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1. RESUMEN 

La ATP sintasa mitocondrial de las algas clorofíceas tiene una estructura que difiere de 

aquella de las enzimas de otros organismos, ya que carece de las subunidades que 

clásicamente están involucradas en la formación del brazo periférico (estator) de la 

enzima y en la dimerización de la misma. En su lugar tiene 9 subunidades atípicas de 

origen evolutivo desconocido que han sido llamadas ASA1 a ASA9. Estas subunidades 

ASA sólo están presentes en el grupo de las algas clorofíceas y no se encuentran en 

otras algas cercanamente relacionadas, como son las algas verdes del linaje de las 

ulvofíceas, de las prasinofíceas o de las trebuxiofíceas. Experimentos de disociación de 

la enzima con calor, tratamiento con agentes entrecruzado res y estudios de 

microscopía electrónica llevaron a la propuesta de un modelo estructural de la ATP 

sintasa de las algas , en el cual las subunidades ASA1 a 9 forman la estructura del 

brazo periférico y participan en la dimerización de la enzima; sin embargo, la 

localización de ASA 1 no era clara. El objetivo de este trabajo fue clonar y purificar la 

subunidad ASA 1 Y realizar estudios de interacción, conocer cuáles son sus 

subunidades vecinas y proponer su disposición topológica en el estator de la ATP 

sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. La estrategia experimental se basó en la 

clonación del gen de ASA 1, la sobreexpresión de la proteína en Escherichia coli y su 

purificación; una vez purificada la proteína recombinante se procedió a realizar ensayos 

de interacción. En este trabajo se describe la interacción de la subunidad ASA 1 con la 

subunidad OSCP, lo cual podría vincular a una proteína clásicamente conservada de la 

enzima, como es OSCP, con una de las subunidades atípicas propia de las algas 

clorofíceas. 
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2. ABSTRACT 

The milochondrial ATP synlhase of chlorophycean algae presenls a slruclure differenl 

from lhal of olher organisms. AII lhe subunils lhal lypically make up lhe slruclure of lhe 

peripheral arm and are involved in lhe dimerizalion of lhe enzyme are missing. In 

compensalion, il conlains nine subunils of unknown evolulionary origin lhal have been 

named ASA1 lo ASA9. These ASA subunils are only presenl in chlorophycean algae 

and are nol found in olhers closely relaled algal lineages, such as ulvophycean, 

prasynophycean and lrebuxophycean green algae. Heal dissocialion experimenls, cross 

linking sludies and eleclronic microscopy sludies have allowed lhe proposal of a 

slruclural model of lhe ATP synlhase of chlorophycean algae in which ASA subunils 

make up lhe peripheral arm and participale in lhe dimerizalion of lhe enzyme; however, 

lhe localizalion of ASA1 subunil was unclear. The objeclive of lhis work was lo clone 

and purify lhe ASA1 subunil lo perform inleraclion sludies in order lo know which ils 

neighboring subunils and lo propose ils lopological disposilion in lhe peripheral arm of 

lhe ATP synlhase of Polyfomella sp. The experimenlal slralegy is based on lhe cloning 

of lhe corresponding gene, lhe overexpression of lhe prolein in Escheríchia coli and lhe 

purificalion of lhe recombinanl prolein in order lo perform inleraclion assays. In lhis 

work, we found an ASA1-0SCP inleraclion, which could link a classical prolein of lhe 

enzyme, such as OSCP, wilh an alypical ASA subunil unique lo lhe chlorophycean algal 

lineage. 
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3. INTRODUCCiÓN 

3.1 Mitocondrias 

Las mitocondrias son organelos celulares muy dinámicos, con una plasticidad 

considerable y son el compartimento generador de la energía que necesita una célula 

eucarionte para funcionar (Alberts). El término "mitocondria" fue acuñado en 1898 por 

Carl Brenda y las mitocondrias fueron observadas por primera vez mediante la tinción 

con verde Jano por Leonor Michaellis en 1900 (Emster y Schatz 1981). 

En cuanto al origen de las mitocondrias, la teoría actualmente aceptada es la teoría de 

la endosimbiosis, postulada formalmente y fundamentada por Lynn Margulis en 1967 en 

su artículo On the orígin of mitosing cel/s. Esta teoría establece que las mitocondrias 

eran originalmente alfa proteo bacterias de vida libre, probablemente del orden de las 

Rickettsiales, que fueron absorbidas por otra célula, quedando así como 

endosimbiontes que a lo largo de la evolución transfirieron parte de su material genético 

a la célula hospedera. 

Las mitocondrias están delimitadas por dos membranas altamente especializadas y con 

funciones diferentes que dan lugar a dos espacios, la matriz intema y el espacio 

intermembranal (Figura 1). Tienen su propio genoma, sin embargo, la mayoría de las 

proteínas mitocondriales están codificadas en el genoma nuclear (salvo algunas 

subunidades hidrofóbicas de los complejos de la fosforilación oxidativa en mamíferos) y 

tienen que ser importadas del citoplasma hacia el interior de la mitocondria a través de 

translocasas presentes en ambas membranas. 

La membrana extema mitocondrial contiene principalmente porinas; éstas son proteínas 

de transporte que forman canales acuosos a través de la bicapa lipídica, lo que hace 

que esta membrana sea permeable a moléculas de hasta 5 kDa, lo que incluye a 

proteínas pequeñas. En esta membrana se localiza el complejo de translocación TOM 

(Translocase ofthe Outer Membrane) (Nelson y Cox 2005). 
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La membrana interna mitocondrial contiene varias proteínas de transporte que la hacen 

selectiva a las moléculas necesarias para el funcionamiento de las enzimas presentes 

en la matriz mitocondrial. En la membrana interna se localiza también el complejo de 

translocación TIM (Translocase of the Inner Membrane) , los complejos respiratorios, y 

una gran cantidad de transportadores. Las llamadas crestas mitocondriales se generan 

por invaginaciones y pliegues de la membrana interna, y están conectadas con el 

espacio intermembranal, por lo que se consideran un subcompartimento separado 

(Mannella 2006). 

En la matriz mitocondrial se encuentran el ADN mitocondrial, toda la maquinaria 

necesaria para la replicación del genoma mitocondrial, los ribosomas y las enzimas de 

la mayoría de las rutas celulares de oxidación menos las de la glucólisis. Entre otras, 

contiene las enzimas que metabolizan piruvato y ácidos grasos para producir, entre 

otros, acetil coenzima A y las enzimas que oxidan este metabolito en el ciclo del ácido 

cítrico; los principales productos de esta oxidación son CO2 (liberado como desecho), 

NADH Y FADH2 , estos últimos constituyen la principal fuente de los electrones que son 

transportados en la cadena respiratoria (Koolman y R5hm 2004). 

CRESTAS 

MATRIZ 

MEMBRANA 
INTERNA 

MEMBRANA 
EXTERNA 

ESPACIO 

INTERMEMBRANAL '~?~~;h~~~:ZN'jjr~l~U 

Figura 1. Fotografía de microscopía electrónica de una mitocondria de célula hepática. Se señalan 
las crestas mitocondriales, las dos membranas y los espacios que generan. (Modificada de Alberts et al. 
2007). 
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3.2 La cadena respiratoria mitocondrial 

En la cadena respiratoria de la membrana intema mitocondrial , a través de una serie de 

complejos enzimáticos oligoméricos y reacciones de óxido-reducción, se transportan 

electrones, proceso que produce un gradiente electroquímico de protones que se utiliza 

para sintetizar ATP en un proceso conocido como fosforilación oxidativa (Nelson y Cox 

2005). Este proceso fue descrito por primera vez por Peter Mitchell en 1961 (cita). El 

transporte de electrones entre los grupos prostéticos (como grupos hemo y flavinas) de 

los diferentes complejos respiratorios libera suficiente energía para bombear a los 

protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal. 

El transporte de electrones inicia con el complejo de la NAOH deshidrogenasa 

(Complejo 1), que acepta los dos electrones generados cuando se pierde el ion hidronio 

del NAOH (NAO+), y los pasa a través de una flavina y de al menos siete centros de 

hierro-azufre hasta la ubiquinona (Q), ésta a su vez sirve de almacén de electrones 

provenientes de diversas rutas (beta oxidación, ciclo de Krebs). Siendo así, la 

ubiquinona puede recibir electrones de la succinato deshidrogenasa o Complejo 11 y 

transferirlos al siguiente complejo. El complejo citocromo bC1 (Complejo 111) funciona 

como un dímero: cada monómero tiene tres grupos hemo unidos a citocromos y a una 

proteína hierro-azufre; este complejo acepta los electrones de la ubiquinona reducida 

(ubiquinol) y los transfiere al citocromo c que a su vez transfiere los electrones al 

complejo de la citocromo c oxidasa (Complejo IV). Este último complejo también 

funciona como dímero: cada monómero tiene dos citocromos (8 y 883) Y dos átomos de 

cobre; acepta un electrón a la vez y transfiere cuatro al oxígeno. (Nelson y Cox 2005). 

(Figura 2) 
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ESPACIO 
INTERMEMBRANAL 

NADH+H+ 

Citocromo e 

MATRIZ 
MITOCONDRIAL 

Figura 2. Flujo de protones y electrones a través de los complejos de la cadena respiratoria de la 
membrana interna mitocondrial. Los electrones llegan a la ubiquinona (Q) a través de los Complejos I y 
11, Y ésta los lleva hacia el Complejo 111 que los transfiere al citocromo c. El Complejo IV pasa electrones 
del citocromo c (reducido) al oxígeno. El paso de electrones por los Complejos 1, 111 Y IV sucede al tiempo 
que se translocan protones de la matriz hacia el espacio intermembranal (Modificada de Nelson y Cox 
2005). 

La transferencia de electrones está naturalmente acoplada a la captura y liberación de 

protones y a la inducción de cambios conformacionales en los complejos que funcionan 

como bombas de protones (todos los complejos respiratorios pueden funcionar como 

bombas de protones excepto el complejo de la succinato deshidrogenasa o Complejo 

11), generando así el movimiento de éstos desde la matriz mitocondrial hacia el espacio 

intermembranal (Figura 2). La translocación de protones genera, a su vez, un gradiente 

de pH a través de la membrana interna y una diferencia de voltaje, o potencial eléctrico 

de membrana. La diferencia de pH impulsa los protones de regreso a la matriz, 

ayudado por el potencial de membrana que atrae iones positivos hacia la matriz; este 

sistema constituye el gradiente electroquímico de protones (Alberts et al. 2007). (Figura 

3) 
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Figura 3, Gradiente electroquímico de protones a través de la membrana interna mitocondrial. A) 
Tanto el potencial de membrana como el gradiente de protones producen la fuerza protón motriz que 
conduce los protones hacia la matriz mitocondrial. B) El gradiente electroquímico de protones generado 
por la cadena de transporte de electrones impulsa protones al exterior que regresan a la matriz 
mitocondrial a través de la ATP sintasa, lo cual permite la síntesis de ATP (Imágenes modificadas de 
Alberts et al. 2007). 

3.3 Las algas clorofíceas 

Las algas clorofíceas o algas verdes son organismos unicelulares de vida libre que 

habitan generalmente en ambientes acuáticos dulces. La característica distintiva de las 

algas clorofíceas es la presencia de cloroplastos de doble membrana, proveedores de 

las clorofilas a y b Y también de los llamados pigmentos accesorios, carotenoides y 

xantofilas (Melkonian 1990). De manera muy general, las algas que cumplen con la 

descripción anterior han sido agrupadas en el phylum Chlorophyta. Dentro del phylum 

Chlorophyta existen cuatro linajes de algas: Clorofíceas, Ulvofíceas, Trebuxofíceas y 

Prasinofíceas (Rodríguez-Salinas et al., 2012). 

El alga Chlamydomonas reínhardtíí es un alga biflagelada y una de las algas verdes 

más estudiadas perteneciente al linaje de las algas Clorofíceas (Figura 4A). Sus tres 
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genomas han sido secuenciados y es por lo tanto un buen organismo modelo, 

particularmente para estudios de fotosíntesis y de estructura flagelar (Rochaix 1995 y 

Dutcher et al., 1984). También agrupadas dentro del linaje de las Clorofíceas y por lo 

tanto bajo el nombre de algas verdes, están las algas incoloras del género Polytomella, 

que son parientes cercanos a C. reinha rdtii, y se han agrupado juntas debido a que el 

análisis de secuencia del ADN ribosomal 18S indica que C. reinhardtii, Polytomella 

parva, Polytomella sp. y Volvox carterii son miembros de un solo ciado monofilético 

llamado ciado Volvox (Melkonian y Surek 1995). Algunas algas de este ciado perdieron, 

a través de un evento evolutivo secundario, la capacidad de realizar fotosíntesis y los 

cloroplastos se transformaron en organelos incoloros capaces de almacenar almidón 

(amiloplastos ). 

En nuestro grupo estudiamos el alga Polytomella sp., que es un alga clorofícea incolora 

flagelada de forma ovoide que no presenta cloroplastos ni pared celular (Figura 4B) 

(Pringsheim 1955), características que la convierten en un buen modelo de estudio 

dado que es posible aislar mitocondrias fácilmente, sin contaminación de cloroplastos, 

lo cual permite la consecuente purificación de los complejos respiratorios. 

Figura 4. Imágenes de las algas clorofíceas. A) Chlamydomonas reinhardtii B) Polytomella sp. 

Se piensa que el género Polytomella evolucionó a partir de un ancestro semejante a los 

miembros del género Chlamydomonas, pero que por algún evento evolutivo secundario 

perdió la pared celular y los cloroplastos (Round 1980); sin embargo estudios tanto 

genómicos como bioquímicos, han demostrado que estas dos algas se encuentran muy 

cercanamente relacionadas (Conner et al., 1989 y Antaramian et al. 1996). Siendo así, 
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la relación filogenética entre ellas está apoyada por similitudes morfológicas y 

estructurales (Mattox y Stewart 1984) así como por la similitud bioquímica entre las 

subunidades a y j3 de la F1 Fa ATP sintasa mitocondrial (Atteia et al., 1997). Esta última 

enzima, además, es diferente a la enzima de bacterias, levaduras y mamíferos tanto 

estructural como funcionalmente, como se describirá más adelante. 

3.4 F1FaATP sintasa 

La F1 Fa ATP sintasa (Complejo V) es un complejo enzimático oligomérico altamente 

conservado que se localiza en las membranas transductoras de energía, como son la 

membrana intema mitocondrial , la membrana tilacoidal de cloroplastos y la membrana 

plasmática bacteriana (Domínguez-Ramírez et al., 2005). Esta enzima constituye un 

motor molecular que aprovecha el gradiente electroquímico de protones para sintetizar 

ATP. 

Se divide estructuralmente en dos sectores: al sector membranal se le ha llamado Fa y 

al sector extrínseco de membrana se le ha llamado F1, éste es el que contiene el núcleo 

catalítico de la enzima (subunidades a3/j33) (Alfonzo et al., 1981). Estos dos sectores 

están unidos por un rotor central (y/Ú/E/C10 , nomenclatura de las subunidades de la 

enzima de corazón de bovino) y un brazo periférico (OSCP/albldIF6). (Figura 5) Otras 

subunidades importantes son la proteína inhibidora IF1, que tiene un papel regulatorio 

(Glendhill y Walker 2005) y las subunidades e y g que están involucradas en la 

formación y estabilización de la forma dimérica de la enzima (Brunner et al., 2002 y 

Fronzes et al., 2006). 

El flujo de protones a través del hemicanal formado por la subunidad a provoca la 

rotación del anillo formado por las subunidades c y del eje central que se encuentra 

unido al anillo, así la energía del flujo de protones se convierte en energía mecánica 

generada por la interacción de la parte rotatoria de la enzima contra el brazo periférico 

que se mantiene fijo (Boyer 2002). 
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A B 

Figura 5. F1FO ATP sintasa o Complejo V mitocondrial. A) Modelo de la F1FO ATP sintasa de levadura 
en el que las subunidades o las partes de subunidades cuya estructura tridimensional no ha sido definida 
se representan con cilindros. (Modificada de Habersetzer et al., 2013). B) Esquema de la enzima de 
corazón de bovino con todas las subunidades que lo componen señaladas (Tomada de Walker y Dickson 
2006). 

Las tres subunidades ~ tienen sitios de unión a ADP y Pi Y la síntesis de ATP es posible 

al convertir la energía mecánica en energía química para formar nuevos enlaces 

químicos. En un ciclo completo, tres movimientos de 1200 de la subunidad y inducen 

cambios conformacionales consecutivos en las tres subunidades ~ (Itoh et al., 2004) 

liberando 3 moléculas de ATP; de este modo la ATP sintasa es capaz de producir más 

de cien moléculas de ATP por segundo (Brand 2005) (Figura 6). 

A B 
I 11 111 IV 

ATP o e e 

ADP + PI 
30° .. .. 

CA e A+ e' e e' e + e A e' + o CA 

H+ 

Figura 6. Mecanismo de catálisis rotatoria de la F1FO ATP sintasa. A) Modelo en el que se ilustran los 
movimientos que tienen lugar durante la síntesis de ATP; la catálisis, la rotación y el movimiento de 
protones suceden simultáneamente (Tomada de Weber 2003). B) Secuencia de cambios 
conformacionales de la subunidad ~. I a 11: el ATP se une a una subunidad ~ abierta (O) que cambia a 
una estado cerrado (e) que puede acomodar ATP (T). Simultáneamente otra subunidad ~ cambia a un 
estado semi cerrado (C') y la subunidad y gira 90°. 11 a 111: la subunidad ~ pasa a estar catalíticamente 
activa (CA)' 111 a IV se libera ATP de la subunidad ~ activa que entonces pasa a un estado O y Y gira 30° 
(Tomada de Yoshida et al., 2001). 
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3.5 Estructura de la F1FaATP sintasa 

Estructuralmente la ATP sintasa varía de organismo a organismo. La ATP sintasa de 

bacterias contiene únicamente las subunidades indispensables para llevar a cabo su 

función; éstas son 8: a, ~, y, b, E, a, b y e (Weber 2006). (Figura 7A) Por otro lado, la 

enzima mitocondrial de mamíferos (Figura 7B) y levaduras, mientras que conserva una 

similitud general con las subunidades bacterianas, contiene además otras proteínas o 

subunidades supernumerarias que son estructurales y regulatorias; algunas de ellas 

también están involucradas en la dimerización u oligomerización de la enzima. 

A B 

Figura 7. Comparación de la estructura de la ATP sintasa. A) ATP sintasa de 80S taurus. Se puede 
observar un mayor número de subunidades en el complejo mitocondrial de corazón de bovino, 
particularmente en la estructura del brazo periférico. B) ATP sintasa de E. coli en la que el brazo 
periférico está formado por un dímero de subunidades b (Tomada de: 
http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/part2/f1fo.htm). 

