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NADPH: nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido 
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Resumen 
 

La F1FO-ATP sintasa es un complejo proteico enzimático que realiza la síntesis de 

ATP gracias al gradiente electroquímico de protones; este gradiente produce el giro del rotor 

central γεc10-15 del complejo en sentido horario y es esencial para la síntesis de ATP en el 

domino F1. Sin embargo, la F1FO -ATPasa también cuenta con la capacidad de hidrolizar ATP 

cuando la rotación de γεc10-15 ocurre en sentido antihorario.  

Diferentes subunidades han adquirido la capacidad de actuar como reguladores 

endógenos de la actividad hidrolítica de la ATPasa, por ejemplo, la subunidad zeta (ζ) en α-

proteobacterias, una proteína exclusiva de este grupo y que es identificada como una proteína 

con dominio DUF1476. 
Ensayos cinéticos en Paracoccus denitrificans, una α-proteobacteria, revelaron que 

las subunidades Pdζ (de P. denitrificans) y Jsζ (de Jannaschia sp), inhiben la actividad 

hidrolítica de la F1-ATPasa de P. denitrificans, además, se identificó a la región conservada 

N-terminal como responsable de esta capacidad inhibitoria. Sin embargo, la subunidad ζ de 

α-protobacterias del orden de las Rhizobiales no inhibe a su propia ATPasa, lo que sugiere 

que la función inhibitoria de ζ se ha perdido a lo largo de la evolución de las α-proteobacterias 
En Rhodobacter sphaeroides, una α-proteobacteria púrpura no sulfurosa, se ha 

mostrado la presencia de la subunidad regulatoria ζ en su F1FO-ATPasa, por lo que todos los 

esfuerzos del presente trabajo están enfocados en determinar si la proteína hipotética con 

dominio de función desconocida (DUF1476) de R. sphaeroides (Rsζ) tiene una función 

inhibitoria sobre la F1FO-ATPasa de esta bacteria. Para ello, se realizaron alineamientos de 

las secuencias proteicas de ζ de R. sphaeroides (Rsζ) y de Rhodospirillum rubrum (Rrζ) con 

subunidades ζ de otras α-proteobacterias, algunas en las que ya se ha confirmado la actividad 

inhibitoria, y se construyeron modelos estructurales in silico de Rsζ y Rrζ, con el fin de 

encontrar homología estructural con la subunidad Pdζ. Además, se identificó, amplificó, 

purificó y clonó el marco abierto de lectura de la subunidad Rrζ en un vector plasmídico, lo 

cual permitirá el estudio futuro de este polipéptido a nivel de estructura y función. Mientras 

que la subunidad recombinante Rsζ fue sobreexpresada, purificada (ya se expresó y purificó 

la proteína) y utilizada para realizar ensayos de inhibición sobre la ATPasa en cromatóforos 

aislados de R. sphaeroides.  

Los alineamientos de secuencia y la sobreposición estructural de las subunidades Rsζ, 

Rrζ y Pdζ, revelaron altos niveles de identidad y de homología estructural; al comparar sólo 

los primeros 20 residuos de la región conservada N-terminal los niveles de identidad 

alcanzaron un máximo de 52.6 % y 90 % entre las subunidades Rrζ-Pdζ y Rsζ-Pdζ, 

respectivamente. Las sobreposiciones estructurales de Rsζ y Rrζ con Pdζ tuvieron una RMSD 

de 0.956 Å y 0.916 Å, respectivamente. Estos resultados permitieron sugerir que la función 

inhibitoria de la subunidad ζ en bacterias fotosintéticas púrpuras no sulfurosas se conserva, 

por lo que se hicieron ensayos de inhibición sobre la ATPasa en cromatóforos aislados de R. 

sphaeroides utilizando la subunidad Rsζ recombinante purificada. Los ensayos de inhibición 

revelaron, por primera vez, que la subunidad ζ actúa como inhibidor en las α-proteobacerias 

fotosintéticas, con una IC50 aparente de ~ 114 nM y una inhibición similar a la reportada para 

las subunidades Pdζ (IC50 ~ 200 nM) y Jsζ (IC50 ~ 200 nM). En conjunto, los altos niveles de 

identidad, similitud estructural y ensayos de inhibición, sugieren que la función regulatoria 

de la subunidad ζ sobre la actividad hidrolítica de la ATPasa, se conserva en el grupo de las 

α-proteobacterias fotosintéticas. 
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Introducción  

 Importancia de la ATPasa 

 El adenosín trifosfato (ATP) es una molécula con una amplia variedad de funciones, 

entre las cuales destaca el aporte de energía química a diferentes procesos celulares; el 

funcionamiento adecuado de la mayoría de las vías metabólicas celulares depende de la 

disponibilidad de ATP. Sin embargo, las funciones del ATP van más allá de aportar energía, 

este juega un papel crucial durante los procesos de replicación de DNA y transcripción de 

RNA y en la activación de aminoácidos durante la síntesis de proteínas, funciona como 

coenzima en procesos de fosforilación (Neupane et al., 2019) y es una importante molécula 

señalizadora de diferentes procesos celulares, por ejemplo, activando receptores purinérgicos 

(como el P2X y el P2Y) en células nerviosas, favoreciendo un correcto funcionamiento del 

sistema nervioso (Khakh y Burnstock, 2009).   

 De acuerdo a la dieta promedio de los mexicanos (~2000 kcal diarias; Batis et al., 

2016), se estima un consumo energético por hora de ~83.33 kcal y un requerimiento de 85 

kg de ATP diariamente. Además, la síntesis y consumo del ATP están ligadas fuertemente, 

ya que esta es una molécula poco estable en solución acuosa y no se puede almacenar para 

fines energéticos (Bonora et al., 2012), lo que hace de la síntesis de este nucleótido uno de 

los procesos fisiológicos más frecuentes (Rich, 2003). La F1FO-ATPasa es considerado el 

complejo proteico mecanoenzimático responsable de sintetizar la mayor parte del ATP 

(Capaldi y Aggeler, 2002), pues, en condiciones aerobias, produce alrededor del 90 % de 

todo el ATP celular (Domínguez-Ramírez y Tuena, 2005).   

 

 Distribución en la naturaleza  

 La ATPasa es un complejo proteico mecanoenzimático ampliamente conservado en 

el árbol de la vida, tanto funcional como estructuralmente; más del 60 % de aminoácidos de 

las subunidades β-catalíticas están conservados entre ATPasas de bacterias, plantas y 

mamíferos (Fig. 1; Yoshida et al., 2001). Este complejo se encuentra parcialmente embebido 

en la membrana interna mitocondrial de eucariontes, en la membrana tilacoidal de 

cloroplastos o en la membrana plasmática de bacterias (Devenish et al., 2008), 

particularmente en invaginaciones de la membrana llamadas vesículas respiratorias, 

vesículas lamelares o mesosomas, las cuales cuentan con los componentes de la cadena 

transportadora de electrones y equivale funcionalmente a la membrana interna mitocondrial 

(Jurtshuk, 1996). Además, las ATPasas son clasificadas como tipo F, V, A, P o E, de acuerdo 

a ciertas especializaciones funcionales (p. ej., las V-ATPasas se encuentran en vacuolas 

eucariontes y están especializadas en el transporte de solutos y la acidificación del medio), 

sin embargo, todas catalizan la síntesis y/o hidrólisis de ATP. La F1FO-ATPasa está 

clasificada como tipo F, las cuales se especializan en la síntesis de ATP (Neupane et al., 

2019). 
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Figura 1. Comparación estructural de F1FO-ATPasas pertenecientes a organismos de diferentes dominios y/o 

reinos. Morado, ATPasa de E. coli (PDB: 6OQU); verde, ATPasa de cloroplasto de espinaca (Spinacia 

oleracea, PDB: 6FKF) y amarillo, ATPasa mitocondrial de bovino (Bos Taurus, PDB: 6ZPO). La estructura 

general de los 3 complejos está fuertemente conservada, a pesar de pertenecer a organismos lejanamente 

emparentados. Figura realizada con UCSF Chimera, un software de acceso libre desarrollado por Pettersen et 

al. (2004). 

 

 Estructura procarionte y eucarionte   

 La estructura y funcionamiento (desde una perspectiva mecánica) de la ATPasa es 

similar a la de dos motores eléctricos de inducción ensamblados, los cuales comparten un eje 

rotor común (Neupane et al., 2019). El rotor central de este complejo tiene un diámetro de 

sólo 20 Å, el cual gira dentro de un barril estator de 100 Å de diámetro, por lo que la ATPasa 

es considerada el nanomotor rotatorio más pequeño conocido (Noji et al., 1997). En 

perspectiva, el diámetro aproximado del complejo de anillos LP y los anillos S, M y C del 

cuerpo basal (motor) que genera el torque para el movimiento flagelar, en Salmonella, es de 

250 Å, 245 Å, 300 Å, y 450 Å, respectivamente (Suzuki et al., 2004; Thomas et al., 2006), 

mientras que en E. coli, la estructura formada por el apilamiento de estos anillos tiene una 

altura de 270 Å (DePamphilis y Adler, 1971) 

 La estructura bacteriana es la más simple de todas; el complejo de E. coli está formado 

por 8 subunidades distintas organizadas en dos dominios interrelacionados, un dominio 

hidrofílico y citosólico denominado F1 y un dominio hidrofóbico membranal denominado 

FO, con una masa molecular aproximada de 530 kDa. En el dominio F1 bacteriano se 

encuentran 5 de las 8 subunidades que forman el complejo, consta de 3 subunidades alfa (α) 

(55 kDa), 3 subunidades beta (β) (50 kDa), 1 subunidad gamma (γ) (31 kDa), una subunidad 

delta (δ) (19 kDa) y una subunidad épsilon (ε) (14 kDa), mientras que el dominio FO está 

formado por las tres subunidades restantes: a (30 kDa), b (17 kDa) y c (8 kDa), con una 

estequiometría 1:2:10-15, respectivamente (Fig. 2; Ahmad y Cox, 2014; Boyer, 1997; 

Neupane et al., 2019). Por su parte, el complejo eucarionte tiene una composición 

ligeramente más compleja; cuenta con 7-10 subunidades adicionales, pero estructuralmente 

mantiene la forma general de su contraparte procarionte (Fig. 2; Neupane et al., 2019). En el 

dominio FO de la ATPasa de bovino se suman las subunidades d, e, f, g, F6, A6L, j (o 

lipoproteína 6.8) y k (inicialmente llamada DAPIT) mientras que en F1 la subunidad 
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equivalente a la δ bacteriana, indirectamente confiere sensibilidad a oligomicina, por lo que 

es nombrada OSCP (por oligomycin sensitivity-conferring protein) y la subunidad 

equivalente a la ε bacteriana recibe el nombre de δ, además, se suman las subunidades ε y el 

inhibidor IF1, ambas sin equivalente bacteriano (Belogrudov et al., 1996; Boyer, 1997; 

Collinson et al., 1994; Spikes et al., 2020). La masa molecular total aproximada de la ATPasa 

eucarionte humana es de 597 kD (Belogrudov et al., 1996). Cabe mencionar que la 

estequiometria de las subunidades c y la presencia de subunidades accesorias puede variar en 

función de la especie, la ATPasa de Bos taurus cuenta con 8 subunidades c, la de Paracoccus 

denitrificans con 12 subunidades c (De la Rosa-Morales, Tesis de Maestría, 2005; Morales-

Ríos et al., 2015) y la de levadura cuenta con 10 subunidades c (Walker y Dickson, 2006).  

 

 
Figura 2. Estructura y composición de la F1FO-ATPasa mitocondrial eucarionte (izquierda) y bacteriana 

(derecha). Se observa una estructura general conservada, sin embargo, el complejo eucarionte tiene 7-10 

subunidades adicionales a las subunidades α, β, γ, δ, ε, a, b y c presentes en bacterias. En el domino F1 se suman 

las subunidades ε e IF1, mientras en el dominio FO se suman las subunidades d, e, f, g, F6, A6L, la lipoproteína 

6.8 y DAPIT (modificada de Unidad de Biología Mitocondrial, Universidad de Cambridge: http://www.mrc-

mbu.cam.ac.uk/projects/2679/subunit-composition).  
 

 Como ya se mencionó, la estructura de la ATPasa evoca a la de dos motores 

mecánicos ensamblados que comparten un eje rotor común, además, cuenta con dos estatores 

interconectados. Uno de los estatores se encuentra en el dominio F1 y lo conforman 3 

subunidades α no catalíticas y 3 subunidades β catalíticas, las cuales alternan entre sí, 

formando un anillo hexamérico de subunidades α/β con una cavidad central, mientras que el 

segundo estator corresponde a la subunidad a del dominio FO (Neupane et al., 2019), ambos 

estatores se encuentran interconectados por un tallo periférico. 

 En la ATPasa bacteriana, la subunidad γ se inserta en la cavidad central del anillo 

hexamérico de subunidades α/β. Además, γ se une a ε y ambas subunidades forman el tallo 

o eje central de la ATPasa. A través de ε, el eje central interacciona de manera no covalente 

con el anillo de subunidades c10-15, formando el eje rotor. Este subcomplejo formado por las 
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subunidades γεc10-15 tiene un papel crucial en el proceso de síntesis/hidrólisis de ATP, ya que 

su rotación genera cambios conformacionales en las subunidades β-catalíticas, 

imprescindibles para la función enzimática (Gibbons et al., 2000).   

 La porción FO bacteriana es la más simple de todas, está formada por un anillo 

rotatorio de 10-15 subunidades c, 1 subunidad a transmembranal que rodea parcialmente al 

anillo de subunidades c y 2 subunidades b α-helicoidales (Neupane et al., 2019). 

 Las 2 subunidades b forman un homodímero que, en su porción N-terminal 

transmembranal, interacciona con la subunidad a, mientras que la región C-terminal protruye 

de la membrana y se extiende hacia el dominio F1, donde interacciona con la subunidad δ. 

En conjunto, las subunidades 2b y δ forman el tallo periférico de la ATPasa bacteriana, el 

cual interconecta al dominio F1 con FO, ancla la subunidad a y restringe la rotación del anillo 

hexamérico α/β ante el giro del eje rotor γεc10-15 (Walker y Dickson, 2006). En el caso de los 

eucariontes, la ATPasa de cloroplastos tiene una configuración estructural y de composición 

similar a la de bacteria: α3β3γδε formando F1 y ab2c10–15 formando F0, sin embargo, en este 

caso la subunidad b tiene dos isoformas (Senior et al., 2002). En la ATPasa mitocondrial el 

tallo estator está conformado por las subunidades b, d, F6 y OSCP (Walker y Dickson, 2006) 

y el tallo rotor por la asociación γδε, mientras que las subunidades e, f, g, A6L, j y k se 

extienden en la membrana cercanas a la subunidad a (Devenish et al., 2008; Spikes et al., 

2020). Las subunidades e y g parecen ser no esenciales para la actividad de ATPasa, pero sí 

para la formación de dímeros (Schagger, 2002; Paumard et al., 2002), mientras que la 

subunidad f parece tener un papel importante en el ensamblaje de las subunidades a, c y A6L 

en la ATPasa de levadura (Spannagel et al., 1997). La ATPasa puede formar estructuras 

diméricas, triméricas y tetraméricas (Gu et al., 2019; Minauro-Sanmiguel et al., 2005; Pinke 

et al., 2020). En la primera estructura dimérica resuelta por microscopía electrónica de alta 

resolución de la ATPasa mitocondrial de corazón de bovino, se propuso que las subunidades 

e y f formaban parte de una estructura proteica que se denominó “puente colgante”, que se 

localiza entre los dominios FO de cada monómero de ATPasas (Fig. 3 A; Minauro-Sanmiguel 

et al., 2005). Esta predicción se confirmó recientemente en las estructuras del complejo F1FO-

ATPasa dimérica y tetramérica porcina (Gu et al., 2019) y ovina (Pinke et al., 2020), 

obtenidas por crio-microscopía, ya que permitieron describir la composición del puente 

colgante, un subdominio formado por las subunidades b, e y g, en el que las α-hélices 

H2b/H3g/e interactúan formando una triple hélice transmembranal alargada, la cual 

interacciona indirectamente con la subunidad a, a través de un punto de anclaje formado por 

las hélices H3b/H2f. De hecho, una lisina C-terminal conservada en la subunidad e de 

mamíferos, parece unir un lípido estático (no identificado, probablemente un lípido de una 

sola cadena o de dos cadenas cortas) presente en el centro del anillo c por el lado del espacio 

intermembranal, cuyo papel puede ser el de estabilizar el anillo rotor, análogo a una rueda 

giratoria entorno a un eje (Fig. 3; Pinke et al., 2020). 
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Figura 3. Estructura de puente colgante o garfio en la interfaz FO-FO de las ATPasas diméricas de bovino y en 

la ATPasa ovina. A, dímeros de la ATPasa mitocondrial de bovino observados por microscopía electrónica 

(ME), se observa una proteína en la interfaz F1-F1, cuya identidad es atribuída al inhibidor IF1 en su estado 

dimérico (cabezas de flecha). Además, las flechas negras señalan la estructura de puente colgante en el dominio 

FO, la cual se sugirió que puede estar formada por las subunidades e o g (Minauro-Sanmiguel et al., 2005). La 

identidad de la estructura de puente colgante se determinó recientemente, como se puede observar en el panel 

B, donde se muestra un acercamiento del domino FO de la ATPasa ovina resuelta por Crío-EM. Se observa una 

triple hélice transmembranal formada por las α-hélices H2b (cian)/H3g (rojo)/e (amarillo) y unida 

indirectamente a la subunidad a (amarillo, segundo plano) mediante el punto de anclaje H3b/H2f (magenta). Se 

aprecia como la subunidad e envuelve al anillo c (azul, segundo plano) a través de una estructura α-helicoidal 

que se asemeja a un garfio, esta estructura llega al centro del anillo rotor y, a través de una lisina, se une a un 

lípido (verde) estático presente en el interior (modificada de Minauro-Sanmiguel et al., 2005 y Pinke et al., 

2020). 

 

 Mecanismo catalítico y de transporte de protones 

 De acuerdo a la teoría quimiosmótica propuesta por Peter Mitchell (1961), la síntesis 

reversible de ATP a partir de adenosín difosfato (ADP) y fosfato inorgánico (Pi) es impulsada 

por la energía almacenada en forma de gradiente electroquímico de protones, es decir, un 

gradiente compuesto por una diferencia de concentración de protones (ΔpH) y una diferencia 

de carga (ΔΨ), a través de una membrana que contiene proteínas transductoras de energía, 

este fenómeno se conoce como fuerza protón motriz (FPM).  

 Este gradiente electroquímico es producido por la cadena de transporte de electrones 

a través de 3 de los 5 complejos respiratorios (I, III y IV), los cuales bombean protones, en 

el caso de eucariontes, hacia el espacio intermembranal de la mitocondria tras la oxidación 

de sustratos como el NADH, el succinato y el FADH. La FPM generada es utilizada para la 

síntesis de ATP a medida que los protones fluyen de regreso hacia la matriz a través de un 

canal presente en el dominio FO de la ATPasa (complejo V), formado en la interfaz de la 

proteína a y el anillo de subunidades c (Neupane et al., 2019).  En el caso de cloroplastos, 

durante la fotosíntesis oxigénica la FPM se genera en la membrana tilacoidal tras la 
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fotooxidación de agua en el fotosistema II y transporte de electrones hacia el fostosistema I 

mediante una quinona y el complejo Cyt b6f, de tal manera que los protones se acumulan en 

el lumen tilacoidal y regresan al estroma a través de FO, lo que permite la síntesis de ATP en 

la porción F1 de la ATPasa (Blankeship, 2014). Los complejos respiratorios bacterianos se 

encuentran en invaginaciones de la membrana plasmática llamadas vesículas respiratorias y 

los protones son bombeados hacia el periplasma, donde se acumulan para después regresar 

al citoplasma a través del canal de protones en FO (Jurtshuk, 1996). Se estima que la FPM 

para la mayoría de las membranas biológicas esté entre los 120-200 mV (Neupane et al., 

2019).  

 El mecanismo por el cual pasan los protones a través de FO ha sido descrito con cierto 

detalle utilizando un modelo ovino obtenido por crio-microscopía electrónica (Fig. 4; Pinke 

et al., 2020). Como ya se mencionó, existe un canal de protones en la interfaz formada entre 

el anillo de subunidades c y la proteína a (Neupane et al., 2019), o, más específicamente, un 

par de hemicanales de protones formados entre la horquilla compuesta por las α-hélices H5a 

y H6a de la subunidad a y el anillo rotatorio. 

 El hemicanal de entrada del espacio intermembranal es una cavidad hidrofílica 

presente en el extremo unido de la horquilla H5a-H6a, particularmente formado por los 

residuos H168a y H172a hasta E203a. Este último residuo, el E203a, está conservado y es 

clave en el transporte, pues es capaz de donar protones directamente a un glutamato 

transportador conservado en las subunidades c, el E58c. E58c se encuentra posicionado en el 

centro de la subunidad c, externamente a la hélice transmembranal y su protonación genera 

la rotación del anillo en sentido horario (vista de FO a F1), de tal manera que la subunidad c 

recién protonada y neutra es expuesta a la membrana hidrofóbica. A casi 360° del hemicanal 

de entrada se encuentra el hemicanal de salida hacia la matriz mitocondrial, el cual está 

formado por el extremo bifurcado de la horquilla H5a-H6a y el anillo rotatorio. En este 

hemicanal de salida se encuentra conservado un glutamato clave, E145a, que devuelve la 

carga a E58c tras desprotonarlo antes de llegar a una arginina conservada, R159a, en la hélice 

H5 de la horquilla, que funciona como punto de control, asegurando que, durante la rotación 

del anillo de subunidades c, E58c pase sólo en su forma cargada. Sin embargo, la 

desprotonación de E58c también puede realizarse a través de moléculas de agua, las cuales 

pueden estar coordinadas por los residuos conservados Y221a y S148a justo antes del punto 

de control (Pinke et al., 2020). En E. coli y Bacillus PS3 también se han descrito estos dos 

hemicanales como cavidades hidrofílicas, las cuales son funcionalmente similares a las del 

modelo mitocondrial (Guo et al., 2019).  
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Figura 4. Hemicanales y transporte de protones a través del dominio FO de la ATPasa. En naranja se muestra el 

hemicanal de entrada del lado del espacio intermembranal (EIM) y en azul el hemicanal de salida hacia la 

matriz, ambos formados por residuos de la subunidad a. Además, se señalan residuos clave para el transporte, 

como E203 de la subunidad a (amarillo), que dona protones directamente a E58 de la subunidad c (azul claro), 

lo que neutraliza su carga y permite el giro del anillo a través de la membrana hidrofóbica, hasta el canal de 

salida, donde E145 de la subunidad a desprotona a E58c, favoreciendo que este último residuo pase el punto de 

control establecido en R159 (modificada de Pinke et al., 2020). 

