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Resumen

La F1Fo-ATP sintasa es un complejo proteico enzimético que realiza la sintesis de
ATP gracias al gradiente electroquimico de protones; este gradiente produce el giro del rotor
central yecio-15 del complejo en sentido horario y es esencial para la sintesis de ATP en el
domino F1. Sin embargo, la F1Fo-ATPasa también cuenta con la capacidad de hidrolizar ATP
cuando la rotacion de yecio-15 0curre en sentido antihorario.

Diferentes subunidades han adquirido la capacidad de actuar como reguladores
enddgenos de la actividad hidrolitica de la ATPasa, por ejemplo, la subunidad zeta ({) en a-
proteobacterias, una proteina exclusiva de este grupo y que es identificada como una proteina
con dominio DUF1476.

Ensayos cinéticos en Paracoccus denitrificans, una a-proteobacteria, revelaron que
las subunidades Pd( (de P. denitrificans) y JsC (de Jannaschia sp), inhiben la actividad
hidrolitica de la F1-ATPasa de P. denitrificans, ademas, se identifico a la region conservada
N-terminal como responsable de esta capacidad inhibitoria. Sin embargo, la subunidad { de
a-protobacterias del orden de las Rhizobiales no inhibe a su propia ATPasa, lo que sugiere
que la funcion inhibitoria de  se ha perdido a lo largo de la evolucion de las a-proteobacterias

En Rhodobacter sphaeroides, una a-proteobacteria purpura no sulfurosa, se ha
mostrado la presencia de la subunidad regulatoria { en su F1Fo-ATPasa, por lo que todos los
esfuerzos del presente trabajo estdn enfocados en determinar si la proteina hipotética con
dominio de funcion desconocida (DUF1476) de R. sphaeroides (Rs{) tiene una funcion
inhibitoria sobre la F1Fo-ATPasa de esta bacteria. Para ello, se realizaron alineamientos de
las secuencias proteicas de { de R. sphaeroides (Rs{) y de Rhodospirillum rubrum (Rrl) con
subunidades { de otras a-proteobacterias, algunas en las que ya se ha confirmado la actividad
inhibitoria, y se construyeron modelos estructurales in silico de Rs{ y Rr(, con el fin de
encontrar homologia estructural con la subunidad Pd{. Ademas, se identifico, amplifico,
purificd y clond el marco abierto de lectura de la subunidad Rr{ en un vector plasmidico, lo
cual permitira el estudio futuro de este polipéptido a nivel de estructura y funcién. Mientras
que la subunidad recombinante Rs( fue sobreexpresada, purificada (ya se expresé y purifico
la proteina) y utilizada para realizar ensayos de inhibicion sobre la ATPasa en cromatdforos
aislados de R. sphaeroides.

Los alineamientos de secuenciay la sobreposicién estructural de las subunidades Rs(,
Rr{ y Pd, revelaron altos niveles de identidad y de homologia estructural; al comparar s6lo
los primeros 20 residuos de la region conservada N-terminal los niveles de identidad
alcanzaron un maximo de 52.6 % y 90 % entre las subunidades Rrl-Pd( y RsC-PdC,
respectivamente. Las sobreposiciones estructurales de RsCy Rr{ con Pd( tuvieron una RMSD
de 0.956 Ay 0.916 A, respectivamente. Estos resultados permitieron sugerir que la funcion
inhibitoria de la subunidad { en bacterias fotosintéticas purpuras no sulfurosas se conserva,
por lo que se hicieron ensayos de inhibicion sobre la ATPasa en cromatéforos aislados de R.
sphaeroides utilizando la subunidad Rs{ recombinante purificada. Los ensayos de inhibicion
revelaron, por primera vez, que la subunidad  actia como inhibidor en las a-proteobacerias
fotosintéticas, con una ICsg aparente de ~ 114 nM y una inhibicion similar a la reportada para
las subunidades Pd( (ICso ~ 200 nM) y JsC (ICso ~ 200 nM). En conjunto, los altos niveles de
identidad, similitud estructural y ensayos de inhibicion, sugieren que la funcién regulatoria
de la subunidad  sobre la actividad hidrolitica de la ATPasa, se conserva en el grupo de las
a-proteobacterias fotosintéticas.



Introduccion

Importancia de la ATPasa

El adenosin trifosfato (ATP) es una molécula con una amplia variedad de funciones,
entre las cuales destaca el aporte de energia quimica a diferentes procesos celulares; el
funcionamiento adecuado de la mayoria de las vias metabdlicas celulares depende de la
disponibilidad de ATP. Sin embargo, las funciones del ATP van mas alla de aportar energia,
este juega un papel crucial durante los procesos de replicacion de DNA y transcripcion de
RNA y en la activacion de aminoécidos durante la sintesis de proteinas, funciona como
coenzima en procesos de fosforilacion (Neupane et al., 2019) y es una importante molécula
sefializadora 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. Ademas, la sintesis y consumo del ATP estan ligadas fuertemente,
ya que esta es una molécula poco estable en solucion acuosa y no se puede almacenar para
fines energéticos (Bonora et al., 2012), lo que hace de la sintesis de este nucleétido uno de
los procesos fisioldgicos mas frecuentes (Rich, 2003). La FiFo-ATPasa es considerado el
complejo proteico mecanoenzimético 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 (Dominguez-Ramirez y Tuena, 2005).

Distribucion en la naturaleza

La ATPasa es un complejo proteico mecanoenzimatico ampliamente conservado en
el &rbol de la vida, tanto funcional como estructuralmente; méas del 60 % de aminoacidos de
las subunidades [-cataliticas estan conservados entre ATPasas de bacterias, plantas y
mamiferos (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 o0 en la membrana plasmatica de bacterias (Devenish et al., 2008),
particularmente en invaginaciones de la membrana llamadas vesiculas respiratorias,
vesiculas 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). Ademas, 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 estan especializadas en el transporte de solutos y la acidificacion del medio),
sin embargo, todas catalizan la sintesis y/o hidrolisis de ATP. La FiFo-ATPasa esta
clasificada como tipo F, las cuales se especializan en la sintesis de ATP (Neupane et al.,
2019).
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Figura 1. Comparacién estructural de F1Fo-ATPasas pertenecientes a organismos de diferentes dominios y/o
reinos. Morado, ATPasa de E. coli (PDB: 60QU); 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 estd 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 mecanica) de la ATPasa es
similar a la de dos motores eléctricos de induccién ensamblados, los cuales comparten un eje
rotor comdn (Neupane et al., 2019). El rotor central de este complejo tiene un diametro de
s6lo 20 A, el cual gira dentro de un barril estator de 100 A de diametro, por lo que la ATPasa
es considerada el nanomotor rotatorio mas pequefio conocido (Noji et al., 1997). En
perspectiva, el diametro aproximado del complejo de anillos LP y los anillos S, My C del
cuerpo basal (motor) que genera el torque para el movimiento flagelar, en Salmonella, es de
250 A, 245 A, 300 A, y 450 A, 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 A (DePamphilis y Adler, 1971)

La estructura bacteriana es la mas simple de todas; el complejo de E. coli esta formado
por 8 subunidades distintas organizadas en dos dominios interrelacionados, un dominio
hidrofilico y citosélico denominado F1 y un dominio hidrofébico membranal denominado
Fo, con una masa molecular aproximada de 530 kDa. En el dominio F: bacteriano se
encuentran 5 de las 8 subunidades que forman el complejo, consta de 3 subunidades alfa (o)
(55 kDa), 3 subunidades beta (B) (50 kDa), 1 subunidad gamma (y) (31 kDa), una subunidad
delta (8) (19 kDa) y una subunidad épsilon (¢) (14 kDa), mientras que el dominio Fo esté
formado por las tres subunidades restantes: a (30 kDa), b (17 kDa) y ¢ (8 kDa), con una
estequiometria 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 composicion
ligeramente mas 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
lipoproteina 6.8) y k (inicialmente Ilamada DAPIT) mientras que en Fi la subunidad
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equivalente a la d bacteriana, indirectamente confiere sensibilidad a oligomicina, por lo que
es nombrada OSCP (por oligomycin sensitivity-conferring protein) y la subunidad
equivalente a la € bacteriana recibe el nombre de 6, ademas, se suman las subunidades € 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
funcién de la especie, la ATPasa de Bos taurus cuenta con 8 subunidades c, la de Paracoccus
denitrificans con 12 subunidades ¢ (De la Rosa-Morales, Tesis de Maestria, 2005; Morales-
Rios et al., 2015) y la de levadura cuenta con 10 subunidades ¢ (Walker y Dickson, 2006).

Mitocondria Eubacteria

Figura 2. Estructura y composicion de la FiFo-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 a, B, v, 6, €, &, b y ¢ presentes en bacterias. En el domino F; se suman
las subunidades ¢ e IF1, mientras en el dominio Fo se suman las subunidades d, e, f, g, F6, A6L, la lipoproteina
6.8 y DAPIT (modificada de Unidad de Biologia Mitocondrial, Universidad de Cambridge: http://www.mrc-
mbu.cam.ac.uk/projects/2679/subunit-composition).

Como ya se menciono, la estructura de la ATPasa evoca a la de dos motores
mecanicos ensamblados que comparten un eje rotor comdn, ademas, cuenta con dos estatores
interconectados. Uno de los estatores se encuentra en el dominio F1 y lo conforman 3
subunidades a no cataliticas y 3 subunidades [ cataliticas, las cuales alternan entre si,
formando un anillo hexamérico de subunidades o/f 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 y se inserta en la cavidad central del anillo
hexamérico de subunidades o/p. Ademas, y se une a € y ambas subunidades forman el tallo
0 eje central de la ATPasa. A través de ¢, 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 yec1o-15 tiene un papel crucial en el proceso de sintesis/hidrolisis de ATP, ya que
su rotacion genera cambios conformacionales en las subunidades [-cataliticas,
imprescindibles para la funcion enzimética (Gibbons et al., 2000).

La porcion Fo bacteriana es la mas simple de todas, esta formada por un anillo
rotatorio de 10-15 subunidades c, 1 subunidad a transmembranal que rodea parcialmente al
anillo de subunidades cy 2 subunidades b a-helicoidales (Neupane et al., 2019).

Las 2 subunidades b forman un homodimero que, en su porcion N-terminal
transmembranal, interacciona con la subunidad a, mientras que la region C-terminal protruye
de la membrana y se extiende hacia el dominio F1, donde interacciona con la subunidad §.
En conjunto, las subunidades 2b y & forman el tallo periférico de la ATPasa bacteriana, el
cual interconecta al dominio F1 con Fo, ancla la subunidad a y restringe la rotacion del anillo
hexamérico o/p ante el giro del eje rotor yecio-15 (Walker y Dickson, 2006). En el caso de los
eucariontes, la ATPasa de cloroplastos tiene una configuracion estructural y de composicion
similar a la de bacteria: aszPayde formando F1 Yy abaCio-15 formando Fo, sin embargo, en este
caso la subunidad b tiene dos isoformas (Senior et al., 2002). En la ATPasa mitocondrial el
tallo estator esta conformado por las subunidades b, d, F6 y OSCP (Walker y Dickson, 2006)
y el tallo rotor por la asociacion yde, 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 si
para la formacién de dimeros (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 microscopia electronica de alta
resolucion de la ATPasa mitocondrial de corazon de bovino, se propuso que las subunidades
e y f formaban parte de una estructura proteica que se denomind “puente colgante”, que se
localiza entre los dominios Fo de cada monémero de ATPasas (Fig. 3 A; Minauro-Sanmiguel
etal., 2005). Esta prediccidn se confirmd 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-microscopia, ya que permitieron describir la composicion del puente
colgante, un subdominio formado por las subunidades b, e y g, en el que las a-hélices
H2b/H3g/e interactian 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
mamiferos, parece unir un lipido estatico (no identificado, probablemente un lipido de una
sola cadena o de dos cadenas cortas) presente en el centro del anillo ¢ por el lado del espacio
intermembranal, cuyo papel puede ser el de estabilizar el anillo rotor, analogo 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, dimeros de la ATPasa mitocondrial de bovino observados por microscopia electrénica
(ME), se observa una proteina en la interfaz F1-F1, cuya identidad es atribuida al inhibidor IF; en su estado
dimérico (cabezas de flecha). Ademas, las flechas negras sefialan la estructura de puente colgante en el dominio
Fo, la cual se sugirio que puede estar formada por las subunidades e o g (Minauro-Sanmiguel et al., 2005). La
identidad de la estructura de puente colgante se determind recientemente, como se puede observar en el panel
B, donde se muestra un acercamiento del domino Fo de la ATPasa ovina resuelta por Crio-EM. Se observa una
triple hélice transmembranal formada por las a-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 ¢ (azul, segundo plano) a través de una estructura a-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
lipido (verde) estatico presente en el interior (modificada de Minauro-Sanmiguel et al., 2005 y Pinke et al.,

2020).

Lisina terminal

Mecanismo catalitico y de transporte de protones

De acuerdo a la teoria quimiosmotica propuesta por Peter Mitchell (1961), la sintesis
reversible de ATP a partir de adenosin difosfato (ADP) y fosfato inorganico (Pi) es impulsada
por la energia almacenada en forma de gradiente electroquimico de protones, es decir, un
gradiente compuesto por una diferencia de concentracion de protones (ApH) y una diferencia
de carga (AW), a través de una membrana que contiene proteinas transductoras de energia,
este fendbmeno se conoce como fuerza proton motriz (FPM).

Este gradiente electroquimico es producido por la cadena de transporte de electrones
a través de 3 de los 5 complejos respiratorios (I, 111 'y 1V), los cuales bombean protones, en
el caso de eucariontes, hacia el espacio intermembranal de la mitocondria tras la oxidacion
de sustratos como el NADH, el succinato y el FADH. La FPM generada es utilizada para la
sintesis 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
proteina a y el anillo de subunidades ¢ (Neupane et al., 2019). En el caso de cloroplastos,
durante la fotosintesis oxigénica la FPM se genera en la membrana tilacoidal tras la
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fotooxidacion de agua en el fotosistema Il y transporte de electrones hacia el fostosistema |
mediante una quinona y el complejo Cyt bef, de tal manera que los protones se acumulan en
el lumen tilacoidal y regresan al estroma a traves de Fo, lo que permite la sintesis de ATP en
la porcion F1 de la ATPasa (Blankeship, 2014). Los complejos respiratorios bacterianos se
encuentran en invaginaciones de la membrana plasmaética llamadas vesiculas 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 mayoria de las membranas bioldgicas 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-microscopia electronica (Fig. 4; Pinke
et al., 2020). Como ya se menciond, existe un canal de protones en la interfaz formada entre
el anillo de subunidades c y la proteina a (Neupane et al., 2019), 0, mas especificamente, un
par de hemicanales de protones formados entre la horquilla compuesta por las a-hélices H5a
y H6a de la subunidad a y el anillo rotatorio.

El hemicanal de entrada del espacio intermembranal es una cavidad hidrofilica

presente en el extremo unido de la horquilla H5a-H6a, particularmente formado por los
residuos H168a y H172a hasta E203a. Este ultimo residuo, el E203a, esta 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 protonacion genera
la rotacion del anillo en sentido horario (vista de Fo a F1), de tal manera que la subunidad ¢
recién protonada y neutra es expuesta a la membrana hidrofébica. A casi 360° del hemicanal
de entrada se encuentra el hemicanal de salida hacia la matriz mitocondrial, el cual esta
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 rotacion
del anillo de subunidades ¢, E58c pase solo en su forma cargada. Sin embargo, la
desprotonacién de E58c también puede realizarse a través de moléculas de agua, las cuales
pueden estar coordinadas por los residuos conservados Y221ay 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 hidrofilicas, 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. Ademas, se sefialan residuos clave para el transporte,
como E203 de la subunidad a (amarillo), que dona protones directamente a E58 de la subunidad ¢ (azul claro),
lo que neutraliza su carga y permite el giro del anillo a través de la membrana hidrofébica, hasta el canal de
salida, donde E145 de la subunidad a desprotona a E58c, favoreciendo que este ltimo 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
sintesis de ATP en F1. En 1979, Paul D. Boyer introdujo el concepto de mecanismo de cambio
de unidn (o de sitios alternantes) para explicar este proceso de catalisis rotacional (Boyer,
1989). El mecanismo de cambio de unién predice que una subunidad rotatoria presente en F1
gira con respecto a las tres subunidades [-cataliticas, lo que produce cambios
conformacionales que conducen a la sintesis/hidrolisis de ATP, ademas, cada subunidad f
tiene una conformacién distinta en un momento dado, de tal manera que tras un ciclo
completo de 360°, todas las subunidades habrian adoptado todas las conformaciones posibles
y que la sintesis de ATP ocurre tras el giro en una direccion y la hidrolisis tras el giro en la
direccidn opuesta. La primera estructura cristalografica en alta resolucion de F1 (Fig. 5),
obtenida en el laboratorio del Profesor John Walker en 1994, apoyd el modelo de cambio de
unién, pues mostro que, efectivamente, las 3 subunidades B-cataliticas tienen conformaciones
distintas en un momento dado: g, desprovista de nucleotido en su sitio activo; Ppp, unida a
ADP en su sitio activo y Brp, unida a adenilil imidodifosfato (AMP-PNP), un analogo del
ATP. Ademas, en las 3 subunidades o no cataliticas se observo una molécula de AMP-PNP
unida a su sitio de union a nucledtido (Abrahams et al., 1994).
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Figura 5. Estructura cristalografica del dominio F; de la ATPasa mitocondrial vista desde Fo. Se observa que
las tres subunidades B (amarillo) tienen conformaciones distintas: B, sin nucleétido unido; Bre, unidad a AMP-
PNP (un analogo de ATP) y Boe, unida a ADP. Ademas, las tres subunidades a (rojo) tienen AMP-PNP unido
(modificada de Abrahams et al., 1994).

En 1997, experimentos concluyentes de Noji y colaboradores demostraron la rotacion
de la subunidad vy (Fig. 6), para ello unieron mediante estreptavidina un filamento de actina
marcado fluorescentemente y biotinilado a la subunidad y de un subcomplejo recombinante
osfsy de Bacillus PS3, el cual fijaron a un portaobjetos recubierto de Ni?*-acido
nitrilotriacético (Ni-NTA) a través de colas de His afiadidas a la region N-terminal de la
subunidad . Para iniciar la catalisis rotacional de la F1-ATPasa, afiadieron 2 mM de Mg?*-
ATP a las preparaciones y registraron los cambios con un microscopio de epifluorescencia.
Encontraron que la subunidad y rota en sentido antihorario (visto de Fo a F1) durante la
hidroélisis de ATP y que esta rotacion es independiente de las subunidades & y € (Noji et al.,
1997). Experimentos posteriores usando el mismo principio mostraron la rotacion de y en el
domino F1 de E. coli (Omote et al., 1999).
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Cubreobjetos recubierto de Ni-NTA

Figura 6. Rotacion de la subunidad y en el subcomplejo a3p33y de Bacillus PS3. A, sistema experimental en el
que la subunidad y esta biotinilada y unida a un filamento de actina marcado fluorescentemente. El subcomplejo
esta fijo a un portaobjetos recubierto de Ni-NTA mediante colas de histidina agregadas a la subunidad B. B,
imagenes temporales de microscopia de epifluorescencia del complejo asBsy-filamento de actina tras la adicion
de 2 mM de ATP, se observa la rotacion del filamento en sentido antihorario (modificada de Noji et al., 1997).

El modelo general de sintesis de ATP por el mecanismo de cambio de union, sefiala
que, en un tiempo cero, una molécula de ADP y una de Pi se unen al sitio activo vacio de la
subunidad Be, mientras que en el sitio activo de Brp se sintetiza ATP y, tras una primera
rotacion de 120° del eje rotor yecio-15, cambia la conformacion de las subunidades; Pe adopta
la conformacion relajada Bop, en Prp Se libera el ATP recién sintetizado y pasa a una
conformacion vacia Bg, susceptible a la union de otra molécula de ADP y Pi y, finalmente,
Bop adopta una conformacion cerrada PBrp, donde se sintetiza la molécula de ATP que sera
liberada en la siguiente rotacion de 120°. Tras el giro completo de 360° del eje rotor, cada
una de las 3 subunidades B-cataliticas ha adoptado cada una de las conformaciones posibles:
Be, Bor y B, como lo predijo Paul D. Boyer (Fig. 7). Cabe mencionar que las 3 subunidades
a mantienen unido ATP y no cambian de conformacion tras la rotacion de yecio-15 (Abrahams
et al., 1994; Neupane et al., 2019).
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Figura 7. Mecanismo de cambio de unidn para la sintesis de ATP en del dominio F; de la ATPasa. Al inicio de
un ciclo, una molécula de ADP y una de Pi se unen a la subunidad g, mientras que una molécula de ATP ocupa
el sitio activo de la subunidad Brp y la subunidad Bpp tiene unido ADP+Pi. Tras la rotacion de 120° de vy, se
libera el ATP de la subunidad Brp, por lo que cambia a una conformacion Pg, donde se puede unir ADP+Pi, la
subunidad Ppp cambia una conformacion Brp y se sintetiza ATP, mientras que la subunidad Be adopta una
conformacion Bpe, donde se sintetizard ATP tras una segunda rotacion de 120°. Después de un ciclo completo
de 360° de rotacion, cada una de las 3 subunidades B habra adoptado las 3 conformaciones posibles y se habrén
sintetizado 3 moléculas de ATP. En diferentes tonos de azul se representa cada subunidad [ catalitica
(modificada de Neupane et al., 2019).