El brazo periférico de la ATP sintasa mitocondrial de corazón de bovino está compuesto 

por cuatro subunidades: b, d, F6 Y OSCP, esta última se conoce como el factor que 

confiere sensibilidad a oligomicina y es homóloga a la subunidad b en bacterias (Walker 

et al., 1982). Esta enzima presenta además cuatro subunidades membranales e, t, g Y 

A6L (subunidades supernumerarias). Las subunidades e, ty A6L son necesarias para el 

ensamblaje del sector Fa. Tanto las subunidades del brazo periférico como las 

supernumerarias de la enzima de bovino tienen homólogos en la enzima de 

Saccharomyces cerevisiae (Cano-Estrada y González-Halphen 2011). 

11 



En contraste con las ATP sintasas tanto de bacterias como de mamiferos y levadura, la 

ATP sintasa mitocondrial de las algas clorofíceas presenta una composición de 

subunidades atípica. Al hacer el análisis de la composición polipeptídica de la enzima 

de Polyfomella sp., se encontró que contiene las subunidades del núcleo catalítico (a, 

13), las que forman el rotor central (y, &, E), las subunidades a (ATP6) y e (ATP9) y la 

subunidad OSCP; sin embargo no se encontró ninguna de las subunidades clásicas 

que forman el brazo periférico en mamíferos o levaduras. En su lugar, se encontraron 

nueve subunidades de origen evolutivo desconocido y que no tienen homólogos 

definidos en las bases de datos (Vázquez-Acevedo et al., 2006). A estas subunidades 

se les dio el nombre de subunidades ASA (por sus siglas en inglés ATP Synthase­

Assocíated) y se han numerado de la subunidad ASA1 a la subunidad ASA9. (Figura 8) 

Figura 8. Modelo del acomodo de las subunidades ASA de la ATP sintasa mitocondrial de 
Polyfomella sp. Se observan las interacciones que se han encontrado entre subunidades ASA y la ATP 
sintasa. Este modelo se obtuvo a partir de experimentos de disociación de la enzima con detergentes y 
calor, experimentos con agentes entrecruzadores y estudios de microscopía electrónica (Tomada de 
Cano-Estrada el al., 2010). 

En la Figura 9 se puede apreciar el patrón electroforético de las subunidades ASA de la 

ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. en un gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes, las cuales varían en masa molecular desde 9 kDa (ASA9) hasta más 

de 60 kDa (ASA 1) (Figura 9). Todas las subunidades ASA están codificadas en el 

genoma nuclear de Polyfomella sp., y sólo se encuentran en el linaje de las algas 
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clorofíceas. Se ha demostrado que la composición polipeptídica de la ATP sintasa es 

muy similar en Polytomella sp. y C. reinhardtii (Vázquez-Acevedo et al., 2006). 

kDa 

ASA1 -
Beta - 59.1 
Alfa - 56.8 

ASA2. - 45.5 

ASA4 - 31.2 
Gamma_ 30.8 

ASA3 - _36.3 

OSCP -. =~~:~ a(ATP6) _ 
Delta - -18.6 
ASA7 .... -19.5 

ASAS - 14.3 

ASA6 - _13.3 
ASAS - -10.0 

ASA9 -
_9.1 

Épsilon ...... 
-8.3 

c(ATP9)- _7.3 

Figura 9. Patrón electroforético de las subunidades de la ATP sintasa mitocondrial de Polytomella 
sp. Separación de todas las subunidades componentes de la ATP sintasa en un gel Tricina SDS-PAGE. 
Se indica la masa molecular de cada subunidad. 

Mientras que in vivo las ATP sintasas mitocondriales probablemente se encuentran en 

forma dimérica (Schagger 2002), se tiene evidencia de que al solubilizar una 

preparación de mitocondrias de corazón de bovino con el detergente lauril maltósido al 

1 % y observar su migración en un gel azul nativo, el complejo V se disocia y migra 

como un monómero de aproximadamente 750 kDa (van Lis et al., 2003) (Figura 10A); 

este fenómeno se reproduce en las enzimas de hongos y plantas superiores. 

En fuerte contraste con este comportamiento, se ha observado que las enzimas de C. 

reindhartii y Polytomella sp., solubilizadas bajo las mismas condiciones, migran como 

un dímero estable de 1600 kDa (van Lis et al., 2003, Dudkina et al., 2006). (Figura 108). 

Existen datos que sugieren que las subunidades ASA6 y ASA9 de la enzima de 

Polytomella sp. son las responsables de su dimerización (Cano-Estrada et al., 2010), ya 
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que su estequiometría con respecto a otras subunidades disminuye en la forma 

monomérica de la enzima. 

A B Cr f§: 
Cr 8t 

.... 1 

~ ~ 
v Jo- oC V 

I .. 
oC I 

"' IV 
111 ,.. 

~ III 

"' 11 IV ,.. oC ADHE 

11 ,.. f- IV 

Figura 10. Comportamiento del complejo V mitocondrial observado en electroforesis nativa (BN­
PAGE). A) En el primer carril se observa la migración de los complejos respiratorios de C. reinhardtii (Cr) 
y al complejo V como un dímero estable. En el segundo carril se observa la migración de los complejos 
respiratorios de 80S taurus (Bt) y al complejo V como monómero (Tomado de van Lis et al., 2003). B) En 
ambos carriles se observa la migración de los complejos respiratorios de C. reinhardtii (Cr) y Polytomella 
sp. (Ps), en ambas el complejo V migra como dímero (Tomado de Vázquez-Acevedo et al., 2006). 

Existen además estudios de microscopía electrónica que han revelado la presencia de 

un brazo periférico robusto en la ATP sintasa de las algas clorofíceas, que no se 

observa en la enzima de otros organismos como levadura y bovino (Dudkina et al., 

2005, Cano-Estrada et al., 2010) (Figura 11). En un análisis de imágenes de 

criomicroscopía electrónica se observó que este brazo periférico parece extenderse 

desde el sector transmembranal de un monómero hasta la región superior del 

monómero contiguo (Cano-Estrada et al., 2010) (Figura 11 C). El modelo tridimensional 

obtenido a partir de este análisis es consistente con la evidencia bioquímica que sugiere 

que la forma estable de la enzima es dimérica (Villavicencio-Queijeiro et al., 2009). 

Figura 11. Microscopías electrónicas de las enzimas diméricas de A) S. cerevisiae (Dudkina et al. 
2005) y C) Polytomella sp. (Cano-Estrada et al. 2010). En el caso de la enzima de Polytomella sp. se 
observa un brazo periférico prominente. 
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Las observaciones anteriores dieron pie a la hipótesis de que son las subunidades ASA 

las encargadas de formar el brazo periférico robusto en la ATP sintasa mitocondrial de 

las algas clorofíceas , y que es esta estructura la que le confiere tan alta estabilidad y le 

permite mantenerse en forma dimérica, aún después de haberla solubilizado con 

detergentes y extraído de la membrana. 
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4. ANTECEDENTES DIRECTOS 

Como ya se dijo , la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. tiene una composición 

atípica en lo que se refiere al brazo periférico. En nuestro grupo se han realizado varios 

trabajos para estudiar la topología de las subunidades ASA en esta enzima y sus 

interacciones han sido elucidadas a partir de diversos enfoques experimentales. 

Experimentos de disociación de la enzima con calor y experimentos con agentes 

entrecruzadores apoyan la idea de que, efectivamente, las subunidades ASA son las 

encargadas de formar el brazo periférico de la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella 

sp. Las interacciones observadas mediante el uso de agentes entrecruzadores y 

generación de subcomplejos han revelado uniones clásicas como a-j3 y a-OSCP 

(Vázquez-Acevedo et al., 2006) y también uniones entre subunidades ASA como se 

muestra en la Tabla 1 (Cano-Estrada et al., 2010). 

La estequiometría de las subunidades ASA se ha estimado a partir del marcaje de 

residuos de cisteína con agentes fluorescentes, y los datos obtenidos sugieren una 

estequiometría 1:1:1:1 para las subunidades ASA3, ASA4 y ASA5 con respecto a la 

subunidad y. Asimismo, se tiene evidencia obtenida por densitometría de geles 

desnaturalizantes teñidos con azul de Coomassie de una estequiometría 1:1:1 para las 

subundiades ASA2, ASA4 y ASA? Con base en la tinción de Coomassie de geles 

desnaturalizantes se estima que el resto de las subunidades ASA también se encuentra 

en una estequiometría 1: 1 con respecto a y (Cano-Estrada et al., 2010). 

La subunidad ASA1 es la más grande de las subunidades ASA, tiene 618 aminoácidos 

y una masa molecular de 68.6 kDa (calculado a partir de la secuencia primaria con el 

servidor ExPASy: Calculate pl/Mw). Haciendo experimentos de disociación de la enzima 

con calor para generar subcomplejos, se observó la presencia de un subcomplejo de 

aproximadamente 200 kDa compuesto por las subunidades ASA1, ASA3, ASA5, ASA8, 

a y e (Vázquez-Acevedo et al., 2006). La presencia de ASA1 en asociación con dos 

subunidades típicamente membranales como son a y e y la subunidad ASA8, de la que 
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se predice un cruce transmembranal, lo cual sugiere que esta subunidad se encuentra 

cercana a la membrana o asociada con proteínas membranales (Figura 12A). 

Homobifunctionai Heterobifunctional 

Water-insoluble Water-soluble Water-insoluble Water-soluble 

DSP DTSSP SPDP Sulfo-LC-SPDP 

0< +1'> 0<+1'> 0< +1'> 0< +1'> 
o< + OSCP o< + OSCP o< + OSCP o< + OSCP 

"'1+& "'1+& 
ASAl + ASA4 
ASAl + ASA7 

ASA2 + ASA4 + ASA7 
ASA2 + ASA4 ASA2 + ASA4 ASA2 + ASA4 ASA2 + ASA4 
ASA2 + ASA7 ASA2 + ASA7 ASA2 + ASA7 ASA2 + ASA7 
ASA3 + ASAB 
ASA6 + ASA6 

Tabla 1. Interacciones de las subunidades componentes de la ATP sintasa mitocondrial de 
Polytomella sp. Estas interacciones fueron obtenidas a partir de experimentos con agentes 
entrecruzadores (Cano-Estrada et al., 2010). 

Por otro lado, y en contraste con la observación anterior, estudios de microscopía 

demuestran una densidad electrónica considerable en el ápice de la enzima (Dudkina el 

al., 2006); este trabajo y la predicción de una conformación globular para ASA 1 son 

datos que sugieren que probablemente esta subunidad está localizada en una región 

distante de la membrana y cercana al sector F1 (van Lis el al., 2007) (Figura 12B). 

A B 

~~ 
Figura 12. Modelos de la localización de la subunidad ASA1 en la ATP sintasa mitocondrial de 
Polytomella sp. A) Modelo en el que ASA 1 se localiza asociada a la membrana junto con las 
subunidades a y ASA8. (Modificado de Vázquez-Acevedo et al., 2006). B) Modelo en el que ASA1 se 
localiza en el ápice de la enzima en el sector F1 y formando parte del brazo periférico (Modificado de van 
Lis et al., 2003). 
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Las diferencias entre ambos modelos propuestos para la localización de ASA1 nos 

llevaron a preguntarnos cómo se relaciona esta subunidad con el resto de las 

subunidades de la enzima, y de esta manera tratar de aclarar su acomodo en la ATP 

sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. 

Los datos disponibles hasta el momento han permitido proponer un modelo estructural 

de la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. tomando en cuenta todas las 

interacciones entre las subunidades ASA que se han encontrado, así como datos in 

silico de predicción de su estructura nativa y estudios de microscopia electrónica de la 

enzima. En este modelo se propone que las subunidades ASA2, ASA4 y ASA? son las 

encargadas de formar la estructura del brazo periférico mediante interacciones de 

hélices entrecruzadas (Miranda-Astudillo et al., 2014) (Figura 13) 

Figura 13. Modelo del brazo periférico de la ATP sintasa mitocondrial de Polytomella sp. Todos los 
datos bioquímicos que se tienen y los datos in silico de predicción de estructura nativa de las 
subunidades ASA2, ASA4 y ASA7 se ajustaron a un modelo tridimensional preexistente obtenido de 
estudios de microscopía electrónica para obtener este modelo en el que las subunidades ASA2, ASA4 y 
ASA7 forman el brazo periférico de la enzima a través de un subcomplejo ASA2-ASA4-ASA7 cuya 
posible estructura se modeló y se muestra a la izquierda (Miranda-Astudillo el al. , 2014). 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

El objetivo de este trabajo es estudiar las interacciones de la subunidad ASA 1 con las 

subunidades vecinas de la ATP sintasa mitocondrial del alga Polyfomella sp. 

5.2 Objetivos particulares 

o Amplificar y clonar la secuencia codificante de ASA 1 

o Clonar la secuencia codificante de OSCP 

o Sobreexpresar las proteínas correspondientes en E. coli 

o Purificar ambas proteínas 

o Realizar ensayos de interacción de las subunidad ASA1 recombinante y las 

subunidades de la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. 

o Realizar ensayos de interacción de ambas subunidades recombinantes 
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La estrategia experimental de este trabajo consistió en la clonación de los genes de las 

subunidades maduras ASA1 y OSCP de la ATP sintasa mitocondrial de Polytomella sp. 

en vectores de expresión para posteriormente sobreexpresar las proteínas en 

Escherichia coli y purificarlas mediante cromatografía de intercambio iónico. Una vez 

purificadas, las proteínas recombinantes se utilizaron para realizar ensayos de 

interacción que comprenden inmunorréplicas de tipo Far Western y copurificaciones. 

Amplificación 
por PCR 

bd Purificación 
Clonación en I Sobreexpresión I .1 mediante 

vectore~,de J I en E. coli J~ cromatografíaJ 
expreslon 

líquida 

... . .. . . .. . 

20 



7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Obtención de la proteína recombinante ASA1 

7.1.1 Amplificación 

La secuencia codificante de la subunidad ASA1 se amplificó por PCR a partir de una 

genoteca de cONA de Polyfomella sp. clonada en el fago A-ZAPII utilizando 

oligonucleótidos diseñados específicamente para este gen , con los sitios de restricción 

para las enzimas de corte Nhel y Notl (New England Biolabs). Los oligonucleótidos 

utilizados fueron los siguientes: 

Sentido 

GCG GCATGC GCTAGC TAC CTT GCC CCC CTC CGC TCT GAT 

Antisentido 

GCG CTGCAG GCGGCCGC TTA GTT ACC GTT GAC GAG ATC 

Se preparó la reacción en un volumen final de 50 [1L con 1 [1g de cONA, 200 nM de 

deoxirribonucleótidos, 2 mM de MgCI2 y 0.5 [1L de AON polimerasa Accuzyme (Bioline) 

en el amortiguador correspondiente. La temperatura de desnaturalización inicial fue de 

95°C por 5 minutos. Se realizaron 40 ciclos con una temperatura de alineamiento de 

55°C por 1 minuto y una temperatura de elongación de 72°C por 1 minuto. Se agregó 

un paso final de elongación a 72°C por 10 minutos. 

El producto de PCR fue separado mediante una electroforesis en agarosa al 1 % en 

amortiguador TAE y purificado con el sistema QIAquick de extracción en gel (Qiagen) 

siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. 
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7.1.2 Clonación 

Una vez purificado el producto de PCR, se añadieron poli adeninas (poli-As) al extremo 

3' para clonarlo usando el sistema del vector pGEM T-easy (Promega). Este vector se 

escogió debido a que permite la clonación de productos de PCR de manera eficiente. 

La reacción de adición de poli-As se llevó a cabo a 72°C en un volumen final de 

reacción de 50 f.lL con 50 mM de MgCI2 , 100 ng de deoxirribonucleótidos trifosfatados y 

0.5 f.lL de Taq Polimerasa (Invitrogen). La reacción de ligación se dejó toda la noche a 

16°C siguiendo el protocolo del sistema pGEM T-easy. 

La reacción de ligación del vector pGEM con el fragmento correspondiente a ASA1 se 

utilizó para transformar células competentes de la cepa DH5a de Escheríchia coli con 

choque térmico. Para llevar a cabo la transformación se añadió 1 [1g del plásmido a 100 

[1L de células competentes y la mezcla se incubó por 30 min en hielo. Pasado ese 

tiempo se incubó a 42°C por 2 min e inmediatamente se regresó al hielo por otros 2 

mino Posteriormente se agregaron 200 [1L de medio LB a las células transformadas y se 

permitió su recuperación por 1 h a 3rC. 

Se extrajo el ADN plasmídico de las colonias obtenidas en la transformación para 

buscar la construcción pGEM-ASA1 con el sistema de extracción Wizard Plus 

(Promega) y el fragmento correspondiente a ASA1 fue liberado de este vector usando 

los sitios de restricción de las enzimas Nhel y Notl (New England BioLabs) para clonarlo 

en el vector de expresión pET28a (Novagen). Este vector añade una etiqueta de 

histidinas al extremo amino terminal de la proteína que permite purificarla por 

cromatografía de afinidad en una columna con níquel. 

La reacción de ligación del vector pET28a con el fragmento correspondiente a ASA1 se 

llevó a cabo a 16°C toda la noche en un volumen final de reacción de 20 [1L con 10% 

del volumen final de amortiguador de ligación (amortiguador 10X), 1 f.lL de T4 DNA 

Ligase (Promega) y una relación inserto:vector de 3:1. 
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Nuevamente se transformaron células competentes de la cepa DH5a y se extrajo ADN 

plasmídico para buscar la construcción pET28a-ASA1, con la que finalmente se 

transformaron células competentes de la cepa BL21-CodonPlus (DE3) RIL de E. colí 

para hacer pruebas de sobreexpresión. 

7.1.3 Sobreexpresión de la subunidad ASA 1 

Los cultivos de células se hicieron en 30 mL de medio LB adicionado con kanamicina 

50 [!g/mL y cloranfenicol 34 [!g/mL hasta alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm. Con ese 

cultivo se inocularon matraces de 2 L con 1 L de medio adicionado con los mismos 

antibióticos a 3rC hasta alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm para poder iniciar la 

inducción. 

El vector pET28a tiene un promotor inducible con IPTG y para inducir la expresión de 

ASA 1 se requirió una concentración final de 0.1 mM de I PTG e incubación por 16 horas 

a 3rC. Una vez transcurrido ese tiempo, el cultivo se centrifugó a 7000 x g por 20 

minutos y las pastillas celulares obtenidas se mantuvieron a -70°C hasta su uso. 

7.1.4 Purificación de la proteína recombinante ASA 1 

Todos los pasos se realizaron a 4°C. Todos los amortiguadores y soluciones utilizados 

se detallan en el Anexo 1 . 

a. Rompimiento de las células bacterianas: se partió de dos tubos, cada uno con la 

pastilla celular equivalente a 1 L de cultivo. Se resuspendió cada pastilla en 30 mL 

de amortiguador de rompimiento y se pasó la muestra (60 mL) a un recipiente de 

acero inoxidable enfriado a -20°C. La muestra se rompió con sonicación por 5 min a 

5 Watts de potencia en pulsos de 50% con descansos de 1 min entre cada bloque 

(sumando 30-40 min totales) y finalmente se centrifugó por 4000 x g y se guardaron 

las pastillas. 
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b. Lavado de cuerpos de inclusión (CI): se partió de las dos pastillas con CI obtenidos 

en el rompimiento. 