 

 El giro del eje rotor producido por el transporte de protones a través de FO permite la 

síntesis de ATP en F1. En 1979, Paul D. Boyer introdujo el concepto de mecanismo de cambio 

de unión (o de sitios alternantes) para explicar este proceso de catálisis rotacional (Boyer, 

1989). El mecanismo de cambio de unión predice que una subunidad rotatoria presente en F1 

gira con respecto a las tres subunidades β-catalíticas, lo que produce cambios 

conformacionales que conducen a la síntesis/hidrólisis de ATP, además, cada subunidad β 

tiene una conformación distinta en un momento dado, de tal manera que tras un ciclo 

completo de 360°, todas las subunidades habrían adoptado todas las conformaciones posibles 

y que la síntesis de ATP ocurre tras el giro en una dirección y la hidrólisis tras el giro en la 

dirección opuesta.  La primera estructura cristalográfica en alta resolución de F1 (Fig. 5), 

obtenida en el laboratorio del Profesor John Walker en 1994, apoyó el modelo de cambio de 

unión, pues mostró que, efectivamente, las 3 subunidades β-catalíticas tienen conformaciones 

distintas en un momento dado: βE, desprovista de nucleótido en su sitio activo; βDP, unida a 

ADP en su sitio activo y βTP, unida a adenilil imidodifosfato (AMP-PNP), un análogo del 

ATP. Además, en las 3 subunidades α no catalíticas se observó una molécula de AMP-PNP 

unida a su sitio de unión a nucleótido (Abrahams et al., 1994).  
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Figura 5. Estructura cristalográfica del dominio F1 de la ATPasa mitocondrial vista desde FO. Se observa que 

las tres subunidades β (amarillo) tienen conformaciones distintas: βE, sin nucleótido unido; βTP, unidad a AMP-

PNP (un análogo de ATP) y βDP, unida a ADP. Además, las tres subunidades α (rojo) tienen AMP-PNP unido 

(modificada de Abrahams et al., 1994). 

 

 En 1997, experimentos concluyentes de Noji y colaboradores demostraron la rotación 

de la subunidad γ (Fig. 6), para ello unieron mediante estreptavidina un filamento de actina 

marcado fluorescentemente y biotinilado a la subunidad γ de un subcomplejo recombinante 

α3β3γ de Bacillus PS3, el cual fijaron a un portaobjetos recubierto de Ni2+-ácido 

nitrilotriacético (Ni-NTA) a través de colas de His añadidas a la región N-terminal de la 

subunidad β. Para iniciar la catálisis rotacional de la F1-ATPasa, añadieron 2 mM de Mg2+-

ATP a las preparaciones y registraron los cambios con un microscopio de epifluorescencia. 

Encontraron que la subunidad γ rota en sentido antihorario (visto de FO a F1) durante la 

hidrólisis de ATP y que esta rotación es independiente de las subunidades δ y ε (Noji et al., 

1997). Experimentos posteriores usando el mismo principio mostraron la rotación de γ en el 

domino F1 de E. coli (Omote et al., 1999). 

. 
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Figura 6. Rotación de la subunidad γ en el subcomplejo α3β3γ de Bacillus PS3. A, sistema experimental en el 

que la subunidad γ está biotinilada y unida a un filamento de actina marcado fluorescentemente. El subcomplejo 

está fijo a un portaobjetos recubierto de Ni-NTA mediante colas de histidina agregadas a la subunidad β. B, 

imágenes temporales de microscopía de epifluorescencia del complejo α3β3γ-filamento de actina tras la adición 

de 2 mM de ATP, se observa la rotación del filamento en sentido antihorario (modificada de Noji et al., 1997). 

 

 El modelo general de síntesis de ATP por el mecanismo de cambio de unión, señala 

que, en un tiempo cero, una molécula de ADP y una de Pi se unen al sitio activo vacío de la 

subunidad βE, mientras que en el sitio activo de βTP se sintetiza ATP y, tras una primera 

rotación de 120° del eje rotor γεc10-15, cambia la conformación de las subunidades; βE adopta 

la conformación relajada βDP, en βTP se libera el ATP recién sintetizado y pasa a una 

conformación vacía βE, susceptible a la unión de otra molécula de ADP y Pi y, finalmente, 

βDP adopta una conformación cerrada βTP, donde se sintetiza la molécula de ATP que será 

liberada en la siguiente rotación de 120°. Tras el giro completo de 360° del eje rotor, cada 

una de las 3 subunidades β-catalíticas ha adoptado cada una de las conformaciones posibles: 

βE, βDP y βTP, como lo predijo Paul D. Boyer (Fig. 7). Cabe mencionar que las 3 subunidades 

α mantienen unido ATP y no cambian de conformación tras la rotación de γεc10-15 (Abrahams 

et al., 1994; Neupane et al., 2019).  

 



19 

 

 
Figura 7. Mecanismo de cambio de unión para la síntesis de ATP en del dominio F1 de la ATPasa. Al inicio de 

un ciclo, una molécula de ADP y una de Pi se unen a la subunidad βE, mientras que una molécula de ATP ocupa 

el sitio activo de la subunidad βTP y la subunidad βDP tiene unido ADP+Pi. Tras la rotación de 120° de γ, se 

libera el ATP de la subunidad βTP, por lo que cambia a una conformación βE, donde se puede unir ADP+Pi, la 

subunidad βDP cambia una conformación βTP y se sintetiza ATP, mientras que la subunidad βE adopta una 

conformación βDP, donde se sintetizará ATP tras una segunda rotación de 120°. Después de un ciclo completo 

de 360° de rotación, cada una de las 3 subunidades β habrá adoptado las 3 conformaciones posibles y se habrán 

sintetizado 3 moléculas de ATP. En diferentes tonos de azul se representa cada subunidad β catalítica 

(modificada de Neupane et al., 2019). 

 

 El cambio de conformación de las subunidades β, aunque es impulsado por el giro de 

γεc10-15, se debe, en gran medida, a la asimetría intrínseca de la subunidad γ y la capacidad 

de interaccionar diferencial y específicamente con cada una de las subunidades catalíticas en 

un momento dado (Abrahams et al., 1994).  

 

 Inhibidores endógenos reguladores de actividad de la ATPasa/hidrolasa (ε, 

sistema γ/ε, IF1 y ζ)  

 La ATPasa es un nanomotor reversible, con la capacidad de sintetizar e hidrolizar 

ATP, dependiendo de la dirección de rotación del eje central γεc10-15 (Noji y Yoshida, 2001). 

La capacidad hidrolítica de ATPasa permite restaurar el gradiente electroquímico y generar 

FPM en diversas condiciones, como: anoxia (Ugurbil et al., 1978), ausencia de un aceptor 

final de electrones, condiciones de oscuridad o baja intensidad luminosa o cuando no existen 

cadenas transportadoras de electrones alternas (Feniouk et al., 2006; Mendoza-Hoffmann et 

al., 2018; Walker, 1994). Sin embargo, se ha sugerido que la actividad no regulada de 

ATPasa puede conducir a un consumo deletéreo de ATP (Feniouk et al., 2006; Stocker et al., 

2007). En este sentido, se ha observado un crecimiento menor y más lento en las mutantes 

que carecen de la proteína inhibitoria endógena ζ de Paraccocccus denitrificans (Pdζ), en 
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comparación a la cepa silvestre (Mendoza-Hoffmann et al., 2018). Diferentes subunidades 

han adquirido la capacidad de actuar como reguladores endógenos de la actividad hidrolítica 

de ATPasa; la subunidad épsilon (ε) en bacterias, la subunidad IF1 en mitocondrias, la 

subunidad gamma (γ) (a través de puentes disulfuro) en cloroplastos y, finalmente, la 

subunidad zeta (ζ) en alfa-proteobacterias, cuyo reciente descubrimiento se remonta a no más 

de dos décadas atrás (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-Ríos et al., 2010). A continuación, 

se hace un breve resumen acerca de la estructura y mecanismo de cada uno de los inhibidores 

endógenos mencionados.   

Subunidad ε: en diversos phyla bacterianos se ha observado la presencia de una 

subunidad ε de aproximadamente 130-140 residuos (Sielaff et al., 2018). La actividad 

inhibitoria de esta subunidad se ha demostrado en diferentes grupos, entre ellos: γ-

proteobacterias, como E. coli (Sternweis y Smith, 1980; Dreyfus y Satre, 1983), donde, 

además, análisis de diferentes fracciones de purificación revelaron  que ε es el único inhibidor 

endógeno en esta γ-proteobacteria (Dreyfus y Satre, 1983); cianobacterias, como 

Synechocystis sp. PCC 6803, donde la deleción de la región C-terminal  de la subunidad ε, 

condujo a un incremento en la actividad de ATPasa (Imashimizu et al., 2011) y firmicutes, 

como en Bacillus PS3 (Suzuki et al., 2003) y Bacillus sp. TA2.A1, donde la subunidad trunca 

εΔC perdió la capacidad de inhibir la hidrólisis de ATP por la F1ATPasa (Keis et al., 2006). 

Adicionalmente, en Mycobacterium se ha descrito una subunidad ε con un extremo C-

terminal más corto al inhibidor de E. coli (121 y 139 residuos totales, respectivamente), pero 

que mantiene una función inhibitoria importante (Joon et al., 2018).   

 La estructura de la subunidad ε reveló que está organizada en dos subdominios, uno 

N-terminal de 84 residuos, cuya estructura de 10 láminas β adopta una forma de emparedado 

de interior hidrofóbico y un dominio C-terminal de 48 residuos, el cual forma una horquilla 

de dos α-hélices antiparalelas (Fig. 8 A; Wilkens et al., 1995).  

 Se sabe que la región N-terminal de ε es esencial para el ensamblaje funcional del 

complejo F1FO (Jounouchi et al., 1992), mientras que experimentos de deleción (Kuki et al., 

1988) y  entrecruzamiento (Wilkens y Capaldi, 1998; Kato-Yamada et al., 2000) sugieren 

que la región C-terminal sufre transiciones conformacionales, cambiando de una forma 

contraída no inhibitoria a una extendida inhibitoria (Rodgers and Wilce, 2000; Tsunoda et 

al., 2001); en Bacillus PS3 la unión cruzada de la conformación extendida en el anillo estator 

ha mostrado un efecto fuertemente inhibitorio sobre la hidrólisis de ATP, además, esta 

conformación es estabilizada por Mg2+-ADP-Pi en E. coli (Fischer et al., 2000). 

  Estudios en Bacillus PS3 han demostrado que la conformación compacta ocurre en 

presencia de ATP y la conformación extendida cuando hay ADP en el medio (Feniouk et al., 

2006). incluso se ha identificado un sitio de unión a ATP en la subunidad ε de Bacillus PS3. 

La formación de este sitio de reconocimiento implica a la lámina β10, un asa y las dos α-

hélices del dominio C-terminal y ha sido identificado como el motivo de reconocimiento 

I(L)DXXRA, cuya presencia está conservada en diferentes bacterias, como B. subtilis y E. 

coli (Yagi et al., 2007).  Se sugiere que este motivo funciona como sensor de ATP en las 

células bacterianas, el cual favorece la conformación compacta no inhibitoria en presencia 
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de ATP y la conformación extendida inhibitoria en ausencia de este nucleótido y en presencia 

de ADP (Feniouk et al., 2006; Suzuki et al., 2003).  

 En la primera estructura cristalográfica del dominio F1 autoinhibido de E. coli (es 

decir, inhibido por una subunidad estructural de la ATPasa) se mostró que la región C-

terminal de la subunidad ε se inserta en la cavidad central del anillo hexamérico α/β, donde 

interacciona con las subunidades α, β y γ de F1 (Hausrath et al., 2001). Más recientemente, 

la estructura cristalográfica del dominio F1 autoinhibido de E. coli, obtenido por Cingolani y 

Duncan (2011), reveló tres regiones de contacto entre ε y las subunidades α, β y γ: en la 

región 1, el asa 1 y la α-hélice 1 de ε interaccionan sólo con γ, particularmente con el 

plegamiento de Rossmann de γ; en la región 2, el asa 2 y la α-hélice 2 de ε interaccionan con 

αDP, αE, βDP, βTP y γ, en este caso, la α-hélice 2 de ε se inserta en la cavidad central del rotor, 

donde forma una hélice superenrrollada y antiparalela con el extremo N-terminal de la 

subunidad γ, la cual es estabilizada por puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas. 

En esta región de contacto, la α-hélice 2 de ε (ubicada entre los C-terminal de las subunidades 

β) impide contactos entre β y γ, importantes para la catálisis rotacional. Finalmente, la región 

3 corresponde al “gancho” de la subunidad ε, el cual va de los residuos 126 a 138 e 

interacciona con las regiones N y C-terminal de γ, además, envuelve parcialmente a la hélice 

1 de la región C-terminal de la subunidad βTP (Fig. 8 B y C; Cingolani y Duncan, 2011). 

 

 
Figura 8. Estructura tridimensional de la subunidad ε (PDB: 1BSH) de E. coli en su conformación contraída y 

extendida al interior de la cavidad central del dominio F1. A, subunidad ε contraída, se observa una proteína 

compuesta por dos dominios, un domino inhibitorio C-terminal (rojo) cuyas dos α-hélices forman una horquilla 

y sufren transiciones conformacionales y un dominio N-terminal (verde), el cual adopta una forma de sándwich 

a través de 10 láminas β. B y C, subunidad ε insertada en la cavidad central del dominio F1; líneas sólidas, 

contactos de van der Waals; líneas punteadas negras, puentes de hidrógeno; líneas punteadas rojas, interacciones 

electrostáticas. B, se aprecia la región 2 de contacto entre la subunidad ε (rosa) y las subunidades βDP (azul 

oscuro) y γ (rosa), los átomos representados como esferas participan en la formación de la hélice superenrrollada 

y antiparalela formada por la interacción entre la α-hélice 2 de ε y la región N-terminal de γ. C, corresponde a 

la región 3 de contacto entre la subunidad ε (rosa) y las subunidades βTP (azul claro) y γ (rosa), se puede apreciar 

la estructura de gancho formada por los residuos 126 a 138 de la subunidad ε, el cual interacciona con las 
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regiones C- y N-terminal de la subunidad γ y envuelve parcialmente a la hélice 1 de subunidad βTP (modificada 

de Cingolani y Duncan, 2011 y Wilkens y Capaldi, 1998). 

 

Subunidades γ/ε: la actividad inhibitoria de ε fue observada en cloroplastos antes 

que en bacterias; la adición de etanol al 20 % al “factor de acoplamiento 1” o dominio F1 de 

cloroplastos de espinaca unido a una columna de intercambio iónico, permitió la liberación 

de la subunidad ε del complejo, además, se observó que los subcomplejos carentes de ε son 

capaces de hidrolizar ATP, mientras que la reconstitución de esta subunidad inhibe la 

actividad hidrolítica del dominio F1 (Richter et al., 1984). Sin embargo, en la subunidad γ de 

cloroplastos de espinaca también se ha descrito un dominio conservado que cuenta con dos 

cisteínas regulatorias: Cys199 y Cys205 (Richter, 2004). La reducción del puente disulfuro 

formado por estos residuos conduce a un incremento en la actividad basal de hidrólisis de 

ATP (Nalin y McCarty, 1983), ya que estas cisteínas funcionan como un sensor redox que, 

en condiciones oxidantes (p. ej., en oscuridad), forman un puente disulfuro que inhibe la 

actividad catalítica, mientras que en condiciones reductoras (p. ej., durante la fotosíntesis 

activa) se rompe el puente disulfuro gracias a la reducción mediada por tiorredoxina, lo que 

activa a la enzima y permite, la síntesis de ATP. Cabe destacar que la regulación por la 

subunidad γ y la inhibición por ε están estrechamente relacionadas (Sielaff et al., 2018). 

Experimentos con anticuerpos han mostrado que la FPM dependiente de luz genera cambios 

conformacionales en ε, particularmente en la región C-terminal, de tal manera que, en 

presencia de luz y gradiente electroquímico, ε se expone al reconocimiento por anticuerpos, 

lo cual no ocurre en membranas mantenidas en oscuridad (Richter y McCarty, 1987; Johnson 

y McCarty 2002), al mismo tiempo, la tasa de reducción de γ incrementa fuertemente, lo que 

conduce a una activación total de la ATPasa (Richter, 2004). 

Factor inhibitorio 1 (IF1): el factor inhibitorio 1 (IF1) mitocondrial fue inicialmente 

descrito por Pullman y Monroy (1963), quienes lo purificaron a partir de músculo cardiaco 

de bovino y observaron que a pH de 6.5 IF1 ejerce una inhibición máxima sobre la actividad 

de ATPasa, mientras que a pH alcalino, esta propiedad se ve fuertemente reducida. 

Experimentos de inmunodetección revelaron una activación en la actividad de ATPasa 

inducida por FPM, la cual fue relacionada con un cambio de posición de la proteína  IF1 en 

la ATPasa mitocondrial (Dreyfus et al., 1981). Además, la observación de un lag previo al 

estado de equilibrio dinámco del intercambio Pi-ATP, así como una menor actividad de 

síntesis de ATP en partículas submitocondriales en estado “Mg-ATP” (un estado 

caracterizado por una baja actividad de ATPasa y baja inmunodetección de la proteína IF1) 

con respecto a partículas en “estado 3” (un estado caracterizado por una alta actividad de 

ATPasa y alta inmunodetección de la proteína IF1), sugieren que el inhibidor IF1 tiene un 

papel importante en la conservación de la energía por fosforilación oxidativa (Tuena et al., 

1983).  

La presencia de IF1 fue confirmada en muchas otras especies eucariontes, entre las 

cuales destacan mamíferos (Cintrón y Pedersen, 1979), incluyendo humano y ratón (Xu et 

al., 2009), en levadura (Hashimoto et al., 1981), mitocondrias de plantas (Norling et al., 
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1990), Caenorhabditis elegans (Ichikawa et al., 2006) y artrópodos como el camarón 

(Chimeo et al., 2015). El IF1 de bovino consta de 84 aminoácidos y su estructura terciaria 

reveló que la región N-terminal es intrínsecamente desordenada, mientras que la región C-

terminal tiene una estructura de α-hélice y es un dominio de dimerización (Fig. 9 B; Gordon-

Smith et al., 2001). Análisis cromatográficos y de microscopía electrónica han mostrado que 

a pH 6.5 o menor, la IF1 se asocia en dímeros inhibitorios a través de la región C-terminal, 

de tal manera que se forma una hélice superenrollada antiparalela entre dos monómeros 

(Cabezón et al., 2000), mientras que, a un pH alcalino, los dímeros interaccionan a través de 

su región N-terminal inhibitorias, formando tetrámeros funcionalmente inactivos (Cabezón 

et al., 2001); sin embargo en levadura la forma dimérica parecer ser inactiva, siendo la forma 

monomérica la inhibitoria (Le Breton et al., 2015).  Información estructural de la ATPasa 

inhibida ha revelado contactos clave de IF1 con las subunidades del domino catalítico y se ha 

propuesto un mecanismo inhibitorio que se describe a continuación: IF1 se inserta en un sito 

de unión presente en la interfaz catalítica entre αE y βE, particularmente a través de su región 

N-terminal (residuos 1 a 60), alineándose con la α-hélice presente en la región C-terminal de 

las subunidades del anillo e interaccionando con la subunidad γ para formar una hélice 

superenrollada (Garcia-Trejo and Morales-Rios, 2008; Minauro-Sanmiguel, 2002). Tras la 

interacción clave inicial de IF1 con αE y βE, la hidrólisis de 2 moléculas de ATP provoca dos 

giros en γ de 120° cada uno, lo que genera el cambio conformacional de αE y βE a la 

conformación cerrada αDP y βDP. Estos cambios afectan directamente a IF1, cuya región N-

terminal adopta una forma de α-hélice dentro de la interfaz αDP/βDP, donde interacciona 

también con γ (Fig. 9 A; Bason et al., 2014). Además, experimentos de mutagénesis en 

Saccharomyces cerevisiae, donde se modificaron 3 residuos de la subunidad β (R408, R412 

y E454), revelaron que la interacción αE399-βR408 es esencial para el funcionamiento de la 

ATPasa, particularmente para la formación de la conformación αDP/βDP, y que esta 

interacción es interrumpida por la presencia del inhibidor IF1 y para su crecimiento (Ichikawa 

et al., 2005).  
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Figura 9. Estructura cristalográfica del inhibidor mitocondrial IF1 y su interacción con el dominio F1. A, dominio 

F1 de la ATPasa inhibido por la subunidad IF1 monomérica reconstituida in vitro. Se aprecia a la IF1 en sus tres 

sitios posibles: entre la interfaz αEβE (morado), entre αTPβTP (rosa) y entre αDPβDP (azul claro). Nótese que la α-

hélice formada por IF1 en su sitio inhibitorio final (αDPβDP) es más larga que la hélice formada en los otros dos 

sitios, lo cual es un reflejo de la ruptura y formación de interacciones específicas (dependientes de ATP) entre 

el inhibidor y el domino F1, necesarias para el plegamiento final de IF1 en la interfaz αDPβDP. B, estructura 

cristalográfica de un dímero inhibitorio de la subunidad IF1 mitocondrial de bovino. Se observa que la región 

C-terminal adopta una conformación de α-hélice, a través de la cual se une a una segunda subunidad para formar 

un homodímero, particularmente mediante los residuos 44 a 84, mientras que los residuos 1 a 18 de la región 

N-terminal tienen una conformación intrínsecamente desordenada. Las líneas punteadas representan la región 

mínima inhibitoria (residuos 14 a 47; Van Raaij et al., 1996). (modificada de Bason et al., 2014 y Cabezón et 

al., 2001). 

 

Se han descrito diferentes mecanismos regulatorios de la forma inhibitoria activa de 

IF1, entre las cuales destacan la presencia de 5 histidinas (H48, H49, H55, H56 y H70) 

conservadas en el reino animal, las cuales confieren sensibilidad a pH, pues su protonación 

y deprotonación facilita la transición entre estados activos e inactivos; la mutación H49K 

produjo una proteína relativamente insensible a pH, con una alta actividad inhibitoria a pH 8 

(Schnizer et al.,1996).  Adicionalmente, se ha descrito el papel regulatorio de la fosforilación 
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de la serina S39 de IF1. En experimentos de inmunoprecipitación en líneas celulares humanas 

han mostrado que la fosforilación dependiente de proteína cinasa A en S39 de IF1, impide la 

unión del inhibidor a la ATPasa, mientras que su desfosforilación promueve su unión al 

complejo catalítico F1. Se sugiere que la fosforilación tiene un efecto sobre el plegamiento 

de IF1, de tal manera que se pierde la estructura intrínsecamente desordenada esencial durante 

las etapas iniciales de la inhibición. En músculo cardiaco de ratón se han encontrado grandes 

cantidades de IF1 defosforilada (García-Bermúdez et al., 2015). 

Finalmente, IF1 ha sido sugerido como un factor de dimerización de la ATPasa. 

Evidencia de microscopía electrónica ha revelado la formación de dímeros de F1 tras la 

adición de un exceso molar del inhibidor IF1 a muestras purificadas del complejo catalítico 

(Cabezón et al., 2000). Experimentos de sobreexpresión y reconstitución que evaluaron la 

relación dímeros (D)/monómeros (M) de la F1FO ATPasa en partículas submitocondriales 

(PSM) de hepatoma de rata y de corazón de bovino, mostraron una correlación entre un 

incremento en la relación D/M y la sobreexpresión de IF1, la disminución de la relación D/M 

tras la remoción de IF1 y el restablecimiento parcial de dicha relación tras la reconstitución 

con IF1 recombinante (García et al., 2006).  

En contraste, experimentos de electroforesis, microscopía electrónica y de 

fluorescencia en células HeLa con una expresión reducida de IF1, mostraron que la cantidad 

de dímeros de F1FO-ATPasas es similar entre las células depletadas de IF1 y las células 

control, además de que la topografía de la membrana interna mitocondrial no se ve afectada 

(Fujikawa et al., 2012).  

