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

produccion anaerobia de gas metano en el paso final de la cadena trofica para el reciclaje
del carbono. En estos microorganismos, la metanogénesis es la via principal de sintesis de
ATP. Los Methanosarcinales utilizan el acetato, las aminas metiladas o el metanol para la
duplicacién celular, por lo que la sintesis de algunas macromoléculas complejas
(carbohidratos, metanocondroitina, nucleétidos, etc.,) se inicia a través de la
gluconeogénesis y otras vias del metabolismo central que no han sido estudiadas. Debido a
esto, el entendimiento general de las vias anabdlicas es importante para favorecer la
formacion de la biomasa celular y asi obtener un incremento en la velocidad de sintesis de
metano. El andlisis del genoma secuenciado de Methanosarcina acetivorans, una arquea de
origen marino, indico la existencia de genes hipotéticos que podrian codificar para enzimas
involucradas en la via gluconeogénica, glucolitica y el metabolismo del glucogeno. Con
analisis genoémicos se ha propuesto que no todos los microorganismos metanogénicos
tienen la capacidad de almacenar glucogeno ni de degradarlo, debido a la ausencia de
algunos genes involucrados en estas vias metabodlicas, por ejemplo, la fosfofructocinasa
(pfk), la glucdgeno sintasa (gys) y la glucdgeno fosforilasa (gyp); sin embargo, su funcion
no ha sido evaluada.

El objetivo de este proyecto fue la caracterizacion de la estructura, la funcion y la
regulacion de la via de la gluconeogénesis, la sintesis y la degradacion del glucogeno y la
glucdlisis 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 = glucolisis) se determind la actividad de cada una de las
enzimas y los flujos metabdlicos en condiciones de pH y temperatura cercanas a las
fisioldgicas, asi como la concentracion intracelular de los intermediarios metabdlicos
involucrados en estas vias. Ademads, se determiné el nivel de mRNA y la modulacién de la
actividad de las enzimas que mostraron un cambio drastico 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 determind un



aumento en la actividad de PPDK, FruBPasa y GYS en células de 20 h versus 60 h de
cultivo, el cual coincidi6é 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 coincidi6
con un nivel mayor de transcritos y la presencia de flujo glucolitico en células de 60 horas;
sin embargo, el contenido del transcrito para la ADP-PFK1 disminuy6 solo 13% en 20
versus 60 horas, sugiriendo la participacion de la regulacion a nivel post-traduccional
(enzima inactiva o degradada) y metabdlico (inhibicidon). En concentraciones fisioldgicas,
el AMP vy 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 inhibicion de la actividad de estas enzimas podria
tener una repercusion importante sobre el flujo gluconeogénico y glucolitico,
respectivamente.

La disponibilidad de una fuente de carbono externa regula los flujos metabodlicos, ya
que la adicion de 240 mM de metanol a células en fase exponencial de crecimiento
mantuvo el flujo glucogénico y la actividad de FruBPasa. Ademads, no se detect6 actividad
de PYK, ADP-PFKI ni la presencia de flujo glucolitico.

Los resultados sugieren que en M. acetivorans el estado nutricional de la célula
regula, a nivel transcripcional y metabolico, el flujo gluconeogénico/glucolitico y al
metabolismo del glucégeno. Adicionalmente a la expresion génica, las modificaciones post-
traduccionales de las proteinas y la inhibicion metabdlica podrian proveer una regulacion

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



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



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-PFKI1), 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-PFKI1 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-PFKI1 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.



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 mondxido de carbono
deshidrogenasa/acetil-CoA sintetasa

CoASH, coenzima A

DHAP, dihidroxiacetona fosfato

DTNB, 5, 5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
DTT, ditiotreitol

Frul,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

GO6PDH, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
GAPN, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

no fosforilante

oaGPDH, a-glicerofosfato deshidrogenasa
GYP, glucogeno fosforilasa

GYS, glucdgeno 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 inorganico
PPDK, piruvato fosfato dicinasa
PPi, pirofosfato inorganico

Pyr, piruvato

PYK, piruvato cinas



PARTE 1: La gluconeogénesis/glucolisis y el metabolismo del glucégeno

en Methanosarcina acetivorans.

1. 1. INTRODUCCION

1.1.1. Ecologia 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 clasificacion se basd en las
diferencias genéticas encontradas en la secuencia del RNA ribosomal de la subunidad
menor (16S). Ademads, se propuso que estos grupos taxonoOmicos se desarrollaron por
separado a partir de un progenitor comun 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 biogeoquimicos y algunas otras especies tienen
aplicaciones biotecnologicas. Cada vez hay un numero 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 (60-98° C), pH extremo
(2-5 a 8.5-10) o salinidad extrema (> 2 M de NaCl) (Kletzin, 2007).

El Dominio Archaea posee caracteristicas bioquimicas y moleculares que las
distinguen de Bacteria y de Eukarya, por ejemplo, algunas especies tienen una composicion
inusual de su pared celular (ausencia de peptidoglucano canénico) asi como en la estructura
(enlaces tipo éter) y la variedad de los lipidos que conforman su membrana celular, el
complejo de la RNA polimerasa es estructuralmente diferente (11-13 subunidades) aunque

es el responsable de la sintesis de todos los tipos de RNA como en Bacteria, entre otras
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caracteristicas. Ademas, las arqueas suelen utilizar algunas rutas metabdlicas no clésicas
dependiendo de las condiciones de cultivo o pueden ser Unicas como la via de la
metanogénesis. Estas caracteristicas inusuales permiten que muchas arqueas puedan ser
propuestas para su uso en procesos industriales, por ejemplo, para la obtencion de proteinas
y compuestos resistentes a temperaturas altas o cambios drasticos de pH (Kletzin, 2007).

El Dominio Archaea esté clasificado en seis phyla: Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota, y recientemente se ha propuesto a
Aigarchaeota. El Phylum FEuryarchaeota es el grupo mas grande y diverso, ya que
comprende a todos los organismos metanogénicos, los haldfilos extremos y algunos
termoacidofilos e hiper-termofilos, mientras que el PhylumCrenarchaeota comprende solo
algunas especies hiper-termofilas. El resto de los phyla comprenden pocas especies
caracterizadas y cultivadas de manera axénica (Brisen 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, asi como en biodigestores y en algunas plantas
de tratamiento de aguas residuales (Welte & Deppenmeier, 2013). Estos organismos son de
importancia ecologica debido a que la produccion anaerobia de gas metano es el paso final
de la cadena trofica para el reciclaje del carbono a partir de la materia orgdnica. El metano
producido bioldgicamente es liberado a la atmosfera y a pesar de que su concentracion es
mas baja que la concentracion de diéxido de carbono (CO,). Este gas de efecto invernadero
contribuye de manera considerable al calentamiento global debido a que posee 21 veces
mas poder calorifico (Welte & Deppenmeier, 2013). Actualmente, muchos metanogénicos

son empleados en la produccion de biogas (metano) en biodigestores y en plantas de
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tratamiento de residuos. Debido a esto, resulta relevante conocer y comprender codmo
funciona y como se regula el metabolismo central de los microorganismos metanogénicos.
Estas aportaciones podrian ser utiles para obtener un beneficio mayor en la velocidad de

sintesis de biogés y que éste pueda ser utilizado como una fuente de energia renovable.

1.1.2. Metabolismo central en los organismos metanogénicos
En los microorganismos metanogénicos, el ATP se sintetiza principalmente por medio de
un mecanismo quimiosmatico a través de la metanogénesis. Esta via metabdlica es una
cadena transportadora de electrones en la cual se genera un gradiente electroquimico de
Na“ /H" que es utilizado para la sintesis de ATP, y el gas metano se genera como un
producto secundario (Welte & Deppenmeier, 2013). En la via metanogénica se utilizan
algunas coenzimas y cofactores muy particulares, cuya estructura y funcién general se
muestran en la Tabla 1. Estas moléculas suelen tener algunas caracteristicas estructurales

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

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

Nombre Estructura Funcion

Esencial para las reacciones de
. transferencia del grupo metilo.
C?ggﬁ?ﬁl;v[ - La HS-CoB reacciona con el
HS v SO, Metil-S-CoM para generar
metano y CoM-S-S-CoB en el

2-mercaptoetanosul fonato paso final de la

metanogénesis.
Coenzima B
(CoBSH) o co
2
) Hs SNAAA oro?” Acarreador de electrones.
7-mercapto heptanoil-L- NH /\/ .

treonina fosfato




Coenzima F4g

8-hidroxi-5-deazaflavina

o CH Cl coo” 0 coo~
CHa- CH CH CH-CH-0- {-‘ -0- CH C NH-= C-i CHa-CHy= c NH- CH

l OH OH OH o CHy
LI CH,
7 3g N 1924 N N~_O SRl
s 324y Moy
D) -, Il
B HY ™H 0
Oxidada (F i) Reducida (F3H;)

Acarreador de electrones en
metanogénesis a partir de
metanol.

Cofactor F3

Este cofactor es el grupo
prostético de la metil-CoM-
reductasa (Mcr), la cual
cataliza la formacion de
metano y
CoB-S—S-CoM en el paso
final de la metanogénesis.

THMPT

m@ OH COOH
1;1 H.NH fH2 o= P o- CH
-

Acarreador de moléculas
simples de carbono,

o]
HN)\:L?IH‘C% GHoH o SH, cominmente, en la
. : } . .
5,6,7,8-tetrahidro- HgN S W<E C?:g: . CH, S transferencia del grupo metilo,
. 3 . . .
metanopterina h 0" N coon metileno, metenilo y formilo.
2
Funciona como un acarreador
de moléculas simples de
oy o cof 0 . :
Metanofurano _o, e AAAK i A A 0_/<\:g\ NH3 carbono, por ejemplo, en la
CD; o CO;

reaccion catalizada por la
formilmetanofurano: THMPT
formiltransferasa (Ftr)

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

La metanogénesis es una caracteristica presente en todos los microorganismos

metanogénicos y se han descrito tres vias principales:

metilotrofica, acetotrofica e

hidrogenotrofica. Los metanogénicos metilotroficos utilizan el grupo metilo proveniente de

las aminas o los sulfuros metilados o del metanol. Los acetoclasticos obtienen energia al

metabolizar el acetato y los hidrogenotroficos usan el H, + CO,. Ademas, existen algunas

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

una via de conversion de mondxido de carbono (CO) a CHy y CO, en M.

acetivorans(Lessner et al., 2006). Todas las vias metanogénicas conllevan a la formacion




del heterodisulfuro (CoM-S-S-CoB) como el aceptor final de electrones y la generacion de
equivalentes reductores, tales como el FgpoH,, la ferredoxina reducida (Fd.q) o el Ha,
dependiendo de la especie.

A continuaciéon se describe brevemente la metanogénesis metilotréfica y la
metanogénesis acetoclastica que han sido descritas en M. acetivorans. La metanogénesis
hidrogenotrofica no forma parte de este trabajo, debido a que nuestro modelo de estudio no

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

1.1.2.1. Metanogénesis metilotrofica
Los miembros del género Methanosarcina pueden crecer en compuestos de un carbono,
tales como el metanol y las metil-aminas, en la ausencia de H,.La ecuacion general de la
via a partir de metanol es la siguiente:
4 CH;0H + 2 H,0 = 3 CH4+ COy+ 4 H,O

(AG“=-106.5 kJ/mol CH,) (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 citosolica 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 sintesis 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 reaccion endergonica (AG = +30

kJ/mol CHy), la enzima membranal metil-THMPT: coenzima M metiltransferasa (Mtr)
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acopla la reaccién de transferencia con la importacion hacia el citosol de dos iones de Na™ a
través de la membrana plasmatica para favorecer la catalisis. Una parte de este gradiente
electroquimico de iones de sodio es transformado a un gradiente de H" por un antiportador
Na'/H" (Jasso-Chavez et al., 2013) el cual es usado para la sintesis de ATP por la AjAy
ATP sintasa (Schelgel et al., 2012). También, el complejo enzimatico Rnf participa en el
mantenimiento del estado redox de la célula regulando los niveles de Fd,x/Fdreq ¥
generando un gradiente electroquimico de iones de sodio; aunque este complejo es
sintetizado preferencialmente en células cultivadas en acetato, no se descarta su funcion en
células cultivadas en metanol (Suhartiet al., 2014). Posteriormente, el grupo metilo unido a
la THMPT es oxidado a formil-THMPT con la generacion concomitante de equivalentes
reductores usados para la reduccion del Fayo (EO '=-360 mV). Después de la transferencia
del grupo formilo al metanofurano (MFR), la formil-MFR deshidrogenasa (Fmd) cataliza la
oxidacion a CO, y MFR (AG“= -16 kJ/mol CH4E’= -530 mV). En este paso, los
electrones son transferidos a la ferredoxina (Fd) formando ferredoxina reducida (Fd;.q, E' =
-500 mV). En resumen, la oxidacién del grupo metilo a CO; provee de cofactores reducidos
(2F420H; y 2Fd;eq). A su vez, la conversion de CO; a HCO3™ (no permeable a la membrana)
catalizada por la anhidrasa carbénica (Cam) que estd localizada en el exterior de la
membrana celular podria facilitar la remocion de CO; del citoplasma y favorecer la sintesis
de metano, como se ha propuesto para Methanosarcina thermophila (Alber & Ferry, 1994).
En la parte reductiva de la via, tres de las cuatro moléculas de grupos metilo son reducidas
por la metil-CoMSH reductasa dependiente de CoBSH (Mcr, AG “= -45 kJ/mol CHy) a tres
moléculas de CHy y tres moléculas de heterodisulfuro (CoM-S-S-CoB). Este ultimo

funciona como un aceptor final de electrones. Finalmente, la heterodisulfuro reductasa
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(Hdr) cataliza la reduccion del heterodisulfuro a CoMSH y CoBSH con la generacion de un
gradiente de H" (Welte & Deppenmeier, 2014).

Durante la dilucidacion de la via metilotréfica en Methanosarcina barkeri mediante
estudios de incorporacion de "“[CJH;0H, se encontré que la generacién de metano y los
precursores biosintéticos tienen algunos intermediarios en comun,ya que el '‘[C] se
incorporé 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 sintesis de intermediarios celulares de dos carbonos se lleva a cabo por la
condensacion de dos compuestos de un carbono (un grupo metilo y una molécula de CO),
y que probablemente la enzima mondxido de carbono deshidrogenasa (CODH) es la
responsable de catalizar esta reaccion quimica (Kenealy & Zeikus, 1982).

En el genoma secuenciado de Methanosarcina acetivorans se han encontrado dos
copias del operon (Genes MA1012-MA1016 y MA3860-MA3865) que codifica para cada
una de las subunidades de un complejo enzimdtico llamado monoéxido 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 funcidon global de las proteinas sintetizadas
(L1 et al., 2007).

Este complejo enzimatico podria llevar a cabo la reaccion en ambos sentidos, sin
embargo, en células cultivadas con metanol la reaccion que cataliza preferencialmente es la
siguiente (Thauer, 1998):

CHs- THMPT + CO;, + CoASH + Fd,eq. 2 Acetil-CoA + THMPT + Fd

(AG = - 41.3 kJ/mol)
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Por medio de un andlisis comparativo de transcriptomica y protedmica, Li et al,
(2007) determinaron una proporcion 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 proteinas (metanol/acetato). Este resultado sugiere que a pesar de tener
una relacion de abundancia més baja que los cultivos con acetato, en las células cultivadas
en metanol, la CODH/AcS esté presente y podria ser el complejo enzimatico responsable de
la sintesis de acetil-CoA a partir del CH3-THMPT, el CO; y la Fdiq, tal como se ha
demostrado en la bacteria autotrofica 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 '“[C]JH;OH por una enzima piruvato sintasa
hipotética. En algunas bacterias anaerobias (Clostridium spp.) y parasitos (Entamoeba
histolytica), la enzima piruvato: ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) cataliza la
descarboxilacion del piruvato a acetil-CoA y CO, (Thauer et al.,1977; Dandekar et al.,
1999), mediante la siguiente reaccion quimica:

Piruvato + CoASH + Fd,x=> Acetil-CoA + CO, + Fd,eq,

(AG = -19.2 kJ/mol).

La reaccion reversa, es decir, la carboxilacion del acetil-CoA, es importante en
organismos acetogénicos que fijan CO; por la via Wood-Ljungdahl (Furdui & Ragsdale,
2000). El analisis de los genomas secuenciados muestra que los genes que podrian codificar
para esta proteina se encuentran en todos los metanogénicos. En Methanosarcina barkeri se
ha sugerido la participacion de la PFOR en la sintesis 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
(MAO0031-0034) que podrian codificar para las cuatro subunidades de la PFOR (Galagan et
al., 2002) y mediante un analisis de protedmica se ha determinado que la abundancia de la
proteina codificada por el gen MAO0034 (probable subunidad gama) se encuentra en una
proporcion <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 sintesis ni la funcion de
todo el complejo enzimatico.

Una forma de regular la direccidon de la reaccion que cataliza la PFOR es mediante
el uso de un aceptor de electrones con un potencial redox alto en la direccion oxidativa y un
donador con potencial bajo en la direccion reductiva, asi como la concentracion intracelular
de los sustratos y productos de la reaccion. Se ha propuesto a la ferredoxina reducida (Fd;eq
E’" = -500 mV) como el donador de electrones fisiologico que le da la direccion a la
reaccion (Furdui & Ragsdale, 2000), favoreciendo la sintesis de piruvato a partir del acetil-

CoA y una molécula de CO, o HCOs'.
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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 via
metanogénica al unirse a la CoMSH. Una tercera parte de los grupos metilo son oxidados hasta CO, para
generar los equivalentes reductores necesarios para la produccion de metano (2 FsoH, y 2 Fd,q por cada
grupo metilo). En la parte reductiva de la via, tres de las cuatro moléculas con grupos metilo son reducidas
por la Mcr dependiente de CoBSH a tres moléculas de CH, 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
electroquimico de Na'/H" generado durante el transporte de electrones es usado para la sintesis de ATP por la
A1Ay ATP sintasa. El complejo CODH/AcS sintetiza el acetil-CoA a partir del CH3;-THMPT, CO, y Fd,eq.
Posteriormente, la PFOR sintetiza el piruvato a partir de acetil-CoA, CO, y Fd,.4. El piruvato es el sustrato de

la gluconeogénesis para la sintesis de biomoléculas necesarias para la duplicacion celular y, en algunas

especies, para la sintesis de polisacaridos de reserva (glucogeno). Adicionalmente, la sintesis de acetato a
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partir de acetilCoA conlleva la produccion de ATP por fosforilacion 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 Fg; Mtd,metileno-THMPT
deshidrogenasa dependiente de F4y; Mch, metileno-THMPT ciclohidrolasa; Ftr, formil-metanofurano:
THMPT formil-transferasa; Fmd, formil-metanofurano deshidrogenasa; Cam, anhidrasa carbonica; Mer,
metil-CoM reductasa; Hdr, heterodisulfuro reductasa; CODH/AcS, complejo enzimatico monodxido de
carbono deshidrogenasa/acetilCoA sintasa; PFOR, piruvato: ferredoxina oxidoreductasa; Pta,
fosfotransacetilasa; AcK, acetato cinasa; THMPT, 5,6,7,8-tetrahidrometanosarcinopterina; CHjz-, grupo
metilo-; CH,=, grupo metileno; CH=, grupo metenilo, CHO-, grupo formilo;CO,, diéxido de carbono;
HCOj5", bicarbonato; MFR, metanofurano; F,;,, coenzima 8-hidroxi-5-deazaflavina oxidada; FgoHo,
coenzima 8-hidroxi-5-deazaflavina reducida; Fd,,, ferredoxina oxidada; Fd,., ferredoxina reducida;
CoMSH, coenzima M, 2-mercaptoetanosulfonato; CoBSH, coenzima B, 7-mercapto heptanoil-L-treonina
fosfato; CoM-S-S-CoB, heterodisulfuro; CH,, metano; CoASH, coenzima A; ATP, adenosin trifosfato;

ADP, adenosin difosfato; Pi, fosfato inorganico.

1.1.2.2. Metanogénesis acetotrofica

Los miembros del género Methanosarcina y Methanosaeta contienen a las especies
conocidas que pueden crecer en acetato.La ecuacion general de la via es la siguiente:

CH3;COO™ + H"> CHy+ CO,

(AG “= -36.5 kJ/mol CH,4) (Thauer, 1998).
En la metanogénesis acetoclastica de Methanosarcina spp. (Esquema 2), la conversion de
acetato a CH4 y CO; proporciona una ganancia energética muy pequeila para la célula
debido a que se requiere del gasto de ATP para la sintesis del acetil-CoA. Este hecho
sugiere la existencia de una regulacidon metabolica mdas estricta con la finalidad de
maximizar la eficiencia termodindmica y la asimilacion de carbono. En Methanosarcina
spp., el acetato es fosforilado a acetil-fosfato en una reaccion catalizada por la acetato
cinasa (AcK), la cual requiere de la hidrolisis de un ATP. Posteriormente el grupo fosfato
es sustituido por la coenzima A para la sintesis de acetil-CoA en una reaccién catalizada

por la fosfotransacetilasa (Pta) (Ferry, 2015). El acetil-CoA es sustrato del complejo
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enzimatico monoxido 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 CO, y que dos electrones sean transferidos a la ferredoxina. El grupo metilo entra a la
parte reductiva de la metanogénesis y es transferido a 1aTHMPT. La metil-THMPT:
coenzima M metiltransferasa (Mtr) unida a membrana actia en la direccion reversa si se
compara con la metanogénesis metilotrofica, lo cual indica que este es un centro de
conservacion de energia al generar un gradiente electroquimico 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 produccion 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 generacion del gradiente electroquimico. De igual forma como
sucede en la via metilotrofica, una parte de este gradiente electroquimico de iones de Na” es
transformado a un gradiente de H' por un antiportador Na"/H" (Jasso-Chavez et al., 2013)
el cual es usado para la sintesis de ATP por la A;A¢ ATP sintasa (Schelgel ef al., 2012). El
complejo enzimatico Rnf participa en el mantenimiento del estado redox de la célula
regulando los niveles de Fdox/Fd;eq y generando un gradiente electroquimico de iones de
sodio (3Na'/2Fd,eq) (Suharti et al., 2014). Este complejo sustituye a la hidrogenasa de
membrana (Ech) clasica de los acetotréficos cuyo crecimiento es dependiente de H; (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 ¢
(Cyt ¢).el cual se encuentra de manera abundante en las membranas de las células
cultivadas en acetato. Un modelo de la topologia del Rnf/Cyt ¢ 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 generacion de

un gradiente electroquimico de H'(Suharti

et al., 2014). La anhidrasa carbonica (Cam)

localizada en el exterior de la membrana celular convierte el CO, a HCOs. (no permeable a

la membrana), lo cual facilita la remocion de CO, del citoplasma y favorece la sintesis de

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

reduccion del heterodisulfuro a COMSH y CoBSH con la generacion de un gradiente de H"

(Welte & Deppenmeier, 2013; Thauer, 1998).
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Figura 2. Metanogénesis a partir de acetato en Methanosarcina acetivorans. La sintesis de acetil-CoA a

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

CoA es sustrato del complejo CODH/AcS quien permite que el grupo carbonilo sea oxidado a CO, 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 electroquimico de 2Na" por cada
grupo metilo que es transferido a la CoMSH. Finalmente, el CH4 es sintetizado por la Mcr con la
concomitante produccion del heterodisulfuro. Una parte de este gradiente electroquimico de iones de Na” es
transformado a un gradiente de H' por un antiportador Na/H" el cual es usado para la sintesis de ATP por la
AjAy) ATP sintasa. El complejo Rnf/Cyt cparticipa en el mantenimiento del estado redox de la célula
regulando los niveles de Fd,,/Fd,.q y generando un gradiente electroquimico de Na". La oxido-reduccién de la
metanofenazina (MP) contribuye a la generacién de un gradiente electroquimico de H' por la Hdr. La
anhidrasa carbdnica (Cam) localizada en el exterior de la membrana celular convierte el CO, a HCO;". Por
otro lado, la PFOR sintetiza el piruvato a partir de acetil-CoA, CO, y Fd,.4. El piruvato es el sustrato de la
gluconeogénesis para la sintesis de biomoléculas necesarias para la duplicacion celular y, en algunas especies,
para la sintesis de polisacaridos de reserva (glucégeno). En ausencia de fuente carbono externa, el glucogeno
podria ser degradado a través de la glucdlisis (ver Figura 3: Gluconeogénesis/glucélisis). Abreviaturas: AcK,
acetato cinasa; Pta, fosfotransacetilasa; CODH/AcS, complejo enzimatico monoéxido de carbono
deshidrogenasa/acetilCoA sintasa; Mtr, metil-THMPT: coenzima M metiltransferasa; Mer, metil-CoM
reductasa; Hdr, heterodisulfuro reductasa; PFOR, piruvato: ferredoxina oxidoreductasa; Cam, anhidrasa
carbonica; CoASH, coenzima A; ATP, adenosin trifosfato; ADP, adenosin difosfato; Pi, fosfato inorganico;
THMPT, 5,6,7,8-tetrahidrometanosarcinopterina; CHs-, grupo metilo-; CQO,, dioxido de carbono; HCOj,
bicarbonato; Cyt C, citocromo Cmembranal; MF, metanofenazina; Fd,,, ferredoxina oxidada; Fd,.q,
ferredoxina reducida; CoMSH, coenzima M, 2-mercaptoetanosulfonato; CoBSH, coenzima B, 7-mercapto

heptanoil-L-treonina fosfato; CoM-S-S-CoB, heterodisulfuro; CH,4, metano.
En los microorganismos metanogénicos metilotroficos y acetotroficos, la PFOR
sintetiza el piruvato a partir del acetil-CoA y este intermediario es utilizado en algunas vias

anabdlicas, como la gluconeogénesis, para la sintesis de macromoléculas necesarias para la

duplicacion celular y para la sintesis de polisacaridos de reserva.