El cambio de conformacion de las subunidades 3, aunque es impulsado por el giro de
vecio-15, Se debe, en gran medida, a la asimetria intrinseca de la subunidad y y la capacidad
de interaccionar diferencial y especificamente con cada una de las subunidades cataliticas en
un momento dado (Abrahams et al., 1994).

Inhibidores endogenos reguladores de actividad de la ATPasa/hidrolasa (g,
sistema v/g, IF1y {)

La ATPasa es un nanomotor reversible, con la capacidad de sintetizar e hidrolizar
ATP, dependiendo de la direccion de rotacion del eje central yecio-15 (NOji y Yoshida, 2001).
La capacidad hidrolitica de ATPasa permite restaurar el gradiente electroquimico 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 mas lento en las mutantes
que carecen de la proteina inhibitoria endogena { de Paraccocccus denitrificans (Pd(), en
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comparacion a la cepa silvestre (Mendoza-Hoffmann et al., 2018). Diferentes subunidades
han adquirido la capacidad de actuar como reguladores enddgenos de la actividad hidrolitica
de ATPasa; la subunidad épsilon (g) en bacterias, la subunidad IF1 en mitocondrias, la
subunidad gamma (y) (a través de puentes disulfuro) en cloroplastos y, finalmente, la
subunidad zeta () en alfa-proteobacterias, cuyo reciente descubrimiento se remonta a no mas
de dos décadas atras (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-Rios et al., 2010). A continuacion,
se hace un breve resumen acerca de la estructura y mecanismo de cada uno de los inhibidores
end6genos mencionados.

Subunidad €: en diversos phyla bacterianos se ha observado la presencia de una
subunidad & de aproximadamente 130-140 residuos (Sielaff et al., 2018). La actividad
inhibitoria de esta subunidad se ha demostrado en diferentes grupos, entre ellos: y-
proteobacterias, como E. coli (Sternweis y Smith, 1980; Dreyfus y Satre, 1983), donde,
ademas, analisis de diferentes fracciones de purificacion revelaron que € es el Unico inhibidor
endogeno en esta y-proteobacteria (Dreyfus y Satre, 1983); cianobacterias, como
Synechocystis sp. PCC 6803, donde la delecion de la region C-terminal de la subunidad &,
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
€ perdio la capacidad de inhibir la hidrdlisis de ATP por la F1ATPasa (Keis et al., 2006).
Adicionalmente, en Mycobacterium se ha descrito una subunidad & con un extremo C-
terminal mas corto al inhibidor de E. coli (121 y 139 residuos totales, respectivamente), pero
gue mantiene una funcion inhibitoria importante (Joon et al., 2018).

La estructura de la subunidad € reveld que esta organizada en dos subdominios, uno
N-terminal de 84 residuos, cuya estructura de 10 ldminas  adopta una forma de emparedado
de interior hidrofébico y un dominio C-terminal de 48 residuos, el cual forma una horquilla
de dos a-hélices antiparalelas (Fig. 8 A; Wilkens et al., 1995).

Se sabe que la region N-terminal de € es esencial para el ensamblaje funcional del
complejo F1Fo (Jounouchi et al., 1992), mientras que experimentos de delecion (Kuki et al.,
1988) y entrecruzamiento (Wilkens y Capaldi, 1998; Kato-Yamada et al., 2000) sugieren
que la region C-terminal sufre transiciones conformacionales, cambiando de una forma
contraida no inhibitoria a una extendida inhibitoria (Rodgers and Wilce, 2000; Tsunoda et
al., 2001); en Bacillus PS3 la unién cruzada de la conformacion extendida en el anillo estator
ha mostrado un efecto fuertemente inhibitorio sobre la hidrolisis de ATP, ademas, esta
conformacidn es estabilizada por Mg?*-ADP-Pi en E. coli (Fischer et al., 2000).

Estudios en Bacillus PS3 han demostrado que la conformacion compacta ocurre en
presencia de ATP y la conformacion extendida cuando hay ADP en el medio (Feniouk et al.,
2006). incluso se ha identificado un sitio de unién a ATP en la subunidad & de Bacillus PS3.
La formacion de este sitio de reconocimiento implica a la lamina $10, un asa y las dos a-
hélices del dominio C-terminal y ha sido identificado como el motivo de reconocimiento
I(L)DXXRA, cuya presencia esta 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 conformacién compacta no inhibitoria en presencia
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de ATP y la conformacidn extendida inhibitoria en ausencia de este nucleétido y en presencia
de ADP (Feniouk et al., 2006; Suzuki et al., 2003).

En la primera estructura cristalografica del dominio F; autoinhibido de E. coli (es
decir, inhibido por una subunidad estructural de la ATPasa) se mostré que la region C-
terminal de la subunidad € se inserta en la cavidad central del anillo hexamérico o/p, donde
interacciona con las subunidades a, B y y de F1 (Hausrath et al., 2001). Mas recientemente,
la estructura cristalografica del dominio F1 autoinhibido de E. coli, obtenido por Cingolani y
Duncan (2011), revelo tres regiones de contacto entre € y las subunidades a, B y y: en la
region 1, el asa 1 y la a-hélice 1 de € interaccionan solo con vy, particularmente con el
plegamiento de Rossmann de v; en la region 2, el asa 2 y la a-hélice 2 de € interaccionan con
app, OE, Bop, BTP Y ¥, €n este caso, la a-hélice 2 de € se inserta en la cavidad central del rotor,
donde forma una hélice superenrrollada y antiparalela con el extremo N-terminal de la
subunidad vy, la cual es estabilizada por puentes de hidrogeno e interacciones electrostaticas.
En esta region de contacto, la a-hélice 2 de € (ubicada entre los C-terminal de las subunidades
) impide contactos entre 3 y y, importantes para la catalisis rotacional. Finalmente, la region
3 corresponde al “gancho” de la subunidad ¢, el cual va de los residuos 126 a 138 e
interacciona con las regiones N y C-terminal de y, ademas, envuelve parcialmente a la hélice
1 de la region C-terminal de la subunidad Bre (Fig. 8 B y C; Cingolani y Duncan, 2011).

Figura 8. Estructura tridimensional de la subunidad € (PDB: 1BSH) de E. coli en su conformacion contraida y
extendida al interior de la cavidad central del dominio Fi. A, subunidad ¢ contraida, se observa una proteina
compuesta por dos dominios, un domino inhibitorio C-terminal (rojo) cuyas dos a-hélices forman una horquilla
y sufren transiciones conformacionales y un dominio N-terminal (verde), el cual adopta una forma de sandwich
a través de 10 laminas B. B y C, subunidad ¢ insertada en la cavidad central del dominio F1; lineas sélidas,
contactos de van der Waals; lineas punteadas negras, puentes de hidrégeno; lineas punteadas rojas, interacciones
electrostaticas. B, se aprecia la regidn 2 de contacto entre la subunidad ¢ (rosa) y las subunidades Bpp (azul
oscuro) y y (rosa), los 4&tomos representados como esferas participan en la formacion de la hélice superenrrollada
y antiparalela formada por la interaccion entre la a-hélice 2 de € y la region N-terminal de y. C, corresponde a
la region 3 de contacto entre la subunidad € (rosa) y las subunidades Brp (azul claro) y y (rosa), se puede apreciar
la estructura de gancho formada por los residuos 126 a 138 de la subunidad ¢, el cual interacciona con las
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regiones C- y N-terminal de la subunidad y y envuelve parcialmente a la hélice 1 de subunidad Bre (modificada
de Cingolani y Duncan, 2011 y Wilkens y Capaldi, 1998).

Subunidades y/e: la actividad inhibitoria de € fue observada en cloroplastos antes
que en bacterias; la adicion de etanol al 20 % al “factor de acoplamiento 1”” o dominio F1 de
cloroplastos de espinaca unido a una columna de intercambio idnico, permitio la liberacion
de la subunidad ¢ del complejo, ademas, se observd que los subcomplejos carentes de € son
capaces de hidrolizar ATP, mientras que la reconstitucion de esta subunidad inhibe la
actividad hidrolitica del dominio F1 (Richter et al., 1984). Sin embargo, en la subunidad y de
cloroplastos de espinaca también se ha descrito un dominio conservado que cuenta con dos
cisteinas regulatorias: Cys199 y Cys205 (Richter, 2004). La reduccion del puente disulfuro
formado por estos residuos conduce a un incremento en la actividad basal de hidrolisis de
ATP (Nalin y McCarty, 1983), ya que estas cisteinas funcionan como un sensor redox que,
en condiciones oxidantes (p. ej., en oscuridad), forman un puente disulfuro que inhibe la
actividad catalitica, mientras que en condiciones reductoras (p. ej., durante la fotosintesis
activa) se rompe el puente disulfuro gracias a la reduccion mediada por tiorredoxina, lo que
activa a la enzima y permite, la sintesis de ATP. Cabe destacar que la regulacion por la
subunidad vy y la inhibicion por € estan estrechamente relacionadas (Sielaff et al., 2018).
Experimentos con anticuerpos han mostrado que la FPM dependiente de luz genera cambios
conformacionales en ¢, particularmente en la regién C-terminal, de tal manera que, en
presencia de luz y gradiente electroquimico, € 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 reduccion de y incrementa fuertemente, lo que
conduce a una activacion 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 musculo cardiaco
de bovino y observaron que a pH de 6.5 IF; ejerce una inhibicion méxima sobre la actividad
de ATPasa, mientras que a pH alcalino, esta propiedad se ve fuertemente reducida.
Experimentos de inmunodeteccion revelaron una activacion en la actividad de ATPasa
inducida por FPM, la cual fue relacionada con un cambio de posicion de la proteina IF1 en
la ATPasa mitocondrial (Dreyfus et al., 1981). Ademas, la observacion de un lag previo al
estado de equilibrio dinamco del intercambio Pi-ATP, asi como una menor actividad de
sintesis de ATP en particulas submitocondriales en estado “Mg-ATP” (un estado
caracterizado por una baja actividad de ATPasa y baja inmunodeteccién de la proteina 1F1)
con respecto a particulas en “estado 3” (un estado caracterizado por una alta actividad de
ATPasa y alta inmunodeteccion de la proteina IF1), sugieren que el inhibidor IF; tiene un
papel importante en la conservacion de la energia por fosforilacion oxidativa (Tuena et al.,
1983).

La presencia de IF; fue confirmada en muchas otras especies eucariontes, entre las
cuales destacan mamiferos (Cintron y Pedersen, 1979), incluyendo humano y raton (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 artropodos como el camar6n
(Chimeo et al., 2015). El IF1 de bovino consta de 84 amino&cidos y su estructura terciaria
reveld que la region N-terminal es intrinsecamente desordenada, mientras que la region C-
terminal tiene una estructura de a-hélice y es un dominio de dimerizacion (Fig. 9 B; Gordon-
Smith et al., 2001). Analisis cromatograficos y de microscopia electronica han mostrado que
a pH 6.5 o menor, la IF; se asocia en dimeros inhibitorios a través de la region C-terminal,
de tal manera que se forma una hélice superenrollada antiparalela entre dos monémeros
(Cabezdn et al., 2000), mientras que, a un pH alcalino, los dimeros interaccionan a través de
su region N-terminal inhibitorias, formando tetrameros funcionalmente inactivos (Cabezén
etal., 2001); sin embargo en levadura la forma dimérica parecer ser inactiva, siendo la forma
monomérica la inhibitoria (Le Breton et al., 2015). Informacion estructural de la ATPasa
inhibida ha revelado contactos clave de IF1 con las subunidades del domino catalitico y se ha
propuesto un mecanismo inhibitorio que se describe a continuacion: IF; se inserta en un sito
de union presente en la interfaz catalitica entre oe y Be, particularmente a través de su region
N-terminal (residuos 1 a 60), alincandose con la a-hélice presente en la region C-terminal de
las subunidades del anillo e interaccionando con la subunidad y para formar una hélice
superenrollada (Garcia-Trejo and Morales-Rios, 2008; Minauro-Sanmiguel, 2002). Tras la
interaccion clave inicial de IF1 con ae y Bg, la hidrolisis de 2 moléculas de ATP provoca dos
giros en y de 120° cada uno, lo que genera ¢l cambio conformacional de ae y Pe a la
conformacion cerrada app y Bop. EStos cambios afectan directamente a IF1, cuya region N-
terminal adopta una forma de a-hélice dentro de la interfaz opp/Bop, donde interacciona
también con y (Fig. 9 A; Bason et al., 2014). Ademas, experimentos de mutagénesis en
Saccharomyces cerevisiae, donde se modificaron 3 residuos de la subunidad 3 (R408, R412
y E454), revelaron que la interaccion aE399-BR408 es esencial para el funcionamiento de la
ATPasa, particularmente para la formacion de la conformacion oppr/fop, Y que esta
interaccion es interrumpida por la presencia del inhibidor IF1y para su crecimiento (Ichikawa
et al., 2005).
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Figura 9. Estructura cristalografica del inhibidor mitocondrial IF; y su interaccion con el dominio F1. A, dominio
F1 de la ATPasa inhibido por la subunidad IF; monomérica reconstituida in vitro. Se aprecia a la IF1 en sus tres
sitios posibles: entre la interfaz aefe (morado), entre arpPrpe (rosa) y entre appPop (azul claro). Notese que la a-
hélice formada por IF; en su sitio inhibitorio final (appPor) €s Mas larga que la hélice formada en los otros dos
sitios, lo cual es un reflejo de la ruptura y formacidn de interacciones especificas (dependientes de ATP) entre
el inhibidor y el domino F1, necesarias para el plegamiento final de IF; en la interfaz appfpr. B, estructura
cristalogréfica de un dimero inhibitorio de la subunidad IF1 mitocondrial de bovino. Se observa que la region
C-terminal adopta una conformacion de a-hélice, a través de la cual se une a una segunda subunidad para formar
un homodimero, particularmente mediante los residuos 44 a 84, mientras que los residuos 1 a 18 de la regién
N-terminal tienen una conformacion intrinsecamente desordenada. Las lineas punteadas representan la region
minima inhibitoria (residuos 14 a 47; Van Raaij et al., 1996). (modificada de Bason et al., 2014 y Cabez6n 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 protonacién
y deprotonacion facilita la transicion entre estados activos e inactivos; la mutacion H49K
produjo una proteina 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 fosforilacion
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de la serina S39 de IF1. En experimentos de inmunoprecipitacion en lineas celulares humanas
han mostrado que la fosforilacion dependiente de proteina cinasa A en S39 de IF1, impide la
union del inhibidor a la ATPasa, mientras que su desfosforilacién promueve su unién al
complejo catalitico F1. Se sugiere que la fosforilacion tiene un efecto sobre el plegamiento
de IF1, de tal manera que se pierde la estructura intrinsecamente desordenada esencial durante
las etapas iniciales de la inhibicion. En musculo cardiaco de raton se han encontrado grandes
cantidades de IF; defosforilada (Garcia-Bermudez et al., 2015).

Finalmente, IF1 ha sido sugerido como un factor de dimerizacion de la ATPasa.
Evidencia de microscopia electronica ha revelado la formacion de dimeros de F; tras la
adicion de un exceso molar del inhibidor IF1 a muestras purificadas del complejo catalitico
(Cabezon et al., 2000). Experimentos de sobreexpresion y reconstitucion que evaluaron la
relacion dimeros (D)/monomeros (M) de la FiFo ATPasa en particulas submitocondriales
(PSM) de hepatoma de rata y de corazon de bovino, mostraron una correlacion entre un
incremento en la relacion D/M y la sobreexpresion de IF1, la disminucion de la relacion D/M
tras la remocion de IF1 y el restablecimiento parcial de dicha relacion tras la reconstitucion
con IF; recombinante (Garcia et al., 2006).

En contraste, experimentos de electroforesis, microscopia electronica y de
fluorescencia en células HelLa con una expresion reducida de IF1, mostraron que la cantidad
de dimeros de FiFo-ATPasas es similar entre las células depletadas de IF; y las células
control, ademas de que la topografia 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 electrénica (Gu et al., 2019; Pinke et al., 2020), mostraron la presencia de
dos asociaciones fisiolégicas: dimeros independientes de IF1, cuya asociacion ocurre a través
de contactos especificos 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 tetrameros
inhibidos, los cuales se forman a partir de dos dimeros de ATPasa y dependen de dos
inhibidores IF1 diméricos; se sugiere que ambas superestructuras son fisiologicamente
relevantes, pues, los dimeros son cataliticamente activos y los tetrameros estan inhibidos por
IF1, ademaés los angulos formados entre las regiones Fo asociadas concuerdan con los &ngulos
de las crestas mitocondriales, lo que pone de manifiesto la relevancia de estas
superestructuras en el modelado topogréfico de la membrana interna (Gu et al., 2019; Pinke
et al., 2020).

A pesar de los reportes anteriores, existe evidencia in vitro de la funcion dimerizante
y oligomerizante de la IF1 mitocondrial, la cual se obtuvo por medio de experimentos de
reconstitucion homologa, donde el IF; se afiadié a PSM de higado de rata y se observo que
al remover la IF1 se perdia la ATPasa dimérica y se enriquecia el monémero de la enzima'y,
ademas, al reconstituir la IF1 no sélo se restablecio la estructura dimérica sino que ademas se
recuperaron formas oligoméricas de la ATPasa mitocondrial incluyendo tetrameros y formas

superiores de oligomerizacion (Garcia et al., 2006). Estos experimentos concuerdan con los
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resultados de microscopia electronica 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 {: la sospecha sobre la existencia de una proteina inhibitoria en P.
denitrificans, una a-proteobacteria que ha sido asociada al protoendosimbionte mitocondrial
(John y Whatley, 1975), se gener0 a partir de experimentos en los que se sugeria la existencia
de una proteina inhibidora de la ATPasa de Rhodospirillum rubrum, una bacteria parpura no
sulfurosa del grupo de las o-proteobacterias fotosintéticas, (Romero Alvarez, Tesis de
Licenciatura, 1982). Experimentos de tripsinolisis limitada en membranas de P. denitrificans
revelaron un incremento en la actividad de ATPasa (Pacheco-Moisés et al., 2000). Sin
embargo, dado que atn no se descubria la subunidad (, en ese trabajo se adjudicO dicho
incremento a la proteolisis de la subunidad ¢, el autoinhibidor bacteriano conocido a la fecha
de la publicacion. Posteriormente, se descubrid y caracterizé la subunidad inhibitoria
gracias a experimentos pioneros de purificacion del dominio F1 y de la FiFo-ATPasa de P.
denitrificans, que revelaron la presencia en F1 de una subunidad extra de 11 kDa, no canonica
y diferente a las descritas previamente en modelos bacterianos (de la Rosa-Morales, 2005).
La secuenciacion de la region N-terminal de esta nueva subunidad permitié determinar un
alto grado de similitud (casi del 90%) con una proteina hipotética de funcion desconocida
(DUF1476) de R. sphaeroides, una bacteria pdrpura cercanamente emparentada con P.
denitrificans (Ohkubo et al., 1986) y una similitud mayor al 50 % con la region inhibitoria
de la proteina IF1 de humano (de la Rosa-Morales, 2005). Esta nueva proteina recibid el
nombre de { y tras su clonacion y sobreexpresion se realizaron ensayos de inhibicion sobre
la actividad hidrolitica y sintética de la F1Fo ATPasa en particulas subacterianas (PSB) de P.
denitrificans y en el complejo F1 puro (parcialmente carente de las subunidades € y ). Cabe
destacar que P. denitrificans cuenta con el gen que codifica a la subunidad ¢ y la presencia
de esta proteina ha sido detectada en la Fi-ATPasa de P. denitrificans. Sin embargo, la
subunidad € no tiene actividad inhibitoria sobre la F1-ATPasa de P. denitrifcans (Zarco-
Zavalaetal., 2014) y el analisis filogenético de la subunidad € de a-proteobacterias, bacterias
de otros grupos (como y-proteobacterias y Bacilli) y eucariontes (donde se denomina ),
revel6 diferencias que sugieren una divergencia evolutiva relacionada con la pérdida de la
funcion inhibitoria en eucariontes y a-proteobacterias (Fig. 10; Zarco-Zavala, tesis de
Doctorado, 2014).
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Figura 10. Arbol filogenético construido a partir de la secuencia proteica de la subunidad € perteneciente a
eucariontes (donde se denomina &; ramas verdes), a-proteobacterias (ramas azules) y bacterias de otros grupos
(como y-proteobacterias y Bacilli; ramas rojas). Se observa una clara diferenciacion de acuerdo al grupo
taxondmico y se piensa que esta divergencia puede estar relacionada con la pérdida de la funcion inhibitoria de
la subunidad ¢ en eucariontes y a-proteobacterias (tomada de Zarco-Zavala, tesis de Doctorado, 2014).

