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Resumen  

 

 

La NADH:ubiquinona oxidorreductasa mitocondrial es el complejo de membrana más grande 

presente en la cadena respiratoria. Estructuralmente, esta enzima consta de un dominio membranal 

involucrado en la translocación de protones a través de la membrana interna de la mitocondria, y 

un dominio periférico que sobresale hacia la matriz mitocondrial implicado en el proceso de 

transferencia de electrones provenientes de la oxidación del NADH. Históricamente, el complejo 

I mitocondrial ha sido estudiado y caracterizado a detalle a partir de organismos modelo como Bos 

taurus y Yarrowia lipolytica. Sin embargo, con la reciente inclusión de las microalgas al estudio 

de los complejos bioenergéticos como Polytomella parva y Euglena gracilis se han descrito 

estructuras divergentes con dominios adicionales. 

En el grupo de las diatomeas, se ha descrito una cooperación importante entre la respiración 

mitocondrial y la fotosíntesis para el intercambio de equivalentes reductores.  A pesar de ello, hasta 

el momento no se ha descrito para este grupo la estructura de ningún complejo involucrado en la 

fosforilación oxidativa. En el presente trabajo mostramos la optimización del cultivo de 

Phaeodactylum tricornutum en condiciones de laboratorio, así como, la purificación y 

caracterización del complejo I mitocondrial de esta especie. 

Los resultados mostraron que el crecimiento de P. tricornutum en un fotobiorreactor Antares I con 

luz verde aumentó tres veces más respecto al crecimiento con luz blanca, lo que implica una mejora 

en la producción de biomasa. La obtención de membranas totales y posterior solubilización de las 

mismas con el detergente no iónico beta dodecil maltósido permitieron la identificación por 

actividad de NADH/NBT de dos bandas correspondientes al complejo I, las cuales se analizaron 

por espectrometría de masas cuantitativa (LC-ESI-Q-TOF-MS). Con este análisis se lograron 

identificar 20 péptidos pertenecientes al dominio membranal y periférico del complejo I en ambas 

bandas. Así mismo, se logró la primera purificación del complejo I de diatomeas mediante 

cromatografía líquida seguido de electroforesis nativa. En este caso, la composición polipeptídica 

se resolvió utilizando un sistema de geles en tres dimensiones que mostraron un perfil de 27 

péptidos. En conjunto, los datos obtenidos sugieren que el complejo I de P. tricornutum es un 

complejo funcional más pequeño en comparación con lo reportado para otros organismos, que 

posee subunidades conservadas y el dominio anhidrasa carbónica.  
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I. Introducción 

 

Mitocondria. Origen  

 

Las mitocondrias son compartimentos celulares especializados en donde se llevan a cabo todas las 

reacciones metabólicas oxidativas, con excepción de la glucólisis, con el fin de producir energía 

aprovechable por las células en forma de adenosina trifosfato (ATP). Debido a que posee su propio 

sistema de membranas y un genoma individual, se considera que su origen en las células eucariotas 

fue mediante un proceso endosimbiótico (Margulis, 1971), es decir, que una célula huésped con 

núcleo adquirió la mitocondria al fagocitar a otra célula parecida al grupo de las alfa 

proteobacterias (Martin y Mentel, 2010). 

 

El origen de este organelo se ha seguido con análisis filogenéticos para encontrar la relación más 

estrecha con los organismos actuales tanto del hospedero como del endosimbionte. Para generar 

una propuesta, se toma en consideración lo que pudo ser el fenotipo del primer endosimbionte 

mitocondrial y la naturaleza de la célula huésped, la interacción entre ambos y una aproximación 

al medio ambiente que rodeaba las primeras fases de la endosimbiosis mitocondrial, sin embargo, 

aún no está del todo claro cómo es que ocurrió el acoplamiento entre la célula huésped y el 

endosimbionte (Roger et al., 2017).  

 

La hipótesis más aceptada y respaldada con nuevos métodos sistemáticos, sugiere que existe una 

conexión filogenética estrecha con el grupo de las Rickettsiales, especialmente con aquellas Alfa-

proteobacterias que se encuentran en los sedimentos marinos (Fan et al., 2020). A su vez se 

propone que las proteínas mitocondriales específicas del procarionte son las que desempeñan un 

papel mayoritario en la bioenergética y la síntesis de proteínas, mientras que las proteínas 

mitocondriales eucariontes del hospedero funcionan principalmente como componentes de la 

membrana (Gray et al., 2001). Sin embargo, la comparación de 20 Alfa-proteobacterias en rasgos 

aeróbicos, cardiolipina sintasa, proteínas ribosómicas y análisis filogenéticos, sugiere que el grupo 

de las Iodidimonas y taxones relacionados tienen una mayor coincidencia con el perfil metabólico 

de las proto mitocondrias que otras Alfa-proteobacterias (Geiger et al., 2023).  
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Mitocondria. Características y función  

 

La mitocondria tiene un tamaño aproximado de 0.5-1 m de diámetro (Alberts et al., 2002) y está 

formada por un sistema de doble membrana: una externa y una interna. La membrana externa es 

la que delimita el organelo y mantiene comunicación con el citoplasma de la célula, lo que quiere 

decir que tiene alta permeabilidad, mientras que la membrana interna forma pliegues denominados 

crestas creando dos espacios independientes en el interior del organelo: la matriz y el espacio 

intermembranal (Cooper, 2000).    

 

Una de sus funciones principales es la de generar energía a través de un proceso acoplado conocido 

como Fosforilación Oxidativa (FO). Este proceso ocurre en la membrana interna mitocondrial y 

se divide en dos partes fundamentales, la primera de ellas es la Cadena Transportadora de 

Electrones (CTE), en la cual participan cuatro complejos proteicos enzimáticos membranales con 

función oxidorreductora; y la segunda es la Síntesis de ATP donde participa un quinto complejo 

llamado ATP sintasa (Lehninger y Wadkins, 1962), el cual también es importante para diferenciar 

la ultraestructura mitocondrial mediante el plegamiento y patrón de la membrana interna debido a 

la posición, estructura y estado oligomérico de la ATP sintasa, generalmente dimérica en los 

eucariotas descritos hasta la fecha (Miranda-Astudillo et al., 2022).  

 

En la matriz es donde se encuentra el material genético y también todo el conjunto de enzimas que 

participan en la oxidación de azúcares, grasas y proteínas. Es aquí donde ocurre la beta oxidación 

y el ciclo del ácido cítrico, también conocido como el Ciclo del Ácido Tricarboxílico (TCA) o 

Ciclo de Krebs, importante para la formación de equivalentes reductores como NADH y FADH2 

a través de la oxidación de acetil CoA a dióxido de carbono (Osellame et al., 2012).  

 

Cadena Transportadora de Electrones (CTE)  

 

La cadena respiratoria o Cadena Transportadora de Electrones (CTE) se define como un conjunto 

de proteínas transportadoras de electrones que realizan un proceso multicomponente y están 

embebidas en la membrana interna mitocondrial. Estas proteínas también son llamadas complejos 

bioenergéticos y están formadas por diversos componentes que llevan a cabo reacciones de oxido-

reducción (redox) que incluyen flavinas, proteínas de hierro-azufre, citocromos, ubiquinona e 
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iones metálicos (Whitehouse et al., 2019). A continuación, la figura 1 describe la estructura general 

de la mitocondria indicando algunas de sus funciones.   

 

 

Figura 1. Esquema de la estructura de la mitocondria. La membrana externa delimita el organelo mientras 

que la membrana interna forma pliegues en el interior creando dos compartimentos independientes: la 

matriz y el espacio intermembranal. Cada uno de los pliegues delimita un compartimento independiente 

llamado cresta mitocondrial.  

 

 

Complejo I, NADH deshidrogenasa o NADH:ubiquinona oxidorreductasa. Es el complejo 

más grande de toda la cadena con un peso aproximado a 1 MDa, conformado por alrededor de 45 

subunidades proteicas dispuestas en dos conjuntos principales denominados brazos, dispuestos en 

forma de L, lo que le da su forma característica al complejo (Sazanov y Walker, 2000). Uno de 

estos brazos esta embebido en la membrana constituyendo la parte hidrofóbica que será encargada 

de traspasar 4H+/2e- desde la matriz hacia el espacio intermembranal. El otro de los brazos protruye 

sobre la membrana y es la parte hidrofílica encargada de las reacciones redox. Es en este brazo 

donde ocurre la primera entrada de electrones a la cadena que se obtienen a partir de la oxidación 

del NADH a NAD+ proveniente del ciclo de Krebs. Estos electrones pasarán primero uno a uno al 

cofactor mononucleótido de flavina (MNF) y después a 8 grupos de hierro-azufre (Fe-S) dentro 

del mismo complejo, que luego serán entregados a la ubiquinona reduciéndola a ubiquinol para 

que sean llevados hacia el complejo III (Efremov et al., 2010). 
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Complejo II o succinato deshidrogenasa. Con un peso de 140 kDa y sólo cuatro 

subunidades todas codificadas en el núcleo con tres centros hierro-azufre (Fullerton et al., 2020); 

el complejo II contribuye con la transferencia de electrones hacia la ubiquinona, sin translocar 

protones de un lado a otro de la membrana, proporcionando un aporte de energía libre extra a la 

cadena. La reacción principal que sucede en este complejo es la oxidación del succinato a fumarato 

y a su vez reduce FAD+ en FADH2, de donde obtienen los electrones que son llevados al complejo 

III.  Al no participar en la traslocación de protones, se dice que es una enzima más relacionada con 

el ciclo de Krebs y no un componente como tal de la CTE (Whitehouse et al., 2019). 

 

Complejo III, complejo bc1 o citocromo c reductasa. Es una enzima compuesta de 10-11 

subunidades, pero sólo tres de ellas son las encargadas de las reacciones de oxido-reducción: el 

citocromo b (hemo bL y hemo bH) como única subunidad codificada en el genoma mitocondrial 

(Wallace et al., 2013), el citocromo c1 y la subunidad Rieske con dos centros hierro-azufre (Fe-S). 

El citocromo c sólo acepta un electrón a la vez por lo que el proceso se lleva en dos pasos (ciclo 

Q), que involucra la oxidación de ubiquinol (QH2) y la reducción de ubiquinona. Para este proceso, 

los electrones llegan al citocromo bc1, que luego son transferidos al citocromo c (estado reducido), 

el cual se encuentra por fuera de la membrana en el espacio intermembranal y su función es llevar 

los electrones al Complejo IV. La forma funcional de este complejo es un dímero, lo que implica 

un total de 22 subunidades con un peso total aproximado de 450 kDa (Cooper y Clark, 1994; 

Trumpower, 1990).   

 

Complejo IV o citocromo c oxidasa. Es la última enzima componente de la CTE, está 

conformada por 11-14 subunidades. Tres de ellas forman el núcleo catalítico (COX1, COX2, 

COX3) y están codificadas por el ADN mitocondrial. Contiene iones de cobre involucrados en su 

función redox, además de zinc, magnesio y grupos hemo. La subunidad COX1 está involucrada 

en el bombeo de protones y COX2 es quien recibe al citocromo c en su centro CuA donde es 

oxidado y los electrones después son donados al oxígeno quien funge como último aceptor de 

electrones y es reducido en dos moléculas de agua (Khalimonchuk y Rödel, 2005).  

 

La transferencia de electrones lleva consigo un bombeo de protones a través de los complejos I, 

III y IV desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal. Esto genera un gradiente 
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electroquímico a través de la membrana interna que permite que los protones sean bombeados de 

regreso a la matriz por el complejo V impulsando la generación de ATP. En esta transferencia de 

electrones, el complejo I bombea 4 protones (H+) desde la matriz al espacio intermembranal, el 

complejo III pasa 4H+ por cada 2e- y el complejo IV bombea 2H+ por 4e-. La energía que se libera 

de las reacciones redox se conserva como un gradiente de pH y un potencial de membrana 

generado por la translocación de protones (Mitchell, 1961; 1966; Nelson et al., 2017) (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Proceso de fosforilación oxidativa. Se muestran las estructuras de los complejos mitocondriales 

de mamífero determinadas experimentalmente. De izquierda a derecha el Complejo I de ovino PDB 5LNK 

(Fiedorczuk et al., 2016), Complejo II de porcino PDB 1ZOY (Sun et al., 2005), Complejo III de bovino 

PDB 1NTM (Gao et al., 2003), Complejo IV de bovino PDB 5B1A (Yano et al., 2016) y Complejo V de 

bovino PDB 5ARA (Zhou et al., 2015). Tomado y modificado de Letts y Sazanov, 2017. 

 

 

NADH:ubiquinona oxidorreductasa (Complejo I)  

 

El complejo I es la primera entrada de electrones a la CTE a partir de la oxidación del NADH. 