1.1.2.3. Gluconeogénesis a partir de piruvato.
La gluconeogénesis es la ruta metabolica clasica de sintesis de glucosa a partir de
compuestos que no son carbohidratos, principalmente del piruvato, lactato, algunos

aminoacidos interconvertibles (alanina) e intermediarios del ciclo de los 4acidos
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tricarboxilicos (Nelson & Cox, 2017). En organismos que crecen en fuentes de carbono
distintas a los aztcares, la gluconeogénesis es esencial para la generacion de intermediarios
biosintéticos. En eubacterias y células eucariontes, la sintesis de carbohidratos ocurre por
actividad reversa de la via cldsica Embden-Meyerhof-Parnas; sin embargo, dos pasos
enzimaticos irreversibles involucran enzimas alternas, las reacciones catalizadas por las
enzimas piruvato cinasa (PYK) y la fosfofructocinasa 1 (PFK-1) dependiente de ATP y
¢éstas varian dependiendo de la especie (Nelson & Cox, 2017). Por ejemplo: en la bacteria
anaerobia Clostridium symbiosum y en el protista parasito Entamoebahistolytica, la
piruvato fosfato dicinasa (PPDK) sustituye la funcion de la piruvato cinasa en la glucélisis
y ademas puede llevar a cabo la reaccion de sintesis de piruvato en la via gluconeogénica
(Reeves et al., 1968). Por otro lado, en el arqueon hipertermofilo 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). Ademads, la actividad de esta enzima no es modulada por
metabolitos cldsicos ni presenta cooperatividad, como se ha demostrado en las FruBPasas
de otros organismos (Schafer & Schonheit, 1993).

De manera general se ha establecido que la gluconeogénesis es una via presente en
todos los seres vivos y las reacciones son esencialmente las mismas, aunque en algunas
especies suelen existir pequenias diferencias en la estructura y la regulacion de la actividad
de las enzimas involucradas.

Las enzimas de la gluconeogénesis y la glucolisis han sido estudiadas en algunos
organismos del Dominio Archaea, principalmente en microorganismos hipertermofilos que
pueden ser cultivados en diferentes fuentes de carbono. En estas arqueas se ha determinado

la actividad de algunas enzimas que participan en la sintesis y la degradacion de
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carbohidratos, asi como la expresion de genes que codifican para algunas enzimas de la
glucdlisis y la gluconeogénesis con la finalidad de comparar su metabolismo cuando son
cultivadas en carbohidratos (maltosa, almidon, celulosa o quitina) o en presencia de
compuestos gluconeogénicos (aminodcidos/péptidos, piruvato o lactato) (Brisen 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 regulacion de
estas vias metabolicas.

En la Figura 3 se esquematiza de manera resumida a las vias descritas de sintesis y
degradacion de carbohidratos en algunos microorganismos hiperterméfilos y haléfilos, las
cuales nos han permitido proponer la estructura general de la via de la gluconeogénesis y la
glucolisis en Methanosarcina acetivorans. Ademas, la estructura general de estas vias esta

basada en el analisis del genoma y se discute mas adelante en el articulo.

21



| | & depradacion

: | | 4
Carbohidratos PP! 3 — ADP — ppk

: Pi ;
—
FEPasa ) FEPasal
e
F1. 6BF ADP —
1 R

HK
AM

........ R P e
W ADo R
Membrana [ommeJevp ﬁ

celular :
(2) NAD(F) + 2Fi
2 nADP — GAPDH C—[zp NAD{FJH + H*
GAPN :
[2) NADPH < i Via Entner-
| Dondors
. =
(2} Fd.. ~ * GAPOR PGK [2) ADP
[2) Fdme 4— <= [z ATP
> Ca ]
| ;! ;
PGAM
CITOSOL :
END
HO o e
2 Pep
(2) GDP + 2) CO: *— pEPCK (2 ADF " pyK K —> (ZAMP+@IPR pepg ™ (2) AP+ (2)Pi
[2) GTP — [2) ATP € ¥ PPD,K “a [Z) ATP + (2) Pi o [ ATE + (2 HO
[ @moan [wew 2) PYR

Figura 3. Esquema condensado de las vias de sintesis y degradaciéon de glucosa en organismos del
Dominio Archaea. En organismos hiper-termoéfilos o haléfilos, la glucosa proveniente del exterior de la
célula puede ser degradada mediante la via Entner-Doudoroff (ED) o la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
modificada. La hexocinasa dependiente de ADP puede fosforilar a la glucosa para la formacion de glucosa 6-
fosfato, la cual puede ser utilizada para la sintesis de glucogeno o para la formacion 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 gliceraldehido 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 sintesis de ATP por fosforilacion a nivel de sustrato. La GAPN y la GAPOR no
conllevan la sintesis directa de ATP, sin embargo, contribuyen a la generacion de equivalentes reductores
(NADH, NADPH o ferredoxina reducida). La sintesis de piruvato a partir del fosfoenolpiruvato conlleva la
sintesis de ATP y puede ser catalizada por la piruvato cinasa o la piruvato fosfato dicinasa. La sintesis de
carbohidratos (gluconeogénesis) ocurre por actividad reversa de la via clasica Embden-Meyerhof-Parnas; sin
embargo, algunos pasos enzimaticos irreversibles involucran enzimas alternas. El fosfoenolpiruvato puede ser

sintetizado a partir del piruvato en una reaccidon 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 gliceraldehido 3-fosfato. Hasta el momento, no se ha caracterizado ningun
tipo de transportador celular para moléculas precursoras de la via glucolitica 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, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; GAPN,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante; GAPOR, gliceraldehido 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, gliceraldehido 3-fosfato; 1,3BPG, 1,3-bisfosfofoglicerato;
3-PG, 3-fosfoglicerato; 2-PG, 2-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato; PYR, piruvato; OAA, oxaloacetato;
ADP, adenosin difosfato; AMP, adenosin monofosfato; PPi, pirofosfato inorganico; Pi, fosfato inorganico;
Fd,,, ferredoxina oxidada; Fd,.q, ferredoxina reducida; NAD", nicotinamida adenina dinucleétido; NADPY,
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato; GTP, guanosin trifosfato; GDP, guanosin difosfato; CO,, didéxido

de carbono.
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1.2. JUSTIFICACION

Existen varias razones que podrian explicar por qué las vias de sintesis y degradacion de
carbohidratos no se han estudiado en organismos metanogénicos: 1) el interés
biotecnoldgico en la biosintesis 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 condicion Optima de produccion de biogas
utilizando estrategias microbiologicas (probar sustratos metanogénicos nuevos), asi como el
uso de herramientas de Ingenieria de Vias Metabolicas para aumentar la velocidad de
sintesis de este biocombustible (Wood, 2016); ii) la mayor parte de la fuente de carbono se
utiliza para la metanogénesis y solo una parte muy pequena es utilizada para las reacciones
anabdlicas.

Methanosarcina spp. consume alrededor del 90% de la fuente de carbono para la
sintesis de ATP via metanogenesis y el resto para la formacion de biomasa, por lo que estos
organismos requieren de una regulacion estricta de las rutas biosintéticas para la
asimilacion eficiente del carbono y la conservacion de energia (Ferry, 2015). Ademas, se ha
reportado que Methanococcus spp. y Methanolobus spp. acumulan glucogeno (cercano al
0.34% del peso seco celular) en fase estacionaria temprana de crecimiento, cuando atn hay
fuente de carbono exdgena (formiato) y se ha propuesto que €ste polisacarido sirve como
un donador de electrones/carbono para la produccién de metano cuando el sustrato exdgeno
se ha agotado (Konig et al., 1985). Posiblemente, el glucogeno es consumido a través de la
glucolisis, como sucede en las células eucariontes animales (Nelson & Cox, 2017). De ser
asi, la presencia de una via gluconeogénica o una glucolitica depende de la fuente de
carbono externa disponible y de las necesidades energéticas de las células; sin embargo,

esta hipotesis no ha sido probada aun.
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En el genoma de Methanosarcina acetivorans se han identificado genes que podrian
codificar para enzimas requeridas tanto para una via gluconeogénica y de sintesis de
glucogeno como para una via glucolitica (Galagan et al., 2002), lo que sugiere una
regulacion estricta de estas vias con la finalidad de permitir una asimilacion eficiente de la
fuente de carbono y de energia.

La caracterizacion de la gluconeogénesis y la glucdlisis en Methanosarcina
acetivorans, asi como conocer los mecanismos de regulacion de estas vias permitiran
contribuir en el conocimiento del metabolismo anabdlico de microorganismos
metanogénicos con gran importancia biotecnologica, ecoldgica y evolutiva, ademas de
proponer los mecanismos que les permiten contender con algunas condiciones ambientales
adversas, tales como el estrés nutricional o energético y la exposicion a metales pesados u
oxigeno, donde se requiere de la sintesis de novo de macromoléculas y de una biopelicula
protectora (Lira-Silva et al., 2016, Jasso-Chavéz et al., 2015).

Por ultimo, este enfoque experimental nos permitird contribuir al entendimiento de
los niveles diferentes de regulacion del metabolismo de carbohidratos en arqueas,
utilizando como ejemplo el estudio de proteinas claves en la glucdlisis 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 sintesis de metano.
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1.3. HIPOTESIS
En Methanosarcina acetivorans la metanogénesis provee de intermediarios metabdlicos
que son utilizados para la via gluconeogénica a través de enzimas de la via Emden-

Meyerhof-Parnas.

1.4. OBJETIVOS
1.4.1. Objetivo general
Caracterizar el metabolismo central de carbohidratos en el arqueén 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 sintesis de metano a través del tiempo de cultivo.

- Determinar la actividad de las enzimas involucradas en la gluconeogénesis, la
glucdlisis y el metabolismo del glucogeno.

- Determinar el contenido intracelular de los intermediarios metabolicos involucrados
en la gluconeogénesis, la glucdlisis y el metabolismo del glucogeno.

- Determinar el flujo gluconeogénico y glucolitico.

- Evaluar el efecto de los moduladores clasicos sobre la actividad de las enzimas que
regulan a estas vias metabolicas.

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

involucradas en la regulacion de estas vias metabolicas.
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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 articulo publicado (seccion: Experimental

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

M. acetivorans C2A

240 mM Metanol S .l Produccion de gas metano |
Disponibilidad de 1a : '- ------ rl Contenido total de proteina |
fuente de carbono ' .
1) Concentracion alta . . ; Y
de fuente de carbono | > Curva de crecimiento I ------------ gee >| Densidad opticaa 600 nm I
2) Concentracion baja : .
de fuente de carbono o R ~ ...... ,I Consumo de metOH I
(60 mM). v v
. . : Contenido intracelular de
20 horas de cultivo 60 horas de cultivo | "« > .
. . . glucogeno
Fase exponencial Fase estacionaria
Flujo gluconeogénico Flujo glucolitico
*
Células
cosechadas
v i’ > ¥
Velocidad de enzimas Contenido Flujos metabolicos Nivel de mRNA de
Fracciones citosdlicas intracelular de «Ex vivoy PPDK, FruBPasa, GYS,
enriquecidas metabolitos Fracciones citosolicas PYK, ADP-PFK1 GYP,
enriquecidas PGM y GAPDH

Y
Determinacion de los parametros
cinéticos y de la modulacion de PPDK,
FruBPasa ., PYK y ADP-PFK1

Figura 4: Estrategia experimental general del proyecto.

La cepa de Methanosarcina acetivorans C2A utilizada para la realizacion 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 anaerobicas en un medio HS (high salt) que asemeja la composicion 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 producciéon de gas metano, el
contenido total de proteina y la absorbancia a 600 nm. Ademas, se determin6 el consumo
de la fuente de carbono externa y el contenido intracelular de glucégeno (en un inicio como
un parametro de la medicion del flujo gluconeogénico), lo que permitié identificar las fases
de su sintesis y su degradacion. La fase exponencial de crecimiento se identificd en las
primeras 20 horas de cultivo y la fase estacionaria posterior a las 48 horas. Para la
caracterizacion bioquimica se utilizaron las células cultivadas durante 20 6 60 horas. En
fracciones citosolicas enriquecidas se determino la actividad de cada una de las enzimas
involucradas en las vias gluconeogénica/glucolitica y en el metabolismo del glucégeno, en
condiciones de velocidad inicial para conocer la cantidad de enzima activa. Asimismo, se
determind el flujo parcial “ex vivo” de gluconeogénesis y glucolisis en fracciones
citosolicas enriquecidas y la concentracion intracelular de los metabolitos involucrados en
estas vias metabolicas. Posteriormente, se hizo un andlisis a nivel metabdlico (moduladores
de la actividad enzimatica) y transcripcional (nivel de RNA mensajero) de las proteinas que
mostraron un cambio en su velocidad inicial en fracciones citosolicas enriquecidas de
células de 20 horas (gluconeogénesis: piruvato fosfato dicinasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa y
glucogeno sintasa) y 60 horas de cultivo (glucdlisis: piruvato cinasa,fosfofructocinasa 1
dependiente de ADP y glucogeno fosforilasa).

Por otro lado, con la finalidad de saber si el estado nutricional de las células modula
a las vias metabolicas, se utilizaron los siguientes protocolos experimentales:
1.- Concentraciéon mayor de la fuente de carbono. Las células fueron cultivadas en 240 mM
de metanol y después de 20 horas de cultivo se les adiciond mas 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 determiné la actividad de fructosa
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1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1 dependiente de ADP y piruvato cinasa, y los flujos
metabolicos.

2.- Concentracion menor de la fuente de carbono: Las células fueron cultivadas en 60 mM
de metanol y se determind la curva de crecimiento, el consumo de la fuente de carbono, los
flujos metabdlicos y la actividad de fructosa 1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1

dependiente de ADP y piruvato cinasa.

1.6. RESULTADOS
1.6.1. Datos y articulo publicado
Articulo de investigacion: The nutritional status of Methanosarcina acetivorans regulates

glycogen metabolism and gluconeogenesis and glycolysis fluxes.

Santiago-Martinez M.G., Encalada R., Lira-Silva E., Pineda E., Gallardo-Pérez J.C.,
Reyes-Garcia M.A., Saavedra E., Moreno-Sanchez R., Marin-Hernadndez A., Jasso-Chavez
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 articulo se realizo la caracterizacion de la estructura y la regulacion de las vias de la
gluconeogénesis/glucodlisis y del metabolismo del glucogeno en la arquea marina
Methanosarcinaacetivorans. Se determin6 la actividad de cada una de las enzimas y la
concentracion de los metabolitos involucrados en estas vias metabodlicas, asi como los
flujos metabolicos. Ademas, se hizo un analisis a nivel metabdlico y transcripcional de las

proteinas que mostraron un cambio en su actividad en células de 20 horas
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(gluconeogénesis) y 60 horas de cultivo (glucolisis). Los resultados mostraron que M.
acetivorans es capaz de sintetizar glucégeno y que éste puede ser degradado a través de una
via glucolitica, la cual no habia sido descrita completamente en metanogénicos. Ademas,
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 glucdégeno sintasa,
glucogeno fosforilasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa, piruvato fosfato dicinasa y piruvato cinasa)
y a nivel metabdlico (modulaciéon de la velocidad de la glucdégeno fosforilasa, hexosa
fosfato isomerasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa, fosfofructocinasa 1 dependiente de ADP y

piruvato cinasa), a los flujos glucolitico/gluconeogénico y el metabolismo del glucogeno.
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Gluconeogenesis is an essential pathway in methanogens because they are
unable to uwse exogenous hexoses as carbon source for cell growth. With the
aim of understanding the regulatory mechanisms of central carbon metabolism
in Methanosarcina acetivorans, the present study investigated gene expression,
the activities and metabolic regulation of key enzymes, metabolite contents and
fluxes of gluconeogenesis, as well as glycolysis and glycogen synthesis/degrada-
tion pathways. Cells were grown with methanol as a carbon source. Key
enzymes were kinetically characterized at physiological pH/temperature. Active
consumption of methanol during exponential cell growth correlated with signif-
icant methanogenesis, gluconeogenic flux and steady glycogen synthesis. After
methanol exhaustion, cells reached the stationary growth phase, which
correlated with the nse in glycogen consumption and glycolytic flux, decreased
methanogenesis, negligible acetate production and an absence of gluconeogene-
sis. Elevated activities of carbon monoxide dehvdrogenase/acetyl-CoA
synthetase complex and pyruvate: ferredoxm oxidoreductase suggested the
generation of acetyl-CoA and pyruvate for glvcogen synthesis, In the early sta-
tionary growth phase, the transcript contents and activities of pyruvate phos-
phate dikinase, fructose 1,6-bisphosphatase and glycogen synthase decreased,
whereas those of glycogen phosphorylase, ADP-phosphofructokinase and pyru-
vate kinase increased. Therefore, glycogen and gluconeogenic metabolites were
synthesized when an external carbon source was provided. Once such a carbon
source became depleted, glycolysis and methanogenesis fed by glycogen degra-
dation provided the ATP supply. Weak inhibition of key enzymes by metabo-
lites suggested that the pathways evaluated were mainly transcriptionally
regulated. Because glycogen metabolism and glycolysis/gluconeogenesis are not
present in all methanogens, the overall data suggest that glycogen storage
might represent an environmental advantage for methanosarcinales when car-
bon sources are scarce. Also, the understanding of the central carbohydrate
metabolism in methanosarcinales may help to optimize methane production.
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Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

Introduction

For cell growth supported by carbon sources other
than exogenous hexoses, gluconeogenesis becomes an
essential pathway for the generation of biosynthetic
intermediates and polysacchande storage. Gluconeoge-
nesis and glyeolysis share most of the enzymes because
these catalyze reversible reactions under physiological
conditions. There are, however, two irreversible ply-
colyiic steps: (a) the phosphorylation of fructose-6P
(FruoP) to fructose 1,6 bisphosphate (Frul ,6BP) cat-
alvzed by ATP-PFK1 and (b) the dephosphorylation
ol phosphoenolpyruvate (PEP) to form pyruvate and
ATP catalyzed by pyruvate kinase (PYK). Hence, glu-
congogenesis requires enzymes that catalyze reactions
thar are able 1o bypass the themodynamic constraints
of these glycolytic steps. In some microorganisms
(amoeba, Euglena, bacteria), the first reaction is cat-
alvzed by the ATP-PFK 1/lructose [,6-bisphosphatase
{FruBPase) couple or by a reversible PPi-dependent
phosphofructokinase 1 (PFK1). In trn, the PYK
reverse reaction can be undertaken by the pyruvate
carboxylase plus PEP carboxykinase couple [1], or by
the reversible PEP synthase (PEPS) or pyruvate
orthophosphate dikinase (PPDK) [2,3].

Glycolysis in organisms belonging o the Archaea
domain 15 carned out by the Embden—Meyverholl-
Parnas (EMP) or Entner—Doudoroll pathways [3].
The sequenced genomes of methanogens, considered
to comprise one of the largest and most diverse
groups in the archaea domain (with over 50 species)
show genes annotated for enzymes belonging to the
EMP pathway [4,5], which are also used for gluco-
neogenesis [6].

The synthesis of pyruvate and PEP to mitate gluco-
neogenesis represent key steps in the intermediary
metabolism of methanogens. Kenealy and Zeikus [7],
in Methanosarcing barkeri, and Abbanat and Ferry [8],
i Methanosarcing thermophila, proposed that the con-
densation ol methyl tetrahydromethanopterin with CO
catalyzed by the carbon monoxide dehvdrogenase/
acetyl-CoA synthetase (CODH/ACS complex) is a key
step in the synthesis of acetvlCoA for further transfor-
mation mmte pyruvate catalyzed by pyruvate: lerredoxin
oxidoreductase (PFOR). In the acetogenic anaerobe
Moorella thermoacetica, PFOR catalvzes the pyruvale
synthesis [rom acetvlCoA [9], whereas, in a M. barkeri
mutant cultured with pyruvate as sole carbon source,
PFOR was probed to be essential for acetylCoA pro-
duction [10]. Accordingly, PFOR appears o represent
a common step involved n the inter-conversion of
pyruvate and acetylCoA in many archaea [3]. Genes
encoding PFOR are present in the genomes ol the five

M. G. Santiago-Martinez et al.

taxonomical orders of methanogens sequenced so lar
(Table 1).

PEPS (Pyr + ATP + H:0 & PEP + AMP + Pi) 15
reported to be reversible in Pyrococcus furiosus, whereas
a glycolytic function for this enzyme has been proposed
in  Thenmococeus kodakarensis [3,11]. PPDK  (Pyr +
ATP + Pi = PEP + AMP + PPi) appears (o have a
preferred catabolic function in Thermaoproteus fenax
[12]. Methanosarcinales and lew other methanogens
have genes encoding both PEPS and PPDK (Table 1),
suggesting that these enzymes may catalyze PEP synthe-
s15 under physiological conditions [12].

Enzyme activities of the EMP pathway, as well as
some others involved in the synthesis/degradation
ol glycogen, have been descibed in M. thermophila
[13], Methanosaera (Tormerly named Methanotrix)
[14], Methanococeus maripaludis [15] and Methanococ-
cotdes methylutens [16], as well as in diverse archaea
[17]. Despite the ability of some methanogens to accu-
mulate glycogen [15-17], the genes and functional
enzymes involved i glycogen synthesis and degradation
have not been vet identified in many of them (Table 1).

On the other hand, glveogen levels are mvolved in
the ability of microorganisms to resist dilferent types
of stresses, such as nutrient starvation in Arthrobacter
spp. [18] and low temperature and high osmolarity in
antarctic Penicillium strains [19]. Moreover, gluconeo-
genesis and a high glycogen content are required lor
biofilm synthesis i Sabmonella ryphimurium  [20].
Because methanogens can only use simple molecules
for growth such as CO, + H,. methanol, methylami-
nes, formate, CO and acetate, gluconeogenesis
becomes an essential pathway not only for providing
precursors for the svnthesis of macromolecules [21],
but also for biofilm synthesis, an mportant resistance
mechanism in M. acefivorans against stressors such as
Cd*" or 02 [22.23).

Methanosarcina spp. consume almost 90% of the
carbon source for ATP synthesis by the methano-
genic pathway and the rest is used for biomass lor-
mation; hence, the tight control of the biosynthetic
pathways 1s crucial for efficient carbon assimilation.
In this regard, information about the mechanisms
controlling the anabolic/catabolic processes i metha-
nogens is scarce. The present study analvzed the cen-
tral carbon metabolism remodeling (at the level of
gene transcription, enzyme aclivities, pathway fluxes
and metabolite contents) performed by M. acetivorans
when transitioning Irom a cell proliferative phase,
with active exogenous carbon source consumption, Lo
a nonproliferative phase, with an absence ol exoge-
nous carbon source. This is the first report for a
methanogen where the complete set of enzyvmes and

1980 Tha FEBS Journal 283 (2016 1979-1999 @ 2016 Federation of European Bischamical Sociaties

32



M. G Santingo-Maiticez ef ol

Carbsohydrate matabolinm in methanoaarcinalon

Table 1, Annotated gonos ancoding proteing putativaly involvad in koy stope of the gluconsogeniciaheolytic and glycogan metabiolinm

pothways i methanogens

Oignninim fy [ Pyl Dok Pk iy vl i va
Matharocaldacocous - - [ » - . - = -
Mu tharestorem I I " o - £ I = =
wlucan Staroh
M tharocoeus U - - = = - s - =
wqlican Starch
Methanofermocaccius = = e . - . = - -
aglucan Starch
Metharmosarcing = i [ - i = Typi I f - -
Mo thanococcoiding L - - - - = - -L
Datiranching
Mathareshakopinies I [ 2 53 [ #* Typn i W - "
Dhaststanching
M tharohakatiuwm I - - % - & I [ -l.
A4)lucan
Metharosalsum - [ - I - = Typa |l . - .
a4 luzan
Meathanokobis - i - e i = Typo |l . e .
Mua tharcomothylovermns - - s = - = ypa ll " - "
Dastsranching
Ado tharcanan fa I - " " - " I - -
Methanospeium = - e L = (PP = . - .
A-glaean
Ao thanocorsuscuiim - - " o u " I . ¥
Mestharocufous I i - . e . - [ .
Psbitanching
Mestharopiariie I - . N N - " n a
Mathareogiin - - - - - - - "
Starch
Matharonptanul » - w x w 5 - B x
Matharoceis - - [ . = (PP - % = -
Pustaranching fralucan
AMa tharomanedieoceun = - u = 3 W = :- "
Mathanciiean nabad toy e - " . » . - ' =
Muotharosptoota I - - & - I Y = ¥
Me thanobévibad fef - e i = . . - . .
M thanobacterim - = . - » ® 1% x =
Methamthenmus i - . » . . o » "
M thareapyrus - I = ® " b %3 S ®
Metharomethyloohius - - " " . " - - N
Matharespinsrma e > " " " " - - "]
I furonus » T - - I 1 - L U

Gone mining v s cartiod out ty using the KEGG detdbane, (PPIL PP depandeint PEE, fadaid gooe annotated for pifunctionsl FruBPesseal
doline ansyrmo; whares (ndiestod, gy ond gys ate sequonecan ancoding prataine putativaly invelvad in atarch and s of [glucan synthoniy
degradation For comparison, genes found in the genomae from P fufosds afe repoed, Genes annoiated (=) o abeset (=) 0 the ganomos

nre nhivan

metabolited  (rom  gluconeogeneas 8 chantactenad.
Crlyeogen storuge us un energy source [or the phow
phorylation of glucose Tor the generation of pyruviie
A aubiate Tor e aeehiclaste methanogenic
puthway for further AT synthesis i also deseribed,
T addinon, the metabolie and waisenphional regula-
on of these pathways s anadyzed  and diseussed,

Tt FL DS Joumal 200 120700 VEPI-T 000 0 2000 [ odeation of Lo 900t ool

M. acenivorans 1 the archiaea with the largedt genome
sogquenced s far and also hos ceologenl and biowechs
nodogicul relevinee Tor ity wsctive methane production.
Deterpmation ol the regulitory mechanims ol glu-
coneogenesis/glycolysis and glveogen metwbolism nuy
Belp o explin how miethanogens contend  agains
utieonal siress.