Los ensayos cinéticos revelaron que la adicion de £ disminuye la actividad hidrolitica
de la ATPasa, pero no afecta la actividad de sintesis de ATP, ademas, esta inhibicién es
independiente de la subunidad ¢, la cual, ademas, no tiene efecto sobre la actividad de ATPasa
por si sola. También se demostrd por Western blot la presencia de la proteina  unida al
domino F1 de la ATPasa de R. sphaeroides, una de las a-proteobacterias mas cercanamente
relacionadas a P. denitrificans, lo cual, aunado a analisis por BLAST, permitio sugerir que
la proteina ( es el inhibidor natural enddgeno en las a-proteobacterias, ya que el marco de
lectura abierto de la proteina Pd( esta conservado entre este grupo de bacterias y en todas
ellas se traduce como una proteina hipotética con dominio de funcién desconocida DUF1476
(Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014).
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La estructura tridimensional de la proteina inhibitoria { de P. denitrificans obtenida
por resonancia magnética nuclear (NMR) reveld que ésta se compone por 4 a-hélices, tiene
forma de haz y que su region N-terminal (residuos 1 a 19) es altamente flexible y sufre
movimientos de bisagra (Fig. 11; Serrano et al., 2014). Ademas, 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 ¢ 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 sobreposicion de la estructura de Pd{ con la { de Jannaschia sp. mostré una raiz
de la desviacion cuadratica media (RMSD) de 1.3 A (Serrano et al., 2014). Ademas,
alineamientos de mas de 200 secuencias diferentes de la proteina { y anélisis de prediccion
de estructura mostraron una alta identidad en las hélices al, a2 y a3, un alto grado de
conservacion de la estructura tridimensional y que el dominio N-terminal es la regién mas
conservada de la proteina (Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al., 2013; Zarco-Zavala et
al., 2014).

Figura 11. Estructura tridimensional de uno de los conformeros de la proteina inhibitoria { de P. denitrificans
obtenida por resonancia magnética nuclear (PDB: 2LL0). Se observa una proteina en forma de haz compuesta
de 4 a-hélices (morado) con un dominio N-terminal inhibitorio (cian) intrinsecamente desordenado y altamente
flexible. Figura realizada con UCSF Chimera a partir de los datos estructurales de Serrano et al. (2014).

Experimentos de delecion e inhibicién mostraron que proteinas truncas Pd{ANT y Js-
¢ANT carentes de 14 y 19 residuos en la region N-terminal, respectivamente, no tienen
capacidad inhibitoria sobre la actividad hidrolitica de la Fi-ATPasa de P. denitirificans
purificada, ademas, por ensayos de cinética y cromatografia, se verificd que esta pérdida de
la capacidad inhibitoria no se debe a un plegamiento anémalo de las proteinas truncas (Zarco-
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Zavala et al., 2014). El mecanismo inhibitorio de la proteina Pd( se dilucid6 con gran
exactitud a partir de experimentos de entrecruzamiento (Zarco-Zavala et al., 2014), modelos
in silico y ensayos de inhibicion heterologa IFi-F1-ATPasa de P. denitrificans (Garcia-Trejo
et al., 2016) antes de que se conociera la estructura tridimensional de la F1Fo ATPasa de P.
denitrificans (PDB: 5DNG6; Morales-Rios et al., 2015). En breve: la region N-terminal
intrinsecamente desordenada de la proteina inhibitoria Pd{ se inserta en la interfaz ag/Pe,
interactuando también con la subunidad v, la cual, tras dos giros de 120° dependientes de
ATP, bloquea a Pd{ en la “region central de inhibicién general”, una zona formada por la
interfaz entre app/Por/y, mientras que la region globular no inhibitoria est4 relacionada con
el anclaje y el mantenimiento de Pd( en su sitio de union a F1 (Fig. 12 B; Garcia Trejo et al.,
2016). La estructura cristalografica de la FiFo-ATPasa de P. denitrificans unida a Pd(,
ademas de confirmar el mecanismo de inhibicidén propuesto (Garcia-Trejo et al., 2016),
también confirmo la prediccidon de Garcia-Trejo et al. (2016), de que la regién N-terminal
pasa de una conformacion intrinsecamente desordenada (IDPr) a una de a-hélice tras
insertarse en la region central de inhibicion general (Fig. 12 A; Morales-Rios et al., 2015),
tal como ocurre con la regién N-terminal del inhibidor mitocondrial 1F; (Bason et al., 2014).

Figura 12. Mecanismo inhibitorio de la subunidad ¢ de P. denitrificans. A, estructura cristalogréfica de la F1Fo-
ATPasa autoinhibida de P. denitrificans, en café se observa la subunidad ( insertada en la region central de
inhibicion general artp/Brp/y. B, mecanismo inhibitorio de la subunidad { sobre un modelo de homologia
estructural construido in silico del dominio F1 de P. denitrificans, en un inicio, la subunidad { (naranja) se
inserta a la interfase oe/Pe a través de su region N-terminal (rojo) v, tras dos giros de 120° dependientes de ATP
de la subunidad vy, la region N-terminal de la subunidad { queda bloqueada en la region central de inhibicién
general arp/Bre/y, inhibiendo la actividad hidrolitica del complejo. Cabe mencionar que este mecanismo se
describié antes de que hubiera datos cristalograficos disponibles de la ATPasa de P. denitrificans (modificada
de Garcia-Trejo et al., 2016 y Morales-Rios et al., 2015).
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Rhodobacter sphaeroides como modelo de estudio
Generalidades: R. sphaeroides es una bacteria purpura fotosintética no sulfurosa

perteneciente al grupo de las a-proteobacterias (Imhoff et al., 2005), es decir, puede tolerar
cantidades < 0.5 mM de compuestos reducidos de azufre (como el 4cido sulthidrico) y
oxidarlos a S° Sin embargo, a diferencia de las bacterias plrpuras sulfurosas, las cuales
pueden soportar concentraciones mayores de compuestos reducidos de azufre, el S° formado
no es almacenado en granulos citoplasméaticos, en lugar de ello, es depositado
extracelularmente (Hansen y van Gemerden, 1972). Andlisis filogenéticos utilizando el gen
ribosomal 16s colocan al género Rhodobacter como grupo hermano del género Paracoccus
(Fig. 13; Imhoff et al., 2005), ademas, 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 describid la proteina { como regulador de la ATPasa; de la Rosa-Morales, 2005; Morales-
Rios et al., 2010), lo que ha llevado a proponer que P. denitrificans es una version no
fotosintética de R. sphaeroides (Imhoff et al., 2005; Mackenzie et al., 2007).

Escherichia coli

Phaeospirillum futvum DSM 1137

Rhodospirillum rubrum ATCC 11 170"
Rhodobium marinum ATCC 356017

L2 Rhodopseudomonas palustris ATCC 170017

— Blastochloris sulfoviridis DSM 7297

Blastochloris viridis ATCC 195677

Rhodovulum euryhalimum DSM 48687

n

97

Rhodovudum strictum JCM 92207

Rhodovulum sulfidophitum DSM 13747
Rhodovulum iodosum DSM 12328"
Rhodovulum adriaticum DSM 27817

Rhodovulum robiginosum DSM 123207

Rhodobaca bogoriensis ATCC 7009207
Roseobacter denitrificans Och 114

100 Paracoccus denitrificans ATCC 177417

Paracoceus versutus ATCC 25364

Rhodobacter veldkampii ATCC 357037
Rhodobacter blasticus ATCC 334857

68
76

Rhodobacter capsulatus ATCC 111667

™ Rhodobacter azotoformans JCM 93407

——Rhodobacter sphaeroides ATCC 17023

Figura 13. Arbol filogenético de diferentes especies del género Rhodobacter y otras a-proteobacterias,
construido a partir del gen ribosomal 16S. Los rectangulos rojos encierran a R. sphaeroides y P. denitrificans.
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Notese que los géneros Rhodobacter y Paracoccus son grupos hermanos y comparten un ancestro comin
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
purpuras no sulfurosas, ha sido detectada en aguas residuales en concentraciones de hasta 10°
células/mL (en contraste, bacterias parpuras sulfurosas fueron detectadas a concentraciones
de s6lo 10° células/mL; Siefert et al., 1978) y en lagunas de desecho, donde las condiciones
de crecimiento son éptimas (poco o nulo oxigeno y presencia de luz), lo que ha permitido
observar la formacion de afloramientos rojizos intensos de bacterias purpuras no sulfurosas,
asociados a una reduccion en el olor fétido caracteristico de las lagunas de desecho (Madigan
et al., 2009).

En términos metabolicos, R. sphaeroides es uno de los organismos mas versatiles que
se conocen, puede crecer en condiciones aerobias y anaerobias; en luz y oscuridad. Es capaz
de llevar a cabo respiracion aerobia y anaerobia, fermentacion (Schultz y Weaver, 1982),
quimiosintesis (autétrofa y heterotrofa) y fotosintesis anoxigénica (autotrofa y heterétrofa),
ademas, es una bacteria fijadora de nitrégeno. En el caso de la fotosintesis heterdtrofa y
quimiosintesis heterétrofa, compuestos organicos 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 autdtrofas, el CO; es la Unica fuente de carbono y el hidrogeno
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 mayoria de las bacterias purpuras no sulfurosas crecen mejor como fotoheterétrofas y con
amoniaco como Unica fuente de nitrégeno (Sojka, 1978), sin embargo, el crecimiento de R.
sphaeroides es 6ptimo cuando N es la Gnica fuente de nitrogeno (Madigan et al., 1984).

Diferentes razones han hecho de R. sphaeroides la bacteria fotosintética mas
estudiada, una ellas es su aparato fotosintético y regulacién. La expresion del aparato
fotosintético de R. sphaeroides esta controlada por diferentes vias de sefializacién celular, las
cuales conducen a la transcripcion de genes del fotosistema tras la remocion de oxigeno en
el medio. Esta induccion implica la formacion de invaginaciones de la membrana plasmatica
Ilamadas membranas intracitoplasmicas o cromat6foros, donde se encuentra el aparato
fotosintético y los complejos trasportadores de electrones (Zeilstra-Ryalls et al., 1998). El
oxigeno es el principal regulador ambiental de la expresion 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 vias fotosintéticas y las
vias respiratorias (Melandri y Zannoni, 1978).

Cadena respiratoria y transportadores de electrones: R. sphaeroides tiene una
cadena respiratoria ramificada, ya que puede aceptar electrones a traves de la NADH
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deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa (Ferguson et al., 1987). También, cuenta con
un citocromo bcy, el transportador de electrones citocromo co, la citocromo ¢ oxidasa tipo-
aas Y la citocromo c oxidasa tipo-cbbs. El citocromo bc: y el ¢ se expresan constitutivamente,
mientras que la citocromo c oxidasa tipo-aaz y la citocromo c oxidasa tipo-cbbs estan
reguladas por la concentracion de oxigeno. La citocromo ¢ oxidasa tipo-aas tiene baja
afinidad por el oxigeno y se expresa cuando la presion parcial de este gas incrementa, en
contraste, la citocromo c oxidasa tipo-cbbstiene alta afinidad por el oxigeno y se expresa solo
cuando hay poca disponibilidad de oxigeno (Mackenzie et al., 2007; Mouncey et al., 2000).
Algunos aceptores finales de electrones durante la respiracion anaerobia son N-Oxido de
trimetilamina (TMAO), dimetilsulfoxido (DMSO), nitrato y 6xido nitroso (Ferguson et al.,
1987).

Cabe destacar que el TMAO y el DMSO son compuestos presentes en el ambiente,
producidos, en parte, por procesos metabolicos diversos. EI 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 mas
importante de DMS es el océano, con una produccion del 80% del DMS total observado en
la atmdsfera, mientras que el otro 20% proviene de suelos, estuarios, plantas y actividades
antropicas (Watts, 2000). En el océano, el DMS se forma a partir de DMSP, un metabolito
producido por algas macroscépicas y fitoplancton (Malin y Kirst, 1997; Van Alstyne y
Puglisi, 2007). La formacion de DMS dependiente de DMPS involucra diferentes vias y
enzimas bacterianas de diferentes familias (Johnston et al., 2008). EI DMS liberado a la
atmosfera es fotooxidado, produciendo DMSO (zZhu et al., 2003). Sin embargo, la
produccién de DMSO dependiente de DMS, también puede ocurrir metabdlicamente por
bacterias de diferentes grupos: bacterias fotosintéticas verdes sulfurosas (Vogt et al., 1997),
bacterias heterétrofas como Pseudomonas acidovorans (Zhang et al., 1991), bacterias
marinas (Gonzélez et al., 1997) etc. En Rhodovulum sulfidophilumse se ha descrito una DMS
deshidrogenasa como responsable de la oxidacion del DMS a DMSO (McDevitt et al., 2002).

Aparato fotosintético y transporte ciclico de electrones: el aparato fotosintético de
R. sphaeroides se encuentra en invaginaciones de la membrana plasmatica conocidas como
membranas intracitoplasmicas o cromatéforos (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 (0 Bgys) y LHC2
(0 Bsoo-g50), un centro de reaccion (RC) y el complejo citocromo bcy (Drews, 1985). EI LHC1
rodea al centro de reaccion en una estequiometria fija 12:1-15:1 (Mackenzie et al., 2007),
mientras que el LHC2 rodea al LHC1 con una estequiometria variable e inversamente
proporcional a la intensidad luminosa (Aagaar y Sistrom, 1972). Los complejos LHC1,
LHC2 y RC estan 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 energia fotdnica proveniente de la
luz solar y la transfieren hasta el RC, donde ocurre la separacién de carga. EI RC esta formado
por tres proteinas distintas: L, M y H. Particularmente, L y M tienen asociados componentes
esenciales para la separacion de cargas: 4 bacterioclorofilas, de las cuales, dos se asocian en
un dimero que funciona como donador primario de electrones, dos bacteriofeofitinas, una
quinona primaria (Qa), que funciona como aceptor primario, una ubiquinona secundaria
(Qs), que funciona como aceptor secundario y un centro de hierro ferroso (Drews, 1985). La
reduccion de la ubiquinona a partir de la fotoexcitacion de los LHC es un fenémeno con un
rendimiento cuéntico cercano a 1, es decir, casi por cada foton absorbido se transfiere un
electrén a la ubiquinona (Verméglio y Joliot, 1999). En cromatoforos de R. sphaeroides se
ha estimado un rendimiento cuantico del 91 % (Cartron et al., 2014).

La secuencia ciclica de procesos transductores de energia y 0xido-reductores, en R.
sphaeroides, ocurre como se describe a continuacion: (1) el LHC2 es fotoexcitado y la
energia se transduce a través de los pigmentos fotosintéticos hasta el LHC1 (2) el LHC1
fotoexcitado, transfiere la energia al dimero de bacterioclorofilas presente en el RC, donde
se inicia la separacion de cargas. (3) El dimero de bacterioclorofilas dona un electron (casi
por cada foton absorbido) a la bacteriofeofitina, (4) la cual transfiere el electrén a la Qa 'y
esta (5) a la Qg, produciendo una semiquinona que, tras una segunda transduccion
fotoinducida, seré reducida por completo a ubiquinol. (6) El ubiquinol toma dos protones
citoplasmaticos y (7) es liberado del RC, pasando a la poza de quinonas membranales, para
después (8) ser oxidada en el centro Fe>S, del complejo citocromo bcy, liberando 2 protones
al periplasma (Gtiles para la fotofosforilacién por la ATPasa). (9) EI dominio cyt c; del
complejo bcy, transfiere los electrones al transportador periplasmico citocromo c; oxidado,
el cual (10) reduce al dimero de bacterioclorofilas fotoexcitadas del RC, lo que cierra el ciclo
y permite que el dimero de bacterioclorofilas pueda reoxidarse tras un evento de
fotoexcitacion subsecuente (Fig. 14; Fecher et al., 1989; Gennis et al., 1993; Verméglio y
Joliot, 1999).
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Figura 14. Fototransduccion y transporte ciclico 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 transduccién de energia inicia con
la fotoexcitacién del LHC2, el cual transfiere la energia luminosa al LHC1 y este Gltimo al RC, donde un dimero
de bacterioclorofilas inicia la separacion de cargas. El dimero de bacterioclorofilas transfiere 1 electrén (casi
por cada foton) a una bacteriofeofitina, la cual, a su vez, reduce a una ubiquinona primaria Qa y esta a una
ubiquinona secundaria Qg. La reduccién total de la Qg provoca que el ubiquinol resultante se separe del RC y
se mueva al interior de la membrana, para después ser oxidada en el complejo bcs, en un proceso dependiente
del citocromo ¢ y que genera FPM. El citocromo c reducido regresa al RC, donde se oxida, donando sus
electrones al dimero de bacterioclorofilas, lo cual concluye el ciclo y permite que un nuevo evento de separacion
de cargas ocurra (modificada de Verméglio y Joliot, 1999).

Metabolismo fotoheterotrofo: durante el crecimiento fotoheterotrofo, el
comportamiento “ciclico” de esta cadena se rompe, ya que diversos compuestos son capaces
de donar electrones a la cadena, independientemente de la excitacion luminosa y utilizando
a la poza de ubiquinonas como intermediario esencial (Ferguson et al., 1987). En condiciones
fotoheterdtrofas, diversas fuentes de carbono pueden funcionar como donadores de
electrones, p. €j., glucosa, succinato, acetato, fructosa, acidos dicarboxilicos etc. (Imam et
al., 2013). En este caso, la actividad de la succinato deshidrogenasa conlleva a la produccién
de ubiquinol, el cual puede aportar electrones directamente a la cadena “ciclica” fotosintética
tras ser oxidada en el complejo citocromo bc: o ser utilizada por la NADH deshidrogenasa
para la produccion de NADH a partir de NAD+ en un proceso dependiente del flujo reverso
de electrones y FPM (Klemme, 1969). Ademas, moléculas inorganicas también pueden
funcionar como donadores de electrones, p. €j., el H2 producido durante la fijacion del N, el
cual es oxidado por una hidrogenasa membranal (una hidrégeno-ubiquinona 6xidoreductasa)
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 fotoautétrofo por flujo reverso de
electrones puede ser utilizado para producir NADPH. La produccion de NADPH ocurre
gracias a la NAD(P)+ transhidrogenasa, una enzima que cataliza la transferencia de un anién
de hidrégeno al NADP+, utilizando como donador de electrones al NADH y FPM como
fuente de energia. Este NADPH puede ser utilizado en el ciclo de Calvin para la fijacion del
CO2 (McEwan, 1994).

El ciclo de Calvin es la via metabolica a través de la cual ocurre la fijacion del CO»
en condiciones de crecimiento fototrofas. En R. sphaeroides, los genes que codifican para
las 2 isoformas de la ribulosa 1,5-bifosfato carboxilasa/reductasa (RubisCO), estan apagados
en condiciones aerobias, mientras que su expresion incrementa en condiciones fotosintéticas
(Jouanneau y Tabita, 1986). Ademas, se han observado mayores niveles de las enzimas del
ciclo de Calvin a medida que las fuentes de carbono estdn mas reducidas (Tabita, 1988). Se
ha propuesto que la funcion fisiolégica del ciclo de Calvin es mantener el balance REDOX,
ya que permite aprovechar el exceso de poder reductor proveniente de la oxidacion de
sustratos (Ferguson et al., 1987). Esta vision se ha visto reforzada por diferentes
experimentos: el crecimiento fotoheterétrofo de R. capsulatus en medio adicionado con
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donadores de electrones altamente reducidos, como butirato y propionato, requiere de la
adicion de aceptores de electrones externos adicionales, como bicarbonato o aceptores
respiratorios, mientras que el crecimiento con malato o succinato no requiere la adicion de
ningun 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 construccion de mutantes de R. sphaeroides en las que se elimind la expresion de ambas
isoformas de la RubisCO y se observo un crecimiento nulo en condiciones fotoheterétrofas
con succinato como fuente de carbono. El crecimiento se recuperd tras la adicion de DMSO
como aceptor de electrones (Falcone y Tabita, 1991). Ademas, células mutantes de R.
sphaeroides carentes de la NAD(P)+ transhidrogenasa, fueron incapaces de crecer o
mostraron un crecimiento fuertemente reducido en mas del 90 % de 61 fuentes de carbono
ensayadas, por lo que se considera gque esta es una enzima esencial para el crecimiento
fotoheterdtrofo y su eliminacion tiene un efecto deletéreo sobre el crecimiento, condicionado
a la fuente de carbono que tiene a disposicion (Imam et al., 2013). Cabe destacar que durante
el crecimiento fotoheterotrofo, el aporte de energia a través de la oxidacion de compuestos
reducidos del carbono tiene un impacto menor y su metabolismo estd relacionado,
principalmente, con reacciones anapleréticas y biosintéticas (McEwan, 1994). En parte por
que la actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa es muy baja, hasta 5 veces menor que
en condiciones aerobias (Beatty y Gest, 1981).

ATPasa y cromatoforos: el analisis por espectrometria de masas de diferentes
fracciones subcelulares, incluyendo los cromatoforos aislados de R. sphaeroides, revel6 la
presencia de proteinas relacionadas con la sintesis de ATP, transporte de electrones y
complejos fotosintéticos, entre las cuales destacan subunidades de la ATPasa, proteinas de
complejos antena y del centro de reaccidn, asi como el citocromo bc: y la citocromo ¢ oxidasa
tipo-cbbz (Zeng et al., 2007). Ademas, analisis cinéticos en cromatoforos de Rhodobacter
capsulatus han estimado la presencia de 1 complejo F1iFo-ATPasa por cromatoforo (Feniuok
et al., 2002). Sin embargo, anélisis de microscopia electronica, microscopia de fuerza
atdmica y espectrometria de masas cuantitativa en cromatoforos aislados de R. sphaeroides,
han llevado a la construccion de un modelo con 2 FiFo-ATPasas por cromatéforo (Fig. 15
A; Cartron et al., 2014). Cabe destacar que los cromatéforos in vivo se comportan como una
red vesicular interconectada o un reticulo que ocupa la mayor parte del volumen
citoplasmatico y no como vesiculas discretas independientes (Fig. 15 B; Scheuring et al.,
2014).