Adicionalmente, la primera estructura dimérica de la ATPasa (Minauro-Sanmiguel et 

al., 2005) y las estructuras diméricas y tetraméricas analizadas recientemente por 

criomicroscopia electrónica (Gu et al., 2019; Pinke et al., 2020), mostraron la presencia de 

dos asociaciones fisiológicas: dímeros independientes de IF1, cuya asociación ocurre a través 

de contactos específicos que involucran las subunidades a, e, f, g, 6.8pl (también conocida 

como subunidad j) y DAPIT (también conocida como Atp5mk) del dominio FO y tetrámeros 

inhibidos, los cuales se forman a partir de dos dímeros de ATPasa y dependen de dos 

inhibidores IF1 diméricos; se sugiere que ambas superestructuras son fisiológicamente 

relevantes, pues, los dímeros son catalíticamente activos y los tetrámeros están inhibidos por 

IF1, además los ángulos formados entre las regiones FO asociadas concuerdan con los ángulos 

de las crestas mitocondriales, lo que pone de manifiesto la relevancia de estas 

superestructuras  en el modelado topográfico de la membrana interna (Gu et al., 2019; Pinke 

et al., 2020). 

A pesar de los reportes anteriores, existe evidencia in vitro de la función dimerizante 

y oligomerizante de la IF1 mitocondrial, la cual se obtuvo por medio de experimentos de 

reconstitución homóloga, donde el IF1 se añadió a PSM de hígado de rata y se observó que 

al remover la IF1 se perdía la ATPasa dimérica y se enriquecía el monómero de la enzima y, 

además, al reconstituir la IF1 no sólo se restableció la estructura dimérica sino que además se 

recuperaron formas oligoméricas de la ATPasa mitocondrial incluyendo tetrámeros y formas 

superiores de oligomerización (Garcia et al., 2006). Estos experimentos concuerdan con los 
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resultados de microscopía electrónica donde se observa que la IF1 mitocondrial forma parte 

de interfases dimerizantes y oligomerizantes de la ATPasa mitocondrial dimérica y 

oligomérica (Minauro-Sanmiguel et al., 2005) que le da forma a las crestas mitocondriales 

(Arselin et al., 2004). 

Subunidad ζ: la sospecha sobre la existencia de una proteína inhibitoria en P. 

denitrificans, una α-proteobacteria que ha sido asociada al protoendosimbionte mitocondrial 

(John y Whatley, 1975), se generó a partir de experimentos en los que se sugería la existencia 

de una proteína inhibidora de la ATPasa de Rhodospirillum rubrum, una bacteria púrpura no 

sulfurosa del grupo de las α-proteobacterias fotosintéticas, (Romero Álvarez, Tesis de 

Licenciatura, 1982). Experimentos de tripsinólisis limitada en membranas de P. denitrificans 

revelaron un incremento en la actividad de ATPasa (Pacheco-Moisés et al., 2000). Sin 

embargo, dado que aún no se descubría la subunidad ζ, en ese trabajo se adjudicó dicho 

incremento a la proteólisis de la subunidad ε, el autoinhibidor bacteriano conocido a la fecha 

de la publicación. Posteriormente, se descubrió y caracterizó la subunidad inhibitoria ζ 

gracias a experimentos pioneros de purificación del dominio F1 y de la F1FO-ATPasa de P. 

denitrificans, que revelaron la presencia en F1 de una subunidad extra de 11 kDa, no canónica 

y diferente a las descritas previamente en modelos bacterianos (de la Rosa-Morales, 2005). 

La secuenciación de la región N-terminal de esta nueva subunidad permitió determinar un 

alto grado de similitud (casi del 90%) con una proteína hipotética de función desconocida 

(DUF1476) de R. sphaeroides, una bacteria púrpura cercanamente emparentada con P. 

denitrificans (Ohkubo et al., 1986) y una similitud mayor al 50 % con la región inhibitoria 

de la proteína IF1 de humano (de la Rosa-Morales, 2005). Esta nueva proteína recibió el 

nombre de ζ y tras su clonación y sobreexpresión se realizaron ensayos de inhibición sobre 

la actividad hidrolítica y sintética de la F1FO ATPasa en partículas subacterianas (PSB) de P. 

denitrificans y en el complejo F1 puro (parcialmente carente de las subunidades ε y ζ). Cabe 

destacar que P. denitrificans cuenta con el gen que codifica a la subunidad ε y la presencia 

de esta proteína ha sido detectada en la F1-ATPasa de P. denitrificans. Sin embargo, la 

subunidad ε no tiene actividad inhibitoria sobre la F1-ATPasa de P. denitrifcans (Zarco-

Zavala et al., 2014) y el análisis filogenético de la subunidad ε de α-proteobacterias, bacterias 

de otros grupos (como γ-proteobacterias y Bacilli) y eucariontes (donde se denomina δ), 

reveló diferencias que sugieren una divergencia evolutiva relacionada con la pérdida de la 

función inhibitoria en eucariontes y α-proteobacterias (Fig. 10; Zarco-Zavala, tesis de 

Doctorado, 2014). 
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Figura 10. Árbol filogenético construido a partir de la secuencia proteica de la subunidad ε perteneciente a 

eucariontes (donde se denomina δ; ramas verdes), α-proteobacterias (ramas azules) y bacterias de otros grupos 

(como γ-proteobacterias y Bacilli; ramas rojas). Se observa una clara diferenciación de acuerdo al grupo 

taxonómico y se piensa que esta divergencia puede estar relacionada con la pérdida de la función inhibitoria de 

la subunidad ε en eucariontes y α-proteobacterias (tomada de Zarco-Zavala, tesis de Doctorado, 2014). 

Los ensayos cinéticos revelaron que la adición de ζ disminuye la actividad hidrolítica 

de la ATPasa, pero no afecta la actividad de síntesis de ATP, además, esta inhibición es 

independiente de la subunidad ε, la cual, además, no tiene efecto sobre la actividad de ATPasa 

por sí sola. También se demostró por Western blot la presencia de la proteína ζ unida al 

domino F1 de la ATPasa de R. sphaeroides, una de las α-proteobacterias más cercanamente 

relacionadas a P. denitrificans, lo cual, aunado a análisis por BLAST, permitió sugerir que 

la proteína ζ es el inhibidor natural endógeno en las α-proteobacterias, ya que el marco de 

lectura abierto de la proteína Pdζ está conservado entre este grupo de bacterias y en todas 

ellas se traduce como una proteína hipotética con dominio de función desconocida DUF1476 

(Morales-Ríos et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014).  
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La estructura tridimensional de la proteína inhibitoria ζ de P. denitrificans obtenida 

por resonancia magnética nuclear (NMR) reveló que ésta se compone por 4 α-hélices, tiene 

forma de haz y que su región N-terminal (residuos 1 a 19) es altamente flexible y sufre 

movimientos de bisagra (Fig. 11; Serrano et al., 2014). Además, la presencia de ATP y ADP, 

genera cambios conformacionales importantes (Zarco-Zavala et al., 2013, Zarco-Zavala et 

al., 2014), esto de manera similar a lo que sucede en la subunidad ε de E. coli, donde la forma 

compacta no inhibitoria se ve favorecida en presencia de ATP y la forma extendida en 

presencia de ADP y ausencia de ATP (Feniouk et al., 2006; Suzuki et al., 2003).  

La sobreposición de la estructura de Pdζ con la ζ de Jannaschia sp. mostró una raíz 

de la desviación cuadrática media (RMSD) de 1.3 Å (Serrano et al., 2014). Además, 

alineamientos de más de 200 secuencias diferentes de la proteína ζ y análisis de predicción 

de estructura mostraron una alta identidad en las hélices α1, α2 y α3, un alto grado de 

conservación de la estructura tridimensional y que el dominio N-terminal es la región más 

conservada de la proteína (Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al., 2013; Zarco-Zavala et 

al., 2014).  

 

 
Figura 11. Estructura tridimensional de uno de los confórmeros de la proteína inhibitoria ζ de P. denitrificans 

obtenida por resonancia magnética nuclear (PDB: 2LL0). Se observa una proteína en forma de haz compuesta 

de 4 α-hélices (morado) con un dominio N-terminal inhibitorio (cian) intrínsecamente desordenado y altamente 

flexible. Figura realizada con UCSF Chimera a partir de los datos estructurales de Serrano et al. (2014). 

 

Experimentos de deleción e inhibición mostraron que proteínas truncas PdζΔNT y Js-

ζΔNT carentes de 14 y 19 residuos en la región N-terminal, respectivamente, no tienen 

capacidad inhibitoria sobre la actividad hidrolítica de la F1-ATPasa de P. denitirificans 

purificada, además, por ensayos de cinética y cromatografía, se verificó que esta pérdida de 

la capacidad inhibitoria no se debe a un plegamiento anómalo de las proteínas truncas (Zarco-
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Zavala et al., 2014).  El mecanismo inhibitorio de la proteína Pdζ se dilucidó con gran 

exactitud a partir de experimentos de entrecruzamiento (Zarco-Zavala et al., 2014), modelos 

in silico y ensayos de inhibición heteróloga IF1-F1-ATPasa de P. denitrificans (García-Trejo 

et al., 2016) antes de que se conociera la estructura tridimensional de la F1FO ATPasa de P. 

denitrificans (PDB: 5DN6; Morales-Ríos et al., 2015). En breve: la región N-terminal 

intrínsecamente desordenada de la proteína inhibitoria Pdζ se inserta en la interfaz αE/βE, 

interactuando también con la subunidad γ, la cual, tras dos giros de 120° dependientes de 

ATP, bloquea a Pdζ en la “región central de inhibición general”, una zona formada por la 

interfaz entre αDP/βDP/γ, mientras que la región globular no inhibitoria está relacionada con 

el anclaje y el mantenimiento de Pdζ en su sitio de unión a F1 (Fig. 12 B; García Trejo et al., 

2016). La estructura cristalográfica de la F1FO-ATPasa de P. denitrificans unida a Pdζ, 

además de confirmar el mecanismo de inhibición propuesto (García-Trejo et al., 2016), 

también confirmó la predicción de García-Trejo et al. (2016), de que la región N-terminal 

pasa de una conformación intrínsecamente desordenada (IDPr) a una de α-hélice tras 

insertarse en la región central de inhibición general (Fig. 12 A; Morales-Ríos et al., 2015), 

tal como ocurre con la región N-terminal del inhibidor mitocondrial IF1 (Bason et al., 2014). 

 

 
Figura 12. Mecanismo inhibitorio de la subunidad ζ de P. denitrificans. A, estructura cristalográfica de la F1FO-

ATPasa autoinhibida de P. denitrificans, en café se observa la subunidad ζ insertada en la región central de 

inhibición general αTP/βTP/γ. B, mecanismo inhibitorio de la subunidad ζ sobre un modelo de homología 

estructural construido in silico del dominio F1 de P. denitrificans, en un inicio, la subunidad  ζ (naranja) se 

inserta a la interfase αE/βE a través de su región N-terminal (rojo) y, tras dos giros de 120° dependientes de ATP 

de la subunidad γ, la región N-terminal de la subunidad ζ queda bloqueada en la región central de inhibición 

general αTP/βTP/γ, inhibiendo la actividad hidrolítica del complejo. Cabe mencionar que este mecanismo se 

describió antes de que hubiera datos cristalográficos disponibles de la ATPasa de P. denitrificans (modificada 

de García-Trejo et al., 2016 y Morales-Ríos et al., 2015). 
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 Rhodobacter sphaeroides como modelo de estudio 

 Generalidades: R. sphaeroides es una bacteria púrpura fotosintética no sulfurosa 

perteneciente al grupo de las α-proteobacterias (Imhoff et al., 2005), es decir, puede tolerar 

cantidades ≤ 0.5 mM de compuestos reducidos de azufre (como el ácido sulfhídrico) y 

oxidarlos a S0. Sin embargo, a diferencia de las bacterias púrpuras sulfurosas, las cuales 

pueden soportar concentraciones mayores de compuestos reducidos de azufre, el S0 formado 

no es almacenado en gránulos citoplasmáticos, en lugar de ello, es depositado 

extracelularmente (Hansen y van Gemerden, 1972). Análisis filogenéticos utilizando el gen 

ribosomal 16s colocan al género Rhodobacter como grupo hermano del género Paracoccus 

(Fig. 13; Imhoff et al., 2005), además, se ha mostrado que existe una gran cantidad de genes 

altamente conservados entre R. sphaeroides y P. denitrificans (la primera bacteria en la que 

se describió la proteína ζ como regulador de la ATPasa; de la Rosa-Morales, 2005; Morales-

Ríos et al., 2010), lo que ha llevado a proponer que P. denitrificans es una versión no 

fotosintética de R. sphaeroides (Imhoff et al., 2005; Mackenzie et al., 2007).  

 

 
Figura 13. Árbol filogenético de diferentes especies del género Rhodobacter y otras α-proteobacterias, 

construido a partir del gen ribosomal 16S. Los rectángulos rojos encierran a R. sphaeroides y P. denitrificans. 
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Nótese que los géneros Rhodobacter y Paracoccus son grupos hermanos y comparten un ancestro común 

inmediato. E. coli fue utilizada como grupo externo (modificada de Imhoff et al., 2005). 

 Esta bacteria, R. sphaeroides, puede ser aislada a partir de muestras de agua donde 

las concentraciones de compuestos reducidos de azufre son muy bajas o indetectables 

(Madigan et al., 2009).  Interesantemente, su presencia, junto con la de otras bacterias 

púrpuras no sulfurosas, ha sido detectada en aguas residuales en concentraciones de hasta 106 

células/mL (en contraste, bacterias púrpuras sulfurosas fueron detectadas a concentraciones 

de sólo 103 células/mL; Siefert et al., 1978) y en lagunas de desecho, donde las condiciones 

de crecimiento son óptimas (poco o nulo oxígeno y presencia de luz), lo que ha permitido 

observar la formación de afloramientos rojizos intensos de bacterias púrpuras no sulfurosas, 

asociados a una reducción en el olor fétido característico de las lagunas de desecho (Madigan 

et al., 2009).  

 En términos metabólicos, R. sphaeroides es uno de los organismos más versátiles que 

se conocen, puede crecer en condiciones aerobias y anaerobias; en luz y oscuridad. Es capaz 

de llevar a cabo respiración aerobia y anaerobia, fermentación (Schultz y Weaver, 1982), 

quimiosíntesis (autótrofa y heterótrofa) y fotosíntesis anoxigénica (autótrofa y heterótrofa), 

además, es una bacteria fijadora de nitrógeno. En el caso de la fotosíntesis heterótrofa y 

quimiosíntesis heterótrofa, compuestos orgánicos simples, entre ellos piruvato y malato, son 

utilizados como fuente de carbono y donadores de electrones, pero cuando estos procesos se 

llevan a cabo en condiciones autótrofas, el CO2 es la única fuente de carbono y el hidrógeno 

molecular o compuestos reducidos de azufre son utilizados como agentes reductores (Hansen 

and van Gemerden, 1972; Mackenzie et al., 2007; Madigan et al., 2009). Cabe destacar que 

la mayoría de las bacterias púrpuras no sulfurosas crecen mejor como fotoheterótrofas y con 

amoniaco como única fuente de nitrógeno (Sojka, 1978), sin embargo, el crecimiento de R. 

sphaeroides es óptimo cuando N2 es la única fuente de nitrógeno (Madigan et al., 1984).     

 Diferentes razones han hecho de R. sphaeroides la bacteria fotosintética más 

estudiada, una ellas es su aparato fotosintético y regulación. La expresión del aparato 

fotosintético de R. sphaeroides está controlada por diferentes vías de señalización celular, las 

cuales conducen a la transcripción de genes del fotosistema tras la remoción de oxígeno en 

el medio. Esta inducción implica la formación de invaginaciones de la membrana plasmática 

llamadas membranas intracitoplásmicas o cromatóforos, donde se encuentra el aparato 

fotosintético y los complejos trasportadores de electrones (Zeilstra-Ryalls et al., 1998). El 

oxígeno es el principal regulador ambiental de la expresión del aparato fotosintético, mientras 

que la intensidad de luz controla la abundancia de los complejos formadores del fotosistema, 

particularmente del complejo antena 2 (LHC2; Kiley y Kaplan, 1988).  Cabe mencionar que 

los complejos transportadores de electrones son compartidos por las vías fotosintéticas y las 

vías respiratorias (Melandri y Zannoni, 1978).  

 

Cadena respiratoria y transportadores de electrones: R. sphaeroides tiene una 

cadena respiratoria ramificada, ya que puede aceptar electrones a través de la NADH 
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deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa (Ferguson et al., 1987). También, cuenta con 

un citocromo bc1, el transportador de electrones citocromo c2, la citocromo c oxidasa tipo-

aa3 y la citocromo c oxidasa tipo-cbb3. El citocromo bc1 y el c2 se expresan constitutivamente, 

mientras que la citocromo c oxidasa tipo-aa3 y la citocromo c oxidasa tipo-cbb3 están 

reguladas por la concentración de oxígeno. La citocromo c oxidasa tipo-aa3 tiene baja 

afinidad por el oxígeno y se expresa cuando la presión parcial de este gas incrementa, en 

contraste, la citocromo c oxidasa tipo-cbb3 tiene alta afinidad por el oxígeno y se expresa sólo 

cuando hay poca disponibilidad de oxígeno (Mackenzie et al., 2007; Mouncey et al., 2000). 

Algunos aceptores finales de electrones durante la respiración anaerobia son N-óxido de 

trimetilamina (TMAO), dimetilsulfóxido (DMSO), nitrato y óxido nitroso (Ferguson et al., 

1987).  

Cabe destacar que el TMAO y el DMSO son compuestos presentes en el ambiente, 

producidos, en parte, por procesos metabólicos diversos. El DMSO, por ejemplo, forma parte 

del ciclo del azufre y se genera a partir del dimetilsulfuro (DMS), el cual, a su vez, se forma 

a partir del dimetilsulfoniopropionato (DMSP; Schafer et al., 2009). La fuente más 

importante de DMS es el océano, con una producción del 80% del DMS total observado en 

la atmósfera, mientras que el otro 20% proviene de suelos, estuarios, plantas y actividades 

antrópicas (Watts, 2000). En el océano, el DMS se forma a partir de DMSP, un metabolito 

producido por algas macroscópicas y fitoplancton (Malin y Kirst, 1997; Van Alstyne y 

Puglisi, 2007). La formación de DMS dependiente de DMPS involucra diferentes vías y 

enzimas bacterianas de diferentes familias (Johnston et al., 2008). El DMS liberado a la 

atmósfera es fotooxidado, produciendo DMSO (Zhu et al., 2003). Sin embargo, la 

producción de DMSO dependiente de DMS, también puede ocurrir metabólicamente por 

bacterias de diferentes grupos: bacterias fotosintéticas verdes sulfurosas (Vogt et al., 1997), 

bacterias heterótrofas como Pseudomonas acidovorans (Zhang et al., 1991), bacterias 

marinas (González et al., 1997) etc. En Rhodovulum sulfidophilumse se ha descrito una DMS 

deshidrogenasa como responsable de la oxidación del DMS a DMSO (McDevitt et al., 2002). 

 

Aparato fotosintético y transporte cíclico de electrones: el aparato fotosintético de 

R. sphaeroides se encuentra en invaginaciones de la membrana plasmática conocidas como 

membranas intracitoplásmicas o cromatóforos (Zeilstra-Ryalls et al., 1998). Este aparato 

consta de tres complejos proteicos multiméricos y el transportador de electrones citocromo 

c2. Los complejos proteicos multiméricos son los complejos antena LHC1 (o B875) y LHC2 

(o B800-850), un centro de reacción (RC) y el complejo citocromo bc1 (Drews, 1985). El LHC1 

rodea al centro de reacción en una estequiometría fija 12:1-15:1 (Mackenzie et al., 2007), 

mientras que el LHC2 rodea al LHC1 con una estequiometría variable e inversamente 

proporcional a la intensidad luminosa (Aagaar y Sistrom, 1972). Los complejos LHC1, 

LHC2 y RC están asociados de manera no covalente a pigmentos fotosintéticos como 

bacterioclorofilas y carotenoides, se estima que existen al menos 100 bacterioclorofilas por 

cada RC (Verméglio y Joliot, 1999).  
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Los LHC funcionan como antenas que capturan la energía fotónica proveniente de la 

luz solar y la transfieren hasta el RC, donde ocurre la separación de carga. El RC está formado 

por tres proteínas distintas: L, M y H. Particularmente, L y M tienen asociados componentes 

esenciales para la separación de cargas: 4 bacterioclorofilas, de las cuales, dos se asocian en 

un dímero que funciona como donador primario de electrones, dos bacteriofeofitinas, una 

quinona primaria (QA), que funciona como aceptor primario, una ubiquinona secundaria 

(QB), que funciona como aceptor secundario y un centro de hierro ferroso (Drews, 1985). La 

reducción de la ubiquinona a partir de la fotoexcitación de los LHC es un fenómeno con un 

rendimiento cuántico cercano a 1, es decir, casi por cada fotón absorbido se transfiere un 

electrón a la ubiquinona (Verméglio y Joliot, 1999). En cromatóforos de R. sphaeroides se 

ha estimado un rendimiento cuántico del 91 % (Cartron et al., 2014). 

La secuencia cíclica de procesos transductores de energía y óxido-reductores, en R. 

sphaeroides, ocurre como se describe a continuación: (1) el LHC2 es fotoexcitado y la 

energía se transduce a través de los pigmentos fotosintéticos hasta el LHC1 (2) el LHC1 

fotoexcitado, transfiere la energía al dímero de bacterioclorofilas presente en el RC, donde 

se inicia la separación de cargas. (3) El dímero de bacterioclorofilas dona un electrón (casi 

por cada fotón absorbido) a la bacteriofeofitina, (4) la cual transfiere el electrón a la QA y 

esta (5) a la QB, produciendo una semiquinona que, tras una segunda transducción 

fotoinducida, será reducida por completo a ubiquinol. (6) El ubiquinol toma dos protones 

citoplasmáticos y (7) es liberado del RC, pasando a la poza de quinonas membranales, para 

después (8) ser oxidada en el centro Fe2S2 del complejo citocromo bc1, liberando 2 protones 

al periplasma (útiles para la fotofosforilación por la ATPasa). (9) El dominio cyt c1 del 

complejo bc1, transfiere los electrones al transportador periplásmico citocromo c2 oxidado, 

el cual (10) reduce al dímero de bacterioclorofilas fotoexcitadas del RC, lo que cierra el ciclo 

y permite que el dímero de bacterioclorofilas pueda reoxidarse tras un evento de 

fotoexcitación subsecuente (Fig. 14; Fecher et al., 1989; Gennis et al., 1993; Verméglio y 

Joliot, 1999). 

 

 
Figura 14. Fototransducción y transporte cíclico de electrones por el aparato fotosintético de R. sphaeroides. 

Los rombos azules representan moléculas de bacterioclorofila, los rombos rosas representan moléculas de 
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bacteriofeofitina y los rombos rojos representan grupos hemo.  El proceso de transducción de energía inicia con 

la fotoexcitación del LHC2, el cual transfiere la energía luminosa al LHC1 y este último al RC, donde un dímero 

de bacterioclorofilas inicia la separación de cargas. El dímero de bacterioclorofilas transfiere 1 electrón (casi 

por cada fotón) a una bacteriofeofitina, la cual, a su vez, reduce a una ubiquinona primaria QA y esta a una 

ubiquinona secundaria QB. La reducción total de la QB provoca que el ubiquinol resultante se separe del RC y 

se mueva al interior de la membrana, para después ser oxidada en el complejo bc1, en un proceso dependiente 

del citocromo c y que genera FPM. El citocromo c reducido regresa al RC, donde se oxida, donando sus 

electrones al dímero de bacterioclorofilas, lo cual concluye el ciclo y permite que un nuevo evento de separación 

de cargas ocurra (modificada de Verméglio y Joliot, 1999).  

