a las enzimas gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenas (GAPNs) 

involucradas en la vía glucolítica semi fosforilativa Entner-Doudoroff en 

Euryachaeota, una acetaldehído deshidrogenasa involucrada en el metabolismo del 

etanol en una arquea haloalcalinofílica Natronomonas pharaonis, y una ALDH 

termoestable en Sulfolobus tokodaii y parálogos de ALDH en Sulfolobus solfataricus 

(Reher & Schönheit, 2006, Cao et al., 2008; Liu et al., 2013; Esser et al., 2013). Por 

lo anterior, el presente es el primer estudio de ALDHs en metanogénicos.  



Con respecto a las características en común con ALDHs en otros dominios, muchas 

de las isoenzimas de ALDHs se puedan sobrelapar en relación con la especificidad 

del substrato que son capaces de utilizar, además de la localización sub-celular de 

las mismas, pero varían en su eficiencia para metabolizar aldehídos específicos 

(Marchitti et al., 2008; Sladek, 2003). De acuerdo a los resultados obtenidos en 

particular con benzaldehído y glicolaldehído, pareciera que varias enzimas 

citosólicas son afines a estos, sin embargo, en un mayor o menor grado de acuerdo 

a las condiciones de cultivo.  

Por otro lado, la o las enzimas expresadas en la fracción citosólica de células en 

acetato presentan similitud con respecto al reporte de una ALDH en la especie S. 

todokaii (Liu et al., 2013). Esta última enzima reportada posee su máxima actividad 

con acetaldehído y actividades considerables con otros aldehídos alifáticos de 

cadena corta como el propionaldehído, así como con aldehídos aromáticos como el 

benzaldehído. A su vez, también presenta actividad con glicolaldehído y 

formaldehído.  En M. acetivorans hay actividad exclusivamente con la coenzima 

NAD+ y no con fenilacetaldehído, pero sí con acetaldehído, propionaldehído, 

benzaldehído, glicolaldehído, SSA, 4-HNE y acroleína. 

Un aspecto inexplorado en nuestro estudio de ALDHs en M. acetivorans es el efecto 

de iones metálicos sobre la actividad observada. En S. todokaii el uso de iones 

divalentes no tuvo efecto, sin embargo, los iones monovalentes incrementaron la 

actividad de 20-30 % (Liu et al., 2013). Esto puede ser atribuido a la contribución de 

estos iones al mantenimiento de la estabilidad de la estructura cuaternaria o por la 

interacción estérica entre iones metálicos y aminoácidos clave involucrados en la 

catálisis (Ho & Weiner, 2005). Esta representa una posibilidad pendiente de 

comprobar para M. acetivorans. 

Por su parte, en la especie S. solfataricus se ha reportado la presencia de dos 

isoenzimas para la SSADH, una específica por NAD+ y otra que exhibe actividad con 

NAD(P)+ (Esser et al., 2013). Ambas enzimas son inhibidas por una elevada 

concentración tanto de SSA como de NAD(P)+. Por lo anterior, sería importante 

evaluar si ese mismo escenario ocurre para las enzimas en M. acetivorans ya que en 

todos los ensayos realizados se utilizaron concentraciones altas de ambos 



componentes y este representa un fenómeno que ocurre en eucariontes y bacterias 

indistintamente (Rothacker & Ilg, 2008; Sánchez et al., 1988). El análisis filogenético 

de estas enzimas muestra pertenencia a un grupo de ALDHs conservado en 

Crenarchaeota con una evolución convergente hacia las SSADHs de E. coli. Sin 

embargo, interesantemente en un segundo grupo encontrado en este análisis se 

observaron homólogos de esta enzima funcional de E. coli en arqueas 

principalmente metanogénicas, bajo este análisis se sugiere que las SSADHs 

conforma una nueva familia de ALDHs (Esser et al., 2013). 