La presencia de dos ATPasas por cromatoforo en R. sphaeroides (Fig. 15 A; Cartron
et al., 2014) puede ser explicada por los datos de espectrometria de masas de la membrana
interna (M), los cuales muestran que esta Gltima es una fraccion celular enriquecida en
ATPasas, con una cantidad de 2 a casi 10 veces mas con respecto al nimero estimado en
cromatoforos (Zeng et al. 2007). Ademas, la MI (rica en ATPasas) y la membrana

correspondiente a los cromatdforos estan interconectadas en una manera dependiente de la
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etapa de desarrollo (Tucker et al., 2010). Durante etapas tempranas de desarrollo el nimero
de contactos entre la Ml y la membrana de los cromatéforos es mayor que durante etapas
tardias mas 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 cromatoforos esté
directamente expuesta al espacio periplasmico (Tucker et al., 2010), por lo que se puede
sugerir que la FPM generada en los cromatoforos por el aparato fotosintético puede ser
utilizable por las ATPasas de la MI, en una medida dependiente del nimero de contactos y
por, ende, de la etapa de desarrollo.

Membranas

Vesiculas
intracitoplasmicas
g WL
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Figura 15. Cromato6foros de R. sphaeroides. A, modelo estructural de un cromatéforo purificado, se observa la
presencia de 2 ATPasas (naranja), asi como centros de reaccion (mayoritariamente diméricos, azul) rodeados
por el complejo antena | (rojo), complejos antena Il (verde) y el citocromo bcl (morado). B, modelo estructural
de la organizacion en red vesicular de los cromat6foros en células de R. sphaeroides, construido a partir de
diferentes secciones tomogréficas (en dos ejes) analizadas por microscopia electrénica. (A, modificada de
Cartron et al., 2014 y B, modificada de Scheuring et al., 2014).

Finalmente, es notable destacar que los analisis de espectrometria de masas de Zeng
et al. (2007) se realizaron bajo un esquema de espectrometria de resonancia ciclotrénica por
transformada de Fourier (FT-ICR), utilizando un enfoque de identificacion basado en
péptidos etiqueta de masa precisa (AMT). Este enfoque combina la alta resolucion de la
cromatografia liquida (LC) con la alta resolucion, sensibilidad y precision ofrecida por la FT-
ICR para la determinacion de la masa e identificacion de péptidos en mezclas con hasta 10°
componentes. La alta resolucion, sensibilidad y precision del método se debe, en parte, al uso
de péptidos calibrantes internos de masa conocida, el uso de un programa que considera
multiples estados de carga para los péptidos ionizados y, en gran medida, a la resolucion,
sensibilidad y precision inherente a la deteccion por resonancia de ciclotron (Smith et al.,
2002). Estas caracteristicas hacen del FT-ICR una técnica ideal para estudiar proteomas de
diferentes regiones subcelulares (membrana plasmatica, membrana interna, citoplasma,
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cromatéforos, etc.), ya que, junto con técnicas de fraccionamiento celular y proteico, se
pueden identificar proteinas exclusivas y compartidas de cada region subcelular (Zeng et al.
2007).

Ademas, el uso de AMTs bajo el esquema FT-ICR tiene diversas ventajas sobre
métodos convencionales de identificacion de péptidos, como el método por 2D (intercambio
ionico/fase reversa)-LC acoplada a una primera deteccion por espectrometria de masas (MS),
la subsecuente disociacion de los péptidos y una segunda deteccion por MS (LC-MS/MS),
utilizando una trampa iénica convencional. Algunas ventajas de la FT-ICR usando AMTs
son que (1) el nimero de fraccionamientos previos al analisis 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 identificacion de proteinas requiere un solo paso de deteccion por MS en lugar de dos, lo
que incrementa el rendimiento en una manera casi proporcional al nimero de péptidos
presentes en cada deteccion. Ademas, en andlisis por LC-MS/MS los péptidos de menor
abundancia no suelen ser analizados, por lo que (4) la identificacién por FT-ICR es un
método de mayor cobertura. Si en analisis por LC-MS/MS se desase analizar a los péptidos
de menor abundancia, su sefial debe ser mayor, por lo que es necesario incrementar el tiempo
de acumulacién de la sefial, lo que (5) haria del FT-ICR una técnica con un rendimiento aun
mayor (Smith et al., 2002).

Sin embargo, el uso de AMTSs requiere su validacion inicial (y Unica) a partir de
péptidos potenciales de etiqueta de masa (PMT). Para un PMT, esta validacion consiste en
su identificacion previa por LC-MS/MS y la subsecuente deteccion de alguna especie con la
masa predicha para el PMT en un tiempo de elucion de la LC congruente con el PMT tras su
analisis 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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Justificacion y antecedentes

R. sphaeroides es una de las bacterias fotosintéticas méas estudiadas debido a sus
caracteristicas fotosintéticas, versatilidad metabdlica, capacidad de fijar CO2 y N2, diversidad
de sistemas de transporte de electrones y posibles aplicaciones biotecnoldgicas y de
biorremediacion; una busqueda (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”, asi como las cianobacterias “Synechococcus elongatus” (de interés
biotecnoldgico por su rapido crecimiento; Ungerer et al., 2018), “Arthrospira platensis” (de
interés alimenticio por su contenido nutricional; Wu et al., 2005), “Lyngbya majuscula” (de
interés biotecnoldgico por la produccion 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
busqueda 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 regulacion enddgena de su FiFo-ATPasa. Experimentos pioneros de
purificacion y caracterizacion de las subunidades que componen al domino F1 de la ATPasa
de R. sphaeroides revelaron la presencia de las 5 proteinas candnicas conocidas en otros
modelos bacterianos, a, B, v, 0 y €, ademas, se determind que la enzima tiene una Km para
Mg?*-ATP cercana a 1 mM y una actividad especifica de 53 nmoles/min/mg de proteina en
extracto crudo (Mdiller et al., 1982). Por otro lado, andlisis comparativos por BLAST,
ensayos electroforéticos y ensayos de Western blot realizados a partir de cromatéforos de R.
sphaeroides, han revelado la presencia de la subunidad regulatoria { (RsC) en su FiFo-ATPasa
(Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014), cuya estructura, mecanismo
inhibitorio y papel fisiologico han sido bien caracterizados en P. denitrificans (Garcia-Trejo
et al., 2016; Mendoza-Hoffmann et al., 2018; Morales-Rios et al., 2010; Morales-Rios et al.,
2015; Serrano et al., 2014; Zarco-Zavala et al., 2014). Ademas, el gen que codifica para la
proteina Rs{ fue identificado, amplificado, clonado (construccion putativa
pET3a/RSP_2125) e introducido en células de E. coli DH5alfay E. coli BL21(DE3)-pLysS
para llevar a cabo la sobreexpresion de la subunidad Rs{. Sin embargo, las células
transformantes fueron inestables, por una razon independiente de la construccion (ver:
“Obtencion de células transformantes estables de E. coli BL21(DE3)-pLysS
PET3a/RSP_2125” de la seccion de “Discusion”), pues se observo una reduccion importante
en la expresion de la proteina RsC durante experimentos ulteriores (Gilberto Gardufio y J. J.
Garcia-Trejo, comunicacion personal).

Adicionalmente, aunque la alta similitud entre la proteina { de R. rubrum (Rr{), Rs(
y PdC (ver “Analisis estructural comparativo de la proteina  de la seccion de “Resultados™)
sugiere que se debe conservar la funcion inhibitoria de la subunidad Rs, experimentos en
nuestro laboratorio con subunidades { de a-protobacterias rhizobiales no fotosintéticas, han
mostrado que la funcion inhibitoria de { se ha perdido a lo largo de la evolucion de las a-
proteobacterias (Mendoza-Hoffmann, tesis de Doctorado, 2018), de tal modo que no hay

garantia de que la funcidn inhibitoria de Rs( se conserve. Aunque se ha corroborado que {
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esta presente en R. sphaeroides unida a la RsFi1Fo-ATPasa (Morales-Rios, et al 2010), no se
ha demostrado que la Rs{ conserve su funcion inhibitoria. De confirmarse esta funcion
inhibitoria, sera la primera evidencia de que  es un inhibidor natural de la F1Fo-ATPasa en
a-proteobacterias fotosintéticas.
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Objetivos

Objetivo general

- Determinar la posible funcion inhibitoria de la proteina hipotética con dominio
DUF1476 (€) de bacterias fotosintéticas pdrpuras no sulfurosas sobre la actividad hidrolitica
de la F1Fo-ATPasa de este grupo de bacterias

Objetivos particulares

- Determinar si existe homologia estructural entre la subunidad { de Paracoccus
denitrificans (PdZ), Rhodospirillum rubrum (Rr) y Rhodobacter sphaeroides (Rs{).

- Obtener células transformantes estables de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la
construccion pET3a/RSP_212. Es decir, células en las que la expresion de la proteina Rr{ no
se pierda y sea reproducible a lo largo de todos los experimentos.

- Sobreexpresar y purificar la proteina recombinante Rs( a partir de células
transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125.

- Determinar si la proteina Rs( recombinante tiene funcion inhibitoria sobre la
actividad hidrolitica de la FiFo-ATPasa de R. sphaeroides.

40



Materiales y métodos

Analisis estructural comparativo de diferentes proteinas {

Mediante Clustal Omega y Jalview, se realiz6 el alineamiento multiple de las
secuencias proteicas completas: Rr{ de R. rubrum (no. de acceso: WP _011388472), Rs( de
R. sphaeroides (no. de acceso: WP _002719280), Pd( de P. denitrificans (no. de acceso:
2LL0), Jal de Jannaschia sp. (no. de acceso: WP_011455667) y la RcC de R. capsulatus (no.
de acceso: WP_013067880.1) y de los primeros 20 aminoacidos del extremo N-terminal de
estas secuencias proteicas.

Adicionalmente, se hizo un modelo in silico de la estructura tridimensional de Rr{ y
de RsC mediante el software gratuito de prediccion y analisis Phyre2 (Kelley et al., 2015;
disponible en: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). La
visualizacion del modelo y su comparacion con la subunidad { de P. denitrificans se realizd
en Chimera.

Cepas y vectores plasmidicos

En la tabla 1 se resumen algunas caracteristicas principales de las cepas y vectores
plasmidicos utilizados durante el presente trabajo. EI pJET1.2/blunt se compré a la compafiia
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 Rodriguez Zavala (adscrito al
Departamento de Bioquimica del Instituto Nacional de Cardiologia, "lgnacio Chavez",
México) y la Dra. Gloria Alcantara Hernandez (adscrita al Departamento de Bioguimica de
la Facultad de Medicina, UNAM), respectivamente. Las cepas R. rubrum ATCC 11170y R.
sphaeroides 2.4.1, fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Heliodoro Celis, del
Instituto de Fisiologia Celular.

Tabla 1. Cepas y vectores plasmidicos utilizados en el presente trabajo.

Cepa o plasmido Caracteristicas principales Referencias

Cepa para mantenimiento de vectores plasmidicos.
E. coli DH5a Hanahan et al.
F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endA1l (1983)
hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl \-
Cepa para sobreexpresion de proteinas bajo el control del

promotor T7. Studier y Moffattf
E. coli BL21(DE3)- (1985)
pLysS F—, ompT, hsdSB (rB—, mB-), dem, gal, M(DE3), pLysS,
Cmr.

Cepa tipo de R. rubrum y del género Rhodospirillum

Tamafio del genoma: 4.4 Mpb (no. de ensamble NCBI: Munk et al. (2011);
R. rubrum ATCC 11170 GCA_000013085.1) Pfennig y Truper
(1971)
Cromosomas: 1 (4.35 Mpb; 65 % GC)

Plasmidos: 1 (53.7 kpb; 60 % GC)
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Cepa silvestre de R. sphaeroides

Tamafio del genoma: 4.62 Mpb (no. de ensamble NCBI:
GCA_003324715.1)

R. sphaeroides 2.4.1 Van Niel (1944);
Cromosomas: 2 (3.19 Mpb; 69 % GC y 0.94 Mpb; 69 % Leidenfrost
GC) et al.

(2020)

Plasmidos: 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)

Vector para clonacién y mantenimiento.

Thermo Scientific,

patente: us
pJET1.2/blunt origen (pMB1) bla (ApR) PlacUV5 eco47IR promotor- 2009/0042249 AL,
T7 no. de acceso
Genbank NCBI:
EF694056.1

pT7-7

Vector para subclonacion y sobreexpresion.

Promotor-T7 terminador-T7 origen (pBR322) bla (ApR)

Tabor y Richardson
(1985)

pET3a

Vector para subclonacion y sobreexpresion.

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 Ndel del sitio de
clonacién multiple (MCS).

Promotor-T7 terminador-T7 origen (pBR322) bla (ApR)

Presente
construccion
realizada por
Gilberto  Gardufio
Javier

trabajo;

Tag-T7

pJET1.2/blunt con el gen Rru_A0714 (méas 15 bp rio
abajo del codén de paro) insertado entre los extremos
romos producidos por el corte con EcoRV en el MCS.

pJET1.2/Rru_A0714 Presente trabajo

origen (pMB1) bla (Ap®) PlacUV5 eco47IR promotor-
T7

Cultivo y crecimiento de las cepas

E. coli DH5a 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 agitacion a 180 rpm.
Ademas, para la seleccion de transformantes fue necesario afiadir al medio ampicilina a 100
pg/mL y/o cloranfenicol a 25 pg/mL. En los ensayos de sobreexpresion con IPTG se afiadio,
ademas de ampicilina y cloranfenicol, rifampicina a 25 pg/mL.

Para la preparacion de cromatoforos, R. sphaeroides se crecio hasta alcanzar la fase
estacionaria (10 dias de crecimiento) en condiciones fotoheterotrofas (en ausencia de oxigeno
y presencia de luz, utilizando una lampara 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 solucién 1 (fosfato de potasio 1 M, pH 6.8), 20 mL de la solucién 2 (malato de
amonio 1 M, pH 6.8) y 20 mL de la solucién 3 (para 1 L: 10 g de &cido nitrilotriacético ,14.45
g de MgSOs, 3.335 g de CaCl,*2H20, 9.25 mg de (NHs)sM07024*4H,0, 99 mg de
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FeSO4*7H-0, 50 mg de &cido nicotinico, 25 mg de tiamina, 0.5 mg de biotina y 50 mL de
“solucion de metales 44” (para 100 mL: 250 mg de EDTA, 1095 mg de ZnSO4*7H-0, 500
mg de FeSO4*7H20, 154 mg de MnSO4*H20, 39.2 mg de CuSO4*5H,0, 24.8 mg de
Co(NO2)2*6H20, 17.7 mg de NaB4O7*10H:0) y se afora con 940 mL de agua destilada.
Tras la cosecha y lavado de las células con una solucion de MOPS 50 mM y KCI 50 mM, pH
7.5. se prepararon los cromatéforos por sonicacion y centrifugacion de acuerdo al método de
Behrens y Meis (1985).

Transformacion de E. coli DH5a con la construccion pET3a/RSP_2125,
digestion y visualizacion en gel de agarosa

El plasmido pET3a/RSP_2125 fue obtenido anteriormente por Gilberto Gardufio
Javier (miembro del laboratorio del Dr. Garcia Trejo) quien identificd la secuencia del gen
RSP 2125, el cual codifica para la proteina { de R. sphaeroides (Rs(), para posteriormente
amplificar y clonar RSP_2125 en el vector de expresion pET3a. Incluso, realizé pruebas de
induccion utilizando células transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS, donde se observé
la induccion de una proteina con una masa similar a la esperada para la proteina Rs¢ (11.8
kDa). Sin embargo, tras la repeticion de las pruebas de induccion, la banda correspondiente
a la subunidad Rs{ se vio fuertemente disminuida, posiblemente por un problema relacionado
con la falta de cloranfenicol en el medio (ver “Obtencion de células transformantes estables
de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125” de la seccion de “Discusion”). Ademas, la
secuencia de la construccion no fue verificada en su momento. El plasmido
pET3a/RSP_2125 fue amablemente facilitado por Gilberto Gardufio Javier, lo que permitié
acelerar el proceso de sobreexpresion, purificacion y ensayos de inhibicion sobre la ATPasa
de R. sphaeroides y de P. denitrificans.

Se transform6 a E. coli DHS5a con la construccion pET3a/RSP_ 2125, bajo el
protocolo de choque térmico descrito anteriormente, utilizando 200 ng de DNA plasmidico;
se seleccionaron colonias transformantes y se resembraron en 10 mL de LB/ampicilina (100
pg/mL). Los cultivos se crecieron durante toda la noche a 37 °C y 180 rpm, para la posterior
preparacion de gliceroles y extraccion de DNA plasmidico por el método de lisis alcalina
(Green y Sambrook, 2016).

Los plasmidos se digirieron con BamH y Ndel, las mezclas de digestion se incubaron
a 37 °C durante toda la noche y las enzimas se inactivaron a 65 °C por 10 min.

Los 20 pL de cada una de las digestiones (mezclados con 4 pL de amortiguador de
carga 6x) se cargaron y corrieron en un gel de agarosa al 1.5%, el cual se tifi6 y visualiz6
como fue descrito anteriormente y tras la confirmacion de peso de los fragmentos de
restriccion, las construcciones se utilizaron para transformar a E. coli BL21. Para ello fue
necesario preparar células competentes por el método de CacCl..

Transformacion de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la construccion
pPET3a/RSP_2125, digestidn, visualizacion en gel de agarosa y secuenciacion
Se utilizé la construccion pET3a/RSP_2125 purificada a partir de células

transformantes de E. coli DH5a. para transformar células competentes de E. coli BL21(DE3)-
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pLysS (obtenidas por el método de CaClzy almacenadas a -70 °C). La transformacién se
realizd por el método de choque térmico de células tratadas con CaCl,. Sin embargo, al
cultivar las células transformantes en LB/ampicilina (100 pg/mL)/cloranfenicol (25 pug/mL)
para hacer pruebas de induccidn, no hubo crecimiento, por lo que se hicieron pruebas de
resistencia y se determind que las células transformantes de E. coli BL21(DE3)-pLysS
pET3a/RSP_2125 eran sensibles a cloranfenicol (lo que indica pérdida del plasmido pLysS)
y resistentes a ampicilina (lo que indica presencia de la construccion pET3a/RSP_2125). Lo
anterior es relevante porque con estas células transformantes (que deberian ser resistentes a
cloranfenicol) se hicieron pruebas de induccion con IPTG, creciendo a E. coli BL21(DE3)-
pLysS pET3a/RSP_2125 en LB/ampicilina (100 pg/mL), Gnicamente, tal como habia sido
realizado anteriormente por Gilberto Gardufio, sorpresivamente, no se observd ninguna
banda inducida (datos no mostrados), tal como le sucedi6 a Gilberto Gardufio tras la
repeticion de los experimentos de induccion. Esto motivd a generar nuevas ceélulas
competentes de E. coli BL21(DE3)-pLysS y nuevas células transformantes, pero utilizando
en todo momento cloranfenicol (25 pg/mL) en el medio de cultivo.

Las células competentes se obtuvieron por el método de CaCl,, para ello se crecié un
preinoculo de E. coli BL21(DE3)-pLysS en 5 mL de LB/cloranfenicol (25 pg/mL) a 37 °Cy
180 rpm, durante toda la noche. A partir de este preindculo se obtuvieron las células
competentes.

Se utiliz6 la construccion pET3a/RSP_2125 purificada a partir de ceélulas
transformantes de E. coli DH5a 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 pg/mL)/cloranfenicol(25 pg/mL).

Se seleccionaron colonias transformantes, las cuales fueron resembradas en LB
agar/ampicilina (100 pg/mL)/cloranfenicol(25 pg/mL) y en 10 mL de LB/ampicilina (100
pg/mL)/cloranfenicol(25 pg/mL) a 37 °C y 180 rpm, durante toda la noche, para
posteriormente preparar gliceroles y extraer el DNA plasmidico por el método de lisis
alcalina (Green y Sambrook, 2016).

Los plasmidos fueron digeridos con Ndel y Hindll, 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 restriccion,
tal como ha sido descrito anteriormente. Todas las colonias analizadas presentaron un mapa
de restriccion acorde a la secuencia de RSP_2125 y del vector pET3a.

Una de estas colonias fue seleccionada para experimentos subsecuentes de induccion
y purificacion de la proteina RsC. Ademas, el plasmido obtenido de un cultivo de le colonia
seleccionada fue secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia
Celular, utilizando cebadores especificos para el promotor T7, el cual esta presente en el
vector de expresion pET3a.
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Pruebas de induccion con IPTG

Para conocer la concentracion de IPTG optima de induccion para la sobreexpresion
de la proteina Rs(, se hicieron ensayos utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0.1,
0.2, 0.3, 0.5y 0.75 mM), ademas, se anadi6 rifampicina (25 pg/mL) para inhibir la sintesis
de proteinas intrinsecas de E. coli, como se describe a continuacion. Se creci6 un preindculo
en LB/ampicilina (100 pg/mL)/cloranfenicol (25 pug/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 utiliz6 como punto de partida para inocular 5 mL de LB
ampicilina (100 pg/mL)/cloranfenicol (25 pg/mL) a una dilucion 1:50; se inocul6 un cultivo
por cada concentracion 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 afiadid IPTG suficiente para obtener una concentracion final de 0.1, 0.2, 0.3, 0.5
0 0.75 mM, asi como rifampicina a una concentracion final de 25 pg/mL. Los cultivos se
dejaron incubando toda la noche a 37 °C y 180 rpm, después, se centrifugaron y la pastilla
(células), se resuspendio en 500 pL 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 Schagger -
Von Jagow 3x 12.5 % v/v, DTT 1 mM y B-mercaptoetanol 5 % v/v), se calentaron a 95 °C
durante 10 min y se analizaron por electroforesis tricina-SDS PAGE (Schégger y Von Jagow,
1987), la cual se corri6 a 120 V (voltaje constante) durante 2 h, para después tefiir las
proteinas con azul de Coomassie (azul de Coomassie 0.1 %, metanol 40 % y &cido acético
10 %) y destefiir el gel con una solucidn acuosa de metanol al 50 % y 4cido acético al 7.5 %.
Mediante un andlisis de densitometria se determind que 0.3 mM de IPTG es la condicion
Optima para sobreexpresar la proteina RsC, por lo que es la que se utiliz6 en experimentos
posteriores.