Metabolismo fotoheterótrofo: durante el crecimiento fotoheterótrofo, el 

comportamiento “cíclico” de esta cadena se rompe, ya que diversos compuestos son capaces 

de donar electrones a la cadena, independientemente de la excitación luminosa y utilizando 

a la poza de ubiquinonas como intermediario esencial (Ferguson et al., 1987). En condiciones 

fotoheterótrofas, diversas fuentes de carbono pueden funcionar como donadores de 

electrones, p. ej., glucosa, succinato, acetato, fructosa, ácidos dicarboxílicos etc. (Imam et 

al., 2013). En este caso, la actividad de la succinato deshidrogenasa conlleva a la producción 

de ubiquinol, el cual puede aportar electrones directamente a la cadena “cíclica” fotosintética 

tras ser oxidada en el complejo citocromo bc1 o ser utilizada por la NADH deshidrogenasa 

para la producción de NADH a partir de NAD+ en un proceso dependiente del flujo reverso 

de electrones y FPM (Klemme, 1969). Además, moléculas inorgánicas también pueden 

funcionar como donadores de electrones, p. ej., el H2 producido durante la fijación del N2, el 

cual es oxidado por una hidrogenasa membranal (una hidrógeno-ubiquinona óxidoreductasa) 

y los electrones son transferidos a una ubiquinona (Vignais et al., 1985). Moléculas reducidas 

de azufre también pueden ser utilizadas como donadores de electrones, generando como 

producto azufre elemental que es depositado extracelularmente (Hansen and van Gemerden, 

1972).  

El NADH producido durante el crecimiento fotoautótrofo por flujo reverso de 

electrones puede ser utilizado para producir NADPH. La producción de NADPH ocurre 

gracias a la NAD(P)+ transhidrogenasa, una enzima que cataliza la transferencia de un anión 

de hidrógeno al NADP+, utilizando como donador de electrones al NADH y FPM como 

fuente de energía. Este NADPH puede ser utilizado en el ciclo de Calvin para la fijación del 

CO2 (McEwan, 1994).  

El ciclo de Calvin es la vía metabólica a través de la cual ocurre la fijación del CO2 

en condiciones de crecimiento fotótrofas.  En R. sphaeroides, los genes que codifican para 

las 2 isoformas de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/reductasa (RubisCO), están apagados 

en condiciones aerobias, mientras que su expresión incrementa en condiciones fotosintéticas 

(Jouanneau y Tabita, 1986). Además, se han observado mayores niveles de las enzimas del 

ciclo de Calvin a medida que las fuentes de carbono están más reducidas (Tabita, 1988). Se 

ha propuesto que la función fisiológica del ciclo de Calvin es mantener el balance REDOX, 

ya que permite aprovechar el exceso de poder reductor proveniente de la oxidación de 

sustratos (Ferguson et al., 1987). Esta visión se ha visto reforzada por diferentes 

experimentos: el crecimiento fotoheterótrofo de R. capsulatus en medio adicionado con 
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donadores de electrones altamente reducidos, como butirato y propionato, requiere de la 

adición de aceptores de electrones externos adicionales, como bicarbonato o aceptores 

respiratorios, mientras que el crecimiento con malato o succinato no requiere la adición de 

ningún aceptor externo (Richardson et al., 1988), en este caso, los aceptores respiratorios, al 

igual que el ciclo de Calvin, ayudan a mantener un ambiente REDOX en homeostasis, ya que 

evitan que la poza de ubiquinonas se sobre-reduzca (McEwan, 1994). Otro experimento clave 

fue la construcción de mutantes de R. sphaeroides en las que se eliminó la expresión de ambas 

isoformas de la RubisCO y se observó un crecimiento nulo en condiciones fotoheterótrofas 

con succinato como fuente de carbono. El crecimiento se recuperó tras la adición de DMSO 

como aceptor de electrones (Falcone y Tabita, 1991). Además, células mutantes de R. 

sphaeroides carentes de la NAD(P)+ transhidrogenasa, fueron incapaces de crecer o 

mostraron un crecimiento fuertemente reducido en más del 90 % de 61 fuentes de carbono 

ensayadas, por lo que se considera que esta es una enzima esencial para el crecimiento 

fotoheterótrofo y su eliminación tiene un efecto deletéreo sobre el crecimiento, condicionado 

a la fuente de carbono que tiene a disposición (Imam et al., 2013). Cabe destacar que durante 

el crecimiento fotoheterótrofo, el aporte de energía a través de la oxidación de compuestos 

reducidos del carbono tiene un impacto menor y su metabolismo está relacionado, 

principalmente, con reacciones anapleróticas y biosintéticas (McEwan, 1994). En parte por 

que la actividad de la α-cetoglutarato deshidrogenasa es muy baja, hasta 5 veces menor que 

en condiciones aerobias (Beatty y Gest, 1981).  

 

ATPasa y cromatóforos: el análisis por espectrometría de masas de diferentes 

fracciones subcelulares, incluyendo los cromatóforos aislados de R. sphaeroides, reveló la 

presencia de proteínas relacionadas con la síntesis de ATP, transporte de electrones y 

complejos fotosintéticos, entre las cuales destacan subunidades de la ATPasa, proteínas de 

complejos antena y del centro de reacción, así como el citocromo bc1 y la citocromo c oxidasa 

tipo-cbb3 (Zeng et al., 2007). Además, análisis cinéticos en cromatóforos de Rhodobacter 

capsulatus han estimado la presencia de 1 complejo F1FO-ATPasa por cromatóforo (Feniuok 

et al., 2002). Sin embargo, análisis de microscopía electrónica, microscopía de fuerza 

atómica y espectrometría de masas cuantitativa en cromatóforos aislados de R. sphaeroides, 

han llevado a la construcción de un modelo con 2 F1FO-ATPasas por cromatóforo (Fig. 15 

A; Cartron et al., 2014). Cabe destacar que los cromatóforos in vivo se comportan como una 

red vesicular interconectada o un retículo que ocupa la mayor parte del volumen 

citoplasmático y no como vesículas discretas independientes (Fig. 15 B; Scheuring et al., 

2014).  

La presencia de dos ATPasas por cromatóforo en R. sphaeroides (Fig. 15 A; Cartron 

et al., 2014) puede ser explicada por los datos de espectrometría de masas de la membrana 

interna (MI), los cuales muestran que esta última es una fracción celular enriquecida en 

ATPasas, con una cantidad de 2 a casi 10 veces más con respecto al número estimado en 

cromatóforos (Zeng et al. 2007). Además, la MI (rica en ATPasas) y la membrana 

correspondiente a los cromatóforos están interconectadas en una manera dependiente de la 
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etapa de desarrollo (Tucker et al., 2010). Durante etapas tempranas de desarrollo el número 

de contactos entre la MI y la membrana de los cromatóforos es mayor que durante etapas 

tardías más maduras (al final de la fase log de crecimiento; Scheuring et al., 2014). Es posible 

que en estos puntos de contacto la cara externa de la membrana de los cromatóforos esté 

directamente expuesta al espacio periplásmico (Tucker et al., 2010), por lo que se puede 

sugerir que la FPM generada en los cromatóforos por el aparato fotosintético puede ser 

utilizable por las ATPasas de la MI, en una medida dependiente del número de contactos y 

por, ende, de la etapa de desarrollo.   

 

 
Figura 15. Cromatóforos de R. sphaeroides. A, modelo estructural de un cromatóforo purificado, se observa la 

presencia de 2 ATPasas (naranja), así como centros de reacción (mayoritariamente diméricos, azul) rodeados 

por el complejo antena I (rojo), complejos antena II (verde) y el citocromo bc1 (morado). B, modelo estructural 

de la organización en red vesicular de los cromatóforos en células de R. sphaeroides, construido a partir de 

diferentes secciones tomográficas (en dos ejes) analizadas por microscopía electrónica. (A, modificada de 

Cartron et al., 2014 y B, modificada de Scheuring et al., 2014).  

 

 Finalmente, es notable destacar que los análisis de espectrometría de masas de Zeng 

et al. (2007) se realizaron bajo un esquema de espectrometría de resonancia ciclotrónica por 

transformada de Fourier (FT-ICR), utilizando un enfoque de identificación basado en 

péptidos etiqueta de masa precisa (AMT). Este enfoque combina la alta resolución de la 

cromatografía líquida (LC) con la alta resolución, sensibilidad y precisión ofrecida por la FT-

ICR para la determinación de la masa e identificación de péptidos en mezclas con hasta 105 

componentes. La alta resolución, sensibilidad y precisión del método se debe, en parte, al uso 

de péptidos calibrantes internos de masa conocida, el uso de un programa que considera 

múltiples estados de carga para los péptidos ionizados y, en gran medida, a la resolución, 

sensibilidad y precisión inherente a la detección por resonancia de ciclotrón (Smith et al., 

2002). Estas características hacen del FT-ICR una técnica ideal para estudiar proteomas de 

diferentes regiones subcelulares (membrana plasmática, membrana interna, citoplasma, 
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cromatóforos, etc.), ya que, junto con técnicas de fraccionamiento celular y proteico, se 

pueden identificar proteínas exclusivas y compartidas de cada región subcelular (Zeng et al. 

2007).  

Además, el uso de AMTs bajo el esquema FT-ICR tiene diversas ventajas sobre 

métodos convencionales de identificación de péptidos, como el método por 2D (intercambio 

iónico/fase reversa)-LC acoplada a una primera detección por espectrometría de masas (MS), 

la subsecuente disociación de los péptidos y una segunda detección por MS (LC-MS/MS), 

utilizando una trampa iónica convencional. Algunas ventajas de la FT-ICR usando AMTs 

son que (1) el número de fraccionamientos previos al análisis por FT-ICR se minimiza a una 

LC por fase reversa, lo que implica una menor pérdida de la muestra y ahorro de tiempo, (2) 

la identificación de proteínas requiere un solo paso de detección por MS en lugar de dos, lo 

que incrementa el rendimiento en una manera casi proporcional al número de péptidos 

presentes en cada detección. Además, en análisis por LC-MS/MS los péptidos de menor 

abundancia no suelen ser analizados, por lo que (4) la identificación por FT-ICR es un 

método de mayor cobertura. Si en análisis por LC-MS/MS se desase analizar a los péptidos 

de menor abundancia, su señal debe ser mayor, por lo que es necesario incrementar el tiempo 

de acumulación de la señal, lo que (5) haría del FT-ICR una técnica con un rendimiento aun 

mayor (Smith et al., 2002).  

Sin embargo, el uso de AMTs requiere su validación inicial (y única) a partir de 

péptidos potenciales de etiqueta de masa (PMT). Para un PMT, esta validación consiste en 

su identificación previa por LC-MS/MS y la subsecuente detección de alguna especie con la 

masa predicha para el PMT en un tiempo de elución de la LC congruente con el PMT tras su 

análisis por FT-ICR. Experimentos subsecuentes con AMT validados no requieren el paso 

previo de LC-MS/MS (Smith et al., 2002). 
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Justificación y antecedentes 

R. sphaeroides es una de las bacterias fotosintéticas más estudiadas debido a sus 

características fotosintéticas, versatilidad metabólica, capacidad de fijar CO2 y N2, diversidad 

de sistemas de transporte de electrones y posibles aplicaciones biotecnológicas y de 

biorremediación; una búsqueda (realizada el 15/01/2021 y el 03/05/2021) en la base de datos 

MEDLINE a través de PubMed con las entradas “Rhodobacter sphaeroides”, “Rhodobacter 

capsulatus”, así como las cianobacterias “Synechococcus elongatus” (de interés 

biotecnológico por su rápido crecimiento; Ungerer et al., 2018), “Arthrospira platensis” (de 

interés alimenticio por su contenido nutricional; Wu et al., 2005), “Lyngbya majuscula” (de 

interés biotecnológico por la producción de compuestos bioactivos; Abed et al., 2009) y 

“Prochlorococcus marinus” (el organismo fotosintético dominante en el océano; Dufrense 

et al., 2003), condujo a 4,152, 1,609, 796, 377, 166 y 112, respectivamente, mientras que la 

búsqueda con el motor de Google Académico usando las mismas entradas, condujo a 37,900, 

24,000, 14,900 19,300, 6,940 y 5,610 resultados, respectivamente.  Sin embargo, poco se 

conoce acerca de la regulación endógena de su F1FO-ATPasa. Experimentos pioneros de 

purificación y caracterización de las subunidades que componen al domino F1 de la ATPasa 

de R. sphaeroides revelaron la presencia de las 5 proteínas canónicas conocidas en otros 

modelos bacterianos, α, β, γ, δ y ε, además, se determinó que la enzima tiene una Km para 

Mg2+-ATP cercana a 1 mM y una actividad específica de 53 nmoles/min/mg de proteína en 

extracto crudo (Müller et al., 1982). Por otro lado, análisis comparativos por BLAST, 

ensayos electroforéticos y ensayos de Western blot realizados a partir de cromatóforos de R. 

sphaeroides, han revelado la presencia de la subunidad regulatoria ζ (Rsζ) en su F1FO-ATPasa 

(Morales-Ríos et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014), cuya estructura, mecanismo 

inhibitorio y papel fisiológico han sido bien caracterizados en P. denitrificans (García-Trejo 

et al., 2016; Mendoza-Hoffmann et al., 2018; Morales-Ríos et al., 2010; Morales-Ríos et al., 

2015; Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al., 2014). Además, el gen que codifica para la 

proteína Rsζ fue identificado, amplificado, clonado (construcción putativa 

pET3a/RSP_2125) e introducido en células de E. coli DH5alfa y E. coli BL21(DE3)-pLysS 

para llevar a cabo la sobreexpresión de la subunidad Rsζ. Sin embargo, las células 

transformantes fueron inestables, por una razón independiente de la construcción (ver: 

“Obtención de células transformantes estables de E. coli BL21(DE3)-pLysS 

pET3a/RSP_2125” de la sección de “Discusión”), pues se observó una reducción importante 

en la expresión de la proteína Rsζ durante experimentos ulteriores (Gilberto Garduño y J. J. 

García-Trejo, comunicación personal). 

Adicionalmente, aunque la alta similitud entre la proteína ζ de R. rubrum (Rrζ), Rsζ 

y Pdζ (ver “Análisis estructural comparativo de la proteína ζ” de la sección de “Resultados”) 

sugiere que se debe conservar la función inhibitoria de la subunidad Rsζ, experimentos en 

nuestro laboratorio con subunidades ζ de α-protobacterias rhizobiales no fotosintéticas, han 

mostrado que la función inhibitoria de ζ se ha perdido a lo largo de la evolución de las α-

proteobacterias (Mendoza-Hoffmann, tesis de Doctorado, 2018), de tal modo que no hay 

garantía de que la función inhibitoria de Rsζ se conserve. Aunque se ha corroborado que ζ 
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está presente en R. sphaeroides unida a la RsF1FO-ATPasa (Morales-Ríos, et al 2010), no se 

ha demostrado que la Rsζ conserve su función inhibitoria. De confirmarse esta función 

inhibitoria, será la primera evidencia de que ζ es un inhibidor natural de la F1FO-ATPasa en 

α-proteobacterias fotosintéticas. 
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Objetivos 

 

 Objetivo general 

 - Determinar la posible función inhibitoria de la proteína hipotética con dominio 

DUF1476 (ζ) de bacterias fotosintéticas púrpuras no sulfurosas sobre la actividad hidrolítica 

de la F1FO-ATPasa de este grupo de bacterias 

  

Objetivos particulares 

 - Determinar si existe homología estructural entre la subunidad ζ de Paracoccus 

denitrificans (Pdζ), Rhodospirillum rubrum (Rrζ) y Rhodobacter sphaeroides (Rsζ).  

- Obtener células transformantes estables de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la 

construcción pET3a/RSP_212. Es decir, células en las que la expresión de la proteína Rrζ no 

se pierda y sea reproducible a lo largo de todos los experimentos.  

- Sobreexpresar y purificar la proteína recombinante Rsζ a partir de células 

transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125.  

- Determinar si la proteína Rsζ recombinante tiene función inhibitoria sobre la 

actividad hidrolítica de la F1FO-ATPasa de R. sphaeroides. 
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Materiales y métodos 

Análisis estructural comparativo de diferentes proteínas ζ 

Mediante Clustal Omega y Jalview, se realizó el alineamiento múltiple de las 

secuencias proteicas completas: Rrζ de R. rubrum (no. de acceso: WP_011388472), Rsζ de 

R. sphaeroides (no. de acceso: WP_002719280), Pdζ de P. denitrificans (no. de acceso: 

2LL0), Jaζ de Jannaschia sp. (no. de acceso: WP_011455667) y la Rcζ de R. capsulatus (no. 

de acceso: WP_013067880.1) y de los primeros 20 aminoácidos del extremo N-terminal de 

estas secuencias proteicas.  

Adicionalmente, se hizo un modelo in silico de la estructura tridimensional de Rrζ y 

de Rsζ mediante el software gratuito de predicción y análisis Phyre2 (Kelley et al., 2015; 

disponible en: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). La 

visualización del modelo y su comparación con la subunidad ζ de P. denitrificans se realizó 

en Chimera.  

 

Cepas y vectores plasmidícos 

En la tabla 1 se resumen algunas características principales de las cepas y vectores 

plasmídicos utilizados durante el presente trabajo. El pJET1.2/blunt se compró a la compañía 

Thermo Scientific™, mediante el kit CloneJET PCR Cloning Kit, mientras que el pT7-7 y el 

pET3a fueron amablemente donados por el Dr. José Salud Rodríguez Zavala (adscrito al 

Departamento de Bioquímica del Instituto Nacional de Cardiología, "Ignacio Chávez", 

México) y la Dra. Gloria Alcántara Hernández (adscrita al Departamento de Bioquímica de 

la Facultad de Medicina, UNAM), respectivamente. Las cepas R. rubrum ATCC 11170 y R. 

sphaeroides 2.4.1, fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Heliodoro Celis, del 

Instituto de Fisiología Celular. 

 

Tabla 1. Cepas y vectores plasmídicos utilizados en el presente trabajo. 

 

Cepa o plásmido 

 

 

Características principales 

 

Referencias 

 

E. coli DH5α 

Cepa para mantenimiento de vectores plasmídicos.  

 

F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 

hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

 

Hanahan et al. 

(1983) 

 

 

E. coli BL21(DE3)-

pLysS 

Cepa para sobreexpresión de proteínas bajo el control del 

promotor T7. 

 

F–, ompT, hsdSB (rB–, mB–), dcm, gal, λ(DE3), pLysS, 

Cmr. 

 

Studier y Moffattf 

(1985) 

 

 

 

R. rubrum ATCC 11170 

Cepa tipo de R. rubrum y del género Rhodospirillum  

 

Tamaño del genoma: 4.4 Mpb (no. de ensamble NCBI: 

GCA_000013085.1) 

 

Cromosomas: 1 (4.35 Mpb; 65 % GC) 

 

Plásmidos: 1 (53.7 kpb; 60 % GC) 

 

 

Munk et al. (2011); 

Pfennig y Truper 

(1971) 
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R. sphaeroides 2.4.1 

Cepa silvestre de R. sphaeroides 

 

Tamaño del genoma: 4.62 Mpb (no. de ensamble NCBI: 

GCA_003324715.1)  

 

Cromosomas: 2 (3.19 Mpb; 69 % GC y 0.94 Mpb; 69 % 

GC) 

 

Plásmidos: 4 (pA, 0.12 Mpb; 69.6 % GC, pB, 0.11 Mpb; 

70.1 % GC, pC 0.11 Mpb; 63.8 % GC y pDE, 0.15 Mpb; 

64.2 % GC) 

 

 

 

 

Van Niel (1944); 

Leidenfrost 

et al. 

(2020) 

 

 

pJET1.2/blunt 

Vector para clonación y mantenimiento. 

 

origen (pMB1) bla (ApR) PlacUV5 eco47IR promotor-

T7  

Thermo Scientific, 

patente: US 

2009/0042249 A1, 

no. de acceso 

Genbank NCBI: 

EF694056.1 

 

pT7-7 

Vector para subclonación y sobreexpresión. 

 

Promotor-T7 terminador-T7 origen (pBR322) bla (ApR) 

Tabor y Richardson 

(1985) 

 

pET3a 

Vector para subclonación y sobreexpresión. 

 

Promotor-T7 terminador-T7 origen (pBR322) bla (ApR) 

Tag-T7 

 

Rosenberg et al., 

(1987) 

 

 

pET3a/RSP_2125 

pET3a con el gen RSP_2125 insertado entre las 

secuencias reconocidas por BamHI y NdeI del sitio de 

clonación múltiple (MCS). 

 

Promotor-T7 terminador-T7 origen (pBR322) bla (ApR) 

Tag-T7 

Presente trabajo; 

construcción 

realizada por 

Gilberto Garduño 

Javier  

 

 

pJET1.2/Rru_A0714 

pJET1.2/blunt con el gen Rru_A0714 (más 15 bp río 

abajo del codón de paro) insertado entre los extremos 

romos producidos por el corte con EcoRV en el MCS. 

 

origen (pMB1) bla (ApR) PlacUV5 eco47IR promotor-

T7 

 

 

Presente trabajo 

 

Cultivo y crecimiento de las cepas  

E. coli DH5α y E. coli BL21(DE3)-pLysS fueron crecidas en medio LB (triptona 1 % 

m/v, NaCl 1 % m/v y extracto de levadura 0.5 % m/v) a 37 °C y con agitación a 180 rpm. 

Además, para la selección de transformantes fue necesario añadir al medio ampicilina a 100 

μg/mL y/o cloranfenicol a 25 μg/mL. En los ensayos de sobreexpresión con IPTG se añadió, 

además de ampicilina y cloranfenicol, rifampicina a 25 μg/mL. 

Para la preparación de cromatóforos, R. sphaeroides se creció hasta alcanzar la fase 

estacionaria (10 días de crecimiento) en condiciones fotoheterótrofas (en ausencia de oxígeno 

y presencia de luz, utilizando una lámpara de tungsteno de 40 W a 30 cm de distancia) en 10 

L del medio descrito por Cohen-Bazire et al. (1957). Para 1 L de este medio se mezclan 20 

mL de la solución 1 (fosfato de potasio 1 M, pH 6.8), 20 mL de la solución 2 (malato de 

amonio 1 M, pH 6.8) y 20 mL de la solución 3 (para 1 L: 10 g de ácido nitrilotriacético ,14.45 

g de MgSO4, 3.335 g de CaC12*2H2O, 9.25 mg de (NH4)6Mo7O24*4H2O, 99 mg de 
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FeSO4*7H2O, 50 mg de ácido nicotínico, 25 mg de tiamina, 0.5 mg de biotina y 50 mL de 

“solución de metales 44” (para 100 mL: 250 mg de EDTA, 1095 mg de ZnSO4*7H2O, 500 

mg de FeSO4*7H2O, 154 mg de MnSO4*H2O, 39.2 mg de CuSO4*5H2O, 24.8 mg de 

Co(NO2)2*6H2O, 17.7 mg de  Na2B4O7*10H2O) y se afora con 940 mL de agua destilada. 

Tras la cosecha y lavado de las células con una solución de MOPS 50 mM y KCl 50 mM, pH 

7.5. se prepararon los cromatóforos por sonicación y centrifugación de acuerdo al método de 

Behrens y Meis (1985).  