1981

33



Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

Results

Cell growth, methanol consumption and
glycogen content

The exponential growth phase of M. acetiverans cul-
tured in 240 mM methanol lasted from 5 to 20 h of
cultivation. Active cell growth, as determined by
methane production and optical density, correlated
well with high methanol consumption (Fig. 1A). As
judged by iodine staining (which produced a typical
brown color). it was determined that the carbohydrate
polymer synthesized by M. acetivorans was glycogen
[24). A steady increase in glycogen content (Fig. 1B)
was observed dunng the exponential phase from 0 o
12 h with a net flux of 17.3 £ 3 nmol glucose equiva-
lents (h x mg pmlcin}" (= 8); therealter, this rate
slowed down from 12 to 48 h of culture with a net
synthesis flux of 6.4 £ 0.5 nmol glucose equivalents
(h x mg protein)~' (n=8). The glycogen content
reached up a maximum of 788 £ 31 nmol glucose
equivalents {culture)”" after 50 h of cultivation, which
correlated with the complete methanol exhaustion. In
turn, 8.2 = 0.3 mg protein (culture)”™' were generated
al the 40 h point and remained constant up to 60 h.
Therealter, when the cell cultures reached the station-
ary phase. glycogen was rapidly consumed at a specific

A 121 /-‘—-1———1 2
8 3
0B 3;
: *gg
8 04 a %”
o
00 .
0 10 20 30 40 5 &
B Days of cultwabion

g 8

g

ar '/\\
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0 12 24 36 48 60 72 B4 96
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Glycogen content
{nmel glucese eq-mg ! prot)
]
=

FAg. 1. Methanosarcing acetvorans cell growth. (A} Methane
production (B} methanol consurmption (@) and growth (A} were
determined at the indicated times. Vialues are the mean + 5D of
eight independent experiments (B) Variations in glycogen content
(W], Values are the mean 4+ SD of five independent experiments,
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rate of 168 = 3 nmol glucose equivalents (h x mg
protein) " (Fig. 1B).

Ex vivo gluconeogenic and gycolytic rates and
im vivo methane production by glycogen
degradation

Genes encoding glycogen synthase, glycogen phospho-
rvlase, FruBPase, ADP-PFK1 and PYK are found in
the M. acetivorans genome (Table 1), suggesting that
glycogen may be synthesized and metabolized by the
gluconeogenic and glycolytic EMP pathways for gener-
ation of anabolic precursors and for ATP and NAD
(P)H production, respectively. To assess whether the
nutritional status affects the enzyvme contents/activities
ol the central carbohydrate metabolism in M. acetivo-
rans, ex vivo glycolytic and gluconeogenic fluxes were
determined in extracts from cells grown at dilferent
times of the growth curve. Because methanogens do
not vield lactate as an end-product of glucose catabo-
lism such as in bacteria and mammalian cells, the flux
cannot be readily determined in whole cells. Hence,
the preference in the direction of pathway fluxes was
determined in cytosolic-enriched fractions in the pres-
ence of physiological concentrations of the adenine
nucleotides (see Materials and methods) by measuring,
in sepurate experiments, the rates of NADH oxida-
ton/NADP ' reduction catalyzed by the seis ol
enzymes within the segments from glucose 6-phosphate
(GleaP) o dihydroxyacetone phosphate (DHAP) for
glveolysis, DHAP o Gle6P for gluconeogenesis, and
I-phosphoglycerate (3PG) to pyruvate for the common
segment of both pathways,

The gluconeogenic flux rate in extracts of cells harves-
ted at 20 h of culture was 18 £ 2.6 nmol GIeOP iuced
(h » mg protein) ™', whereas the glycolytic Glc6P 1o
DHAP flux was undetectable. By marked contrast, at
60 h of culture, the Aux rate of the Gle6P 10 DHAP
segment was 154 = 1.4 nmol GIe6Ponyumed (h x mg
protein) ™', whereas no gluconeogenic flux was detected
in these cells. In turn, the flux rate of the 3PG o pyru-
vate segment did not change when determined after
20 h [15 & 2.4 nmol Pyrpoducea (h % mg prnluin}";
n=4] or 60h of culture [16 = 0.6 nmol Pyr, . ucea
(h x mg protein)~'; n = 4],

To assess whether the pyruvate produced from
glveogen degradation could be used for methane and/
or acetate production, N, gas was flowed into the 50 h
old cell culture bottles (when methanol was already
exhausted) 1o remove all methane produced up to that
time. Then, methane production was determined from
50 10 96h of culure. Dunng this time period,
5.5 4+ 0.2 pmol glucose equivalents from glycogen
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(culture)”" were consumed. which was indeed accom-
panied by the production of 11.3 £ 1.5 pmol methane
{culture)™" (mean = SD: n = 4). By contrast, negligible
synthesis of acetate lrom glycogen degradation was
determined at this stage (25 = 4 nmol acetate = cul-
ture '; n = 4). These last data suggested that glycogen
was mainly metabolized through glycolysis o wield
pyvruvate, which was lurther decarboxylated to acetyl-
CoA and this in turn was split by the CODH/ACS
complex m the aceticlastic pathway mto CoA, CO;
and a methyl group lor methane production.

To analyze whether the direction preference of car-
bon fluxes between 20 and 60 h of culture was a result
of changes in the contents of active enzvmes, the activ-
ities of key enzymes involved in gluconeogenesis and
glycogen  synthesis [PEPS, PPDK, FruBPase and
glycogen synthase (GYS)] and in glvcogen degrad ation
and glycolysis [glyeogen phosphorylase (GYP), ADP-
PFK-1 and PYK], as well as the enzymes shared by
both pathways, were assessed under near-physiological
conditions (37 °C and pH 7). Enzymes involved in the
acetylCoA (CODH/ACS complex) and pyruvate syn-
thesis/degradation (PFOR) were also determined.

Enzyme activities of the gluconeogenesis/
glycolysis pathways and intermediate metabolite
contents

Because methanol 15 a one carbon molecule, carboxy-
lation reactions are essential for synthesis ol complex
molecules. As expected from their abilities to catalyze
reversible reactions under physiological conditions,
CODH/ACS and PFOR acuivities determined at 20
and 60 h of cultivation were similar (Table 2), suggest-
ing that pyruvate production by anabolic or catabolic
processes (depending on the culture growth phase) is
operative in M. acetivorans. Furthermore, a significant
increase in the intracellular contents of the PFOR-
reaction metabolites acetylCoA and pyruvate at 60 h
versus 20 h of cultvation was determined (Table 3),
suggesting a4 swilch in the reaction to catabolic direc-
tion as glyeolysis end-products.

As expected from the active glycogen metabolism
throughout the exponential and stationary growth
phases (Fig. 1), all of the enzyme activities performing
gluconeogenic/glycolyiic  reversible reactions were
apparent at both 20 and 60 h of culuvation (Table 2)
and similar to those reporied for M. maripaludis [15].
Most of the enzyme activities remaimed roughly con-
stant, except lor hexose 6-phosphate 1somerase (HPI)
which increased i1ts activity by the 60 h point and
which, in turn, was mnhibited by ervthrose 4-phosphate
{(Erythro4P). Remarkably, glyceraldehyde 3-phosphate

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

Table 2. Activities of enzymes involed in pyruvate production and
gluconeogenic/glycaltic pathways.

20 h of growth 60 h of growth

Enzyme Specific activity mU x (mg proteinl '
HPI 4 +£0.1 12+ 2°
ADP-PFK 1 <0.2 19+ 2
FEPasa 12+ 1 <02
ALDO 12 +3 14 + 1.6
TRI 1078 £ 76 1086 + 96
NADP*-GAPDH 4 £3 1442
PGEK 136 +1 9 + 0.5°
PGAM 503 + 61 368 + 31°
ENO 102 + 19 112+ 9
PYK <0.2 17 4=
PPDE (Pyr synthesis} 26 +£3 3.3 =029
PPDEK (FEF synthesis} 268 + 42 28 + ¢
FEFS 16 £056 12+ 02
PFOR (AcCoA synthesis) B3 + 26 118 &£ 18°
PFOR (Pyr synthesis} 143 £ 13 168 + 24
CODH/ACS 1332 + 168 928 + 1807

Values are the mean £ SD of three or four independent experi-
ments. * P< 0,05, ° P < 0.025, % P< 0,005 and @ P < 0.001 versus
20 h lone-population Student's ttest for unpaired samples). The
PPOK, FruBPase, PYK, GAPDH, ALDO, TPl and HFl activities,
determined under aerobic conditions, were similar to those deter-
mined into the anaerobic chamber (data not shownl, The activities
of the highly axyger-sensitive FFOR and CODH/ACS were only
determined undar anaxic conditions,

dehydrogenase (GAPDH) activity with NADP'
(Table 2) was three-fold higher than with NAD .
Because NADP * was higher than NAD" (Table 3), it
may be expected that GAPDH activity predominantly
uses NADP™.

According to its sequenced genome and the data
described lor other archaea [3], in M. acerivorans, the
synthesis of PEP from pyruvate can be catalyzed by
PPDK or PEPS. Because PPDK activity was 16-lold
higher than that of PEPS, and this acuvity did not
change along the cell growth curve (Table 2), PEPS
kinetics was not studied Turther. At the 20 h culiure
point, PPDK activity (determined in both PEP and
pyruvate synthesis directions) was higher than at the
60 h point, when it markedly decreased (Table 2). Sim-
ilarly, FruBPase activity was detected in the 20 h cul-
ture cells but not in 60 h cells (Table 2). By contrast,
ADP-PFKI1 and PYK activities were not detected at
20 h but were present at 60 h ol cultivation (Table 2).
This enzyme profile correlated wath a higher gluco-
neogenic flux for glycogen synthesis at 20 h of growth
and a prevailing glyeolyiie metabolism at 60 h of cul-
ture.

Changes in the active enzvime contents resulted in van-
ation of the mtermediate metabolites and the ademine
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Table 3. Concentration of intermediate metabolites of the
gluconaogenic/glycolytic pathways.

20 h of growth B0 h of growth

nmal-mg nmal-mg
Metabolite protein 3 mst protein | Mt
Coh, 0.9 +£01 1.2+02 0B +02 1.1 £01
AcCoh 0.4 + 01 06 + 01 0.8 + 0.1* 13+ 0
Pyruvate 03+008 05+01 26+ 0.1° 3s+02
FEF 0.7 = 0.1 1 % 0.1 1.2+£02° 175602
2PG 02+002 0284003 O04+007 054401
3PG 03+01 045+02 02+005 03+008
1.3BPG 026 + 0068 036 +01 0165+004° 0.2+ 008
G3P 0.3+0068 0401 1.6 = 0. 1* 23+ 00
DHAP 21+ 0 28+ 0 1.4 + 0.1° 2+01
Frul,BBP 1.3 £ 01 18+02 1865+02 268+ 02
FrugP 0.8 + 0.1 12 +01 088 +0) 12 £ 01
GlcBP 1+ 02 1.6 +03 1+ 01 18+ 01
Glycogen 530 + 66 202 + 42°
ErythrodP 02 +004 03006 0124003 017 £ 004
ATP 3a7+£015 B3I+02 25+ 06 35+ 09
ADF 1.5 +£03 21 +£04 1.8 + 036 27+058
AMP 24+024 34403 2B+ 03 4+ 04
PPi 37+89 52 + 13 12+ 2 18+3
Pi 190 + 93 272 £ 132 41 + 13° B8 + 19
NADP* 036 + 0.1 05 +01 0.6 + 0.1 0.7 £ 01
NAD™* <02 <02

Values are the mean + SD of three or four independent experi-
ments. * P<0.001, * P<0.01,° P<0.025 and * P <005 versus
20 b lone-population Student's t+taest for unpaired samples). Intra-
callular concentration was calculsted assuming an intracellular val-
ume of 0.7 pL of H,0.mg protein ' [61,62].

nucleotides pools at the two states of the growth curve
(Table 3). At the 60 h point, the contents of pyruvate,
PEP, 2PG and glyceraldehvde 3-phosphate (G3P)
increased by 8.3-, 1.7-, 2- and 5.3-fold, respectively,
compared to 20 h of growth; the 3PG, 1,3-bisphospho-
glycerate (1,3BPG) and DHAP contents remained
roughly constant (Table 3). In turn, the change in the
contents ol Frul 6BP, Fru6P and Glc6P was marginal
(Table 3). AMP and ADP increased by 16% and
26%, respectively and ATP decreased 33% from 20 to
60 h of culture. Pi and PPi also decreased by 76-78%
at 60 h versus 20 h of growth (Table 3).

Enzyme activities of glycogen synthesis and
glycogenolysis

Both phosphoglucomutase (PGM) and UDP-glucose
pvrophosphorylase (UGPase), which catalyze reversi-
ble reactions lor the synthesis and degradation of
glycogen, showed similar activities at 20 and 60 h of
growth. By contrast, GYS and GYP activities were
higher at 20 and 60h of growth, respectively

M, G. Santiago-Martinez et al,

Table 4. Enzyme activities of ghrcogen metabolism,

20 h growth 60 h growth
Erzyme Spacific activity mU = img protein) '
PGM 33+03 3B+ 02
UGPase 41 £03 47 + 04
GYS 062 + 0.1 015 + 0.04°
GYP + detranching enzyma 0.16 + 0.05 048 + 0.15°

Values are the mean + 50D of three independent experiments.
* P 0.005 and U P 0,08, versus 20 1 fone-popdlation Student's
t-test for Lnpaired samplesl. GYS activity from archaeal organisms
was usually determined under aerobic conditions [56],

(Table 4). AMP {1-4 mm) was an essential acuvator of
the GYP activity.

Kinetic analysis

For kinetic studies, all ol the activities were deter-
mined al near-physiological (pH 7) and cell growth
temperature (37 °C). PPDK affinmity (1/K,) lor pyru-
vate was 2.5-fold higher than for PEP, whereas its
Vinaxe (PEP synthesis) was 7.9-fold than Vo (pyru-
vate synthesis) (Table 5). The K, values for the other
substrates/products, ATP, Pi, AMP and PPi (Table 5),
and therr miracellular contents (Table 3), mdicated
that they all were saturating for PPDK under physio-
logical conditions.

PYK activity was essentially activated by monova-
lent cations (Fig. 2A) and the pH optimum was 7; a
decreased activity of 30-32% was observed at pH val-
ues of 6.8 and 7.2 (data not shown). Kmetics was
hyperbolic with both ADP and PEP (Fig 2B,C), as
also mdicated by the linear curves in the Hanes plot
(Fig. 2. inset). The known PYK effeciors 4 mm AMP
and 5 and 10 mm alanine shghtly activated the enzyme
by 20-25%; Frul.6BP (from 0.5 to 5 mm) and Gle6P
{(from 0.5 to 2 mm) did not activate PYK (data not
shown). Instead, 2.4 mm ATP inhibited the activity by
50% (Table 5).

Regarding the competing activities for the hexose-
phosphate  pool PFK  and  FruBPase, the
Ky rrurenp = 0.1 mm of the latter and its lngh physi-
ological concentration (Table 3) suggested that this
enzyme may work near saturation within the cell; how-
ever, AMP and Pi, which are strong mhibitors ol the
enzyvme (Table 5), could attenuate its activity. On the
other hand, PFK1 activity showed dependence on
ADP but not on ATP or PPi as phosphoryl donors.
Acetyl-P (at 5 mm) was also a substrate for this ADP-
PFKI1, glthough the activity was only 33% ol that
with ADP (data not shown), as reported for other met-
hanogens [17]. The enzvme was essentially activated by
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Fig. 2. Modulation of PYK activity in M. acetivorans. (A) Activation
by monovalent cations lalone or in combination) and Frul,6BP,
Activity was determined in TE ; Tris buffer plus EGTA, HKE
Ma : Hepes buffer plus K5, NH,", MNa® and EGTA (sesa Materials
and methods). Values are the mean £ SD of three independent
expariments, "P< 0001 wersus TE + NH,", " P<=001 wversus
TE + Ma*, = P= 0.025 versus TE + K* (one-population Student's
test for unpaired samplesl. The PYK kinetics when varying PEP (B}
ar ADP IC} was hyperbolic. Assays were all determined at pH 7
and 37 “C with 1.5 ms ADP and varisd PEP in (B} and with 3 mw
PEP and varied ADP in (C). Insets: Hanes linear replots indicating
that the enzyme kinetics is hyperbolic but not cooperative,

120mm K™ =50mm Na™ >7mm NH; ™ and such
activation was additive. In the presence of these mono-
valent cations, no significant inhibitory eflect by 1 mm

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

Table 5. Kinetic parameters of key enzymes of the gluconesogenic/
glycoltic pathways in M. acetivorans.

Enzyme K (rrv) Inhibitar (msel
FruBPasa  Frul,6BP, 0.11 £ 001 ICsp spar = 0.06 £ 0.01
|C5.'_\ = 62 £ 86
ADP-PFE-1  FruBP, 0.13 £ 0.01 1Cspagar = 3.6 £ 1
ADP, 0.3 £0.02 K st versum Fruor = 1.2 £ 0.1
mixed typa, a= 1.2 + 0.1
K &P versss aop =015
mixed type, & = 4.9
FPDK Pyr, 0.16 + 0.02 Mot determined
ATP, 0.11 £ 0.0
Pi, 0.12 + 0.02
FEP, 0.46 + 0.1
AMP, 012 +£ 0.02
PPi, 0.18 £ 0.02
PYE, PEP, 022 + 0.01 1Csp arp = 2.4 + 01
ADP, 0.13 £ 0.02
HFI FruP, 0.1 1Cs0 Emitrese = 0:15 + 0.04

Values are the mean + SD of three or four independent experi-
ments, excapt for HPl K values (n= 1L Ve, values are shown in
Table 2. Pwd, PEP synthesis; Rev, pyruvate syrthasis,

citrate (Fig. 3A) or 2 mm Pi (data not shown) on
ADP-PFK1 activity was attained. A pH optimal value
of 7 was observed, whereas, at pH values of 6.8 and
7.2, a 10% decreased activity was observed (data
not shown). The purified ADP-PFK1 activity rom
P. furiosus 1s partially inhibited by 300 mm NaCl or
KCI [25]. Similarly, the ADP-PFK1 activity rom
M. acetivorans was inhibited by 58% with 300 mm
KCl or NaCl, in comparison to the activity shown
with 120 mm KCl plus 60 my NaCl. Hence, the ADP-
PFK1 kinetic parameters were deternuned in  the
presence of 120 mM K plus 60 mm Na ™ at pH 7 (for
more details, see the Materials and methods). Hyper-
bolic kinetics when varving Fru6P as substrate was
observed even in the presence of ATP and at low [K ']
or [H"] (data not shown). Moreover, ATP behaved as
a simple mixed-type inhibitor versus Fru6P (Fig. 3B)
and also versus ADP. In turn, 3.6 mm AMP inhibited
the activity by 50% (Table 5).

Transcript levels of the enzymes catalyzing
irreversible steps

The remarkable changes in the activities of PPDK,
PYK, ADP-PFKI1, FruBPase, GYS and GYP deter-
mined in the two metabolic steady states (Tables 2 and
4), which depended on the nutritional status, could be
a result of: (a) transcriptional regulation to modulate
enzyme content/activity by protein  synthesis and
degradation and (b) covalent regulation.
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Fig. 4. Transcript levels of ORFs encoding putative gluconeogenic, glycoltic and glycogen metabolism enzymes in M. acetivorans. Cells
grown on methanol were harvested at 20 h (orangel or 60 h (grey) of culture, mBNA isolation and RT-PCR analysis was carried out by the
primer dropping method as indicated in the Materials and methods section and the PCR products were separated by gel electrophoresis. In
this strategy, both amplicons were amplified within the same PCR reaction. (&) Transcript contents of gluconeogeniciglycolytic ORFs. (Bl
Transcript contents of ORFs encoding putative enzymes involved in glycogen metabolism. Densitometric analyses (C, D) were carried out by
normalizing the loading sigral of the internal control GAPDH, For each pair of conditions, 100% mRBRNA level is the sample with the
highest signal. VWM, weight marker; pb, base pairs. Values are the mean + SD of three independent expariments. * P < 0.06 {frubpase |,
gy, ® P <007 (podk), © P < 0.005 (pyk, gvs) versus condition fitted as 100% signal (one-oopulation Student's t-test for unpaired samplesl.

mainly in Methanococcus jannaschii and M. maripaludis
[12], and not in great detal as a result of analyz-
ing only one aspect metabolic regulation, ether the
transcriptional profile or the enzyme activities or
metabolite levels, In the present study, based on our
bioinformatic survey of the sequenced genomes of
methanogens using the KEGG and NCBI databases,
and by determining the enzyme activities and kinetic
analysis, as well as the ranscript contents and interme-
diate metabolite levels, the metabolic pathways of
the carbohydrate central metabolism were integra-
lly depicted for M. acetivorans (Fig. 5). Although
the pathway structures are essentially identical to those
of other well-charactenzed organisms, some kinetic
peculiarities were found that differed from other
archaea.

M. acetivorans 1s able to synthesize glyvcogen in
higher amounts than M. thermophila [13]. Accordingly,
the bilomformatic survey vielded sequences coding
for enzymes putatively involved in starch and =«- or
f-glucan synthesis/degradation (Table 1). Moreover,
the proposed pathway structures differ somewhat
from those reported for M. thermoawtotrophicim and
M. maripaludis, in which glycolysis has a bifunctional

The FEBS Joumal 283 (2016) 189791989 © 2016 Federation of Euwropaan Biochamical Sociatias

ADP-glucokinase/PFK, archaeal-type class [ FruBPase,
glyceraldehvde 3-phosphate: ferredoxin oxidoreductase
(GAPOR) and PYK, whereas gluconeogenesis has
PEPS and bifunctional FruBPase/aldolase [12,15,26].
According to  genomic and biochemical data,
archaeal gluconeogenesis may contain either a bifunc-
tional FruBPase/fructose 1.6-bisphosphate aldolase
(ALDO), which should lead to relatively low/negligible
Frul ,6BP levels as a result of its channeling between
the two enzyme domains [12,27.28], or two enzymes
encoded by different genes, which should lead to the
formation of detectable Frul 6BP levels [16,27,28]. The
absence of the bifunctional FruBPase/ ALDO gene in
methanogens has been reported previously [29]. The
data obtained in the present study showed significant
ALDO activity accompanied by no FruBPase activity
during the glvcolyvtic growth phase and the presence of
significant  Frul,6BP  levels 1n M. acetivorans
(Tables 2 and 3), indicating activities of two separate
entities. M. thermoautotrophicum ALDO and FruB-
Pase activities are oxygen-sensitive [30], whereas the
respective M. acetivorans enzymes were stable to air.
On the other hand, two genes encoding NAD(P)"-
GAPDH (MAI1018 and MA3345) and

two  genes
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encoding 3-phosphoglveerate kinase (PGK) (MA2669
and MA3S592) have been annotated in M. acetivorans
(Table 6). Each pair of genes showed high identity
(GAPDH genes > 40%; PGK genes > 50%). MA1018
used as loading control gene (Fig 4) showed similar
transenpt levels during both the gluconeogenic and
glycolvtic phases. However, MA3345 expression was
not examined, and so transcriptional regulation of the
other putative NAD{P)-GAPDH cannot be ruled
out. The cofactor specificities remain to be determi-
ned nsing the recomhbinant enzymes encoding  these
ORFs. Despite these inconveniences, the negligible
levels of NAD " determined suggested that GAPDH
activity preferentially uses NADP(H) independent of
whether the cells have a predominant gluconeogenic
or glveolytic metabolism. Percentages of identity and
similarity (at the level of amino acid sequence) of
the genes encoding the enzymes investigated in the
present study in comparison with those lrom bacte-
ria (Escherichia coli) and other archaea (Pyrococcus
spp.) are shown in Table 7. The higher identity was
found between M. acetivorans and Pyrococcus, indicat-
ing more divergence between the methanogen and
eubactena.