Un aspecto a resaltar en la cuantificación de la actividad de ALDHs en M. 

acetivorans es la utilización de un agente reductor como el DTT para obtener una 

mayor actividad, de lo anterior se infiere que podría existir un grupo tiol esencial en 

el sitio activo de algunas de las enzimas expresadas y así mismo, que algunas de 

ellas poseen una susceptibilidad diferente a la inactivación oxidativa (Muñoz-Clares 

et al., 2010; Yoval-Sánchez et al., 2012). Cabe resaltar que a pesar de esto, las 

enzimas expresadas presentan resistencia al O2 ya que la cuantificación de la 

actividad fue llevada a cabo en aerobiosis sin que estas fueran inactivadas. 

La habilidad de las células para metabolizar y desintoxicarse del contenido de 

aldehídos tóxicos depende de la naturaleza del aldehído y de los niveles de enzimas 

capaces de metabolizarlos. Al respecto, se ha reportado la colaboración entre varias 

enzimas además de las ALDHs para lograr un metabolismo más rápido de estos 

aldehídos tóxicos, lo que resulta en otro aspecto pendiente a explorar en Archaea 

(O’Brien et al., 2005). En eucariontes se ha reportado que el catabolismo más 

eficiente de 4-HNE fue logrado gracias a la acción conjunta de una enzima glutatión-

S-transferasa (GST), una ALDH2 y una alcohol deshidrogenasa (ADH); es decir la 

acción conjunta de enzimas (Hartley et al., 1995). Un factor importante a considerar 

en este escenario es el uso de la reserva de glutatión en eucariontes para conseguir 

este beneficio. Los metanogénicos carecen de glutatión por lo que de llevarse a 

cabo algo similar en M. acetivorans lo más probable es que recaería sobre el 

contenido de tioredoxinas, las cuales son proteínas pequeñas que poseen un motivo 

CXXC en el sitio activo necesario para la actividad de disulfuro oxidoreductasa que 

le confiere su capacidad antioxidante (Fahey 2001; McFarlan et al., 1992). 



Por último, no se sabe cuál es el estado de oligomerización que pudieran tener estas 

enzimas. Anteriormente se pensaba que el análisis del C-terminal era un factor que 

podría estar involucrado en el estado de oligomerización de estas enzimas (Hurley et 

al., 1999). Sin embargo, se ha demostrado que la oligomerización no se encuentra 

mediada por la presencia del C- terminal (Rodriguez-Zavala & Weiner, 2002). 

10.3 NAD+ como aceptor de electrones en M. acetivorans 

La molécula de NAD+ ha sido catalogada como un acarreador redox esencial no solo 

en procesos metabólicos sino también en eventos de generación de ROS por su 

papel en reacciones redox (Xie et al., 2020). En M. acetivorans, las actividades de 

ALDHs encontradas son activas al utilizar  NAD+ como aceptor de e- independiente 

de la fuente de carbono utilizada, por lo que esta molécula también resulta 

importante en respuesta a estrés oxidativo en este organismo.  

El hecho de que las ALDHs expresadas en M. acetivorans sean dependientes de 

NAD+ podría significar una adaptación conveniente, ya que mientras la reserva de 

NAD+ estaría siendo aprovechada por las ALDHs en episodios de estrés oxidativo, 

otras enzimas antioxidantes podrían estar utilizando tanto la reserva de NADPH 

como la reserva de NADH, y de esta forma complementar un sistema de defensa 

antioxidante más eficiente en el metanogénico. Cabe mencionar que se ha reportado 

que M. acetivorans es capaz de utilizar NADH como donador de e- para enzimas 

peroxidasas, además de otros donadores como el citocromo c reducido, la CoM-SH 

y ascorbato (Jasso-Chávez et al., 2015). De esta forma, la exploración de aceptores 

de electrones diferentes al NAD+ para la actividad de ALDHs queda pendiente. 