Transformación de E. coli DH5α con la construcción pET3a/RSP_2125, 

digestión y visualización en gel de agarosa  

El plásmido pET3a/RSP_2125 fue obtenido anteriormente por Gilberto Garduño 

Javier (miembro del laboratorio del Dr. García Trejo) quien identificó la secuencia del gen 

RSP_2125, el cual codifica para la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), para posteriormente 

amplificar y clonar RSP_2125 en el vector de expresión pET3a. Incluso, realizó pruebas de 

inducción utilizando células transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS, donde se observó 

la inducción de una proteína con una masa similar a la esperada para la proteína Rsζ (11.8 

kDa). Sin embargo, tras la repetición de las pruebas de inducción, la banda correspondiente 

a la subunidad Rsζ se vio fuertemente disminuida, posiblemente por un problema relacionado 

con la falta de cloranfenicol en el medio (ver “Obtención de células transformantes estables 

de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125” de la sección de “Discusión”). Además, la 

secuencia de la construcción no fue verificada en su momento.  El plásmido 

pET3a/RSP_2125 fue amablemente facilitado por Gilberto Garduño Javier, lo que permitió 

acelerar el proceso de sobreexpresión, purificación y ensayos de inhibición sobre la ATPasa 

de R. sphaeroides y de P. denitrificans.  

Se transformó a E. coli DH5α con la construcción pET3a/RSP_2125, bajo el 

protocolo de choque térmico descrito anteriormente, utilizando 200 ng de DNA plasmídico; 

se seleccionaron colonias transformantes y se resembraron en 10 mL de LB/ampicilina (100 

µg/mL). Los cultivos se crecieron durante toda la noche a 37 °C y 180 rpm, para la posterior 

preparación de gliceroles y extracción de DNA plasmídico por el método de lisis alcalina 

(Green y Sambrook, 2016). 

 Los plásmidos se digirieron con BamH y NdeI, las mezclas de digestión se incubaron 

a 37 °C durante toda la noche y las enzimas se inactivaron a 65 °C por 10 min.  

Los 20 μL de cada una de las digestiones (mezclados con 4 μL de amortiguador de 

carga 6x) se cargaron y corrieron en un gel de agarosa al 1.5%, el cual se tiñó y visualizó 

como fue descrito anteriormente y tras la confirmación de peso de los fragmentos de 

restricción, las construcciones se utilizaron para transformar a E. coli BL21. Para ello fue 

necesario preparar células competentes por el método de CaCl2. 

 

Transformación de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la construcción 

pET3a/RSP_2125, digestión, visualización en gel de agarosa y secuenciación 

Se utilizó la construcción pET3a/RSP_2125 purificada a partir de células 

transformantes de E. coli DH5α para transformar células competentes de E. coli BL21(DE3)-
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pLysS (obtenidas por el método de CaCl2 y almacenadas a -70 °C). La transformación se 

realizó por el método de choque térmico de células tratadas con CaCl2. Sin embargo, al 

cultivar las células transformantes en LB/ampicilina (100 µg/mL)/cloranfenicol (25 µg/mL) 

para hacer pruebas de inducción, no hubo crecimiento, por lo que se hicieron pruebas de 

resistencia y se determinó que las células transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS 

pET3a/RSP_2125 eran sensibles a cloranfenicol (lo que indica pérdida del plásmido pLysS) 

y resistentes a ampicilina (lo que indica presencia de la construcción pET3a/RSP_2125). Lo 

anterior es relevante porque con estas células transformantes (que deberían ser resistentes a 

cloranfenicol) se hicieron pruebas de inducción con IPTG, creciendo a E. coli BL21(DE3)-

pLysS pET3a/RSP_2125 en LB/ampicilina (100 µg/mL), únicamente, tal como había sido 

realizado anteriormente por Gilberto Garduño, sorpresivamente, no se observó ninguna 

banda inducida (datos no mostrados), tal como le sucedió a Gilberto Garduño tras la 

repetición de los experimentos de inducción. Esto motivó a generar nuevas células 

competentes de E. coli BL21(DE3)-pLysS y nuevas células transformantes, pero utilizando 

en todo momento cloranfenicol (25 µg/mL) en el medio de cultivo.  

Las células competentes se obtuvieron por el método de CaCl2, para ello se creció un 

preinóculo de E. coli BL21(DE3)-pLysS en 5 mL de LB/cloranfenicol (25 μg/mL) a 37 °C y 

180 rpm, durante toda la noche. A partir de este preinóculo se obtuvieron las células 

competentes. 

Se utilizó la construcción pET3a/RSP_2125 purificada a partir de células 

transformantes de E. coli DH5α para transformar estas nuevas células competentes. Esto se 

hizo por el método de choque térmico, sin embargo, ahora fueron plaqueadas en LB 

agar/ampicilina (100 µg/mL)/cloranfenicol(25 µg/mL).  

Se seleccionaron colonias transformantes, las cuales fueron resembradas en LB 

agar/ampicilina (100 µg/mL)/cloranfenicol(25 µg/mL) y en 10 mL de LB/ampicilina (100 

µg/mL)/cloranfenicol(25 µg/mL) a 37 °C y 180 rpm, durante toda la noche, para 

posteriormente preparar gliceroles y extraer el DNA plasmídico por el método de lisis 

alcalina (Green y Sambrook, 2016).  

Los plásmidos fueron digeridos con NdeI y HindII, durante toda la noche a 37 °C y 

las enzimas inactivadas incubando a 70 °C durante 10 min. Posteriormente, se sometieron a 

electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % y se visualizaron los fragmentos de restricción, 

tal como ha sido descrito anteriormente. Todas las colonias analizadas presentaron un mapa 

de restricción acorde a la secuencia de RSP_2125 y del vector pET3a.  

Una de estas colonias fue seleccionada para experimentos subsecuentes de inducción 

y purificación de la proteína Rsζ. Además, el plásmido obtenido de un cultivo de le colonia 

seleccionada fue secuenciado en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología 

Celular, utilizando cebadores específicos para el promotor T7, el cual está presente en el 

vector de expresión pET3a.  
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Pruebas de inducción con IPTG  

Para conocer la concentración de IPTG óptima de inducción para la sobreexpresión 

de la proteína Rsζ, se hicieron ensayos utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0.1, 

0.2, 0.3, 0.5 y 0.75 mM), además, se añadió rifampicina (25 μg/mL) para inhibir la síntesis 

de proteínas intrínsecas de E. coli, como se describe a continuación. Se creció un preinóculo 

en LB/ampicilina (100 µg/mL)/cloranfenicol (25 µg/mL) a partir de gliceroles de una de las 

colonias transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125 durante toda la 

noche a 37 °C y 180 rpm, el cual se utilizó como punto de partida para inocular 5 mL de LB 

ampicilina (100 µg/mL)/cloranfenicol (25 µg/mL) a una dilución 1:50; se inoculó un cultivo 

por cada concentración de IPTG.  

Los cultivos se crecieron a 37 °C y 180 rpm hasta una D. O. a 600 nm de 0.5-0.6, 

entonces, se añadió IPTG suficiente para obtener una concentración final de 0.1, 0.2, 0.3, 0.5 

o 0.75 mM, así como rifampicina a una concentración final de 25 μg/mL. Los cultivos se 

dejaron incubando toda la noche a 37 °C y 180 rpm, después, se centrifugaron y la pastilla 

(células), se resuspendió en 500 μL de agua miliQ. 

Posteriormente, 25 uL de cada muestra se mezclaron con 25 uL amortiguador de carga 

(glicerol 15 % v/v, SDS 2 % m/v, azul de bromofenol 0.02 % m/v, amortiguador Schägger -

Von Jagow 3x 12.5 % v/v, DTT 1 mM y β-mercaptoetanol 5 % v/v), se calentaron a 95 °C 

durante 10 min y se analizaron por electroforesis tricina-SDS PAGE (Schägger y Von Jagow, 

1987), la cual se corrió a 120 V (voltaje constante) durante 2 h, para después teñir las 

proteínas con azul de Coomassie (azul de Coomassie 0.1 %, metanol 40 % y ácido acético 

10 %) y desteñir el gel con una solución acuosa de metanol al 50 % y ácido acético al 7.5 %. 

Mediante un análisis de densitometría se determinó que 0.3 mM de IPTG es la condición 

óptima para sobreexpresar la proteína Rsζ, por lo que es la que se utilizó en experimentos 

posteriores. 

 

Purificación de la proteína recombinante Rsζ  

Se purificó la proteína Rsζ a partir de 4 L de cultivo (repartidos en 8 matraces de 2 L 

de capacidad) de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/Rsζ crecida durante toda la noche (16 h) 

en LB ampicilina (100 µg/mL)/ cloranfenicol (25 µg/mL) a 37 °C y 180 rpm, al cual se le 

añadió IPTG 0.3 mM y rifampicina (25 µg/mL) como se describió anteriormente; en la mitad 

de la fase exponencial (D. O.600nm ~ 0.6). 

Una vez crecido el cultivo durante toda la noche, para la purificación de la proteína 

Rsζ se utilizó el siguiente protocolo: (1) las células se cosecharon por centrifugación a 6,000 

rpm y 4 °C durante 15 min, después (2) fueron lavadas con ~150 mL de búfer A (Tris base 

10 mM, NaCl 50 mM, pH 7.5) y resuspendidas en amortiguador B (KH2PO4 20 mM, EDTA 

1mM, PMSF 0.017 %, pH 7). Las células resuspendidas y mantenidas en hielo (3) se 

rompieron por sonicación y, tras la adición de MgCl2 (concentración final 10 mM) y una 

pizca de DNAsa (4) se centrifugaron a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min, (5) se rescató el 

sobrenadante (extracto proteico), se le añadió EDTA (concentración final 10 mM) y (6) las 

proteínas se precipitaron por salting out; primero hasta una saturación del 50 % y, tras 
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centrifugar a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min, el sobrenadante obtenido al 50 % de 

saturación, (7) se llevó al 80 % de saturación con sulfato de amonio. Este extracto proteico 

(8) se centrifugó a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min y la pastilla de proteínas obtenida al 

80 % de saturación (9) se resuspendió en 5 mL de amortiguador B + c0mplete (1/2 tableta 

por cada 200 mL), para después (10) ser dializada toda la noche en 1 L de amortiguador B, 

utilizando una membrana con tamaño de poro de 3 kDa. El extracto proteico dializado (11) 

se cargó en una columna de intercambio iónico dietil aminoetil-Sefarosa (DEAE-Sefarosa) 

previamente equilibrada con amortiguador B y, antes de eluir las proteínas, (12) se lavó 2 

veces con 50 mL de amortiguador B. Las proteínas unidas a la columna (13) fueron eluidas 

por gradiente de KH2PO4 (de 100 a 500 mM). (14) Las fracciones fueron analizadas por 

electroforesis reductora tricina-SDS PAGE en geles Schagger-von Jagow. (15) Se 

seleccionaron las fracciones con la proteína Rsζ, en este caso, los lavados con amortiguador 

B y el volumen muerto, (16) se mezclaron y (17) se concentraron secuencialmente mediante 

amicones con filtros de 30 kDa y 10 kDa.  Esta mezcla proteica (18) se inyectó en una 

columna Superdex® 75 de exclusión molecular previamente equilibrada con amortiguador 

B. (19) Se recolectaron fracciones de 1 mL y (20) se analizaron por electroforesis reductora 

tricina-SDS PAGE en geles Schagger-von Jagow. A la fracción con la subunidad Rsζ más 

enriquecida y pura y (21) se le añadió glicerol (concentración final del 20 %) y (22) se 

almacenó a -70 °C hasta su uso. Este protocolo ha sido previamente utilizado para purificar 

las subunidades ζ de P. denitrficans y otras α-proteobacterias (Morales-Ríos, et al 2010; 

Zaro-Zavala, et al, 2014). Sin embrago, en este caso particular, la Rsζ no se unió a la resina 

DEAE, de tal modo que se eluyó relativamente limpia en los lavados con amortiguador B.  

Se cuantificó la concentración de la proteína Rsζ pura y de cromatóforos de R. 

sphaeroides por el método de Lowry-TCA (Lowry et al., 1951; Peterson, 1977).  

 

Ensayos de actividad de ATPasa e inhibición por Rsζ  

Se realizaron ensayos de actividad de ATPasa utilizando el método acoplado de piruvato 

cinasa (PK)-lactato deshidrogenasa (LDH), que basa en monitorear la oxidación del NADH 

a 340 nm de, la cual es equimolar a la hidrólisis de ATP por la ATPasa. La PK transfiere el 

grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) al ADP para producir ATP, mismo que es 

utilizable por la ATPasa. Mientras que el fosfoenolpiruvato pasa a su tautómero piruvato y 

este es reducido a lactato por la LDH, a expensas del poder reductor del NADH (Fig. 16; 

Ebel y Lardy, 1975; Pullman et al., 1960). Además, se añadió LDAO al 0.15 % como 

activador de la ATPasa (Vázquez-Laslop y Dreyfus, 1986; Montero-Lomelí y Dreyfus, 

1987). 
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Figura 16: Ensayo acoplado de la piruvato cinasa (PK)-lactato deshidrogenasa (LDH). El fosfoenol piruvato 

(PEP) es desforsforilado a piruvato por la PK, produciendo ATP en el proceso. El piruvato es reducido a lactato 

por la lactato deshidrogenasa (LDH), utilizando NADH como donador de electrones. En este ensayo se mide el 

decaimiento en la Abs340nm por el consumo de NADH, el cual es equimolar al consumo de ATP por la ATPasa 

(modificada de McFarlene y Murray, 2020). 

 

Los ensayos de actividad de ATPasa e inhibición se realizaron en cromatóforos de R. 

sphaeroides, que fueron preparados por sonicación de células crecidas en condiciones 

fotosintéticas heterótrofas hasta la fase estacionaria y posterior centrifugación diferencial, de 

acuerdo al método de Behrens y Meis (1985).  

Para realizar los ensayos de inhibición primero se reconstituyó Rsζ en la F1FO-ATPasa, 

para lo cual se re mezclaron 150 μg de cromatóforos (proteína), 17.09 μg de la proteína Rsζ 

purificada, 0.3 μL de ATP-MgCl2 100 mM (concentración final 1 mM), 0.3 μL de rotenona 

1 μg/μL (concentración final 0.001 μg/μL) y amortiguador de reconstitución (sacarosa 250 

mM, tris-HCl 20 mM, sulfito 60 mM, pH 8) suficiente para un volumen final de 30 μL. Al 

control negativo se le añadió buffer de reconstitución en lugar de proteína Rsζ. Se incubó a 

temperatura ambiente durante 20 min para favorecer la unión de la proteína Rsζ a la ATPasa.  

En celdas de plástico de 1 mL, se juntaron y homogeneizaron los 30 μL de la mezcla de 

pre-incubación con 720 μL de mezcla de reacción (tris 500 mM, sacarosa 250 mM, MgCl2 3 

mM, acetato de potasio 300 mM, PEP 1.5 mM, LDAO 0.15 %, ATP 3 mM, NADH 200 μM, 

PK 4 U/mL, LDH 4 U/mL, pH 8). Inmediatamente después de haberse mezclado ambos 

componentes, en un espectrofotómetro se siguió la absorbancia durante 10 min a 340 nm y 

37 °C. Se registraron las pendientes de cada curva y se calculó la actividad específica de 

ATPasa utilizando la ecuación 1, la cual refleja la Ley de Beer-Lambert. 

 

𝐴𝑐𝑡. 𝑒𝑠𝑝𝑒𝑐í𝑓𝑖𝑐𝑎 =
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛(𝑚𝐿) × 𝛥𝐴𝑏𝑠340𝑛𝑚𝑚𝑖𝑛−1

𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑𝑑𝑒𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎(𝑚𝑔) × 6.22
(1) 

 

Donde,  

 

Act. específica: actividad específica de ATPasa, la cual queda expresada como μmol 

ATP/mg de proteína/min. 
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m340nmmin-1: pendiente obtenida a 340 nm en un minuto promedio.  

6.22: coeficiente de extinción molar del NADH a 340 nm. 

 

Adicionalmente, con el fin de determinar la IC50 de la proteína Rsζ, se realizó una curva 

de inhibición con concentraciones crecientes de la proteína inhibitoria. 

  

Búsqueda bioinformática del gen que codifica para la proteína ζ R. rubrum 

(Rru_A0714) 

Durante nuestro estudio de la inhibición de la ATPasa por la subunidad ζ en α-

proteobacterias fotosintéticas, decidimos también analizar el papel funcional de la subunidad 

ζ de R. rubum (Rrζ). El primer paso fue determinar la secuencia de la proteína Rrζ mediante 

un análisis por BLASTp, utilizando como secuencia query (o secuencia de consulta) a la 

proteína Pdζ (no. de acceso: 2LL0_A) contra la base de datos de proteínas no redundantes de 

R. rubrum ATCC 11170. Se encontró un solo blanco; una proteína hipotética con dominio 

de función desconocida (DUF1476), con una longitud de 112 residuos e identidad del 38.83 

% (E-value: 5x10-15; no. de acceso: WP_011388472), la cual será nombrada como Rrζ de 

aquí en adelante. Un segundo análisis por BLAST, ahora en la modalidad tBLASTn, permitió 

encontrar el gen que codifica para la proteína hipotética Rrζ, para ello se utilizó como 

secuencia consulta a la proteína Rrζ (no. de acceso: WP_011388472) y se comparó contra la 

colección de nucleótidos de R. rubrum ATCC 11170. Esto condujo a un solo blanco de 339 

pares de bases desde el codón de inicio hasta el codón de paro, en la región 841,394-841,732 

del genoma (no. de acceso: CP000230) y está anotado como el gen Rru_A0714. Observamos 

que la región 3´ del gen cuenta con un alto contenido de GC (70 % en las últimas 30 pb, 

como referencia, el DNA cromosómico de R. rubrum tiene 65 % de GC), lo que pude influir 

negativamente sobre su amplificación, así que para el diseño de cebadores se descargó una 

secuencia con 15 pares de bases extra río abajo del codón de paro (región 841,394-841,747 

del genoma), con una longitud total de 354 pb y que se muestra a continuación (verde, codón 

de inicio; rojo, codón de termino; amarillo, región de 15 pb extra río abajo del codón de paro): 

 

5´ATGAGCAATGTCTTTGACGACCGCAAGAAAGCTTTCGAAGCGAAGTA

TCAACACGACGAGGAACAGCGTTTTCGTCTGGTCTCTCATCGCAACCATTTGTT

CGGGTTATGGGCGGCCGAAGCCCTGGGATTGACCGGGGCCGACGCGGAAACCT

ATGCCCGGGGCGTGGTCGAAGTCGAACTGACCGCCCGGGGCGAGGATGCGGTG

ATCGGCCGGGTTCTCGGCGATCTCGCGGCCCGGGGCATTGATATCGGTGAAGG

TCGGCTGCGCATCAAGCTTGAGAAATGTCAGGGGCAGGCCGAGGCCCGCGAAA

GGGCCCACCCCCGCGAGCCGTTCTGAGAGTGGCTTGAAAAG 3´ 

 

Diseño de cebadores  

El diseño de cebadores para amplificar el gen Rru_A0714 se hizo de forma manual, 

además, se agregaron sitios de corte para las enzimas Ndel (5´CATATG 3´) y BamHI 

(5´GGATCC 3´) en el primer forward y reverse, respectivamente.  Los cebadores resultantes 
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tuvieron una longitud de 31 bp cada uno, incluyendo los sitios de corte para NdeI y BamHI. 

Con ayuda de la herramienta en línea Tm Calculator (disponible en: 

https://tmcalculator.neb.com/#!/main), se determinó que la Tm para el cebador sentido es de 

68°C y para el cebador antisentido es de 72°C, lo que significa que existe una diferencia de 

sólo 4 °C entre ellas, además los porcentajes de GC calculados son de 45% y 55%, 

respectivamente (en verde se muestran los sitios de corte para las enzimas de restricción): 

 

Sentido: 5´CATATGAGCAATGTCTTTGACGACCGCAAGA 3´ 

Antisentido: 5´ GGATCCCTTTTCAAGCCACTCTCAGAACGGC 3´ 

 

La longitud esperada del amplicón que incluye la zonas del sitio de restricción es de 

363 bp. 

  

 Extracción y cuantificación de DNA genómico de R. rubrum  

Se utilizaron 10 mg (peso húmedo) de células de R. rubrum crecidas hasta la fase 

estacionaria en el medio descrito por Cohen-Bazire et al. (1957) y bajo condiciones 

fotosintéticas (en ausencia de oxígeno y presencia de luz, utilizando una lámpara de 

tungsteno de 40 W a 30 cm de distancia). La obtención de DNA genómico se realizó mediante 

el kit Wizard® de Promega, siguiendo el protocolo del fabricante.  

La cuantificación y pureza se determinó espectrofotométricamente por absorbencia a 

230, 260, 280 y 320 nm. Esto se realizó en una celda de cuarzo utilizando como blanco agua 

miliQ y para las determinaciones una dilución 1:100 del DNA genómico de R. rubrum. Se 

obtuvieron 23.2 μg de DNA genómico a partir de los 10 mg de células.  

 

Amplificación de Rru_A0714 mediante PCR  

La mezcla de reacción de PCR se preparó con los siguientes componentes: cebadores 

forward y reverse diluidos a una concentración de trabajo de 10 pmol/µL, Pfu-DNA 

polimerasa de BioBasic® (que tiene una concentración de 5U/µL y que se recomienda usar 

1.25 U/50 µL de volumen de reacción) junto con su buffer 10x (200 mM Tris-HCl, pH 8.8, 

100 mM de KCl, 100 mM de (NH4)2SO4, Tritón X-100 1% y 1 mg/mL de BSA), dNTPs a 

una concentración final de 0.2 mM y 1 ng de DNA genómico de R. rubrum como molde. 

Todos los componentes se mantuvieron en hielo durante la preparación de la mezcla. 

La amplificación se realizó utilizando un programa de termociclado bajo un esquema 

de gradiente de temperaturas, las cuales variaron de 58 °C a 70 °C con diferencias de 4 °C 

entre cada una, con el fin de determinar la mejor condición de amplificación para el gen 

Rru_A0714: 

 

Programa de termociclado 

Desnaturalización inicial ------------------------ 95 °C/5 min/x1 

Desnaturalización ------------------------------ 95 °C/30 seg/x35 

Alineamiento ------------------------------------- Δ °C/30 seg/x35 

https://tmcalculator.neb.com/#!/main
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Elongación --------------------------------------- 72 °C/30 seg/x35 

Elongación final ---------------------------------- 72 °C/10 min/x1 

 

La temperatura de alineamiento en la que se observó un producto de PCR más 

enriquecido fue 58 °C, por lo que es la que se utilizó para experimentos posteriores. 

 

Visualización del amplicón Rru_A0714 en gel de agarosa 

Se preparó un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 5x, pH 8.2 (Tris 53.9 g/L, ácido 

bórico 27.51 g/L, EDTA 20 mL/L a 0.5 M, pH 8). Se cargaron 2 µL de marcador de peso 

molecular (mpm), 10 µL de cada reacción de PCR + 2 µL de amortiguador de carga 6x y un 

control negativo de PCR al que no se le añadió DNA polimerasa. Se corrió a 4 °C en una 

cámara de electroforesis a 90 V (voltaje constante) durante 1h 10 min, usando TBE como 

amortiguador de corrida. El gel se tiñó con bromuro de etidio y se visualizó exponiéndolo a 

luz UV. 