También puede funcionar en reversa, utiliza la fuerza protón motriz para reducir NAD+. El sector 

periférico se encarga de las reacciones redox y se compone de dos módulos funcionales, un módulo 

de entrada de los electrones (módulo N) y uno de salida de electrones (módulo Q). El módulo N 

es el encargado de la oxidación del NADH y el módulo Q comprende el sitio de reducción de la 

ubiquinona. Los dos electrones que se obtienen del NADH se transfieren a través de 

mononucleótidos de flavina (FMN) y 8 grupos hierro-azufre (Fe-S) a la ubiquinona. El sector 
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membranal (módulo P) se encarga de la translocación de protones mediante cambios 

conformacionales en la enzima que simulan un pistón (Mimaki et al., 2012) (Figura 3).  

 

Hasta ahora el complejo I más pequeño es el de bacterias con 14 subunidades descritas como Nuo1 

a Nuo14 y un peso de 550 kDa (Yagi et al., 1993). En los eucariontes se han encontrado las mismas 

14 proteínas homologas (conservadas), además de otras 32 subunidades llamadas supernumerarias 

que rodean al “núcleo” con la función de proporcionar estabilidad estructural al complejo y 

participar en su biogénesis, que parece ser bastante compleja por la gran cantidad de subunidades 

que lo conforman y la codificación de las mismas por ADN mitocondrial y nuclear (Friedrich y 

Böttcher, 2004).  

 

Sin embargo, no siempre se sigue la regla 31 más 14, se ha observado que el número de 

subunidades cambia entre especies. En el caso de bovino (Bos taurus), su complejo I está 

conformado por un total de 45 subunidades (970 kDa) y es la referencia por excelencia al ser el 

primer acercamiento a la estructura del complejo con cristales 2D (Boekema et al., 1982). En 

Arabidopsis thaliana (47 subunidades) y Polytomella parva (51 subunidades), por ejemplo, se ha 

encontrado un heterotrímero de anhidrasa carbónica gamma (ACγ) que representa un dominio 

adicional expuesto a la matriz (Klusch et al., 2021). En la tabla 1 se resumen las subunidades de 

algunas especies representativas con su correspondiente nomenclatura y equivalencia entre ellas. 

 

Posterior a la descripción de la primera estructura del complejo I de bovino y la consecuente 

secuenciación del genoma mitocondrial humano se identificaron las 45 proteínas homologas en 

Homo sapiens y fueron nombradas con una nomenclatura específica. Las subunidades codificadas 

por ADN nuclear se nombraron con el prefijo “NDU” y aquellas codificadas por el ADN 

mitocondrial se agregó el prefijo “ND” (Mimaki et al., 2012) (Figura 4).  

 

Las subunidades codificadas por ADN mitocondrial corresponden a 7 péptidos hidrofóbicos: ND1 

es el sitio de unión de la ubiquinona, junto con ND6 y NDL4 forman el canal E, mientras que ND2, 

ND4 y ND5 funcionan para el bombeo de protones (Sazanov y Walker, 2000). Aquellas 

subunidades hidrofílicas codificadas por el núcleo contienen la FMN para oxidar al NADH 

(subunidad 51 kDa), los grupos Fe-S para la transferencia de electrones (subunidad 75 kDa), la 
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subunidad 24 kDa que interacciona con la de 75 y 51 kDa, las subunidades 30 y 49 kDa, PSST y 

TYKY (Sazanov y Hinchliffe, 2006) (Figura 5).  

 

 

Figura 3. Representación de los tres módulos que conforman al complejo I. En amarillo el módulo N con 

los centros Fe-S, en rojo el sitio de unión de la quinona (módulo Q) y en azul el módulo de transporte 

(módulo P). Tomado de Friedrich y Böttcher, 2004.  

 

 

Figura 4. Subunidades que conforman al Complejo I mitocondrial de mamífero (Homo sapiens y Bos 

taurus) separadas en aquellas codificadas por el ADN mitocondrial, las codificadas por el ADN nuclear y 

las que participan en el ensamblaje. Tomado de Sharma et al., 2009.   
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Figura 5. Funciones catalíticas del Complejo I. Transferencia de electrones desde el sitio de oxidación del 

NADH al sitio de reducción de la ubiquinona a través de los centros Fe-S. En el brazo membranal se indican 

las subunidades antiportadoras (ND5, morado; ND4, cian; ND2, rosa; ND6 naranja). La flecha punteada 

indica otra vía de translocación de protones a través de las subunidades ND2 y NDL4. Tomada de Wirth et 

al., 2016.   

 

Una forma de elucidar el funcionamiento del complejo I ha sido a través del uso de mutantes e 

inhibidores de origen natural o sintético. Los inhibidores se han clasificado de acuerdo a su forma 

de acción en el complejo I en tres grupos. Los de tipo A que incluye aquellos que actúan como un 

antagonista de quinona y actúa en la entrada del sitio hidrofóbico (piericidina A); los antagonistas 

de semiquinona o de tipo B que actúan en el paso intermedio como la rotenona, el inhibidor clásico 

de complejo I, y los de tipo C o antagonistas de quinol que actúan en la liberación de producto 

(mixotiazol) (Sharma et al., 2009; Degli Esposti, 1998). 

 

En el complejo I se han descrito cambios conformacionales impulsados principalmente por 

reacciones redox de quinonas para producir el acoplamiento entre la transferencia de electrones y 

la translocación de protones, los cuales se encuentran físicamente separados por una distancia de 

200 Å (Sazanov, 2015). Con experimentos in vitro se ha observado que los cambios 

conformacionales son inducidos por la fuerza iónica del amortiguador y que estos movimientos 
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son reversibles. La conformación en forma de L que le da la forma característica al complejo está 

presente con una fuerza iónica alta; en cambio, con una fuerza iónica baja el complejo adopta una 

conformación con ambos brazos más cerca entre ellos parecido a una herradura (Böttcher et al., 

2002).  

 

El cambio en el ángulo entre el sector periférico y el sector membranal origina lo que se ha descrito 

como estado 1 y estado 2: conformación abierta y cerrada. Como la translocación de protones se 

produce a través de ondas electrostáticas se ha propuesto un modelo electrostático-conformacional 

mixto que explica el acoplamiento entre ambos sectores basado en tres premisas: los cambios 

inducidos por NADH en la cavidad de la quinona ocurren en la conformación abierta, la 

ubiquinona es reducida sólo en el estado cerrado, y el bombeo de protones se lleva a cabo durante 

las transiciones entre los dos estados (Kampjut y Sazanov, 2020) (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Propuesta del cambio conformacional en el complejo I. A Estado abierto. El sitio de unión de la 

ubiquinona está abierto para permitir su libre ingreso con la rotación de la subunidad ND6 (color gris). B 

Estado cerrado. La ubiquinona está completamente unida al complejo y recibe los electrones de los centros 

Fe-S, lo que lleva a una reubicación de protones para ser expulsados por interacciones electrostáticas.  

Tomado y modificado de Kampjut y Sazanov, 2022.  
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Tabla 1. Subunidades de Complejo I de diferentes especies.  

 

 



 17 

 

Las microalgas  

 

Las microalgas son organismos acuáticos capaces de realizar fotosíntesis oxigénica y son 

filogenéticamente más diversas que los animales y las plantas terrestres. Han sido clasificadas en 

divisiones basadas en el tipo de pigmentos, la química de los productos fotosintéticos, la 

organización de los tilacoides y otras partes estructurales del cloroplasto, la estructura de la pared 

celular y las características del flagelo si es que presentan (Borowitzka, 2018). Actualmente 

podemos encontrar miembros de este grupo dentro de la mayoría de los linajes de eucariontes con 

excepción del grupo Amorphea que incluye a los linajes Opisthokonta y Amoebozoa. Son 

eucariontes erróneamente catalogados como protistas, recientemente distribuidas en 7 supergrupos 

que reflejan mejor la gran diversidad de Eukarya (Burki et al., 2020).   

 

La diatomea Phaeodactylum tricornutum   

 

Las diatomeas son el grupo más rico en especies de algas autótrofas. Su supervivencia a diversos 

eventos geológicos demuestra el éxito adaptativo que han tenido y su extensa proliferación en 

aguas dulces, salobres y marinas, convirtiéndolas en un eslabón primario importante en toda la 

tierra para el ciclo del carbono y oxígeno contribuyendo hasta con un 40% de la producción 

primaria global (Benoiston et al., 2017). Las diatomeas se reconocen fácilmente por la 

construcción de una pared celular, formada a partir de dos mitades superpuestas (tecas) compuestas 

de silicio y una serie de tiras delgadas en los laterales (bandas de cintura). Las diatomeas se pueden 

separar ampliamente en dos grupos, las pinnadas, que son bilateralmente simétricas, y las céntricas, 

que son radialmente simétricas (Mann et al., 2016). 

 

Dentro de las diatomeas pinnadas se encuentra Phaeodactylum tricornutum, una diatomea marina 

que presenta diferentes fenotipos (ovalada, fusiforme y trirradiada) dependiendo de las 

condiciones ambientales es capaz de cambiar de una forma a otra con el tiempo (Borowitzka y 

Volcani, 1978; De Martino et al., 2007). P. tricornutum fue la primera diatomea en modificarse 

genéticamente con éxito (Zaslavskaia et al., 2001) lo que abrió paso a la secuenciación y registro 

de su genoma (Bowler et al., 2008), convirtiéndola en un modelo conveniente para los estudios de 

nuestro grupo.  
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Figura 7. Esquema de la célula de Phaeodactylum tricornutum en el que se muestra el cloroplasto 

secundario delimitado por cuatro membranas (C), el núcleo (N) y la mitocondria (M). Tomada y modificada 

de Flori et al., 2016. 

 

 

Contrario a otras diatomeas, P. tricornutum es una especie que no requiere de sílice para crecer o 

dividirse de forma asexual y como consecuencia no se ha observado reproducción sexual en este 

organismo, permitiendo así un fácil cultivo y mantenimiento fácil de la misma (Lewin et al., 1958). 

Su pared celular está formada en su mayoría por compuestos orgánicos que le proporcionan la 

plasticidad necesaria para cambiar de forma, aunque la forma habitual es fusiforme (Tesson, 2009).  

 

Otra característica importante es que presenta crecimiento fotoautótrofo y mixotrófico, 

combinando de manera simultánea la conversión de energía tanto del cloroplasto como de la 

mitocondria (Villanova et al., 2021). Ambos organelos son alargados y ocupan gran parte del 

espacio interno de la célula; el cloroplasto es de tipo secundario y está rodeado por 4 membranas 

que lo envuelven (Flori et al., 2016), producto de dos eventos endosimbióticos, primero con un 

alga verde y luego con un alga roja (Prihoda et al., 2012) (Figura 7).  
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El crecimiento mixotrófico de P. tricornutum es de interés biotecnológico por su capacidad 

productora de biomoléculas, por lo que gran parte de los estudios en esta diatomea se han 

concentrado en el incremento de lípidos en la célula y en una mayor eficiencia fotosintética (Bluter 

et al., 2020). Sin embargo, aún falta profundizar en la estructura y fisiología de otros organelos 

como la mitocondria; similar al cloroplasto por ser una máquina productora de energía 

aprovechable para la célula en forma de ATP, encargada de realizar todas las reacciones 

metabólicas oxidativas, con excepción de la glucólisis en la mayoría de los eucariontes (Cooper, 

2000). En P. tricornutum se ha demostrado una cooperación energética estrecha entre mitocondria 

y cloroplasto al intercambiar ATP/NADPH principalmente para impulsar la fijación de carbono y 

el crecimiento (Bailleul et al., 2015). 
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II. Justificación  
 

Los estudios en el campo de la bioenergética se han centrado en su mayoría en los linajes de 

animales y plantas que sobresalen por su aprovechamiento, sin embargo, existen otros grupos de 

organismos como las microalgas en las cuales se requiere ampliar la línea de investigación, 

modificar su clasificación y crear nuevas estrategias para su estudio debido a que en el pasado la 

mayoría de sus características descritas fueron erróneamente etiquetadas como “atípicas” al ser 

distintas a las reportadas para los organismos correspondientes a los modelos clásicos, 

principalmente del grupo Opisthokonta. En el caso de la diatomea Phaeodactylum tricornutum 

únicamente se ha caracterizado su cloroplasto, pero falta describir más sobre su biología general y 

en específico sobre la estructura y funcionamiento de su maquinaria mitocondrial. Es por eso que 

este trabajo se pretende profundizar en la caracterización de los complejos bioenergéticos 

mitocondriales, en específico del complejo I.  
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III. Objetivo general 

 

Optimizar el cultivo de Phaeodactylum tricornutum para caracterizar su complejo I mitocondrial 

(NADH:ubiquinona oxidorreductasa).  