Otra molécula clave en la mitigación del estrés oxidativo es el NADPH ya que 

muchas enzimas antioxidantes como la CAT, SOD y glutatión peroxidasa (GPx) lo 

utilizan como coenzima y, consecuentemente, dependen de la reserva celular del 

mismo para su actividad (Singh et al., 2007). Debido a que en M. acetivorans no se 

encontró actividad de ALDHs utilizando al NADP+ como aceptor de e-, no se les 

puede considerar como una de las fuentes de suministro de NADPH intracelular para 

procesos antioxidantes.  



Se ha reportado que la mayoría de las familias de ALDHs son específicas ya sea 

para NAD+ o para NADP+, con algunas otras familias aún pendientes por 

caracterizarse. Sin embargo, en este sentido la única familia de ALDHs con la 

habilidad para usar indistintamente NAD+ o NADP+ es la clase 3 (Perozich et al., 

2001). Con los resultados obtenidos y a reserva del análisis de las secuencias de los 

genes en M. acetivorans, podría descartarse que exista un parentesco con las 

enzimas de esta clase en este metanogénico.  

La preferencia por determinadas coenzimas es una característica variable dentro de 

muchas familias de ALDHs, consistente con la dependencia principal de un solo 

residuo en el sitio catalítico que aparentemente no tiene otros roles estructurales o 

funcionales y, por lo tanto, puede cambiar fácilmente a través de la evolución y 

seleccionarse en respuesta a necesidades fisiológicas (González-Segura et al., 

2015). No obstante, en M. acetivorans, el o los residuos responsables de la catálisis 

no permiten el aprovechamiento de otra coenzima disponible como el NADP+ en 

respuesta a necesidades fisiológicas que pudieran presentarse en episodios de 

estrés oxidativo por agentes externos o por el estrés derivado de la variación de una 

fuente de carbono a otra. En este sentido, un residuo de glicina en el sitio catalítico 

de las ALDHs ha sido asociado a la dependencia a NAD+, mientras que para la 

dependencia de NADP+ se trata generalmente de un residuo de alanina (Perozich et 

al., 2001; Hempel et al., 1993). El análisis en las secuencias de los sitios catalíticos 

de los posibles genes responsables de la actividad de ALDHs, podrían indicar la 

existencia de un residuo de glicina importante para la catálisis en M. acetivorans de 

mantenerse conservado evolutivamente. 

Por último, se ha reportado que en diferentes etapas de crecimiento en el cultivo de 

M. acetivorans en metanol las concentraciones de NAD+ no varían en fase 

exponencial y estacionaria (Santiago-Martínez et al., 2016), por lo que podría 

descartarse que de acuerdo a la etapa de crecimiento exista una mayor o menor 

actividad tomando a la concentración de NAD+ como un factor limitante en esta 

fuente de carbono. Cabe mencionar que las concentraciones de NAD+ en ambas 

etapas son muy bajas por lo que la afinidad de las enzimas por este cofactor debería 

ser muy grande para que la célula pueda estar utilizando activamente a este 



metabolito intermediario para la catálisis. Con lo anterior, es necesario llevar a cabo 

la determinación de la concentración de estos metabolitos en las fuentes de carbono 

restantes, para determinar si esto pudiera ser una limitante en la actividad de ALDHs 

in vivo.  

 

11. CONCLUSIONES 

Methanosarcina acetivorans expresa un perfil de actividad de aldehído 

deshidrogenasa de manera constitutiva contra varios substratos como parte de su 

metabolismo intermediario, sugerente de la presencia de varias isoformas. El nivel 

de expresión o actividad de la enzima depende de la fuente de carbono que se 

encuentre disponible. Así mismo, la exposición de M. acetivorans a un pulso de 

oxígeno induce el incremento en la expresión de ALDHs en respuesta al estrés 

oxidante generado, tal vez como respuesta a la mayor producción de ROS y daño 

oxidativo.  