• Los CI se resuspendieron en 30 mL de amortiguador de lavado y se centrifugaron 

por 10 min a 4000 x g. Se recuperó la pastilla. 

• Los CI se resuspendieron en 30 mL de agua fría filtrada y se centrifugaron por 10 

min a 4000 x g. Se recuperó la pastilla. 

• Los CI se resuspendieron en 20 mL de amortiguador de lavado y se centrifugaron 

por 10 min a 4000 x g. Se recuperó la pastilla. 

• Los CI se resuspendieron en 25 mL de agua fría filtrada y se centrifugaron por 10 

min a 4000 x g. Se recuperó la pastilla. 

• Los CI se resuspendieron en 20 mL de agua fría filtrada y se centrifugaron por 10 

min a 4000 x g. Se recuperó la pastilla. 

• Los CI se resuspendieron en 20 mL de agua fría filtrada y se centrifugaron por 10 

min a 4000 x g. Estas pastillas se guardaron a -70°C hasta su uso. 

c. Solubilización de los CI: las pastillas de CI lavados se resuspendieron en 

amortiguador de solubilización , se dejaron toda la noche en agitación y finalmente la 

muestra se centrifugó a 4000 x g por 10 minutos para eliminar el material no 

solubilizado. 

d. Replegado de la proteína: la muestra de CI solubilizados se cargó a una columna 

HisTrap Sepharose FF de 5 mL (GE Healthcare) equilibrada con amortiguador de 

solubilización (Figura 14A) y conectada a un equipo ÁKTA FPLC: Bombas P-920, 

detector UPC-900, válvula de inyección I NV-907, colector Frac-920. Se diseñó un 

gradiente de replegado (amortiguador A ----> amortiguador B en Anexo 1) de 10 

volúmenes de columna con el que se disminuyó la concentración inicial de urea (8 

M) hasta 0.5 M Y llegó a concentraciones finales de 2% de glicerol y 0.5% de Tween 

20. La concentración de NaCI se mantuvo en 500 mM (Figura 14B). 

e. Elución: una vez terminado el gradiente de replegado , la proteína se eluyó con un 

gradiente de O a 500 mM de imidazol (amortiguador B ----> amortiguador C en Anexo 
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1) manteniendo iguales las concentraciones de glicerol, NaCI y urea. Se colectaron 

fracciones de 4 mL en tubos con DTT y EDTA a concentraciones finales de 20 mM y 

10 mM, respectivamente. (Figura 14C). Estas fracciones se juntaron y la muestra se 

concentró con un Amicon Ultra 10 000 MWCO (Millipore) hasta una concentración 

de 0.94 mg/mL. 

A B e 
1 CARGA 1--------+1-1 REPLEGADO 1-1 ------+1-1 ELUCIÓN 1 

HisTrap 
Sepharose FF 

Amortiguador A 

500mM NaCI 

8 M urea ~ 0.5 M urea O mM imidazol ~ 500 mM imidazol 

0% glicerol ~ 2% glicerol 

1 Amortiguador A F===>! Amortiguador B 1 Amortiguador B F===>! Amortiguador C 

Figura 14. Diagrama de replegamiento y purificación de la proteína recombinante ASA1. La muestra 
de CI solubilizados se carga a una columna Histrap Sepharose FF de 5 mL (A) en presencia de 8 M de 
urea. Esta concentración disminuye durante el replegamiento a la vez que aumenta la concentración de 
glicerol (B) y posteriormente la proteína se eluye (C) con un gradiente de imidazol. 

7.2. Obtención de la proteína recombinante OSCP 

7.2.1 Clonación 

Se partió de una construcción pGEM-OSCP, de la cual se liberó el fragmento de interés 

con las enzimas Ndel y BamHI (New England BioLabs) para clonarlo en el vector de 

expresión pET3a (Novagen). La reacción de restricción se corrió en un gel de agarosa 

al 1 % en amortiguador TAE y el fragmento correspondiente a OSCP se purificó con el 

kit QIAquick de extracción en gel (Qiagen) siguiendo el protocolo indicado por el 

fabricante. 

La reacción de ligación del vector pET3a con el fragmento correspondiente a OSCP se 

llevó a cabo a 16°C toda la noche en un volumen final de reacción de 20 !J,L con 10% 

del volumen final de amortiguador de ligación (amortiguador 10X), 1 ~L de T4 DNA 

Ligase (Promega) y una relación inserto:vector de 3:1. Se transformaron células 
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competentes de E. coli de la cepa DH5a como se describió en el apartado 7.1.2 y se 

extrajo ADN plasmídico para buscar la construcción pET3a-ASA 1, con la que se 

transformaron células competentes de la cepa BL21-CodonPlus (DE3) RIL de E. coli 

para hacer pruebas de sobreexpresión. 

7.2.2 Sobreexpresión de la subunidad OSCP 

Las células se incubaron en 30 mL de medio LB adicionado con ampicilina 50 [!g/mL 

hasta alcanzar una DO de 0.6 a 600 nm. Con ese cultivo se inocularon matraces de 2 L 

con 500 mL de medio adicionado con el mismo antibiótico a 3rC hasta alcanzar una 

DO de 0.6 a 600 nm y se indujeron con IPTG a una concentración final de 0.1 mM. Se 

dejaron en incubación por 16 horas a 3rC y una vez transcurrido ese tiempo se 

centrifugó a 7000 x g por 20 minutos y las pastillas celulares obtenidas se mantuvieron 

a -70°C hasta su uso. 

7.2.3 Purificación de la proteína recombinante OSCP 

Todos los pasos se realizaron a 4°C. 

El rompimiento celular procedió igual que para ASA1 para obtener la proteína en 

cuerpos de inclusión. Éstos fueron lavados siguiendo el procedimiento descrito 

anteriormente para ASA 1. Una vez lavados, los cuerpos de inclusión fueron 

resuspendidos en presencia de urea 8.0 M en el mismo amortiguador utilizado para 

ASA1 e igualmente se dejaron incubando toda la noche para solubilizarlos. El material 

no solubilizado se eliminó centrifugando a 4000 x g por 10 minutos. Con esta muestra 

se procedió a purificar la proteína OSCP recombinante como se describe a 

continuación. 

a. Diálisis: la muestra de CI solubilizados se dializó contra 1 L de amortiguador de 

diálisis por 12 horas y posteriormente se centrifugó a 4000 x g por 10 minutos. 
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b. Purificación: la muestra se cargó a una columna DEAE Sefarosa de 24 mL 

equilibrada con el amortiguador de diálisis y la proteína se eluyó con un gradiente de 

O a 1 M de NaCI de 10 volúmenes de columna en fracciones de 4 mL. Estas 

fracciones se juntaron y la muestra se concentró con un Amicon Ultra 10 000 

MWCO (Millipore) hasta una concentración aproximada de 0.72 mg/mL. 

7.3 Separación de proteínas mediante electroforesis 

En este trabajo se utilizaron dos sistemas de electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes: el sistema de geles de Glicina SDS-PAGE (Laemmli 1970), y el 

sistema de geles de Tricina SDS-PAGE (Schagger 1987). Las diferencias entre el uso 

de amortiguadores para cada sistema se especifican en el Anexo 1. Ambos sistemas 

permiten la separación de proteínas al ajustar la concentración de acrilamida según se 

necesite para el rango de masas moleculares de las proteínas con las que se trabaje. A 

menos que se indique lo contrario, todos los geles utilizados para visualizar proteínas 

en este trabajo fueron geles de Tricina SDS-PAGE al 12%. 

Para separar por completo las subunidades que componen a la ATP sintasa 

mitocondrial de Polyfomella sp. fue necesario combinar los dos sistemas de 

electroforesis desnaturalizante: primero se corrió al Complejo V en una primera 

dimensión en el sistema de geles de Glicina SDS-PAGE al 12% y posteriormente el 

carril se cortó y se realizó una segunda dimensión usando el sistema de geles Tricina 

SDS-PAGE al 14% (Figura 15). Con esta combinación de geles fue posible resolver 

todas las subunidades de la ATP sintasa del alga. Para nuestros fines era necesario 

poder separar la subunidad ASA4 de y y la subunidad OSCP de a. 
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1 1 
1D Glicina SDS-PAGE 2D Tricina SDS-PAGE 

Figura 15_ Combinación de electroforesis desnaturalizante utilizada para separar las subunidades 
de la ATP sintasa de Polytomella sp. Se separan las subunidades presentes en el Complejo V en un 
gel de primera dimensión (1D Glicina SDS-PAGE 12%), se corta el carril de interés completo y se corre 
en un gel de segunda dimensión (2D Tricina SDS-PAGE 14%). 

7.4 Inmunorréplica tipo Far Western 

Esta técnica está basada en la descrita previamente (Hall 2004) con las modificaciones 

que se describen a continuación. Las muestras se corrieron en un gel Tricina SDS­

PAGE que se transfirió a una membrana de nitrocelulosa a 300 mA por 2 horas en 

amortiguador de transferencia a 4°C. Posteriormente, la membrana se incubó en una 

solución de rojo de Ponceau para que fuera posible marcar todas las bandas 

transferidas. Se bloqueó toda la noche en agitación con amortiguador TBS adicionado 

con 10% de leche deshidratada y descremada. 

Después del bloqueo la membrana se lavó dos veces con TBS y se incubó en agitación 

con la proteína de interés en su amortiguador correspondiente adicionado con 1 % de 

leche por 4 horas. Las cantidades de proteína utilizadas para incubar la membrana 

fueron de 0.05 hasta 5 nanomoles. Posteriormente se hicieron 2 lavados de 5 minutos 

con TTBS y la membrana se incubó en agitación con el anticuerpo primario (dilución 1 : 

100 000) en TTBS con 1 % de leche por 3 horas. Igualmente se hicieron dos lavados 

con TTBS y se procedió a incubar en agitación con el anticuerpo secundario (dilución 1 

: 10 000) en TTBS con 1 % de leche por 2 horas. 
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El anticuerpo secundario que se utilizó se encuentra covalentemente unido a la enzima 

fosfatasa alcalina y para revelar las membranas se utilizó el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-

indolil fosfato/nitroazul de tetrazolio (BCIP/NBT) que reacciona in situ y da lugar a un 

precipitado violáceo en la membrana en el lugar de reconocimiento (Maniatis 1989). La 

solución para revelar se preparó al momento y se incubó en agitación hasta ver señal; 

para detener la reacción se dejó la membrana en agua destilada (Figura 16). 

Complejo V 

Proteína 

SDS-PAGE 
transferido a una 

membrana de 
nitrocelulosa 

Figura 16. Inmunorréplica tipo Far Western. Se muestra la secuencia de pasos que se siguieron para 
realizar estos ensayos: se transfiere un gel SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa que se incuba 
con la proteína de interés. Posteriormente se incuba con el anticuerpo primario que reconocerá a la 
subunidad nativa en el complejo y a aquellas a las que se haya unido. Finalmente se incuba con el 
anticuerpo secundario y se revela la membrana. 

7.5 Copurificación ASA1 6H-OSCP 

Todos los pasos se realizaron a 4°C. 

Se utilizaron ambas subunidades recombinantes purificadas (ASA1 con etiqueta de 

histidinas y OSCP sin etiqueta). La subunidad ASA1 (2 mg) se dializó contra 500 mL de 

amortiguador de diálisis por 3 horas para eliminar la urea y el imidazol presentes en la 

preparación y posteriormente se centrifugó a 6000 x g por 10 minutos para eliminar el 

material agregado. 
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A esta muestra se le agregó imidazol a una concentración final de 30 mM y 50 [!L de 

resina NiSepharose FF (Amersham Biosciences) equilibrada con el amortiguador de 

diálisis. Esta muestra se dejó incubando en agitación por 4 horas y al mismo tiempo se 

incubó una muestra de la subunidad OSCP (OA mg) con 20 [!L de la misma resina 

como experimento control. Pasadas las 4 horas se agregó la subunidad OSCP (2 mg) a 

la muestra ASA 1 +NiSepharose y esta mezcla se incubó por 12 horas adicionales. 

Para eliminar la proteína que no se unió, se hicieron lavados con 30 mM de imidazol en 

un volumen final de 500 [!L para la muestra OSCP+ASA 1 +NiSepharose y de 100 [!L 

para el experimento control. Para lavar se centrifugaron las muestras a 170 x g por 5 

minutos, recuperando los sobrenadantes. 

Finalmente se eluyeron ambas subunidades con lavados a concentraciones crecientes 

de imidazol (50 mM a 500 mM en pasos de 50) centrifugando igualmente y recuperando 

los sobrenadantes. Todos los sobrenadantes obtenidos se corrieron en un gel Tricina 

SDS-PAGE para observar su composición polipeptídica. 
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8. RESULTADOS 

8.1 Obtención de la proteína recombinante ASA 1 

8.1.1 Amplificación de ASA 1 

Con el propósito de purificar la subunidad ASA1 de la ATP sintasa lo primero que se 

hizo fue amplificar el gen correspondiente a partir de la genoteca de cONA de 

Polytomella sp. (Figura 17 A) 

8.1.2 Clonación de ASA 1 

Una vez amplificado, ese fragmento de AON se clonó en el vector pGEM (Figura 17B) y 

finalmente se clonó en el vector de expresión pET28a (Figura 17C), que añade una 

etiqueta de histidinas en el extremo amino terminal de la proteína de interés. 

A B 
pGEM-ASAl 

asal 1 2 3 4 

1.7 kB 

3.0 kB 
1.7 kB 

e 
pET28a-ASAl 

1 2 

5.4 kB 

1.7 kB 

Figura 17. Amplificación y clonación del gen correspondiente a ASA1. A) Fragmento 
correspondiente a ASA1 obtenido de la amplificación por PCR. B) Construcción pGEM-ASA1: carril 1 
marcador de tamaño, carril 2 plásmido sin cortar, carril 3 restricción con Nhel y las bandas 
correspondientes al peso del vector (3.0 kb) yal inserto liberado de ASA1 (1.7 kb) Y carril 4 restricción 
con Notl y las bandas correspondientes al vector y al inserto. e) Construcción pET28a-ASA1: carril 1 
marcador de tamaño, carril 2 doble restricción con Nhel y Notl y las bandas correspondientes al vector 
(5.4 kb) Y al inserto liberado (1.7 kb). 
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8.1.3 Sobreexpresión de ASA 1 

Las cuatro clonas presentaron la proteína ASA 1 sobreexpresada, ya que la banda 

correspondiente a la masa molecular de ASA 1 sólo se encuentra en las bacterias 

transformadas y no en la cepa sin transformar inducida en las mismas condiciones 

(Figura 18A). 

Para confirmar este resultado se realizó un Western Blot revelando con anticuerpo anti 

ASA 1. La banda mayoritaria observada corresponde en todos los casos a ASA 1 Y no 

hay señal en el carril que tiene la cepa sin transformar sometida a las mismas 

condiciones de inducción (Figura 18B). Se escogió la clona con el número C4 para 

purificar debido a que fue la que presentó mayor cantidad de ASA 1 sobreexpresada. 

A B 
WB anti ASAl 

CPi V C1 C2 C3 C4 CPi V C1 C2 C3 C4 

ASA1 .. ASA1 

Figura 18. Sobreexpresión de la proteína recombinante ASA1. A) Gel Tricina SDS-PAGE teñido con 
azul de Coomassie en el que se observa la cepa BL21 Codon Plus inducida (CPi), el Complejo V 
purificado de Polytomella sp. (V) y los extractos totales de los cultivos inducidos (C1 a C4). Se observa 
una banda correspondiente a la masa molecular de ASA1 que no está presente en la cepa sin 
transformar inducida. B) Western Blot anti ASA1 en el que se observa señal correspondiente a la 
subunidad ASA 1 en el Complejo V de Polytomella sp. y a la misma altura en los extractos totales de las 
cuatro colonias. En el carril con la cepa sin transformar no se observa señal. 
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8.1.4 Purificación de ASA 1 

La proteína se obtuvo en la fracción insoluble como cuerpos de inclusión (el) que 

fueron lavados en un amortiguador que contiene Triton X-100, y los sobrenadantes 

obtenidos se muestran en la Figura 19. El último carril es una muestra de los el lavados 

y se puede ver que la banda correspondiente a ASA 1 está enriquecida y las bandas de 

fondo disminuyen (comparar con el carril de la pastilla celular). 

Cllavados 

ASAl 

Figura 19. Lavado de cuerpos de inclusión de la subunidad recombinante ASA1. Gel Tricina SDS­
PAGE teñido con azul de Coomassie. De izquierda a derecha: extracto total (ET), pastilla celular (P), 
sobrenadante (S), lavados con Tritón X-100 yagua destilada y muestra de cuerpos de inclusión lavados. 
Se observa que la subunidad ASA 1 se encuentra mayoritariamente en la fracción insoluble (P) y en la 
muestra de CI lavados se puede ver el enriquecimiento de la banda correspondiente a ASA1 y la 
disminución de las bandas contaminantes. 

La subunidad ASA 1 se purificó como se explica en el punto 1.4 de la sección de 

Materiales y Métodos. En la Figura 20 se muestran las fracciones correspondientes al 

pico de elución cromatográfico de ASA 1. Se puede ver que una cantidad considerable 

de proteína no se unió a la columna y que existe degradación de la proteína eluida. 

eon la proteína recombinante purificada se procedió a realizar ensayos de interacción 

con la técnica de inmunorréplica tipo Far Western. 
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ASA1 

Figura 20. Purificación de la subunidad recombinante ASA1. Gel Tricina SDS-PAGE teñido con azul 
de Coomassie. De izquierda a derecha: lo que se cargó a la columna HisTrap Sepharose FF 5mL (C), lo 
que no se unió a la columna (NP), cuerpos de inclusión no solubilizados (NS), pico de elución de ASA1. 
Se puede observar que la proteína ASA 1 eluyó con el gradiente de imidazol ya que la banda 
correspondiente a su masa molecular se encuentra fuertemente enriquecida. 

8.2 Obtención de la proteína recombinante OSCP 

8.2.1 Clonación de OSCP 

El fragmento correspondiente a OSCP se liberó de una construcción pGEM-OSCP y se 

clonó en el vector de expresión pET3a ya que éste permite la obtención de la proteína 

recombinante carente de etiqueta de histidinas (Figura 21). 

1 2 

0.6 kB 

Figura 21. Clonación del gen correspondiente a OSCP. Construcción pET3a-OSCP. Carril 1 marcador 
de tamaño, carril 2 la restricción del plásmido con las enzimas Ndel y BamHI. Se observan las bandas 
correspondientes al tamaño del vector (4.6 kb) Y al inserto liberado de OSCP (0.7 kb). 
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8.2.2 Sobreexpresión de OSCP 

Se hicieron pruebas de sobreexpresión con ocho clonas y se obtuvo la proteína OSCP 

sobreexpresada en todas las clonas probadas como se muestra en el gel con los 

extractos totales de los cultivos inducidos en la figura 22. Se escogió la clona C4 para 

posteriormente purificar la proteína. 