Purificacion de la proteina recombinante RsC

Se purifico la proteina Rs( a partir de 4 L de cultivo (repartidos en 8 matraces de 2 L
de capacidad) de E. coli BL21(DE3)-pLysS pET3a/Rs( crecida durante toda la noche (16 h)
en LB ampicilina (100 pg/mL)/ cloranfenicol (25 pg/mL) a 37 °C y 180 rpm, al cual se le
afiadié IPTG 0.3 mM y rifampicina (25 pg/mL) como se describi6 anteriormente; en la mitad
de la fase exponencial (D. O.s00nm ~ 0.6).

Una vez crecido el cultivo durante toda la noche, para la purificacion de la proteina
Rs( se utilizo el siguiente protocolo: (1) las células se cosecharon por centrifugacion a 6,000
rpmy 4 °C durante 15 min, después (2) fueron lavadas con ~150 mL de bufer A (Tris base
10 mM, NaCl 50 mM, pH 7.5) y resuspendidas en amortiguador B (KH2PO4s 20 mM, EDTA
1mM, PMSF 0.017 %, pH 7). Las células resuspendidas y mantenidas en hielo (3) se
rompieron por sonicacion y, tras la adicién de MgClz (concentracion final 10 mM) y una
pizca de DNAsa (4) se centrifugaron a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min, (5) se rescat6 el
sobrenadante (extracto proteico), se le afiadi6 EDTA (concentracion final 10 mM) y (6) las

proteinas se precipitaron por salting out; primero hasta una saturacion del 50 % v, tras
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centrifugar a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min, el sobrenadante obtenido al 50 % de
saturacion, (7) se llevo al 80 % de saturacién con sulfato de amonio. Este extracto proteico
(8) se centrifugd a 12, 000 rpm y 4 °C durante 15 min y la pastilla de proteinas obtenida al
80 % de saturacion (9) se resuspendio en 5 mL de amortiguador B + cOmplete (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 tamafio de poro de 3 kDa. El extracto proteico dializado (11)
se cargo en una columna de intercambio ionico dietil aminoetil-Sefarosa (DEAE-Sefarosa)
previamente equilibrada con amortiguador B y, antes de eluir las proteinas, (12) se lavo 2
veces con 50 mL de amortiguador B. Las proteinas 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 proteina Rs(, 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 inyectd en una
columna Superdex® 75 de exclusién 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 fraccion con la subunidad Rs{ mas
enriquecida y pura y (21) se le afiadié glicerol (concentracion final del 20 %) y (22) se
almaceno a -70 °C hasta su uso. Este protocolo ha sido previamente utilizado para purificar
las subunidades  de P. denitrficans y otras a-proteobacterias (Morales-Rios, et al 2010;
Zaro-Zavala, et al, 2014). Sin embrago, en este caso particular, la Rs{ no se unio a la resina
DEAE, de tal modo que se eluyo relativamente limpia en los lavados con amortiguador B.
Se cuantifico la concentracion de la proteina Rs{ pura y de cromatoforos de R.
sphaeroides por el método de Lowry-TCA (Lowry et al., 1951; Peterson, 1977).

Ensayos de actividad de ATPasa e inhibicion por Rs{

Se realizaron ensayos de actividad de ATPasa utilizando el método acoplado de piruvato
cinasa (PK)-lactato deshidrogenasa (LDH), que basa en monitorear la oxidacion del NADH
a 340 nm de, la cual es equimolar a la hidrolisis de ATP por la ATPasa. La PK transfiere el
grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (PEP) al ADP para producir ATP, mismo que €s
utilizable por la ATPasa. Mientras que el fosfoenolpiruvato pasa a su tautdbmero 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). Ademas, se afiadio LDAO al 0.15 % como
activador de la ATPasa (Vazquez-Laslop y Dreyfus, 1986; Montero-Lomeli y Dreyfus,
1987).
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PEP PK » Piruvato LDH » Lactato

NADH NAD"*
340 nm

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 Abszsonm 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 inhibicion se realizaron en cromatéforos de R.
sphaeroides, que fueron preparados por sonicacion de células crecidas en condiciones
fotosintéticas heterdtrofas hasta la fase estacionaria y posterior centrifugacion diferencial, de
acuerdo al método de Behrens y Meis (1985).

Para realizar los ensayos de inhibicion primero se reconstituyd Rs( en la F1Fo-ATPasa,
para lo cual se re mezclaron 150 pg de cromatoforos (proteina), 17.09 pg de la proteina Rs(
purificada, 0.3 uL de ATP-MgCl, 100 mM (concentracion final 1 mM), 0.3 pL de rotenona
1 pg/uL (concentracion final 0.001 pg/ul) y amortiguador de reconstitucion (sacarosa 250
mM, tris-HCI 20 mM, sulfito 60 mM, pH 8) suficiente para un volumen final de 30 uL. Al
control negativo se le afiadi6 buffer de reconstitucion en lugar de proteina RsC. Se incubo a
temperatura ambiente durante 20 min para favorecer la union de la proteina RsC a la ATPasa.

En celdas de pléstico de 1 mL, se juntaron y homogeneizaron los 30 puL de la mezcla de
pre-incubacion con 720 pL de mezcla de reaccion (tris 500 mM, sacarosa 250 mM, MgCl» 3
mM, acetato de potasio 300 mM, PEP 1.5 mM, LDAO 0.15 %, ATP 3 mM, NADH 200 uM,
PK 4 U/mL, LDH 4 U/mL, pH 8). Inmediatamente después de haberse mezclado ambos
componentes, en un espectrofotometro se siguid la absorbancia durante 10 min a 340 nmy
37 °C. Se registraron las pendientes de cada curva y se calculo la actividad especifica de
ATPasa utilizando la ecuacion 1, la cual refleja la Ley de Beer-Lambert.

volumen de reaccién(mL) X AAbss,opmmin~t

€y

Act. ifica =
ct.especifica cantidaddeproteina(mg) X 6.22

Donde,

Act. especifica: actividad especifica de ATPasa, la cual queda expresada como umol
ATP/mg de proteina/min.
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MaaonmMin™: pendiente obtenida a 340 nm en un minuto promedio.
6.22: coeficiente de extincion molar del NADH a 340 nm.

Adicionalmente, con el fin de determinar la ICsg de la proteina Rs(, se realizé una curva
de inhibicion con concentraciones crecientes de la proteina inhibitoria.

Busqueda bioinformatica del gen que codifica para la proteina { R. rubrum
(Rru_A0714)

Durante nuestro estudio de la inhibiciéon de la ATPasa por la subunidad { en a-
proteobacterias fotosintéticas, decidimos también analizar el papel funcional de la subunidad
C de R. rubum (Rr{). El primer paso fue determinar la secuencia de la proteina Rr{ mediante
un andlisis por BLASTp, utilizando como secuencia query (o secuencia de consulta) a la
proteina Pd{ (no. de acceso: 2LL0_A) contra la base de datos de proteinas no redundantes de
R. rubrum ATCC 11170. Se encontr6 un solo blanco; una proteina hipotética con dominio
de funcion desconocida (DUF1476), con una longitud de 112 residuos e identidad del 38.83
% (E-value: 5x10™%%; no. de acceso: WP _011388472), la cual serd nombrada como Rr( de
aqui en adelante. Un segundo andlisis por BLAST, ahora en la modalidad tBLASTn, permitio
encontrar el gen que codifica para la proteina hipotética Rr(, para ello se utilizd como
secuencia consulta a la proteina Rr{ (no. de acceso: WP_011388472) y se compard contra la
coleccion de nucle6tidos de R. rubrum ATCC 11170. Esto condujo a un solo blanco de 339
pares de bases desde el coddn de inicio hasta el codon de paro, en la region 841,394-841,732
del genoma (no. de acceso: CP000230) y esta anotado como el gen Rru_A0714. Observamos
que la regién 3" del gen cuenta con un alto contenido de GC (70 % en las ultimas 30 pb,
como referencia, el DNA cromosémico de R. rubrum tiene 65 % de GC), lo que pude influir
negativamente sobre su amplificacion, asi que para el disefio de cebadores se descargd una
secuencia con 15 pares de bases extra rio abajo del codédn de paro (region 841,394-841,747
del genoma), con una longitud total de 354 pb y que se muestra a continuacion (verde, codon
de inicio; rojo, coddn de termino; amarillo, region de 15 pb extra rio abajo del codon de paro):

5 ATGAGCAATGTCTTTGACGACCGCAAGAAAGCTTTCGAAGCGAAGTA
TCAACACGACGAGGAACAGCGTTTTCGTCTGGTCTCTCATCGCAACCATTTGTT
CGGGTTATGGGCGGCCGAAGCCCTGGGATTGACCGGGGCCGACGCGGAAACCT
ATGCCCGGGGCGTGGTCGAAGTCGAACTGACCGCCCGGGGCGAGGATGCGGTG
ATCGGCCGGGTTCTCGGCGATCTCGCGGCCCGGGGCATTGATATCGGTGAAGG
TCGGCTGCGCATCAAGCTTGAGAAATGTCAGGGGCAGGCCGAGGCCCGCGAAA
GGGCCCACCCCCGCGAGCCGTTCIBBGAGTGGCTTGAAAAG 3

Disefio de cebadores
El disefio de cebadores para amplificar el gen Rru_A0714 se hizo de forma manual,
ademas, se agregaron sitios de corte para las enzimas Ndel (5’CATATG 37) 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 Ndel y BamHl.
Con ayuda de la herramienta en linea Tm Calculator (disponible en:
https://tmcalculator.neb.com/#!/main), se determin6 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
solo 4 °C entre ellas, ademas los porcentajes de GC calculados son de 45% y 55%,
respectivamente (en verde se muestran los sitios de corte para las enzimas de restriccion):

Sentido: 5’'CATATGAGCAATGTCTTTGACGACCGCAAGA 3
Antisentido: 5" GGATCCCTTTTCAAGCCACTCTCAGAACGGC 3

La longitud esperada del amplicon que incluye la zonas del sitio de restriccion es de
363 bp.

Extraccién y cuantificacion de DNA gendmico de R. rubrum

Se utilizaron 10 mg (peso humedo) 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 oxigeno y presencia de luz, utilizando una lampara de
tungsteno de 40 W a 30 cm de distancia). La obtencion de DNA gendmico se realiz6 mediante
el kit Wizard® de Promega, siguiendo el protocolo del fabricante.

La cuantificacion y pureza se determiné espectrofotométricamente por absorbencia a
230, 260, 280 y 320 nm. Esto se realiz6 en una celda de cuarzo utilizando como blanco agua
miliQ y para las determinaciones una dilucion 1:100 del DNA gendmico de R. rubrum. Se
obtuvieron 23.2 pg de DNA genodmico a partir de los 10 mg de células.

Amplificacion de Rru_A0714 mediante PCR

La mezcla de reaccion de PCR se prepar6 con los siguientes componentes: cebadores
forward y reverse diluidos a una concentracién de trabajo de 10 pmol/uL, Pfu-DNA
polimerasa de BioBasic® (que tiene una concentracion de 5U/uUL y que se recomienda usar
1.25 U/50 pL de volumen de reaccion) junto con su buffer 10x (200 mM Tris-HCI, pH 8.8,
100 mM de KCI, 100 mM de (NH4)2SOs, Triton X-100 1% y 1 mg/mL de BSA), dNTPs a
una concentracion final de 0.2 mM y 1 ng de DNA gendmico de R. rubrum como molde.
Todos los componentes se mantuvieron en hielo durante la preparacion de la mezcla.

La amplificacion se realizé 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 condicion de amplificacion para el gen
Rru_A0714:

Programa de termociclado

Desnaturalizacion inicial ------------=-=-=------- 95 °C/5 min/x1
Desnaturalizacion -----------=-=-=-==emnmnmnuv-- 95 °C/30 seg/x35
Alineamiento ---------------=---mmommmm oo A °C/30 seg/x35


https://tmcalculator.neb.com/#!/main

Elongacion ----------===-mnmmmmmmmmo oo 72 °C/30 seg/x35
Elongacion final - e Rt EEE PR 72 °C/10 min/x1

La temperatura de alineamiento en la que se observé un producto de PCR mas
enriquecido fue 58 °C, por lo que es la que se utilizé para experimentos posteriores.

Visualizacion del amplicén Rru_A0714 en gel de agarosa

Se preparo6 un gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 5x, pH 8.2 (Tris 53.9 ¢g/L, 4cido
borico 27.51 g/L, EDTA 20 mL/L a 0.5 M, pH 8). Se cargaron 2 pL de marcador de peso
molecular (mpm), 10 uL de cada reaccién de PCR + 2 pL de amortiguador de carga 6x y un
control negativo de PCR al que no se le afiadi6 DNA polimerasa. Se corrié a 4 °C en una
camara de electroforesis a 90 V (voltaje constante) durante 1h 10 min, usando TBE como
amortiguador de corrida. El gel se tifié con bromuro de etidio y se visualizo exponiéndolo a
luz UV.

Purificacion y secuenciacion de Rru_A0714

Se afiadieron 6 pL de amortiguador de carga 6x a 16.7 ug (30 pL) del amplicon
obtenido a una temperatura de alineamiento de 58 °C y la mezcla se carg6 en un gel de
agarosa al 1%, el cual se corrio, tifid y visualiz6 tal como se describié anteriormente. Se
escindio la banda y se purificé mediante el kit QIAquick® de QIAGEN, siguiendo el
protocolo del fabricante.

La purezay concentracion del DNA purificado se determin6 midiendo la absorbencia
a 230, 260, 280 y 320 nm. Ademas, se hizo una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%,
utilizando 10 pL de PCR purificado + 2 puL de amortiguador de carga 6x, el cual se corrio a
90 V durante 1h 20 min y se tifio y visualiz6 tal como se ha descrito anteriormente.

El amplicon fue secuenciado en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, utilizando los cebadores especificos para el gen Rru_A0714.

Clonacion de Rru_A0714 en pJETL1.2 blunt y transformacion de E. coli DH5a,

El gen Rru_A0714 previamente purificado fue clonado en el plasmido pJET1.2 blunt,
para su posterior subclonacién en los vectores de expresion pT7-7 y pET3a. Las
construcciones fueron utilizadas para transformar células competentes de E. coli DH5a.

Para ligar Rru_A0714 al pJET1.2 blunt se utiliz6 una relacion inserto-vector 14:1,
posteriormente la transformacion con la construccion pJET1.2/Rru_A0714 se realizd
mediante choque térmico en células competentes de E. coli DH5a previamente tratadas con
CaCl, y almacenadas a -70 °C.

Extraccion de DNA plasmidico (pJET1.2/Rru_A0714) a partir de células
transformantes
Se seleccionaron colonias transformantes de E. coli DH5a pJET1.2/Rru_A0714 y

cada una fue crecida en 2 mL de LB/ampicilina (100 pg/mL) durante toda la noche, a 37 °C
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y 180 rpm. Estos cultivos se utilizaron para extraer DNA plasmidico por el método de lisis
alcalina (Green y Sambrook, 2016).

Digestion, visualizacion de las construcciones pJET1.2/Rru_A0714 vy
secuenciacion

Los plasmidos purificados a partir de las colonias transformantes E. coli DH5a
pJET1.2/Rru_AOQ0714 fueron digeridos con Bglll; las mezclas de digestion se prepararon en
microtubos de plastico. 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 restriccion, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 %, el cual se
tifid con bromuro de etidio, como fue descrito anteriormente. Se cargaron los 20 pL de cada
una de las digestiones (mezcladas con 4 pL de amortiguador de carga 6x) y el marcador de
peso molecular.

Uno de los candidatos de la construccion pJET1.2/Rru_A0714 fue seleccionado y
enviado a secuenciar para confirmar la identidad del inserto y descartar cualquier alteracién
de la secuencia nucleotidica con respecto a la reportada. La secuenciacion se realizo en la
Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, utilizando los cebadores
especificos para el promotor T7, el cual esté presente en el vector de clonacion.

Subclonacion de Rru_A0714 en pT7-7 y pET3a y transformacion de E. coli
DHS5a

Una vez verificada la secuencia del inserto Rru_A0714 en el plasmido pJET1.2, la
construccién se digirié con Ndel y BamHI vy el inserto se purificé utilizando los protocolos
antes mencionados. El gen Rru_A0714 purificado fue subclonado en el vector de expresion
pT7-7, sin embargo, para la ligacién primero fue necesario digerir (con Ndel y BamHI) el
plasmido pT7-7 y purificarlo utilizando los protocolos antes mencionados.

La ligacion del fragmento correspondiente al gen Rru_AO0714 en el vector de
expresion pT7-7 se repitié en méas de 10 ocasiones, ya que la mayoria de las construcciones
putativas pT7-7/Rru_A0714 obtenidas mostraron fragmentos de restriccion incongruentes
con la secuencia del gen y del plasmido, mientras que en las pocas construcciones que si
mostraron un mapa de restriccién congruente, la secuenciacion revelé que el gen clonado
correspondia a la subunidad { de P. denitrificans o de Sinorhizobium meliloti (datos no
mostrados), probablemente por alguna contaminacion durante el proceso de clonacién o de
transformacion (para mas detalles ver “Dificultades asociadas a la subclonacion del gen
Rru A0714 en un vector de expresion” de la seccion de “Discusion”)

Los resultados negativos de la clonacion de Rru_AOQ0714 en el plasmido pT7-7
motivaron a cambiar de vector de expresion, por lo que ahora se intent6 clonar en el plasmido
pET3a, obteniendo mapas de restriccion inesperados y construcciones poco concluyentes, tal
como sucedié en el pT7-7 (datos no mostrados). Finalmente, se opt6 por comprar la
construccién pET3a/Rru_A0714, la cual se pidié a la compafiia biotecnoldgica GenScript®,

desafortunadamente, ain no se tiene fecha de entrega, por lo que los experimentos de
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sobreexpresion y ensayos de inhibicion utilizando la proteina Rr{ no podrén ser tratados en
el presente trabajo y los experimentos concluyentes con respecto a la subunidad Rr{ estaran
limitados a la obtencion de la construccion pJET1.2/Rru_A0714.
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Resultados

Analisis estructural comparativo de la proteina

El alineamiento entre las 5 a-proteobacterias estudiadas (R. sphaeroides, R. rubrum,
R. capsulatus, P. denitrificans y Jannaschia sp.) multiple mostrd que la proteina Rr( es la
subunidad maés larga de todas las proteinas comparadas, con 112 aminoacidos, ademas, es la
Unica cuya secuencia contiene un residuo de Cys en su composicion. Esta Cys se ubica en la
posicién 96 de la region C-terminal (Fig. 17 A). EI maximo porcentaje de identidad se
observo entre las subunidades RsC y JsC (62 %), mientras que los niveles de identidad mas
bajos (entre 30 % y 40 %) ocurrieron en las comparaciones de la subunidad Rr{ con las demas
proteinas (, entre RsC y Pd( se obtuvo un 58 % de identidad (Fig. 17 A 'y B), lo cual se ve
reflejado en el arbol filogenético construido por el método de unién de vecinos (Fig. 17 C).
La region N-terminal de todas las proteinas ( analizadas es la mas conservada y la
comparacion de sélo los primeros 20 residuos gener6 un incremento en los porcentajes de
identidad, que llegaron hasta el 90 %, en el caso de las proteinas RsC y Pd( (Fig. 18 By D).
Predeciblemente, los niveles de similitud entre las secuencias superaron a los niveles de
identidad. En este sentido la proteina Rs( tiene una similitud del 54 % con la proteina Pd(,
entre Rs{ y Pd{ hay una similitud del 77 % y entre RsC y RcC la similitud es del 65 %.
Finalmente, hay un total de 22 residuos conservados en las 5 secuencias analizadas: F5, D6,
D7, R8, Al1, 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 region N-terminal.
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Figura 17. En el panel A se muestra el alineamiento multiple de la subunidad ¢ de 5 a-proteobacterias: R.
rubrum (1), R. sphaeroides (2), Jannaschia sp. (3), P. denitrificans (4) y R. capsulatus (5), la flecha roja sefiala
la C96 de la subunidad Rr(, la tinica secuencia con Cys en su composicion. Los residuos mas 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 rectangulos rojos sefialan los porcentajes de identidad
entre Pd( y Rr{ y entre Pd{ y Rs(, C, &rbol filogenético de las subunidades ( analizadas, construido por el
método de unidn de vecinos. Se observa una clara agrupacion de acuerdo al orden al que pertenece cada bacteria
(Rhodobacterales y Rhodospirillales). Las dos ramas iniciales del arbol (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.
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Figura 18. Alineamiento multiple de los primeros 20 residuos N-terminal de las 5 secuencias subunidad ¢,
correspondientes a las a-proteobacterias: R. rubrum (1), R. sphaeroides (2), Jannaschia sp. (3), P. denitrificans
(4) y R. capsulatus (5). El codigo de colores es el mismo que la figura 1. B, matriz de los valores de identidad
del alineamiento. Los rectangulos rojos sefialan los porcentajes de identidad entre Pd{y Rr{ y entre Pd{y Rs,

Las estructuras de las proteinas Rr{ y Rs( generadas in silico utilizaron como molde
la estructura de subunidad  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
proteinas realmente son homologas a Pd{ y que es altamente probable que las proteinas Rr(
y RsC adopten la conformacion tridimensional modelada. Las estructuras generadas presentan
las 4 a-hélices descritas en P. denitrificans, sin embargo, Rr{ cuenta con un giro a-helicoidal
de 3 residuos (182-D83-184) entre las hélices a3 y 04, el cual estd ausente en la subunidad {
de P. denitrificans, ademas, la a-hélice 4 de Rr{ y Rs( esta interrumpida en la mitad por un
residuo C96 y L92, respectivamente, de estructura desordenada. A este Gltimo respecto, los
datos de prediccion de estructura obtenidos con Phyre?, sefialan, con un alto nivel de
confianza, que esta region de estructura desordenada corresponde, en realidad, a una a-hélice
(Fig. 19). La superposicion de Rr{ y RsC con uno de los conférmeros de la subunidad  de
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P. denitrificans muestra una RMSD de 0.956 A y 0.916 A, respectivamente, lo que refleja
gran similitud estructural (Fig. 19).