Reversibility of CODH/ACS, PFOR and PPDK
reactions

Similar CODH/ACS activities were determined at both
20 and 60 h of culture, suggesting an essential and
constitutive role of this enzyvme for anabolic and
catabolic reactions (Fig. 5). The acetylCoA synthesis
from CO and methyl-THMPT is thermodynanucally

favored under standard and physiological conditions

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

(AG' = —4 kJ-mol™' for the complete reaction) [31]. For
the reversible reaction, some factors that would favor
acetviCoA cleavage are the continuous removal ol the
methyl group from CH;-THMPT and regeneration of
THMPT, driven by Mtr (THMPT S-methvltranslerase)
[31], as well as the removal of CO; by carbonic anhy-
drase. However, the ferredoxin redox state may repre-
sent the main factor dnven the CODH/ACS reverse
reaclion.

Genes encoding PFOR are present in the genomes of
all orders of methanogens (Tahle 1), snggesting an
essential role for this enzyme in their central carbon
metabolism. Using eguiLirator [32], which calculates
Gibbs energies of biochemical compounds and reac-
tions under different conditions (pH 7 and 0.1 M 1onic
strength), 1t was determined that, at physiological con-
centrations of pyruvate, CoA and acetvlCoA, the
reversibility of the PFOR reaction strongly depends on
the CO, concentration and the Fd,/Fd,, ratio, indi-
cating that the redox balance 1s involved in the reaction
directionality, With 0.1 mm Fd,, 0.01 mm Fd,, and
14.8 mm CO5, a AG" of 0.8 kJ-mol ™" was determined.
With a HCO; ™ concentration of 62 mm in the culture
medium and a [HCO; ]/[CO,] ratio of 4177 mm at pH
7.0, as estimated by using the Bicarbonator segment of
eguILIBRATOR, the CO» concentration of 14.8 mMm was
determined. By contrast, for the acetylCoA synthesis
from pyruvate, with 0.01 mm Fd,4. 0.1 mm Fd,, and
10 mM CO= a AG' of —26.1 kJ-mol™" was determined.
Indeed, simulations using eouiLiBRaTOR showed that,
when the Fd.y/Fd,, ratio was assumed to be =1
(0.1 mm Fd,q and 0.01 mm Fd,,), the reducing condi-
tions favored the gluconeogenic direction. By contrast,

with Fd,4 = Fd,, (assuming 0.055 mm Fd,4 and Fd,,

Fig. 5. Proposed carbohydrate central metabolism in M. acetivorans. Anabalic (green arrowsl and catabolic (red arrows) reactions are
indicated. Double boxes indicate the intermambrane space. The enzyme activators (+) and inhibitors (-} determined in the present study are
indicated. For methanogenesis from methanol, Mta and Mer enzymes are involved. In parallel, a methanol fraction is oxidized to CO; to
provide reducing equvalents as FqzpHy 10 a reaction catalyzed by Mtr (with the consumption of the Na™ gradient} to produce methyl-1 HMP 1
which, in turn, feeds five more enzymatic reactions to produce COs: (8l Faggdependernt N5.N'c'—mElthElrn,rI—tBtrah\,rdrﬂmathanopf_arin
reductase; (bl methylene tetra hydro-methanopterin dehydrogenase; (¢l methenyl-tetrabydromethanopterin eyclohydrolase; (dl formyl-
methanofuran-tetrahydromethanoptarin . Mformyl transferase; and (gl formybmethanofuran dehydrogenase. The first anabolic step is
catalyzed by the CODH/ACS complex, which is reversible under physiological conditions [55], Pyruvate synthesis from acetylCos and CO5 is
catalyzed by PFOR in a favorable thermodynamic reaction. The synthasis of PEP is mainly catalyzed by PPDK whereas, in the ghcolytic
direction, FYK catalyzes the reverse reaction (pyruvate syrthesis), with minor contributions by PPDK and PEPS. The presence of the
MAZBE0 gene in M, acetivorans, encoding for a NAD -aldehyde dehydrogenase with putative GAPN activity and replacing the NADP®-
GAPDH and PGK reactions as in hyperthermaophilic archea, would modify the glycolytic net ATP vield from ghlycogen degradation (dashed
red line; see also Egn 3). Once glycogen degradation is activated, most of the carbon flux is driven by glycolysis up to pyruvate, which is
decarboxylated by PFOR and the resulting acetylCod converted to methane by the aceticlastic pathway. Black arrows indicate reactions
that were not evaluated in the present study. Blue arrows show ATP-producing reactions. Hdr, heterodisulfide reductase DE; Mcr, methyl-
CoMEH reductase; Mtr, tetrabydro-methanopterin S-methyltransferase; Mta, methanol: coenzyme M methyltransferase; Rnf, Rhodobacter
nitrogen fixation complex, catalyzes reactions involed in energy conservation (Na® or H* pumping, which are further used to drive ATP
synthasis throughout the ATP synthasel,
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Table 6. Enzyme isoforms of the reversible enzymes in the gluconeogenicfglcolytic pathway in methanosarcinales,

Crganism ald t gap pgk ogm eno
Methano-caldococcus "4 - NADIP) » 1 "
Fd
Methanotorris = - MNADIP - - -
Fd
Methanococcus I I MNADP I % I
Fd
Methano-thermococcus - I MNADIPH - % -
Fd
Mesthanosarcing acetivorans MAD439 MA4E07 MA1018 MAZEES MAD132 MATET2
MAZBEE MAZ34E MA3ES2 MAZ400
MAZBRS MADIP MAZET1
MA4E91 MA3008
MA400T
M. barkeri AD176 AD934 A2189 A1808 ADBE0 A2860
AO7B3 A3EG4 A3EE3 A1223
ADS20 MNAD(P) AZ2222
AZ224 AZ9E61
A3ZB3
M. mazel MM1271 MM 1278 MMZ2782 MMO4BE MMOS04 MMM ZB3E
MM1627 MADI P MM1418
MM2779
MM2993
Methano-coccoides - MADIPH I
Methano-halophilus 4 MNADIP) I
Methano-halobium - MNADIP -
Fd
Methanosalsum - = NADIP - - I
Meathanolobus - - NADIF) - 5 [
Methano-methylovorans % % MADIP) Lo % I
Methanosaeta "4 - NADIP " - "
Methano-spiiiium = = MNADIP) b 5 -
Methano-corpusculum =4 I MNADIPH - %4 -
Methanocwieus b - MNADIP) I - -
Methanoplanus - - MNADIP - - I
Methanoregula - - MNADIP I % -
Methano-sphaerula - - NADIP » I -
Methanocella - - NADIP) - - I
Methano-massilicoccus "4 "4 NADIP) » 1 "
Methano-thermobacter - - MNADIP) - - I
Methano-sphaera = - MADIP - - -
Methano-brevibacter - - MNADPH - %4 I
Methano-bacterium b - MNADIP) I - -
Methano-thermus - s MNALP - - -
Methanopyrus = - MNADIP) - [ -
Methano-methylophius - = MNADIP - - -
P. funosus - I NADIP) - I I
Fd

Gene mining was carried out in the the KEGG database, For methanosarcinales annotated genes coding for isoforms are shown, Genomes
showing both NADIPI® and GAPOR are from methanogens living under extrame conditions of temperature or salinity,

and 10 mm CO2), the less reducing conditions [avored
the glycolvtic reaction. How the Fd.q/Fd., ratio and
the general redox state are maintained throughout the
dilTerent cell growth phases remains to be determined;
however, it 15 possible that the ABC-type soluble

heterodisulfide reductase plavs an important role in
maintaining the Fdeg/Fdo. balance by using the
FgHz pool [33].

In C4 plants, protists, bacteria and archaea, PPDK
catalvzes a physiologically reversible reaction [34] in
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Table 7. Percentages of identity and similarity of the amino acid sequences of M. acetiverans gluconeogenic/glycolytic enzymes.

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

E col P. funosus
Enzyma M. acetivorans Percentage kentity E-valug Percentage identity Evalue
PFOR o subunit (MAC032) Mo gene found 49 2107
FPDE (MADGOS] MNo gene found Mo gene found
HPI (MADB21) Mo significant similarity found 28 2 % 1079
FruBPase (M&1162) (Type () Mo significant similarity found 7 Bx10%
Enolase IMA1E72) 51 3x 107 96 o
Glycogen phosphorylase (MA1874) 244 2% 10" 40® 1 % 10713
PGM (MAZ865] S 28 2 x 10750 48 2 % 107140
i 25 2 x 107" 30 4 x 107%
32 4% 107 40 4 % 107"
54 0 Mo significant similarity found
No gene found 36 1 x 1067
GAPDH [MA3345) 24 1% 1077 54 (NADP) a % 10712
ADP-PFET iMAZEGS] Mo ADP-PFK1 present Kil 4 % 1073
Glycogen synthase (MA3679) Mo significant similarity found Mo significant similarity found
FYK (MA3BS0) 4 8x 1 48 4 % 107'%0
TP (MA4E0T) 26 2 % 10712 57 3 x 107
UGPase(MA4469) 40 43107 66 1% 107"

The data shown were obtained from the KEGG dstabass and represent the highest percertages when comparing bacteria (E cofl and
archaeal (Pyrococcus sop.). @ Glycogen/starchfa-glucan phospharylase. ® seglucan phaspharylase. © Inositol-1 monophosphatase/fructose-1,6-
bisphosphatase, 17% identity between MAT1152 and MA3344 was determined. Genes enclosed in green (gene annotated for PEPS:
MAZEET) and yvellow are grouped in a putative operan, E-valuas wera obtained from alignments performed with the NCEI/BLAST and cover-

age was > 54% of the complete sequence.

which the final direction is probably determined by the
metabolic fate of PPi and pH.

Kinetics and transcript content of ADP-PFK1,
FruBPase, PYK and PPDK

Kinetic parameters (hyperbolic or sigmoidal pattern.
Ko Vinay, mhibition mechanism, K, 1Csp values) allow
the prediction of the pedformance of a given enzyme
mto the cell, including how the different metabolites
(substrates, products, activators and inhibitors) regu-
late enzyme activity.

AMP resulied in the sirong negative regulation of
FruBPase activity {Table 3), leaving a low but signifi-
cant gluconeogenic flux. This scenario was completely
reversed i cells cultured for 60 h. The decreased tran-
serpts and activities ol the gluconeogenic enzyvmes and
the increased levels of the glveolytic ones (plus ADP-
PFK 1) prompted increased glycogen degradation/gly-
colytic fluxes after carbon source exhausiion.

The ADP-PFKI1 transcnpt level was similar in both
20 and 60 h cells, although the activity was only
apparent in cells grown at 60 h. This suggested tha,
after 20 h of growth, the transcript may be not trans-
lated into protein or, i translated, the enzyme was
mactive or metabolically mhibited. Attempts to deter-
mine the ADP-PFK!l protein content by western

The FEBS Journal 283 (2016) 1979-1999 @ 2016 Federation of European Biochermical Sociates

blotting using polyclonal and monoclonal antibodies
{anti-human ATP-PFKI1) were camied out without
success because ol their mm-specificity. Hence, specific
antibodies produced against methanogen enzymes are
needed to determine whether their contents undergo
changes under different conditions.

HPI acuvity was three-fold lower in cells grown lor
20 b (versus 60 h), which suggested that this enzyme
may favor glycolysis (which predomiated in 60 h
cells) over gluconeogenesis (which prevailed in 20 h
cells). In mammalian cells, HPI is potently inhibited
by low concentrations (1-5 pm) of Erythrod4P. In
M. acetivorans, the ICsy pryineosp value Tor HPL was
similar to the intracellular concentration of Erythro4P
determined along the growth curve (Tables 3 and 35),
indicating that archaeal HPI activity can be physiolog-
ically inhibited by this metabolite.

Three enzymes appear to be involved in the crucial
PEP/pyruvate mter-conversion in M. aceiivorans. In
the glyeolyiic direction, PYK of M. acetivorans resem-
bles that of Thermoplasma acidophilim  because the
enzyme activity was Tully dependent on K and
NH, " [35]. Also, PYK [rom M. acetivorans showed
positive (AMP and alanine) and negative (ATP) modu-
lators. In turn, PPDK catalytic efficiency values ( s
i K pyr and Vi /Ky pep) obtained for the M. ace-
tivorans enzyvme were 18-fold higher [or the lorward
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with respect to reaction, indicating that

this enzyme is more efficient for the gluconeogenic

reverse

reaction (see balanced Egn 2 below). Interestingly,
E. histolytica PPDK, which has manly a catabolic
function, has a higher alfinity for PEP [36], whereas the
enzyme of M. acerivorans has a higher alfinity for pyru-
vate, in agreement with its gluconeogenic function.

Changes in the transcript content of these enzymes
correlated well with the kinetic data In addinon, PEPS
activity was low and constant throughout the growth
curve, as was as its transcript content (data not shown).

Activities ol the enzvmes determined in the present
study ( My app) depend not only on the concentration
of such proteins i the cell, but also on the k., of the
reaction, which is inherent, gene-ercoded and particu-
lar for each enzyme. The relatively high enzyme activi-
ties determined in the present study, which were higher
than the pathway fuxes, indicale that, for most
enzymes and transporters, the Tull catalytic potential is
not displayed and hence these enzymes are ‘in excess’
and exert no pathway control. By contrast, a lew
enzymes, usually two or three, have to display almost
their Tull catalvtic potential (i.e. they work near sub-
strate  saturation) and hence these other enzymes
become the rate-controlling steps [37,38].

During the exponential phase of growth (20 h},
increased transcript levels of putative ORFs and activi-
ties of PPDK, FruBPase and GYS and decreased
putative ORFs transcripts and activities of GYP and
PYK correlated well with higher gluconeogenic/glyco-
gen svnthesis fluxes. On the other hand, at 60 h of ¢cul-
ture, increased transcript contents and activities of
GYP, ADP-PFK1 and PYK were attained together
with decreased transcripts and activities of PPDK,
FruBPase and GYS, correlating with higher glvcogen
degradation/glveolytic fluxes. Thus, both metabolic
(fast, short-term regulation) and transcriptional (slow,
long-term regulation) results indicated that ADP-
PFK1., FruBPase, PYK and PPDK were key steps
controlling the gluconeogenic and glveolvtic fluxes,
whereas GYS and GYP were the main controlling step
of the glycogen synthesis and degradation, respectively.
Similarly, in the extremophile archaea, P. furiosus and
T. kodakarensis, both metabolic and transcriptional
regulation of gluconeogenesis and glycolysis have been
proposed when gluconeogenic (pyruvate or peptides)
or glycolytic (maltose) substrates are provided as a
carbon source [39-43].

Bioenergetics

The balanced equations for M. acetivorany glvcoly-
sis + methanogenesis from glycogen (Egn 1) (Fig. 5)

M. G. Santiago-Martinez et al.

and gluconeogenesis from methanol (Egn 2) (Fig. 5)

would be:

(Glycogen), + SADP + 3Pi+ 2NADP" +4Fd,,
+4Na; — (Glycogen), ; +2CH, (1)
+4CO; + 4ATP + AMP + 2NADPH
+4Fdeq + 4Na,,,

2CHOH +4C0,(4HCO;7 ) +4ATP + 4Fd oy
+4Nag, + 2NADPH — Glc6P + 2AMP
+ 2PPi+ 2ADP + 4Fd,, + 4Na}, + Pi
+2NADP*

®)

In hyperthermophilic archaea and lew other metha-
nogens, including glveogen foming M. maripaludis,
GAPOR  and/or non-phosphorylating  GAPDH
(GAPN) catalyze the irreversible oxidation of G3P to
3PG bypassing the PGK reaction [12]. Because the
PGK and NADP" (phosphorylating) GAPDH gene
transcripts decreased under glveolytic conditions, it
was proposed that PGK and NADP "-GAPDH are
exclusively anabolic and only catalyze their gluco-
neogenic reactions [12,41].

However, NADP" -GAPDH and PGK activitics in
M. acetivorans (Table 2) were found to be smmilar at
both 20 h (gluconeogenic and exponential growth
phase) and 60 h (glycolytic and stationary growth
phase) of culture, suggesting their involvement in both
pathway fluxes. Because the GAPDH reaction does not
have tight thermodynamic constraints for directional-
ity (AG” = +1.5 keal-mol™") with either NAD" or
NADP " as coenzyme, the enzyme may catalyze both
their glycolvtic and gluconeogenic reactions under
physiological conditions. Therefore, in contrast to
other glveogen degrading methanogens, it is proposed
that, in M. acetivorans, the PGK/NADP -GAPDH
reactions are used for glycolysis and gluconeogenesis as
a result of the apparent absence of GAPOR gene and
GAPN activity.

From external glucose, thermophilic archaeal glycoly-
sis can only produce 2 ATP per glucose consumed (rom
2 PEP 1o 2 Pyr by PPS, PPDK or PYK) because of the
replacement of the GAPDH/PGK reactions by
GAPOR or GAPN activities. Because 2 ATP or high-
energy bonds are consumed per glucose in the pathway
initial reactions (phosphorylations of glucose and Fru6P
by hexokinase (HK) and ADP-PFK1, respectively), a
net ATP gain of zero 1s attained in these microorgan-
1sms [12]. In some glycogen-degrading methanogens
living under extreme conditions of temperature or salin-
ity, which do not take up external glucose, 1 ATP or
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high-energy bond can be gained by glycolysis with
GAPOR /GAPN because glucose 1-phosphate (GlelP)/
Gle6P 15 generated rom glycogen and Pi (see balanced
Eqn 3 below). Because the reconversion of AMP io
ADP requires one high-energy bond, the net ATP or
high-energy bond gain for glveolysis with GAPOR/
GAPN would be one.

Although phylogenetic analyses carried out using
kEGG database showed that M. acetivorans has no gene
for GAPN as reported previously [44], a srast search
(http://www.ncbinlm.nih.gov/) made with the GAPN
gene lrom 1. kodakarensis and the genomes lrom the
Methanosarcina sp. group (Methanosarcina,
taxid:2207) resulted in the alignment with a NAD -
aldehyde dehydrogenase from M. acetivorans (gene
MA2860, 32% identity and an E-value of 5 x 107°%),
However, no GAPN activity was detected n
M. acerivorans in cultures of 20 and 60 h in presence
of 2 mm NAD " or NADP " and 5 mm G3P (data not
shown). If the product of gene MA2B60 were present
and functional during glycogen degradation (60 h)
under experimental conditions other than those
assayed in the present siudy, then a fraction of the
mtracellular G3P might be oxidized to 3PG with no
net synihesis of ATP (Fig. 5). Hence, the balanced
equation [or M. acetivorans glveolysis + methanogene-
sis [rom glveogen equation when a putative GAPN 15
involved would be:

(Glycogen), + 3ADP+ Pi+ ZNADP™ +4Fd,,
4+ 4Na*in — (Glycogen), | +2CH, 3
+4C0; + 2ATP + AMP + 2NADPH ()
+4Fd g + 4Na_
Because glveolysis in M. acerivorans 15 Ted by glyco-
gen degradation, the pathway starts from Gle6P (or
GlelP) using one high-energy bond (as ADP) by the
ADP-PFK 1 reaction, producing an extra 2 ATP by
the catabolic NADP "-GAPDH/PGK reactions and 2
ATP plus 2 pyruvate by the PYK reaction (Egn 1)
(Fig. 5). Therefore, a net production of 3 ATP (three
energy-rich bonds) per Gle6P consumed would be
abtained because the ADP molecule consumed in the
ADP-PFK1 reaction can be restored [rom AMP by
the adenylate kinase reaction m which 1 ATP molecule
15 used: ATP + AMP = ADP + ADP (see balanced
Eqn | above).
Because 5.7 pmol glucose equivalents ol glveogen/
culture were consumed [from 48 1o 96 h of growth

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

to  stoichiometrically produce ATP and methane
Indeed, we determined that 11 = 1.5 pmol methane
[rom 48 o 96 h culture were produced (versus 9 mmol
methane produced lrom 0 to 48 h), indicating that
pyruvate underwent one decarboxylation and acetyl-
CoA was decomposed to produce €O, and methyl-
THMP by the aceticlastic pathway (Fig 5), as
reported lor M. thermophila [13].

In M. acetivorans, Rnf complex pumps out 3 Na©
per 2 Fdi.4 [45]. Each decarboxylation reaction (PFOR
and CODH/ACS) produces 22.8 ymol Fd, (e
45.6 pmol total Fd..y) from the 11.4 pmol pyruvate
produced. For each 2 Fd,.y re-oxidized through the
Rnf complex, 2 H™ are translocated through the
plasma  membrane by the membrane-bound
heterodisulfide reductase enzyme (Hdr DE) (Fig. 5). In
turn, for each methyl group transferred [rom methyl-
THMPT 1o CoMSH by the methyl transferase (Mitr),
2 Na® are also translocated [45]. In summary, the
redox reactions from pyruvate 1o methane would theo-
retically translocate up to 114 pmol Na ' /H" (by the
Rl complex plus Hdr) and 22.8 pmol Na™ (by Mir).
The AyAy ATP synthase needs 3 or 4 translocated 1ons
(H" or Na ") to synthesize 1 ATP molecule. Assuming
that all Fd.4 generated by glycogen-derived pyruvate
oxidation is re-oxidized by the Rnl complex, the total
ATP generated by methanogenesis would be 34—
45 pmol per culture (8 mg total protein). On the other
hand, acetate production from 48 to 96 h culture was
0.024 pmol acetate x (culture)™' yielding 0.024 pmol
ATP synthesized by acetate kinase (AcK), an ATP
amount far lower (0.04%) than that produced by gly-
colysis (33.3%) and methanogenesis (66%) (Fig. 5).
This neghgible role of phosphotransacetylase (Pta) and
AcK on ATP production is in agreement with a recon-
structed genome-scale metabolic model for M. acerivo-
rans [46].

In conclusion, the synthesis and degradation of
glvecogen and the gluconeogenic/glycolytic pathway
are transcriptionally (predominantly) and metaboli-
cally (weakly) regulated by the nutritional status in
M. acetivorans. Methanogens as members ol the
anaerobic microbial consortia compete for the lmited
nutrients available [47]. Therefore, the capacity 1o
accumulate glycogen as an energy store might repre-
sent an environmental advantage lor methanosarci-
nales during periods of food shortage. On the other
hand, methanogenesis is an economically important
process and Methanosarcing  species are the most

(Fig. 1), 17.1 pmol ATP and 11.4 pmol pyruvate metabolically versatile methanogens. An understand-
would be theoretically wielded. Hence, PFOR should ing of the central metabolism in methanosarcinales
produce 114 pmol acetylCoA plus 22.8 ymol Fdeq, may help to optimize and increase methane
which in turn may be used by the aceticlastic pathway production.
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Experimental procedures

Chemicals

Glnense A-phosphate (GAPTIH ), HPT,
ALDO, GAPDH. a-glycerophosphate dehydrogenase
{(xGPDH), aGPDH /triosephosphate isomerase (TPI), PYK,
L-LDH, Gle6P, Fru6P and PEP were purchased from
Roche (Manheim, Germany). Frul ,6BP, DHAP, G3P,
2PG, 3PG, PEP, Pyr, ATP, ADP, AMP, DTT, NADH,
NAD"', NADP', amyloglucosidase and Iyophilized
*GPDH, TPI, S-acetylcoenzyme A synthetase from
baker's yeast, AcK from M. thermophila, deoxyribonucle-
ase | from bovine pancreas (DNAse 1), AcCoA and CoA
were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA). Hepes
was obtained from Research Organics (Cleveland, OH,
USA). Absolute methanol was of analytical grade. Recom-
binant Entamoeba hystolytica (Eh) PGK, 3-phosphoglyce-
rate mutase (PGAM) and enolase (EMNO) were obtained as
described previously [48].

dehydrogenasa

Growth conditions and harvesting

M. acetivorans C2A was cultured under anoxic conditions
in high salt medium [49] supplied with 240 mm methanol as
a carbon source. Cultures were started by adding cell inoc-
wla (which proceeded from cell cultures grown tor 55-60 h;
ie. at the end of the logarithmic growth phase) to fresh
medium for further incubation at 37 °C without shaking.
Growth was determined by monitoring the changes in
methane production and protein content (in 50 mL cul
tures). For biochemical characterization (pathway fluxes,
enzyme activities and metabolite contents), cells were har-
vested from 250 mL cultures after 20 or 60 h (exponential
and stationary phase of growth, respectively) under anaero-
hic conditions by centrifugation at 3000 g for 10 min and
the cell bottom was washed once with 50 mm Tris-HCI, pH
7.5, 20 mm MgCls and | mm EGTA (TME buffer).

Determination of metabolites

Washed cell suspensions (1-2 mL) were lysed by adding
3% (v/v) icecold perchloric acid, strongly vortexed for
2min and incubated at 4 °C for 10 min. Next, the cell
homogenate was centrifuged at 14 462 g and 4 °C for
5min and the resulting supernatant was neutralized by
adding KOHTris (3 m/0.1 m) and centrifuged again to dis-
card the perchlorate salts. Extracts were kept at 4 °C for
their immediate utilization. Intracellular contents of
pyruvate, PEP, 2 phosphoglycerate, 3 phosphoglycerate,
1, 3-bisphosphoglycerate, G3P, DHAP, Frul 6BP, Fru6P,
glucose6P, Erythrod4P, glycogen, NAD", NADP', AMP,
ADP and ATP were determined spectrophotometrically by
following the reduction/oxidation of NAD(H) or NADP
(H) at 340 nm as described previously [50,51]. Acetate, Pi
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and PPi were determined as described previously [22]. The
acetylCoA content was determined by coupling the reaction
with 10 TU S-acetyl-coenzyme A synthetase from baker's
yeast, 10 U HE and 10 ITU G6PDH in 50 mm Hepes,
I mm EGTA, pH 7.0, plus 10 mm MgCl,, | mm NADP ',
5 mm AMP, 2 mm PPi and 10 mm glucose. The CoA con-
tent was measured by adding 10 TU S-acetyl-coenzyme A
synthetase, 10 TU E£i-PPDE and 10 IU L-LDH in 50 mn
Hepes, | mm EGTA, pH 7.0, plus 10 mm MgCl;, 0.25 mm
NADH, 5 mm PEP and |0 mmM acetate. This reaction was
started by adding 5 mm ATP.