CPi C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 ca 

OSCP 

Figura 22. Sobreexpresión de la proteína recombinante OSCP. Gel Tricina SDS-PAGE teñido con 
azul de Coomassie. De izquierda a derecha se observa el extracto total de cultivo de ASA 1 (1) 
sobreexpresada, la cepa BL21 Codon Plus inducida (CPi) y los extractos totales de los cultivos inducidos 
(C1 a C8) de OSCP. Se observa la presencia de una banda correspondiente a la masa molecular de 
OSCP en las ocho clonas, que no se encuentra en la cepa sin transformar inducida con IPTG. 

8.2.3 Purificación de OSCP 

Esta proteína, como ASA 1, se obtuvo en la fracción insoluble en cuerpos de inclusión 

que fueron lavados siguiendo el mismo procedimiento que se siguió para ASA 1. 

También se obtuvo una banda enriquecida con OSCP y la disminución de las bandas 

de fondo (Figura 23). 
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Lavados Cllavados 

OSCP 

Figura 23. Lavado de cuerpos de inclusión de la subunidad recombinante OSCP. Gel Tricina SDS­
PAGE teñido con azul de Coomassie. De izquierda a derecha: extracto total (ET), pastilla celular (P), 
sobrenadante (S), lavados con Tritón X 100 yagua destilada y muestra de cuerpos de inclusión lavados. 
Se observa que la proteína OSCP se encuentra en la fracción insoluble (P) y en la muestra de CI lavados 
se observa el enriquecimiento de la banda correspondiente a la masa molecular de OSCP. 

La muestra obtenida de CI lavados y solubilizados se cargó en una columna DEAE 

Sefarosa y se purificó como se describe en el punto 2.2 de la sección de Materiales y 

métodos. En la Figura 24 se muestran los geles correspondientes al perfil de elución de 

OSCP, en los que se puede observar que la proteína OSCP eluye al aplicarse un 

gradiente de NaCI a la columna. Esta proteína se purificó con muy pocos contaminantes 

y no se observó degradación. 

C 
NaCI 

Figura 24. Purificación de la subunidad recombinante OSCP. Gel Tricina SDS-PAGE teñido con azul 
de Coomassie. De izquierda a derecha: lo que se cargó a la columna DEAE Sepharose FF (C) y el 
gradiente de elución de OSCP. Se observa que la proteína eluye con el gradiente de NaCI sin que haya 
degradación. 
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8.3 Ensayos de interacción entre ASA 1 Y las otras subunidades de la ATP sintasa 

mitocondrial de Polytomella sp. 

8.3.1 Inmunorréplica tipo Far Western 

El primer ensayo de Far Western se realizó con el complejo V purificado de Polytomella 

sp. en la membrana, incubando con concentraciones crecientes de ASA 1 Y revelando 

con anticuerpo anti-ASA 1. Además de la banda correspondiente a la subunidad ASA 1 

del complejo, que es reconocida directamente por el anticuerpo anti-ASA 1, se observó 

la señal para la subunidad ~, con la subunidad ASA4 o y y con la subunidad OSCP o a. 

La duda de cuál subunidad es la teñida en este experimento se debe a que éstas 

migran prácticamente igual en geles de Tricina SDS-PAGE (ASA4 con y y OSCP con a) 

(Figura 25). En estos experimentos la aparición de bandas adicionales indica una 

posible interacción de la proteína ASA 1 con otros polipéptidos de la ATP sintasa. 

A B 
WB 

1 V 1 V 

e 
~ 

v 

=ASAl 
Beta 

.. ASA4 o gamma 

.. OSCP o a 

Figura 25. Interacción de la subunidad ASA1 recombinante con las subunidades de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. A) Gel Tricina SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie en el que se 
observa la subunidad ASA 1 (1) Y el complejo V purificado de Polytomella sp. (V) B) Western Blot 
decorado con anticuerpo anti ASA 1 en el que se observa el reconocimiento de ASA 1 recombinante y 
ASA 1 en el Complejo V de Polytomella sp. e) Far Western Blot incubado con concentraciones crecientes 
de ASA 1 recombinante en el que se observan interacciones entre la subunidad ASA 1 Y la subunidad 
OSCP del complejo V purificado de Polytomella sp., así como una posible unión con las subunidades 
beta, ASA4 o gamma y OSCP o a. 
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Dado el resultado anterior y con el objetivo de corroborar la interacción ASA 1-0SCP, se 

procedió a realizar un ensayo de Far Western con la proteína OSCP recombinante en la 

membrana. En este experimento se observó la tinción de la banda correspondiente a la 

proteína OSCP, cuya intensidad aumentó a medida que aumentó la cantidad añadida 

de ASA 1 (Figura 26). Este resultado sugiere que ASA 1 efectivamente se une a OSCP, 

sugiriendo que en el experimento anterior ASA1 se une a OSCP y no a la subunidad a. 

(Figura 25). 

A B e 
WB~ 

1 OSCP 1 OSCP OSCP 

Figura 26. Interacción de la subunidad ASA1 recombinante con la subunidad recombinante OSCP. 
A) Gel Tricina SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie en el que se observan las subunidades 
recombinantes ASA 1 Y OSCP B) Western Blot decorado con anticuerpo anti ASA 1 en el que se observa 
el reconocimiento de ASA 1 recombinante C) Far Western Blot en el que se observa la unión entre la 
proteína ASA 1 recombinante y la proteína OSCP recombinante en la membrana. 

8.3.2 Inmunorréplica tipo Far Western en geles de segunda dimensión 

Para corroborar las interacciones deducidas de los ensayos de Far Western anteriores 

era necesario separar por completo todas las subunidades de la ATP sintasa 

mitocondrial de Polytomella sp., para lo cual se combinaron dos sistemas de 

electroforesis como se describe en el punto 3 de la sección de Materiales y métodos. 

Una vez obtenida la separación deseada (Figura 27 A) se realizó un ensayo de Far 

Western sobre la membrana con las subunidades resueltas por segunda dimensión. Se 
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observó la aparición de bandas que sugieren uniones específicas entre ASA1 y OSCP, 

entre ASA 1 Y 13 y entre ASA 1 Y Y (Figura 27C). 
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Figura 27. Interacción de la subunidad ASA1 recombinante con las subunidades de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. en geles 20 Tricina SOS-PAGE mediante la técnica de 
inmunorréplica tipo Far-Western. A) Geles de 10 Glicina SOS-PAGE y 20 Tricina SOS-PAGE teñidos 
con azul de Coomassie en los que se observa la separación de todas las subunidades de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. B) Western Blot decorado con anticuerpo anti ASA 1 en el que se observa 
el reconocimiento de la subunidad ASA1 en el complejo V de Polytomella sp. e) Far Western Blot anti 
ASA1 en el que se revelan uniones específicas ASA1-beta, ASA1-gamma, ASA1-gamma' y ASA1-0SCP. 

El resultado anterior se confirmó haciendo el experimento complementario, incubando 

con la proteína recombinante OSCP y revelando con anticuerpo anti- OSCP. En este 

ensayo de Far Western se observó la aparición de bandas que sugiere la unión entre 

OSCP y ASA1, lo cual confirma los resultados anteriores, además de las uniones entre 

OSCP y a, y entre OSCP y y. (Figura 28) 
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Figura 28. Interacción de la subunidad OSCP recombinante con las subunidades de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. en geles 20 Tricina SOS-PAGE mediante la técnica de 
inmunorréplica tipo Far-Western. A) Geles de 1 D Glicina SDS-PAGE y 2D Tricina SDS-PAGE teñidos 
con azul de Coomassie en los que se observa la separación de todas las subunidades de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. B) Western Blot decorado con un anticuerpo anti OSCP en el que se 
observa el reconocimiento de la subunidad OSCP en el complejo V de Polytomella sp. C) Far Western 
Blot anti OSCP en el que se observan uniones específicas OSCP-ASA1, OSCP-alfa y OSCP-gamma. 

Para hacer un estudio más detallado de la interacción ASA1-0SCP, se utilizaron dos 

versiones adicionales de la proteína OSCP, una con etiqueta de histidinas (OSCP6H ) y 

otra sin extremo carboxilo terminal (OSCP-N); ambas purificadas en condiciones 

desnaturalizantes por cromatografía de afinidad a partir de construcciones realizadas 

previamente. Se hicieron ensayos de inmunorréplica tipo Far Western en los que se 

incubó con una sola concentración de la subunidad ASA1, se mantuvo a las distintas 

proteínas OSCP en la membrana y se decoró con anticuerpo anti ASA1. 
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Los resultados observados confirman la interacción ASA 1-0SCP y descartan la 

influencia de la etiqueta de histidinas sobre la misma. Además, la ausencia de señal en 

el carril con OSCP-N indica que la interacción entre ASA1 y OSCP probablemente está 

dada por el extremo carboxilo de OSCP (Figura 29). 

A B e 
WB FWB 

8 J" 8 ~ 8 J" 8 ~ 8 J" 8 ~ 
8 8 8 

v 1 cY cY cY V 1 cY cY cY V 1 cY cY cY 

Figura 29. Interacción de la subunidad ASA1 recombinante con diferentes subunidades 
recombinantes OSCP. A) Gel Tricina SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie en el que se observa el 
complejo V (V) Y las subunidades recombinantes ASA 1 (1), OSCP6H , OSCP y OSCP-N B) Western 810t 
decorado con anticuerpo anti ASA 1 en el que se observa el reconocimiento de ASA 1 en el complejo V y 
la subunidad recombinante C) Far Western 810t en el que se observa la unión entre la proteína ASA1 
recombinante y ambas proteínas OSCP recombinantes enteras (OSCP6H y OSCP); no se observa señal 
en el carril con OSCP-N. 

8.4 Copurificación ASA 16H-OSCP 

Para confirmar la interacción ASA 1-0SCP observada en las inmunorréplicas tipo Far 

Western se realizó la copurificación de ambas subunidades haciendo uso de la etiqueta 

de histidinas de ASA 1. Ambas proteínas coeluyeron con un gradiente de imidazol, lo 

cual es indicativo de una interacción (Figura 30A). Por otra parte, se demostró que no 

existe unión inespecífica de la proteína OSCP (que no tiene etiqueta de histidinas) a la 

resina utilizada (Figura 30B). 
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Figura 30. Copurificación de las proteínas ASA 1 Y OSCP recombinantes por cromatografía de 
afinidad. A) Se observan las muestras iniciales de ASA1 (C1) y de OSCP (CO) seguidas de once 
lavados con 30 mM de imidazol y la presencia de ambas subunidades (OSCP y ASA1-6His) en la elución 
con un gradiente de O a 500 mM de imidazol. B) Se observa que no hay unión inespecífica de la 
subunidad OSCP a la resina dado que no eluye con el gradiente de imidazol. 

Con el objetivo de profundizar en el conocimiento de la interacción ASA 1-0SCP se 

llevaron a cabo análisis in silico de predicción de estructura y alineamientos de las 

secuencias correspondientes. Se identificaron las regiones de la subunidad b 

involucradas en la interacción con OSCP del brazo periférico de la enzima de bovino 

(Rees el al., 2009) y se alinearon las secuencias de ASA 1 Y b por medio de BLASTP 

para buscar residuos conservados; un análisis similar se hizo para OSCP y se alinearon 

las secuencias de esta subunidad en bovino y en Polyfomella sp. (Figura 31A) 

A través del alineamiento de las secuencias de la subunidad OSCP perteneciente a 

otras algas clorofíceas y a algas trebuxofíceas y mamielofíceas se encontró que cuatro 

de los residuos involucrados en la interacción con la subunidad b en bovino están 

conservados en el linaje de las algas clorofíceas (VDMS) y de éstos dos están 

conservados en los otros dos linajes (D y S) (Figura 31 B). Una vez identificadas las 

regiones de interacción de las subunidades ASA1 y OSCP, se modeló esta asociación 

tomando como base la estructura cristalográfica de la enzima de bovino (Figura 32). 
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Figura 31. Alineamientos de la región de interacción de la subunidad b y OSCP con las secuencias 
de ASA1 y de la subunidad OSCP de Polytomella sp. A) Se muestran resaltados en amarillo los 
residuos involucrados en la interacción de la subunidad b con OSCP según la estructura cristalográfica 
de la enzima de bovino y de éstos aquellos conservados en la subunidad ASA 1 están resaltados en 
amarillo y en un recuadro. En la parte inferior se muestran resaltados los residuos involucrados en la 
interacción de la subunidad OSCP de la enzima de bovino (St) y los conservados en la subunidad OSCP 
de Polytomella sp. (Ps). B) Alineamiento de la subunidad OSCP de algas clorofíceas, mamielofíceas y 
trebuxofíceas. En el recuadro se encierran los residuos conservados. 

A B 

Figura 32. Modelos de la subunidad OSCP y de la región de unión de la subunidad ASA1 sobre la 
estructura cristalográfica de la enzima de bovino. Se modelaron el extremo amino terminal (OSCP-N) 
y la región de unión entre las subunidades ASA1 y OSCP en el brazo periférico. A) Sobreposición de los 
modelos obtenidos sobre la estructura cristalográifca de la enzima de bovino (POS 2WSS). En morado se 
muestra el fragmento amino terminal de OSCP, en azul la región de unión de OSCP con la subunidad 
ASA1 mostrada en verde, en gris se muestra la estructura cristalográfica del sector F1 (Rees et al., 2009). 
B) Acercamiento de la región de unión entre OSCP y ASA 1 observada en (A). Se muestran en negro los 
residuos conservados entre las subunidades de Polytomella sp. y 80S taurus tanto para ASA 1 como para 
OSCP. Los colores corresponden a los de (A). 
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Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten proponer un nuevo modelo del 

acomodo de las subunidades ASA en la ATP sintasa mitocondrial de Polytomella sp., 

específicamente de aquellas involucradas en la formación del brazo periférico, el cual 

se esquematiza en la figura 32. Los datos obtenidos en el presente trabajo permiten 

proponer que la subunidad ASA 1 se extiende desde la región membranal hasta la 

región catalítica de la enzima (interactuando así con OSCP y probablemente con la 

subunidades y y ~). 

7 

3 

5 

698 a 

Figura 32. Modelo de la topología de las subunidades ASA del brazo periférico de la ATP sintasa 
mitocondrial de Polytomella sp. Se ilustra el acomodo propuesto de las subun idades ASA basado en 
datos bioquímicos anteriores y en los datos obtenidos en este trabajo. 
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9. DISCUSiÓN 

Es importante conocer cómo interaccionan las proteínas para entender el 

funcionamiento de una célula. A través de los años se han desarrollado varios métodos 

para el estudio de asociaciones entre proteínas, que pueden ser aproximaciones in vivo 

o in vitro. Algunas de las técnicas de estudio de interacciones in vivo más comunes son 

el sistema de doble híbrido (Fields y Song 1989), la transferencia de energía de 

resonancia de Fi:irster (FRET) (Gordon et al., 1998) y la transferencia de energía por 

bioluminiscencia (BRET) (Pfleger et al., 2006). 

El sistema de doble híbrido está basado en la activación de genes reporteros cuando 

dos proteínas se asocian y se puede aplicar en células bacterianas, de levadura o de 

mamífero; se utiliza principalmente para el estudio de proteínas solubles , aunque 

existen modificaciones para utilizarlo con proteínas de membrana (Wang et al., 2004). 

Una desventaja importante de este método es la presencia de resultados tanto falsos 

positivos como falsos negativos, además de que no está asegurado el plegamiento de 

los dominios de unión. Por su parte, los estudios de interacción por fluorescencia 

requieren del diseño de vectores de expresión, del equipo necesario para realizar los 

ensayos y no pueden utilizarse para determinar si dos proteínas se unen directamente 

(Wu et al., 2007). 

En este trabajo se utilizó la inmunorréplica tipo Far Westem para estudiar interacciones, 

ésta es una técnica in vitro que se desarrolló inicialmente con el objetivo de identificar 

proteínas en bibliotecas de expresión de proteínas fusionadas a GST y marcadas 

radioactivamente (Kaelin et al., 1992); sin embargo actualmente se utiliza para estudiar 

interacciones de proteínas no modificadas y es una aproximación que permite 

determinar si dos proteínas se unen directamente. 

Una ventaja de utilizar esta técnica es que en principio permite que una de las proteínas 

de interés se exprese endógenamente en la célula, sin necesidad de purificarla; sin 

embargo, trabajar con ambas proteínas purificadas disminuye considerablemente la 

posibilidad de obtener falsos positivos. Una de las desventajas de estudiar 
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interacciones por Far Western es que pueden ocurrir uniones inespecíficas. Para 

rninirnizar esta posibilidad, las rnernbranas se lavan después de cada incubación con un 

arnortiguador que contiene detergente y alta concentración de sal (corno es el TT8S 

utilizado en este trabajo), lo cual perrnite elirninar falsos positivos. Estos lavados, sin 

ernbargo, pueden prevenir la forrnación e identificación de uniones rnás débiles entre 

proteínas; para poder observar este tipo de uniones, Sato y colaboradores rnodificaron 

el rnétodo convencional de Far Western prornoviendo la unión de las proteínas (la que 

está en solución con las que están en la rnernbrana) utilizando agentes 

entrecruzadores, lo cual perrnite observar tanto uniones débiles corno uniones fuertes 

(Sato et al., 2011 ). 

Para los fines perseguidos con este trabajo, la técnica de estudio de interacciones por 

inrnunorréplica de tipo Far Western fue rnuy útil debido a que es un sisterna eficiente 

para trabajar con proteínas insolubles. En estos experirnentos las proteínas de interés 

fueron incubadas en un arnortiguador diseñado específicarnente atendiendo a las 

particularidades de cada una, en especial el pH. Asirnisrno, arnbas proteínas fueron 

incubadas en presencia de detergente y glicerol para evitar su agregación. Esta es una 

rnanera de asegurar que las proteínas rnantengan su estructura secundaria y así sea 

posible su interacción con las proteínas en la rnernbrana. Por su parte se considera que 

las proteínas en la rnernbrana se han replegado, al rnenos parcialrnente, debido a que 

durante las incubaciones se elirnina el detergente de la electroforesis desnaturalizante. 

Siernpre y cuando el dorninio principal de interacción se haya replegado es posible que 

arnbas proteínas interaccionen. Igualrnente, tarnbién es posible que queden expuestos 

dorninios que no deberían interaccionar. 

La interacción ASA 1-0SCP identificada en este trabajo indica que en la ATP sintasa 

rnitocondrial de Polyfomella sp. existe la interacción de una proteína clásica, corno es 

OSCP que está presente en las enzirnas de otros organisrnos, y una proteína atípica 

propia de las algas, corno es ASA 1. En cuanto a las asociaciones de OSCP con el resto 

de las subunidades de la ATP sintasa, se ha dernostrado que interacciona con la 

subunidad b del brazo periférico (McLachlin et al., 1998), de la cual no existe hornólogo 
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en la ATP sintasa de Polyfomella sp; sin embargo, en este trabajo encontramos que 

algunos de los residuos involucrados en la interacción de b con OSCP en la enzima de 

bovino están presentes en la subunidad ASA1 de Polyfomella sp., lo cual sugiere la 

posibilidad de que la última sea una subunidad b La subunidad b de E. colí, la cual 

forma un dímero que se asocia a través de una hélice entrecruzada (Del Rizzo et al., 

2002) interacciona con la subunidad ú (homólogo de OSCP en bacterias) a través de su 

extremo carboxilo terminal (McLachlin et al., 1998). Se sabe también que cada 

subunidad b tiene una hélice transmembranal que interacciona con el sector Fa 

(Dmitriev et al., 1999). 