 

Objetivos específicos  

 

1. Optimizar las condiciones de cultivo de la diatomea Phaeodactylum tricornutum en el 

laboratorio. 

2. Optimizar las condiciones de rompimiento de las células. 

3. Preparar membranas totales de Phaeodactylum tricornutum mediante centrifugación 

diferencial. 

4. Extraer los complejos membranales utilizando detergentes no iónicos y posterior 

separación mediante electroforesis azul en geles de acrilamida en condiciones nativas.  

5. Identificar la actividad del complejo I mitocondrial de Phaeodactylum tricornutum 

directamente en el gel de poliacrilamida. 

6. Purificar el complejo I mitocondrial de Phaeodactylum tricornutum por 

cromatografía líquida de baja presión (FPLC).  

7. Resolver el patrón polipeptídico del complejo I purificado en un sistema de geles 3D-

BN/SDS/SDS.  

8. Identificar las subunidades presentes en el complejo I mitocondrial de P. tricornutum.  
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IV. Diseño experimental 

 

 

 

 
 

 
Figura 8. Diagrama de la optimización del cultivo de Phaeodactylum tricornutum y caracterización de su 

complejo I mitocondrial.  
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V. Materiales y métodos  

 

Para los protocolos detallados consultar la sección Anexos 

 

 

1. Crecimiento  

Phaeodactylum tricornutum Pt1 8.6 (CCMP 2561) fue crecida en un fotobiorreactor Antares I con 

las siguientes condiciones: temperatura 18 °C, fotoperiodo 12/12 h, aireación constante a través de 

un filtro PVFD de 0.22 m (Corning), medio de cultivo F/2 (33 g/L Instant Ocean, 1 ml/L NaNO3, 

1 ml/L NaH2PO4 H2O, 1 ml/L oligoelementos (Guillard, 1975) y medio ESAW (Enriched Sea 

Water Medium) (Berges et al., 2001), adicionados con vitaminas (biotina 10–7%, vitamina B12 10–

7% y vitamina B1 2×10–5% (p/v)). Las células se cosecharon en la fase logarítmica mediante 

centrifugación a 2,195 xg durante 10 minutos en una centrifuga VELAB PRO-8M. Para determinar 

la fase de crecimiento de los cultivos se realizaron curvas de crecimiento con el método de conteo 

de células con una cámara de Neubauer de doble recuento utilizando un microscopio óptico CH-2 

(Olympus).  

 

2. Cuantificación de clorofila a, c1 + c2 y carotenos  

Se tomó una muestra de 10 mL de un cultivo a mitad de la fase logarítmica de crecimiento. Las 

células se recuperaron mediante centrifugación a 2,195 xg durante 10 minutos. El botón de células 

se resuspendió en 1 mL de metanol absoluto y se dejó reposando una noche en oscuridad a 4°C. 

Luego, la muestra se centrifugó a 13,100 xg durante 10 minutos para separar las células del extracto 

con los pigmentos. Se midió la absorbancia del sobrenadante de 400 a 800 nm con un 

espectrofotómetro Agilent CARY 60 UV-Vis. La cuantificación de clorofila a y c1 + c2 se realizó 

tal como lo describe Ritchie (2006) y Strickland y Parsons (1972) para la concentración de 

carotenos. 

 

3. Rompimiento y preparación de membranas totales  

Los pasos siguientes se realizaron siempre a 4°C. El botón resultante fue resuspendido en 

amortiguador SHE (Sacarosa 0.25 M, EDTA 6 mM, HEPES 50 mM; pH 7.2). Se probaron 

diferentes métodos para romper las células como trituración con mortero, perlas de vidrio (0.5 mm 

de diámetro), ultrasonido y prensa de French. Después del tratamiento de rompimiento, la muestra 
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se centrifugó a 680 xg durante 10 minutos para separar los restos celulares y algunas células 

completas. Posteriormente el sobrenadante se centrifugó a 13,100 xg durante 20 minutos para 

obtener el botón correspondiente a las membranas. El botón final se lavó con amortiguador SHE 

y fue almacenado a -70°C hasta su uso. La cuantificación de proteína total de la preparación de 

membranas se hizo mediante el método de Bradford (Bio-Rad). 

 

4. Extracción de los complejos respiratorios  

Las proteínas membranales fueron solubilizadas con diferentes detergentes no iónicos: -dodecil 

maltósido (β-DDM), -dodecil maltósido (-DDM), glico-diosgenina (GDN101, Anatrace), 

Tween-20, Tritón X-100 y digitonina (Sigma); con amortiguador de solubilización (Tris 50 mM, 

NaCl 100 mM, MgSO4·7H2O 1 mM, glicerol 10%, ácido aminocaproico 50 mM; pH 8.4). 

Posterior a una centrifugación para remover la parte insoluble, los complejos extraídos fueron 

resueltos mediante electroforesis en condiciones nativas (clara y azul nativa) con geles de gradiente 

de poliacrilamida (Wittig et al., 2007).  

 

5. Zimografía en gel  

La identificación del complejo I mitocondrial se realizó directamente en gel de acuerdo con lo 

descrito por Witting y Schägger, (2005) y Zerbetto et al., (1997), con algunas modificaciones. Para 

evidenciar este complejo se empleó NADH y nitroazul de tetrazolio (NBT) para revelar la 

actividad de NADH oxidorreductasa mediante la formación de un precipitado morado (formazán) 

en Tris 100 mM; pH 7.0. Adicionalmente se realizó la búsqueda de otros complejos de la 

fosforilación oxidativa, en el caso del complejo V o ATP sintasa se siguió la hidrólisis de ATP 

asociada a la formación de un precipitado de plomo en un amortiguador de glicina 270 mM, Tris 

35 mM, ATP 8 mM, MgSO4·7H2O 14 mM y 0.2% Pb(NO3)2; pH 8.4. La tinción de actividad de 

citocromo c oxidasa se realizó mediante la precipitación de óxidos de 3,3 β-diaminobencidina en 

un amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, con citocromo c de corazón de caballo; pH 7.4. En 

el caso del complejo III, se realizó la tinción de TMBZ (3,3’,5,5’-tetrametilbencidina-H2O2) para 

detectar la actividad de peroxidasa asociada a grupos hemo, de acuerdo con lo descrito por Thomas 

et al.,  (1976). 
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6. Purificación de Complejo I (NADH deshidrogenasa)  

Separación por cromatografía de intercambio aniónico: Se solubilizaron membranas totales (160 

mg de proteína) con 1.2 g de -dodecil maltósido en un vaso de precipitados con agitación suave 

durante 1 hora. Después, la muestra se centrifugó a 30,000 xg durante 30 minutos en una 

ultracentrífuga Beckaman L60 rotor 60 Ti. El sobrenadante se diluyó 1:3 con amortiguador A (Tris 

50 mM, MgSO4·7H2O 1 mM, glicerol 10%, -dodecil maltósido 0,01%, ácido aminocaproico 50 

mM; pH 8.4) y se cargó en una columna Source 15/Q (8 mL), conectada a un ÄKTA monitor UPC-

900 Workstation (GE Healthcare Life Sciences) con un flujo de 1.0 mL/min. Luego de un lavado 

de 3 volúmenes de columna para obtener una línea base en la señal de absorbancia a 280 nm, las 

proteínas fueron eluídas mediante un gradiente de NaCl 0 a 500 mM (20 volúmenes de columna) 

en el mismo amortiguador. Se obtuvieron fracciones de 2 mL, una muestra de estas fracciones se 

cargó en un gel del 4-12% para electroforesis azul nativa. Se realizó la zimografía de complejo I 

para identificar las fracciones enriquecidas, descrita en el punto 5. 

 

Separación por cromatografía de exclusión molecular: Las fracciones enriquecidas con actividad 

de complejo I se concentraron a 5000 rpm en intervalos de 10 minutos en un filtro para centrifuga 

Amicon Ultra-15 con un corte de 100 kDa (Millipore) hasta un volumen final de 600 L. La 

muestra se inyectó en una columna Superose 6 Increase 10/300 (24 mL) equilibrada con 

amortiguador C (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, MgSO4·7H2O 1 mM, glicerol 10%, -dodecil 

maltósido 0.01%, ácido aminocaproico 50 mM; pH 8.4) conectada a un ÄKTA monitor UPC-900 

Workstation (GE Healthcare Life Sciences) con un flujo de 0.25 mL/min. Se recolectaron 

fracciones de 0.5 mL que se visualizaron en un gel de electroforesis azul nativa.   

 

7. Resolución de subunidades mediante geles 3D -BN/SDS-glicina/SDS-tricina  

La muestra purificada fue separada en un gel azul nativo para eliminar alguna posible 

contaminación por alguna otra proteína presente en las fracciones recolectadas. Posteriormente, la 

banda correspondiente al complejo I se cortó del gel y se separó en un gel de glicina (concentración 

12% de acrilamida), a temperatura ambiente. La banda de segunda dimensión se colocó en el gel 

de SDS-tricina (concentración 14% de acrilamida) para obtener un patrón electroforético 3D de 

los péptidos que conforman el complejo respiratorio. Por último, se calculó el peso molecular 
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aproximado de cada punto por densitometría de las bandas y su migración relativa con el programa 

GelAnalyzer (Versión: 2010a freeware).  

 

8. Análisis por espectrometría de masas (EM)  

Se solubilizaron membranas totales con -lauril maltósido y se cargaron en un gel claro nativo del 

5-15% por duplicado. La mitad del gel fue teñida con azul de Coomassie y la otra mitad se utilizó 

para el zimograma de complejo I. Una vez que se identificaron la banda 1 y 2 de complejo I, se 

cortaron del gel y se analizaron por Cromatografía líquida/espectrometría de masas de alta 

resolución de tiempo de vuelo análisis cuantitativo (LC-ESI-Q-TOF-MS). Las secuencias 

obtenidas de EM se sometieron a una identificación general y búsqueda de similitud de proteínas 

(Domain Enhanced Lookup Time Accelerated, DELTA-BLAST) para la identificación de los 

péptidos. El punto isoeléctrico teórico, peso molecular y número de residuos se determinaron con 

el algoritmo ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/), los cruces transmembranales con el 

servidor Phobius (https://phobius.sbc.su.se) y TMHMM v. 2.0 

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/), además de la búsqueda de dominios 

conservados (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).  

 

  



 27 

VI. Resultados  

 

Para lograr el objetivo planteado en el presente trabajo, primero se aseguró el crecimiento de P. 

tricornutum en las condiciones de laboratorio y la estandarización de un método de rompimiento 

y preparación de membranas totales para después continuar con la purificación del complejo I. De 

manera que la descripción de los resultados se dividió en 5 apartados principales: crecimiento, 

rompimiento, preparación de membranas totales, extracción de los complejos respiratorios y 

purificación y resolución polipeptídica del complejo I. 

 

Crecimiento  

 

El crecimiento de la diatomea Phaeodactylum tricornutum se realizó en un fotobiorreactor Antares 

I (Rodríguez-Bolaños et al., 2023) (Figura 9) que permite modular la luz al cambiar el color 

incidente y la intensidad de la misma en los LEDs de espectro completo (Figura 9B,C) para el 

crecimiento de cultivos de hasta 8 litros. El primer reto fue obtener biomasa suficiente para los 

experimentos, para ello se probaron luces con diferente longitud de onda, pero manteniendo una 

intensidad de 100 mol fotones m-2s-1. Primero, se utilizó luz blanca (400-700 nm) ya que abarca 

las longitudes de onda correspondientes a la parte visible del espectro electromagnético (Figura 

10B). Al realizar una curva de crecimiento, se observó que la densidad máxima de células es de 

5x106 células/mL a los 12 días. Este valor se usó como referencia y se comparó contra el 

crecimiento utilizando luz verde (515-525 nm) (Figura 10C). En este segundo caso, la cantidad de 

células aumentó al triple, es decir, 15x106 células/mL al doceavo día (Figura 10D). El tiempo de 

duplicación disminuye de 1.8 con luz blanca a 1.13 con luz verde.  

 

Adicionalmente, se realización cultivos con luz azul (455-465 nm) y luz roja (635-645 nm), pero 

el crecimiento fue similar a lo presentado con luz blanca. Cualitativamente no se observaron 

diferencias morfológicas en las células entre los diferentes tipos de luz (Figura 10E), pero fue 

posible apreciar un color café más intenso en aquellos cultivos crecidos con luz verde, reflejo de 

una mayor densidad celular (Figura 11). 
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Figura 9. Esquema del fotobiorreactor Antares I. A Diagrama del equipo, dividido en 5 módulos: (1) vasos 

de cultivo, (2) control de temperatura, (3) inyección de gases, (4) sistema de luz y (5) sistema de muestreo. 