For isolation of glycogen, washed cells (3-5 mg of
protein) were lysed by adding 10% KOH (v/v), strongly
vortexed for 5 min and incubated at 80 °C for 60 min.
Next, the cell homogenate was chilled on ice and 0.5%
Na,S0, (v/v) plus | mL of 100% ethanol were added. The
mix was incubated at 4 °C overnight. Thereafter, the mix
was centrifuged at 14 462 g and 4 °C for 5 min. The pellet
was washed with | mL of 80% ethanol. The sample was
centrifuged at 14 462 g and 4 °C for 5 min. The white pel-
fet (glycogen) was re-suspended with 0.5 mL of 02 m
sodium acetate pH 4.8 plus 5 TU amyloglucosidase. The
mix was incubated at 37 °C overnight. The mix was neu-
tralized by adding KOH/Tris (3 m/0.1 m). The glucose
equivalents were determined adding 0.02 mL of glycogen
hydrolyzed in mix reaction solution containing 50 mm
Hepes and 20 mm MgCl at pH 7 and 25 °C and 1 mm
NADP', 4 TU HK and 24 IU G6PDH. The reaction was
started by adding 5 mM ATP and followed spectrophoto-
metrically at 340 nm. The intracellular concentration of
K" was determined by digesting 8-10 mg of protein of
washed cells (1 mL) with 3 mL of H.S0,/HNO, at 96 °C
for 4 h. The clarified cell digested solution was used for
K" determination in an atomic absorption spectropho-
tometer (Varian, Belrose, NSW, Australia). With this
method and assuming an intracellular water volume of
0.7 pL-mg protein~' [36,52], 130 & 10 mm (1 = 4) of intra-
cellular K* was determined. Hence, this K concentration
was used for the enzyme activity determinations.

Enzyme activities

Washed cell suspensions were centrifuged and the cell bot-
tom was re-suspended in lysis buffer (0.1 M Na-phosphate
at pH 8, | mm EDTA and few grains of DNAse I), stirred
strongly for 5 min and incubated on ice for 30 min. Then,
the cell homogenate was centrifuged at 14 462 g and 4 °C
for 10 min. The snpernatant (ie
fraction with yields of 6-8 mg of protein) was kept on ice
and used immediately for enzyme activity assays, When
PPDK, PEPS and FruBPase activities, as well as the
enzymes involved in the synthesis/degradation of glycogen,
were determined, Na-phosphate from the lysis buffer was
replaced by 0.1 M Tris, pH 8. Enzyme activities were deter-
mined at 37 °C by following the NAD(P)" reduction or

the cytosolic enriched
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NAD(P)H oxidation at 340 nm in a spectrophotometer
(Agilent, Santa Clara, CA, USA) by modification of previ-
ously described methodologies [35,50.53]. All enzyme activi-
ties were determined using saturating concentrations of
substrates (V. 4pp) in a reaction buffer that comtained
50 mm Hepes, 130 mv KCIL | myv EGTA and 50 mm NaCl
at pH 7 (HKE-Na buffer). PEPS activity in the ATP syn-
thesis direction was determined by coupling the pyruvate
production to the oxidation of 0.25 mm NADH by 4 IU L-
LDH; the reaction mix also contained 5 mm PEP, 2.5 mm
AMP, 10 mm MgCly, 0.05% Triton X-100 and 0.5 mg of
cytosolic extract. The reaction was started by adding 2 mm
Pi and followed spectrophotomeirically at 340 nm.

PPDK activity was determined in the PEP synthesis
direction by measuring the consumption of pyruvate or Pi
in a reaction mix containing 5 my ATP, 5 mm Pi, 10 mm
MgCls, 0.05% Triton X-100 and 0.05-0.] mg of cytosolic
extract. The reaction was started by adding 1 mm pyruvate.
Aliquots (0.1 mL) were taken at different times and mixed
with | mL of 50 mm Hepes, pH & 10 mm MgCl, and
0.5 mm EGTA; the remnant pyruvate was determined with
0.25 mm NADH and an exces of commercial L-LDH
(10 TU). For greater accuracy in determining the PPDK
activity, remnant Pi in the aliquots was also measured but
the reaction was stopped by freezing with liquid nitrogen
and adding 4 mL of Cu-acetate. pH 4.0, plus ammonium
molibdate; Pi was then determined as reported previously
[22]. There was no activity in the absence of Pi. In the ATP
synthesis direction, 5 mm PEP, 25 mm AMP. [0 mm
MgCl,, 0,05% Triton X-100 and 0.05-0.1 mg of cytosolic
extract were used. The reaction was started by adding
5mm PPi. Pyruvate production was measured using
0.25 mm NADH and 10 IU of commercial L-LDH. PYK:
Smm MgCli, 0.25 mm NADH, 101U L-LDH, 2.5 mm
PEP, 0L05% (w/V) Triton X-100 and 0.05-0.1 mg of
cytosolic extract. The reaction was started by adding 2 mne
ADP.

ENO: 5 mm MgCls, 0.25 mm NADH, 10 U PYK-LDH,
1 mm ADP and 0.05-0.1 mg of cytosolic extract. The reac-
tion was started by adding | mm 2PG. PGAM: 5 mm
MeCls, 0.2 mm NADH, | mm ADP, 2.5 TU ENO from Eh,
11U PYK/LDH and 0.01-0.025 mg of cytosolic extract.
The reaction was started by adding 5 mm 3PG. Spurious
PGAM contaminating activity from the coupling ERENO
enzyme was determined by settmg up a parallel reaction
without cytosolic extract and subtracted form that deter-
mined for M. acetivorans cellular extracts. PGK: 5 mm
MgCls, | mm EDTA, 2 mm DTT, 025 mm NADH, 1.5-
JIU GAPDH. | mm ATP and 0L05-0.1 mg of cytosolic
extract. The reaction was started by adding 2 mm 3PG.
There was no activity with GTP. GAPDH: 5 mm cysteine-
EDTA, | mm NAD ' or NADP', 10 mm AsO, and 0.05-
0.1 mg of cytosolic extract. The reaction was started by
adding 3 mm G3P. TPI: 2.5 mm EDTA, 0.25 mm NADH,
1.5-3 U «GPDH and 0.01-0.025 mg of cytosolic extract.

Carbohydrate metabolism in methanosarcinales

The reaction was started by adding 3 mm G3P. ALDO:
0.25 mm NADEH, 1.5-3 TU «2GPDH. 59 U TPI and (.05~
0.1 mg of cytosolic extract. The reaction was started by
adding 1 mm Frul 6BP. FruBPase: 5 mm MgCly, | mm
NADP', 241U G6PDH, 2-4 HPI, 0.05-0.1 mg of
cytosolic extract and starting the reaction with | mm
Frul,6BP. ADP-PFK1: 10 mm MgCl,, 1 mm EDTA,
0.25 mm NADH, 1.5-3 1U «GPDH, 591U TPI, | IU
aldolase, | mm Fru6P and 0.05-0.1 mg of cytosolic extract.
The reaction was started by adding 2 mm ADP. There was
no activity with ATP or PPi. HPI: 5 mm MgCls, | mm
NADP", 24 IU G6PDH, 0.05-0.1 mg of cytosolic extract
and starting the reaction with 2 mm Fru6P.

PGM activity was determined in the direction of glyco-
gen degradation. The reaction mix in | mL of HKE-Na
buffer was 2 mm MgCls, 0.05% Triton X-100, 2-4 1U
G6PDH and 0.5-0.8 mg of cytosolic extract. The reduction
of | mm NADP" was followed at 340 nm and the reaction
was started by adding | mm GlelP. UGPase was deter-
mined in the GlclP synthesis direction by following the
reduction of 1 mm NADP ', § mm MeCls, 0.05% Triton
X-100, 5 mm PPi, 24 U GoPDH, 2 U PGM, 0.5 mg
of cytosolic extract and starting the reaction with 5 mm
UDP-glucose. GYS was determined with | mm glycogen
(glucose equivalents) isolated from M. acetivorans, | mm
UDP-glucose, 10 mm MgCl,, 0.05% Triton X-100 and
0.5 mg of cytosolic extract following the oxidation of
0.25 mm NADH coupled to 5 mm PEP, 4 IU PYK and
4 TU L-LDH. The reaction was started by adding UDP-
glucose. GYP plus glycogen debranching activities were
determined in 0.9 mL of buffer HKE Na pH 7 plus 20 mm
NaH.PO,, 10 mm MgCly, 0.05% Triton X-100 and 0.5 mg
of cytosolic extract following the reduction of | mm
NADP" coupled to 4 IU G6PDH, 4 TU PGM and starting
the reaction with 5 mm glycogen (glucose equivalents).
I mv AMP was completely essential for maximal activa-
tion of the enzyme.

CODH/ACS activity was determined under strict anaero-
bic conditions (inside of an anaerobic chamber) by measur-
ing the CO-dependent reduction of methyl viologen as
reported previously [£3]. Briefly, HKE-MNa buffer plus 5 mm
methyl viologen in an anaerobic bottle sealed with a rubber
stopper was saturated with CO by bubbling the gas for
45 min (reaction mixture). Thereafter, 1.8 mL of reaction
mixture was poured into a glass cuvette sealed with a rub-
ber stopper previously purged with CO. The reaction was
started by adding 0.08—0.1 mg of cytosolic extract (using a
syringe) and the reduction of methyl viologen was followed
at 603 nm. 10 mmM sodium cyanide inhibited the reduction
of methyl viologen coupled to CO oxidation by 85 + 8%
as reported previously [8].

PFOR activity was determined under strict anaerobic
conditions. In the pyruvate synthesis direction, the activity
was determined by measuring the oxidation of 0.25 mm
NADH at 340 nm, wsing 5 mm MgCly, 0.1 mm FeSO,,
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41U L-LDH, | mm thiamine pyrophosphate (TPP), 10 mm
ascorbate, 50 mm NaHCO,, 0.05% Triton X-100 and 0.05-
0.1 mg of eytosolic extruct. The reaction was started by
adding 1 mm acetylCoA. In the acetylCoA synthesis direc-
tion, the reaction mix contined HKE-Na buffer, 0.05-
0.1 mg of cywsolic extract, 0,05% Triton X-100, 5 mm
MgCl, and 10 mm pyruvate. The reaction was started by
adding 0.5 mm CoA. Then, aliquots (0.1 mL) were taken at
different times and mixed with | mL 0.1 m Na-phosphate
buffer, pH 80, plus | mm 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid and the remnant of CoA was measured at 412 nm.
The activity in both directions was completely dependent
on the presence of | mm TPP and 0.1 mm FeSO,. In the
absence of pyruvate, no consumption of CoA was detected.

The reactions were started by adding specific substrates
or cytosol-enriched fraction with no significant differences
in their initial rates. Control experiments to ensure that the
reaction rates were a linear function of both enzyme con-
centration and time were routinely carried out (data not
shown). Specific substrate and the coupling enzymes were
not limiting during the period of the assay. No activity was
determined in the absence of the specific substrate or cou-
pling enzymes.

When the effects of Na®, NH, " and K~ were deter-
mined, Hepes was replaced by 0.1 m Tris. pH 7. and
ammonium-free coupling enzymes, desalted through Sepha-
dex G25 insulin syringe columns, were used. When enzymes
were not desalted, 3.5-7 mm NH; " was present depending
on the number of coupling enzymes in the assay. Monova-
lent cations were added from stock solutions at the indi-
cated concentrations,

All enzymatic activities are reported as mUmg protein '
(I nmol of substrate consumed or product produced per
minute). Kinetic parameters V,,,, and K, values were cal-
culated by nonlinear regression analysis of the experimental
points fitted to the Henr-Michaehs—Menten eguation using
the omigey, version 5.0 software (http://www originlab.-
com). The rapid equilibrium rate equation for simple
mixed-type inhibition was used in omiGin, version 50,
adjusting the experimental points:

Vg . ESE

(++4)

1

‘()

where v is velocity, V., is maximal velocity, ] is the vari-
able conceniration of inhibitor, 2 s the alpha value (i.e. the
factor that modifies the K, value when the ishibitor occu-
pies the enzyme), K; 5 the dissociation constant of the
Enzyme—f complex, [S] is the variable concentration of sub-
strate and K is the dissociation constant of the Enzyme—§
complex.

=

« (5]
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Semi-quantitative RT-PCR analysis

The "primer dropping’ method was used in which the load-
ing control and target gene are amplified in the same PCR
reaction but with each at their specific number of cycles; this
number was independently tuned to ensure that the ampli-
fied products were within the Enear interval of amplifica-
tion. Total RNA was extracted by using the Quick-RNA
Miniprep Kit (Zymo Research, Irvire, CA, USA) in accor-
dance with the manufacturer’s instructions. After confirm-
ing the RNA integrity by gel electrophoresis, 5 pg of RNA
was converted into cDNA with the RevertAid First-Strand
Synthesis kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and
quantified. Changes in transcript levels were determined by
semiquantitative reverse-transcriptase PCR [54]. For co-
amplification of the target and loading control ORFs/genes
(Table S1), it was previously determined that there was an
absence of competition for substrates and DNA polymerase
(i.e. the same band intensities of the amplified products
should be attnined in the single or double amplification
reactions). The PCR essays (25 pL) contained 1x Tagq
DNA polymerase buffer (Fermentas Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham, MA, USA), 2 mm MgCly, 0.5 mm deoxyri-
bonuckotide phosphates mix (Fermentas), 15 pmol (0.6 yim)
each of the forward and reverse prmers specific for each
gene, PPDK. PYK. PFK-1, FruBPase, GYS, GYP and
PEPS, were added; length primers were 20 bp (for sequence,
see Table S1); 2.5 pg of ¢cDNA and 1.25 IU Taq DNA
polymerase (Fermentas) were used. The PCR protocol was
one cycle at 95 °C for 2 min, followed by 25 (PFK1 and
GYP) or 28 (GAPDH, PEPS, PPDK, FruBPase, PYK,
PGM and GYS) cycles at 95 °C for 0.5 min, 60 °C for
0.5 min and 72 °C for 1.5 min. The PCR product lengths
were in the range of 88-149 bp (Table S1). The samples
were supplemented with loading buffer and separated by
standard DNA electrophoresis in a 4% (w/v) agarose gel. In
addition, it was confirmed that only one PCR product was
obtained for each set of primers. Densitometric analysis was
carried out and normalization was performed using a tran-
script of MA1018 ORF encoding for a NAD(P) "-GAPDH
as a loading control for the PCR against the condition that
showed highest band intensity as 100%.

Miscellaneous procedures

The ex vivo flux of the glycolytic upper segment (from HPI
to TPI) was determined in the cell homogenates (2-2.3 mg
of protein) incubated in HKE-Na buffer, pH 7, plus the
metabolite physiological concentrations determined in the
present study (Table 3): 3.5 mm ATP, 2.5 mm ADP, 4 mm
AMP, 15 mm MgCl: and 5 TU a-glycerophosphate dehy-
drogenase (Sigma) as coupling enzyme; the reaction was
started by adding 5 mm Glc6P and monitoring NADH oxi-
dation. The ex vive flx of the glvcolytic lower segment
(PGAM 1o PYK) was determined in the cell homogenates
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(2-2.3 mg of protein) incubated in HKE-Na buffer, pH 7,
with 3.5 mM ATP. 2.5 mm ADP, 4 mm AMP, [5 mm
MgCl, and 10 TU vr-lactate dehydrogenase (Sigma), starting
the reaction by adding 4 mm 3PG and monitoring NADH
oxidation [49]. The gluconeogenic ex vive flux was deter-
mined in the cell homogenates (2-2.3 mg of protein) incu-
bated in HKE-Na buffer with 5.7 mm ATP and 3.5 AMP,
10 mm MgCls, 10 mm MNo-arsenate and 21U G6PDH
(Sigma), starting the reaction by adding 5§ mm DHAP and
monitoring NADPH production.

For protein determination, the Biuret method was
used. Briefly, cell samples were incubated with 0% (w/v)
trichloroacetic acid at 4 °C for 2 h and centrifuged at
14 462 g in a bench centrifuge. After pellet resuspension by
vortexing, protein was determined as reported previously
[22].
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Material suplementario del articulo

1
Table S1. Primer sequences used in this work for transcript content determination
gene NCBI- Enzyme Sequence PCR
GeneID product
length (bp)
MA3563 1475456 PFK 1(Fw) 5" GAAGTACCGGTCTCGTCCAT 37 149
PFK 1 (Rw)
5" ACCACCTTGGAAGGAATGAG 3’
MA3344 1475237 FBPase (Fw) 5" CGATGTCGTTCGGTATGAAG 3’ 86
FBPase (Rw)
5" TIGCAACGATITCGAGGTTA 37
MA1018 1472908 GAPDH (Fw) | 5 GCTATCCACCAGGAGTCCAT 3 115
GAPDH (Rw)
5" GCCCAATAGCCTTGTITIGIT 3°
MAOGOS 1472500 FPPDK (Fw) 5 GTAAGATCTGGTGCCAGGGT 3’ 131
PPDK (Rw)
5 CGGTAGCAATCATAAGCGAA Y
MA3890 1475783 PYK (Fw) 5" CGAGGAAGTCCTCAGGAAAC T 128
PYK (Rw) 5" TGTCAAGCTCTTCTGCAACC 37
MA1874 1473763 GYP (Fw) 5" AAATGGTTTCCGGAGTTGAC 37 123
GYP (Rw) 5" ACCAGCCGTCAAGTACACTG 3°
MA3679 1475572 GYS (Fw) 5" GCACTGACGGAGAACTCAAA S 149
GYS (Rw) 5 CCCATAGGTTGAACGGATIT ¥
MAO451 1472343 PGM (Fw) S'GGGAATTCGTAAACGAGGAA ¥ 88
PGM (Rw) S'CTTACCGGCGTAACTATCGG 3
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1.6.2. Datos no publicados
A continuacion se muestran y discuten algunos resultados que se obtuvieron durante la

realizacion de este proyecto y que no se muestran o se detallan en el articulo.

a) Caracterizacion 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 glucdlisis ya que su actividad se pudo determinar en las fracciones citosolicas
enriquecidas de células cultivadas durante 20 y 60 horas (gluconeogénicas y glucoliticas,
respectivamente) y en ambos sentidos de la reaccion.

Esta enzima participa en la interconversiéon de piruvato a fosfoenolpiruvato y

mostrd una cinética hiperbdlica, como se muestra en las siguientes graficas:

5200 N 3 25l
o o
3160 gzo_
a 120 £ 15
E 80 £ 10
g 40 0 H 3 g 5 0 2 4 [3
£ ’ PY::{ mh ’ = PEP (mM)
> 0 (mh) > 0.
0.0 05 1.0 15 20 25 012 3 456 7
PYR (mM) PEP (mM)

Grafica 1. Cinética hiperbdlica de la PPDKde M. acetivorans cuando se varia la concentracion
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 regrafico lineal de
Hanes-Woolf indicando una cinética hiperbodlica y la ausencia de cooperatividad (ausencia de

comportamiento sigmoidal).
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En la siguiente tabla se resumen los parametros cinéticos de la PPDK, donde se
observa que esta enzima tiene una afinidad mayor por piruvato que por PEP. Ademas, la
velocidad maxima (Vmax)hacia la sintesis 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 parametro estd definido de la siguiente manera:
Vmax = [Enzima activa] x (k.,), donde el valor de k.es una caracteristica cinética que

indica la constante catalitica propia de la enzima.

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

Parametro Valor Parametro Valor
Vmaxf 251 + 46 Vmaxr 27+1
Km, 160 + 20 Km, ., 460 + 80
Km 110£10 Km, ., 130 +20
Km, 120 £ 10 Km,,. 180 £ 20

Vmax f/Km 1.5 Vmax /Km 0.06

Unidades: Vmax= nmol/min*mg proteina; Km= pM y Vmax/Km= mL/min* mg proteina.

Los valores representan la Media = Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Por otra parte, la disponibilidad de los sustratos es una forma de modular la
actividad de una enzima en condiciones fisiologicas, por lo tanto, el valor de Km y la
concentracion intracelular de estos metabolitos son indicativos de la velocidad fisioldgica
neta de una enzima y sugieren la direccionalidad de la reaccion que cataliza. Es importante
recalcar que la reversibilidad de una reaccion depende del valor de 4G o la energia libre de
Gibbs en condiciones fisioldgicas y en una reaccion catalizada por una enzima, la velocidad
neta de la reaccion depende de los valores de Km de los sustratos y de los productos, asi

como del valor de Vmax de la reaccion en ambos sentidos (Cohn & Yandrasitz, 1980). El
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valor de 4G = +8.1 kJ/mol de la reaccion de sintesis de PEP a partir de piruvato fue
calculado utilizando el valor de las concentraciones fisiologicas de los productos y
sustratos. Este valor indica que esta reaccion es reversible fisioldgicamente y que depende
principalmente de la concentracion intracelular de Pi.

La concentracion intracelular de los sustratos de la PPDK (hacia la sintesis 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), indicoé 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 inhibid la
actividad de la PPDK, sin embargo, la concentracion intracelular de este metabolito es muy
alta y podria tener un efecto sobre la actividad (inhibicion por sustrato).

La eficiencia catalitica (Vmax/Km) es un parametro cinético propio de una enzima e
indica la preferencia de catalisis de un sustrato por una enzima. El valor de la eficiencia
catalitica de la PPDK indic6 que la reaccion hacia la sintesis de PEP estd mas favorecida
que en sentido contrario, ya que su valor es aproximadamente 25 veces mayor que el
sentido de sintesis de piruvato.Estos resultados sugirieron que en la célula, la PPDK lleva a

cabo preferencialmente la reaccion de sintesis de PEP en condiciones gluconeogénicas.

b) Caracterizacion cinética y la modulacion 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 esta presente solo en fracciones citosodlicas enriquecidas de células de 20 horas de
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cultivo. La FruBPasa de M. acetivorans mostré una cinética hiperbolica, como se muestra

en la siguiente gréafica:

v (nmol/min*mg prot)
Frul,6BP/velocity

Frul,6BP (mM)

00 05 10 15 20 25
F1,6BP (mM)

Grafica 2. Cinética hiperbdlica de la FruBPasade M. acetivorans cuando se varia la
concentracion de su sustrato (Fructosa 1,6-bisfosfato). Los insertos muestran el regrafico lineal
de Hanes-Woolf indicando una cinética hiperbodlica y la ausencia de cooperatividad (ausencia

de comportamiento sigmoidal).

De acuerdo con el valor de Km (0.11 = 0.01 mM) y la concentracidn intracelular de
Frul,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 fisiologicas de

AMP, como se muestra en la grafica 3.
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Grafica 3. Modulacion de la velocidad de la FruBPasa de M. acetivorans por AMP.

Los valores representan la Media & Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

El valor de ICsy del AMP (0.06 = 0.01 mM. Media + D.E.; n=3) determinado en las
fracciones citosolicas enriquecidas sugiere que en la célula la velocidad de esta enzima se
encuentra inhibida entre un 96-98% en concentraciones fisiologicas de AMP (3-4 mM). Por
lo tanto, la velocidad restante podria definir la magnitud del flujo gluconeogénico. Este tipo
de modulacion ha sido reportada para la FruBPasa (Tipo IV) recombinante de Pyrococcus
furiosus donde su actividad fue inhibida en concentraciones no fisiologicas 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 inhibicion de esta enzima sobre el flujo metabdlico.

Hasta el momento no se ha reportado la existencia de activadores de las FruBPasas
de arqueas (Verhees et al., 2002; Brisen et al., 2014), no obstante, en M. acetivorans, el
citrato tuvo la capacidad de aumentar la velocidad de esta enzima en concentraciones
saturantes y fisioldgicas del sustrato (1.5 mM de Frul,6BP= 12 valores de Km), con un

valor de K 5=0.3 mM, como se muestra en la grafica 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
concentracion intracelular). Los valores fueron normalizados considerando que el 100% de
velocidad fue igual a 12 = 1 nmol/min x mg proteina. Los valores representan la Media +
Desviacion estandar de tres experimentos independientes. * P< 0.05 vs 0 mM Citrato. Prueba ¢-

Student para muestras independientes.

Aunque la concentracion intracelular de citrato varia entre 2 y 0.5 mM (Lira-Silva et
al., 2013; Santiago-Martinez et al., 2017,manuscrito en preparacion) dependiendo del
estado metabolico de la célula (gluconeogénico o glucolitico), el citrato podria 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 Frul,6BP fue de 0.5 nmol/min x mg proteina, la cual representa el
4% de la velocidad medida en ausencia del inhibidor. En comparacion, 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

Frul,6BP (vo= 0.9 £ 0.2 nmol/min x mg proteina; Media + D.E.; n=3). La concentracion
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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 continuacidén se muestra un trazo representativo donde se determind el efecto del
citrato y el AMP sobre la velocidad de la FruBPasa en las fracciones citosolicas

enriquecidas de M. acetivorans (Gréafica 5).
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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 proteina. B) Actividad en presencia de 0.5 mM de citrato= 18 nmol/min* mg
proteina. C) Actividad en presencia de 3.5 mM de AMP = 0.5 nmol/min* mg proteina. D)
Actividad en presencia de 0.5 mM de citrato + 3.5 mM de AMP = 0.9 nmol/min* mg proteina.
Los ensayos se realizaron en presencia de 1.5 mM de Frul ,6BP y usando 0.15 mg de proteina

citosdlica para A y B y 0.55 mg de proteina citosélica para C y D.