Por otra parte, en la ATP sintasa de corazón de bovino OSCP interacciona con la 

subunidad a del núcleo catalítico (Carbajo et al., 2005, Rees et al., 2009) y existe 

evidencia de esta interacción en Polyfomella sp. (Vázquez-Acevedo et al., 2006, 

Villavicencio-Queijeiro et al., 2009, Cano-Estrada et al., 2010). La interacción a-OSCP 

se da por la unión de superficies hidrofóbicas de las hélices 1 y 5 del extremo amino 

terminal de OSCP con cadenas laterales hidrofóbicas de la subunidad a (Carbajo et al., 

2007). A la fecha , no hay más evidencias de contactos entre el extremo amino terminal 

de OSCP y otras subunidades de la ATP sintasa, y se ha propuesto que en E. coli el 

único contacto con a es suficiente para resistir el movimiento generado por el 

mecanismo rotatorio; sin embargo, se desconoce si sucede lo mismo en la enzima 

mitocondrial (Walker y Dickson 2006). 

En este trabajo presentamos evidencia de otro contacto de la subunidad OSCP en la 

ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp., ya que además de observar su interacción 

con a (dada muy probablemente a través de su dominio amino terminal), observamos 

su interacción con ASA1 , mediada por su extremo carboxilo terminal. Siendo así, ASA1 

podría funcionar como equivalente de la subunidad b clásica, ya sea sola o en conjunto 

con otras subunidades ASA. Esta idea está apoyada por datos anteriores (Vázquez­

Acevedo et al., 2006), ya que en el subcomplejo generado al disociar la enzima con 

calor se encontró la subunidad ASA 1 en asociación con subunidades membranales, lo 

cual indica la posible presencia de un dominio membranal, como el que tiene la 
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subunidad b de E. colí (Dunn et al., 2000). De ser así, ASA 1 tendría contacto con 

subunidades membranales y con subunidades del sector F1, las mismas interacciones 

que tiene la subunidad b en la ATP sintasa de bacterias ; sin embargo aún se tienen que 

confirmar o descartar estas interacciones. 

Otra interacción observada a través de las inmunorréplicas tipo Far Westem realizadas 

en este trabajo fue ASA1-y. En este sentido, la estructura cristalográfica de la F1-ATP 

sintasa reveló que el rotor central (y/Ú/E/ClO) se extiende desde la región de la membrana 

hasta el núcleo catalítico, y que éste es atravesado por una hélice de la región carboxilo 

terminal de la subunidad y, dejando esa parte de la proteína expuesta en el ápice de la 

enzima (Abrahams 1994). Siendo así, hay dos posibles interpretaciones de la 

interacción ASA1-y observada: la primera es que ASA1 al ser una proteína tan grande 

tiene la dimensión suficiente para extenderse a lo largo del brazo periférico hasta la 

parte más alta de la enzima y así alcanzar a asociarse con OSCP y con la parte de la 

subunidad y que está expuesta; la segunda es que su interacción con y no sea en el 

ápice de la enzima sino con la parte que forma el rotor. Esta interacción, sea cual fuere, 

tiene que ser estudiada con mayor profundidad. La interacción observada de OSCP con 

la subunidad y en los experimentos de Far Westem bidimensionales sugiere que la 

primera hipótesis es la más probable. 

El brazo periférico es una estructura común en las ATP sintasas rotatorias , ya que 

también se encuentra en las ATP sintasas vacuolares (V-ATP sintasas) y en las A1Aa­

ATPasas de arqueas (A-ATP sintasas) (Miranda-Astudilllo 2012); es de las partes 

menos estudiadas de la enzima y las subunidades que lo componen están poco 

conservadas (Cano-Estrada et al., 2010). El brazo periférico mantiene unidos el sector 

F1, el rotor central y las subunidades a y c del sector Fa. Su principal papel es funcionar 

como el estator de la enzima y contrarrestar la tendencia de rotación del núcleo 

catalítico u3!33 en respuesta al movimiento del rotor y del anillo de subunidades c. 

La base del brazo periférico está asociada con el anillo de subunidades c, cuya rotación 

está impulsada por el paso de protones hacia la matriz mitocondrial ; cada giro completo 
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del rotor genera 3 moléculas de ATP y, según modelos hechos con la enzima de 

levadura (Stock et al., 1999), cada uno requiere la traslocación de diez protones. Se ha 

propuesto que esta diferencia entre lo que entra al anillo (un protón por subunidad e) y 

lo que sale del sector F1 (tres moléculas de ATP) requiere que durante el movimiento 

del rotor se almacene energía temporalmente , probablemente en un elemento elástico, 

que se vaya liberando en dosis para impulsar cada giro de 1200 del rotor (Walker y 

Dickson 2006). 

Se han propuesto dos candidatos que podrían encargarse de almacenar energía: la 

región de hélice alfa de la subunidad y (Ma et al., 2002) y el brazo periférico 

(Cherepanov et al., 1999, Wachter et al., 2011); sin embargo la hipótesis de que y sea 

responsable aún no se ha confirmado experimentalmente. La idea de que el brazo 

periférico es una estructura flexible capaz de almacenar energía se basa en 

experimentos en los que se han añadido o eliminado residuos de la subunidad b y ésta 

se mantiene funcional , observación que se ha interpretado como señal de flexibilidad 

(Sorgen et al., 1999). Estos experimentos, sin embargo, no ofrecen información sobre la 

estructura o función del brazo periférico en la enzima sin cambios en la subunidad b. 

La mayoría de los datos que se tienen respecto a la estructura y función del brazo 

periférico se ha obtenido de estudios con la ATP sintasa mitocondrial de corazón de 

bovino o de E. eoli. En las algas clorofíceas, como ya se mencionó, el brazo periférico 

está formado por otras subunidades, no homólogas a las clásicas, y que por lo tanto no 

necesariamente conservan las características que típicamente le darían al brazo la 

capacidad de funcionar como almacén de energía. 

En Polyfomella sp. se ha propuesto que el brazo periférico está formado por las 

subunidades ASA2, ASA4 y ASA?, Y que la interacción entre ellas está dada por 

contactos hélice-hélice (Miranda-Astudillo et al., 2014), como es el caso de las 

proteínas que forman los brazos en la enzima de bacterias, levaduras, mamíferos y 

arqueas (Miranda-Astudilllo y González-Halphen 2012). 
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Con un análisis in si/ico de predicción de hélices entrecruzadas (coiled coi/s) se 

encontró que estas tres subunidades tienen tendencia a formar este tipo de estructura. 

La subunidad ASA1 tiene un alto porcentaje (30%) de tendencia a la formación de 

hélices entrecruzadas y se ha visto asociada con ASA? (Vázquez-Acevedo et al., 2006, 

Cano-Estrada et al., 2010). Estos datos sugieren que ASA1 también forma parte de la 

estructura del brazo periférico. 

El brazo periférico de la ATP sintasa de Polyfomella sp. es entonces una estructura más 

robusta y prominente que aquella de las enzimas de otros organismos 

(ASA 1 /ASA2/ASA4/ASA? suman aproximadamente 156 kDa), lo cual hace pensar en 

una estructura menos flexible que, aunque es lo suficientemente rígida para 

contrarrestar el movimiento del rotor, no tendría la misma capacidad de movimiento que 

tienen otros brazos para poder almacenar energía elástica (Miranda-Astudillo et al., 

2014). 

Juntando los datos disponibles sobre la estructura y función del brazo periférico de la 

ATP sintasa mitocondrial con los datos obtenidos en este trabajo, podemos proponer 

que la subunidad ASA1 es un componente importante del brazo periférico de la ATP 

sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. que se extiende desde una región cercana a la 

membrana intema mitocondrial hasta el ápice de la enzima, donde interacciona con la 

subunidad OSCP, probablemente de manera semejante a la interacción que existe con 

la subunidad b en la enzima de otros organismos. Esta interacción , junto con las que se 

han propuesto anteriormente, apoya la idea de un brazo periférico muy rígido y poco 

flexible en la ATP sintasa de las algas clorofíceas. Las consecuencias fisiológicas de 

esta posible rigidez quedan por ser exploradas. 
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10. CONCLUSiÓN 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican una interacción entre la subunidad 

ASA1 y la subunidad OSCP de la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella sp. que está 

mediada por el extremo carboxilo terminal de la segunda. Esta interacción sugiere la 

vecindad topológica entre una proteína clásica de la enzima (OSCP) con una subunidad 

atí pica (ASA 1) que sólo se encuentra en el brazo periférico de las ATP sintasas de 

algas pertenecientes al linaje de las algas clorofíceas. 
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11. PERSPECTIVAS 

Entre las perspectivas de este trabajo está confirmar o descartar la interacción ASA 1-y 

observada en las inmunorréplicas tipo Far Westem e investigar más a fondo las 

implicaciones que tendría esta interacción de resultar cierta. De igual manera, confirmar 

o descartar la interacción observada con la subunidad 13. Sería conveniente también 

obtener a la subunidad ASA1 sin etiqueta de histidinas para así poder llevar a cabo la 

copurificación ASA 1-0SCP complementaria a la realizada en este trabajo. 

Una aproximación más detallada al estudio de las interacciones de la subunidad ASA1 

se podría llevar a cabo fragmentando a las proteínas recombinantes en sus extremos 

amino y carboxilo. De esta forma será posible identificar cuál es la parte de la proteína 

involucrada en cada interacción. 

Por otro lado, realizar la copurificación de la subunidad ASA1 en complejo con otras 

subunidades ASA, particularmente con ASA2, ASA4 y ASA?, implicaría reconstituir una 

sección importante del brazo periférico de la ATP sintasa mitocondrial de Polyfomella 

sp. con proteínas recombinantes , lo cual sería una contribución importante al estudio de 

la estructura de este sector de la enzima. 
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ANEXO 13.1. Amortiguadores y soluciones utilizados 

Amortiguadores para la purificación de ASA 1 

Amortiguador para el rompimiento celular 

NaH 2P04 

Nael 
Triton X-1 00 

50 mM 
500 mM 
1% 

Amortiguador de lavado de el 

NaH 2P04 

Nael 
Triton X-1 00 

pH 7.8 

50 mM 
500 mM 
5% 

Amortiguador de solubilización (A) 

NaH 2P04 

Nael 
Urea 

pH 7.8 

50 mM 
500 mM 
8M 

Amortiguador de replegado (B) 

NaH 2P04 

Nael 
Urea 
Glicerol 
Tween 20 

pH 7.8 

50 mM 
500 mM 
0.5 M 
2% 
0.5% 

Amortiguador de elución (e) 

NaH 2P04 50 mM 
Nael 500 mM 
Urea 0.5 M 
Glicerol 2% 
Tween 20 0.5% 
Imidazol 500 mM 

pH 7.8 
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Amortiguadores para la purificación de osep 

Amortiguadores de rompimiento, de lavado de el y de solubilización de el son los mismos que 
para ASA1. 

Amortiguador de diálisis 

MES 
EOTA 
Glicerol 
Tween 20 

pH 6 

20 mM 
1 mM 
2% 
0.05% 

Amortiguador de elución 

MES 
EOTA 
OTT 
Glicerol 
Tween 20 
Nael 

pH 6 

20 mM 
1 mM 
1 mM 
2% 
0.05% 
1 M 

Soluciones y amortiguadores para Western Blot y Far Western Blot 

Amortiguador de transferencia 

Tris 
Glicina 
SOS 
Metanol 

pH 8.3 

TBS 

Tris 
Nael 

pH 7.5 

TTBS 

Tris 
Nael 
Tween 20 

pH 7.5 

25 mM 
192 mM 
0.1% 
20% 

20 mM 
0.5 M 

20 mM 
0.5 M 
0.05% 
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Solución de tinción Ponceau 

Rojo de Ponceau al 0.1 % en 5% de ácido acético 

Amortiguador de incubación de ASA 1 

NaH 2P04 

NaCI 
Urea 
Glicerol 
Tween 20 

pH 7.8 

50 mM 
500 mM 
0.5 M 
2% 
0.5% 

Amortiguador de incubación de OSCP 

MES 
EDTA 
DTT 
Glicerol 
Tween 20 

pH 6 

Solución reveladora 

NaHC03 

MgCI2 

pH 9.8 

Al momento: 

NBT 
BCIP 

Solución NBT 15 mM 

20 mM 
1 mM 
1 mM 
2% 
0.05% 

0.1 M 
1 mM 

1 mLl100 mL 
1 mLl100 mL 

60 mg en 2.8 mL de Dimetilformamida y 1.2 mL de agua destilada 

Solución BCIP 15 mM 

30 mg en 4 mL de agua destilada 
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Amortiguadores para la copurificación ASA1 6wOSCP 

Amortiguador de diálisis 

NaH 2P04 

NaCI 
Glicerol 
Tween 20 

pH 8 

50 mM 
500 mM 
2% 
0.05% 

Amortiguador para lavados 

NaH 2P04 50 mM 
NaCI 500 mM 
Glicerol 2% 
Tween 20 0.05% 
Imidazol 30 mM 

pH 8 

Amortiguador para elución 

NaH 2P04 50 mM 
NaCI 500 mM 
Glicerol 2% 
Tween 20 0.05% 
Imidazol 500 mM 

pH 8 

Soluciones y amortiguadores para geles Tricina SDS-PAGE 

Acrilamida 30% Bis-acrilamida 0.98% 
Amortiguador electroforético 
Glicerol 79.5% 
Agua destilada 
Persulfato de amonio 10% 
TEMED 

Solución madre de acrilamida 

Acrilamida 
Bis-acrilamida 

30% 
0.98% 

Gel separador 

12% 14% 
3 mL 3.5 mL 

3.5 mL 3 mL 
1 mL 1 mL 

- -
50 [tL 50 [tL 
5 [tL 5 [tL 

Gel 
concentrador 

3% 
400 [tL 
750 [tL 

-
1.85 mL 
20 [tL 
3 [tL 
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Amortiguador electroforético 

Tris 3M 
Hel 1 N 
SOS 0.3% 

Amortiguador ánodo 

Tris 0.2 M 

pH 8 

Amortiguador cátodo 

Tris 0.1 M 
Tricina 0.1 M 
SOS 0.1% 

Soluciones y amortiguadores para geles Glicina SOS-PAGE 

Acrilamida 30% Bis-acrilamida 0.8% 
Tris 0.375 M pH 8.8 
SOS 10% 
Agua destilada 
Persulfato de amonio 10% 
TEMED 

Acrilamida 30% Bis-acrilamida 0.8% 
Tris 0.125 M pH 6.8 
SOS 10% 
Agua destilada 
Persulfato de amonio 10% 
TEMED 

Solución madre de acrilamida 

Acrilamida 30% 
Bis-acrilamida 0.8% 

Amortiguador ánodo y cátodo 

Glicina 
Tris 
SOS 

pH 8.3 

0.192 M 
0.025 M 
0.1% 

Gel separador 
12% 

3.95 mL 
2 mL 

100 [tL 
4 mL 
50 [tL 
5 [tL 

Gel concentrador 
3% 

990 [tL 
90 [tL 
30 [tL 
1.9 mL 
20 [tL 
3 [tL 
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Solución de tinción con azul de Coomassie 

Etanol 50% 
Ácido acético 10% 
Coomassie Blue G 0.1 % 

Solución desteñid ora 

Ácido acético al 10% en agua 

Solución desnaturalizante de carga 

SOS 
Glicerol 
Tris 
Coomassie Blue G 
Beta mercaptoetanol 

10% 
30% 
100 mM 
0.3% 
4% 

65 



ANEXO 2: Artículo publicado 

66 



Biochimica etBiophysica Acta 1837 (2014) 1-13 

Contents lists available at ScienceDirect 

Biochimica et Biophysica Acta 

ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbabio 

Interactions of subunits Asa2, Asa4 and Asa7 in the peripheral stalk ofthe 
mitochondrial ATP synthase of the chlorophycean alga Polytomella sp. 

CrossMark 

Héctor Miranda-Astudillo a .1, Araceli Cano-Estrada a.1 , Miriam Vázquez-Acevedo a, Lilia Colina-Tenorio a , 

Angela Downie-Velasco a, Pierre Cardol b, Claire Remac1e b, 

Lenin Domínguez-Ramírez a.2, Diego González-Halphen a.* 

a Instituto de Fisiología Celular. Universidad Nacional Autónoma de México. México D.F.. Mexico 
b Genetics ofMicroorganisms. Institute ofPlant Biology. University ofLiege. Liege. Belgium 

ARTICLE INFO ABSTRACT 

Article history: 
Received 4 March 2013 
Received in revised form 24July 2013 
Accepted 2 August 2013 
Available online 9 August 2013 

Keywords: 
F1 Fo-AlP synthase peripheral-stalk 
Dimenc mitochondrial complex V 
Chlorophycean algae 
Chlamydomonas reinhardtii 
Polytomella sp. 
Asa subunits 

Mitochondrial FIFo-ATP synthase of chlorophycean algae is a complex partially embedded in the inner mitochon­
drial membrane that is isolated as a highly stable dimer of 1600 kDa. It comprises 17 polypeptides. nine of which 
(subunits Asa1 to 9) are not present in classical mitochondrial ATP synthases and appear to be exclusive of the 
chlorophycean lineage. In particular. subunits Asa2. Asa4 and Asa7 seem to constitute a section of the peripheral 
stalk of the enzyme. Here. we over -expressed and purified subunits Asa2. Asa4 and Asa 7 and the corresponding 
amino-terminal and carboxy-terminal halves of Asa4 and Asa7 in order to explore their interactions in vitro. 
using irnmunochemical techniques. blue native electrophoresis and affinity chromatography. Asa4 and Asa7 in­
teract strongly. mainly through their carboxy-terrninal halves. Asa2 interacts with both Asa7 and Asa4. and also 
with subunit a in the Fl sector. The three Asa proteins form an Asa2/ Asa4/ Asa 7 subcomplex. The entire Asa 7 and 
the carboxy-terminal half of Asa4 seem to be instrumental in the interaction with Asa2. Based on these results 
and on computer-generated structural models of the three subunits. we propose a model for the Asa2/Asa4/ 
Asa7 subcomplex and for its disposition in the peripheral stalk ofthe algal ATP synthase. 