B Espectro de emisión de las diferentes luces del equipo. LED rojo lejano (720-730 nm), LED azul (455-

465 nm), LED verde (515-525 nm) y LED rojo (635-645 nm). C Espectro de emisión de la luz blanca en 

diferentes temperaturas (K). 

 

 

Figura 10. Crecimiento de Phaeodactylum tricornutum en el fotobiorreactor Antares I. A Fotografía del 

cultivo en luz blanca (B) tomada sin luz para apreciar la coloración del cultivo. B Cultivo en crecimiento 

con luz blanca. C Cultivo en crecimiento con luz verde. D Curva de crecimiento con luz verde y luz blanca 

hasta los 13 días de crecimiento. E Micrografía a 100x de P. tricornutum crecida en el fotobiorreactor 

Antares I.   
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Para evaluar los posibles cambios en la maquinaria fotosintética se realizó la cuantificación de 

clorofila a y c1+c2, además de carotenoides totales. La absorbancia fue medida a partir de un 

extracto total de pigmentos con metanol (Figura 12A), donde se observó un incremento en la 

absorbancia en la región de 550-650 nm con un pico evidente en los 630 nm en el crecimiento con 

luz verde (Figura 12B). La cantidad de clorofila a con luz verde fue de 0.626 g/mL mientras que 

con luz blanca fue de 0.452 g/mL. Para clorofila c los valores fueron 0.425 g/mL y 0.242 g/mL, 

respectivamente. La relación de las clorofilas c/a para luz verde fue mayor que con luz blanca 

(0.68 y 0.53, respectivamente). La determinación de la concentración de carotenos totales fue de 

2.34 g/mL para luz verde y 0.737 g/mL para luz blanca. Estos datos se resumen en la tabla 2.  

 

Paralelo al cambio de luz en los cultivos, también se modificó el medio mínimo en el que creció 

P. tricornutum. Se añadió glicerol o acetato como fuente de carbono para aprovechar el crecimiento 

mixotrófico. En esta condición y con luz verde o blanca, el cultivo se desarrolló con normalidad, 

pero se observó un aumento de gotas lipídicas dentro de las células, lo cual dificultó la cosecha de 

las mismas al momento de centrifugar. También se utilizó el medio F/2 y ESAW con una 

formulación carente de sílice para facilitar el rompimiento celular.   

 

 

Figura 11. Imagen del cultivo de Phaeodactylum tricornutum expuesto a diferente luz. A Cultivo con luz 

blanca. B Cultivo con luz verde.  En la parte inferior de la imagen se observa el espectro de emisión del 

LED correspondiente capturado con un colimador de lente plano-convexo acoplado a un espectrómetro 

SMA-E (Thunder Optics, Francia), utilizando el software de adquisición Spectragryph. 
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Rompimiento  

 

La célula de P. tricornutum está delimitada por una frústula protectora. El segundo reto para lograr 

el objetivo planteado fue encontrar la forma de romper dicha frústula sin comprometer los 

organelos. Es por ello que se probaron distintos métodos, manteniendo siempre la muestra a 4°C.  

 

Primero, se intentó la molienda de las células con mortero (Figura 13). Para facilitar la ruptura, se 

adicionó arena o hielo seco a la muestra y se realizó la molienda durante 20-30 minutos de manera 

constante. Sin embargó, al observar al microscopio muchas de las células quedaron completas y 

no hubo un cambio notorio al aumentar el tiempo de molienda o las repeticiones. Pese a que, fue 

el método más suave para obtener las membranas, se descartó debido al cambio en la 

reproducibilidad del mismo. El segundo intento fue con prensa de French, se aplicaron 10 MPa, 

pero las células salieron casi intactas y al hacer un segundo ciclo aumentó la temperatura de la 

prensa. También, se probó congelar y descongelar la muestra en un baño de hielo seco con acetona 

y agua a 4°C, pero después de varios ciclos de congelamiento las células no sufrieron daño 

evidente.  

 

Como tercera opción se probaron perlas de vidrio (Figura 14) con dos diferentes tamaños de 

diámetro: 500 y 106  m. El rompimiento fue de manera mecánica con un mezclador de vórtice y 

el principal factor que cambió el resultado fue la dilución del botón de células con amortiguador. 

Se realizaron diluciones 1:2, 1:4 y 1:5, encontrando esta ultima la más adecuada sin aumentar 

demasiado el volumen final a romper. Con las perlas de 106 m no se rompieron las células, ya 

que al momento de colocar en el mezclador no se movían homogéneamente dentro del tubo, así 

que se continuó con las perlas de 500 m. También se cambiaron los tiempos de agitación. Se 

probó cinco ciclos de 3 minutos, tres ciclos de 5 minutos y dos ciclos de 8 minutos, con descanso 

mínimo de 3 minutos en hielo. El mejor resultado se obtuvo con tres ciclos de 5 minutos y para 

disminuir la cantidad de células completas se centrifugó la muestra para dar un segundo o tercer 

tratamiento de rompimiento. 

 

Por último, se aplicó ultrasonido con un sonicador BRANSON 250 SONIFIER (Figura 15). Para 

determinar la condición con la que mejor se rompieron las células se probó cambiar el tiempo y 
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potencia para procesar la muestra. Se utilizó siempre una amplitud al 50% con pulsos de encendido 

de 1 segundo. En cuanto a la potencia se utilizaron valores de 30, 60, 90 y 120 watts, con ciclos 

de 15 s, 30 s, 1 min y 2 min. También se intercambió el tamaño de la extensión de salida entre 3 y 

12 mm de diámetro. De las diferentes combinaciones que se probaron, la que mostró un mejor 

resultado, es decir, mayor rompimiento de las células y la integridad de las membranas, fue aplicar 

1 minuto total de rompimiento a una intensidad de 90 watts en 2 ciclos de 30 segundos, dejando 

entre cada ciclo 30 segundos de descanso en hielo. En el caso de los 2 minutos totales, la muestra 

se calentó aún con enfriamiento y se observó un cambió de coloración de café a verde. Por el 

contrario, si se aplicaba un tiempo menor a un minuto, incluso con potencia de 120 watts, el 

número de células completas era mayoritario.  

 

En cada método y condición probada, se evaluó la integridad de la muestra con la solubilización 

de las membranas totales y posterior resolución en geles de poliacrilamida en condiciones nativas. 

Bajo esta observación, los tres mejores métodos y donde siempre se detectó la presencia de 

complejo I en gel fue con mortero, perlas de vidrio y sonicador (Figura 16). Dado la reducción de 

tiempo, reproducibilidad y aumento de la muestra a procesar, se decidió usar ultrasonido en los 

apartados siguientes.  

 

 

Figura 12. Efecto de la luz en la producción de pigmentos en Phaeodactylum tricornutum. A Extracto de 

los pigmentos con metanol absoluto. B Espectros de absorbancia de célula completa de P. tricornutum 

cultivada con dos diferentes luces: luz blanca y luz verde (515-525 nm). La flecha indica el cambio de 

absorbancia de los pigmentos con luz verde en la región de 630 nm.  
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Tabla 2. Clorofila y carotenoides de Phaeodactylum tricornutum con diferente luz. 

 

 

 

 

Figura 13. Rompimiento de Phaeodactylum tricornutum con mortero. A Imagen de la molienda manual 

de las células. B Micrografía a 400x después de romper. 

 

 

Preparación de membranas totales  

 

En este apartado se utilizó un amortiguador de sacarosa y otro con sorbitol en concentraciones de 

0.25, 0.4 y 0.6 molar. Se varió el tiempo y velocidad de centrifugación con cada una de las 

concentraciones, sin embargo, con 0.4 y 0.6 molar las membranas no bajaron por completo, 

además de que quedaban algunas células completas en el botón resultante de membranas, por lo 

cual se eligió el amortiguador de sacarosa 0.25 molar para las siguientes preparaciones. No se 

encontró diferencia entre el uso de sacarosa o sorbitol en las bandas obtenidas en los geles de 
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acrilamida, no obstante, con el amortiguador de sorbitol las membranas requirieron un paso extra 

de lavado, ya que el sorbitol afectó el corrimiento de las proteínas en el gel después de ser 

solubilizadas. En cuanto a la cantidad de proteína, todas las preparaciones tenían en promedio 12 

μg/μL.  

 

 

Figura 14. Rompimiento de Phaeodactylum tricornutum con perlas de vidrio (500 m). A Imagen de la 

molienda con perlas en mezclador de vórtice. B Micrografía de las células completas de P. tricornutum 

antes de romper. C Micrografía después de romper (400x). 
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Figura 15. Rompimiento de Phaeodactylum tricornutum con ultrasonido. A Imagen del sonicador 

BRANSON 250 SONIFIER. B Micrografía de las células completas de P. tricornutum antes de romper. C 

Micrografía después de romper (400x).  

 

 

Posterior a la elección de amortiguador, se procedió a extraer las membranas de los cultivos 

autotrófico (control) y mixotrófico (glicerol y urea). En el caso de las membranas que crecieron 

sin fuente de carbono se observó un patrón electroforético con dos bandas que presentan actividad 

de NADH:NBT oxidorreductasa y por debajo de estas, las bandas verdes correspondientes a los 

fotosistemas. Por el contrario,  cuando se utilizó glicerol o urea, en ambas condiciones la presencia 

de complejo I se mantuvo, pero las bandas de los fotosistemas fueron menos evidentes y su 

presencia fue casi nula en el gel (Figura 17A). Se comparó el volumen bruto de la banda de 

complejo I por densitometría. En el carril sin glicerol, las bandas de complejo I representan el 25% 

cada una, mientras que con glicerol y urea alrededor del 32%, lo que sería un 7% más debido a la 
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casi nula presencia de las bandas verdes. También se observó un cambio de coloración en los 

cultivos que crecieron con fuente de carbono (Figura 17B). Con glicerol, las diatomeas adquirieron 

una coloración amarilla, es decir, perdieron su color café oscuro que se observa en condiciones 

fotoautótrofas con luz verde.   

 

 

Figura 16. Comparación de las membranas totales de Phaeodactylum tricornutum extraídas con tres 

métodos de rompimiento diferentes. Solubilizadas con lauril maltósido-  al 2% y separadas mediante 

electroforesis azul nativa en un gel de poliacrilamida, con tinción de actividad de complejo I con NADH y 

NBT.   A Mortero. B Perlas de vidrio (500 m). C Ultrasonido (90 W).  
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Figura 17. Crecimiento mixotrófico de Phaeodactylum tricornutum. Membranas totales de un cultivo sin 

fuente de carbono, uno con glicerol y otro con urea fueron solubilizadas con lauril maltósido beta al 2%. A 

Las fracciones solubles se resolvieron en un gel de poliacrilamida para electroforesis azul nativa y se realizó 

la tinción de actividad de complejo I con NADH y NBT. Los porcentajes muestran la proporción de CI con 

respecto a las otras proteínas que aparecen en los carriles. B Imagen del cultivo de P. tricornutum sin fuente 

de carbono y de manera mixotrófica (glicerol) bajo luz verde (515-135 nm).  

 

 

Extracción de los complejos respiratorios   

 

Para la extracción de las proteínas de la fosforilación oxidativa, específicamente el complejo I, se 

utilizaron diferentes detergentes en la solubilización de las membranas (Figura 18A). Con el 

detergente -dodecil maltósido al 2% se observaron dos bandas con actividad de complejo I, una 

de mayor peso molecular que la otra (banda 1 y banda 2), así que se usó como referencia para la 

extracción con otros detergentes. Se solubilizó una misma muestra de membranas con digitonina 

y glicodiosgenina (GDN101) al 4%, tween-20, tritón x-100, -dodecil maltósido y -dodecil 

maltósido al 2%. Se encontró que con alfa dodecil maltósido y digitonina se observaron ambas 

bandas mejor definidas en el gel. Al ser detergentes suaves usados en la extracción de 
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supercomplejos, la banda 1 podría ser la asociación de complejo I con otro componente de la 

cadena respiratoria.  

 

En el caso de tween-20 y tritón x-100 al 2% no fue posible observar bandas en el gel con esta 

concentración de detergente, así que se aumentó la concentración al 4%, pero sólo se obtuvo la 

banda 2 (de menor peso) y la misma cantidad de bandas entre ambos. Con GDN al 4%, la 

extracción de la banda 1 de CI fue menor que con digitonina, sin embargo, la solubilización con 

GDN permitió la extracción de más proteínas y se observó la aparición de nuevas bandas en el 

patrón electroforético, e incluso una nueva banda con actividad de complejo I.  

 

Se realizó otro gel donde se comparó la solubilización con beta dodecil maltósido al 2% y GDN 

al 4% (Figura 18B). Con actividad de complejo I, se identificaron las dos bandas características y 

una nueva con actividad de mayor peso molecular en el caso de GDN, pero en menor proporción. 