Superposicion
PdT x Rr{x Rs{

PdZ (PDB: 2LL0) Rrl (WP_011388472) RsZ (WP_002719280)

Figura 19. Estructura tridimensional de la proteina Pd{ (azul) de P. denitrificans obtenida por NMR (Serrano
et al., 2014) y modelos estructurales de Rr( (rosa) y Rs( (morado) generados in silico con Phyre2, solos o
sobrepuestos con Pd{. En verde se sefialan los primeros 14 residuos de la region inhibitoria N-terminal, en cian
se sefialan los residuos Rr{C96 y Rs{L.95, los cuales carecen de estructura definida y cortan a la mitad la hélice
4 de Rr{ y Rs(, respectivamente. PdCL95 también se marca en cian, sin embargo, en este caso adopta una
conformacion de a-hélice. En amarillo se sefiala el giro a-helicoidal 182-D83-184 extra de Rr{, el cual se
encuentra entre las hélices 3 y 4 y esta ausente en Pd{ y RsC. La superposicion de las subunidades Pdl, Rr{ y
Rs{ mantiene el mismo codigo de colores que el de las subunidades individuales. Figura realizada con UCSF
Chimera.

Transformacion de E. coli DH5a con la construccion pET3a/RSP 2125,
digestion y visualizacion en gel de agarosa

Se transformé la cepa de E. coli DH5a con el plasmido pET3a/RSP_2125 vy se
seleccionaron colonias para la preparacion de gliceroles y extraccion de DNA plasmidico.
Este DNA fue digerido con BamHI y Ndel. EI mapa de restriccion de los plasmidos mostro
los fragmentos correspondientes al gen RSP_2125 (330 bp) y al pET3a vacio (4640 bp). El
plasmido 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 digestion con BamHI y Ndel de las construcciones
PET3a/RSP_2125 transformado en E. coli DH5a. Se observan fragmentos de ~ 4640 bp, los cuales
corresponden al vector de expresion lineal y fragmentos de 330 bp, los cuales corresponden al gen RSP_2125.

Transformacion de E. coli BL21(DE3)-pLysS con la construccion
pPET3a/RSP_2125, digestion y visualizacion en gel de agarosa

Se utilizo el plasmido pET3a/RSP_2125 obtenido de una colonia transformante de E.
coli DHS5o 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 plasmidico y digerir con Ndel y
Hindll. Los plasmidos provenientes de las colonias presentaron un mapa de restriccion
acorde a lo esperado (Fig. 21). La secuenciacién del plasmido proveniente de una de las
colonias transformantes confirmé que este corresponde al gen RSP_2125 clonado en el
vector pET3a. Esta colonia fue seleccionada para experimentos subsecuentes de induccion y
purificacion de la proteina RsC.
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MPM & MPM

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de las construcciones pET3a/RSP_2125 digeridas con
Hindlll y Ndel. Se observa una banda en ~811 bp, la cual corresponde al gen RSP_2125 mas 448 bp del MCS.

Pruebas de induccion con IPTG

Para conocer la concentracion de IPTG 6ptima de induccion para la expresion de la
proteina Rs{, se hicieron ensayos utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0.1, 0.2,
0.3, 0.5y 0.75 mM). En la Fig. 18 se muestra como hay una proteina del peso molecular de
Rs( y que responde a la adicién de IPTG. Por densitometria se determind que 0.3 mM es la
concentracion dptima para sobreexpresar a la proteina Rs(, pues logra un incremento 2 veces
mayor con respecto al cultivo incubado en ausencia de IPTG (Fig. 22 y tabla 2).
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Figura 22. Electroforesis en gel de poliacrilamida (15 %) tefiido con azul de Coomassie de extractos de células
completas inducidas con diferentes concentraciones de IPTG. Mediante densitometria se determin6 que 0.3 mM
de IPTG da lugar a una induccion 2 veces mayor con respecto al estado basal sin inducir (carril 1). En cada
carril se cargd 1 mg de células completas (resupendidas en 10 pL de agua destilada y desionizada (MiliQ).

Tabla 2. Niveles de sobreexpresion de la proteina Rs( tras inducir toda la noche (16 h) con
diferentes concentraciones de IPTG.

Concentracién de IPTG (mM) Nivel de induccion con respecto al
control sin inducir (nGmero de veces)
0.1 1.66
0.2 1.62
0.3 2.00
0.5 1.80
0.75 2.22

Purificacion de la proteina Rsg

La purificacion de la proteina Rs{ por precipitacion salina con sulfato de amonio,
cromatografia de intercambio idnico en una columna DEAE, separacion por membranas
Amicon y cromatografia de exclusion molecular en una columna Superdex 75, condujo a la
obtencion de 350 pg de proteina pura a partir de 4 L de cultivo. Sin embargo, esta cantidad
corresponde solo a la proteina de la fraccion mas pura del Gltimo paso de purificacion, la
cromatografia de exclusion molecular. Desafortunadamente, al tratar de purificar ain mas las
fracciones no tan puras del ultimo paso, la muestra se perdio 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 Schéagger-Von Jagow de
poliacrilamida (tefiidos con azul de Coomassie) correspondientes a la induccion de la
expresion de RsC con IPTG, la precipitacion con sulfato de amonio, la separacion por
cromatografia de intercambio idnico y la separacion y concentracion por membranas
Amicon, respectivamente, mientras que en las figuras 27 y 28 se muestran los geles
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Schagger-Von Jagow correspondientes a la separacion por cromatografia de exclusion
molecular. Todos los geles corresponden a una sola purificacion. Cabe mencionar que la
proteina Rs{ tiene un punto isoeléctrico (PI) tedrico de 4.95 (calculado en Expasy; Gasteiger
et al., 2005) y su elusion en la cromatografia de intercambio aniénico (resina DEAE), se
esperaba en las fracciones con una concentracion de fosfato de potasio de 300 mM y 350
mM, como se ha observado para la proteina Pd{ (Mendoza-Hoffmann et al., 2018; Zarco-
Zavala et al., 2014). Sin embargo, inesperadamente, la proteina Rs{ eluyo en los lavados con
amortiguador B (fosfato de potasio 20 mM, pH 7).

Induccién con IPTG 0.3 mM
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Figura 23. Gel de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. En cada carril se cargd 1 mg de células
completas (resupendidas en 10 uL 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
concentracion de IPTG. El rectangulo rojo enmarca la proteina { de R. sphaeroides (Rs(), la cual tiene una masa
de 11.88 kDa.
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Etapa de purificacion
|

Precipitagién salina ‘

Figura 24. Gel de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido por
sonicacion (pre-salting out); B, pastilla post-salting out al 50 % de saturacidn con sulfato de amonio; C,
sobrenadante post-salting out al 50 % de saturacidn con sulfato de amonio; D, pastilla post-salting out al 80 %
de saturacion con sulfato de amonio; E, sobrenadante post-salting out al 80 % de saturacién con sulfato de
amonio; MPM, marcador de peso molecular. El rectingulo rojo enmarca la proteina { de R. sphaeroides (Rs(),
la cual tiene un peso de 11.88 kDa.
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Elucién con diferentes
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Figura 25. Gel de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido a un 80
% de saturacion de sulfato de amonio y dializado; MPM, marcador de peso molecular; B, volumen muerto (0
vacio) de la columna DEAE; C, lavado 1 de la columna DEAE con fosfato de potasio 20 mM, tras la union del
extracto proteico a la misma; D lavado 2 de la columna DEAE con fosfato de potasio 20 mM, tras la union del
extracto proteico a la misma; los pozos restantes corresponden a fracciones de elucion de la columna DEAE
con diferentes concentraciones de fosfato de potasio (100, 150, 180, 200 y 250 mM). El rectangulo rojo enmarca
la proteina { de R. sphaeroides (Rs(), la cual tiene una masa molecular de 11.88 kDa. Nétese que la mayor parte

de la proteina Rs{ sali6 en los lavados y no en las fracciones de elucién.

Lavado 1 + lavado 2
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Figura 26. Gel de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido tras juntar

el lavado 1y 2 de la columna DEAE en un Amicon con filtro de 30 kDa, en este carril se cargd la fraccion

retenida (proteinas arriba de 30 kDa); B, fraccion filtrada (proteinas debajo de 30 kDa) del extracto proteico
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obtenido en los lavados 1y 2, esta fraccion, ademas, se concentré en un Amicon con filtro de 10 kDa; MPM,
marcador de peso molecular. El rectangulo rojo enmarca la proteina { de R. sphaeroides (Rs(), (masa de 11.88
kDa). Cabe destacar que en carril A se observa una banda con la masa de la subunidad Rs{. Sin embargo, la
fraccion de proteinas analizadas en este carril se descartd, debido a la baja proporcién que representa la proteina
Rs( con respecto a las demas proteinas del carril y con respecto a la proporcion que representa comparandola
con la proteina Rs{ del carril B. El resto de proteinas del carril A corresponden a proteinas citosolicas de E.
coli, incluyendo la banda de 10k Da.
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Figura 27. Gel de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. A, extracto proteico obtenido tras juntar
y concentrar el lavado 1y 2 de la columna DEAE en Amicones con filtros de 30 kDa y 10 kDa (esta preparacion
se inyect6 en la columna Superdex 75); MPM, marcador de peso molecular; 8-11, fracciones de la columna
Superdex 75. El rectangulo rojo enmarca la proteina { de R. sphaeroides (Rs(), la cual tiene una masa de 11.88
kDa.
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Figura 28. Gel Schagger & Von Jagow de poliacrilamida (15 %), tefiido con azul de Coomassie. MPM,
marcador de peso molecular; 12-16, fracciones de la columna Superdex 75. El rectdngulo rojo enmarca la
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proteina { de R. sphaeroides (Rs(). La fraccion “14” se utilizo para realizar los experimentos de inhibicion de
la actividad de ATPasa.

La fraccion 14 de la cromatografia de exclusion molecular (Fig. 28) se concentro por
centrifugacion en membranas Amicon, se afiadio glicerol a una concentracion final del 20 %
y se almaceno a -70 °C hasta su uso. Se determin6 por densitometria que la subunidad Rs(
de esta fraccion tiene una pureza del 85.5 %. Esta fraccion se utiliz6 para los experimentos
de determinacidn de proteina por Lowry y de inhibicidn sobre la actividad de ATPasa de R.
sphaeroides.

Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

Se obtuvo una curva estandar con R? de 0.9965 y su ecuacion permitié determinar
que la concentracion de proteina de la fraccion 14 de la cromatografia de exclusién molecular
fue de 1.75 pg/ul, mientras que la de los cromatoforos de R. sphaeroides fue de 30.93 pg/uL.
Se obtuvo un total de 350 pg de la proteina Rs( a partir de 4 L de cultivo.

Ensayos de actividad de ATPasa e inhibicion por la proteina Rsg

La proteina Rs( si inhibe la actividad de la FiFo-ATPasa en cromatoforos de R.
sphaeroides, la estimacion lineal de inhibicion determind que 17.09 pg de RsC (1.92 uM)
reducen en un 61.83 % la actividad hidrolitica de ATPasa, de 11.44 + 1.32 nmoles de ATP
consumido/min/mg de proteina a 4.36 + 0.78 nmoles de ATP/min/mg de proteina (Fig. 29).

Los ensayos de inhibicidon con diferentes concentraciones de Rs{ mostraron una curva
cuasi-hiperbdlica (Fig. 30) similar a las de las subunidades  de P. denitrificans y Jannaschia
sp. (Zarco-Zavala et al., 2014). Sin embargo, es necesario repetir los ensayos para obtener
datos estadisticamente confiables que permitan la determinacion de la ICso, ya que la grafica
obtenida representa un duplicado de cada medicién (excepto el dltimo punto, cuya
determinacion es Unica debido a la dificultad que representa su medicion).

Actividad especifica de ATPasa en cromatoforos de
R. sphaeroides e inhibicion por Rs

0.014
Hm No inhibidor m Rs7(1.92 uM)

0.012
0.01
0.008
0.006

0.004

0.002

pmol ATP/min/mg de proteina

0

Figura 29. Ensayos de actividad de ATPasa en cromatdforos (150 ug de proteina) de R. sphaeroides. Se aprecia
el efecto inhibitorio sobre la actividad de ATPasa tras afiadir 17.09 pg de la subunidad RsC (1.92 uM; naranja),
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con respecto al control sin afiadir inhibidor, solo el volumen del amortiguador en el que se encuentra la proteina

(azul).
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Figura 30. Curva de inhibicién de la RsFiFo-ATPasa de cromatdforos de R. sphaeroides, utilizando diferentes
concentraciones de la proteina RsC. Se muestra la curva de un experimento por duplicado. El ajuste se hizo a
un modelo no lineal de inhibicién parcial no competitiva, cuya ecuacién se muestra en la tabla insertada dentro
de la gréfica (Zarco-Zavala et al., 2014). V, velocidad inicial sin inhibidor; K, ICso aparente (0.114 pM o 114
nM); A, factor de inhibicion parcial, el cual refleja el porcentaje de inhibicion remanente cuando [Rs(] tiende a

infinito (35%).
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Amplificacion y purificacion del gen Rru_A0714 Rr{

A partir de DNA gendmico de R. rubrum se amplificé por PCR el gen Rru_A0714
utilizando cebadores especificos. 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 amplicon del gen Rru_A0714 (363 bp). La banda mas enriquecida se
obtuvo con una temperatura de 58°C, por lo que se utiliz6 esta temperatura de alineamiento
para realizar las reacciones subsiguientes y purificar el producto (Fig. 31 B).

A B

RI’U_A07 14 Control bp's MPM Rru_A0714

Tas8°C

bp’s MPM 58°C 62°C 66°C 68°C 70°C (-)

1000
900

800
700
600

500

400

Gel de agarosaal 1.5%
Voltaje constante: 90V por 1h 10 min

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos por PCR a partir de DNA genémico de
R. rubrum, utilizando cebadores especificos para el gen Rru_AQ0714. A, se probaron diferentes temperaturas de
alineamiento (Ta) entre 58 °Cy 70 °C. La banda obtenida con una Ta de 58 °C fue la mas 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 QlAquick® de QIAGEN.

Clonacion de Rru_A0714 en pJET1.2 y transformacion de E. coli DH5a

El producto de PCR se cloné en el plasmido pJET1.2, se seleccionaron colonias
transformantes y se resembraron en medio liquido LB/ampicilina. El corte con Bglll de los
plasmidos dio como resultado el mapa de restriccién esperado con fragmentos de
aproximadamente 409 bp (inserto) y 2928 bp (vector) (Fig. 32). La secuenciacion de la
construccidn obtenida a partir de una de las colonias permitié confirmar que se trata del gen
que codifica para la proteina Rr{ (Rru_AO0714), clonado en el vector pJET1.2. Los
experimentos de sobreexpresion y ensayos de inhibicidn utilizando la proteina Rr{ no podran
ser tratados en el presente trabajo y los experimentos concluyentes con respecto a la
subunidad Rr{ estaran limitados a la obtencion de la construccion pJET1.2/Rru_A0714. Esto
debido a los inconvenientes para la subclonacion de Rru_A0714 en un vector de expresion
(mas detalles en “Dificultades asociadas a la subclonacion del gen Rru_ A0714 en un vector
de expresion” de la seccion de “Discusion”). Sin embargo, informacion valiosa sobre esta
proteina hipotética ha sido obtenida a través de andlisis estructurales comparativos y
modelado in silico (ver: “Analisis estructural comparativo de la proteina “ de la seccion de
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“Resultados” y “Comparacion estructural de las diferentes subunidades { e hipdtesis
evolutiva” de la seccion de “Discusion™).
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P 3'000pJET1.2
2,228 pb
- 2,000
- 1,500
1,000 - 1,000
900
800
700
600
500 - 500
Rru_A0714:
400 409 pb

300

200

Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa (1.5 %) de los plasmidos pJET1.2/Rru_A0714 digeridos con Bglll.
Se observan las bandas esperadas de aproximadamente 409 bp y de 2928 bp, las cuales corresponden al inserto
Rru_A0714 y al plasmido, respectivamente. El corte con Bglll le afiade 46 bp y se las resta al pJET1.2.
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Discusion

Inhibicién de la ATPasa por la subunidad Rs{

Los ensayos de inhibicion con la proteina Rs{ sobre la actividad hidrolitica de la F1Fo-
ATPasa en cromatoforos de R. sphaeroides revelaron, por primera vez, que la subunidad
actua como inhibidor en las a-proteobacerias fotosintéticas, lo cual se sospechaba gracias a
analisis comparativos a nivel de estructura primaria de la subunidad { de a-proteobacerias
(Zarco-Zavala et al., 2014), a los modelos estructurales realizados en el presente trabajo y a
los experimentos de inhibicion la actividad de ATPasa por las proteinas Pd( y JsC (Zarco-
Zavala et al., 2014). La adicion de 17.09 pg (1.92 uM) de la subunidad inhibitoria Rs a 150
pg de cromatdforos (proteina) generaron una disminucion del 61.83 % en la actividad
hidrolitica de la ATPasa. Se ha determinado que un modelo de inhibicion no competitiva
parcial es el que mejor se ajusta a la inhibicion de la proteina C sobre la actividad de ATPasa,
donde la ICsq representa la concentracion de inhibidor que reduce la tasa catalitica inicial sin
inhibidor (Vo) en un 50 % (Zarco-Zavala et al., 2014), por lo que se hicieron ensayos de
inhibicion utilizando diferentes concentraciones de la proteina RsC. En resumen, se observa
un patron general de inhibicién similar al reportado para las subunidades Pd( y JsC (Zarco-
Zavala et al., 2014), con las gque se encontr6 una ICsp aparente de 0.2 pM, mientras que para
Rs( la ICsp aparente es de ~ 0.114 uM (Fig. 29 C), este valor es similar a la Pd(, con la
diferencia que en Pd( la inhibicion es total y en RsFiFo la inhibicion es parcial,
probablemente debido a alguna otra actividad residual inespecifica de ATPasa en el caso de
Rs{. La gran similitud estructural entre Rs{ y Pd{, permite sugerir que es posible que las
constantes de inhibicidn de la proteina RsC sean similares a las reportadas para Pd( y JsC
(Zarco-Zavala et al., 2014). Sin embargo, esto debe ser confirmado tras la obtencion de mas
datos cinéticos de titulacion y reconstitucion homologa de la Rs{ en la RsF1Fo-ATPasa de
cromatéforos.

La confirmacion de la funcion inhibitoria de la proteina Rs( sobre la RsFiFo-ATPasa
incrementa el nimero de proteinas C en las que se ha observado un efecto de inhibicion
homologa sobre la ATPasa, sumandose a la Pd{ (Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et
al., 2014). Esto es importante porque, a pesar de que el marco abierto de lectura (ORF) de la
proteina C estd conservado en la clase de las a-proteobacterias, estudios de inhibicion de la
ATPasa utilizando la proteina { de bacterias Rhizobiales, han revelado la pérdida de la
funcién inhibitoria (Mendoza-Hoffmann, tesis de Doctorado, 2018).

La relevancia fisiologica de la subunidad C ha sido descrita en P. denitrificans, donde
se mostrd que es una proteina esencial para evitar el consumo deletéreo de ATP, asociado a
un crecimiento reducido y mas lento en medio respiratorio. Ademas, se determino que es un
inhibidor unidireccional, con un efecto nulo sobre la sintesis de ATP, por lo tanto,
favoreciendo el crecimiento oxidativo y mejorando la bioenergética celular (Mendoza-
Hoffmann et al., 2018). En ¢l caso de la subunidad Rs{ de R. sphaeroides, se puede esperar
que la delecion de la subunidad { también tenga un efecto deletéreo sobre el crecimiento, ya
que es una bacteria cercanamente emparentada a P. denitrificans y, al igual que la subunidad

Pd(, la subunidad Rs(C tiene actividad inhibitoria sobre la hidrolisis de ATP por la ATPasa.
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A diferencia de P. denitrificans, este efecto podria ser observado no sélo en condiciones
respiratorias, sino también en condiciones fotoautotréficas y en presencia de una fuente de
carbono no fermentable donde el aporte de energia proviene principalmente de la
fotofosforilacion dependiente de la ATP sintasa. En condiciones fotoheterétroficas, esto se
debe a que la actividad de la a-cetoglutarato deshidrogenasa es muy baja, hasta 5 veces menor
que en condiciones aerobias (Beatty y Gest, 1981), lo que provoca que el aporte de energia a
través de la oxidacion de compuestos reducidos del carbono tenga un impacto menor
(McEwan, 1994).