1. Introduction 

Mitochondrial FIFo-ATP synthase (complex V) is the main ATP pro­
ducing enzyme in non-photosynthetic eukaryotes. The complex works 
as a rotary motor driven by an electrochemical proton gradient [1,2]. 
Proton translocation through the Fo sector drives rotation of the central 
stalk (the gamma subunit) that extends from the membrane-embedded 
c-ring into the center of the Fl sector. The conformational changes 
induced by the gamma subunit in Fl allow the synthesis of ATP in 
the catalytic sites of the beta subunits [3] . Chlorophycean algae Iike 
Chlamydomonas reinhardtii and Polytomella sp. exhibit a highly stable, di­
meric mitochondrial Fl Fo-ATP synthase with an apparent molecular mass 
of1600 kDa [4]. This dimeric complex al so has a unique overall architec­
ture exhibiting two stout peripheral stalks as judged by electro n micros­
copy analyses [5-8]. The functional core of the algal enzyme is formed 
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by the eight classic subunits a, 13, 'Y, 0, E, a (ATP6), e (ATP9), and OSCP 
[9]. In addition, the complex contains nine atypical subunits (Asa1 to 
Asa9) that constitute the robust peripheral stalk and that seem to partic­
ipate also in the dimerization of the complex [10-13]. The presence of 
these atypical subunits was originally suggested based on N-terminal se­
quences of the polypeptide components of the mitochondrial ATP 
synthase of C. reinhardtii [14] and mining of the green algal genome 
[15]. To date, genes encoding homologs of Asa subunits seem to be 
present exclusively in chlorophycean algae [13]. 

The subsequent biochemical characterization of the algal enzyme 
was carried out with Polytomella sp. [7], since this colorless alga, c10sely 
related to C. reinhardtii, lacks both chloroplasts and cell wall, therefore 
allowing an easy isolation of mitochondria and purification of its oxida­
tive phosphorylation components [16,17]. Work carried out with the 
Polytomella ATP synthase established neighboring interactions between 
Asa subunits, mainly through the identification of subcomplexes formed 
by heat dissociation and by using cross-Iinking agents [10,12]. In partic­
ular, two cross-Iink products were consistently obtained, with more 
than one bi-functional reagent: Asa2 + Asa4 and Asa2 + Asa7 [7]. 
These experiments and others led to the proposal of models of the topo­
logical disposition of the Asa polypeptides [7,10,11]. In order to gain 
more insights on how Asa proteins interact, in this work we over­
expressed and purified the recombinant Asa2, Asa4 and Asa7 subunits 
and explored their interactions in vitro using different experimental 
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approaches. Based on the obtained data, we propose a refined model for 
the disposition of these three subunits in the peripheral stalk of the 
algal, mitochondrial ATP synthase. 

2. Materials and methods 

2.1. Algal strains and growth conditions 

Polytomella spec. (Strain number 198.80, isolated by E.C. Pringsheim) 
was obtained from the Culture Collection of Algae at the University of 
Góttingen and grown as previously described [1 8}. 

2.2. Polytomella mitochondrial AT? synthase purification 

The algal ATP synthase was purified following the described proce­
dure [10[. 

23. Protein analysis 

Blue native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) was car­
ried out as described (19) and denaturing gel electrophoresis was canied 
out in a Tricine-SOS-PAGE system [20}. When indicated, 10-BN-PAGE 
was followed by 20-Tricine-SOS-PAGE [20]. Protein concentrations 
were estimated according to Markwell et al. [21 ]. 

2.4. Dissociation of the A1P synthase into subcomplexes 

The purified algal ATP synthase (120 ¡Jg of protein) was incubated 
for 30 mm on ice in the presence of 0.04% lithium dodecyl sulfate 
(llOS) and the resulting sample subjected to BN-PAGE in 4-12% gradi­
ent acrylamide gels. The lane of interest was excised and incubated in 
the presence of 1% SOS and 1% [:.-mercaptoethanol for 15 min and 
then subjected to 20 Tricine-SOS-PAGE in 14% aaylamide gels. 

2.5. Cloning of the cDNAs encoding subunits of the A1P synthase of 
Polytomella sp. in expression vectors 

The cONAs of Asa2, Asa4-n, Asa4-c, Asa7, Asa7-n, Asa7-c were PCR­
amplified from a Polytomella sp. cONA library cloned in "I\-ZapIl phages 
using specific oligonucleotide primers: for Asa2, forward 5'-GAC GCf 
GCC GT(CjG(f) GecCjG/T) er(c(f) AecC(f) TAC-3' and reverse 5'-TCA 
(G/A/C)AC (G/A)GC GTA (G/A)CC erG (G/A/C)GC erC-3'; for Asa4, for­
ward 5 '-GCf ACC GAG Ccf GCf GTITC-3 ' and reverse 5'-TIAAGCAGC 
GAC CIT AGG GC-3'; for Asa4-N, forward 5'-Ger ACC GAG cer GerGIT 
TC-3 ' and reverse 5 '-TIACIT GGC CIT AGC CGCAM-3 '; for Asa4-C, for­
ward 5'-MG TIT GGC CAG GAG ACC-3 ' and reverse 5'-TIA AGC AGC 
GAC CIT AGG GC-3 '; for Asa7 forward 5'_CIT ACC ACf TIT ACC TIC-3 ' 
and reverse 5'-CfA TGC TIG GAG AGG AGG AAG-3 '; for Asa7-N forward 
5'_CIT ACC ACf TIT ACC TIC-3 ' and reverse 5'-TIA GTI CfG GAT AGA 
AGA GTG GAG-3'; for Asa7-C forward 5'-ATC CAG MC TAC erc CIT 
TCf -3 ' and reverse 5'-CfA TGCTIG GAG AGG AGG MG-3 '. The resulting 
amplicons were cloned in a pFf28a vector that adds a hexa-histidine tag 
(6His-tag) in the N-terrninus of the corresponding proteins using the 
following restriction sites: for Asa2 NheI and SalI; for Asa4-N and Asa4-
C, NdeI and BamHI; and for Asa7, Asa7-N and Asa7-C, NdeI and SalI. 
The cONAs of Asa2, Asa4, Asa4-n, and Asa4-cwere cloned in a pFf3a vec­
tor (no 6His-tag) using the restriction sites NdeI and BamHI. 

2.6. Overexpression of recombinant proteins 

All overexpression conditions were similar for the seven proteins. 
Escherichia coH BL21-CodonPlus competent cells were transformed 
with their corresponding vector by heat shock at 42 cC for 2 mino Bacte­
rial cells were grown in LB medium containing 64 ¡Jg/mL chloramphen­
icol supplemented with 50 ¡.tg/mL kanamycin for those expressing the 
pET28a vector and 100 ¡Jg/mL ampicillin for those expressing the 

pFf3a vector. The overexpressed polypeptides were: Asa2 (GenBank 
GU014474) lacking around 25 residues in the N-terrninus and 39 
residues in the C-terrninus; the complete Asa4 subunit (GenBank 
GQ168485); the complete Asa7 subunit (GenBank GQ427067), the 
Asa4-N fragment (16.4 kOa comprising residues 1 to 154 of Asa4), the 
Asa4-C fragment (14.9 kOa comprising residues 107 to 194 of Asa4), 
the Asa7-N fragment (7.6 kOa, comprising residues 1 to 77 of Asa7) 
and the Asa7-C fragment (11.91dJa, comprising residues 74 to 176 of 
Asa7). 

2.7. Isolation ofinclusion bodies 

Two liters of culture media was inoculated with bacteria and incu­
bated at 37 cC until an absorbance value ofO.6 at 600 nm was obtained. 
Then, isopropyl [:.-O-l-thiogalactopyranoside (IPTG) was added to a 
0.1 mM final concentration and the culture was incubated for 16 addi­
tional hours. The culture was then centrifuged at 6000 g for 15 min, 
and the resulting pellet resuspended in lysis buffer (50 mM NaH2P04, 

500 mM NaO, 1% Triton X-lOO, pH 7.8) and sonicated with 8 pulses 
(setting 5 W, 50% output) of 5 min each using a Branson-450 sonifier. 
Inclusion bodies (ICBs) were recovered by centrifugation at 12,000 g 
for 10 mino ICEs were then washed as described [22 ] with slight modi­
fications. ICBs were resuspended in PBS (50 mM NaH2P04, 500 mM 
NaCl, pH 7.8) containing 5% Triton and immediately after recovered 
by centrifugation at 12,000 g for 10 mino The resulting pellet was 
resuspended in distilled water and centrifuged in the same conditions. 
These washes were repeated once again with PBS containing 5% Triton 
X-lOO and three times with distilled water. ICBs were then refrigerated 
and sto red at - 80 cC until used. 

2.8. Purification of recombinant proteins 

All steps were carried out at 4 cC except when indicated. The ICBs 
were thawed and dissolved in PBS buffer containing 8.0 M urea for 
12 h. The solution was centrifuged at 17,500 gfor 10 mino The recombi­
nant Asa4 polypeptide was dialyzed against 2 L of refolding buffer 
[3D mM CAPS pH 10.0,0.5 mM sodium EDTA, 1 mM DIT, and 2% (vjv) 
glycerol] for 12 h and then centrifuged at 17,500 g for 10 mino The 
resulting supematant was loaded on a OEAE-Sepharose FF 10/300 col­
umn (20 mL) and eluted with a gradient of O to 500 mM NaCl in the 
same refolding buffer. The Asa2, Asa4-N, Asa4-C, Asa7, Asa7-N and 
Asa7-C proteins were purified in denaturing conditions using affinity 

chromatography. The samples were diluted with PBS to obtain a final 
concentration of 4.0 M urea and then, a 1 M imidazole solution in the 
same buffer was added to reach a final concentration of 10 mM in the 
sample. Then, the sample was loaded on a 5 mL HisTrap FF crude column 
(GE Healthcare tife Sciences), equilibrated with PBS containing 4 M 
urea. The column was washed with the same buffer in the presence of 
30 mM imidazole and then, the proteins of interest were eluted with a 
30 to 500 mM imidazole gradient. The fractions obtained from the col­
umn were analyzed by Tricine-SOS-PAGE, and those enriched with the 
recombinant protein of interest were collected, mixed, concentrated, 
and stored at - 70 cC until used. 

2.9. Antibody production and immunoblotting 

Antibodies were generated against sublll1it Asa4, against the recom­
binant proteins Asa2 and Asa7-C. Either the entire Polytomella AlP 
synthase (20 to 50 ¡Jg of protein per lane) or 20 ¡Jg of the recombinant, 
isolated proteins was resolved by Tricine-SOS-PAGE (14% acrylamide) 
in the presence of 25 mg/L of Serva Blue G in the upper buffer as de­
scribed [23]. The ATP synthase Asa4 subunit and the recombinant pro­
teins Asa2 and Asa7-C were excised from the gel, grinded in the 
presence of 20 mM Tris (pH 7.0), mixed with Freund's complete adju­
vant and injected into rabbits for antibody production. Westem blot 
analysis was carried out as described [24] with modifications {25]. 
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Colorimetric detection was carried out using a goat anti-rabbit IgG conju­
gated with alkaline phosphatase (1 :3000 for 2 h) in the presence ofnitro­
blue tetrazolium chloride and 5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p­
toluidine salt The images of the polypeptide bands decorated with the 
insoluble black-purple precipitates were captured in a HP Scanjet G4050. 

2.10. Protein-protein interactions assayed by Far-Western analysis 

Far-Western analysis was carried out according to 126]. The isolated 
ATP synthase of Polytomella sp. was subjected to Tricine-SDS-PAGE in 
12% acrylamide gels and then transferred to nitrocellulose membranes. 
The lanes containing the denatured enzyme were incubated in TIBS 
buffer (20 mM Tris-HC! pH 8.0, 500 mM NaC!, and 0.05% Tween-20), 
in the presence of inaeasing concentrations of externally-added, puri­
fied Asa2, Asa4, Asa4-N or Asa4-C polypeptides for 4 h. In the case of 
the Asa7 polypeptide, which tended to aggregate easily, a different buff­
er was used: 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 200 mM sodium EDTA, 2.0 % 
glycerol, 200 mM NaCl, and 0.5% sodium cholate. The membranes incu­
bated with the externally-added protein were washed 2 times with the 
corresponding buffer. Then, the antibody against the recombinant pro­
tein was added, followed by the secondary antibody, and the membrane 
stained as described for Western blot analyses [25]. 

2.11. Protein-protein interactions assayed by ajJinity chromatography 

These experiments were carried out using crude bacterial extracts 
containing the overexpressed, recombinant subunits Asa7, Asa7-N, 
Asa7-C and Asa2 (containing a 6His-tag), and the recombinant subunits 
Asa-4, Asa4-N and Asa4-C (lacking a 6His-tag). ICBswere prepared from 
100 mL of bacterial culture, washed and solubilized with 6 M guanidine 
in PBS buffer (50 mM NaH2P04 , 100 mM NaCl, pH 7.8). The insoluble 
material was removed by centrifugation at 17,500g for 10 mino Each 
resulting crude extrad supernatant containing the corresponding 
6His-tagged subunitwas loaded ontoa 1 mLHisTrap columnequilibrat­
ed with PBS buffer. Then the column was washed with PBS containing 
30 mM imidazole, 0.01 % Tween-20 and 3 M guanidine, followed by a 
second wash with the same buffer in the presence of 1 M guanidine 
and a third and final wash with the same buffer containing 0.5 M guani­
dine. Also, 0.01% ofTween-20was added to the supernatants containing 
the recombinant proteins lad<ing a 6His-tag, followed by dialysis 
against PBS buffer. Each dialyzed crude extract sample was loaded 
onto the HisTrap column where one of the proteins with 6His-tag was 
previously bound. The columns were washed with PBS buffer contain­
ing 0.01% Tween-20 and 30 mM imidazole. Then, an imidazole gradient 
from 30 to 500 mM was applied in order to elute the proteins that 
remained bound to the coluIlUl. Whenever the 6His-tagged protein 
coeluted with the non 6His-tagged protein, both proteins were consid­
ered to have interacted inside the column. The absorbance at 280 nm of 
the eluted fractions was monitored and selected fractions were 
subjected to Tricine-SDS-PAGE (12% acrylamide) and then transferred 
to a nitrocellulose membrane. Proteins were analyzed by Western blot 
using specific antibodies. 

In order to assess any possible unspecific binding the recombinant 
subunit of interest, lad<ing a 6His-tag, was loaded onto a 1 mL HisTrap 
coluIlUl with no bound protein. 

2.12. Protein-protein interactions assayed by Blue Native Electrophoresis 

One nanomole of each subunit was mixed in a denaturing solution 
containing 50 mM Bis-Tris pH 7.0, 4 mM DTI, 750 mM E-amino 
caproic acid, 0.15% SDS and 0.1 % Coomassie Brilliant Blue G. The mixture 
was incubated at 94 cCduring 10 minand subjected to BN-PAGE in 12% 
acrylamide gels [20] at 4 ce. Proteins were expected to renature in the 
BN-gel and establish specific interactions. Gels were run at 80 V for 
1.5 h and then at 200 V, until the desired separation of polypeptides 
was achieved. For interaction assays in the presence of Asa7, gels 

containing 14% acrylamide were used. Selected lanes of the BN-gels 
were then subjected to 2D-Tricine-SDS-PAGE. 

2.13. Protein stability at difJerent pHs 

Samples containing two nanomoles ofthe proteins of interest or the 
mixture of two proteins, were dialyzed at 4 cC against 500 mM NaCl 
and 20 mM of each one ofthe following buffers: phosphates (pH 2.0), 
acetate (pH 4.0), Mes (pH 6.0), MOPS (pH 7.0), Tris (pH 8.0) oc CAPS 
(pH 10.0). Then, sampleswere centrifuged at 17,500 g and both the pel­
let and a fraction of the supernatant were analyzed by Tricine-SDS­
PAGE. 

2.14. Fonnation oI anAsa2jAsa4jAsa7 subcomplex 

All steps were performed at 4 cC unless otherwise stated. The Asa4 
subunit was purified as described in Section 2.8 except that 0.01 % 
Tween 20 was added to the buffer. The enriched fractions identified 
by Tricine-SDS-PAGE were mixed and stored at - 70 cC lll1til used. 
The 6His-tagged Asa7 subunit was purified as mentioned in 
Section 2.8 except that three HisTrap FF columns (GE Healthcare tife 
Sciences) joined in tandem were used and 0.05% Tween 20 was added 
to the buffer. The enriched fractions were mixed and concentrated up 
to 004 mgimL in an Amicon Ultra-15 centrifugal filter unit (Millipore). 
For Asa2 subunit, the sample of solubilized ICBs obtained as described 
in Section 2.8 was diluted to 400 mL with a buffer containing 30 mM 
CAPS, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM DIT, 2% glycerol pH 10.0 and then loaded 
onto a DEAE Sepharose FF 10/300 column (20 mL) equilibrated with the 
same buffer. The protein was eluted with a linear NaCl gradient from O 
to 500 mM in the same buffer (10 colurnn volumes). The eluted frac­
tions were analyzed in Tricine-SDS-PAGE and the enriched fractions 
were mixed and stored at - 70 cC until used. 

Purified Asa4 (untagged) and Asa7 (6His-tagged) subunits (10 mg of 
each protein) were mixed and dialyzed together against 3 L of a buffer 
containing 50 mM NaH2P04, 500 mM NaCl, 0.05% and Tween 20 
pH 7.8 for 12 h. The sample was centrifuged at 17,500 g for 10 min, im­
idazole was added to a final concentration of 30 mM, and 750 ¡.tL of Ni 
Sepharose 6 FF resin (Amersham Biosciences) was added to the mixture. 
The sample was incubated under continuous shaking for 8 h and then 
washed ten times by centrifugation at 500 g for 5 min with 7 mL of the 
same buffer containing imidazole 30 mM. The Asa4/Asa7 subcomplex 
was recovered with two 7 mL volumes containing 500 mM imidazole 
in the same buffer. 

The purified Asa4/Asa7 subcomplex was mixed with 38 mg of puri­
fied Asa2 subunit (untagged) and dialyzed against 3 L of a buffer con­
taining 50 mM NaH2P04, 200 mM NaCl, 0.05% Tween 20 pH 7.8 and 
incubated under continuous shaking for 8 h. The sample was then cen­
trifuged at 17,500g for 10 min, loaded on a 1 mL HisTrap FF column 
(GE Healthcare Lire Sciences) and recrrculated for 8 h using a LKB­
Peristaltic-Pump P-l (Pharmacia) at a flow ofO.5 mL min-l. Then, the 
column was attached to an AlGA monitor UPC-900 Workstation (GE 
Healthcare tife Sciences) washed with the same buffer containing 
30 mM imidazole until a base line was obtained (30 column volumes) 
and the subcomplex was eluted when a linear imidazole gradient 
from 30 to 500 mM was applied. The eluted fractions were analyzed 
by Tricine-SDS-PAGE to identifY those that corresponded to the Asa2/ 
Asa4/Asa7 subcomplex. 

2.15. Stoichiometry oIsubunits in the Asa2jAsa4jAsa7 subcomplex 

Purified ATP synthase from Polytomella sp. and the isolated, recom­
binant ASA7 subunit (6His-tagged) were separated in a Tricine-SDS­
PACE at inaeasing known protein concentrations. The resulting gels 
were stained with Coomassie Blue. Gel images were captured in a Gel­
ChemiDoc Scanner System (Bio-Rad) and the densitometric analysis 
was perforrned with the program GelAnalyzer 2010a (http://www. 
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gelanalyzeLcom/index.html). A graph of peak area of the polypeptide 
bands versus protein quantities (in picomoles) was constructed and ad­
justed to a linear function. Each fraction corresponding to the obtained 
Asa2/Asa4/Asa7 subcomplex elution was also separated in a Tricine­
SOS-PACE and the densitometry data from each band was interpolated 
to the corresponding linear function obtained from the Asa2 and Asa4 
subunits of the ATPase and from the recombinant, isolated 6His­
tagged Asa7 protein. Thus, we estimated the stoichiometry of subunits 
Asa2:Asa4:Asa7 in the Asa2/Asa4/Asa7 subcomplex. 