Para observar un cambio cuantitativo en la cantidad de proteína que se extrae con ambos 

detergentes, se procedió a la determinación de proteína por el método de Bradford (Bio-Rad) de 

las membranas antes y después de solubilizar. Se encontró que con GDN se obtiene entre 2 y 3 μg 

más de proteína por μL en el solubilizado. 

 

Para la realización de los zimogramas se utilizó -dodecil maltósido al 2% (Figura 19) y 

electroforesis clara nativa. En el caso del complejo I fue estable la aparición de la doble banda. 

También se realizó la actividad de complejo III y complejo IV, pero no fue posible identificarlos 

por esta vía ya que no se tiñó alguna banda que indicara su presencia. La actividad de hidrólisis 

del complejo V se hizo evidente en tres zonas a lo largo del gel, pero la única banda bien definida 

se observó debajo de las dos del complejo I que migra en el gel a la altura de las bandas verdes. 

De este gel en particular, se cortaron las dos bandas de complejo I para el análisis de espectrometría 

de masas.  

 

Como se mencionó anteriormente, en P. tricornutum se observó una doble banda con actividad de 

NADH deshidrogenasa y el cambio en los detergentes indicó una posible asociación entre 

complejos, por lo que se procedió a calcular el peso molecular aproximado de la banda 1 y banda 

2, además de la banda con actividad de hidrólisis de ATP, tomando como referencia los complejos 



 38 

de las algas Polytomella parva y Euglena gracilis (Figura 20). En el gel se observó que la banda 

1 de CI de P. tricornutum queda por encima del complejo I de P. parva (1.0 MDa) y por debajo del 

complejo I de E. gracilis (1.4 MDa), mientras que la banda 2 queda por debajo de los dos CI de 

referencia. La regresión lineal donde se incluye también los complejos III, IV y V de P. parva y E. 

gracilis (Figura 20D), mostró que la banda 1 de CI de P. tricornutum tiene un peso aproximado de 

1.1 MDa y la banda CI 2 pesa 780 kDa, por lo que sólo difieren entre ellas por un peso aproximado 

de 320 kDa.  

 

 

Figura 18. Extracción de las proteínas de Phaeodactylum tricornutum con diferentes detergentes. A 

Membranas solubilizadas con digitonina, GDN, Tritón x-100 y Tween-20 al 4%; -dodecil maltósido y -

dodecil maltósido al 2%. Las proteínas extraídas se cargaron en un gel de poliacrilamida del 5-15% para 

electroforesis clara nativa. En gel tinción con azul de Coomassie y actividad de complejo I con NADH y 

NBT. B Extracción de supercomplejos. Membranas solubilizadas con beta dodecil maltósido al 2% lado 

izquierdo y GDN al 4% lado derecho. Gel de poliacrilamida de 4-12% para electroforesis azul nativa, con 

tinción de actividad de complejo I y con azul de Coomassie.   
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Figura 19. Zimograma de los complejos mitocondriales de Phaeodactylum tricornutum. Las membranas 

solubilizadas con -dodecil maltósido al 2% se cargaron en un gel de poliacrilamida del 5-15%, 

electroforesis clara nativa. A Tinción con azul de Coomassie. B Actividad de complejo I con NADH y 

nitroazul de tetrazolio (NBT). C Actividad de hidrólisis de ATP sintasa, incubado con ATP 8 mM, MgSO4 

14 mM y Pb(NO3)2 0.2%; pH 8.4 

 

 

Purificación del complejo I   

 

Una vez identificado el complejo I y determinado su peso se procedió con su purificación mediante 

cromatografía líquida con un sistema de dos pasos en FPLC. La muestra solubilizada y 

centrifugada se cargó primero en una columna de intercambio aniónico (Figura 21A). En el 

cromatograma se observaron tres picos de absorbancia, el primero más prominente que los otros 

dos. De las diferentes fracciones que se cargaron en un gel azul nativo para buscar la actividad de 

CI, sólo en 4 de ellas se encontró el complejo, que corresponden con la pendiente del primer pico 

de absorbancia y donde se encontraron también las bandas verdes de los fotosistemas.  
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En el paso por esta primera columna sólo apareció la banda de CI 2 y para separar el CI de los 

fotosistemas, se juntaron las fracciones correspondientes y se cargaron en una columna de 

exclusión molecular (Figura 21B). En el segundo cromatograma sólo se obtuvo un pico de 

absorbancia con un ligero cambio al inicio del pico antes de llegar al punto máximo. En el gel se 

corroboró que el cambio en esa señal corresponde al CI y en las fracciones siguientes aparecen los 

fotosistemas. Nuevamente, la actividad de CI con NADH y NBT mostró únicamente la banda 2, 

pero en dos fracciones se obtuvo el complejo I mitocondrial enriquecido.  

 

Composición polipeptídica del Complejo I de P. tricornutum   

 

Con el complejo I ya purificado, el siguiente paso en el análisis fue realizar un sistema de geles 

1D-BN/2D-glicina-SDS/3D-tricina-SDS para obtener el número de péptidos que lo conforman 

(Figura 22). En el gel 2D-glicina se observaron 9 bandas, que después en el gel 3D-tricina se 

separaron en 27 puntos, que van desde los 11 hasta los 99 kDa (Figura 23). El peso molecular de 

cada punto/péptido fue determinado por densitometría tomando como referencia un estándar de 

peso molecular, tanto para el gel 2D-glicina-SDS como para el gel 3D-tricina-SDS. Los valores de 

peso molecular determinado fueron muy similares entre ambos sistemas como se puede observar 

en la Tabla 3.  

 

Así mismo se compararon con los pesos de los péptidos que se identificaron mediante 

espectrometría de masas, donde se obtuvieron un total de 20 subunidades correspondientes al 

complejo I (Tabla 4), tanto del sector membranal como del brazo matricial. De estos 20 péptidos, 

19 de ellos corresponden con algún peso molecular determinado a partir de los geles, por lo que el 

peso molecular que coincide se colocó a un lado del número del péptido en la Figura 22, quedando 

de la siguiente manera primero el número de péptido con el peso de espectrometría de masas en 

paréntesis: 8 (54.1 kDa), 9 (45.1 kDa), 11 (31.2 kDa), 12 (29.2 y 29.6 kDa), 14 (26.3 kDa), 15 

(24.6 y 24.4 kDa), 16 (21.9), 17 (19.0 kDa), 26 (18.2 kDa), 18 (17.6 kDa y 18.2), 19 (15.3 y 15.0 

kDa), 22 (11.6 y 11.1 kDa), 23 (9.8 kDa), 24 (8.4).  
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Figura 20. Masa molecular estimada para la NADH:ubiquinona oxidorreductasa de Phaeodactylum 

tricornutum. Comparación de la migración en un gel de poliacrilamida 4-12% de los complejos 

mitocondriales de A Polytomella parva, B Euglena gracilis y C P. tricornutum. Se realizó la tinción con 

azul de Coomassie y actividad de complejo I. D Los logaritmos base 10 de las masas moleculares de E. 

gracilis y P. parva se representaron contra su distancia de migración en el gel y se interpoló el CI de P. 

tricornutum para inferir la masa molecular de la banda 1 y 2.  
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Figura 21. Purificación del complejo I mitocondrial de Phaeodactylum tricornutum mediante 

cromatografía líquida (FPLC). Se solubilizaron membranas totales (160 mg de proteína) con 1.2 g -dodecil 

maltósido y se pasaron por dos columnas. A Perfil de elución de la columna de intercambio aniónico: la 

línea azul representa la absorbancia a 280 nm, con tres picos principales. Debajo del cromatograma se 

muestra un gel azul nativo del 4-12% con las fracciones de la columna y actividad de NADH 

deshidrogenasa. B Perfil de elución de la columna de exclusión molecular: la línea azul representa la 

absorbancia a 280 nm, con dos picos. Debajo se muestran las fracciones en un gel azul nativo (4-12%) con 

la actividad del complejo I puro. El primer carril en ambos geles corresponde a las membranas solubilizadas 

antes de cargar en las columnas. En ambos cromatogramas la flecha señala al complejo I. Las bandas verdes 

corresponden a los fotosistemas.  

 

Se observó también que con el gel de glicina se obtuvo una mejor resolución general, sin embargo, 

con el gel de tricina fue posible determinar de mejor manera el peso de aquellos péptidos por 

debajo de los 15 kDa debido a que se alejan de la diagonal en el corrimiento. También fue posible 

apreciar que con el análisis EM se identificaron mayormente péptidos pequeños (por debajo de los 

60 kDa) y con el gel 3D se encontraron 12 más y de mayor peso.  
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Como se mencionó anteriormente, con el análisis EM se lograron identificar 20 secuencias de 

péptidos correspondientes al complejo I (banda 1 y 2), que sumado el peso de todos da un valor de 

466.5 kDa. Se corroboraron con un análisis delta-BLAST, además de la búsqueda en diferentes 

algoritmos (ver métodos) para obtener el peso molecular, cruces transmembranales, número de 

residuos, punto isoeléctrico y dominios conservados. En la tabla 5 se muestra un resumen de los 

20 péptidos, pero también se encontraron otras proteínas mitocondriales que no fue posible 

identificar o relacionar con las ya descritas en las bases de datos, por lo que podrían ser proteínas 

específicas del CI de P. tricornutum. 

 

 

 

 

Figura 22. Resolución 3D de los péptidos que constituyen la NADH:ubiquinona oxidorreductasa de 

Phaeodactylum tricornutum. El complejo I purificado se resolvió primero en un gel azul nativo. La banda 

correspondiente se cortó y se cargó en un gel 2D-glicina-SDS (12% de acrilamida). Luego, el carril de CI 

del gel 2D-SDS se colocó en un gel 3D-tricina-SDS (14% acrilamida) y se realizó una tinción con plata.    
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Finalmente, se comparó la distribución de las subunidades identificadas para el complejo I de la 

diatomea entre distintos linajes tomando como referencia las estructuras determinadas de las 

siguientes especies:  Homo sapiens (5XTD) (Guo et al., 2017), Bos taurus (5LDW) (Zhu et al., 

2016), Yarrowia lipolytica (6YJ4) (Grba y Hirst, 2020), Polytomella parva (7ARD) (Klusch et al., 

2021) y Tetrahymena thermophila (8B6F) (Mühleip et al., 2023) (Figura 24). Las tres primeras 

especies son de mamíferos y hongos pertenecientes a los Opisthokonta, grupo que no tiene las 

subunidades de anhidrasa carbónica, que sí aparecieron en P. tricornutum (Stramenopila), P. parva 

(Chloroplastida) y T. thermophila (Alveolata), siendo estas últimas dos especies las que tienen 

todas las subunidades encontradas en P. tricornutum y comparadas e iluminadas en las estructuras. 

Así mismo, es posible observar que los péptidos identificados de CI en P. tricornutum están 

distribuidos por toda la enzima, tanto asociadas con el sector membranal como en el sector 

periférico, lo que sugiere que la integridad del CI no se encuentra comprometida durante el 

procesamiento de aislamiento.  
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Tabla 3. Peso molecular determinado (kDa) de los péptidos resueltos con el gel 2D-glicina-

SDS/3D-tricina-SDS del complejo I purificado de P. tricornutum. 
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Tabla 4. Peso molecular calculado (kDa) de los péptidos identificados por espectrometría de 

masas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tabla 5. Subunidades del Complejo I de P. tricornutum identificadas por espectrometría de masas. 

 

Búsqueda de secuencia con DELTA-BLAST (a) y base de datos de dominios conservados (b). 

El máximo del valor e para filtrar los resultados en la búsqueda de dominios conservados fue 10-5 

Número de cruces transmembranales  (TMH)



 

 

 

Figura 23. Resolución polipeptídica de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa de Phaeodactylum 

tricornutum y posible distribución de los péptidos identificados por espectrometría de masas. A Péptidos 

resueltos en el gel 2D-glicina-SDS (12% de acrilamida). B Péptidos resueltos en el gel 3D-tricina-SDS 

(14% acrilamida). Las letras en negro indican las subunidades identificadas por espectrometría de masas. 