Ademas, también se espera que la subunidad Rs tenga un efecto unidireccional sobre
la ATPasa, similar al reportado en P. denitrificans, debido a la gran similitud estructural entre
las proteinas Rs{ y PdC y al alto grado de parentesco entre ambas especies. De hecho, este
efecto de unidireccionalidad podria esperarse en otras a-proteobacterias fotosintéticas, como
R. capsulatus y R.rubrum, cuyas proteinas { conservan un alto grado de identidad de
secuencia y similitud estructural, respectivamente, con el inhibidor Pd(, 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 RsFiFo-ATPasa en presencia de concentraciones saturantes del
inhibidor Rs(.

La similitud estructural y de secuencia entre la regién N-terminal inhibitoria de Pd(
con la region inhibitoria de la subunidad IF; (hay una similitud de secuencia mayor al 50 %
entre las regiones inhibitorias de ambas proteinas; de la Rosa-Morales, 2005), aunado a que
las subunidades IF: y € (al igual que la proteina {) se unen a la region opp/Bop/y en la ATPasa
(Cingolani y Duncan, 2011; Garcia-Trejo et al., 2016; Gledhill et al., 2007; Morales-Rios et
al., 2015), sugieren que IF1 y € también actiian como inhibidores unidireccionales (Mendoza-
Hoffmann et al., 2018). Sin embargo, algunos estudios apoyan un efecto bidireccional de I1F;
(Gémez-Puyou et al., 1979; Tuena et al., 1983; Garcia-Bermudez et al., 2015) y ¢ (Lino et
al., 2009; Masaike et al., 2006), mientras que otros sugieren unidireccionalidad, tanto de IF;
(Pullman y Monroy,1963; Schwerzmann y Pedersen 1986) como de la subunidad € (Suzuki
et al., 2003; Tsunoda et al., 2001), por lo que definir el papel de IF1y € sobre la sintesis de
ATP queda abierto a trabajo futuro (Mendoza-Hoffmann et al., 2018).

Actividad hidrolitica de la ATPasa

La actividad hidrolitica especifica de la ATPasa obtenida en esta tesis, para los
cromatoforos de R. sphaeroides, es de 11.44 + 1.32 nmoles de ATP hidrolizado/min/mg de
proteina, utilizando ATP-Mg?* como sustrato y LDAO al 0.15% como activador. Diferentes
trabajos han determinado la actividad especifica de la ATPasa de R. sphaeroides. Sin
embargo, existen variaciones importantes en las condiciones y métodos de determinacion.
Miller y colaboradores (1982) obtuvieron un valor de actividad especifica de 3
umoles/min/mg de proteina en cromatoforos de R. sphaeroides, utilizando ATP-Ca?* como

sustrato, mientras que Kaiser y Oelze (1980) obtuvieron un valor ~50 nmol/min/mg de
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proteina, utilizando ATP-Mg?* como sustrato. Los ensayos de actividad del presente trabajo
y de los trabajos de Muller 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 especifica de ATPasa
pueden ser atribuidas a otros factores.

Se sabe que el Ca?" activa unas 60 veces o mas la actividad de ATPasa de las a-
proteobacterias fotosintéticas como R. rubrum (Maldonado et al., 1998), por lo que en el
trabajo de Muiller et al. (1982) se podria esperar una actividad especifica de ATPasa de 50
nmol/min/mg de proteina utilizando ATP-Mg?* como sustrato. Este valor esperado
corresponde al valor experimental obtenido por Kaiser y Oelze (1980), donde si se utiliz6
ATP-Mg?* como sustrato. Esto implica que el valor de actividad especifica de ATPasa
obtenido en el presente trabajo es ~4.4 veces mas bajo que los valores reportados por Miller
et al. (1982) y Kaiser y Oelze (1980). Ademas, si se considera que en el presente trabajo se
utiliz6 LDAO como activador, las diferencias son aun mayores. En cromatéforos de R.
rubrum se ha reportado que la adicién de LDAO incrementa la actividad de la ATPasa de 3
a 5 veces (Montero-Lomeli y Dreyfus, 1987), por lo que, en un escenario conservador, el
valor de actividad especifica de ATPasa en cromatoforos de R. sphaeroides obtenido en el
presente trabajo seria de 3.81 nmoles de ATP hidrolizado/min/mg de proteina en ausencia de
LDAO. Bajo esta consideracion, el valor de actividad especifica de ATPasa del presente
trabajo estaria ~13 veces por debajo de los valores previamente reportados para los
cromatoforos de esta bacteria (Kaiser y Oelze 1980; Muller et al. 1982). Es probable que la
actividad especifica del presente trabajo sea menor debido a que, tras su preparacion, los
cromatoforos de R. sphaeroides fueron almacenados por varios meses a -70°C hasta su uso,
mientras que en los trabajos previos (Kaiser y Oelze 1980; Miiller et al. 1982) se usaron
cromatdforos recién preparados y que nunca fueron congelados. Se ha observado que la
actividad de la ATPasa en cromatdforos de R rubrum disminuye a medida que transcurren
los dias tras la preparacion de los cromatoforos, por lo que es recomendable hacer los ensayos
de actividad inmediatamente después de su obtencion (Dra. Romero Alvarez, comunicacion
personal).

En PSB de P. denitrificans, una preparacion membranal similar a las particulas
submitocondriales (PSM), la actividad hidrolitica especifica de ATPasa (determinada con un
ensayo equivalente al utilizado en los cromatéforos de R. sphaeroides del presente trabajo)
es de ~400 nmoles/min/mg de proteina (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; Muller et al. 1982). Sin embargo, estos datos cobran
sentido si se toma en cuenta que existen solamente 2 ATPasas y 8 complejos 11 (cytbci) por
cada cromatdforo en R. sphaeroides, segun estimaciones derivadas de analisis protedmicos
cuantitativos, microscopia electronica y microscopia de fuerza atdbmica (Cartron et al. 2014),
mientras que en SBPs de P. denitrificans, la ATPasa es una enzima fuertemente enriquecida,

superando en proporcion a los complejos respiratorios Il y 1V (Morales-Rios 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
proteina total corresponde a la PdFi1Fo-ATPasa (Carlos Chavez y José J. Garcia-Trejo, datos
no publicados). Por lo tanto, si en PSB de P. denitrificans hay por ejemplo de 10 a 50 veces
mas ATPasas que en los cromatéforos de R. sphaeroides, se esperaria una actividad
especifica en cromatoforos ~10 a 50 veces menor que en PSBs, lo cual concuerda con los
resultados previamente reportados (Kaiser y Oelze 1980; Miller et al. 1982) y los resultados
del presente trabajo, respectivamente. Debido a la baja actividad de ATPasa del presente
trabajo, es mas probable que la cantidad de ATPasas en PSBs sea 10 veces mayor que en
cromatdforos y no 50 veces mayor. Sin embrago, las diferencias de actividad también pueden
ser atribuidas a variaciones en las constantes cinéticas intrinsecas a cada enzima, por ejemplo,
la eficiencia catalitica (Kcat/Km). A este Ultimo respecto, mas datos cinéticos (en las mismas
condiciones de medicion) deben ser obtenidos.

En resumen, la actividad hidrolitica de ATPasa observada en los cromatdforos de R.
sphaeroides del presente trabajo se encuentra por debajo del valor esperado segun reportes
previos para la enzima de esta bacteria (Kaiser and Oelze, 1980; Miller et al., 1982), lo cual
es atribuido al uso de cromatoforos previamente congelados y almacenados. Ademas, se
estima que hay 2 ATPasas por cada cromatéforo de R. sphaeroides (Cartron et al. 2014),
mientras que la ATPasa es una proteina enriquecida en PSB de P. denitrificans (Morales-
Rios et al., 2010). Tras comparar la actividad de ATPasa entre PSB de P. denitrificans
(Mendoza-Hoffmann et al., 2018) y cromat6foros de R. sphaeroides (Kaiser and Oelze, 1980;
Mdller et al., 1982), se sugiere que hay 10 veces mas ATPasas en PSB que en los
cromatoforos.

Comparacion estructural de las diferentes subunidades e hipotesis evolutiva

La mayor parte de aminoacidos conservados (9 de 22) en las subunidades  analizadas
se encuentran en los primeros 20 residuos de la region N-terminal, lo cual refleja la
importancia funcional de esta regién y cuyo requerimiento para la inhibicion de la actividad
de ATPasa ha sido demostrado en P. denitrificans y Jannaschia sp. (Zarco-Zavala et al.,
2014). Ademas, los alineamientos revelaron que, de las secuencias analizadas, la subunidad
Rr( es la unica con una cisteina en su composicion, particularmente la Cys96 de la region C-
terminal, un residuo que también ha sido observado en la secuencia de la a-proteobacteria
rizobial Methylobacterium radiotolerans (Zarco-Zavala et al., 2014), sin embargo, se
desconoce si Cys96 juega un papel relevante en el mecanismo de inhibicién.

Un analisis mas profundo reveld6 que de 100 secuencias de la subunidad (,
pertenecientes a a-proteobacterias del orden Rhodospirillales, solo 2 tienen Cys96 en su
composicion, por lo que este es un residuo no conservado (Anexo I). En contraste, la
secuencia consenso revel6 que en la posicion 96 se conserva un residuo de Leu (frecuencia
del 79 %). Cys y Leu son aminoacidos con caracteristicas fisicoquimicas diferentes, el
primero es polar y el segundo no polar, lo que sugiere que las proteinas que tienen Cys pueden
tener caracteristicas diferentes. Sin embargo, en general, todas las secuencias son muy

similares, por ejemplo, hay una identidad y similitud del 50 %y 70 %, respectivamente, entre
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la secuencia consenso de la proteina { de Rhodospirillales y la proteina Rr{ de R. rubrum. En
conjunto, el hecho de que la Cys96 no esta conservada y la alta similitud e identidad entre
las subunidades { de diferentes bacterias del orden Rhodospirillales, sugieren que la presencia
de Cys96 en la proteina Rr( puede ser un evento irrelevante para la funcion y/o regulacion
de la actividad de la ATPasa.

Sin embargo, en caso de que Cys96 tenga un papel relevante para ejercer su funcion,
es posible que éste se relacione con las etapas iniciales de anclaje de la subunidad Rr{ a su
sitio de union en la ATPasa. Esto debido a que la region C-terminal de la subunidad Pd( esta
relacionada con el anclaje inicial y mantenimiento de la proteina { en su posicion final en la
ATPasa. El modelo de inhibicion en P. denitrificans (Garcia-Trejo et al., 2016) muestra que
hay mas contactos entre la region C-terminal de la subunidad Pd( y la F1-ATPasa durante las
etapas iniciales de inhibicion que durante las etapas finales. Ademas, la sobreposicion del
modelo estructural de Rr{ (del presente trabajo) sobre la subunidad Pd{ en la estructura
cristalogréfica de la ATPasa inhibida de P. denitrificans (PDB: 5DN6, Morales-Rios et al.,
2015, datos no mostrados), determind que, en su posicion final, Cys96 se encuentra a una
distancia relativamente alejada (> 20 A) de cualquier contacto posible con las subunidades
mas cercanas, € o b.

Los modelos estructurales de Rr{ y Rs{ generados en el presente trabajo revelaron
una homologia estructural significativa con la subunidad Pd(, lo cual se vio reflejado en la
puntuacion de confianza del 100 % y en la RMSD obtenida tras la superposicion entre Rrl-
PdC y entre RsC -Pdl. Esto significa que es altamente probable que las proteinas Rrl y Rs(
adopten la conformacién tridimensional modelada y que tengan una funcion inhibitoria sobre
la ATPasa. De hecho, esta Gltima prediccion se pudo confirmar experimentalmente en la
proteina RsC. Cabe destacar que, de las secuencias proteicas comparadas, la subunidad Rr{
es la mas diferente, con un porcentaje de identidad entre el 39.62 % y el 29.81 %, al
compararla con las proteinas Rs{ y Rc(, respectivamente. A pesar de ello, su modelo
estructural reveld un gran nivel de similitud con la subunidad Pd(, donde la actividad
inhibitoria sobre la ATPasa ha sido bien caracterizada (de la Rosa-Morales, 2005; Morales-
Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014; Garcia-Trejo et al., 2016; Mendoza-Hoffmann
et al., 2018), lo cual sugiere que, no solo la secuencia, sino también la estructura
tridimensional de la subunidad ( esta fuertemente conservada entre o-proteobacterias, tal
como ha sido propuesto por Serrano et al. (2014) y, ademas, apoya la hipétesis de que la
subunidad ( es el inhibidor enddgeno de la ATPasa en este grupo de bacterias (Mendoza-
Hoffmann, 2018; Morales-Rios et al., 2010; Zarco-Zavala et al., 2014).

Esta dltima aseveracion estd fundada en busquedas exhaustivas por BLAST, las
cuales han revelado que la subunidad { estd conservada y es exclusiva del grupo de las a-
proteobacterias (Mendoza-Hoffmann, tesis Doctorado, 2018; Zarco-Zavala et al., 2014).
Ademaés, considerando que el grupo de las a-proteobacterias se encuentra en una posicion
basal con respecto a las clases B-proteobacteria, y-proteobacteria y Acidithiobacillia (Gupta,
2000; Zhu et al., 2019), se puede sugerir que la proteina { es un caracter ancestral (o

plesiomorfico) que se perdid en grupos bacterianos con una divergencia mas reciente. Por
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ejemplo, en Klebsiella michiganensis (y otras y-proteobcterias), se encontr6 una proteina de
77 residuos (no. de acceso NCBI: WP_204313518) perteneciente a la misma familia que la
subunidad ¢ (DUF1476) y su alineamiento con la proteina Pd revel6 un 63 % de identidad
(E-value: 5x10*8; cobertura: 65 %; Anexo Il), por lo que esta proteina podria ser un vestigio
de la subunidad .

Por otro lado, actualmente no se conocen con claridad las relaciones de parentesco
entre a-proteobacterias y el resto de clases pertenecientes al phylum Proteobacteria (5-
proteobacterias, e-proteobacterias, {-proteobacterias etc.; Gupta, 2000; Zhu et al., 2019), asi
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 dificil proponer a la subunidad { como un caracter apomorfico o plesiomorfico,
considerando un panorama evolutivo mas amplio. Sin embargo, si se considera que la
subunidad ( esta codificada fuera del operon de la ATPasa (opero unc; Anexo I11) y que este
operon 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  sea
un caracter apomorfico, mientras que con respecto a otros (como las proteobacterias ya
mencionadas) sea un caracter plesiomorfico. Finalmente, considerando Unicamente a las
clases [-proteobacteria, y-proteobacteria y Acidithiobacillia (donde las relaciones
filogenéticas si son claras) la pérdida de la subunidad ( con respecto a la clase o-
proteobacteria, asi como la permutacion de la funcion inhibitoria a la subunidad €, puede
estar relacionada con diversos factores y procesos evolutivos, que van desde adaptativos,
como seleccidn natural, hasta estocasticos no adaptativos, como deriva génica.

Una explicacion adaptativa de la pérdida de la subunidad { en bacterias como E. coli
y la permutacion de la funcion inhibitoria a la subunidad & puede fundamentarse sobre el
argumento de optimizacion de procesos y ahorro energético asociado. Por ejemplo, al
permutar la funcién inhibitoria esos importantes para la regulacion 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 1F1 cumple con dos funciones esenciales y su perdida no
podria ser reemplazada, Unicamente, por la subunidad &.

Cabe destacar que esta explicacion esta sesgada a una vision adaptativa del cambio
evolutivo y carece de soporte experimental contundente que evalle la adecuacion biolégica
de las bacterias que utilizan la subunidad € o { 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 genica. Debido a la
complejidad e importancia de esta cuestion evolutiva, se considera necesario realizar un
analisis mas profundo en un trabajo exclusivo a elucidar con precision la historia evolutiva
de la subunidad  de a-proteobacterias, asi como los procesos que llevaron a su pérdida en
grupos bacterianos mas recientes. Para ello se requiere, en parte, de hipétesis filogenéticas
mas claras del dominio Bacteria y del phylum Proteobacteria.

Finalmente, el arbol filogenético construido en el presente trabajo se ajusta a la

hipotesis filogenética de Mufioz-Gomez et al. (2019) para el grupo de las a-proteobacterias,
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ya que ambas colocan al orden Rhodospirillales en una posicion basal con respecto a al orden
Rhodobacterales. Sin embargo, al comparar la hipétesis del presente trabajo con el arbol
temporal de divergencia generado en el servidor en linea http://timetree.ora/ (Anexo 1V;
Kumar et al., 2017), se observa que ambos hacen una clara diferenciacion entre
Rhodospirillales y Rhodobacterales, pero en el arbol del servidor en linea 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 posicion basal
con respecto a R. capsulatus y R. sphaeroides. En contraste, en el arbol construido con la
subunidad {, R. sphaeroides se coloca como grupo hermano del grupo formado por
Jannaschia sp., P. denitrificans y R. capsulatus, ocupando una posicion basal con respecto a
estas Ultimas dos especies. Las relaciones sugeridas por el arbol temporal de divergencia son
similares a las relaciones filogenéticas encontradas por Imhoff et al. (2005), donde se utiliz6
el gen ribosomal 16S. Esto tiene sentido si se considera que el servidor en linea realiza sus
construcciones a partir de una base de datos de casi 4,000 estudios publicados de divergencia
y filogenia, los cuales abarcan poco méas de 97,000 especies, por lo que sus construcciones
utilizan mas de un caracter y son méas confiables que, por ejemplo, la hipétesis construida
solo a partir de la subunidad {. En resumen, el arbol construido a partir de la subunidad
hace una buena diferenciacion entre grupos taxondmicos superiores (a nivel de orden), pero
es deficiente en niveles taxonomicos inferiores (a nivel género y especie).

Elusion inesperada de la proteina Rs en los lavados de la columna DEAE

La proteina Rs( tiene un PI tedrico de 4.95 y, durante la purificacion, se trabajé a pH
7, por lo que se esperaria que la proteina Rs( estuviera cargada negativamente. Sin embargo,
esta idea se vio desafiada por el hecho de que la proteina Rs{ no se uni6 a la columna de
intercambio aniénico DEAE (esto ha ocurrido en todas las purificaciones de la proteina RsZ),
ya que sali6 en los lavados y no en las fracciones de elucidn con diferentes concentraciones
de fosfato de potasio, como se ha observado con la subunidad { de P. denitrificans (Mendoza-
Hofmann et al., 2018; Zarco-Zavala et al., 2014). Cabe destacar que ambas proteinas, Rs{ y
PdC 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 quimico de los grupos funcionales ionizables puede
influir sobre su pKa y, por ende, sobre su Pl (Nelson y Cox, 2008), por lo que el Pl tedrico
suele desviarse del Pl experimental, donde el plegamiento de la estructura es relevante
(Cargile et al., 2014). Se puede hipotetizar que el plegamiento de Rs( favorece un PI mayor
al PI tedrico, incluso mayor a 7, por lo que a pH neutro Rs( estaria cargada positivamente, lo
cual explicaria que no se unio a la columna DEAE. Sin embargo, si se considera que el
modelo estructural del presente trabajo muestra que la proteina Rs( tiene una estructura muy
similar a la estructura nativa de la proteina PdC, ademas de que los residuos ionizables de
ambas proteinas se encuentran en posiciones espaciales equivalentes (Anexo V), la
posibilidad de que el plegamiento influya significativamente sobre el PI de Rs{ puede ser
descartada. Otra posibilidad es que la columna haya perdido eficiencia debido a que fue
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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 sell6
adecuadamente la columna). Esta hipdtesis estaria apoyada por el hecho de que, en los geles
de las fracciones de elusion, se observan algunos carriles con bandas relativamente tenues
con una masa de ~11.8 kDa, es decir, con la masa molecular esperada de la proteina Rs(.
Experimentos posteriores utilizando una columna nueva, recién empacada, aclararan esta
cuestion. Algo importante de destacar es que esto no afectd negativamente la purificacion,
de hecho, la fraccion en la que eluyd la proteina Rs{ mostr6 muy pocas proteinas
contaminantes a comparacion 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
purificacion.

Obtencidn de células transformantes estables de E. coli BL21 BL21(DE3)-pLysS
pET3a/RSP_2125

Se sabe que el mantenimiento y la replicacion de plasmidos exdgenos en células
bacterianas representa un estrés metabdlico, pues una parte de los recursos energéticos son
destinados a las tareas antes mencionadas, limitando los recursos disponibles para las
funciones metabdlicas 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 disminucion en la tasa de crecimiento y formacion de biomasa total
dependiente del tamafio del plasmido insertado. Ademas, el crecimiento de estas células en
medio no selectivo condujo a la pérdida segregacional del plasmido a una tasa proporcional
a su tamafio, lo que elimino el estrés metabodlico inducido por la presencia de la  particula
nucleica exdgena (Smith y Bidochka, 1998).