12. PERSPECTIVAS 

La realización de este trabajo permitió ampliar el panorama con respecto a la 

expresión de enzimas que contribuyen a la protección celular contra daño oxidativo 

en organismos metanogénicos. Con los resultados obtenidos queda pendiente por 

dilucidar cuáles son los aldehídos que se generan específicamente como producto 

de un proceso metabólico como la metanogénesis, ya que de esta forma se podrían 

hacer ensayos enzimáticos específicos para éstos, que nos permitieran tener un 

mejor panorama del papel metabólico de las ALDHs en metanogénicos y en Arquea 

como dominio. Así mismo, la futura determinación del nivel de transcritos de los 

genes que codifican para las posibles ALDHs encontradas en Methanosarcina 

acetivorans, nos podrán dar un primer indicio para determinar si las diferencias en 

las actividades enzimáticas encontradas, son atribuibles a una regulación diferencial 

de su expresión de acuerdo a las condiciones de estrés en el que se encuentren las 

células, ya sea como parte del metabolismo o en respuesta a un agente externo. 

Una vez obtenidos estos resultados se podría considerar el aislamiento de los genes 

y la sobreexpresión de las proteínas involucradas, para obtener una caracterización 



enzimática mucho más completa. Muchas enzimas aisladas de este tipo de 

organismos poseen propiedades enzimáticas destacadas que conllevan a su 

aplicación en procesos y estrategias, que involucran la ingeniería de vías 

metabólicas para la obtención de cepas más resistentes a procesos de estrés. De 

ser el caso, esto podría representar un escenario con potencial para su aplicación en 

procesos alternativos de obtención de recursos energéticos a futuro. En este 

sentido, la complementación de cepas mutantes con ausencia de estos genes podría 

decirnos qué tanto están involucradas estas enzimas en la susceptibilidad de las 

células a la presencia de múltiples tipos de estrés.  
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14. ANEXOS 

14.1 Composición química de medio de cultivo High Salt 

 

Componentes Concentración 

Cloruro de sodio(NaCl) 300 mM 

HEPES (C8H18N2O4S) 25 mM 

Cloruro de potasio (KCl) 13.4 mM 

Cloruro de magnesio (MgCl2) 115.5 mM 

Cloruro de calcio (CaCl2) 2.7 mM 

Cloruro de amonio(NH4Cl) 18.7 mM 

Fosfato de potasio (KH2PO4) 5 mM 

Cisteína- HCl (C3H7NO2S) 4.12 mM 

Sulfuro de sodio (Na2S·9 H2O) 0.025% (v/v) 

Resazurina 0.001% (v/v) 

Mezcla de vitaminas 5X 0.02% (v/v) 

Mezcla de minerales 10X 0.1 % (v/v) 
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14.2 Composición química de solución de vitaminas (5X) 

Componentes Concentración 

Tiamina (B1) 150 nM 

Riboflavina (B2) 132 nM 

Ácido nicotínico (B3) 400 nM 

Ácido pantoténico (B5) 228 nM 

Piridoxina · HCl (B6) 490 nM 

Biotina (B8) 82 nM 

Ácido fólico (B9) 45 nM 

Cobalamina (B12) 7.4 nM 

Ácido p-aminobenzóico (PABA) 364 nM 

Ácido lipoico 242 nM 

 

14.3 Composición química de solución de minerales 

 

Componentes Concentración 

Ácido nitriloacético 78.4μM 

MgSO4 · 7H2O 122 μM 

MnSO4 · H2O 27 μM 

NaCl 183.5 mM 

FeSO4 · 7H2O 3.6 μM 

CoCl2· 6 H2O 3.6 μM 

CaCl2 9 μM 

ZnCl2/ ZnSO4 5.8 μM 

CuSO4· 5 H2O 0.4 μM 

AlK(SO4)2 0.2 μM 

H3BO3 1.6 μM 

NaMoO4 1.2 μM 

NiCl2· 6 H2O 10 μM 
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