 

Purificación y secuenciación de Rru_A0714  

Se añadieron 6 µL de amortiguador de carga 6x a 16.7 μg (30 µL) del amplicón 

obtenido a una temperatura de alineamiento de 58 °C y la mezcla se cargó en un gel de 

agarosa al 1%, el cual se corrió, tiñó y visualizó tal como se describió anteriormente. Se 

escindió la banda y se purificó mediante el kit QIAquick® de QIAGEN, siguiendo el 

protocolo del fabricante. 

La pureza y concentración del DNA purificado se determinó midiendo la absorbencia 

a 230, 260, 280 y 320 nm. Además, se hizo una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, 

utilizando 10 µL de PCR purificado + 2 µL de amortiguador de carga 6x, el cual se corrió a 

90 V durante 1h 20 min y se tiño y visualizó tal como se ha descrito anteriormente.  

El amplicón fue secuenciado en la Unidad de Biología Molecular del Instituto de 

Fisiología Celular, utilizando los cebadores específicos para el gen Rru_A0714. 

 

Clonación de Rru_A0714 en pJET1.2 blunt y transformación de E. coli DH5α  

El gen Rru_A0714 previamente purificado fue clonado en el plásmido pJET1.2 blunt, 

para su posterior subclonación en los vectores de expresión pT7-7 y pET3a. Las 

construcciones fueron utilizadas para transformar células competentes de E. coli DH5α. 

Para ligar Rru_A0714 al pJET1.2 blunt se utilizó una relación inserto-vector 14:1, 

posteriormente la transformación con la construcción pJET1.2/Rru_A0714 se realizó 

mediante choque térmico en células competentes de E. coli DH5α previamente tratadas con 

CaCl2 y almacenadas a -70 °C. 

 

Extracción de DNA plasmídico (pJET1.2/Rru_A0714) a partir de células 

transformantes  

Se seleccionaron colonias transformantes de E. coli DH5α pJET1.2/Rru_A0714 y 

cada una fue crecida en 2 mL de LB/ampicilina (100 μg/mL) durante toda la noche, a 37 °C 
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y 180 rpm.  Estos cultivos se utilizaron para extraer DNA plasmídico por el método de lisis 

alcalina (Green y Sambrook, 2016). 

 

Digestión, visualización de las construcciones pJET1.2/Rru_A0714 y 

secuenciación 

Los plásmidos purificados a partir de las colonias transformantes E. coli DH5α 

pJET1.2/Rru_A0714 fueron digeridos con BglII; las mezclas de digestión se prepararon en 

microtubos de plástico. Las mezclas fueron incubadas a 37 °C durante 1 h y después toda la 

noche a temperatura ambiente. La enzima fue inactivada a 65 °C durante 15 min. Para 

visualizar la restricción, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 %, el cual se 

tiñó con bromuro de etidio, como fue descrito anteriormente.  Se cargaron los 20 µL de cada 

una de las digestiones (mezcladas con 4 µL de amortiguador de carga 6x) y el marcador de 

peso molecular.  

Uno de los candidatos de la construcción pJET1.2/Rru_A0714 fue seleccionado y 

enviado a secuenciar para confirmar la identidad del inserto y descartar cualquier alteración 

de la secuencia nucleotídica con respecto a la reportada. La secuenciación se realizó en la 

Unidad de Biología Molecular del Instituto de Fisiología Celular, utilizando los cebadores 

específicos para el promotor T7, el cual está presente en el vector de clonación. 

 

Subclonación de Rru_A0714 en pT7-7 y pET3a y transformación de E. coli 

DH5α 

Una vez verificada la secuencia del inserto Rru_A0714 en el plásmido pJET1.2, la 

construcción se digirió con NdeI y BamHI y el inserto se purificó utilizando los protocolos 

antes mencionados. El gen Rru_A0714 purificado fue subclonado en el vector de expresión 

pT7-7, sin embargo, para la ligación primero fue necesario digerir (con NdeI y BamHI) el 

plásmido pT7-7 y purificarlo utilizando los protocolos antes mencionados. 

La ligación del fragmento correspondiente al gen Rru_A0714 en el vector de 

expresión pT7-7 se repitió en más de 10 ocasiones, ya que la mayoría de las construcciones 

putativas pT7-7/Rru_A0714 obtenidas mostraron fragmentos de restricción incongruentes 

con la secuencia del gen y del plásmido, mientras que en las pocas construcciones que sí 

mostraron un mapa de restricción congruente, la secuenciación reveló que el gen clonado 

correspondía a la subunidad ζ de P. denitrificans o de Sinorhizobium meliloti (datos no 

mostrados), probablemente por alguna contaminación durante el proceso de clonación o de 

transformación (para más detalles ver “Dificultades asociadas a la subclonación del gen 

Rru_A0714 en un vector de expresión” de la sección de “Discusión”) 

Los resultados negativos de la clonación de Rru_A0714 en el plásmido pT7-7 

motivaron a cambiar de vector de expresión, por lo que ahora se intentó clonar en el plásmido 

pET3a, obteniendo mapas de restricción inesperados y construcciones poco concluyentes, tal 

como sucedió en el pT7-7 (datos no mostrados). Finalmente, se optó por comprar la 

construcción pET3a/Rru_A0714, la cual se pidió a la compañía biotecnológica GenScript®, 

desafortunadamente, aún no se tiene fecha de entrega, por lo que los experimentos de 
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sobreexpresión y ensayos de inhibición utilizando la proteína Rrζ no podrán ser tratados en 

el presente trabajo y los experimentos concluyentes con respecto a la subunidad Rrζ estarán 

limitados a la obtención de la construcción pJET1.2/Rru_A0714.  
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Resultados 

Análisis estructural comparativo de la proteína ζ  

El alineamiento entre las 5 α-proteobacterias estudiadas (R. sphaeroides, R. rubrum, 

R. capsulatus, P. denitrificans y Jannaschia sp.)   múltiple mostró que la proteína Rrζ es la 

subunidad más larga de todas las proteínas comparadas, con 112 aminoácidos, además, es la 

única cuya secuencia contiene un residuo de Cys en su composición. Esta Cys se ubica en la 

posición 96 de la región C-terminal (Fig. 17 A). El máximo porcentaje de identidad se 

observó entre las subunidades Rsζ y Jsζ (62 %), mientras que los niveles de identidad más 

bajos (entre 30 % y 40 %) ocurrieron en las comparaciones de la subunidad Rrζ con las demás 

proteínas ζ, entre Rsζ y Pdζ se obtuvo un 58 % de identidad (Fig. 17 A y B), lo cual se ve 

reflejado en el árbol filogenético construido por el método de unión de vecinos (Fig. 17 C). 

La región N-terminal de todas las proteínas ζ analizadas es la más conservada y la 

comparación de sólo los primeros 20 residuos generó un incremento en los porcentajes de 

identidad, que llegaron hasta el 90 %, en el caso de las proteínas Rsζ y Pdζ (Fig. 18 B y D).  

Predeciblemente, los niveles de similitud entre las secuencias superaron a los niveles de 

identidad. En este sentido la proteína Rsζ tiene una similitud del 54 % con la proteína Pdζ, 

entre Rsζ y Pdζ hay una similitud del 77 % y entre Rsζ y Rcζ la similitud es del 65 %. 

Finalmente, hay un total de 22 residuos conservados en las 5 secuencias analizadas: F5, D6, 

D7, R8, A11, E13, K15, H18, D19, F24, W37, A39, L42, G43, Y52, V56, G65, V69, D76, 

L77, R90 y A100, de los cuales, el 41 % (9 residuos) se encuentran entre los primeros 20 

residuos de la región N-terminal. 
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Figura 17. En el panel A se muestra el alineamiento múltiple de la subunidad ζ de 5 α-proteobacterias: R. 

rubrum (1), R. sphaeroides (2), Jannaschia sp. (3), P. denitrificans (4) y R. capsulatus (5), la flecha roja señala 

la C96 de la subunidad Rrζ, la única secuencia con Cys en su composición. Los residuos más conservados se 

muestran en color azul oscuro o amarillo claro, los menos conservados en tonos decrecientes de azul o crecientes 

de amarillo a café y los nada conservados en blanco o café oscuro. Alineamientos visualizados con Jalview. B, 
matriz de los valores de identidad del alineamiento. Los rectángulos rojos señalan los porcentajes de identidad 

entre Pdζ y Rrζ y entre Pdζ y Rsζ, C, árbol filogenético de las subunidades ζ analizadas, construido por el 

método de unión de vecinos. Se observa una clara agrupación de acuerdo al orden al que pertenece cada bacteria 

(Rhodobacterales y Rhodospirillales). Las dos ramas iniciales del árbol (de izquierda a derecha) fueron 

reducidas a una cuarta parte de su longitud original para un mejor ajuste adecuado de la figura en el texto.  

C 
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Figura 18. Alineamiento múltiple de los primeros 20 residuos N-terminal de las 5 secuencias subunidad ζ, 

correspondientes a las α-proteobacterias: R. rubrum (1), R. sphaeroides (2), Jannaschia sp. (3), P. denitrificans 

(4) y R. capsulatus (5). El código de colores es el mismo que la figura 1. B, matriz de los valores de identidad 

del alineamiento. Los rectángulos rojos señalan los porcentajes de identidad entre Pdζ y Rrζ y entre Pdζ y Rsζ, 

 

Las estructuras de las proteínas Rrζ y Rsζ generadas in silico utilizaron como molde 

la estructura de subunidad ζ de P. denitrificans obtenida por RMN (PDB: 2LL0; Serrano et 

al., 2014). Ambos modelos tuvieron un score de confianza del 100%, lo que significa que las 

proteínas realmente son homólogas a Pdζ y que es altamente probable que las proteínas Rrζ 

y Rsζ adopten la conformación tridimensional modelada. Las estructuras generadas presentan 

las 4 α-hélices descritas en P. denitrificans, sin embargo, Rrζ cuenta con un giro α-helicoidal 

de 3 residuos (I82-D83-I84) entre las hélices α3 y α4, el cual está ausente en la subunidad ζ 

de P. denitrificans, además, la α-hélice 4 de Rrζ y Rsζ está interrumpida en la mitad por un 

residuo C96 y L92, respectivamente, de estructura desordenada. A este último respecto, los 

datos de predicción de estructura obtenidos con Phyre2, señalan, con un alto nivel de 

confianza, que esta región de estructura desordenada corresponde, en realidad, a una α-hélice 

(Fig. 19).  La superposición de Rrζ y Rsζ con uno de los confórmeros de la subunidad ζ de 
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P. denitrificans muestra una RMSD de 0.956 Å y 0.916 Å, respectivamente, lo que refleja 

gran similitud estructural (Fig. 19).  

 

 
Figura 19. Estructura tridimensional de la proteína Pdζ (azul) de P. denitrificans obtenida por NMR (Serrano 

et al., 2014) y modelos estructurales de Rrζ (rosa) y Rsζ (morado) generados in silico con Phyre2, solos o 

sobrepuestos con Pdζ.  En verde se señalan los primeros 14 residuos de la región inhibitoria N-terminal, en cian 

se señalan los residuos RrζC96 y RsζL95, los cuales carecen de estructura definida y cortan a la mitad la hélice 

4 de Rrζ y Rsζ, respectivamente. PdζL95 también se marca en cian, sin embargo, en este caso adopta una 

conformación de α-hélice. En amarillo se señala el giro α-helicoidal I82-D83-I84 extra de Rrζ, el cual se 

encuentra entre las hélices 3 y 4 y está ausente en Pdζ y Rsζ. La superposición de las subunidades Pdζ, Rrζ y 

Rsζ mantiene el mismo código de colores que el de las subunidades individuales. Figura realizada con UCSF 

Chimera.  

 

 Transformación de E. coli DH5α con la construcción pET3a/RSP_2125, 

digestión y visualización en gel de agarosa 

 Se transformó la cepa de E. coli DH5α con el plásmido pET3a/RSP_2125 y se 

seleccionaron colonias para la preparación de gliceroles y extracción de DNA plasmídico. 

Este DNA fue digerido con BamHI y NdeI. El mapa de restricción de los plásmidos mostró 

los fragmentos correspondientes al gen RSP_2125 (330 bp) y al pET3a vació (4640 bp). El 

plásmido proveniente de una de las colonias fue utilizado para transformar a E. coli 

BL21(DE3)-pLysS (Fig. 20).  
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de la digestión con BamHI y NdeI de las construcciones 

pET3a/RSP_2125 transformado en E. coli DH5α. Se observan fragmentos de ~ 4640 bp, los cuales 

corresponden al vector de expresión lineal y fragmentos de 330 bp, los cuales corresponden al gen RSP_2125.  

 

Transformación de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la construcción 

pET3a/RSP_2125, digestión y visualización en gel de agarosa  

Se utilizó el plásmido pET3a/RSP_2125 obtenido de una colonia transformante de E. 

coli DH5α pET3a/RSP_2125 para transformar células competentes de E. coli BL21(DE3)-

pLysS. 

Se seleccionaron colonias transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS con 

pET3a/RSP_2125 para preparar gliceroles, extraer DNA plasmídico y digerir con NdeI y 

HindII. Los plásmidos provenientes de las colonias presentaron un mapa de restricción 

acorde a lo esperado (Fig. 21). La secuenciación del plásmido proveniente de una de las 

colonias transformantes confirmó que este corresponde al gen RSP_2125 clonado en el 

vector pET3a. Esta colonia fue seleccionada para experimentos subsecuentes de inducción y 

purificación de la proteína Rsζ. 

 



58 

 

 
Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de las construcciones pET3a/RSP_2125 digeridas con 

HindIII y NdeI. Se observa una banda en ~811 bp, la cual corresponde al gen RSP_2125 más 448 bp del MCS.  

 

Pruebas de inducción con IPTG  

Para conocer la concentración de IPTG óptima de inducción para la expresión de la 

proteína Rsζ, se hicieron ensayos utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0.1, 0.2, 

0.3, 0.5 y 0.75 mM). En la Fig. 18 se muestra como hay una proteína del peso molecular de 

Rsζ y que responde a la adición de IPTG. Por densitometría se determinó que 0.3 mM es la 

concentración óptima para sobreexpresar a la proteína Rsζ, pues logra un incremento 2 veces 

mayor con respecto al cultivo incubado en ausencia de IPTG (Fig. 22 y tabla 2). 



59 

 

 
Figura 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida (15 %) teñido con azul de Coomassie de extractos de células 

completas inducidas con diferentes concentraciones de IPTG. Mediante densitometría se determinó que 0.3 mM 

de IPTG da lugar a una inducción 2 veces mayor con respecto al estado basal sin inducir (carril 1). En cada 

carril se cargó 1 mg de células completas (resupendidas en 10 μL de agua destilada y desionizada (MiliQ). 

 

Tabla 2. Niveles de sobreexpresión de la proteína Rsζ tras inducir toda la noche (16 h) con 

diferentes concentraciones de IPTG.  

Concentración de IPTG (mM) Nivel de inducción con respecto al 

control sin inducir (número de veces) 

0.1 1.66 

0.2 1.62 

0.3 2.00 

0.5 1.80 

0.75 2.22 

 

Purificación de la proteína Rsζ  

La purificación de la proteína Rsζ por precipitación salina con sulfato de amonio, 

cromatografía de intercambio iónico en una columna DEAE, separación por membranas 

Amicon y cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 75, condujo a la 

obtención de 350 μg de proteína pura a partir de 4 L de cultivo. Sin embargo, esta cantidad 

corresponde sólo a la proteína de la fracción más pura del último paso de purificación, la 

cromatografía de exclusión molecular. Desafortunadamente, al tratar de purificar aún más las 

fracciones no tan puras del último paso, la muestra se perdió en el equipo de FPLC, por lo 

que los rendimientos pudieron haber sido mayores. 

En las figuras 23, 24, 25 y 26 se muestran los geles Schägger-Von Jagow de 

poliacrilamida (teñidos con azul de Coomassie) correspondientes a la inducción de la 

expresión de Rsζ con IPTG, la precipitación con sulfato de amonio, la separación por 

cromatografía de intercambio iónico y la separación y concentración por membranas 

Amicon, respectivamente, mientras que en las figuras 27 y 28 se muestran los geles 
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Schägger-Von Jagow correspondientes a la separación por cromatografía de exclusión 

molecular. Todos los geles corresponden a una sola purificación. Cabe mencionar que la 

proteína Rsζ tiene un punto isoeléctrico (PI) teórico de 4.95 (calculado en Expasy; Gasteiger 

et al., 2005) y su elusión en la cromatografía de intercambio aniónico (resina DEAE), se 

esperaba en las fracciones con una concentración de fosfato de potasio de 300 mM y 350 

mM, como se ha observado para la proteína Pdζ (Mendoza-Hoffmann et al., 2018; Zarco-

Zavala et al., 2014). Sin embargo, inesperadamente, la proteína Rsζ eluyó en los lavados con 

amortiguador B (fosfato de potasio 20 mM, pH 7). 

 

 
Figura 23. Gel de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. En cada carril se cargó 1 mg de células 

completas (resupendidas en 10 μL de agua destilada y desionizada).  Las células se obtuvieron a partir de 

cultivos sin inducir (-), inducidos durante 3 h con IPTG 0.3 mM o inducidos durante 16 h con la misma 

concentración de IPTG. El rectángulo rojo enmarca la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), la cual tiene una masa 

de 11.88 kDa. 
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Figura 24. Gel de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido por 

sonicación (pre-salting out); B, pastilla post-salting out al 50 % de saturación con sulfato de amonio; C, 

sobrenadante post-salting out al 50 % de saturación con sulfato de amonio; D, pastilla post-salting out al 80 % 

de saturación con sulfato de amonio; E, sobrenadante post-salting out al 80 % de saturación con sulfato de 

amonio; MPM, marcador de peso molecular. El rectángulo rojo enmarca la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), 

la cual tiene un peso de 11.88 kDa.  
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Figura 25. Gel de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido a un 80 

% de saturación de sulfato de amonio y dializado; MPM, marcador de peso molecular; B, volumen muerto (o 

vacío) de la columna DEAE; C, lavado 1 de la columna DEAE con fosfato de potasio 20 mM, tras la unión del 

extracto proteico a la misma; D lavado 2 de la columna DEAE con fosfato de potasio 20 mM, tras la unión del 

extracto proteico a la misma; los pozos restantes corresponden a fracciones de elución de la columna DEAE 

con diferentes concentraciones de fosfato de potasio (100, 150, 180, 200 y 250 mM). El rectángulo rojo enmarca 

la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), la cual tiene una masa molecular de 11.88 kDa. Nótese que la mayor parte 

de la proteína Rsζ salió en los lavados y no en las fracciones de elución.  

 

 
Figura 26. Gel de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido tras juntar 

el lavado 1 y 2 de la columna DEAE en un Amicon con filtro de 30 kDa, en este carril se cargó la fracción 

retenida (proteínas arriba de 30 kDa); B, fracción filtrada (proteínas debajo de 30 kDa) del extracto proteico 
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obtenido en los lavados 1 y 2, esta fracción, además, se concentró en un Amicon con filtro de 10 kDa; MPM, 

marcador de peso molecular. El rectángulo rojo enmarca la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), (masa de 11.88 

kDa). Cabe destacar que en carril A se observa una banda con la masa de la subunidad Rsζ. Sin embargo, la 

fracción de proteínas analizadas en este carril se descartó, debido a la baja proporción que representa la proteína 

Rsζ con respecto a las demás proteínas del carril y con respecto a la proporción que representa comparándola 

con la proteína Rsζ del carril B. El resto de proteínas del carril A corresponden a proteínas citosólicas de E. 

coli, incluyendo la banda de 10k Da.  

 

 
Figura 27. Gel de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido tras juntar 

y concentrar el lavado 1 y 2 de la columna DEAE en Amicones con filtros de 30 kDa  y 10 kDa (esta preparación 

se inyectó en la columna Superdex 75); MPM, marcador de peso molecular; 8-11, fracciones de la columna 

Superdex 75. El rectángulo rojo enmarca la proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ), la cual tiene una masa de 11.88 

kDa. 

 

 
Figura 28. Gel Schägger & Von Jagow de poliacrilamida (15 %), teñido con azul de Coomassie. MPM, 

marcador de peso molecular; 12-16, fracciones de la columna Superdex 75. El rectángulo rojo enmarca la 
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proteína ζ de R. sphaeroides (Rsζ). La fracción “14” se utilizó para realizar los experimentos de inhibición de 

la actividad de ATPasa. 

 

 La fracción 14 de la cromatografía de exclusión molecular (Fig. 28) se concentró por 

centrifugación en membranas Amicon, se añadió glicerol a una concentración final del 20 % 

y se almacenó a -70 °C hasta su uso. Se determinó por densitometría que la subunidad Rsζ 

de esta fracción tiene una pureza del 85.5 %. Esta fracción se utilizó para los experimentos 

de determinación de proteína por Lowry y de inhibición sobre la actividad de ATPasa de R. 

sphaeroides.  

Cuantificación de proteína por el método de Lowry  

Se obtuvo una curva estándar con R2 de 0.9965 y su ecuación permitió determinar 

que la concentración de proteína de la fracción 14 de la cromatografía de exclusión molecular 

fue de 1.75 μg/μL, mientras que la de los cromatóforos de R. sphaeroides fue de 30.93 μg/μL. 

Se obtuvo un total de 350 μg de la proteína Rsζ a partir de 4 L de cultivo. 

 

Ensayos de actividad de ATPasa e inhibición por la proteína Rsζ 

La proteína Rsζ sí inhibe la actividad de la F1FO-ATPasa en cromatóforos de R. 

sphaeroides, la estimación lineal de inhibición determinó que 17.09 μg de Rsζ (1.92 μM) 

reducen en un 61.83 % la actividad hidrolítica de ATPasa, de 11.44 ± 1.32 nmoles de ATP 

consumido/min/mg de proteína a 4.36 ± 0.78 nmoles de ATP/min/mg de proteína (Fig. 29).  

Los ensayos de inhibición con diferentes concentraciones de Rsζ mostraron una curva 

cuasi-hiperbólica (Fig. 30) similar a las de las subunidades ζ de P. denitrificans y Jannaschia 

sp. (Zarco-Zavala et al., 2014). Sin embargo, es necesario repetir los ensayos para obtener 

datos estadísticamente confiables que permitan la determinación de la IC50, ya que la gráfica 

obtenida representa un duplicado de cada medición (excepto el último punto, cuya 

determinación es única debido a la dificultad que representa su medición).   

 

 

Figura 29. Ensayos de actividad de ATPasa en cromatóforos (150 μg de proteína) de R. sphaeroides. Se aprecia 

el efecto inhibitorio sobre la actividad de ATPasa tras añadir 17.09 μg de la subunidad Rsζ (1.92 μM; naranja), 
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con respecto al control sin añadir inhibidor, solo el volumen del amortiguador en el que se encuentra la proteína 

(azul). 

 

 

 
Figura 30. Curva de inhibición de la RsF1FO-ATPasa de cromatóforos de R. sphaeroides, utilizando diferentes 

concentraciones de la proteína Rsζ. Se muestra la curva de un experimento por duplicado. El ajuste se hizo a 

un modelo no lineal de inhibición parcial no competitiva, cuya ecuación se muestra en la tabla insertada dentro 

de la gráfica (Zarco-Zavala et al., 2014). V, velocidad inicial sin inhibidor; K, IC50 aparente (0.114 μM o 114 

nM); A, factor de inhibición parcial, el cual refleja el porcentaje de inhibición remanente cuando [Rsζ] tiende a 

infinito (35%). 
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 Amplificación y purificación del gen Rru_A0714 Rrζ 

 A partir de DNA genómico de R. rubrum se amplificó por PCR el gen Rru_A0714 

utilizando cebadores específicos. La electroforesis en gel de agarosa de los amplicones 

obtenidos muestra una sola banda para las 5 temperaturas de alineamiento ensayadas (Fig. 