En el caso particular de las células transformantes E. coli BL21(DE3)-pLysS
pPET3a/RSP_2125 que no pudieron crecer en medio con cloranfenicol es muy probable que
se haya perdido el plasmido pLysS, un vector que codifica, ademas 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 obtencion de
células transformantes de E. coli BL21BL21(DE3)-pLysS pET3a/RSP_2125, nunca se
utilizaba cloranfenicol para su crecimiento, Unicamente ampicilina, ademas, la capacidad de
sobreexpresar la proteina Rs{ se veia casi totalmente disminuida con el tiempo. Fue so6lo
hasta que se utilizo cloranfenicol en todos los pasos (desde la induccion de la competencia
hasta la transformacion y subsecuentes cultivos) que estas células mostraron resistencia al
farmaco y estabilidad duradera en la sobreexpresion de la proteina RsC (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 informacién acerca de una induccion dependiente de pLysS y el consenso

general es que no se necesita de este plasmido para la sobreexpresion de proteinas en E. coli,
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pues su funcion principal es evitar la expresion de fondo o expresion no inducida, lo cual es
particularmente Gtil cuando se trabaja con proteinas toxicas. Evidencia de ello es que la venta
comercial de células competentes de E. coli BL21(DE3)-pLysS negativas para la
sobreexpresion de proteinas esta disponible. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que
solo las células resistentes a cloranfenicol (y por ende pLysS positivas) fueron capaces de
sobreexpresar la proteina Rs( tras la induccion con IPTG. En el caso de los experimentos de
sobreexpresion realizados anteriormente por Gilberto Gardufo, a pesar de que no se utilizo
cloranfenicol en el medio, es posible que inicialmente cierta proporcion de células aun
conservara el pLysS, sin embargo, tras subcultivos sucesivos, esta proporcion se fue
diluyendo hasta perderse, lo cual explicaria que no se logré obtener reproducibilidad de la
sobreexpresion. En E. coli se ha visto una reduccion 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 subclonacion del gen Rru_A0714 en un vector de
expresion

La obtencidn de la construccion pT7-7/Rru_A0714 y pET3a/Rru_A0714 pudo haber
fallado por varias razones y a diferentes niveles del procedimiento: durante la purificacion
del gen y/o del plasmido, durante la ligacion del gen al plasmido o durante la transformacion
de las células competentes de E. coli DH5a. Ademas, se pueden proponer dos escenarios
generales posibles con base en que algunas veces si hubo se obtuvieron células
transformantes y en otras no.

Cuando no se observaron células transformantes, pudo haber errores durante la
purificacion, la ligacion o la transformacion. En el primer caso (la purificacién), es posible
que los extremos adhesivos del vector, del gen o de ambos hayan sufrido algin dafio o
mutacién por la exposicion a UV durante el corte del gel para su purificacion. Esto provocaria
la incompatibilidad de los extremos y, por ende, la imposibilidad de ligarse en presencia de
la ligasa T4. Esta hipoétesis se ve favorecida por el hecho de que el dafio mas comdn por luz
UV sobre el DNA es la formacion de dimeros de pirimidinas y la formacién 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 formacion de dimeros de
pirimidina ocurre con mas facilidad en regiones de cadena sencilla del DNA (Becker y Wang,
1989), una caracteristica presente en los extremos adhesivos formados tras el corte del
plasmido y el gen con BamHI. El segundo caso (la ligacién), pudo haber fallado a raiz del
primer caso descrito, pero también es posible que los extremos adhesivos del vector y del
gen estuvieran integros, por lo que la razones por las que no se pudo ligar podrian estar
relacionadas con a otras causas, como una digestion incompleta del inserto y del vector, lo
que conduce a una menor cantidad de extremos adhesivos disponibles y una disminucién en
la eficiencia de ligacidén (Matsumura, 2015). Este caso se veria apoyado por el hecho de que,

en algunos casos (la minoria), las digestiones del plasmido no mostraban una banda Unica,
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en lugar ello, se veia un pequefio barrido alrededor del tamafio esperado del vector
completamente digerido (se descarta que la razén se deba a las condiciones de ligacién, 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 transformacion),
suponiendo que el plasmido y el gen se ligaron adecuadamente, es posible que las células
competentes hayan perdido eficiencia debido a razones como: descongelamiento demasiado
rapido o porque sufrieron algin evento de descongelacion-recongelacion. Durante los
experimentos de transformacion, 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 descongelacion-recongelacién)
podria ser considerada, ya que en algin 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, proteinas 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 si se observaron células transformantes, el analisis de sus fragmentos de
restriccion fue poco concluyente (las enzimas de restriccion 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 secuenciacion revel6 que se trataba del gen que
codifica para la proteina { de P. denitrificans o de Sinorhizobium meliloti (se trabaja con
amabas bacterias en el laboratorio), lo cual indica contaminacion durante el proceso de
clonacion.

Anteriormente, en nuestro laboratorio se realizaron numerosos intentos de clonar el
gen de la subunidad { de R. capsulatus (una a-proteobacteria fotosintética) a un vector de
expresion, pero sélo se obtuvieron resultados negativos al respecto (Mendoza-Hoffmann,
2018, tesis Doctorado), de manera similar al presente trabajo. Ademas, la obtencion de la
construccion pJET1.2/Rru_A0714 del presente trabajo fue muy complicada y requirié una
gran cantidad de ensayos en diferentes condiciones antes de su obtencion. Considerando que
(1) para la purificacion del gen Rru_A0714 y de los vectores de expresion se minimizo la
exposicion a luz UV, (2) para las digestiones y ligaciones se trabajé bajo los estandares
recomendados por el fabricante de las enzimas, (3) que en la mayoria de geles se observaba
una digestion completa del vector, (4) que las células competentes seguian funcionando a
pesar de haber sido trasladadas de un REVCO a otro, (5) que anteriormente no se logré clonar
el gen de la subunidad ¢ de R. capsulatus (Mendoza-Hoffmann, 2018, tesis Doctorado) y (6)
que obtener la construccion pJET1.2/Rru_A0714 del presente trabajo fue una tarea con
muchas dificultades, se puede sugerir que un factor intrinseco al gen de la proteina { de estas
bacterias fotosintéticas es la causa de no haber logrado su subclonacion en un vector de
expresion. Un factor intrinseco que caracteriza a los genes de la subunidad { de R. rubrumy
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 ligacion-dependiente
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de ligasa T4 mas 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 razén por la que no se logro la subclonacion queda
abierta a discusion. Debido a las numerosas dificultades de la subclonacion, decidimos
inclinarnos por la compra de la construccion pET3a/Rru_A0714.
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Conclusiones

La proteina recombinante  de R. sphaeroides si tiene actividad inhibitoria sobre la
RsFoFi-ATPasa en cromatoforos. Este trabajo representa la primera comprobacion de la
funcioén inhibitoria de la subunidad  en la F1Fo-ATPasa de a-proteobacterias fotosintéticas.

La forma de la curva de inhibicion de la proteina Rs( sobre la RsFoFi-ATPasa
muestra un patron general de inhibicion similar al reportado para las subunidades Pd{ y JsC
(Zarco-Zavala et al., 2014), lo cual, aunado a la gran similitud estructural entre RsC y Pd{,
permite sugerir que es posible que las constantes de inhibicion asociadas a la proteina Rs(
sean similares a las reportadas para Pd( y JsC (Zarco-Zavala et al., 2014).

El valor de actividad especifica de la ATPasa obtenido en el presente trabajo se
encuentra ~13 veces por debajo de los valores previamente reportados para los cromat6foros
de esta bacteria (Kaiser y Oelze 1980; Miiller et al. 1982). Es probable que esto deba a que,
tras su preparacion, los cromatoforos 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 proteina Rr{ de R. rubrum con la subunidad
C de P. denitrificans y la subunidad  R. sphaeroides, donde la funcion inhibitoria sobre la
FoF1-ATPasa ha sido comprobada (Zarco-Zavala et al., 2014; presente trabajo), es altamente
probable que la proteina hipotética Rr( conserve una actividad inhibitoria sobre la RrFoFi-
ATPasa. Esta hipotesis de conservacion de la funcidn inhibitoria puede extenderse la proteina
C de otras a-proteobacterias fotosintéticas, como la proteina Rcl, la cual muestra una alta
similitud a nivel de estructura primaria con Rr{y RsC.

La subunidad Rr{ de R. rubrum presenta la secuencia mas diferente de todas las
proteinas analizadas, a pesar de ello, su modelo estructural revel6 un gran nivel de similitud
estructural con las subunidades Pd( y Rs(, lo cual sugiere que la estructura de la subunidad
esta fuertemente conservada entre a-proteobacterias, tal como ha sido propuesto por Serrano
et al. (2014).

La subunidad Rr{ es la tinica con una cisteina en su composicion, particularmente en
la posicion Cys96 de la region C-terminal. Un analisis mas amplio revel6 que esta Cys96 no
estd conservada entre bacterias del orden Rhodospirillales, por lo que es poco probable que
tenga un papel relevante en la regulacion de la actividad de la ATPasa.

El origen evolutivo de la subunidad ( es ambiguo. Por un lado, parece que la
subunidad { es un caracter plesiomodrfico con respecto a proteobacterias de las clases B-
proteobacteria, y-proteobacteria y Acidithiobacillia. Por otro lado, es complicado asignar un
estatus evolutivo (plesiomdrfico o apomorfico) a este caracter 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 adquisicion de la subunidad { como inhibidor de la ATPasa en
a-proteobacterias requiere de un estudio evolutivo extenso, el cual seria favorable comenzar
por la construccion de una hipotesis filogenética clara del dominio Bacteria y del phylum
proteobacteria.

Se logré 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 preparacion y
cultivos subsecuentes. EI 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 proteina Rs( (PI = 4.95) esté cargada negativamente a
pH 7, por lo que su elusién temprana de la columna DEAE puede estar relacionada con una
pérdida de eficiencia de la columna.

Se obtuvo la construccién pJET1.2/Rru_AQ0714, la cual puede ser utilizada para
subsecuentes experimentos enfocados en el estudio de la funcion de la proteina Rr(,
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Anexos

Anexo |

Alineamiento multiple de 100 secuencias (se muestran 20 por simplicidad) de la
subunidad { de diferentes bacterias del orden Rhodospirillales. De las 100 secuencias
analizadas, solo 2 presentan la Cys96 en su composicion (en este alineamiento particular se
observa en la posicion 98; flecha roja). La secuencia consenso muestra que en esta posicion
se conserva una Leu (flecha verde), la cual tiene una frecuencia del 76 %.

10 D

Bl 0

WP_01138847 2fnodospinlivmmbrun 7 1-112 MENVE
MYJT3I149 1/1-108
NOVIDISO 1/ 1-100
MBL24207 w108
WP_028465323 /2108
MSO830e V1-108
MECETE9997 W1-105
QQS11599 V1-104
ADCK 23046 Wr-108
WP_ 193171043 ¥/1-100
MBCS4I3IPN T V1106
MBNISSTT VI-106
PZPEs814 V1107
MEBOBBE24 Vr-108
MBE 28508 W 1-106
MBV3IT283 V1108
MAGIG 14T V1-109
WFP_ 210680685 V1. 106
MBEDOSOD v1-105
MAWSIIS2 V1105

- 76-8 E E 52 08635 .- : 45920
D b3
Quality B

Cansensus
MMT TFODREKAFEKKFIXHDQELOF KVNARRNKLLOLWAAEELLOLTOADAEAYAKEVVAAD

WP_01138847 2 nodospinenmdun ) 1112 L
MYJTI149 V1108
NQVIIS0 V1100
MBL24207 V1108
WP_02846532) W1-100
MSO89909. V1.108
MBCBT89997 v1r-105
QQ511699 V1104
MK 23046 1/ 1-108
WP_ 193171042 w1100
MECSI3PNM I V1106
MBNISSTT vi-106
PIPES8I4 V1107
MBOBSE24 V1-108
MBE 26800 V/1-106
MBVI7T263 V1108
MAGIS 147 V1-109
WP_210680685 /1. 106
MBESOSH2 1/1-108
MAWSI962. &/ 1106

o

m
XXBIMPO4BDcCcOO®

> o
P~

o O

~ -
» 2
xm
xm

Consensus

FEEPODDDVVRKVLADLOAKOVD+ASEHR | RKOMEELLDEAR+*Q IMSEAK+ KF

81



Anexo |1

Analisis por BLAST de la proteina Pd( (no. de acceso NCBI: 2LLO_A) contra la base
de datos de proteinas no redundantes del grupo de las y-proteobacterias. Se observan
numerosos match con proteinas de la familia DUF1476. Notese que la cobertura de los
alineamientos es significativamente menor al 100 %, lo que refleja que las proteinas con las
que se hizo el match son de un tamafio significativamente menor que la subunidad Pd{. En
K. michiganensis, por ejemplo, se encontré 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)

selectall 15 sequences sefected GenPept  Graphics  Distance tree of results ~ Multiple alignment [EEMSA Viewer
Descrpion Scenchame O Sove Govr valua ldant |Len | Acesson
- - - - - -
DUF1476 family_protein [Serratia marcescens] Serratia marcescens 967 967 70% 2e-24 6301% 82 WP_2043499311
DUF1476 family_protein [Salmonella sp. S071_01788] Salmonella sp. S071_01786 920 920 73% 1e-22 B3.16% 76 WP_187789472.1
DUF 1476 domain-containing protein [Stenotrophomonas maltophilia] Stenotrophomonas maltop... 91.3 913 67% 2e-22 67.61% 71 WP_164214168.1
hypothetical protein [Oceanospirillum sp ] Oceanospirillum sp. 909 909 73% Be-22 5263% 104 MAC45332.1
DUF 1476 family_protein [Klebsiella michiganensis] Klebsiella michiganensis 80.1 801 65% 5e-18 6324% 72 WP_2043135181
DUF 1476 domain-containing_protein [Acinetobacter baumannii] Acinetobacter baumannii 759 759 73% 3e-16 5658% 88 WP_213030089 1
DUF 1476 domain-containing protein [Salmonella enterica subsp. enterica serovar New... Salmonella enterica subsp... 62.8 628 50%  2e-11 57.69% 52 MBC7022880.1
DUF 1476 family protein [Klebsiella michiganensis] Klebsiella michiganensis 616 618 32% 4e-11 88.24% 34 WP_186385817.1
DUF 1476 domain-containing protein [Klebsiella pneumoniae] Klebsiella pneumoniae 624 624 67% 5e-11 4795% 76 WP_163616258.1
DUF1476 family_protein [Psychrobacter sp. NG254] Psychrobacter sp. NG254 585 585 35% 5e10 7027% 37 WP_194365359 1
DUF1476 family protein [Escherichia coli] Escherichia coli 543 543 53%  5e-08 56.14% 61 WP_163362278.1
DUF 14786 family_protein [Enterobacter hormaechei] Enterobacter hormaechei 520 520 35% 4e-07 67.57% 64 WP_2042722121
DUF 1476 family protein [Klebsiella aerogenes] Klebsiella aerogenes 504 504 48% 1e-06 5200% 60 WP_163368034.1
DUF1476 family_protein [Stenotrophomonas maltophilia] Stenatrophomonas maltop 447 447 32% 2e-04 5882% 55 Y
5 DUF1476 family protein [Klebsiella variicola] Klebsiella variicola 443 443 53%  3e-04 4407% 862
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Anexo 111

El analisis por BLAST de la proteina { de P. denitrificans (no. de acceso NCBI:
2LL0_A) sobre su genoma, revel6 que esta subunidad esta codificada en el cromosoma I,
particularmente entre los nucledtidos 29,411 a 29,722 (A). Mientras que la subunidad a de la
ATPasa es una de las primeras proteinas codificadas por el operdn unc (Gay y Walker, 1981)
y se encuentra codificada en la region 44,271 a 44,975 del cromosoma |1 de P. denitrificans
(B). Esto significa que la subunidad Pd( se encuentra fuera del operon unc, aproximadamente
15,000 pb rio arriba.

A

GenBank ~ Send to:
Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2, complete sequence
GenBank: CP000490.1
FASTA Graphics
Goto: (&
LOCuUsS CPoo04%0 312 bp DNA linear BCT 28-JAN-2014
DEFINITION Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2, complete sequence.
ACCESSION CP000O490 REGION: 29411..29722
VERSION CPOO0490.1
DBLINK BioProject: PRINA13020
BioSample: SAMNOG2598290
t lation="MTTFDDRERAHEAKFAHDAELNFKAEARRNRLLGEWAAGLLGKT :
[transiution Change region shown s
GDDARAYALTVVTSDFDEPGDEDVFRKLAADLEGKADEETIRAKMVELRATAREQIIS
EI" A
ORIGIN U Whole sequence
1 atgaccacat ttgacgaccg cgagcgcgcg catgaggcga aattcgccca tgatgcggaa ©Se[eded region
61 ctgaacttca aggccgaggc gcggcgcaat cgcctgctgg gcgaatggge ggccggectg
121 ctgggcaaga cgggcgacga tgcccgegee tatgecgetga ccgtggtcac cteggatttc Iffom' 29411 to: 29722 |
181 gacgagccgg gcgacgagga cgtgttccgec aagctggecgg ccgacctgga aggcaaggcc
241 gacgaggaaa ccatccgcgec caagatggtc gagctgcgcg ccaccgcgeg cgaacagatc ‘Updatevlew
301 atcagcgaga tc e
GenBank ~ Send to: = \
Change region shown A
Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2, complete sequence
f\‘
GenBank: CP000490.1 \ Whole sequence
FASTA Graphics
| .
Goto @ 0 e fegion
Locus CPOOR4S0 705 bp DNA linear BCT 28-JAN-2014 fmm 442” 10 44975
DEFINITION Paracoccus denitrificans PD1222 chromosome 2, complete sequence.
ACCESSION  (CP00@49@ REGION: 44271..44975
VERSION CPOQQ490.1 Upda[e V|ew
DBLINK BioProject: PRINA13820
BioSample: SAMNO2598290
m——
DS ’com le;en:((l );95) ORIGIN
/1n5u5 tag-”P;i;n 2879" 1 gtgegecgga tgcagegegt ccttcagata gacgeaggtc aggatggtga agacatagge
/note::TIGRFAM: RTP synthase F@, A subunit; ]Zi (tggatgaig cacaccagca cctccagece atacatggea Ezga:ggcga cg:(cgagac
PFAM: H+-transporting two-sector ATPase, A subunit; 181 Eg::g;g:tg gcggcaa:fg cggigaag:c gg;aaagacc i Ea[ci ¢ gg::ggc
KEGG: sil:SP03236 ATP synthase F@, A subunit" CARATELLE cccheaspic EENTERARTE ECTEACCEEA cEracgaadt acgagatcas
Jcodon_start=1 241 ctcaatcacc gecaggaccg ggcgeagege caggggcgec gaactgaccc agaacaggec
/tr‘ansi table=11 381 caggaaatgc gegeegttct tgacgaagec cagcacggtg acgecggeaa agaccageac
/produ:;:“ATP synthase F@ subcomplex A subunit” 361 cgecageacg geegtcacgg cgatatgega ggtcggegaa aagettttcg geageaggee
/protein —"ABL76963.1" 421 aaggaagttc gcgaacagga tgaagcagaa cagegtcatc acgtagggaa agtatttcag
/db xreft"lnterPro'IPRQBBSGE" 481 cccgtecttg ccggtcacgt cctcgaccat cttgtggace atgecgtasa gaagttcage
/translation="MAEEEAGGLVFHPMDQFVIKPLFGEGPVNHYTPTHATLLMALA 2;1 ga:g‘g:‘tgg acceggticg 5“‘“3":%‘ “Eg‘:gc‘gg f:gtza""ga ;czg“gcsi
LAITALLVFGTRGRATVPNRVQSIAELLYGMVHKMVEDVTGKDGLKYFPYVMTLFCF e getea ‘gcz :gcgcgg“a g‘g“:t“: cagce Cfcg . gg;ggcg graccag
LFANFLGLLPKSFSPTSHIAVTAVLAVLVFAGVTVLGFVKNGAHF LGL FWVSSAPLA (accggeoct tepecaaaca gepgetigat pacgaactag teca
RPVLAVIELISYFVRPVSHSIRLAGNIMAGHAVIKVFAAFAAVAATAPVSVVAITAMY
GLEVLVCLIQAYVFTILTCVYLKDALHPAH"
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Anexo IV

Arbol temporal de divergencia construido en el servidor en linea 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 méas de 97,000 especies. Se observa que
observa una clara diferenciacion entre Rhodospirillales (R. rubrum) y Rhodobacterales (P.
denitrificans, R. sphaeroides, R. capsulatus y Janaschia sp.), ademas, coloca a P.
denitrificans como grupo hermano de R. sphaeroides y R. capsulatus, mientras que
Janaschia sp. ocupa una posicién basal con respecto a estas Ultimas dos especies. El arbol
fue cortesia del Dr. Héctor Riveros.

o R. rubrum

P, denitrificans
R. sphaeroides

R. capsulatus

Jannaschia sp.

stA | cy ect ste Ton ch Ol EHIN | perods

Meso-Proterozoic Z Pz Mz Eras  Geologic Timescale
Phanerozoic Eons

I ] | Time (MYA)
180 1800 1200 600 0
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Anexo V

Modelo estructural de la subunidad Rs{ (morado) y estructura tridimensional de la
subunidad Pd{ (amarillo; PDB: 2LL0). En rojo se marcan los residuos con carga negativa
(Aspy Glu) y en cian los residuos con carga positiva (Lys, His y Arg). N6tese que la posicion
espacial de los residuos cargados es similar en ambas proteinas.
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