Estos resultados sugieren que en concentraciones fisiologicas el AMP vy el citrato
modulan la velocidad de la FruBPasa y este paso enzimatico podria ser un punto importante

de control del flujo gluconeogénico.

58



¢) Modulacion de la hexosa fosfato isomera (HPI) por eritrosa 4-fosfato
La HPI es una enzima que participa tanto en la gluconeogénesis como en la glucdlisis de M.
acetivorans, ya que cataliza una reaccion reversible y su actividad se pudo determinar en
ambas condiciones experimentales (fracciones citosdlicas enriquecidas de células
cultivadas durante 20 y 60 horas). Esta enzima participa en la interconversion de glucosa 6-
fosfato a fructosa 6-fosfato y se ha reportado que en células de mamifero esta enzima puede
ser modulada por concentraciones bajas de eritrosa 4-fosfato (Ki= 0.8-2.5 uM) y 6-
fosfogluconato (Ki= 6.8—18 uM) (Marin-Hernandez et al., 2011).

La velocidad de la HPI de M. acetivorans fue inhibida por la eritrosa 4-fosfato, un

metabolito de la via de las pentosas, como se muestra a continuacion:
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Grifica 6. Modulacion de 1la HPI de M. acetivorans por eritrosa 4-fosfato (Ery4P).

Los valores representan la Media = Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

El valor de ICsy de la eritrosa 4-fosfato (0.15 = 0.04 mM; Media = D.E.; n=3)
determinado en las fracciones citosdlicas enriquecidas sugiere que en la célula la velocidad
de esta enzima se encuentra inhibida entre un 50-60% en concentraciones fisioldgicas de su

sustrato (1.2 mM de Fru6P) y de eritrosa 4-fosfato (0.17-0.3 mM).
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A continuacidn se muestra un trazo representativo de la determinacion 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 proteina citosolica en el ensayo enzimatico para poder
detectar una actividad confiable en presencia del inhibidor; sin embargo, cuando esta vy es

normalizada por mg de proteina, el efecto inhibitorio es mas evidente (Grafica 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 proteina. B) Actividad en presencia de 0.2 mM de Ery4P= 5 nmol/min* mg proteina. Los
ensayos se realizaron en presencia de 1.2 mM de Fru6P (concentracion fisioldgica) y usando

0.18 mg de proteina citosolica para A y 0.5 mg de proteina citosdlica para B.

La eritrosa 4-fosfato es un intermediario de la via 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 via de sintesis
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 interconexién con otras vias,
tales como la glucolisis 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 via de
60



biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptéfano, conocida también como la via de
shikimato. Esta transferasa cataliza la sintesis 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 via de biosintesis de aminoacidos aromaticos 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 (Brisen et al., 2014);
sin embargo, la inhibicion de la HPI por concentraciones fisioldgicas de eritrosa 4-fosfato
sugiere que esta enzima, podria ser un punto importante en el control del flujo tanto de la

via gluconeogénica como glucolitica.

d) Modulacion de la piruvato kinasa (PYK) por ATP y otros metabolitos.

La PYK es una enzima que participa exclusivamente en la glucolisis, ya que su velocidad
(enzima activa) solo se pudo determinar en fracciones citosolicas enriquecidas de células de
60 horas de cultivo. La PYK de M. acetivorans tiene una cinética hiperbolica cuando se
varia la concentracion de piruvato en presencia de concentraciones saturantes de ADP. Las
graficas con ajustes hiperbolicos y sus respectivos regraficos lineales fueron mostradas en
el articulo, pero el efecto de algunos posibles modulares no fue detallado y se muestran a

continuacion (grafica 7 y 8).
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Grafica 8. Modulacion de la PYK de M. acetivorans por ATP.

Los valores representan la Media = Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

El valor de ICsy del ATP (2.4 £ 0.1 mM; Media £ D.E.; n=3) determinado en las
fracciones citosolicas 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
fisiologicas de ATP (3.5 = 0.9 mM).

La Frul,6BP (0.5- 5 mM) y Glc6P (0.5- 2 mM) no tuvieron efecto sobre la
velocidad de la PYK. ElI AMP en concentraciones fisioldgicas (4 mM) aument6 solo 16%
la velocidad de la PYK de células de 60 horas de cultivo. La alanina inhibi6 la velocidad de
la enzima en concentraciones superiores a 2 mM; sin embargo, no se ha determinado el
contenido intracelular de este aminoacido por lo que su funcién en la modulacion de la

velocidad de esta enzima ain no es clara.

62



= =
o -
s 5 114 1
f=o]
')CE i‘E
= £ 104
E =
3 £
£ E o-
£ =
o =
> 6 g |l . . B

0 05 1 2 3 5 0 0.5 1 2

F1.6BP (mM) GBP (mM)
(+) 16% = 127
141 S T L 1
= 2 114
o .
5 13 S
g12_ _ T ‘}‘E 10'
2 E
£ 114 %7 = 97
E : = I
S 104 c =
£ - = 81 = =
k= | -
= ¢ . =I=1=1=
5 0 05 1 2 5 10
0 1 2 4 ) Ala (mM)
AMP (mM)

Grafica 9. Modulacion de la PYK de M. acetivorans por diferentes metabolitos.

Los valores representan la Media = Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

En células de 60 horas de cultivo hay una cantidad mayor de PYK activa en relacion
a la PPDK. Si se comparan los pardmetros cinéticos de estas dos enzimas que podrian estar
involucradas en la sintesis de piruvato a partir de PEP (Tabla 3), se observa que la PYK no
solo es mas afin al PEP, sino que ademas tiene una eficiencia catalitica siete veces mayor

que la PPDK.

63



Tabla 3. Parametros cinéticos de la PYK y PPDK de M. acetivorans

PYK PPDK
Parametro Valor Parametro Valor
Vmaxf 11+04 Vmaxr 33+£0.2
Km,, 220+ 10 Km, 460 + 80
Vmax f/Km 0.05 Vmaxr /Km 0.007

Unidades: Vmax= nmol/min*mg proteina; Km= pM y Vmax/Km= mL/min* mg proteina.

Los valores representan la Media = Desviacion estandar de tres experimentos independientes.

La modulacién de la velocidad de la PYK tiene una gran relevancia fisioldgica, ya
que su velocidad se detectd en fracciones citosdlicas enriquecidas de células glucoliticas y
tiene una contribucion importante en la sintesis de ATP a partir de la degradacion de
glucogeno. En comparacion, la PPDK tiene una funcion predominante en las células
gluconeogénicas para la sintesis de PEP, aunque no se descarta su participacion en la

catalisis de la reaccion 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 reaccion
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 duplicacion 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 hipertermofilo

Thermoproteus tenax, la PEPS cataliza la conversion unidireccional de piruvato a PEP,
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mientras la PPDK tiene una velocidad bidireccional con una preferencia para la reaccion de
sintesis 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 podria codificar
para una PEPS (Galagan et al., 2012). En la grafica 9, se muestran los niveles de transcrito
que fueron determinados para los genes hipotéticos que codifican para las enzimas que
podrian participar en la interconversion de PYR a PEP. Se determinaron cambios
estadisticamente significativos en los niveles de ppdk y pyk en las dos condiciones
experimentales, sugiriendo la expresion diferencial de estos genes dependiendo del estado

nutricional y metabolico de las células.

S 100

= ] [120h
S 80 I 60 h
x |

S 604

< 1 a a
E 40 4

€ ]

3 201

O |

=

Z 0

peps ppdk pyk

Grifica 10. Nivel de mRNA de genes involucrados en la posible interconversion 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 analisis densitométrico fue hecho con una
doble normalizacion. 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 sefial de intensidad mayor. Los valores representan la Media + Desviacion
estandar de tres experimentos independientes. * P<0.01 versus la condicion fijada como 100%.

(Prueba ¢ de Student para muestras independientes).
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El contenido de transcrito de peps fue muy similar (grafica 9) en ambas condiciones
experimentales (células gluconeogénicas y glucoliticas), sugiriendo una expresion
constante de este gen; sin embargo, la velocidad de la PEPS en las fracciones citosolicas
enriquecidas de células cultivadas durante 20 y 60 horas fue muy baja (1.6+0.2 y 0.6+0.2
nmol/min*mg proteina, respectivamente). En comparacion 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 sintesis de PEP, pero la PPDK es la enzima que participa
preferencialmente en su sintesis en las células de 20 horas de cultivo.

Por otra parte, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa no fosforilante 0 GAPN
(EC 1.2.1.9) cataliza la reaccion irreversible de gliceraldehido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato
por la reduccién de NADP" a NADPH, la cual no conlleva la sintesis del 1,3-
bisfosfoglicerato ni de ATP por fosforilacion a nivel de sustrato. Esta enzima es importante
en la regulacion de la via EMP y ED de degradacion del carbono en organismos hiper-
termofilos, tales como: Thermoproteus tenax, Sulfolobus solfataricus y Sulfolobus
tokodaii; sin embargo, la presencia de esta enzima y su funciéon no ha sido demostrada en
metanogénicos (Brésen et al., 2014). En el genoma secuenciado de M. acetivorans no se ha
reportado la presencia del gen que podria codificar para esta proteina y su actividad no fue
detectada en ninguna condicion experimental, por lo que se descarta su participacion en la

glucdlisis en este organismo (Galagan et al., 2002; Santiago-Martinez et al., 2016).

66



1.7. DISCUSION GENERAL

La atmosfera terrestre comenzd a formarse hace unos 4,600 millones de afios con el
nacimiento de nuestro planeta y su evolucion ha tenido repercusiones sobre las diversas
formas de vida y sus adaptaciones a cambios ambientales drasticos. Una de las hipdtesis
mas aceptadas indica que la atmosfera de la Tierra primitiva estaba formada por vapor de
agua, dioxido de carbono (CO,) y nitrégeno, asi como cantidades pequenias de hidrégeno
(Hy) y monoéxido de carbono (CO) pero con ausencia de oxigeno libre. Esta atmodsfera
ligeramente reductora pudo haber favorecido el origen y la sobrevivencia de organismos
anaerobios con la capacidad de obtener energia a partir de moléculas muy simples, tales
como los primeros organismos metanogénicos.

En 1990, Wiéchtershduser propuso la existencia de una forma primitiva del
metabolismo autotréfico. En su trabajo, Wichtershduser definié al metabolismo como un
ciclo de reacciones quimicas que produce energia en una forma que puede ser aprovechada
por otros procesos con la finalidad de originar compuestos cada vez mas complejos. La
idea clave de la teoria de Wichtershiuser es que la quimica primitiva de la vida no ocurrio
en los océanos, sino en la superficie de minerales (por ejemplo, la pirita) presentes en las
fuentes hidrotermales, en un ambiente anaerobico y de temperaturas y presion muy altas.

Waiichtershduser propuso que el acetato pudo haber sido un precursor de moléculas
mas complejas. Seglin esta hipdtesis, la produccion de acetato se llevd a cabo mediante la
catalisis por iones metalicos. Posteriormente, hubo una reaccién de carboxilacion para la
formacion de moléculas de tres carbonos, tales como el piruvato, y posteriormente se

formaron moléculas de un tamafio mayor y complejidad, como las proteinas y los
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carbohidratos. Ademas, Wichtershduser propone una teoria metabolica donde la pirita se
convierte en un primer catalizador de reacciones quimicas del metabolismo primitivo.

La diferencia principal con la Teoria de Oparin-Haldane es que ésta ultima propone
una naturaleza heterotréfica de los primeros organismos. La Teoria heterotréfica esta
basada en la capacidad de los organismos actuales para fermentar compuestos y obtener
energia (ATP) a través de la fosforilacion a nivel de sustraro (Lazcano & Miller, 1999).

Oparin se imagind que las altas temperaturas del planeta, la participacion de los
rayos ultravioleta, las descargas eléctricas en la atmosfera y la presencia de hidrogeno,
metano y amoniaco podrian haber provocado reacciones quimicas entre los elementos
carbono, hidrégeno y nitrogeno, los cuales, ademas del oxigeno presente en baja
concentracion en la atmosfera primitiva y mas abundantemente en el agua, fueron los
materiales de base para la evolucion de la vida, siendo esas reacciones las que darian el
origen a los aminoacidos y otras moléculas organicas.

En general, ambas hipodtesis estdn basadas en la existencia actual de algunos
organismos con la capacidad de obtener energia tanto de manera autotrofica como
heterotrofica, tales como los organimos metanogénicos, los cuales pueden utilizar
diferentes compuestos carbonados para la obtencion de energia a través de la
metanogénesis.

El objetivo inicial de este proyecto fue la caracterizacion de la gluconeogénesis en
el arqueon marino Methanosarcina acetivorans. En estos organismos esta via ha sido poco
estudiada a pesar de lo relevante que resulta para la sintesis de biomoléculas y de
polisacaridos 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 via glucolitica y del metabolismo del
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glucdgeno, ya que estas vias participan de manera importante en el metabolismo central de
nuestro modelo de estudio.

La sintesis y la degradacion de glucdgeno sugirieron la existencia de un flujo
unidireccional de la gluconeogénesis y la glucdlisis estrechamente relacionada con el
metabolismo del glucdgeno. A su vez, el contenido intracelular de glucdgeno estd regulado
por la disponibilidad de la fuente de carbono externa. Estos resultados sugirieron la
presencia de una regulacion concertada entre ambas vias que favorece el flujo
unidireccional (ver seccion de resultados del articulo publicado).

La determinacion de los parametros cinéticos (Vmax, Km, Vmax/Km) de las
enzimas que mostraron un cambio en su actividad (v, velocidad inicial) en fracciones
citosolicas enriquecidas de células de 20 horas (PPDK, FruBPasa y GYS) y 60 horas de
cultivo (GYP y PGM, ADP-PFK1 y PYK) asi como los valores de Ki o ICsy de
intermediarios metabolicos nos permitieron conocer la regulacion metabdlica de las
enzimas involucradas en ambas vias.

La inhibicion de la velocidad de la HPI por concentraciones fisioldgicas de Eritrosa
4-fosfato y de la FruBPasa por AMP permitieron proponer a estos pasos como los puntos
importantes de regulacion de la via gluconeogénica. La inhibicion de la velocidad de la
FruBPasa por AMP podria 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 inhibicion de la velocidad de la
ADP-PFK1 y PYK por concentraciones fisiologicas de ATP y AMP, permitieron sugerir
que la HPI, PYK y principalmente la ADP-PFK1 serian puntos importantes de regulacion

de la via glucolitica. Ademas, la ADP-PFK1, PYK y FruBPasa de M. acetivorans no
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presentan una regulacion alostérica clasica ni una cinética sigmoidal (ausencia de
cooperatividad) como sucede con sus contrapartes en las células eucariontes (Schafer &
Schonheit, 1993). Por otro lado, los niveles de transcritos coincidieron con la presencia o
ausencia de la enzima activa y de los flujos metabdlicos en las células de 20 6 60 horas de
cultivo, exceptuando la ADP-PFK1 donde el mRNA disminuy6 solo un 13% en células de
20 versus 60 horas de cultivo. Este resultado sugirié que la vida media del transcrito para la
ADP-PFK1 es mayor y/o que la regulacion principal de este paso es a nivel post-
traduccional (enzima inactiva o degrada) ¢ a nivel metabolico (inhibicién de la velocidad
por ATP y AMP).

La determinacion de la actividad de la Monoxido de carbono deshidrogenasa/Acetil-
CoA sintasa sugirid que esta enzima sintetiza el acetil-CoA a partir del metil-H4sSPT, CO, y
Fd;q. La funcién 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) + CO, para generar
piruvato y dar inicio a la gluconeogénesis.La concentracion intracelular de los sustratos y
productos de esta enzima, principalmente la Fd,eq (E’= -420/- 500 mV) y el CO,, dan el
sentido a la reaccion hacia la sintesis 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 sintesis de ATP via
metanogénesis a partir de la fuente de carbono externa; sin embargo, a partir de las 60 horas
de cultivo, el glucdgeno se utilizd para la sintesis de ATP por fosforilacion a nivel de
sustrato mediante la glucdlisis (PGK y PYK) y la sintesis de acetato (via Pta-AcK). Una

gran parte (>98%) del carbono proveniente del glucogeno, permitio la sintesis de ATP via
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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 via de sintesis de ATP sigue siendo la metanogénesis
(66%), seguida de la glucolisis (33.9%), mientras que la fosforilacion a nivel de sustrato
por la via Pta-AcK solo aporta una cantidad muy pequefia de ATP (0.04%). Satish-Kumar
et al., (2011) reportaron que el ATP generado por fosforilacion 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 sintesis de ATP via metanogénesis y el resto lo utilizan para la
generacion de biomasa, la capacidad para almacenar energia (glucogeno) podria dar una
ventaja a estos organismos para sobrevivir en condiciones ambientales adversas, tales como
la ausencia de una fuente de carbono externa. Ademas, la regulacion jerarquica (niveles
diferentes) y concertada de las vias metabdlicas permite una mejor asimilacion del carbono
a fin de mantener la homeostasis celular. Esta regulacion permitiria que la célula pueda
tener una respuesta (rapida o transitoria) para tolerar y resistir la presencia de algunos tipos
de estrés, tales como la exposicion a metales pesados u oxigeno, donde se requiere de la
sintesis de novo de macromoléculas y de biopelicula (Lira-Silva ef al., 2013, Jasso-Chavéz
etal., 2015).

El conocimiento de la regulacion de la gluconeogénesis/glucolisis 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 sintesis de metano, ya que este gas
puede ser utilizado como un biocombustible renovable.

Por tultimo, 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 vias metabolicas en M.
acetivorans (y quizd en otros metanogénicos) estan reguladas a nivel metabolico y
transcripcional, probablemente algunas estrategias de Ingenieria de Vias Metabdlicas no
serian exitosas, sobre todo en aquellas donde la asimilacion de los esqueletos de carbono o
el estado energético se vean comprometidos y pongan en riesgo la homeostasis celular, por
ejemplo, si esa modificacion requiere de la sintesis de novo de proteinas o un gasto

energético elevado (gasto de ATP o enlaces de alta energia).
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1.8. CONCLUSIONES

En M. acetivorans, existe una regulacion jerarquica y concertada de las vias
metabolicas que permite una mejor asimilacion del carbono a fin de mantener la
homeostasis celular. Esta regulacion permitiria que la célula pueda tener una respuesta
(répida 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 podria proveer una regulacion a mediano plazo de los flujos metabolicos de
M. acetivorans, con la finalidad de mantener la homeostasis celular. Ademas, la regulacion
metabolica podria proveer la modulacion rapida de los flujos glucolitico y gluconeogénico

cuando las células se encuentran en estrés nutricional.
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PARTE 2: Regulacion de la actividad de ADP-PFK1 y FruBPasa II en el flujo

gluconeogénico y glucolitico de Methanosarcina acetivorans.

2. 1. INTRODUCCION

2.1.1. Caracteristicas generales y funcion de la PFK1 y FruBPasa en el
metabolismo de carbohidratos en microorganismos
En la via glucolitica clasica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), la produccion neta de
energia es de 2 moles de ATP por 1 mol de glucosa oxidada a piruvato. En cambio, en la
via 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 Schonheit, 2005). En algunas
arqueas se ha descrito la presencia de varios pasos modificados de las vias EMP y ED, los
cuales son catalizados por enzimas inusuales que carecen de una estructura y regulacion
clasica, como sus contrapartes descritas en organismos de Bacteria y Eukarya.

La asimilacion eficiente de carbono por medio de la glucolisis y la gluconeogénesis
no solo es necesaria para la duplicacion celular sino también para resistir ante diferentes
tipos de estrés, como la privacion de nutrientes (Zevenhuizen, 1992; Borges et al., 2006;
Santiago-Martinez 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 O, (Jasso-Chavez et al., 2015).

Por andlisis filogenéticos de la distribucion de las enzimas de la via Embden-
Meyerhof-Parnas dentro de algunas especies de los Dominios Archaea y Bacteria se ha
propuesto a la gluconeogénesis como una via 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 caracterizacion de la estructura de
las vias de degradacion de hexosas y pentosas debido a que muchos organismos haléfilos e
hipertermofilos pueden crecer en carbohidratos como maltosa, almidon, celulosa y quitina.
En cambio, los metanogénicos y algunos hipertermofilos que no utilizan carbohidratos,
pueden utilizar sustratos para su crecimiento, tales como: aminoécidos (peptona), piruvato,
lactato, formato, sulfuro, H,, H,/CO,, acetato, metanol y algunos otros compuestos
metilados (Kletzin, 2007; Brésen ef al., 2014).

Los resultados del analisis trancripcional, cinético y fisiologico del metabolismo
central de carbohidratos indican que en M. acetivorans el estado nutricional regula algunos
pasos claves de las vias gluconeogénica y glucolitica asi como del metabolismo del
glucogeno, tanto a nivel transcripcional como metabolico. Sin embargo, en este trabajo no
se evaluo la cantidad total de proteina ni la existencia de una regulacion mediada por
modificaciones post-traduccionales. En miembros del Dominio Archaea se ha identificado
cerca de una docena de proteinas que son sujetas a procesos de fosforilacion y
desfosforilacion (Eichler & Adams, 2005). Dos de estas proteinas, la fosfohexo mutasa y la
D-gluconato deshidratasa estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos de la
arquea hipertermofila Sulfolobussulfataricus (Ray et al., 2005; Kin & Lee, 2005), lo que
sugiere que en M. acetivorans también podrian 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 regulacion post-traduccional a partir de la secuencia de aminodcidos
(KinasePhos, http://KinasePhos.mbc.nctu.edu.tw/), se determind que tanto la ADP-PFKI

como la FruBPasa II podrian estar reguladas por procesos de fosforilacion y
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desfosforilacion (Huang et al., 2005). Debido a la gran relevancia que podria tener el
estudio de la regulacion de las vias metabolicas en metanogénicos, en la segunda parte del
proyecto se realizd la clonacion heterdloga y la sobre-expresion de los genes pfkl
(MA3563) yfbpase II (MA1152) de M. acetivorans con el objetivo de evaluar los
mecanismos de regulacion post-traduccional y metabolica de la FruBPasa Il y ADP-PFK1 y
su papel en la regulacion de las vias de sintesis y degradacion de carbohidratos.

Algunos organismos del Dominio Archaea (organismos Euryarchaeota anaerdbicos
y los metanogénicos que sintetizan y acumulan glucégeno) utilizan una PFK1 dependiente
de ATP, ADP o PPi (Verhees et al., 2001; Santiago-Martinez et al., 2016) en la via

glucolitica (Figura 1).
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Figura 5. Enzimas involucradas en la interconversion de Fru6P a Frul,6BP. En el esquema
se indican las reacciones catabolicas (lineas), las reacciones anabdlicas (lineas punteadas) y el
numero EC (Enzyme Commission number) para cada proteina. En fuentes de carbono
glucoliticas, (A) algunas especies de Eukarya y Bacteria utilizan una ATP-PFK1 (EC 2.7.1.11)
clasica e irreversible; en cambio, (B) los organismos Euryarchaeota anaerobicos y los
metanogénicos que sintetizan y acumulan glucégeno 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
desfosforilacion de la Frul,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 interconversion de Fru6P a Frul,6BP, tanto en

condiciones glucoliticas como gluconeogénicas.

En la via Embden-Meyerhof-Parnas, la ATP-PFK1 representa un punto importante
de control del flujo glucolitico, 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 proteinas 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 fosforilacion 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 (inhibicion) y ADP (activacion).
En cambio, las ATP-PFK1 provenientes de Eukarya son reguladas por un numero mayor de
efectores, tales como fructosa 2,6-bisfosfato (Fru2,6BP), citrato, Frul,6BP, AMP, AMP
ciclico (¢cAMP), Pi y 3-fosfoglicerato (Brédsen et al., 20014). Ademas, estas enzimas son
oligoméricas (dimeros o tetrameros) 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 conversion de la
Frul,6BP a Fru6P y fosfato inorganico (Pi) en la gluconeogénesis y usualmente es un punto
de control de esta via. Hasta el momento, cinco tipos de esta enzima han sido reportados y
estan distribuidas en todos los organismos.

La version clasica 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 Schonheit, 2005) y algunos metanogénicos,
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como Methanosarcina acetivorans (Galagan et al., 2001; Ronimus y Morgan, 2003; Bréasen
et al.,2014). La FruBPasa Il 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 nucledtidos, los genes g/pX 'y fbp no comparten identidad
significativa con los genes clasicos que codifican para las FruBPasas descritas. Ademas,
algunos metanogénicos poseen genes ortdlogos que podrian codificar para una FruBPase 11

(Sato et al., 2004; Galagan et al., 2001).

2.1.2. Funcion de la ADP-PFK1 y FruBPasa en el metabolismo de

Methanosarcina acetivorans.
En Methanosarcina acetivorans, la conversion de Frul,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 reaccion, por lo que se propone que son
pasos importantes en la regulacion concertada de estas vias metabolicas.