En color cian se enumeran los péptidos identificados en el gel. El asterisco señala los péptidos encontrados 

en el gel que corresponden con otra subunidad reportada en la literatura.  
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Figura 24. Identificación de las subunidades del complejo I de Phaeodactylum tricornutum con respecto a 

otros linajes. Se colorearon las subunidades encontradas por espectrometría de masas en P. tricornutum 

sobre las estructuras del complejo I de terminado para Homo sapiens (5XTD) (Guo et al., 2017), Bos taurus 

(5LDW) (Zhu et al., 2016), Yarrowia lipolytica (6YJ4) (Grba y Hirst, 2020), Polytomella parva (7ARD) 

(Klusch et al., 2021) y Tetrahymena thermophila (8B6F) (Mühleip et al., 2023). En colores rojos se muestra 

la anhidrasa carbónica ausente en el linaje Opistokonta, pero presente en otros eucariontes como P. parva, 

T. thermophila, E. gracilis y ahora en P. tricornutum.    
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VII. Discusión  

 

Crecimiento de Phaeodactylum tricornutum  en el fotobiorreactor Antares I  

En este trabajo se mostró que la diatomea Phaeodactylum tricornutum crece de manera adecuada 

en el fotobiorreactor Antares I lo que permitió controlar las condiciones de cultivo para garantizar 

la reproducibilidad de los resultados. En la curva de crecimiento se observó el comportamiento 

sigmoide característico, además de un incremento en la biomasa tres veces mayor con luz verde.  

En las microalgas, su crecimiento se ha visto afectado por diferencias en la fuente de luz como 

lámparas fluorescentes o LEDs (Bialevich et al., 2022), así como por la longitud de onda aplicada 

y se ve reflejado en la producción de metabolitos como ácidos grasos y pigmentos (Duarte et al., 

2021).  

 

La mejora en el crecimiento con luz verde se ha observado en cultivos con sílice (Zhao et al., 

2014), sin embargo, en este trabajo, se utilizó una formulación libre de sílice debido a que P. 

tricornutum puede crecer de manera adecuada sin este elemento (Lewin et al., 1958). Los análisis 

espectroscópicos indicaron un incremento en la absorbancia con un pico extra en la región de 630 

nm, que puede estar relacionado con la modificación de los pigmentos ya que la relación de 

clorofilas c/a incrementó de 0.54 a 0.68 entre luz blanca y luz verde. Se ha observado que la 

clorofila c tiene un pico de absorbancia especifico en 626 nm (Kirk, 1994). Esto sugiere que el 

aumento en la velocidad en el crecimiento está relacionado con la modificación de los pigmentos 

y la característica de la luz verde de penetrar con mayor eficiencia en los cultivos ópticamente 

densos comparado con otras longitudes de onda (Ooms et al., 2017), más que con un cambio 

drástico en la maquinaria fotosintética.  

 

El crecimiento con luz verde no es común en los organismos fotosintéticos debido a la absorbancia 

de sus pigmentos, predominantemente clorofila a que absorbe longitudes entre los 430-475 nm y 

630-696 nm, pero en otras microalgas como Picochlorum sp. y Chaetoceros sp.  se ha observado 

una eficiencia en su crecimiento similar con luz verde comparándola con luz roja y blanca (Paper 

et al., 2022; Sánchez-Saavedra y Voltolina, 2002).  
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El incremento en la proliferación celular con luz verde puede estar relacionado también con la 

calidad de la luz y el aprovechamiento de la misma para su conversión de energía química a 

biomasa, ya que al existir una mayor eficiencia fotosintética la mayor parte de la energía no se 

pierde como fluorescencia o calor (Li y Liu, 2020). Otro punto a favor de la luz verde es que está 

en un nivel intermedio donde es bien absorbida a nivel de pigmento y nivel de célula, contrario a 

lo que sucede con la luz roja y azul. Para el alga Isochrysis galbana, por ejemplo, se ha demostrado 

una mejor eficiencia fotosintética y crecimiento con luz blanca más que con luz verde. Sin 

embargo, la luz blanca tricromática favoreció el crecimiento y un aumento en el contenido de 

pigmentos, pero disminuyó el valor de clorofila c/a (Li y Liu, 2020; Gorai et al., 2014). Lo que 

concuerda en este trabajo ya que con luz blanca la relación de clorofila c/clorofila a fue menor con 

luz blanca que con luz verde para P. tricornutum.  

 

Crecimiento mixotrófico  

La dualidad de las diatomeas en su metabolismo para crecer de manera fotoautótrofa o mixotrófica 

les confiere ventajas como una mayor producción de lípidos, el rápido aumento de biomasa, así 

como la fijación simultanea de CO2 y la oxidación de una fuente de carbono (Cerón-García et al., 

2000; 2006; Kitano et al., 1997). En los experimentos se probaron distintas fuentes de carbono en 

combinación con una variación en la intensidad de luz para promover un aumento en la respiración 

tal como se ha descrito en trabajos anteriores (Grama et al., 2016). La CTE es la tercera opción 

para satisfacer la demanda de lípidos y muestra un aumento cuando se ha saturado la fijación de 

glicerol debido al límite impuesto y la captación de fotones en el cloroplasto (Villanova et al., 

2021).   

 

También se observó que una alta concentración de glicerol (arriba de 0.1 M) inhibe el crecimiento 

en los primeros días del cultivo y disminuye la concentración de clorofila y carotenos, que 

concuerda con lo reportado en otros estudios (Villanova et al., 2021; Cerón-García et al., 2005). 

Sin embargo, el glicerol es la fuente de carbono preferida por P. tricornutum debido a que no pude 

internalizar glucosa en su célula por la falta de glucosa permeasa (Zaslavskaia et al., 2001). Para 

descartar que el cambio en el metabolismo fuera por algún otro nutriente se utilizó el medio ESAW 

(Berges et al., 2001) porque tiene una composición estable y el crecimiento del alga no estaría 

limitado nada más que por la fuente de carbono que se añadió.  
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El complejo I de Phaeodactylum tricornutum   

En este trabajo se logró purificar el complejo I mitocondrial de Phaeodactylum tricornutum. El 

peso molecular estimado fue de 780 kDa, lo que indica que es un complejo I de menor tamaño. 

Este valor es diferente al peso reportado para el complejo I de mamíferos ~900 KDa (Vinothkumar 

et al., 2014), levaduras ~1000 KDa (Guerrero-Castillo et al., 2009), algas verdes ~1000 KDa 

(Cardol et al., 2004) y plantas ~900 KDa (Klodmann et al., 2010), y deja abierta la posibilidad de 

investigar a fondo su estructura.  

 

La identificación del complejo I mitocondrial fue posible con un análisis cuantitativo de 

espectrometría de masas. A partir de la muestra de membranas totales se identificaron 127 péptidos 

relacionados con la maquinaria de replicación, fotosíntesis, transporte, metabolismo glucolítico, el 

complejo I y complejo V mitocondrial, ciclo de los ácidos tricarboxilicos y otros que no fue posible 

identificar mediante los análisis realizados. De los 127 péptidos, 20 de ellos corresponden al 

complejo I de P. tricornutum y 5 al complejo ATP sintasa (Complejo V). De los péptidos 

correspondientes a la NADH:ubiquinona oxidorreductasa, dos de ellos corresponden al dominio 

anhidrasa carbónica que concuerda con lo reportado anteriormente para P. tricornutum con 

imnunorreplicas tipo Western (Cainzos et al., 2021) y el alga incolora P. parva (Sunderhaus et al., 

2006), lo que confirma la presencia de anhidrasa carbónica en el complejo I del grupo de las 

diatomeas.  

 

En el análisis por espectrometría de masas no fue posible identificar algunas proteínas catalíticas 

del sector membranal y periférico posiblemente por la hidrofobicidad de las mismas o el 

procesamiento de la muestra. Se ha descrito que los resultados pueden cambiar por el sitio de corte 

de la tripsina o los factores de ionización de los péptidos (Walmsley et al., 2013), sin embargo, con 

el gel 2D-3D-SDS se encontraron otros péptidos con pesos similares a los péptidos que están en la 

membrana, tal como se han observado con este tipo de geles en organismos como Arabidopsis 

thaliana y P. parva (Klusch et al., 2021). 

 

La suma del peso molecular de todos los péptidos identificados por espectrometría de masas resulta 

en un valor de 469.5 kDa, similar a la suma de los mismos péptidos identificados en el gel 3D-
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SDS (426.9 kDa), la mayoría por debajo de los 55 kDa. Con el gel de tricina-SDS se obtuvieron 

alrededor de 30 péptidos, que es lo común reportado en este tipo de geles para el complejo I 

generalmente (Schägger y von Jagow, 1991). 

 

Con respecto a las dos bandas que se encontraron al hacer la comparativa en los péptidos en ambas 

bandas se encuentran las mismas subunidades lo que indica que no se está rompiendo la enzima y 

que la banda de 1.1 MDa podría ser la asociación de un complejo I completo con las subunidades 

conservadas del transporte de electrones y la translocación de protones pero con un dominio extra 

de proteínas únicas en el linaje de los Stramenopila, similar a lo que se ha descrito para el complejo 

I de Euglena gracilis (dominio FAS) (Miranda-Astudillo et al., 2018) y Tetrahymena thermophila 

(Mühleip et al., 2023), ambos con nuevas subunidades especie-específicas que les confieren pesos 

moleculares mayores, 1.4 y 1.7 MDa, respectivamente.  

 

No se descarta la idea de que la banda de mayor peso molecular podría ser un supercomplejo, en 

especial una asociación del complejo I con el complejo III tal como se ha propuesto antes para P. 

tricornutum (Cainzos et al., 2021). Sin embargo, no se identificaron péptidos del complejo III por 

espectrometría de masas, aunque a nivel genético si se encuentran todos los genes codificadores 

para las enzimas de la fosforilación oxidativa (Bowler et al., 2008).  

 

De acuerdo con los resultados y lo descrito anteriormente, se construyeron los modelos 

estructurales por homología para los complejos I mitocondrial y ATP sintasa de P. tricornutum de 

acuerdo con las proteínas identificadas por espectrometría de masas (Tabla 4). Para la realización 

de los mismos se tomó como modelo a P. parva en el caso del complejo I y a Bos taurus para la 

ATP sintasa (Figura 25).   
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Figura 25. Modelo estructural por homología de los complejos I y V de la fosforilación oxidativa de 

Phaeodactylum tricornutum. A Complejo I con las subunidades: NDUFV1 (amarillo arriba), NDUFA9 

(verde claro), gCA3 (rojo centro), NDUFA7 (cian brazo periférico), NADH1B (amarillo centro), NDUFB9 

(magenta), NDUFA5 (azul cielo), gCA (naranja), NuoI/NADH1 (azul marino), NuoE/NDUV2 (purpura), 

NDUFA13 (verde bosque), NADUFA12 (magenta), MWFE/NDUFA1 (rojo abajo), NDUFB7 (amarillo 

abajo) y ESSS/NDUFB11 (cian abajo). B ATP sintasa con las subunidades: b (rojo), gamma (amarillo), alfa 

(azul), beta (verde) y delta (magenta).        
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VIII. Conclusiones  

 

1. En el presente trabajo se logró la optimización para el crecimiento de Phaeodactylum 

tricornutum en el fotobiorreactor Antares I  

2. Se confirmaron dos bandas con actividad de complejo I (NADH/NBT), una de 1.1 MDa y 

otra de 0.8 MDa. 

3. Se logró la primera purificación del complejo I mitocondrial en diatomeas por 

cromatografía con un perfil polipeptídico de 27 péptidos entre 8 y 80 kDa.   

4. Se identificaron 20 subunidades del complejo I mitocondrial mediante espectrometría de 

masas correspondientes al sector periférico y membranal de la enzima. 

5. El complejo I de diatomeas tiene un peso molecular menor con respecto al complejo I de 

otros linajes de eucariontes y posee el dominio anhidrasa carbónica.  