2.16. Protein structure prediction and protein-protein doc/dng 

Isoelectric points were calculated using "Compute pI/Mw" at EXPASY 
(http://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pUool). The model of sub­
units Asa2 (Iacking the first 7 residues ofthe N-terminal region and the 
last 43 residues of the C -terminal region) and the full-Iength Asa4 were 
made in Robetta server (http://robetta.bakerlab.org) of the University 
of Washington [27]. In both cases, a set of 5 possible models was 
obtained. The model of subunit Asa7 was made with the Quark program 
at the Zhang Lab server of the University of Michigan (http://zhanglab. 
ccmb.umich.edu/Quark/) [28]. A set of ten possible models were 
obtained. The model number 2 of every subunit was chosen because of 
its solvent exposed residues and because it exhibited an elongated struc­
ture, as expected of a component of the peripheral stalk. Hydrogen atoms 
and charges were added to the Asa2, Asa4 y Asa7 models and 1000 steps 
(steepest descent set at 0.02 A per step) of energy minimization were 
carried out using the ff99SB forcefield of UCSF Chimera software 
(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) [29]. Protein-protein docking pre­
diction was carried out in the Vakser Lab server ofthe University ofKan­
sas (http://VakseLbioinformatics.Ku.edu/resources/gramm/grammx/) 
[30]. The docking prediction between Asa4 and Asa7 subunits was car­
ried out first. A set of 50 possible models were obtained. AII the models 
that did not exhibit an interaction in accordance with the data obtained 
in this work were discarded. The model that predicted an interaction be­
tween the carboxy-terminal half of Asa4 and the carboxy-terminal half of 
Asa7 was selected. The in silico Asa4/Asa7 subcomplex was then used to 
dock the Asa2 subunit. A new set of 50 possible models were obtained, 
where the final model was chosen in accordance with the obtained ex­
perimental results. The interfaces of the subcomplex obtained were ana­
Iyzed by Oimplot [31] and the surface calculations for cavities as 
implemented in PyMol (http://www.pymol.org/, The PyMOL Molecular 
Craphics System, Version 1.5.004 Schrodinger, LLC) in order to as ses s 
their packing quality. 

3. Results 

3.1. Over -expression and purification DI recombinant Asa subunits 

In order to address the study of the interaction of some of the sub­
units that constitute the peripheral stalk of the ATP synthase of 
Polytomella sp., the corresponding polypeptides were over-expressed 
and purified as described in Sections 2.6, 2.7 and 2.8, and compared to 
the polypeptide pattern of the isolated ATP synthase. The purified 
recombinant subunits Asa2, Asa4 and Asa7, and their corresponding 
fragments Asa4-N, Asa4-C, Asa7-N and Asa7-C were loaded on a 
Tricine-SOS-gel (Fig. 1). AII recombinant subunits exhibit a single, 
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Fig. 1. Polytomella ATP synthase and the recombinant Asa subunits used in this work. 
Tricine-SDS polyacrylamide gel showing the polypeptide pattem of the Polytomella ATP 
synthase complex (25 ¡Jg of protein, lane 1). The identity of its 16 subunits is indicated. 
Three micrograms of each recombinant Asa subunits overexpressed and purified in this 
work was loaded in lanes 2 to 8. Sorne of the recombinant proteins, like Asa?, exhibit slight­
ly higher apparent molecular masses than the original subunits due to the presence of the 
6His-tag. In contras!, Asa2 exhibits a lower molecular mass, due to the absence of several 
residues in its N- and e-termini. Molecular masses are 38.6 kDa for Asa2 (lane 2), 
31.2 kDa for Asa4 (lane 3), 16.4 kDa for Asa4-N (lane 4), 14.9 kDa for Asa4-e (lane 5), 
20.5 kDa for Asa? (lane 6), ?6 kDa for ASA?-N (lane Y), and 11.9 kDa for Asa?-e (lane 8). 

main polypeptide, although discrete bands that may represent dimeric 
forms were observed in some preparations (Fig. 1, lanes 4 and 5). Anti­
bodies raised against subunits Asa2, Asa4 and Asa7 of the Polytomella 
ATP synthase also recognized the corresponding purified recombinant 
subunits, and the anti-Asa4 antibody recognized the Asa4-N and Asa4-
C fragments, albeit the Asa4-N fragment more poorly (Suppl. Fig. 1). 
This suggests that the main immunogenic epitopes of Asa4 are found 
in its carboxy-terminal region. 

32. On the interaction DI Asa4 and Asa7 

Far-Western blotting is one of the techniques employed to detect 
protein-protein interactions. We first assayed a possible interaction be­
tween the purified, recombinant Asa4 subunit and the entire ATP 
synthase, exploring the possibility that the recombinant polypeptide 
could bind to some of the subunits of the complex. Severallanes of ni­
trocellulose membrane containing the same concentration of ATP 
synthase were incubated with increasing concentrations of the isolated, 
recombinant Asa4 subunit and then decorated with the anti-Asa4 anti­
body mentioned aboye (Fig. 2A). As expected, the anti-Asa4 antibody 
strongly recognized the original Asa4 polypeptide of the ATP synthase 
in alllanes. Nevertheless, at increasing concentrations of the externally 
added, recombinant Asa4, the antibody started to recognize a second 
band, which was identified as Asa7, based on its molecular mass 
(Fig. 2A, lanes 4 to 7). This indicated that the externally added, recombi­
nant Asa4 subunit interacted with the Asa7 polypeptide bound to the 
nitrocellulose membrane, and was therefore also recognized by the 

Fig. 2. Interaction of Asa4 with Asa? A, B) Far-Westem analyses of Polytomella ATP synthase (25 ¡Jg of protein per lane) incubated for 4 h with increasing nanomoles of the isolated, re­
combinant Asa4 (A) and Asa? (B) polypeptides as indicated (in aS mLfinal volume), and then decorated with an anti-Asa4 (A) or an anti-Asa? (B) antibody. e) Interaction of Asa4 and 
Asa? assayed by affinity chromatography. The crude extract containing expressed Asa4 subunit was loaded on a 1 mL HisTrap column containing no bound protein (upper panel) or to 
which the Asa? subunit, containing a 6His-tag, was previously bound (lower panel). Westem blot decorated with anti-Asa4 and anti-Asa? antibodies of the fractions eluted from the col­
umn upon application of a 30 to 500 mM imidazole gradient Lane 1, crude extract loaded on the column; lane 2, protein excluded from the column; lanes 3 and 4, proteins excluded from 
the column after washing with 30 mM imidazole. D) Identification of Asa4-Asa? subcomplexes. One nanomole of each protein was incubated together in a final volume of 50 ¡.¡L and load­
ed onto lD-BN-PAGE followed by 2D-Tricine-SDS-PAGE. A putative Asa4-Asa? subcomplex is indicated with a white arrow. Three micrograms of each ofthe molecular mass markers, Asa4 
(31.2 kDa), Asa4-e (14.9 kDa) and Asa? (20.5 kDa) was loaded on the gel on its left-hand side. E) Stability ofthe isolated, recombinant Asa4 and Asa? subunits at different pHs. Two 
nanomoles of Asa4 (upper panel), Asa? (middle panel) and a mixture of Asa4 and Asa? (lower panel) in 100 ¡.¡L final volume were dialyzed against buffers with the indicated pHs and 
centrifuged. Then, 30 ¡.¡L of each pellet and supematant was loaded on the gel. 
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anti-Asa4 antibody. At relatively high concentrations of externally­
added Asa4, the anti-Asa4 antibody also recognized Asal (Fig. 2A, 
lanes 6 and 7). We interpret this signal as a weak interaction of Asa4 
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with Asal. In all the Far-Western experiments, the bands that appeared 
at high concentration of the recombinant, isolated protein were 
interpreted with caution, since unspecific interactions may occur. 
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We predicted that the complementary Far-Westem experiment, now 
using the isolated, recombinant Asa7, should recognize the original Asa4 
subunit ofthe ATP synthase complexo Lanes containing the same concen­
tration of ATP synthase were incubated with increasing concentrations 
of the isolated, recombinant Asa7 subunit and decorated with an anti­
Asa7 antibody (Fig. 2B). As expected, the anti-Asa7 antibody recognized 
the Asa7 subunit of ATP synthase in alllanes. At increasing concentra­
tions of extemally-added recombinant Asa7, the antibody also recog­
nized additional bands, corresponding to Asa 1, Asa4 and OSCF (Rg. 2B, 
lanes 3 to 6). Trus suggested that Asa7 may interact with these three 
subunits. 

In order to further explore the interaction of Asa4 and Asa7 with a 
different experimental approach, the isolated, recombinant Asa7 con­
taining a 6His-tag, was bound to a HisTrap nickel column. Then, the re­
combinant Asa4 (lacking a 6His-tag) was loaded on the column and 
washed with 30 mM imidazole. A second identical column, containing 
only the nickel matrix with no protein bound to it, was loaded with 
Asa4 (lacking the 6His-tag) and flm in parallel. This second colurnn 
served as a control to assay a possible adventitious interaction of Asa4 
with the nickel matrix. While Asa4 readily eluted in the first fractions 
of the column lacking bound Asa7 (Fig. 2C, upper panel), Asa4 was 
retained in the column containing the 6His-tagged Asa7. In order to re­
cover both proteins, the column was eluted in the presence of a 30 to 
500 mM imidazole gradient, that released Asa7 along with its bound 
Asa4 (Fig. 2C, lower panel). 

The interaction of Asa4 and Asa7 was also assayed using an addition­
al approach. A mixture of isolated, denatured, recombinant Asa4 and 
Asa7 was subjected to BN-PACE, expecting that during the non­
denaturing electrophoretic technique both proteins would renature 
and interact, forming an Asa4jAsa7 subcomplex. To analyze these 
non-denaturing gels, the lanes obtained from BN-PACE were subjected 
to 20-Tricine-SOS-PACE. Although a large amount offree Asa4 and Asa7 
migrated to the front ofthe 1 O-BN gel, discrete bandswith a higher mo­
lecular mass were observed, suggesting the formation of an Asa4jAsa7 
subcomplex (Fig. 20, bands indicated with a white arrow). 

The interaction of Asa4 and Asa7 was finally explored using a fourth 
different technique. The stability of the two isolated, recombinant Asa4 
and Asa7 proteins was assayed by incubation at different pHs followed 
by centrifugation. If the protein was not soluble at a certain pH, it 
would precipitate and would be recovered in the corresponding pellet 
after centrifugation. Asa4 (pI = 5.19) was highly soluble, since it was 
recovered in the supematants at almost all the pHs explored (from 2.0 
to 10.0), while only small amounts precipitated at pH 4.0 and 10.0 
(Fig. 2E, upper panels). In contrast, Asa7 (pI = 9.03) was less soluble, 
and tended to precipitate easily, so it was mainly recovered in the pel­
lets (Fig. 2E, middle panels). A mixture of Asa4 and Asa7 recombinant 
proteins was also incubated at different pHs and then subjected to dif­
ferential centrifugation. When Asa7 was in the presence of Asa4, both 
proteins remained in the soluble fraction, except at pH 2.0, where 
they both partially precipitated (Rg. 2E, lower panels). Thus, these ex­
periments suggest that Asa4 tends to stabilize Asa7 and maintain it in 
solution, probably preventing its aggregation by protein-protein 
interactions. 

3.3. On the interaction oI Asa4 fragments and Asa7 

In order to determine which domains of Asa4 and Asa7 are critical 
for interaction, lanes containing the same concentration of ATP synthase 
were transferred to a nitrocellulose membrane and incubated with in­
creasing concentrations of the recombinant Asa4-C fragment. Then, 
the membranes were decorated with the anti-Asa4 antibody (Fig. 3A). 
As in previous experiments, the anti-Asa4 antibody recognized the 
Asa4 subunit of ATP synthase in alllanes. Nevertheless, at increasing 
concentrations of extemally-added Asa4-C fragment, the antibody rec­
ognized additional bands, corresponding to Asa1 and Asa7, and more 
faintly, OSCP (Rg. 3A, lanes 3 to 5). This indicated that the extemally 

added recombinant Asa4-C fragment may interact with these subunits. 
In contrast, when the same experimentwas carried outwith the Asa4-N 
fragment, the anti-Asa4 gave a much weaker signal on subunits Asa1, 
OSCP and Asa7 (Suppl. Eg. 2). We conclude that Asa4-N interacts loose­
ly with these subunits, although the low signals observed may also be 
due to the poor recognition ofthe Asa4-N fragment by the anti-Asa4 an­
tibody (Suppl. Fig. 1, lane 3). 

In order to further assess the interaction of Asa4-N and Asa4-C with 
Asa7, the isolated, recombinant Asa7 containing a 6His-tag, was bound 
to a nickel colurnn. Then, the recombinant Asa4-N (lacking the 6His­
tag) was loaded into the colurnn and washed with 30 mM imidazole. 
As expected, Asa4-N did not bind to the nickel control column lacking 
Asa7 (Suppl. Eg. 3, upper panel). Asa4-N also did not bind to the column 
to which Asa7 was attached (Suppl. Eg. 3, lower panel). This suggests a 
poor interaction of the Asa4-N fragment with Asa7. In contrast, when 
Asa4-C was loaded into a column containing Asa7, it was readily 
retained. Subsequently, in the presence of a 30-500 mM imidazole gra­
dient, Asa4-C and Asa7 co-eluted (Fig. 3B). Since Asa4-C and Asa7 have a 
similar molecular mass, and therefore migrate together in Triane-SOS­
PACE, separate Westem blot analyses ofthe column fractionswere car­
ried out in order to follow the fate of each protein. Fractions from the 
column containing Asa4-C were decorated with an anti-Asa4 antibody 
(Fig. 3B, middle panel), while another aliquot of the same fractions 
was used to decorate Asa7 elution pattem with an anti-Asa7 antibody 
(Fig. 3B, lower panel). Sorne of the Asa7 subunit was partially degraded 
in the column (the degradation products are indicated by an asterisk in 
E g. 3B). The obtained results led us to conclude that Asa4-C interacts 
withAsa7. 

In order to assay the possible formation of a subcomplex between 
Asa4-C and Asa7, a mixture of the isolated, recombinant Asa4-C and 
Asa7 proteins was subjected to BN-PACE followed by 20-Tricine-SOS­
PACE. Besides the free Asa4-C and Asa7 subunits that migrated to the 
front of the 1 O-BN gel, higher molecular mass bands indicating the pres­
ence of an Asa4-CjAsa7 subcomplex were observed (Eg. 3C, lower 
panel). In contrast, onlya small amount ofanAsa4-NjAsa7 subcomplex 
was presentwhen the mixture of Asa4-N and Asa7 was subjected to BN­
PACE and 20-Tricine-SOS-PACE, suggesting a more loose interaction of 
these proteins (Eg. 3C, upper panel). 

3.4. On the interaction oI Asa7 fragments and Asa4 

Two protein fragments of Asa7 were also overexpressed, Asa7-N and 
Asa7-C (the N-terminal and C-terminal halves of Asa7 respectively). To 
explore the interaction of Asa7 fragments with Asa4, the isolated, re­
combinant Asa7 fragments, containing a 6His-tag, were independently 
bound to nickel columns. Then, the recombinant Asa4 (lacking the 
6His-tag) was loaded to the columns and washed with 30 mM imidaz­
ole. Asa4 did not bind to the nickel column containing Asa7-N (Suppl. 
Eg. 4) but it was retained in the column to which Asa7-C was attached 
(Eg. 4A). Furthermore, the interactions of Asa7 fragments with Asa4 
fragments were also explored. Both recombinant Asa7-N and Asa7-C 
were independently bound to nickel columns. The recombinant Asa4-
N fragment (lacking the 6His-tag) was loaded to the column containing 
Asa7-N and washed with 30 mM imidazole. All the Asa4-N eluted from 
the column, suggesting a poor interaction of Asa4-N with Asa7-N 
(Suppl. Eg. 5). In contrast, when Asa4-C was loaded to the column 
that contained bound Asa7-C, the fragmentwas retained in the colurnn, 
and when a 30 to 500 mM imidazole gradient was applied, both pro­
teins were recovered (Fig. 4B). 

A mixture of isolated, recombinant Asa4 and the Asa7 -N and Asa7-C 
fragments was also subjected to BN-PACE followed by 20-Triane-SOS­
PACE. The resulting electrophoretic pattem of Asa4 and Asa7-N yielded 
no subcomplex that would suggest an interaction between these poly­
peptides (Fig. 4C, upper panel). In contrast, the formation of an Asa4j 
Asa7-C subcomplex was observed in the corresponding 20-Tricine­
SOS-PACE polypeptide pattem (Eg. 4C, lower panel, white arrow). 
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Fig. 3. Interaction of Asa4 fragments with Asa7. A) Far-Western analysis of Polytomella ATP synthase (25 ¡.¡g of protein per lane) incubated for 4 h with increasing nanomoles of the isolated, 
recombinant Asa4-C fragment as indicated (in a 5 mL final volume), and then decorated with an anti-Asa4 antibody. B) Interaction of the Asa4-C fragment and Asa7 assayed by affinity 
chromatography. The crude extract containing the expressed Asa4-C fragment was loaded on a 1 mL HisTrap column containing no bound proteins (upper panel) or to which the Asa7 
subunit, containing a 6His-tag, was previously bound (middle and lower panels). Western blotdecorated with anti-Asa7 (lower panel) or anti-Asa4 (upper and middle panels) ofthe col­
umn fractions collected upon application of a 30 to 500 mM imidazole gradient Lane 1, crude extract loaded on the column; lane 2, protein excluded from the column; lanes 3 and 4, 
proteins excluded from the column afterwashing with 30 mM imidazole. C) Identification of subcomplexes Asa4-NIAsa7 and Asa4-C/Asa7. One nanomole of each polypeptide was incu­
bated together in a final volume of 50 ¡.¡L and loaded onto lD-BN-PAGE followed by 2D-Tricine-SDS-PAGE. Upper panel: a small amount of Asa7-Asa4-N subcomplex was formed in these 
conditions. Lower panel: A putative Asa4-C/Asa7 subcomplex is indicated with a white arrow. Three micrograms of each of the molecular mass markers, Asa4 (31.2 kDa), Asa4-C 
(14.9 kDa) and Asa7 (20.5 kDa) was loaded on the left-hand side ofthe gels. 
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Fig. 4. Interaction of Asa4 with Asa7 fragments. A, B) Interaction of Asa4 and the Asa7 fragments assayed by affinity chromatography. The crude extract containing the recombinant Asa4 
subunit (A) or Asa4-C fragment (B) was loaded on a 1 mLHisTrap column containing no bound protein (upper panel) or to which the Asa7-C fragment, containing a 6His-tag, was previously 
bound (lowerpanel). Westem blotdecorated with both an anti-Asa4 and an anti-Asa7 antibody ofthe column fractions collected upon application of a 30 to 500 mM irnidazole gradient Lane 
1, erude extract loaded on the column; lane 2, protein excluded from the colunm; lanes 3 and 4, proteins excluded from the column afterwashing with 30 mM imidazole. C) Identification of 
an Asa4/Asa7-C subcomplex (lower panel). One nanomole of each polypeptide was incubated together in a final volume of 50 ¡.¡L and loaded onto lD-BN-PAGE followed by 2D-Tricine-SDS­
PAGE. A putative Asa4/Asa7-C subcomplex is indicated with a white arrow. Three rnierograms of each of the molecular mass markers, Asa4 (31.2 kDa), Asa7 (20.5 kDa), Asa7-C (11.9 kDa) 
and Asa7-N (7.6 kDa) was loaded on the gel on its left-hand side. Same experiment conducted with Asa4 and the Asa7-N fragment (upper panel). 