En el genoma de M. acetivorans se han reportado dos genes hipotéticos que podrian
codificar para los dos tipos de FruBPasa (Galagan ef 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 variacion no fue estadisticamente significativa.
Ademas, la actividad total de FruBPasa y el flujo gluconeogénico solo fue detectado en las
fracciones citosolicas enriquecidas de células de 20 horas de cultivo. En el caso contrario,

el contenido del transcrito de adp-pfkl disminuy6 solo un 13% en células de 20 versus 60
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horas de cultivo y la actividad de ADP-PFKI1 y el flujo glucolitico fueron detectados
exclusivamente en las fracciones citosdlicas 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-PFKI en los dos estados metabolicos: 1) que la
expresion constante del gen sintetiza un mRNA que traduce una proteina inactiva y su
actividad es regulada por una modificacion post-traduccional (fosforilacion 'y
desfosforilacion) y por una regulacion metabdlica, o bien 2) que la enzima se degrada.

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es la evaluacion de los mecanismos de
regulacion: 1) transcripcional, 2) post-traduccional y 3) metabdlica de la FruBPasa 11 y
ADP-PFK1 de Methanosarcina acetivorans y su papel en la regulacion de las vias de
sintesis y degradacion de carbohidratos.

Los resultados de esta segunda parte del proyecto se muestran en el siguiente

articulo, el cual se encuentra en preparacion.

2.2. RESULTADOS

Articulo de investigacion: Regulatory role of ADP-PFK1 and FruBPase II on the
gluconeogenesis/glycolysis fluxes in Methanosarcina acetivorans (en preparacion)
Michel Geovanni Santiago-Martinez, Juan Carlos Gallardo-Pérez, Rusely Encalada,

Elizabeth Lira-Silva, Juan Pablo Pardo, Rafael Moreno-Sanchez and Ricardo Jasso-Chavez.
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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 Frul,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.

81



Abbreviations

ADP, adenosine-5'-diphosphate; ALDO, fructose 1,6 bisphosphatealdolase; AMP,
adenosine-5'-monophosphate; ATP, Adenosine-5'-triphosphate; EGTA, ethylene glycol
tetra acetic acid; Frul,6BP, fructose-1,6-bisphosphate; FruBPase, fructose-1,6-
bisphosphatase; Fru6P, fructose-6-phosphate; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase; GDP, guanosine-5'-diphosphate; GlclP, glucose-1-phosphate; G3P,
glyceraldehyde-3-phosphate; Glc6P, glucose-6-phosphate; G6PDH, glucose-6-phosphate
dehydrogenase; aGPDH, a-glycerophosphate dehydrogenase; Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazine ethane sulfonic acid; HK, hexokinase; PEP, phosphoenolpyruvate; PFKI,

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-Martinez et al., 2016) and biofilm synthesis against the presence of heavy metals
(Koerdt et al., 2010; Lira-Silva et al., 2013), oxygen (Jasso-Chavez 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
Frul,6BP to Fru6P and inorganic phosphate (P1) 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; Brésen ef al., 2014). FruBPase
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activity (using Frul,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 Schonheit, 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 Frul,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-
Martinez et al., 2016).

In the classical Embden-Meyerhof-Parnas pathway of Bacteria and Eukarya, the
phosphorylation of Fru6P to Frul,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 FEuryarchaeota 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-PFKI1, 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-Martinez 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, aGPDH, aGPDH/TPI, Glc6P, Fru6P and PEP were purchased from Roche (Mannheim,
Germany). Phosphatase alkaline of shrimp, Glc6P, Glc1P, Fru6P, Frul,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-Martinez 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-HCI, pH 7.5, 20

mM MgCl, 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-Chavez et al., (2017). Genes pfk (MA3563) and fbpasell (MA1152) were
amplified by PCR wusing 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:
pfkl(MA3563):

Forward: 5'-GAATTCGTGGACATAGAAGAA-3’

Reverse: 5'-GAGCTCTTATTTCCCTGAATGTTTCTG-3";
fbpasell  MA1152):

Forward: 5'-GAATTCATGCCTCATCCAAAGACC-3";

Reverse: 5'-GAGCTCTTACAGGTAGAGTGGAGT-3".
The primers contained restriction sites for EcoRI (5" end) and Sacl (3" end) for cloning the
genes into an expression vector. The PCR essays (50 pL) contained 1x Pfu DNA
polymerase buffer with 2 mM MgSO, (Fermentas/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), 0.5 mM deoxyribonucleotide phosphates mix (Fermentas), 15 pmol (0.6 uM) each

of the forward and reverse primers specific for each gene were added. Two pg of genomic
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DNA and 1.0 IU Pfu DNA polymerase (Fermentas) were used. The PCR conditions were
95° C for 2 min; 40 cycles of 0.5 min denaturation at 95°C, 0.5 min annealing at 60 or 55°
C (pfk or fbpasell, respectively) and 1.5 min of extension at 72 °C; followed by a final
incubation at 72°C 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 Sacl 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 fbpasell from the genomic database
(UniProt Protein Database Code: MA3563=P58847 and MAI1152= 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 ODgoo nm
of 0.600. Gene expression and protein synthesis were induced by adding 0.4 mM of
isopropyl thio-B-D-galactoside (IPTG) and then transferred to 16°C for overnight culture
with agitation (200 rpm). The purification procedure was performed by Co”" 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 pg 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 37° 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-Martinez et
al., 2016). The reaction buffer contained 50 mM Hepes, 130 mM KCI, 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-Martinez et al., 2016). For the ADP-PFK1 (reverse) 5 mM MgCl,, 1

mM Frul,6BP, 1 mM NADP’, 24 IU G6PDH (Roche), 2-4 HPI (Roche), 10-20 pg 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 pmole product
produced per minute). Kinetic parameters Vmax, Km, Ki, and aKi 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:

Vmax

(- )
Ks (1+ %>

)

Where: v = velocity, Vmax = Maximal velocity, [I] = variable concentration of inhibitor, o

* [S]

v =

* [S]

= 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 ef 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 p/us 10 mM MgCl,, 0.01% Triton X-100 at pH 7.0 and 37° 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, Frul,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 (Marin-Herndndez et al., 2011; Santiago-Martinez et al., 2016). Pi content

was determined with colorimetric assay as described previously (Lira-Silva ef al., 2013).

3. Results
3.1. Biochemical and kinetic characterization of Ma-FruBPase II and Ma-ADP-PFK1

Ma-FruBPase 11 (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,
GlclP, Fru6P and PEP were not suitable as substrates. The enzyme requires Mg*". The
physiological concentration of Frul,6BP in M. acetivorans suggested that the FruBPase
may work near saturation within the cell. In the reverse reaction (Frul,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 Mg®" 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, GIc6P or GIc1P 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 Frul,6BP and AMP, respectively
(Table 1) and the reverse reaction followed a hyperbolic kinetics when varying Frul ,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 NH,". Also, activation was additive (data

not shown) as reported previously (Santiago-Martinez et al., 2016).

3.2. FruBPase Il and ADP-PFKI1 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-Martinez 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- Martinez 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 uM, 0=1.9, Figure 1B), ADP (ICqy= 4.6
+ 1 mM) and ATP (ICq = 5 £ 1 mM), but the citrate was an activator (Kys = 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 o values are shown in
Table 1. Also, Pi y PPi inhibited Ma-ADP-PFK1 activity with ICs, 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 pg/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 Frul , 6 BP 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-Sanchez 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 ICsy values and modulate the metabolic the flux.
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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-PFKI1
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 Schonheit, 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-PFKI. 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.

Methanosarcina acetivorans.

Kinetic parameters

of recombinant ADP-PFK1

and FruBPasa II of

kcat
. (s Km kcat / Km Inhibitor
nzyme
[Vmax] (mM) (M'ls'l) (mM)
(U/mg prot)
Forward i ATP versus Fru6P: 1.2+0.1
Forward Fru6P = 6.5 x10° Mixed type, o= 1.2 £ 0.1
6.4x10° 0.1+0.03 ' L —10()
71061 ADP= Mixed type, o=4.9 (1)
Ma- 0.26+ 0.06
PFK1 Reverse i AMP versus Fru6P =28£05
R Frul 6BP 0.4x10* Mixed type, o= 1.1 + 0.1
everse rul, =
. =1.8+0.5
0.4><103 0.11+0.02 i AMP versus ADP
[0.42+£0.1] AMP= Mixed type, o= 1.1 £ 0.1
0.19 +0.03 IC, ) piyy = 12-16
. >10
50 PPi-Mg
Forward
0.4 103 i AMP versus Frul ,6BP
4x
Ma- =0.009 £ 0.001
[0.23 + 0.06] Frul,6BP= Forward )
FruBPasa 01004 | of Mixed type, 0=1.9
A £0. Sx1
II IC90ADP=4.6i1
Reverse
IC =5+1
No detected 90 ATP

Values are the mean = SD of four independent enzyme preparations. For k., 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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Figure 1. Modulation of the recombinant FruBPasa II activity in M. acetivorans. The
Ma- FruBPasa II kinetics when varying Frul,6BP was hyperbolic. Assays were all
determined at pH 7 and 37°C with 1.2 mM Frul,6BP. Values are the mean = SD of three
independent experiments. Inset shows the double reciprocal (1/vy 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 11
activity showed mixed-type simple inhibition. AMP concentrations (uM) were (m) 0, (@)

10, (A) 20 and (V) 40. Assays were all determined in initial velocity (vy) conditions.
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Figure 2.Modulation of the recombinant ADP-PFKI1 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/vy 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 (m) 0,

(®)1,(A)2,(¥)4 and (+) 6. Assays were all determined in initial velocity (vy) 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 (vy) 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-
PFKI1 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, (o) ADP- PFK1 at 60 h of growth with 0.5 U PP,
(V)ADP- PFKI at 60 h of growth with 0.5 U PP, (m)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
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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 pg).
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Figure S2. Reverse activity of the recombinant Ma-ADP-PFK1. The Ma-ADP-PFK1 kinetics when
varying Frul,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 Frul,6BP and varied AMP in B. Values are the mean +
SD of four independent experiments. Insets show the double reciprocal (1/v, versus 1/[Substrate])

Lineweaver-Burk plot further indicating that the enzyme kinetics is hyperbolic but not cooperative.
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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 andlisis transcripcional, cinético y metabolico nos permitid contribuir en el
entendimiento de los niveles diferentes de regulacion del metabolismo de carbohidratos en
arqueas, utilizando como ejemplo el estudio de dos proteinas claves en la glucdlisis y la
gluconeogénesis de M. acetivorans. En un futuro cercano se podria hacer un analisis similar
en los pasos donde también se observaron cambios a nivel de contenido de mRNA vy de
enzima activa en los dos estados metabdlicos, por ejemplo, en la Glucdégeno
sintasa/Glucégeno fosforilasa o PYK/PPDK (Santiago-Martinez et al., 2016). Ademas, esta
informacion podria ayudar a dirigir estrategias futuras en la Ingenieria de Vias Metabolicas
con enfoques biotecnologicos, donde la asimilacion y la redistribucion del flujo del carbono
podrian ser modificados para aumentar la biomasa celular y la velocidad de sintesis del gas
metano. Este mismo enfoque podria ser utilizado para otras vias metabdlicas, ya que otros
grupos de trabajo han demostrado la expresion constitutiva de algunos genes involucrados
en vias anabodlicas de metanogénicos, cuya funcidon (enzima activa) deberia estar regulada
con la finalidad de mantener la homeostasis celular (Peterson et al., 2016).

Por ultimo, la generacion de células mutantes de M. acetivorans que no puedan
sintetizar a las enzimas clave de estas vias metabodlicas (ADP-PFK1, FruBPasa, GYS o
GYP) podria proveer informacion acerca de su funcidon en el mantenimiento de la
homeostasis celular. Asimismo, permitirian conocer la susceptibilidad de estas células ante
los diferentes tipos de estrés (nutricional, oxidativo, osmoético, exposicidon 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
composicion quimica se asemeja a las caracteristicas del agua de mar (Sowers ef al., 1984).

Los componentes del medio de cultivo fueron: 0.4 M NaCl, 45 mM NaHCO;, 24
mM KCl, 0.001% (p/V) resazurina (indicador del estado redox del medio), 110 mM MgCl,,
1.4 mM CaCly; 18 mM NH4CI, 1.65 mM cisteina, mezcla de vitaminas [150 nM tiamina
(B1), 132 nM riboflavina (B,), 400 nM acido nicotinico (B3), 228 nM dacido pantoténico
(Bs), 490 nM piridoxina'HCI (Bg), 82 nM biotina (Bsg), 45 nM éacido folico (By), 7.4 nM
cobalamina (Bj»), 364 nM 4cido p-aminobenzoico (PABA) y 242 nM 4acido lipoico],
mezcla de minerales [78.4 uM dacido nitrilotriacético, 122 uM MgSO4-7H,0, 27 uM
MnSO4-H,0, 183.5 mM NacCl, 3.6 uM FeS0O,-7H,0, 3.6 uM CoSOy, 9 uM CaCl,, 5.8 uM
ZnCl,, 0.4 uM CuSO4-5H,0, 0.2 uM AIK(SOs),, 1.6 uM H3BOs, 1.2 uM NaMoOy y 10
uM NiCl,-6H,0], 0.1 M de KH,PO4 y 0.025% (p/V) de Na,S-9H,0. Este medio de cultivo
fue suplementado con 240 mM de metOH como fuente de carbono externa y se prepard en
condiciones anaerobias, utilizando una camara de anaerobiosis marca COY (Michigan,
USA) que contenia una atmosfera de 80 % N, 15 % CO, y 5 % H, (v/v). El oxigeno

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 adicion del sulfuro y la
cisteina reducida.

Para mantener el ambiente anaerobio, dentro de la camara 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 tapon de hule y un arillo metalico. Posteriormente

fueron esterilizados por autoclave a 120 libras/in® de presién y 125°C durante 30 minutos.

Figura 6. Frasco tipo ampolleta con medio de cultivo y células (A). Camara de anaerobiosis

(B).

Los cultivos fueron iniciados con la adiciéon de un inoculo de células (2 mg de
proteina) al medio de cultivo fresco. Las células proveian de cultivos incubados a 37° C sin
agitacion durante 55-60 horas (final de la fase logaritmica de crecimiento).

El crecimiento celular a través del tiempo de cultivo fue monitoreado midiendo la
densidad optica a 600 nm del cultivo, determinando la produccion de gas metano y los

cambios en el contenido total de proteina.

6.1.2. Cuantificacion de gas metano
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La cuantificacion de gas metano producido se utilizd6 como indicativo del crecimiento
celular, debido a que la cantidad de metano generado esté relacionado con un aumento en la
densidad celular e indic6 que las células estaban metabolicamente activas. Este pardmetro
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 determind utilizando un cromatografo de gases (Shimadzu
GV2012) que cuenta con una columna capilar HP-PLOT/U (Agilent, USA) de 30 metros de
longitud, 0.32 mm de didmetro interno y 10 um de capa (film thickness) y con un detector
de Ionizacion de Flama. El método que se utilizé tuvo las siguientes caracteristicas: SPL1,
temperatura = 150°C, presion= 75 Pa, flujo total=40.2 mL/min, flujo de columna=1.43
mL/min, flujo de purga= 3 mL/min y una relacién 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 retencion del metano fue de 2.56 min, el cual se identifico
inyectando muestras estandar de metano comercial y con la informacién proporcionada por
el fabricante de la columna. La fase movil del cromatografo de gases fue una mezcla de
aire, hidroégeno y helio.

La sobrepresion del metano producido por los cultivos de M. acetivorans se liberd
con ayuda de una jeringa de plastico y se midi6 el volumen. En el cromatografo de gases
se inyectaron 5 pL de la atmdsfera interna del matraz (headspace) con ayuda de una jeringa
Hamilton de 10 pL de capacidad.

La cantidad de metano producido se determiné por la interpolacion de los valores

del area bajo la curva de cada muestra y con base en una curva estandar.
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Grafica 6.1.2. Curvas estandar de metano.

Para calcular la cantidad de moles de metano presente en cada muestra se utilizo el
procedimiento siguiente, el cual considera la Ley de los gases ideales y los valores
obtenidos para la curva estandar. A continuacidon se muestra un ejemplo:

1) Interpolacion del area bajo la curva utilizando los valores de la curva estandar. Para este
caso, 10% de metano equivale a un area bajo la curva de 57511unidades arbitrarias y el
area 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 cromatografo de gases:
(0.81 mL*0.005 mL)/100 mL gas=4.05x10” mL
3) Se consider¢ el volumen total del frasco (100 mL):

(4.05x10° mL*100 mL)/0.005 mL=0.81 mL=8.1x10™ L
4) Se utilizo la Ley general de los gases ideales (P V=n R T) a 0.77 atm y 25° C.

n=8.1x10™* L/(31.8 L/mol) =2.55x10” mol de metano

= 25.5 umol 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. Cuantificacion de metanol remanente
Se cuantificé el metanol remanente del medio de cultivo para conocer el consumo de la
fuente de carbono. El metanol fue cuantificado por cromatografia 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 diametro interno y 10 um de capa (film thickness) y con
un detector de Ionizacion de Flama. Estandares de metanol comerciales fueron inyectados
para hacer la identificacion de cada componente por su tiempo de retencion.
A continuacion se muestra un ejemplo para calcular la cantidad de moles de metanol
presente en cada muestra:
1) Se parti6 de un stock comercial de metanol absoluto, cuya concentracion 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 concentracion en cada frasco quedo 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 cromatdgrafo de gases se inyectan 2 pL del medio de cultivo.
12.32 mmoles de metanol= 50 mL
Por lo tanto,
4.92x10™ mmoles de metanol en 2x10~ mL de medio de cultivo

=0.492 umoles de metanol= 362606 UA de area bajo la curva
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4) Posteriormente se inyectaron volumenes diferentes del stock de metanol absoluto (1, 2 y
5 uL) para la elaboracién de una curva estandar (mmol de metanol versus valor de area

bajo la curva).
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Figura 6.1.3. Curvas estdndar de metanol

5) Los valores de area bajo la curva que se obtuvieron en cada inyeccion 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 estandar.

6.1.4. Cuantificacion del contenido intracelular de glucogeno
Para el aislamiento del glucogeno, las muestras bioldgicas provinieron de cultivos celulares
de 3-5 mg de proteina que fueron re-suspendidos en 300 pL de buffer TME (50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 20 mM de MgCl,y 1 mM EGTA).

Las células (contenidas en los 300 pL. de TME) fueron lisadas con la adicion de
10% (v/v) de KOH 30%, mezcladas fuertemente (vortex) y calentadas a 80° C durante 60

minutos. El homogenado celular fue agitado constantemente para facilitar la ruptura
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celular. Posteriormente, las muestras fueron enfriadas en hielo y se les adicionaron 100 pL
de Na,SO4 al 6% y 1 mL de etanol absoluto (100%) para precipitar a los polisacaridos y
eliminar a los monosacaridos solubles. La mezcla fue incubada a 4° C durante toda la noche
(overnight).

Después, la muestra fue centrifugada a 15462 x g (14,000 rpm) durante 5 minutos a
4° C. El boton fue re-suspendido en 1 mL de etanol al 80% y centrifugado nuevamente a
15462 x g (14,000 rpm) durante 5 minutos a 4° C. El boton blanco (glucoégeno 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 37° C durante toda la noche (overnight) para
permitir la hidrolisis completa del glucégeno. La mezcla fue neutralizada con KOH/Tris (3
M/0.1 M). Los equivalentes de glucosa fueron determinados mediante un ensayo
enzimatico acoplado, utilizando 0.02 mL de glucdégeno hidrolizado en una mezcla de
reaccién que contenia 50 mM de Hepes y 20 mM MgCl, a pH 7.0 a 25° C, 1 mM de
NADP", 4 U de hexocinasa y 2-4 U de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. La reaccion fue
iniciada con la adicion 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. Elaboracion de las fracciones citosdlicas enriquecidas en condiciones
anaerobicas para la determinacion de las actividades enzimaticas
Para la determinacion de las actividades enzimaticas de proteinas sensibles a oxigeno
(CODH y PFOR) se utilizaron células cosechadas en condiciones de anaerobiosis.

Los cultivos celulares fueron destapados dentro de una cdmara de anaerobiosis
(Coy, Michigan, USA) que contenia una atmosfera de 80 % Ny, 15 % CO, y 5 % H; (v/v).

Las células fueron centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4° C utilizando frascos de
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cosecha, los cuales fueron cerrados herméticamente dentro de la camara de anaerobiosis. El
boton de células centrifugadas fue re-suspendido y lavado con dos volumenes de una
solucién anaerobia que contenia 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 20 mM MgCl, y 1 mM de
EGTA (Buffer TME).

Las células fueron nuevamente centrifugadas a 3000 x g durante 10 minutos a 4° C
y re-suspendidas en 1 mL de buffer de lisis, el cual contenia 0.1 M de fosfato de sodio pH
8.0, 1 mM EDTA y 5 U de DNAsa 1. Para favorecer la lisis celular, las muestras fueron
mezcladas vigorosamente (vortex) e incubadas durante 30 minutos dentro de la camara de
anaerobiosis. Posteriormente, el homogenado celular fue centrifugado a 14642 x g durante
10 minutos a 4° C. El sobrenadante (5-8 mg de proteina citosdlica) fue utilizado para la
determinacion de los ensayos enzimaticos.

Para eliminar el exceso de oxigeno, las soluciones utilizadas en estos experimentos
fueron burbujeadas con la mezcla de gases dentro de la cdmara de anaerobiosis durante al

menos cuatro horas.

6.1.6. Determinacion del contenido relativo de mRNA
Para este analisis se utilizo la técnica de RT-PCR semicuantitativa. El RNA total se aislo
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
determin6d mediante una electroforesis de un gel de agarosa 0.8%. El cDNA se sintetizo a
partir de 5 pg de RNA y por medio del Kit comercial RevertAid First Strand ¢cDNA
Synthesis (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). El c¢cDNA fue -cuantificado
espectrofotométricamente a 260 nm y fue utilizado para la PCR de punto final (28 ciclos de

60 segundos a 60° C para el alineamiento) utilizando oligonucle6tidos disefiados 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 amplificacion, el cual fue
determinado por densitometria utilizando el software Corel Paint Shop Pro y realizando una
doble normalizacion a partir de los valores determinados para el control de carga (GADPH)
y la comparacion con el nivel de células de 20 y 60 horas de cultivo. El valor de 100% fue

la condicidn en la cual hubo una expresion mayor del gen de interés.

6.1.7. Clonacion y sobre-expresion heterologa de enzimas recombinantes
6.1.7.1. Diseiio de oligonucledtidos
Los oligonucleotidos especificos para cada gen fueron diseniados con base en los sitios de
restriccion. Las enzimas de restriccion que fueron utilizadas para ambos genes fueron las

siguientes: EcoRI (GAATTC) y Sacl (GAGCTC).

a) ADP-specific phosphofructokinase (EC:2.7.1.146)

>mac: MA3563 (ptk)

gtggacatagaagaatgggaacaacgecatgecagaagegttttataatgcaaaagaageccttecttatctggacgggatgtttgta
gcttataacagcaatatagatgctatcaggcacctgactgaagaagacctgtcaaagettgtcgggttttttgatgagtccgatatcca
ggacagggtagcagcatacccgagagagattgcagaacctcttgactttgttgeccaggttgcttatttccatgegggaaggaaaage
cgcagaagtgceccgeatatacagcagacattcatgagtggctcaaagageaccttggtttcgactacgceccgeatgggegggcag
geagggattatttcgaatctcettggtcggetagggttaaaaaaagtggtagettacgtecectggetttccgaggaacaggeagaat
attttacagctacggggaatatcetgeatccgaaggttgaaaacggaaaggtcctectgaaacctccgggagaagecttcaaacce
gggatcgggtcaaaagtcaactggatcecttgagtattccaaagacatgaatgtaacatgtgeccgggaacaccttcaaagtcecgag
ggataatcgcctgatcatctcttccegtectaaatggctecgectggacatggataageagatttacgaacagetcgacacacteetg
ccggttgacggggcaatgcetttccgggtatcagatgataaaagaggaatatgaagacgggtccacttataaagattatgtcgaaaatt
ccgtaaaagttatcgaaaagctgaagtceetgaaccetgaactccgeatecatgtggaacttacatccatccagaaccggcttataag
gaaagctattcttaccgaaattgttgccaggeacgtccattcectgggecttgacaccgtggaggtggcaaatgecctgaacgtget
gggacatgaggaactgtcctattccgtaatcaggaaaggggaaaacgggattatgtccetctaccagggggcetgtccagetcatga
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aagacctggatctcgaaagagtccatgtccattcgetcggtttttatatctgeatcetggcaaaaggecaccctettaccctgaaagaa
cacagggactccctgcttttttcttcggtectggcagetgctcaggecctcaacggaaatatcgagaaccttgeggaagecgaagec
gggctggaagtaccggtctcgtccatagggetggaagacctggaaaacttccagetgtactgecacgggtagaaagetetgtacece
ggacgagtttgagtacggatatgtctacgggtcggaacatgacgegattctcattccttccaaggtggtggagaggectaaagetac
agtagggataggagatacgatttctgcaggagcttttgttgccatgcttgcaaagattaaacagaaacattcagggaaataa

Oligonucleotidos para pfkl
5" gaa ttc gtg gac ata gaa gaa 3’
5" gag ctc tta ttt ccc tga atg ttt ctg 37

b) Fructose 1,6-Bisphosphatase II(EC:2.7.1.146)

>mac: Gene MA1152 (fbpasell)
atgcctcatccaaagaccgtagaagagatgtttgagtctgeccgggecgattgaatacaggttactgeccaggeteattcatgtgace
gaagctgctgcaattgcagecagectatcagatgggacgeggggacaaacactttgetgaccaggtageagtcgectccatgegaa
gaatgctgaacaagcttgacatgaaaggcataattaaaataggggaaggagagagggacgaagetcccatgetttatataggaga
agaggtcgggacagagaacggagatctcgaggttgatattgecagtcgaccecctggaaggeacaaaccttacggecagacggttg
ccegggcteggttgeagttatggcaatggetgaaaggggagggatcttccacggecctgatatetatatggacaagattgttgtagg
geccgatgtegttcggtatgaagaagageatcctggecgaaaggatcgaccttgatgegectgtcagtcataacctcgaaategttge
aaaagccctcggaagaaaggttgaggaacttgtagtcgtgatecttgaccgeccaaggeatgeccagaagataaccgaaattcgg
gaagctggageccgtgtgaggetggttaccgatggagacctecatgecaggegttgeaactgeggtecgaggttcaggeattcacg
tggtcatgggggcaggeggticgggagaagetgtectgactgetgcageaatcaagateetgggtggaaaaatecttgcaaggett
gtcctgecaaccgtagecaaacggtaaaaccaaggaaaagatcgacgaagaaatagaggaaaagatgeccaggetcgaagegat
gggaattacccttgagaacattaatgatattcttgatattgataaacttgttcctggtaaggatgtcattttttccgcaacagecgtaacte
cgggccacttectgegegaagtcaaccttttcggaggeggggatgecagagtacacacggttictatgggggcatceggagetgte
aggttcacggacagtatctatatcaaggataagcgggagactccactctacctgtaa 3’

Oligonucleotidos para fbpasell

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. Amplificacion del gen por PCR utilizando la Pfu DNA pol
Para la amplificacién de ambos genes de Methanosarcina acetivorans (pfkl y frubpasa II)
se utilizd6 una DNA polimerasa aislada del arquedn hipertermoéfilo Pyrococcus furiosus
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

La mezcla de reaccion contenia los componentes siguientes: 5 pL del buffer Pfu
10X con 20 mM de MgSO,4, 0.2 mM de cada ANTP, 0.6 uM (15 pmol) de cada
oligonucledtido (forward y reverse), 1 pg de DNA genémico, 2.5 U de Pfu DNA
Polimerasa y agua libre de DNAsas, en un volumen final de 50 pL.