6. El complejo I mitocondrial contiene subunidades conservadas entre especies y 

probablemente subunidades linaje-específicas.  
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X. Anexos 

 

Anexo I. Soluciones y protocolos  

 

Medios de cultivo para Phaeodactylum tricornutum  

 

Medio F/2. Preparar la cantidad a utilizar conforme la siguiente tabla:  

 

Medio F/2 

Solución 1 litro 

Instant Ocean 33-38 g 

NaNO3 1 mL 

NaH2PO4H2O 1 mL 

Oligoelementos 1 mL 

Agua mili Q Levar a 1 L 

 

Esterilizar en autoclave 20 minutos  

Antes de inocular agregar vitaminas 1 mL/L 

 

Soluciones madre F/2 1 L 

NaNO3 75 g 

NaH2PO4H2O 5 g 

Oligoelementos  

FeCl3 6H2O 3.5 g 

Na2EDTA 2H2O 4.36 g 

CuSO4 5H2O 9.8 g 

ZnSO4 7H2O 22 g 

CoCl2 6H2O 10 g 

MnCl2 4H2O 180 g 

Na2MoO4 2H2O 6.3 g 
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Medio ESAW. Preparar la cantidad a utilizar conforme la siguiente tabla: 

 

Medio ESAW 

Mezclar y esterilizar en autoclave Para 1 L 

Solución 2 100 mL 

NaH2PO4 1 mL 

Metales 1 mL 

Fe-EDTA 1 mL 

Agua 796 mL 

Esterilizar por filtración y agregar después  

Solución 1 100 mL 

NaNO3 1 mL 

 

Añadir vitaminas antes de inocular 1 mL/L 

 

Soluciones ESAW 

Solución 1   

NaCl 211.94 g/L 

Na2SO4 35.5 g/L 

KCl 5.99 g/L 

NaHCO3 1.74 g/L 

KBr 0.863 g/L 

H3BO4 0.230 g/L 

NaF 0.028 g/L 

Solución 2   

MgCl 6H2O 95.92 g/L 

CaCl2 2 H2O 13.44 g/L 

SrCl2 6 H2O 0.218 g/L 

Macronutrientes   
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NaNO3 46.67 g/L 

NaH2PO4 3.094 g/L 

Metales  Solución madre 50 mL 

Na2EDTA 2H2O 3.09 g/100 mL 5 mL 

ZnSO4 7H2O 0.73 g/100 mL 0.5 mL 

CoCl 6H2O 0.16 g/100 mL 0.5 mL 

MnCl 4H2O 0.54 g/100 mL 5 mL 

Na2MoO4 2H2O 0.148 g/100 mL 50 µL 

Na2SeO3 0.017 g/100 mL 50 µL 

NiCl2 6H2O 0.149 g/100 mL 50 µL 

CuSO4 5H2O 0.98 g/100 mL 50 µL 

Fe-EDTA 3 g/L  

 

 

Vitaminas 1000x 

Tiamina (Vitamina B1) 0.01% 10 mg/100 mL 

Cobalamina (Vitamina B12) 0.0001% 0.1 mg/100 mL 

Biotina 0.0001% 0.1 mg/100 mL 

 

Pesar 10 mg de tiamina 

Soluciones madre: 

Pesar 10 mg de cobalamina y llevar a 1 mL, tomar 10 µL 

Pesar 10 mg de Biotina y llevar a 1 mL, tomar 10 µL 

 

Llevar a 100 mL y esterilizar por filtración. Hacer alícuotas de 1 mL y congelar a -20°C. 

 

Preparación de membranas totales  

 

1. Lavar un botón de células de un cultivo de 6 litros con 20 mL de amortiguador SHE 

(Sacarosa 0.25 M, HEPES 0.01 M, EDTA 0.001 M; pH 7.2). Centrifugar a 600 xg durante 

20 minutos. Desechar el sobrenadante 
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2. Diluir el botón de células con amortiguador SHE a una concentración de 1.4x109 

células/mL máximo. Repartir el volumen final en alícuotas de 4 mL 

3. Aplicar 2 ciclos de 30 segundos de ultrasonido con una extensión de 3 mm de diámetro. 

Poner en amplitud al 50%, encendido y apagado 1segundo. Dejar reposar la muestra en 

hielo entre cada ciclo.   

4. Centrifugar a 600 xg durante 20 minutos. Recuperar el sobrenadante.  

5. Centrifugar a 13 500 xg durante 20 minutos. Recuperar el botón.  

6. Resuspender el botón gentilmente (membranas) y guardar a -70° hasta su uso.  

 

Amortiguador SHE pH 7.2 100 mL 

Sacarosa 0.25 M 8.55 g 

HEPES 0.01 M 0.238 g 

EDTA 0.001 M 0.029 g 

 

Cuantificación de pigmentos  

1. Tomar 10 mL de un cultivo a mitad de la fase logarítmica de crecimiento.  

2. Centrifugar a 2 195 xg durante 10 minutos.  

3. Resuspender el botón de células en 1 mL de metanol absoluto frío y dejar reposar toda la 

noche a 4°C en oscuridad.  

4. Centrifugar a 13 100 xg durante 10 minutos. Recuperar el sobrenadante.  

5. Medir absorbancia como lo indican las ecuaciones para clorofila a (µg/mL)= -2.6839 (A632-

A750) + 13.2654 (A665-A750) (±0.1097), clorofila c (µg/mL)= -6.0138 (A665-A750) + 

28.8191(A632-A750) (Ritchie 2006) y carotenos (µg/mL) = 7.6(A480 – A750) – 1.49(A510 – 

A750) (Strickland y Parsons, 1972).  

 

Solubilización de membranas totales 

1. Solubilizar 500 µg/µL con n-dodecil beta maltósido en relación 6:1 proteína:detergente 

de una solución madre al 10% de 100 mg/mL. Adicionar el volumen restante a 200 uL 

con buffer de solubilización 

2. Incubar en hielo durante 1 hora (agitar con micropipeta cada 5 minutos) 

3. Centrifugar a 13 100 xg durante 30 minutos.  



 68 

4. Recuperar el sobrenadante 

5. Preparar un gel azul nativo de poliacrilamida del 4-12%  

6. Cargar varios carriles y realizar la migración electroforética  

7. Realizar la zimografía en gel 

 

Amortiguador de solubilización pH 8.4 100 mL 

Tris  50 mM 0.308 g 

NaCl  100 mM 584 mg 

MgSO4 7H2O  1 mM 24.6 mg 

Glicerol  10% 10 mL 

Ácido aminocaproico  50 mM 0.655 g 

 

Electroforesis 

SDS-PAGE 

Soluciones 

Solución de carga pH 6.8 25 mL 

SDS 10% 2.5 g 

Glicerol 30% 7.5 mL 

Tris 100 mM 1.25 g 

Azul de Coomassie 0.3% 75 mg 

Mercaptoetanol 4% 1 mL 

 

Solución madre de acrilamida  100 mL 

Acrilamida 30% 30 g 

Bis-acrilamida 0.98% 0.98 g 

 

Amortiguador electroforético  500 mL 

Tris 3 M 181.7 g 

HCl 1 N 40.3 mL 

SDS 0.3% 1.5 g 
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Amortiguador cátodo  1 L 

Tris 0.1 M 12.1 g 

Tricina 0.1 M 17.9 g 

SDS 0.1% 1 g 

 

Amortiguador cátodo con azul de Coomassie  1 L 

Tris 0.1 M 12.1 g 

Tricina 0.1 M 17.9 g 

SDS 0.05% 0.5 g 

Azul de Coomassie (SERVA Blue G) 0.05% 0.5 g 

 

Amortiguador ánodo pH 8.9  1 L 

Tris-HCl 0.1 M 12.1 g 

 

Solución teñidora  1 L 

Etanol 50% 500 mL 

Ácido acético 10% 100 mL 

Coomassie R-250 0.1% 1 g 

 

Solución desteñidora   1 L 

Metanol  50% 500 mL 

Ácido acético  10% 100 mL 

 

Soluciones SDS glicina (Laemmli) 

 

Amortiguador cátodo y ánodo pH 8.3  1 L 

Tris 0.025 M 3.028 g 

Glicina 0.192 M 14.41 g 

SDS 0.1% 1 g 
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Mezclas para los geles SDS-PAGE Tricina (von Jagow) 

 

 Gel separador Gel concentrador 

 10% 12% 14% 4% 

Solución madre de 

acrilamida 30% 

2.5 mL 3.0 mL 3.5 mL 400 uL 

Amortiguador 

electroforético 

4 mL 3.5 mL 3.0 mL 800 uL 

Glicerol 79.5% 1 mL 1 mL 1 mL  

Agua    1.85 mL 

Persulfato de amonio 10% 40 uL 40 uL 

TEMED 5 uL 5 uL 

 

Mezclas para los geles SDS-PAGE Glicina (Laemmli) 

 

 Gel separador Gel concentrador 

 12% 3% 

Solución madre de 

acrilamida 30% 

3.95 mL 300 uL 

Tris 1.5 M pH 8.8 2 mL  

Tris 0.5 M pH 6.8  90 uL 

SDS 10% 100 uL 30 uL 

Agua 4 mL 2.6 mL 

Persulfato de amonio 10% 50 uL 20 uL 

TEMED 5 uL 3 uL 

 

 

 

 

 

 



 71 

BN-PAGE 

 

Soluciones 

 

Solución madre de acrilamida   100 mL 

Acrilamida 40% 40 g 

Bis-acrilamida  1.2% 1.2 g 

 

Solución madre de acrilamida   100 mL 

Acrilamida 48% 48 g 

Bis-acrilamida  1.5% 1.5 g 

 

Amortiguador 3X pH 7.0  100 mL 

Ácido aminocaproico 1.5 M 19.4 g 

Bis-Tris 150 mM 3.14 g 

 

Amortiguador cátodo pH 7.0 1 L 

Bis-Tris 15 mM 3.14 g 

Tricina 50 mM 8.96 g 

Azul de Coomassie (SERVA Blue G) 0.004% 40 mg 

 

Amortiguador ánodo pH 7.0 1 L 

Bis-Tris 50 mM 10.46 g 

 

Amortiguador de carga pH 7.0  50 mL 

Ácido aminocaproico 750 mM 4.92 g 

Bis-Tris 50 mM 0.52 g 

Azul de Coomassie Serva G en amortiguador de 

cátodo 

5% 2.5 g 
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Mezcla para los geles BN-PAGE 

 

 Gel separador Gel concentrador 

 4% 12% 4% 

Agua 2.28 mL 0.56 mL 1.775 mL 

Amortiguador 3X 1.508 mL 1.508 mL 1 mL 

Solución madre de 

acrilamida 48% 

0.372 mL 1.12 mL  0.225 mL 

Glicerol 80% 0.322 mL 1.285 mL  

Persulfato de amonio 10% 20 uL 

TEMED 5 uL 
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Zimografía en gel de los complejos respiratorios 

1. Cortar las bandas de interés y lavar en la solución correspondiente 

 

Complejo I. NADH/NBT oxidorreductasa 

2. Colocar las bandas en 20 mL de amortiguador Tris 10 mM; pH 7.0 (1.211 g/L) 

3. Adicionar 100 µL de una solución NADH 100 mM  

4. Adicionar 100 µL de una solución de NDT 15 mg/mL 

5. Incubar 15-30 minutos con agitación leve  

6. Fotografiar el gel en el momento  

7. Detener la reacción incubando en una solución de metanol al 50% 

 

Complejo III. Citocromo c reductasa  

2. Lavar con agua durante 5 minutos. 

3. Incubar en una solución 3:7, TMBZ 6.3 mM*:acetato de sodio 250 mM, pH 5.0. Mezclar 

ambas soluciones justo antes de usar.  Ambas deben estar a 4° C. 

4. Dejar en la oscuridad durante 1-2 horas, con agitación cada 15 minutos. 

5. Agregar H2O2 a una concentración final de 30 mM (495 uL para 100 mL).  

6. Incubar 5-30 minutos 

7. Eliminar el fondo del gel con una solución 3:7 isopropanol: acetato de sodio 250 mM, pH 

5.0. Cambiar una o dos veces. El gel se almacena en esta solución.  

8. Se puede escanear el gel a 690 nm 1 h o hasta 2 días después almacenados con la solución 

isopropanol:acetato de sodio. Almacenar en oscuridad.  

 

* En metanol frío y en oscuridad, preparar con tiempo porque tarda en disolver y cubrir con 

aluminio. 

 

Complejo IV. Citocromo c oxidasa  

2. Incubar las bandas en 20 mL de solución de fosfatos 50 mM; pH 7.4 

3. Adicionar 250 µL de una solución de citocromo c de corazón de caballo 10 mg/mL 

4. Adicionar 250 µL de una solución de 3,3`diaminobencidina tetrahidroclohidrato 20 mg/mL 

5. Incubar 1-2 horas en agitación leve  
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6. Fotografiar el gel en el momento  

7. Detener la reacción incubando con solución de metanol 50% 

 

Complejo V. ATP sintasa (hidrólisis de ATP)  

2. Incubar las bandas en amortiguador de glicina 270 mM, Tris 35 mM: pH 8.4 durante 3 horas 

3. Cambiar las bandas a un amortiguador de glicina 270 mM, Tris 35 mM, MgSO4 14 mM, 

Pb(NO3)2 0.2%; pH 8.4 durante 15 minutos  

4. Agregar 100 mg de ATP disuelto al momento en 1 mL del amortiguador del punto 2 

5. Incubar 4-12 horas con agitación leve  

6. Escanear el gel en el momento  

7. Detener la reacción incubando con solución de metanol 50% 
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Tinción de plata para geles de poliacrilamida   

 

1. Incubar el gel toda la noche con 50 mL de solución fijadora  

2. Lavar 5 minutos con etanol al 50%. Repetir 3 veces 

3. Incubar con 100 mL de solución de tiosulfato de sodio preparada al momento  

4. Lavar 10 segundos con agua. Repetir 3 veces 

5. Incubar 1 hora con 50 mL de nitrato de plata  

6. Lavar un minuto con agua, dos veces 

7. Incubar con solución reveladora hasta obtener la intensidad de bandas deseada 

8. Detener la reacción con ácido acético hasta que pare el burbujeo 

9. Fotografiar el gel en momento  

 

Soluciones 100 mL 

Fijadora  

Metanol 50 mL  

Ácido acético glacial  12 mL 

Formaldehído 50 µL 

Solución de tiosulfato  

Tiosulfato de sodio 200 µg/mL 20 mg 

Solución de nitrato de plata  

Nitrato de plata 0.2 g 

Formaldehído 37% 75 µL 

Solución reveladora  

Carbonato de sodio 6 g 

Formaldehído 37% 50 µL 

Solución de tiosulfato 2 mL 
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Purificación de Complejo I 

Preparar las siguientes soluciones y filtrar con filtros de 0.22 µm. Guardar a 4°C hasta su uso.   