Altogether, the data strongly suggest that Asa7 and ASA4 interact 
through their C-terminal halves. 

3.5. On the interaction DI Asa2 and Asa4 

We also explored the interaction of Asa2 with Asa4 by Far-Western 
blot analysis. For this purpose, several lanes containing equivalent 
amounts of ATP synthase were incubated in the presence of increasing 
concentrations of the recombinant Asa2 polypeptide and decorated 

with an anti-Asa2 antibody (Fig. SAl. As expected, the anti-Asa2 recog­
nized the natural Asa2 polypeptide in alllanes, but at increasing concen­
trations of Asa2 the antibody recognized additional bands, mainly Asal 
and Asa4, and more faintly, OSCP and Asa7 (Fig. SAl. This result suggests 
the interaction of Asa2 with all the four above-mentioned subunits. It is 
important to note, however, that while externally-added Asa2 seems to 
recognize subunits Asa4 and Asa7 embedded in the nitrocellulose mem­
brane, neither the externally-added Asa4 nor Asa7 recognized the Asa2 
subunit blotted on the membrane (Fig. 2A and 2B). 



H. Miranda-Astudillo etal. ¡ Biochimica et Biophysica Acta 1837 (2014) 1-13 9 

A Asa2 

o 0.05 0.1 0.5 2 

J 
5 

__ Asa1 

__ Asa2 

--Asa4 

__ (OSCP) 

--(Asa?) 

2 3 4 5 6 ? 

"d le gradient 
30-500 mM Iml azO J 

O 

~========::..Jl lli4 

e 30-500 mM imidazo1e gradienJ 2 3 4 

Asa4-C --II.!=:L=====w,-1 o 
Asa4-C 

~ 

o 
Asa2 (:::::> Asa4-C 

~ 

Fig. 5. Interaction of Asa2 with Asa4 and its Asa4-e fragment A) Far-Western analysis ofPolytomella ATP synthase (25 ¡.¡g ofprotein per lane) ineubated for 4 h with inereasing nanomoles 
of the isolated, recombinant Asa2 protein as indicated (in a 5 mL final volume), and then decorated with an anti-Asa2 antibody. B, e) Interaetion of Asa4 with Asa2 assayed by affinity 
ehromatography. The erude extraet eontaining the recombinant Asa4 subunit (B) or the Asa4-e fragment (e) was loaded on a 1 mL HisTrap column eontaining no bound proteins 
(upper panels) or to whieh Asa2, containing a 6His-tag, was previously bound (lower panels). Western blot decorated with both anti-Asa2 and anti-Asa4 antibodies of the column fraetions 
eolleeted upon application of a 30 to 500 mM imidazole gradient Lane 1, erude extraet loaded on the eolumn; lane 2, protein excluded from the eolumn; lanes 3 and 4, proteins excluded 
from the eolumn after washing with 30 mM imidazole. 

In order to assess the interaction of Asa2 with Asa4 using an alterna­
tive method, the isolated, recombinant Asa2 containing a 6His-tag, was 
bound to a nickel column. Then, the recombinant Asa4 subunit (Iacking 
the 6His-tag) was loaded to the column and washed with 30 mM imid­
azole. Asa4 was readily retained by the Asa2 containing column, and 
both proteins co-eluted in the presence of a 30 to 500 mM imidazole 

gradient (Fig. 5B). In contrast, the Asa4-N fragment was not retained 
by the column containing Asa2 (SuppI. Fig. 6). When the Asa4-C frag­
ment was loaded onto the column containing Asa2, it was also readily 
retained (Fig. 5C), and both proteins co-eluted in the presence ofthe im­
idazole gradient. Altogether, the data suggest that Asa2 interacts with 
Asa4 mainly through the C-terminal half of Asa4. 
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3.6. On the interaction of Asa2 and Asa7 

To explore the interaction of Asa2 and Asa7, the isolated, recombi­
nant Asa7 containing a 6His-tag, was bound to a nickel column. Then, 
the recombinant Asa2 (Iacking the 6His-tag) was loaded on the column 
and washed. Asa2 was readily retained by the Asa7 containing column, 
and both proteins co-eluted in the presence of the imidazole gradient 
(Fig. 6). In this experiment, some degradation products were also ob­
served (see asterisks). 

In order to assess which portio n of the Asa7 subunit interacts with 
Asa2, Asa7 -N containing a 6His-tag was now bound to a HisTrap nickel 
column and subsequently Asa2 (Iacking the 6His-tag) was loaded. Asa2 
was retained in the column to which Asa7-N was attached (Suppl. 
Fig. 7 A). Both Asa2 and Asa7-N polypeptides were recovered upon elu­
tion with a 30-500 mM imidazole gradient, nevertheless Asa2 seems to 
elute before Asa7-N. Elution of a 6His-tagged protein at different con­
centrations of imidazole suggests the presence of distinct monomeric 
and oligomeric forms, with multiple 6His-tags on an oligomer. Thus, 
the Asa7-N fragment could have strongly self-dimerized and so eluted 
only at higher imidazole concentrations. A similar effect was observed 
when Asa2 was loaded onto a column with the Asa7-C fragment 
bound to the nickel matrix. Asa2 was retained in the column to which 
Asa7-C was attached (Suppl. Fig. 7B), and both proteins were recovered 
when the imidazole gradient was applied to the column. The data sug­
gest that both halves of the Asa7 subunit (Asa7-N and Asa7-C) seem 
to be important in the interaction of Asa2 and Asa7. 

3.7. Subunits Asa2, Asa4 and Asa7 assodate to f01171 a stable subcomplex 

In order to corroborate the interactions described aboye, we 
reconstituted a subcomplex containing the three recombinant subunits. 
The isolated recombinant Asa4 (untagged) and Asa7 (6His-tagged) sub­
units were dialyzed together and co-purified in batch by affinity chro­
matography. The presence of the Asa4 subunit allows the proper 
refolding and interaction with the subunit Asa7 as described aboye 
(Fig. 2E, Lower panel). The purified Asa4/Asa7 subcomplex was incubat­
ed with the isolated Asa2 subunit (untagged). The reconstituted Asa2/ 
Asa4/Asa7 subcomplex was purified by affinity chromatography in col­
umn and the three subunits co-eluted with a linear imidazole gradient. 
The obtained fractions were subjected to Tricine-SDS-PAGE, and the 
Coomassie Blue-stained showed the presence of excess free Asa4 
subunit in the wash fractions of the column and the presence of the 
three subunits in a stable complex (Fig. 7). The Coomassie Blue­
stained bands were analyzed by densitometry and compared to those 
ofthe complete Polytomella sp. ATP synthase (Asa2 and Asa4) and iso­
lated ASA7 subunit. We conclude that the isolated, recombinant Asa2, 

Asa4 and Asa7 subunits may interact to form a stable subcomplex 
with a1:1:1 stoichiometry. This is in accordance with an earlier propos­
al that all Asa subunits may have a 1:1 stoichiometry relative to the 
gamma subunit [7]. 

3.8. Generation of subcomplexes of the mitochondrial ATP synthase of 
Polytomella sp. by detergent treatment 

Partial dissociation ofthe ATP synthase by different methods gener­
ates subcomplexes which are assumed to keep the original subunit­
subunit interactions that exist in the intact enzyme [7]. Here, the 
Polytomella sp. ATP synthase was dissociated in ice in the presence of 
0.04% LiDS and subjected to BN-PAGE followed by Tricine-SDS-PAGE. 
A100 kDa subcomplex formed by ASA2 and subunit alfa was observed 
(Fig. 8), suggesting the c10se proximity of ASA2 to the Fl catalytic sector 
of the enzyme. 

3.9. Mode/ for the interaction between subunits Asa2, Asa4 and Asa7 

We integrated the results obtained in this work in the model shown 
in Fig. 9. The models of subunits Asa2, Asa4 and Asa7 were generated in­
dependently and then protein-protein docking predictions were car­
ried out. The model that predicted an interaction between the 
carboxy-terminal half of Asa4 and the carboxy-terminal half of Asa7 
was selected. Then, the model of the Asa2 subunit was docked on this 
subcomplex. The resulting model is shown in Fig. 9A. This model was 
then fitted on the 3D-model of the dimeric Polytomella ATP synthase 
generated by EM analysis (Fig. 9B) [7]. 

4. Discussion 

The Asa subunits, which have been identified to date only in mito­
chondrial ATP synthases of chlorophycean algae, seem to be unique to 
this Iineage [13]. As judged by single particle electron microscopy stud­
ies, the Asa subunits form a robust, peripheral stalk in the ATP synthase 
of Polytomella sp. that allows the enzymatic complex to function as a ro­
tary motor [6] . Nevertheless, a more detailed picture ofhow these sub­
units interact was lacking. Here, we addressed the study of protein­
protein interactions using the isolated, recombinant proteins of Asa2, 
Asa4 and Asa7 as well as some recombinant protein fragments, includ­
ing the N-terminal and C-terminal halves of Asa4 (Asa4-N and Asa4-C 
respectively), as well as the corresponding fragments of Asa7 (Asa7-N 
and Asa7-C). The data obtained suggests that Asa2, Asa4 and Asa7 inter­
act, and that there is a special strong interaction of Asa4 with Asa7, 
probably mediated by the C-terminal halves ofboth proteins. In addi­
tion, the data indicates that subunits Asa2, Asa4 and Asa7 may also 
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Fig. 6. The interaetion of Asa2 with Asa7. Al Interaetion of Asa2 and Asa7 assayed by affinity ehromatography. The erude extraet containing the recombinantAsa2 subunitwas Ioaded on a 
1 mLHisTrap column eontaining no bound protein (upper panel 1 or to which Asa 7. containing a 6His-tag. was bound (lower panel l. Westem blot deeorated with an anti-Asa2 and an anti­
Asa7 antibody ofthe eolumn fraetions colleeted upon applieation of a 30-500 mM imidazole gradient Lane 1. erude extraet loaded on the eolumn; lane 2. protein excluded from the col­
umn; lanes 3 and 4. proteins excluded from the column after washing with 30 mM imidazole. 
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Fig. 7. Formation of an Asa2/ Asa4/Asa 7 subcomplex. The recombinant, isolated Asa2 (untagged). Asa4 (untagged) and Asa7 (6His-tagged) proteins form a stable subcomplex that can be 
recovered after affinity chromatography. The generated Asa2/Asa4/Asa7 subcomplex elutes when a linear imidazole gradient (30 to 500 mM) is applied.Lane M shows a mixture of the 
three recombinant proteins. Lanes 19 to 61 show the polypeptide composition of the 1 mL fractions collected from the column after washing with 30 mM imidazole (lanes 19 to 31 ); after 
applying the linear imidazole gradient (lanes 32-47); and afterwashing with 500 mM imidazole (lanes 31 to 61). 

interact with Asal and with OSCP, suggesting their participation as 
structural components of the peripheral stalk. Also, we show that Asa2 
may interact with an a subunit, and thus must be in c10se proximity 
to the Fl sector. In addition, a mixture of Asa2, Asa4 and Asa7 seems 
to form a subcomplex in a 1:1:1 stoichiometry. 

AII the Asa subunits studied here were isolated in a denatured form 
and then solubilized and renatured. These renatured polypeptides c1ear­
Iy exhibited specific interactions, indicating that they did refold - either 
partiallyor fully - into their native conformations. In addition, circular di­
chroism spectral analysis of Asa2, Asa4, Asa4-N and Asa4-C indicated the 
presence of secondary structure in these polypeptides (data not shown). 

RNA-mediated expression silencing of the Asa7 subunit in the green 
algae C. reinhardtii, a c10se relative of Polytomella sp., showed that the 
absence of this polypeptide neither affected growth nor the oxidative­
phosphorylation properties ofthe alga [13]. Nevertheless, the intact, di­
meric ATP synthase could not be purified from the Asa7-silenced mu­
tant, beca use the complex invariably dissociated, releasing the Fl 
sector. Therefore, Asa7 seems to be instrumental in stabilizing the pe­
ripheral stalk of the mitochondrial ATP synthase of chlorophycean 
algae. As suggested by the results obtained in this work, Asa7 interacts 
both with Asa2 and Asa4, and thus could be important in maintaining 
these subunits together, and thus helping stabilize the architecture of 
the peripheral stalk [7,10,11]. When heat dissociation of the intact ATP 
synthase of Polytomella sp. was followed in a time course, it was ob­
served that several subunits, including Asa2, Asa4 and Asa7, readily 
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dissociate from the complex [10]. Thus, these subunits seem to be in 
c10se contact in a regio n ofthe peripheral stalk that is highly susceptible 
to dissociation. We hypothesize that these three subunits are important 
architectural elements of the robust peripheral stalks of the algal en­
zyme as observed in EM. Subunit Asal, although not addressed in this 
study, may be an important additional constituent of this stalk. 

The model of the subcomplex Asa2/Asa4/Asa7 was fitted on the 3D 
model of the Polytomella mitochondrial ATP synthase complex obtained 
by a previous EM reconstruction [7]. Three considerations were taken 
into account to fit the subcomplex in this region of the peripheral stalk: 
i) the hydrophilic character of the Asa2, Asa4 and Asa7 subunits, which 
must be placed in a region relatively far away from the membrane re­
gion; ii) the proposed proximity of Asa2 to OSCP [7] ; and iii) the proxim­
ity of Asa2 to subunit a. The model partially explains the important 
electron density of the peripheral stalks observed in the algal enzyme 
by EM. Nevertheless, these kinds of models have inherent Iimitations 
due to the multiple assumptions made at various steps of its in silico de­
velopment: the 3D-modeling of polypeptides with all its variants, the 
modeling of their possible interactions by protein-protein docking, and 
the fitting of the generated subcomplex into the 3D structure derived 
from EM studies. It is therefore feasible that the Asa subunits may inter­
act more c10sely with each other through helix-helix contacts, as the 
other constituents of the peripheral stalks of several eukaryotic 
[32- 34], bacterial [35- 37], and archaeal enzymes [38]. Prediction of 
coiled-coil segments [39] of the Asa subunits indicates a high propensity 

Alfa~ 
Asa2 

• 

Fig. 8. An Asa2-alfa subunit subcomplex of the algal AlP synthase is generated by LiDS treatment The purified algal AlP synthase (120 ¡.¡g of protein) was incubated for 30 min on ice in the 
presence ofO.04% LiDS and then resolved by BN-PAGE in a 1 O gradient gel of 4-12% acrylamide. The 10 gel was then subjected to 20 Tricine-SDS-PAGE (14% acrylamide) and stained with 
Coomassie Brilliant Blue. Fifty micrograms of purified algal AlP synthase was added as a control (lane C). The name of each subunit of the complex is indicated. 
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Fig. 9. Model ofthe Asa2/Asa4/Asa7 subcomplex. A) Model ofthe in silico generated Asa2/Asa4/Asa7 subcomplex. Subunit Asa2 is colored in magenta, Asa4 in cyan, and Asa7 in blue. The 
N- and C -termini are indicated with letters N and C, respectively. B) The Asa2/ Asa4/Asa 7 subcomplex was fitted in the previously generated 3D structure derived from EM studies. Subunits 
Asa2 (orange), Asa7 (green), Asa4 (pink) and the F1 and Fo sectors (cyan) are indicated. 

of some of these proteins to form this structural motif (30% of coiled-coil 
regions predicted for Asa 1, 19% for Asa2, 35% for Asa4, and 32% for Asa7). 
Thus, these Asa subunits may intertwine in several regions to give rise to 
the stout peripheral arms that have been observed in Polytomella ATP 
synthase examined both by single-particle analysis [5-7] and dual-axis 
cryo-electron tomography [8]. 

The main function of the peripheral stalk is to hold the Fl sector 
against the movement of the rotor stalk [40]. In the last years, it has be­
come increasingly c1ear that this function may be achieved with periph­
eral stalks exhibiting different structures. For example, the peripheral 
stalk of bacteria is composed of two identical b subunits that extend as 
coiled-coil a helices from the bilayer to the delta subunit in the Fl sector 
[41]. In contrast, the A-type ATP synthases of Archaea are structurally 
more c10sely related to vacuo lar ATPases and exhibit two peripheral 
stalks composed by subunits E, H, and a. The two lateral stalks connect 
through a collar that surrounds the central stalk at a level aboye the Av 
sector and run upwards up to prominent knobs on the Al sector [42]. 
In eukaryotes Iike yeast, the peripheral stalk is composed of subunits b, 
d and h (also known as F6 in the bovine enzyme). The primary structure 
of the eukaryotic subunit b differs from the bacterial one, although it also 
extends as an alpha-helix, from the membrane region up to OSCP in the 
Fl sector [43]. In contrast, other eukaryotic ATP synthases exhibit a poly­
peptide composition very different from the ones present in c1assical sys­
tems as yeast or bovine, especially in the regio n of the peripheral stalk. 
Such is the case ofthe ATP synthase ofTetrahymena the1l71ophila, that ex­
hibits a dramatically different architecture as observed by single particle 
electro n microscopy projections and that contains at least 13 novel sub­
units apparently Iimited to the ciliate Iineage [44]. Remarkably, besides 
lacking subunit b, this enzyme al so lacks a c1assical subunit a. Neverthe­
less, a particularly robust peripheral arm is not observed in the ciliate en­
zyme. The additional protein mass seems to be distributed towards 
the membrane-embedded region and exposed to the mitochondrial 
intermembrane space. Proteomic analysis of Trypanosoma brucei has 
suggested that its ATP synthase is al so highly divergent and exhibits 14 
subunits which show no similarity to proteins outside the kinetoplastid 
Iineage [45]. 

The presence of such robust peripheral stalks in the ATP synthase of 
chlorophycean algae raises questions about its flexibility. It has been 

argued that the peripheral stalk may store transient elastic energy dur­
ing the rotary motion of the enzyme, functioning as an elastic buffer 
[46,47]. We speculate that a stout peripheral stalk as the one of 
Polytomella ATP synthase will have more than the necessary stiffness 
to counteract rotation of the central stalk, but will make less twisting 
motions, and thus will store less transient elastic energy. 

Supplementary data to this article can be found online at http:// 
dx.doi.org/l 0.1 016/j.bbabio.2013.08.001 . 
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