Las condiciones de PCR fueron: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 2 minutos a
95° C, 40 ciclos de 0.5 minutos de desnaturalizacion a 95° C, 0.5 minutos de alineamiento
a 60° C o 55° C (pfkl o frubpasa II, respectivamente) y 1.5 minutos de extension a 72° C,
seguidos de un ciclo de extension final de 10 minutos a 72° C.

Los productos de PCR fueron verificados por electroforesis en un gel de agarosa al

1% y purificados para su clonacion.

6.1.7.3. Purificacion del producto de PCR
Se utilizo el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) el cual fue disefiado 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 reaccion de
amplificacion, sin necesidad de su separacion en gel de agarosa. El DNA purificado por
este sistema puede ser usado para secuenciacion, clonacion, digestion con enzimas de

restriccion o transcripcion/traduccion in vitro.

125



Después de la separacion de los fragmentos de DNA por electroforesis, la banda de
interés se cortd y se disolvid en la presencia de isotiocianato de guanidina (Solucion de
Unién a Membrana, Membrane Binding Solution). La muestra se mezcl6 (vortex) e incub6
a 50-65°C durante 10 minutos hasta que el corte del gel se disuelid completamente. El
fragmento de DNA fue separado de la agarosa usando microcentrifugacion a 14 642 x
gdurante 1 minuto a temperatura ambiente. Para la separacion y purificacion del fragmento
de DNA se utiliz6 un sistema de minicolumna SV y microcentrifugacion. Al final, el DNA

fue eluido en 35 pl de agua libre de nucleasas.

6.1.8. Preparacion de células competentes con calcio

La competencia se refiere a la capacidad de las células bacterianas de introducir DNA
exdgeno. Algunas especies y cepas bacterianas son naturalmente competentes, esto es
porque contiene en sus paredes y membranas algunas proteinas dedicadas al transporte de
cadenas de DNA del exterior hacia el citoplasma.

El protocolo general que se utilizo en este proyecto fue el siguiente:
l.-Para la elaboracion del pre-in6culo se utilizaron 5 mL de medio LB SIN
ANTIBIOTICO. Se sembr6 una colonia de E. coli TOP 10 y se crecid durante toda la noche
a 37° C en agitacion constante de 200 rpm.
2.- Al otro dia, se inocularon 50 mL de medio LB con 0.5 mL del pre-inoculo y se dejaron
crecer a 37° C hasta alcanzar una absorbancia de 0.4-0.5 (2-3 horas), la cual fue medida a
600 nm. Se utilizo 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 4° C.
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5.- El boton de células fue re-suspendido en 33 mL de una solucion de CaCl, 0.1 M estéril y
fria (No vortex)

6. La solucion con células fue incubada en hielo durante 1 hora.

7.- La solucion fue centrifugada durante 10 minutos a 3,500 rpm a 4° C.

8.- EL boton de células fue re-suspendido en 1mL de CaCl, 0.1 M estéril + 17% de glicerol
estéril (No vortex).

9.- Se hicieron alicuotas de células competentes de 0.1 mL en tubos de microcentrifuga
estériles de 500 mL de capacidad, los cuales fueron enfriados en hielo previamente. El
proceso se realizé lo mas rapido posible.

10.- Las alicuotas de células competentes fueron almacenadas a -70° C hasta su uso.

6.1.9. Transformacion de células competentes
El protocolo general que se utiliz6 en este proyecto fue el siguiente y se realizd en
condiciones de esterilidad:
1.- Las células competentes fueron descongeladas en hielo.
2.- Se adicionaron 50 pL de células competentes (Top 10) al tubo que contenia el DNA
(plasmido con resistencia a algun antibiotico).
3.- Las células competentes y el DNA se mezclaron cuidadosamente.
4.- Las c¢lulas competentes y el DNA fueron incubadas en hielo durante 1 hora.
5.- Posteriormente, las células competentes fueron incubadas a 42° C durante 1 minuto
(choque térmico).

6.- Las células competentes fueron enfriadas en hielo e incubadas durante 5 minutos.

127



7.- A las células competentes se les afiadié 1 mL de medio LB SIN ANTIBIOTICO (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 37° C sin agitacion.

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 contenian medio LB con agar al 1.5%
y el antibidtico adecuado, de acuerdo a la resistencia que proporcionaria el plasmido.

12.- Las cajas Petri con células fueron incubadas a 37° C durante toda la noche.

Solo crecieron las células que contenian el plasmido con resistencia al antibiotico.

6.1.10. Generacion de anticuerpos

6.1.10.1. Preparacion del antigeno y esquema de inmunizacion de la

gallina
La proteina purificada (Ma-PFK1 o Ma-FruBPasa II) se disolviéo en una solucion salina
i1sotonica (1 mg proteina en 0.1 mL de solucion). Se inmunizaron via intramuscular (I.M.)
dos gallinas criollas de 54 semanas de edad a través de la aplicacion de 3 inoculaciones por
ave de 0.2 mg de proteina purificada, con un intervalo entre cada aplicacion de 7 dias. Cada
inoculacion fue una mezcla a volimenes iguales de antigeno con adyuvante completo de
Freund (Sigma, St Louis, MO, USA) en un volumen final de 0.4 mL. Se utilizaron los

huevos del dia 11, posterior a la ultima inoculacion.
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6.1.10.2. Purificacion de los anticuerpos

El protocolo de purificacion de los IgY’s se baso al reportado por Polson y colaboradores
(1980), con algunas modificaciones que se describen a continuacion:
- 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 anadieron dos volimenes 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 afiadid
polietileneglicol 8000 (PEG-8000) previamente pulverizado hasta obtener una
concentracion final de 3.5% (p/V) para permitir la separacion de los lipidos y la vitelina. La
mezcla se agitd suavemente hasta que todo el polimero se disolvi. La mezcla se dejo
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 14,000 x g
durante 10 minutos. Esta centrifugacion gener6 la formacion de tres fases en el tubo de
centrifuga:

a) Una capa de grasa amarilla sobre la superficie del fluido

b) Un sobrenadante claro

c¢) Una capa flexible de vitelina que representd una tercera parte del volumen total

de las sustancia en el tubo de centrifuga.
El sobrenadante claro y la capa de grasa se decantd cuidadosamente en un embudo con un
tapon delgado de algodon en el cuello. El algodén detuvo la capa de grasa y dejo pasar
unicamente el sobrenadante. Este paso se repitid una vez mas. Se midi6o el volumen del
filtrado para afiadir suavemente mas PEG-8000 pulverizado a una concentracion final de

12% (p/V), lo que provoco la precipitacion total de los IgY’s. El precipitado se concentrd
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por centrifugacion a 14,000 x g durante 10 minutos. El botdn se re-suspendid con solucion
amortiguadora en el volumen original de las yemas y las IgY’s se volvi6 a precipitar (los
dos pasos anteriores). Los botones obtenidos se compactaron por centrifugacion a 14,000 x
g durante 10 minutos y se elimind el exceso de PEG-8000. Este paso se repitio dos veces.
Los botones se re-suspendieron en el menor volumen posible de solucion
amortiguadora. Se realiz6 una didlisis con 3 L de PBS pH 7.5 a 4° 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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6.2. Otras publicaciones

Durante mis estudios de posgrado colaboré en algunos proyectos relacionados con mi area

de investigacion cientifica. A continuacidén se enlistan y se presentan los articulos en los

cuales colaboré con datos experimentales:

1)

2)

3)

4)

Santiago-Martinez MG, Lira-Silva E, Encalada R, Pineda E, Gallardo-Pérez JC, Zepeda-
Rodriguez A, Moreno-Sanchez R, Saavedra E & Jasso-Chavez R. (2015). Cadmium
removal by Euglena gracilis is enhanced under anaerobic growth conditions. Journal of
Hazard Materials. 288:104-112

Jasso-Chavez R, Santiago-Martinez MG, Lira-Silva E, Pineda E, Zepeda-Rodriguez A,
Belmont-Diaz J, Encalada R, Saavedra E & Moreno-Sanchez R. (2015). Air-adapted
Methanosarcina acetivorans shows high methane production and develops resistance
against oxygen stress. PLoS One. 10(2):e0117331.

Lira-Silva E, Santiago-Martinez MG, Garcia-Contreras R, Zepeda-Rodriguez A, Marin-
Hernandez A, Moreno-Sanchez R & Jasso-Chavez R. (2013). Cd*" resistance mechanisms
in Methanosarcina acetivorans involve the increase in the coenzyme M content and
induction of biofilm synthesis. Environmental Microbiology Reports. 5(6):799-808.
Lira-Silva E, Santiago-Martinez MG, Hernandez-Juarez V, Garcia-Contreras R, Moreno-
Sanchez R, Jasso-Chavez R. (2012). Activation of methanogenesis by cadmium in the

marine archacon Methanosarcina acetivorans. PLoSOne. 7(11):e48779.
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HIGHLIGHTS

* The protistEug lena gracilis had the ability to grow and remove large amounts of Cd** under anaemobic condition s.

# High biomass was attained by combiration of glycolytic and mitochondrial carbon sources.

# Routes of degradati on of glucose, glutamate and malate under anaerobic conditions in E. gracilis are described.

* i nsorption was the mainmechanism of Cd** removal in anaerobiosi s whereas the Cd** intracel lularly accumulated was inactivated by thiol-molecul es

and polyphosphate,
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The facultative protist Euglena gracilis, a heavy metal hyper-accumulator, was grown under photo-
heterotrophic and extreme conditions (acdic pH, anaerobiosis and with Cd**) and biochemically
characterized. High biomass (85 « 10% eellsmlL ) was reached after 10 days of culture. Under anaer-
obiosis, photosyntheti c activity built up a microaerophilic environment of 0.7% 05, which was sufficient
to allow mitochond fal respiratory activity: glutamate and malate were fully consumed , whereas 25-33%
of the added glucose was consumed. In anaerobic cells, photosynthesis but not respiration was activated
by Cd** which induced higher oxidative stress. Malondialdetwde (MDA ) levels were 20 times |ower in
control cells under anaerobiosis than in aerobiosis, although CA** induced a higher MDA production.
Cd* sressinduced increased contents of chelating thiols (cysein e, glutathione and phytochelatins] and
polyphosphate. Biosorption (90%)and intracellular accumulation {30%] were the mechanisms by which
anaerobic cells removed Cd* from medium, which was 36% higher versus aerobic cells. The present
study indicated that E. gracilis has the ability to remove Cd4* under anaerobic conditions, which might
be advantageous for metal removal in sediments from polluted water bodies or biore actors, where the
02 concentration is parti cul arly low,
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1. Introducton VIV VL Ce(TILVT, Cul I and Zn( 11, uses various modern types of ion

exchange resins [5]. However, for an efficient clearance of wastewa-

Microalgae have beenused to remove or bio-transform residual
nutrients and pollutants such as heavy metals from wastewater
or sediments | 1-4]. Industrial wastewater treatment for selective
removal of heavy metal ions, including Phi1l), Hg(11), Cd{ 11y, Ni(IT),
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ters, it is required to remove both organic matter and he avy metals,
which accumulate in the sludge of bioreactors operating under
aerobic oranaembic conditions | 6]. Heavy metal removalby micro-
algae has attracted attention because they also have the ability to
removeboth COp and organicwaste [3,7 . Then, to developefficient
treatments of waste waters or polluted sediments by bioremedia-
tion, microorganisms able to grow in the presence and absence of
07 and with a broad metabolic plasticity are required

The flagellate protist algae-like Euglena gracilis is a cosmopaoli-
tan organism able to grow under heterotrophic, photosynthetic

132



©-PLOS | o

®

CrossMark

wlich e pnbams

E OPEN ACCESS

Citaion: Jasso-Chiverz R, Santiago-Martinez MG,
LiraSilva E, Pinesda £, Zepoda Rodriguez A,
Belmont-Diaz J, et al. (2015) Ar-Adapled
Mathannsaming acefvorans Shows High Methans
Pmduciion and Develops Resistance against Ckygen
Siress. PLoS ONE 1002} ed1733. doc10.1371/
Jourral pone 0117331

University Health Sciences Cenler, UNITED STATES

Recobvod: September 16, 2014
Accopted: December 22, 2014
Published: Febnsary 23, 2015

Copyright: © 2015 Jasso-Chévez ef al. This is an
open access artice distribuled under the temms of he
Craafive Commons Altribulion Licenss, which penmils
unvestricted use, distribtion, avd reproduciion in any
credited.

[Data Avallability Statement: Al relevant data are:
withiin the paper and its Suppodling Infammeation Ses.

Funding: This work was partialy supporied by grans
Mos. 156969 (FJC), 178638 (ES) and BISHM and
123636 (RMS) from CONACYT, Mexico and Mo,
PICS08-5 (RMS, RJC) from ICyTDF, Mesico, The
funders had no role in shudy design, daka collechion
and anahysis, decision lo publish, or prepasation of
The manuscripl

Air-Adapted Methanosarcina acetivorans
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Abstract

Methanosarcing acefivorans, considered a sirict anaerobic archaeon, was cultured in the
presence of 0.4—1% Qs (atmospheric) for at least 6 months o generale air-adapted cells; fur-
ther, the biochemical mechanisms developed to deal with O, were characterized. Methane
production and protein content, as indicators of cell growth, did not change in air-adapted
ecells respect to cells cultured under anoxia (control cells). In contrast, growth and methane
production significantly decreased in control cells exposed for the first time to O,. Production
of reaciive oxygen species was 50 limes lower in air-adapied cells versus control cells, sug-
gesting enhanced anti-oxidant mechanisms that attenuated the O toxicity. In this regard, (i)
the transcripts and actvities of superoxide dismutase, catalase and peroxidase significantly
increased; and (i) the thiol-molecules (cysteine + coenzyme M-5H + sulfide) and polypho-
sphate contents were respectively 2 and 5 times higher in air-adapted cells versus anaerobic-
conirol cells, Long-term cultures (18 days) of air-adapted cells exposed to 29 O, exhibited
the ability to form biofilms. These data indicate that M. acetivorans develops multiple mecha-
nisms to contend with 0. and the associated oxidative stress, as also suggested by genome
analyses for some methanogens.

introduction

The reactive oxygen species (ROS) are toxic for most cells because they induce (i) oxidation of
polysaccharides and polyunsaturated fatty acids, as well as amino acid residues, particularly of sulf-
hydryl groups in proteins; (i) loss of metals in metalloproteins; and (i) DNA mutations, among
many others [1]. Aerobic microorganisms have developed multiple strategies to handle ROS stress
including: (i) enzymes that scavenge ROS such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT)
and peroxidases (PXs); (i) protein repair mechanisms such as the thioredoxin system; (i) DNA
damage repair enzymes such as RecA; and (iv) anti-oxidant metabalites such as glutathione, a-to-
copherol, carotenes, ascorbate, and trypanothione, which are able to directly inactive ROS [1-4].
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Cd* resistance mechanisms in Methanosarcina
acetivorans involve the increase in the coenzyme M
content and induction of biofilm synthesis
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Summary

To assass what defence mechanisms are friggersd by
Cd** stress in Methanosarcina acetivorans, cells wera
cultured at different cadmium concentrations. In the
presence of 100 pM CdCl., the intracellular contents of
cysteine, sulfide and cosnzyme M increased, respac-
tiwaly, 8, 27 and 7 times versus control. Cells incubated
for 24 h in medium with less cysteine and sulfids
removed up bo 80% of Cd™ added, whersas their
cysteine and coenzyme M contents increased 160
and B4 times respectively. Cadmium accumulation
{52 pmolMi-15 mg protsin) resulied in an increase
in mathane synthesis of 45 times in cells grown
on acetate. Tolal phosphate also increased under
high (0.5 mM) Cd* stress. On the other hand, cslls
preadapted to 54 pM CdCl; and further exposed to
= 0.63 mM CdCl; developed the formation of a biofilm
with an sxtracellular matrix constituted by carbohy-
drates, DNA and proteins. Biofilm cells were able
to synthesire methane. The data suggested that
increasad intracsllular contents of thiol molecules and
total phosphats, and biofilm formation, are all invohred
in the cadmium resistance mechanisms in this marine
archason.

Introduction

Organisms respond to haavy matal fodcity through differ-
ent biochemical mechanisms, such as decreased uplaka,
active expulsion, chelation and comparidmentalization of
Recaived & April, 2013; accepted 22 Juna, 2013, *For cosrespond-
encw. E-madl fass_cardiol @ yahoo, com.mx; Tel (+52) 55 5573 291 §;
Fax {«B2) BE G573 0584,

& 2013 John Wiley & Sone Lbd and Soclesy for Appliad Microbickogy

matal ions (Cenvantes of al., 2006, Haferburg and Kotha,
2007). Thus, control of upiaks, trafficking and detaxifica-
tion of haawvy matals ars important steps in the compiax
callular machanizms that daal with heavy metal toxicity and
confer resistance. Chelators contribute fo metal detoxifica-
tion by buffering cytosolic matal ions. In plants, physiclogi-
c=l matal chelators includse thiol-contzining compounds,
such as cysteine (Cys), glutathiona [E5H), phytochslatins
{PCs) and meizlicthioneins, and organic acids and amino
acids (Clameans, 2001).

Cadmium is 8 highly toxic non-assential heawy meial that
has become & senous contaminant of soils and water
bodiss, mainly dus to anthropogenic activity and inappro-
prizta mathods of disposal {Simpson, 1881). This metal
sirongly interacts with 5, O, and M atoms in biomoleculas
{Sillen and Marisll, 1954). A widespread mechanism
for Cd™ detosification in planis and yeast = based
on the sequastration of Cd™ by PCs and the subsequent
compartmeanialization into the wvacuols of the PCs-Cd-
compisxes (Cobbeit, 2000). Synthesis of PCs. and
gnhanced synthesis of thair matabolic precursors Cys,
wolutamyloysisine (EC), GSH and sulfide (5], is =
commonly wssd csllular responss against Gd™ strass
in highar planis, soma yeast and slgas (for raview, ses
Mandoza-Cazall et al.,, 2005). In the Archasa domain,
progress has besn made on tha mechaniems of resistancs
fo heavy metals at the gens =xpression level (Villzsfans
et al., 2011; Maszalo et al, 2012; Orsll et al.. 2013}, but
studies on the charactanzation of the snzymatic activitias
and bicchemical processes imvodvad are scarcs.

Soma gana sequancas encoding heavy metzl-exporting
proteins putativaly invohved in the sfflue-medisted heawy
matal resistanca, and many P-type ATPas=s, have baen
found in archasal genomes (Dopson st al., 2003), afthough
nio activity of thess proteins has bean detarmined s yat. In
contrast, actvities of P-type Ag” and Cu™ ATPasaes
{Mandzl =t al., 2002) and the formation of bicfilms con-
sfituted mainly by carbohydrates, DMA =nd proteins
inducad by Gr (W) and Cu* have besn reporited for the
extramophilas Archasogiobus  fulgidus  (Lapsgha  and
Harizall, 1957).

In acstoclestic methanogens, studies on Cu' toxicity
have bean camied out for conscortia in digesters or aco-
fogical niches (Kam et al, 2006}, and the formation of
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Abstract

Methanosarcing acetivorans was cultured in the presence of CdCl; to determine the metal effect on cell growth and biogas
production. With methanol as substrate, cell growth and methane synthesic were not altered by cadmium, whereas with
acetate, cadmiurn slightly increased both, growth and methane rate synthesis. In cultures metabolically active, incubations
for short-term (minutes) with 10 pM total cadmium increased the methanogenesis rate by 6 and 9 folds in methanol- and
acetate-grown cells, respectively. Cobalt and zinc but not copper or iron also activated the methane production rate.
Methanogenic carbonic anhydrase and acetate kinase were directly activated by cadmium. Indeed, cells cultured in 100 pM
total cadmium removed 41-69% of the heavy metal from the culture and accumulated 231-539 nmol Cd/mg cell protein.
This is the first report showing that (i) Cd™* has an activating effect on methanoegenesis, a biotechnological relevant process
in the bio-fuels field; and (i) a methanogenic archaea is able to remove a heavy metal from aguatic envinonments.
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Introduction

Meihanogenesis = the pathway by which jom (HY, Nah
gradicnts across the plasma membrane are gencrated 10 drve
ATT synthesis, with the concomitant production of methane as an
end product. Methamogens are siriet anacrobes belonging 1o the
Archara domain, which can be [ound in a broad varery of
cnvironmenis such as anacrobic digesicrs of sewage treatment
plantz, landfills, rice paddies, lakes and in the sea sediments,
among others [1]. Indeed, these organisms have an sssential role
in the global carbon cycle by transforming small carbon molecules
such as methanol, methylamines, COw+Ha, formate, GO and
acetate mio methane. Because heavy metal pollution may develop
m sorme ol these habitats, methanogens may be exposed 1o this
environmenial siress with the conzsequent perturbation of the local
coology, Heswy metal pollution of wialer resources s now @
widespread envirommiental and public health problem, as a result
of their elevated wxicity, which may be exacerbated by their
potential bio-magmification cffect and accumulation throughout
the ecological food webs,

Pollution of coastal sones by beavy metals such as Cd, Pb, Hg
and Ni, is a major enwvironmental problem in some regions of the
world [2]. Onee in the marine environment, these contaminants
accumulate in o sedirments (3], Cadmiom ocean pollution anmd
muobilization has mcreased exponentially up 1o 300 thousands per
decade, where 4% of the ol current pollution derives Trom
anthropogenic activities [1]. In some coastal sones 0 the Gulll of
Mexico, up o 2550 pg L' (226 pM) of cadmiwm has been
found, a value far higher than permissible [5]. In other scas and

ooeans  around  the world, cadmivm  concentrations up o
205 pg L : and 18, 100 pygr ! in waters amd sediments, respec:
tively, bave been determined |4, These cadimium pollution values
highlight the imporance of determining the toxicity of cadmiom
in orgamsms found i sediments, methanogens among them.
Depending on the physicochemical environmental characteristics
aml microbial metabolism, heavy metal contaminanis may be
relcased  from sediments back o the sater, Under  such
situations, marine sefiments may beoome a secondary source of
pollution.

Most studies of microbial communities i the ocean have
focused on bacterial diversity i marine sediments and the long-
term impact brought aboul by heavy metals exposure [6], There
arc few works about the toxic offect of heavy meials on
methanogens in sludge [7] and laboratory strains [§9). Remark-
alsly, 1t has been deseribed that low concentrations of heavy metals
are pol toxic Tor methanogens in the slodge, ot on the contrary
they induce ncreascd methane production | 10, This finding has
not heen further explored and henee the ving components of the
consoriia affecied by the metal have not been identbed, and the
bivchemical rmechanisms imvolved bave nol been elucidated. o
the present work, the marine archacon Mefhanosdrema aeelivomans
was uwserd az a model w0 assess the effect of cadmium on

methanogenesis.
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