31 A), lo cual refleja la alta especificidad de los cebadores. Esta banda migra de acuerdo con 

lo esperado para el amplicón del gen Rru_A0714 (363 bp). La banda más enriquecida se 

obtuvo con una temperatura de 58°C, por lo que se utilizó esta temperatura de alineamiento 

para realizar las reacciones subsiguientes y purificar el producto (Fig. 31 B). 

 
Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos por PCR a partir de DNA genómico de 

R. rubrum, utilizando cebadores específicos para el gen Rru_A0714. A, se probaron diferentes temperaturas de 

alineamiento (Ta) entre 58 °C y 70 °C. La banda obtenida con una Ta de 58 °C fue la más enriquecida. En todas 

las Ta ensayadas se observa una sola banda. B, Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR obtenido 

a una Ta de 58 °C y purificado mediante el kit QIAquick® de QIAGEN. 

 

Clonación de Rru_A0714 en pJET1.2 y transformación de E. coli DH5α  

El producto de PCR se clonó en el plásmido pJET1.2, se seleccionaron colonias 

transformantes y se resembraron en medio líquido LB/ampicilina. El corte con BglII de los  

plásmidos dio como resultado el mapa de restricción esperado con fragmentos de 

aproximadamente 409 bp (inserto) y 2928 bp (vector) (Fig. 32). La secuenciación de la 

construcción obtenida a partir de una de las colonias permitió confirmar que se trata del gen 

que codifica para la proteína Rrζ (Rru_A0714), clonado en el vector pJET1.2. Los 

experimentos de sobreexpresión y ensayos de inhibición utilizando la proteína Rrζ no podrán 

ser tratados en el presente trabajo y los experimentos concluyentes con respecto a la 

subunidad Rrζ estarán limitados a la obtención de la construcción pJET1.2/Rru_A0714. Esto 

debido a los inconvenientes para la subclonación de Rru_A0714 en un vector de expresión 

(más detalles en “Dificultades asociadas a la subclonación del gen Rru_A0714 en un vector 

de expresión” de la sección de “Discusión”). Sin embargo, información valiosa sobre esta 

proteína hipotética ha sido obtenida a través de análisis estructurales comparativos y 

modelado in silico (ver: “Análisis estructural comparativo de la proteína “ de la sección de 
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“Resultados” y “Comparación estructural de las diferentes subunidades ζ e hipótesis 

evolutiva” de la sección de “Discusión”). 

 
Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de los plásmidos pJET1.2/Rru_A0714 digeridos con BglII. 

Se observan las bandas esperadas de aproximadamente 409 bp y de 2928 bp, las cuales corresponden al inserto 

Rru_A0714 y al plásmido, respectivamente. El corte con BglII le añade 46 bp y se las resta al pJET1.2. 
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Discusión 

 Inhibición de la ATPasa por la subunidad Rsζ 

Los ensayos de inhibición con la proteína Rsζ sobre la actividad hidrolítica de la F1FO-

ATPasa en cromatóforos de R. sphaeroides revelaron, por primera vez, que la subunidad ζ 

actúa como inhibidor en las α-proteobacerias fotosintéticas, lo cual se sospechaba gracias a 

análisis comparativos a nivel de estructura primaria de la subunidad ζ de α-proteobacerias 

(Zarco-Zavala et al., 2014), a los modelos estructurales realizados en el presente trabajo y a 

los experimentos de inhibición la actividad de ATPasa por las proteínas Pdζ y Jsζ (Zarco-

Zavala et al., 2014). La adición de 17.09 μg (1.92 μM) de la subunidad inhibitoria Rsζ a 150 

μg de cromatóforos (proteína) generaron una disminución del 61.83 % en la actividad 

hidrolítica de la ATPasa. Se ha determinado que un modelo de inhibición no competitiva 

parcial es el que mejor se ajusta a la inhibición de la proteína ζ sobre la actividad de ATPasa, 

donde la IC50 representa la concentración de inhibidor que reduce la tasa catalítica inicial sin 

inhibidor (V0) en un 50 % (Zarco-Zavala et al., 2014), por lo que se hicieron ensayos de 

inhibición utilizando diferentes concentraciones de la proteína Rsζ. En resumen, se observa 

un patrón general de inhibición similar al reportado para las subunidades Pdζ y Jsζ (Zarco-

Zavala et al., 2014), con las que se encontró una IC50 aparente de 0.2 μM, mientras que para 

Rsζ la IC50 aparente es de ~ 0.114 μM (Fig. 29 C), este valor es similar a la Pdζ, con la 

diferencia que en Pdζ la inhibición es total y en RsF1FO la inhibición es parcial, 

probablemente debido a alguna otra actividad residual inespecífica de ATPasa en el caso de 

Rsζ. La gran similitud estructural entre Rsζ y Pdζ, permite sugerir que es posible que las 

constantes de inhibición de la proteína Rsζ sean similares a las reportadas para Pdζ y Jsζ 

(Zarco-Zavala et al., 2014). Sin embargo, esto debe ser confirmado tras la obtención de más 

datos cinéticos de titulación y reconstitución homóloga de la Rsζ en la RsF1FO-ATPasa de 

cromatóforos.  

La confirmación de la función inhibitoria de la proteína Rsζ sobre la RsF1FO-ATPasa 

incrementa el número de proteínas ζ en las que se ha observado un efecto de inhibición 

homóloga sobre la ATPasa, sumándose a la Pdζ (Morales-Ríos et al., 2010; Zarco-Zavala et 

al., 2014). Esto es importante porque, a pesar de que el marco abierto de lectura (ORF) de la 

proteína ζ está conservado en la clase de las α-proteobacterias, estudios de inhibición de la 

ATPasa utilizando la proteína ζ de bacterias Rhizobiales, han revelado la pérdida de la 

función inhibitoria (Mendoza-Hoffmann, tesis de Doctorado, 2018).     

La relevancia fisiológica de la subunidad ζ ha sido descrita en P. denitrificans, donde 

se mostró que es una proteína esencial para evitar el consumo deletéreo de ATP, asociado a 

un crecimiento reducido y más lento en medio respiratorio. Además, se determinó que es un 

inhibidor unidireccional, con un efecto nulo sobre la síntesis de ATP, por lo tanto, 

favoreciendo el crecimiento oxidativo y mejorando la bioenergética celular (Mendoza-

Hoffmann et al., 2018). En el caso de la subunidad Rsζ de R. sphaeroides, se puede esperar 

que la deleción de la subunidad ζ también tenga un efecto deletéreo sobre el crecimiento, ya 

que es una bacteria cercanamente emparentada a P. denitrificans y, al igual que la subunidad 

Pdζ, la subunidad Rsζ tiene actividad inhibitoria sobre la hidrólisis de ATP por la ATPasa. 
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A diferencia de P. denitrificans, este efecto podría ser observado no sólo en condiciones 

respiratorias, sino también en condiciones fotoautotróficas y en presencia de una fuente de 

carbono no fermentable donde el aporte de energía proviene principalmente de la 

fotofosforilación dependiente de la ATP sintasa. En condiciones fotoheterótroficas, esto se 

debe a que la actividad de la α-cetoglutarato deshidrogenasa es muy baja, hasta 5 veces menor 

que en condiciones aerobias (Beatty y Gest, 1981), lo que provoca que el aporte de energía a 

través de la oxidación de compuestos reducidos del carbono tenga un impacto menor 

(McEwan, 1994).  

Además, también se espera que la subunidad Rsζ tenga un efecto unidireccional sobre 

la ATPasa, similar al reportado en P. denitrificans, debido a la gran similitud estructural entre 

las proteínas Rsζ y Pdζ y al alto grado de parentesco entre ambas especies. De hecho, este 

efecto de unidireccionalidad podría esperarse en otras α-proteobacterias fotosintéticas, como 

R. capsulatus y R.rubrum, cuyas proteínas ζ conservan un alto grado de identidad de 

secuencia y similitud estructural, respectivamente, con el inhibidor Pdζ, tal como ha sido 

revelado por las comparaciones del presente y anteriores trabajos (de la Rosa-Morales, 2005; 

Mendoza-Hoffmann, tesis de Doctorado, 2018; Zarco-Zavala et al., 2014). Sin embargo, la 

unidireccionalidad debe comprobarse en futuros experimentos, por ejemplo, haciendo 

ensayos de actividad de RsF1FO-ATPasa en presencia de concentraciones saturantes del 

inhibidor Rsζ. 

La similitud estructural y de secuencia entre la región N-terminal inhibitoria de Pdζ 

con la región inhibitoria de la subunidad IF1 (hay una similitud de secuencia mayor al 50 % 

entre las regiones inhibitorias de ambas proteínas; de la Rosa-Morales, 2005), aunado a que 

las subunidades IF1 y ε (al igual que la proteína ζ) se unen a la región αDP/βDP/γ en la ATPasa 

(Cingolani y Duncan, 2011; García-Trejo et al., 2016; Gledhill et al., 2007; Morales-Ríos et 

al., 2015), sugieren que IF1 y ε también actúan como inhibidores unidireccionales (Mendoza-

Hoffmann et al., 2018). Sin embargo, algunos estudios apoyan un efecto bidireccional de IF1 

(Gómez-Puyou et al., 1979; Tuena et al., 1983; García-Bermúdez et al., 2015) y ε (Lino et 

al., 2009; Masaike et al., 2006), mientras que otros sugieren unidireccionalidad, tanto de IF1 

(Pullman y Monroy,1963; Schwerzmann y Pedersen 1986) como de la subunidad ε (Suzuki 

et al., 2003; Tsunoda et al., 2001), por lo que definir el papel de IF1 y ε sobre la síntesis de 

ATP queda abierto a trabajo futuro (Mendoza-Hoffmann et al., 2018).    

 

Actividad hidrolítica de la ATPasa  

 La actividad hidrolítica específica de la ATPasa obtenida en esta tesis, para los 

cromatóforos de R. sphaeroides, es de 11.44 ± 1.32 nmoles de ATP hidrolizado/min/mg de 

proteína, utilizando ATP-Mg2+ como sustrato y LDAO al 0.15% como activador. Diferentes 

trabajos han determinado la actividad específica de la ATPasa de R. sphaeroides. Sin 

embargo, existen variaciones importantes en las condiciones y métodos de determinación.  

Müller y colaboradores (1982) obtuvieron un valor de actividad específica de 3 

μmoles/min/mg de proteína en cromatóforos de R. sphaeroides, utilizando ATP-Ca2+ como 

sustrato, mientras que Kaiser y Oelze (1980) obtuvieron un valor ~50 nmol/min/mg de 
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proteína, utilizando ATP-Mg2+ como sustrato. Los ensayos de actividad del presente trabajo 

y de los trabajos de Müller et al. (1982) y Kaiser y Oelze (1980) se realizaron utilizando la 

misma cepa de R. sphaeroides (2.4.1) y a temperaturas similares; 37, 37 y 35°C, 

respectivamente, por lo que las diferencias en los valores de actividad específica de ATPasa 

pueden ser atribuidas a otros factores.  

 Se sabe que el Ca2+ activa unas 60 veces o más la actividad de ATPasa de las α-

proteobacterias fotosintéticas como R. rubrum (Maldonado et al., 1998), por lo que en el 

trabajo de Müller et al. (1982) se podría esperar una actividad específica de ATPasa de 50 

nmol/min/mg de proteína utilizando ATP-Mg2+ como sustrato. Este valor esperado 

corresponde al valor experimental obtenido por Kaiser y Oelze (1980), donde sí se utilizó 

ATP-Mg2+ como sustrato. Esto implica que el valor de actividad específica de ATPasa 

obtenido en el presente trabajo es ~4.4 veces más bajo que los valores reportados por Müller 

et al. (1982) y Kaiser y Oelze (1980). Además, si se considera que en el presente trabajo se 

utilizó LDAO como activador, las diferencias son aún mayores. En cromatóforos de R. 

rubrum se ha reportado que la adición de LDAO incrementa la actividad de la ATPasa de 3 

a 5 veces (Montero-Lomelí y Dreyfus, 1987), por lo que, en un escenario conservador, el 

valor de actividad específica de ATPasa en cromatóforos de R. sphaeroides obtenido en el 

presente trabajo sería de 3.81 nmoles de ATP hidrolizado/min/mg de proteína en ausencia de 

LDAO. Bajo esta consideración, el valor de actividad específica de ATPasa del presente 

trabajo estaría ~13 veces por debajo de los valores previamente reportados para los 

cromatóforos de esta bacteria (Kaiser y Oelze 1980; Müller et al. 1982). Es probable que la 

actividad específica del presente trabajo sea menor debido a que, tras su preparación, los 

cromatóforos de R. sphaeroides fueron almacenados por varios meses a -70°C hasta su uso, 

mientras que en los trabajos previos (Kaiser y Oelze 1980; Müller et al. 1982) se usaron 

cromatóforos recién preparados y que nunca fueron congelados. Se ha observado que la 

actividad de la ATPasa en cromatóforos de R rubrum disminuye a medida que transcurren 

los días tras la preparación de los cromatóforos, por lo que es recomendable hacer los ensayos 

de actividad inmediatamente después de su obtención (Dra. Romero Álvarez, comunicación 

personal).   

 En PSB de P. denitrificans, una preparación membranal similar a las partículas 

submitocondriales (PSM), la actividad hidrolítica específica de ATPasa (determinada con un 

ensayo equivalente al utilizado en los cromatóforos de R. sphaeroides del presente trabajo) 

es de ~400 nmoles/min/mg de proteína (Mendoza-Hoffmann et al., 2018). Este valor es casi 

40 veces mayor a los niveles de actividad observados en R. sphaeroides durante el presente 

trabajo y ~8 veces mayor a los niveles de actividad previamente reportados para la ATPasa 

de R. sphaeroides (Kaiser y Oelze 1980; Müller et al. 1982). Sin embargo, estos datos cobran 

sentido si se toma en cuenta que existen solamente 2 ATPasas y 8 complejos III (cytbc1) por 

cada cromatóforo en R. sphaeroides, según estimaciones derivadas de análisis proteómicos 

cuantitativos, microscopía electrónica y microscopía de fuerza atómica (Cartron et al. 2014), 

mientras que en SBPs de P. denitrificans, la ATPasa es una enzima fuertemente enriquecida, 

superando en proporción a los complejos respiratorios III y IV (Morales-Ríos et al., 2010). 
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En las PSB de P. denitrificans, similar a lo que ocurre en PSM, se estima que el 10% de la 

proteína total corresponde a la PdF1FO-ATPasa (Carlos Chávez y José J. García-Trejo, datos 

no publicados). Por lo tanto, si en PSB de P. denitrificans hay por ejemplo de 10 a 50 veces 

más ATPasas que en los cromatóforos de R. sphaeroides, se esperaría una actividad 

específica en cromatóforos ~10 a 50 veces menor que en PSBs, lo cual concuerda con los 

resultados previamente reportados (Kaiser y Oelze 1980; Müller et al. 1982) y los resultados 

del presente trabajo, respectivamente. Debido a la baja actividad de ATPasa del presente 

trabajo, es más probable que la cantidad de ATPasas en PSBs sea 10 veces mayor que en 

cromatóforos y no 50 veces mayor. Sin embrago, las diferencias de actividad también pueden 

ser atribuidas a variaciones en las constantes cinéticas intrínsecas a cada enzima, por ejemplo, 

la eficiencia catalítica (kcat/Km). A este último respecto, más datos cinéticos (en las mismas 

condiciones de medición) deben ser obtenidos.  

 En resumen, la actividad hidrolítica de ATPasa observada en los cromatóforos de R. 

sphaeroides del presente trabajo se encuentra por debajo del valor esperado según reportes 

previos para la enzima de esta bacteria (Kaiser and Oelze, 1980; Müller et al., 1982), lo cual 

es atribuido al uso de cromatóforos previamente congelados y almacenados. Además, se 

estima que hay 2 ATPasas por cada cromatóforo de R. sphaeroides (Cartron et al. 2014), 

mientras que la ATPasa es una proteína enriquecida en PSB de P. denitrificans (Morales-

Ríos et al., 2010).  Tras comparar la actividad de ATPasa entre PSB de P. denitrificans 

(Mendoza-Hoffmann et al., 2018) y cromatóforos de R. sphaeroides (Kaiser and Oelze, 1980; 

Müller et al., 1982), se sugiere que hay 10 veces más ATPasas en PSB que en los 

cromatóforos. 

 

Comparación estructural de las diferentes subunidades ζ e hipótesis evolutiva  

La mayor parte de aminoácidos conservados (9 de 22) en las subunidades ζ analizadas 

se encuentran en los primeros 20 residuos de la región N-terminal, lo cual refleja la 

importancia funcional de esta región y cuyo requerimiento para la inhibición de la actividad 

de ATPasa ha sido demostrado en P. denitrificans y Jannaschia sp. (Zarco-Zavala et al., 

2014). Además, los alineamientos revelaron que, de las secuencias analizadas, la subunidad 

Rrζ es la única con una cisteína en su composición, particularmente la Cys96 de la región C-

terminal, un residuo que también ha sido observado en la secuencia de la α-proteobacteria 

rizobial Methylobacterium radiotolerans (Zarco-Zavala et al., 2014), sin embargo, se 

desconoce si Cys96 juega un papel relevante en el mecanismo de inhibición. 

Un análisis más profundo reveló que de 100 secuencias de la subunidad ζ, 

pertenecientes a α-proteobacterias del orden Rhodospirillales, sólo 2 tienen Cys96 en su 

composición, por lo que este es un residuo no conservado (Anexo I). En contraste, la 

secuencia consenso reveló que en la posición 96 se conserva un residuo de Leu (frecuencia 

del 79 %). Cys y Leu son aminoácidos con características fisicoquímicas diferentes, el 

primero es polar y el segundo no polar, lo que sugiere que las proteínas que tienen Cys pueden 

tener características diferentes. Sin embargo, en general, todas las secuencias son muy 

similares, por ejemplo, hay una identidad y similitud del 50 % y 70 %, respectivamente, entre 



72 

 

la secuencia consenso de la proteína ζ de Rhodospirillales y la proteína Rrζ de R. rubrum. En 

conjunto, el hecho de que la Cys96 no está conservada y la alta similitud e identidad entre 

las subunidades ζ de diferentes bacterias del orden Rhodospirillales, sugieren que la presencia 

de Cys96 en la proteína Rrζ puede ser un evento irrelevante para la función y/o regulación 

de la actividad de la ATPasa.   

Sin embargo, en caso de que Cys96 tenga un papel relevante para ejercer su función, 

es posible que éste se relacione con las etapas iniciales de anclaje de la subunidad Rrζ a su 

sitio de unión en la ATPasa. Esto debido a que la región C-terminal de la subunidad Pdζ está 

relacionada con el anclaje inicial y mantenimiento de la proteína ζ en su posición final en la 

ATPasa. El modelo de inhibición en P. denitrificans (García-Trejo et al., 2016) muestra que 

hay más contactos entre la región C-terminal de la subunidad Pdζ y la F1-ATPasa durante las 

etapas iniciales de inhibición que durante las etapas finales. Además, la sobreposición del 

modelo estructural de Rrζ (del presente trabajo) sobre la subunidad Pdζ en la estructura 

cristalográfica de la ATPasa inhibida de P. denitrificans (PDB: 5DN6, Morales-Ríos et al., 

2015, datos no mostrados), determinó que, en su posición final, Cys96 se encuentra a una 

distancia relativamente alejada (> 20 Å) de cualquier contacto posible con las subunidades 

más cercanas, ε o b.  

 Los modelos estructurales de Rrζ y Rsζ generados en el presente trabajo revelaron 

una homología estructural significativa con la subunidad Pdζ, lo cual se vio reflejado en la 

puntuación de confianza del 100 % y en la RMSD obtenida tras la superposición entre Rrζ-

Pdζ y entre Rsζ -Pdζ. Esto significa que es altamente probable que las proteínas Rrζ y Rsζ 

adopten la conformación tridimensional modelada y que tengan una función inhibitoria sobre 

la ATPasa. De hecho, esta última predicción se pudo confirmar experimentalmente en la 

proteína Rsζ. Cabe destacar que, de las secuencias proteicas comparadas, la subunidad Rrζ 

es la más diferente, con un porcentaje de identidad entre el 39.62 % y el 29.81 %, al 

compararla con las proteínas Rsζ y Rcζ, respectivamente. A pesar de ello, su modelo 

estructural reveló un gran nivel de similitud con la subunidad Pdζ, donde la actividad 

inhibitoria sobre la ATPasa ha sido bien caracterizada (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-

Ríos et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014; García-Trejo et al., 2016; Mendoza-Hoffmann 

et al., 2018), lo cual sugiere que, no sólo la secuencia, sino también la estructura 

tridimensional de la subunidad ζ está fuertemente conservada entre α-proteobacterias, tal 

como ha sido propuesto por Serrano et al. (2014) y, además, apoya la hipótesis de que la 

subunidad ζ es el inhibidor endógeno de la ATPasa en este grupo de bacterias (Mendoza-

Hoffmann, 2018; Morales-Ríos et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014).  

Esta última aseveración está fundada en búsquedas exhaustivas por BLAST, las 

cuales han revelado que la subunidad ζ está conservada y es exclusiva del grupo de las α-

proteobacterias (Mendoza-Hoffmann, tesis Doctorado, 2018; Zarco-Zavala et al., 2014). 

Además, considerando que el grupo de las α-proteobacterias se encuentra en una posición 

basal con respecto a las clases β-proteobacteria, γ-proteobacteria y Acidithiobacillia (Gupta, 

2000; Zhu et al., 2019), se puede sugerir que la proteína ζ es un carácter ancestral (o 

plesiomórfico) que se perdió en grupos bacterianos con una divergencia más reciente. Por 
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ejemplo, en Klebsiella michiganensis (y otras γ-proteobcterias), se encontró una proteína de 

77 residuos (no. de acceso NCBI: WP_204313518) perteneciente a la misma familia que la 

subunidad ζ (DUF1476) y su alineamiento con la proteína Pdζ reveló un 63 % de identidad 

(E-value: 5x10-18; cobertura: 65 %; Anexo II), por lo que esta proteína podría ser un vestigio 

de la subunidad ζ.  

Por otro lado, actualmente no se conocen con claridad las relaciones de parentesco 

entre α-proteobacterias y el resto de clases pertenecientes al phylum Proteobacteria (δ-

proteobacterias, ε-proteobacterias, ζ-proteobacterias etc.; Gupta, 2000; Zhu et al., 2019), así 

como las relaciones de parentesco entre proteobacterias y bacterias de otros phyla (como 

Acidobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria, Actinobacteria etc.; Zhu et al., 2019), por lo que 

es difícil proponer a la subunidad ζ como un carácter apomórfico o plesiomórfico, 

considerando un panorama evolutivo más amplio. Sin embargo, si se considera que la 

subunidad ζ está codificada fuera del operón de la ATPasa (opero unc; Anexo III) y que este 

operón se conserva en diferentes grupos del domino Bacteria (Gay y Walker, 1981; Kaim et 

al., 1992; Ohta et al., 1988), es posible que, con respecto a ciertos grupos, la subunidad ζ sea 

un carácter apomórfico, mientras que con respecto a otros (como las proteobacterias ya 

mencionadas) sea un carácter plesiomórfico. Finalmente, considerando únicamente a las 

clases β-proteobacteria, γ-proteobacteria y Acidithiobacillia (donde las relaciones 

filogenéticas sí son claras) la pérdida de la subunidad ζ con respecto a la clase α-

proteobacteria, así como la permutación de la función inhibitoria a la subunidad ε, puede 

estar relacionada con diversos factores y procesos evolutivos, que van desde adaptativos, 

como selección natural, hasta estocásticos no adaptativos, como deriva génica.  

Una explicación adaptativa de la pérdida de la subunidad ζ en bacterias como E. coli 

y la permutación de la función inhibitoria a la subunidad ε puede fundamentarse sobre el 

argumento de optimización de procesos y ahorro energético asociado. Por ejemplo, al 

permutar la función inhibitoria esos importantes para la regulación de la actividad y para el 

modelado de las crestas mitocondriales (Arselin et al., 2004; Gu et al., 2019; Pinke et al., 

2020). En este sentido, el inhibidor IF1 cumple con dos funciones esenciales y su perdida no 

podría ser reemplazada, únicamente, por la subunidad ε.  

Cabe destacar que esta explicación está sesgada a una visión adaptativa del cambio 

evolutivo y carece de soporte experimental contundente que evalúe la adecuación biológica 

de las bacterias que utilizan la subunidad ε o ζ como inhibidor de la ATPasa. Por esto, se 

considera que debe ser tomada cautela y no se descarta la posibilidad de procesos evolutivos 

modeladores alternativos no adaptativos, por ejemplo, deriva génica. Debido a la 

complejidad e importancia de esta cuestión evolutiva, se considera necesario realizar un 

análisis más profundo en un trabajo exclusivo a elucidar con precisión la historia evolutiva 

de la subunidad ζ de α-proteobacterias, así como los procesos que llevaron a su pérdida en 

grupos bacterianos más recientes. Para ello se requiere, en parte, de hipótesis filogenéticas 

más claras del dominio Bacteria y del phylum Proteobacteria.  

 Finalmente, el árbol filogenético construido en el presente trabajo se ajusta a la 

hipótesis filogenética de Muñoz-Gómez et al. (2019) para el grupo de las α-proteobacterias, 
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ya que ambas colocan al orden Rhodospirillales en una posición basal con respecto a al orden 

Rhodobacterales. Sin embargo, al comparar la hipótesis del presente trabajo con el árbol 

temporal de divergencia generado en el servidor en línea http://timetree.org/ (Anexo IV; 

Kumar et al., 2017), se observa que ambos hacen una clara diferenciación entre 

Rhodospirillales y Rhodobacterales, pero en el árbol del servidor en línea se coloca a R. 

capsulatus y R. sphaeroides como grupo hermano de P. denitrificans, mientras que 

Jannaschia sp. se coloca como grupo hermano de estas tres especies y en una posición basal 

con respecto a R. capsulatus y R. sphaeroides. En contraste, en el árbol construido con la 

subunidad ζ, R. sphaeroides se coloca como grupo hermano del grupo formado por 

Jannaschia sp., P. denitrificans y R. capsulatus, ocupando una posición basal con respecto a 

estas últimas dos especies. Las relaciones sugeridas por el árbol temporal de divergencia son 

similares a las relaciones filogenéticas encontradas por Imhoff et al. (2005), donde se utilizó 

el gen ribosomal 16S. Esto tiene sentido si se considera que el servidor en línea realiza sus 

construcciones a partir de una base de datos de casi 4,000 estudios publicados de divergencia 

y filogenia, los cuales abarcan poco más de 97,000 especies, por lo que sus construcciones 

utilizan más de un carácter y son más confiables que, por ejemplo, la hipótesis construida 

sólo a partir de la subunidad ζ. En resumen, el árbol construido a partir de la subunidad ζ 

hace una buena diferenciación entre grupos taxonómicos superiores (a nivel de orden), pero 

es deficiente en niveles taxonómicos inferiores (a nivel género y especie).  

Elusión inesperada de la proteína Rsζ en los lavados de la columna DEAE 

La proteína Rsζ tiene un PI teórico de 4.95 y, durante la purificación, se trabajó a pH 

7, por lo que se esperaría que la proteína Rsζ estuviera cargada negativamente. Sin embargo, 

esta idea se vio desafiada por el hecho de que la proteína Rsζ no se unió a la columna de 

intercambio aniónico DEAE (esto ha ocurrido en todas las purificaciones de la proteína RsZ), 

ya que salió en los lavados y no en las fracciones de elución con diferentes concentraciones 

de fosfato de potasio, como se ha observado con la subunidad ζ de P. denitrificans (Mendoza-

Hofmann et al., 2018; Zarco-Zavala et al., 2014). Cabe destacar que ambas proteínas, Rsζ y 

Pdζ tienen un PI similar (4.95 y 4.76, respectivamente) y una cantidad similar de residuos 

positivos (17 y 18, respectivamente) y negativos (19 y 24, respectivamente).    

 Es bien sabido que el ambiente químico de los grupos funcionales ionizables puede 

influir sobre su pKa y, por ende, sobre su PI (Nelson y Cox, 2008), por lo que el PI teórico 

suele desviarse del PI experimental, donde el plegamiento de la estructura es relevante 

(Cargile et al., 2014). Se puede hipotetizar que el plegamiento de Rsζ favorece un PI mayor 

al PI teórico, incluso mayor a 7, por lo que a pH neutro Rsζ estaría cargada positivamente, lo 

cual explicaría que no se unió a la columna DEAE. Sin embargo, si se considera que el 

modelo estructural del presente trabajo muestra que la proteína Rsζ tiene una estructura muy 

similar a la estructura nativa de la proteína Pdζ, además de que los residuos ionizables de 

ambas proteínas se encuentran en posiciones espaciales equivalentes (Anexo V), la 

posibilidad de que el plegamiento influya significativamente sobre el PI de Rsζ puede ser 

descartada. Otra posibilidad es que la columna haya perdido eficiencia debido a que fue 

http://timetree.org/
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regenerada y reempacada después de un largo periodo de no ser utilizada (debido a las 

restricciones de acceso al laboratorio por la pandemia), periodo en el que incluso llego a 

secarse por un tiempo que desconocemos (al parecer, el usuario anterior no selló 

adecuadamente la columna). Esta hipótesis estaría apoyada por el hecho de que, en los geles 

de las fracciones de elusión, se observan algunos carriles con bandas relativamente tenues 

con una masa de ~11.8 kDa, es decir, con la masa molecular esperada de la proteína Rsζ. 

Experimentos posteriores utilizando una columna nueva, recién empacada, aclararan esta 

cuestión. Algo importante de destacar es que esto no afectó negativamente la purificación, 

de hecho, la fracción en la que eluyó la proteína Rsζ mostró muy pocas proteínas 

contaminantes a comparación de las fracciones en las que se esperaba (300 y 350 mM de 

fosfato de potasio), por lo que se considera que fue un incidente favorable para la 

purificación.    

  

Obtención de células transformantes estables de E. coli BL21 BL21(DE3)-pLysS 

pET3a/RSP_2125  

Se sabe que el mantenimiento y la replicación de plásmidos exógenos en células 

bacterianas representa un estrés metabólico, pues una parte de los recursos energéticos son 

destinados a las tareas antes mencionadas, limitando los recursos disponibles para las 

funciones metabólicas relacionadas con el crecimiento y el mantenimiento celular basal 

(Silva et al., 2012). En células transformantes de E. coli crecidas en medio selectivo, se ha 

reportado una disminución en la tasa de crecimiento y formación de biomasa total 

dependiente del tamaño del plásmido insertado. Además, el crecimiento de estas células en 

medio no selectivo condujo a la pérdida segregacional del plásmido a una tasa proporcional 

a su tamaño, lo que eliminó el estrés metabólico inducido por la presencia de la  partícula 

nucleica exógena (Smith y Bidochka, 1998).  

 En el caso particular de las células transformantes E. coli BL21(DE3)-pLysS 

pET3a/RSP_2125 que no pudieron crecer en medio con cloranfenicol es muy probable que 

se haya perdido el plásmido pLysS, un vector que codifica, además de la lisozima T7, la 

enzima cloranfenicol acetil-transferasa y que confiere resistencia a cloranfenicol. La 

sospecha de la pérdida del pLysS se ve reforzada por el hecho de que, tras la obtención de 

células transformantes de E. coli BL21BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125, nunca se 

utilizaba cloranfenicol para su crecimiento, únicamente ampicilina, además, la capacidad de 

sobreexpresar la proteína Rsζ se veía casi totalmente disminuida con el tiempo. Fue sólo 

hasta que se utilizó cloranfenicol en todos los pasos (desde la inducción de la competencia 

hasta la transformación y subsecuentes cultivos) que estas células mostraron resistencia al 

fármaco y estabilidad duradera en la sobreexpresión de la proteína Rsζ (el mismo stock de 

células transformantes E. coli BL21 BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125 mantenidas a -

70°C en medio con glicerol se ha utilizado a lo largo de 4 meses sin inconvenientes 

relacionados a la pérdida del pLysS).  

No existe información acerca de una inducción dependiente de pLysS y el consenso 

general es que no se necesita de este plásmido para la sobreexpresión de proteínas en E. coli, 
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pues su función principal es evitar la expresión de fondo o expresión no inducida, lo cual es 

particularmente útil cuando se trabaja con proteínas tóxicas. Evidencia de ello es que la venta 

comercial de células competentes de E. coli BL21(DE3)-pLysS negativas para la 

sobreexpresión de proteínas está disponible. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que 

sólo las células resistentes a cloranfenicol (y por ende pLysS positivas) fueron capaces de 

sobreexpresar la proteína Rsζ tras la inducción con IPTG. En el caso de los experimentos de 

sobreexpresión realizados anteriormente por Gilberto Garduño, a pesar de que no se utilizó 

cloranfenicol en el medio, es posible que inicialmente cierta proporción de células aun 

conservara el pLysS, sin embargo, tras subcultivos sucesivos, esta proporción se fue 

diluyendo hasta perderse, lo cual explicaría que no se logró obtener reproducibilidad de la 

sobreexpresión. En E. coli se ha visto una reducción del ~50 % y el ~80 % en la cantidad de 

células transformantes tras el primer y tercer subcultivo en medio no selectivo, 

respectivamente (Smith y Bidochka, 1998).  

 

 Dificultades asociadas a la subclonación del gen Rru_A0714 en un vector de 

expresión  

 La obtención de la construcción pT7-7/Rru_A0714 y pET3a/Rru_A0714 pudo haber 

fallado por varias razones y a diferentes niveles del procedimiento: durante la purificación 

del gen y/o del plásmido, durante la ligación del gen al plásmido o durante la transformación 

de las células competentes de E. coli DH5α. Además, se pueden proponer dos escenarios 

generales posibles con base en que algunas veces sí hubo se obtuvieron células 

transformantes y en otras no.  

 Cuando no se observaron células transformantes, pudo haber errores durante la 

purificación, la ligación o la transformación. En el primer caso (la purificación), es posible 

que los extremos adhesivos del vector, del gen o de ambos hayan sufrido algún daño o 

mutación por la exposición a UV durante el corte del gel para su purificación. Esto provocaría 

la incompatibilidad de los extremos y, por ende, la imposibilidad de ligarse en presencia de 

la ligasa T4. Esta hipótesis se ve favorecida por el hecho de que el daño más común por luz 

UV sobre el DNA es la formación de dímeros de pirimidinas y la formación de fotoproductos 

6-4 (Mitchell y Karentz, 1993; You et al., 2000). En este sentido, la secuencia reconocida 

por BamHI (5´ GGATCC 3´) tiene tres pirimidinas continuas y susceptibles a sufrir alguno 

de los efectos mencionados. Adicionalmente, se sabe que la formación de dímeros de 

pirimidina ocurre con más facilidad en regiones de cadena sencilla del DNA (Becker y Wang, 

1989), una característica presente en los extremos adhesivos formados tras el corte del 

plásmido y el gen con BamHI. El segundo caso (la ligación), pudo haber fallado a raíz del 

primer caso descrito, pero también es posible que los extremos adhesivos del vector y del 

gen estuvieran íntegros, por lo que la razones por las que no se pudo ligar podrían estar 

relacionadas con a otras causas, como una digestión incompleta del inserto y del vector, lo 

que conduce a una menor cantidad de extremos adhesivos disponibles y una disminución en 

la eficiencia de ligación (Matsumura, 2015). Este caso se vería apoyado por el hecho de que, 

en algunos casos (la minoría), las digestiones del plásmido no mostraban una banda única, 
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en lugar ello, se veía un pequeño barrido alrededor del tamaño esperado del vector 

completamente digerido (se descarta que la razón se deba a las condiciones de ligación, ya 

que se realizaron pruebas con diferentes relaciones inserto:vector y siguiendo las 

recomendaciones del fabricante de la ligasa T4). En el tercer caso (la transformación), 

suponiendo que el plásmido y el gen se ligaron adecuadamente, es posible que las células 

competentes hayan perdido eficiencia debido a razones como: descongelamiento demasiado 

rápido o porque sufrieron algún evento de descongelación-recongelación. Durante los 

experimentos de transformación, las células siempre fueron descongeladas durante 5 min en 

hielo, como ha sido recomendado (Chung et al., 1989), lo que permite descartar la primera 

posibilidad. Mientras que la segunda posibilidad (eventos de descongelación-recongelación) 

podría ser considerada, ya que en algún momento se descompuso el REVCO del laboratorio 

y todo su contenido tuvo que ser trasladado (en las mejores condiciones posibles para 

minimizar el descongelamiento de células, proteínas purificadas, PSB etc.) a un REVCO 

presente en otra Facultad. Sin embargo, posteriormente a este desafortunado suceso, se 

lograron obtener células transformantes con las células competentes que sufrieron el traslado, 

por lo que esta posibilidad también se descarta.  

 Cuando sí se observaron células transformantes, el análisis de sus fragmentos de 

restricción fue poco concluyente (las enzimas de restricción de New England BioLabs® no 

reportan efecto estrella bajo las condiciones utilizadas, por lo que esta posibilidad puede ser 

descartada) o, cuando fue concluyente, la secuenciación reveló que se trataba del gen que 

codifica para la proteína ζ de P. denitrificans o de Sinorhizobium meliloti (se trabaja con 

amabas bacterias en el laboratorio), lo cual indica contaminación durante el proceso de 

clonación.  

 Anteriormente, en nuestro laboratorio se realizaron numerosos intentos de clonar el 

gen de la subunidad ζ de R. capsulatus (una α-proteobacteria fotosintética) a un vector de 

expresión, pero sólo se obtuvieron resultados negativos al respecto (Mendoza-Hoffmann, 

2018, tesis Doctorado), de manera similar al presente trabajo. Además, la obtención de la 

construcción pJET1.2/Rru_A0714 del presente trabajo fue muy complicada y requirió una 

gran cantidad de ensayos en diferentes condiciones antes de su obtención. Considerando que 

(1) para la purificación del gen Rru_A0714 y de los vectores de expresión se minimizó la 

exposición a luz UV, (2) para las digestiones y ligaciones se trabajó bajo los estándares 

recomendados por el fabricante de las enzimas, (3) que en la mayoría de geles se observaba 

una digestión completa del vector, (4) que las células competentes seguían funcionando a 

pesar de haber sido trasladadas de un REVCO a otro, (5) que anteriormente no se logró  clonar 

el gen de la subunidad ζ de R. capsulatus (Mendoza-Hoffmann, 2018, tesis Doctorado) y (6) 

que obtener la construcción pJET1.2/Rru_A0714 del presente trabajo fue una tarea con  

muchas dificultades, se puede sugerir que un factor intrínseco al gen de la proteína ζ de estas 

bacterias fotosintéticas es la causa de no haber logrado su subclonación en un vector de 

expresión. Un factor intrínseco que caracteriza a los genes de la subunidad ζ de R. rubrum y 

R. capsulatus es el alto contenido de GC que presentan (62.2 % y 64.1 %, respectivamente). 

Sin embargo, en fragmentos de DNA de 300 pb, se ha observado una ligación-dependiente 
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de ligasa T4 más eficiente a cuando el fragmento tiene un contenido alto de GC (63 %) que 

cuando este contenido es bajo (32 %; Ishihara et al., 2017), por lo que esta posibilidad puede 

ser descartada, por lo que determinar la razón por la que no se logró la subclonación queda 

abierta a discusión. Debido a las numerosas dificultades de la subclonación, decidimos 

inclinarnos por la compra de la construcción pET3a/Rru_A0714.  
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Conclusiones 

La proteína recombinante ζ de R. sphaeroides sí tiene actividad inhibitoria sobre la 

RsFOF1-ATPasa en cromatóforos. Este trabajo representa la primera comprobación de la 

función inhibitoria de la subunidad ζ en la F1FO-ATPasa de α-proteobacterias fotosintéticas. 

La forma de la curva de inhibición de la proteína Rsζ sobre la RsFOF1-ATPasa 

muestra un patrón general de inhibición similar al reportado para las subunidades Pdζ y Jsζ 

(Zarco-Zavala et al., 2014), lo cual, aunado a la gran similitud estructural entre Rsζ y Pdζ, 

permite sugerir que es posible que las constantes de inhibición asociadas a la proteína Rsζ 

sean similares a las reportadas para Pdζ y Jsζ (Zarco-Zavala et al., 2014).  

El valor de actividad específica de la ATPasa obtenido en el presente trabajo se 

encuentra ~13 veces por debajo de los valores previamente reportados para los cromatóforos 

de esta bacteria (Kaiser y Oelze 1980; Müller et al. 1982). Es probable que esto deba a que, 

tras su preparación, los cromatóforos de R. sphaeroides fueron almacenados por varios meses 

a -70°C hasta su uso. 
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Observaciones finales y logros 

Dada la alta similitud estructural entre la proteína Rrζ de R. rubrum con la subunidad 

ζ de P. denitrificans y la subunidad ζ R. sphaeroides, donde la función inhibitoria sobre la 

FOF1-ATPasa ha sido comprobada (Zarco-Zavala et al., 2014; presente trabajo), es altamente 

probable que la proteína hipotética Rrζ conserve una actividad inhibitoria sobre la RrFOF1-

ATPasa. Esta hipótesis de conservación de la función inhibitoria puede extenderse la proteína 

ζ de otras α-proteobacterias fotosintéticas, como la proteína Rcζ, la cual muestra una alta 

similitud a nivel de estructura primaria con Rrζ y Rsζ. 

 

La subunidad Rrζ de R. rubrum presenta la secuencia más diferente de todas las 

proteínas analizadas, a pesar de ello, su modelo estructural reveló un gran nivel de similitud 

estructural con las subunidades Pdζ y Rsζ, lo cual sugiere que la estructura de la subunidad ζ 

está fuertemente conservada entre α-proteobacterias, tal como ha sido propuesto por Serrano 

et al. (2014).  

 

La subunidad Rrζ es la única con una cisteína en su composición, particularmente en 

la posición Cys96 de la región C-terminal. Un análisis más amplio reveló que esta Cys96 no 

está conservada entre bacterias del orden Rhodospirillales, por lo que es poco probable que 

tenga un papel relevante en la regulación de la actividad de la ATPasa.  

El origen evolutivo de la subunidad ζ es ambiguo. Por un lado, parece que la 

subunidad ζ es un carácter plesiomórfico con respecto a proteobacterias de las clases β-

proteobacteria, γ-proteobacteria y Acidithiobacillia. Por otro lado, es complicado asignar un 

estatus evolutivo (plesiomórfico o apomórfico) a este carácter con respecto a otras clases de 

proteobacterias y con respecto a otros phyla bacterianos, particularmente porque las 

relaciones filogenéticas disponibles son poco claras. Determinar la historia y procesos 

evolutivos que llevaron a la adquisición de la subunidad ζ como inhibidor de la ATPasa en 

α-proteobacterias requiere de un estudio evolutivo extenso, el cual sería favorable comenzar 

por la construcción de una hipótesis filogenética clara del dominio Bacteria y del phylum 

proteobacteria.   

 

Se logró obtener un stock estable de células transformantes E. coli BL21(DE3)-pLysS 

BL21 pET3a/RSP_2125, lo cual es atribuido al uso de cloranfenicol para su preparación y 

cultivos subsecuentes. El mismo stock de células transformantes se ha utilizado a lo largo de 

4 meses sin inconvenientes relacionados a la pérdida del pLysS. 

 

Es altamente probable que la proteína Rsζ (PI = 4.95) esté cargada negativamente a 

pH 7, por lo que su elusión temprana de la columna DEAE puede estar relacionada con una 

pérdida de eficiencia de la columna.  

Se obtuvo la construcción pJET1.2/Rru_A0714, la cual puede ser utilizada para 

subsecuentes experimentos enfocados en el estudio de la función de la proteína Rrζ, 
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Anexos 

 Anexo I  

 Alineamiento múltiple de 100 secuencias (se muestran 20 por simplicidad) de la 

subunidad ζ de diferentes bacterias del orden Rhodospirillales. De las 100 secuencias 

analizadas, sólo 2 presentan la Cys96 en su composición (en este alineamiento particular se 

observa en la posición 98; flecha roja). La secuencia consenso muestra que en esta posición 

se conserva una Leu (flecha verde), la cual tiene una frecuencia del 76 %. 
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 Anexo II 

 Análisis por BLAST de la proteína Pdζ (no. de acceso NCBI: 2LL0_A) contra la base 

de datos de proteínas no redundantes del grupo de las γ-proteobacterias. Se observan 

numerosos match con proteínas de la familia DUF1476. Nótese que la cobertura de los 

alineamientos es significativamente menor al 100 %, lo que refleja que las proteínas con las 

que se hizo el match son de un tamaño significativamente menor que la subunidad Pdζ. En 

K. michiganensis, por ejemplo, se encontró un match con una longitud de 77 residuos (no. 

de acceso NCBI: WP_204313518), un 63 % de identidad y cobertura de 65 % (E-value: 5x10-

18). 
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 Anexo III 

 El análisis por BLAST de la proteína ζ de P. denitrificans (no. de acceso NCBI: 

2LL0_A) sobre su genoma, reveló que esta subunidad está codificada en el cromosoma II, 

particularmente entre los nucleótidos 29,411 a 29,722 (A). Mientras que la subunidad a de la 

ATPasa es una de las primeras proteínas codificadas por el operón unc (Gay y Walker, 1981) 

y se encuentra codificada en la región 44,271 a 44,975 del cromosoma II de P. denitrificans 

(B). Esto significa que la subunidad Pdζ se encuentra fuera del operón unc, aproximadamente 

15,000 pb río arriba. 
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 Anexo IV 

 Árbol temporal de divergencia construido en el servidor en línea TIME TREE THE 

TIME SCALE of LIFE (http://timetree.org/; Kumar et al., 2017), el cual usa para sus 

construcciones y estimaciones una base de datos de casi 4,000 estudios publicados de 

divergencia y filogenia, los cuales abarcan poco más de 97,000 especies. Se observa que 

observa una clara diferenciación entre Rhodospirillales (R. rubrum) y Rhodobacterales (P. 

denitrificans, R. sphaeroides, R. capsulatus y Janaschia sp.), además, coloca a P. 

denitrificans como grupo hermano de R. sphaeroides y R. capsulatus, mientras que 

Janaschia sp. ocupa una posición basal con respecto a estas últimas dos especies. El árbol 

fue cortesía del Dr. Héctor Riveros. 
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 Anexo V 

 Modelo estructural de la subunidad Rsζ (morado) y estructura tridimensional de la 

subunidad Pdζ (amarillo; PDB: 2LL0). En rojo se marcan los residuos con carga negativa 

(Asp y Glu) y en cian los residuos con carga positiva (Lys, His y Arg). Nótese que la posición 

espacial de los residuos cargados es similar en ambas proteínas.  
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