Agua 

Etanol al 20 % 

 

Soluciones   100 mL 

NaCl   2 M 11.6 g 

NaOH   1 M 5 g 

 

Preparar todo el volumen de amortiguador A, ajustar pH y separar el volumen de 

amortiguador B y Superose a utilizar. Agregar la cantidad de NaCl correspondiente 

para cada uno. Filtrar por separado y guardar.   

 

Amortiguador A pH 8.4   

Tris  50 mM 0.608 g 

MgSO4 7H2O 1 mM 36 mg 

Glicerol 10% 10 mL 

PMSF 1 mM 17.4 mg 

TLCK 50 µg/mL 5 mg 

Lauril maltósido beta 10% 1 g 

NaCl 15 mM 0.087 g 

Amortiguador B pH 8.4    

NaCl  500 mM 2.92 g 

Amortiguador Superose pH 8.4    

NaCl 150 mM 0.87 g 

 

 

Solubilizar membranas totales con beta maltósido durante 1 hora y centrifugar a 14 000 rpm 

durante 40 minutos.  

Recuperar el sobrenadante y diluir 1:3 con amortiguador A  
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Cromatografía de intercambio aniónico (Source 15Q 10/100 GL) 

Realizar todo el procedimiento a 4°C y tomar en cuenta la presión máxima de la columna: 2 

Mpa.  

Los lavados y equilibrio del equipo/columna se realizan hasta obtener una línea base.  

 

En FPLC   

 

1. Equilibrar las bombas con el amortiguador correspondiente  

Bomba A. Amortiguador A 

Bomba B. Amortiguador B 

2. Equilibrar el equipo (mangueras y detector) con amortiguador A 

3. Conectar la columna  

4. Equilibrar la columna Source 15 Q 10/100 GL (8 mL) con amortiguador A  

5. Cargar la muestra a la columna por la bomba A o por la válvula de inyección (manual).  

6. Lavar la columna hasta la línea base con amortiguador A  

7. Eluir la proteína con un gradiente 0 a 100% de amortiguador B en 20 volúmenes de 

columna a un flujo de 1.5 mL/min 

8. Colectar fracciones de 0.5 mL 

9. Visualizar las fracciones en geles de poliacrilamida azules nativos y hacer actividad de 

complejo I para seleccionar las fracciones enriquecidas con la proteína de interés.  

10. Congelar las alícuotas enriquecidas a -70°C hasta su uso.  

 

Cromatografía de exclusión molecular (Superose S6 10/300 GL) 

Concentrar las fracciones enriquecidas con CI de la columna Source 15Q con un filtro para 

centrifuga Centricon de 100 kDa hasta 500 µL  

 

Realizar todo el procedimiento a 4°C y tomar en cuenta la presión máxima de la columna: 1.5 

Mpa 
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En FPLC   

 

1. Equilibrar las bombas con amortiguador superose a un flujo de 0.5 mL/min 

2. Equilibrar las mangueras y la columna  

3. Cargar la muestra (500 µL) a la columna por la válvula de inyección (manual).  

4. Lavar la columna hasta la línea base con amortiguador A  

5. Eluir la muestra a un flujo de 0.25 ml/min 

6. Colectar fracciones de 0.5 mL 

7. Visualizar las fracciones en geles de poliacrilamida azules nativos y hacer actividad de 

complejo I.  

8. Congelar las alícuotas enriquecidas a -70°C hasta su uso.  

 

 

Limpieza de la columna Source 15Q 

Colocar la columna en flujo reverso y colocar la presión máxima en 2 Mpa y velocidad de flujo a 

1-2 mL/min.  

 

1. Lavar con agua  

2. Lavar con NaCl 2 M para eliminar la muestra unida por uniones iónicas  

3. Lavar con agua  

4. Lavar con NaOH 1M  

5. Lavar con agua 

6. Lavar nuevamente con NaCl 2 M 

7. Lavar con agua  

8. Pasar isopropanol al 30% para retirar interacciones hidrofóbicas  

9. Lavar con agua  

10. Lavar y guardar la columna en etanol al 20% 
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Anexo II. Secuencias identificadas por espectrometría de masas 

 

> Phatr3_J43944 (NDUFV1) 

 

MMILSSTAARATAKALSRPGSRALASQAEHNLTSGFNFLSDQDRIFTNLYGEQDWRLPD

AIKRGDYHLTKEIMCMGPDWIIQEIKDSGLRGRGGAGFPSGLKWSFMPKETDGRPSFLV

VNADESEPGTCKDREIMRKDPHKLIEGCILAGYAMRARAAYIYIRGEYFNEAVVLDEAI

HEAYAAGLLGKNACGSGYDYDIYLHRGAGAYICGEETALIESLEGKQGKPRLKPPFPAG

VGLFGCPSTVTNVETVAVAPTILRRGASWFASFGNENNRGTKLFAISGHVKNPMVVEES

MSIPLRDLIDKHCGGMRNGWESVQACIPGGSSVPVLNKDQCGEALMEFDDLRAKGSGL

GTAAVTMFDNTVDMVGAIRRLSHFYKHESCGQCTPCREGTGWLEDILIRMEKGDADKR

EIPMLEEISRQIEGHTICALGDAAAWPVQGLLRHFKKDIEDRIDNPKGFDHEAAFQKAWS

GDPFDNNAWTKEHGDGKTYAAA 

 

Total 493 

 25.15% 

 

> Phatr3_J17671 (NDUFA9) 

 

MTIAMTMFAATQATARQNLLVCGRRSLSNFYSPKLTERRVGEAGSGGHSSEAGVKVALF

GASGFLGNYVCGELGANGFMAYLANRGDDMEMRHLKIPFDLGRTRFQFYSPRDRDSIK

EVIQDADVVVNMIGKYYESGQPIQTAKFPYVGYRTNYSFADANVEIPRTLAEICLEMQV

DHFVHVSSASASPDARSEWSRTKYAGEQAIKEVYPWATIIRPTQFFGKQDRFLHWFARM

AKWYRIVPLVDGGKTLTQPVWAGDVAKTILKVCDNPSIFEGRQIDCFGPAEFSYSELADF

VNDITERNRPVFNLPYDYYAAIAKVLQYQRDPLITPDLVEIWSEDFLPSMPPEEYKLQKY

EQTKILTMQDLGIEPTPIEKIAFEFMQIYRAGGHFARVQGYH 

 

Total 397 

 31.5% 

 

> Phatr3_EG02042 (gCA3) 

 

MSSLVARASNGLAGMMRKVGSAFDSMGKGLEITKYTEKLVPSTRFVAVDGMVPKISDK

GAFVAPSAAVIGDVTIGKASSIWYGATVRGDVNTITIGDYTNIGDRAVVHVARIQGDFAT

SIGNNVTIGAGALIHAATLKDNCVVGESAQVLDGATVESNVIIAPAAIVTPGTMVPSGEL

WAGSPAKMIRVLTEDEIAAIPKQASETAALASMHAIEHSKSYEQVMEEEQVAENELYRE

VPVPKQTENPLGDVLGQGMPGRIFRSTLSHPEDIYKGQQPK 

 

Total 278 

57.6% 
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> Phatr3_J48909 (NDUFA7) 

 

MTITVRKAAEGVAKVVGQKAAAPHAAAKISLRSPRAVTLAEAKADAIQPARESTKTTM

TPWRGWFERVLQEVIGEERVKKIKDTMLFMPDDIYDLEQSPKPSQKIPISKTDPTITAMY

RYPSPGSQESVRIPEFENGKDPYDTGYFKRDTRRRYQFEELGDPDIEKAKLELMDPNDPQ

VQEDKKRVEAGPASSPGNKGVFATGPSDFDPTGLRATMSVTWSELNKSLDAHMPDHLP

TPTWMKDKEAIIAWHKERDLPVPVGPVYEGLKVPVYLRVARW 

 

Total 278  

53.96% 

 

> Phatr3_J41645 (NuoB) 

 

MIASKSASWIRTGARGAALFVGPRVSTTSPSFSGFAVRSMAGTAQSQTSALNRLENVEQ

MMQGGGNVPTADNVEYAISRVDDLVNWARKGSLWPMTFGLACCAVEMMHAAASRY

DMERFGMVFRASPRQSDVMIVAGTLTNKMAPALRKVYDQMPEPRWVVSMGSCANGG

GYYHYSYSVVRGCDRIVPVDIYVPGCPPTAEALLYGLIQLQKKVKGNKGLLLRLRK 

 

Total 226 

28.31% 

 

> Phatr3_J48767 (NDUFA4) 

 

MLTARTFLRSTLSLPQQRHAWESTGVRTLSSKKPVAPATAKAAVEEDVISPVTVRRAKM

SKIDRNMVFGTTGKFLAPVLPENPAEISALDPADQGHRLKMDGTARVVMIRQERASNR

QSPLKHEKYWRIFFYEDGMVAEKWTNSLMGWTSNGDPYQSAPPLIFPNAADAVYFAK

KRGWNFVVKQPIMRDPREDGAQYQDNFLPLAVAARVQKEGVSCDQWARDHAGTSSY

FRPLKYHGDGLVPQHGPNGNAPIAKHVPGYYKLR 

 

Total 264 

28.4% 

 

> Phatr3_J11305 (NDUFB9) 

 

MTLVRPQPLNDIFLAAANQTRQKARSLTHNQKVAHLYRHSLRVLLSWAVDRDIFNEAA

TELRARFDAQRGVSAAAASRLLKEGDDELFSFTHPDPYKCVYMPGGSKFMRNPPLPME

VCFPDGNLPADAPRYTVNPDMSLCTPETGRNAVGTVLVDFYKKNME 

 

Total 162 

42.0% 
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> Phatr3_J49313 (NDUFA5) 

 

MNALRLLRGACRPALASRFRIVAPRTVPVRFFSDASSTQSKPIIPGIGKGKTSTGIVGLKV

EPDWYNVMLNRFQALLDKMEASDMPETAQYRIDVTKWCNFVIRAVKSNPEDPEAVEE

TVQMGQVEELIEMAEDEMIALDTYLRTRMWELVEATNTVYDFEHDPMKDPMGKDGDP

DLAEAIRRGVDAMKTQKEN 

 

Total 194 

35.05% 

> Phatr3_J24069 (gCA) 

 

MAKQSVSKAVTAYLGRALRETGAALKHRGEMEIFSRHRPKMTFLGKVPFVTNDTFIAPS

ASVIGDVTNWDQSSVWYKAVVRADSEHSITIGFCSSVGEGTVVNTLSSTGQLETGLPPD

TYIGHYVTVGAGCVLKSCRVDDLVVVGDKCTILEGSLVENHVILKPGTVVMPYQRIPSG

QMWAGNPAAFVSELTPDEKEDIQQQALKIFTSTKEHILEFLPYGRTFVHLEELEKQAGLE

VKQG 

 

Total 241 

49.79% 

 

> Phatr3_J14260 (NuoI) 

 

MSLSAVLHRSTLVSASKRLGSASGSARAFSTKHNDLERMEQKENILPTPWSEILDNSSRIF

FLTEIARAWWLAGEVFLKPRVTINYPYEKGYLSPRFRGEHALRRYPSGEERCIACKLCEA

ACPAQAITIEVQEREDGARRTTRYDIDMTKCIYCGFCQEACPVDAIVEGPNFEFATETHE

ELLYDKEKLLSNGDKWERQIAKNLMHEHLYR 

 

Total 212 

22.64% 

 

> Phatr3_J22919 (NuoE) 

 

MLSRFGASRFASKLSPVIRSQSRTFAGQKPFHIDTPENNLEVHFDFTLENYDRVKYIMAK

YPNNYKQAAMIPLLDLAQRQHGGWLPLTAMHKVAAICEVAPVRVYEVASFYTMFNRN

PVGKYFIQLCGTTPCMICGSEDIKQTIEKHLGIKNGETTKDGLFTLLEVECLGACANAPM

VQLNDDYYECLTPDTTIALLESCKAGNPPAMGKWGSLPMNGQVSCEGPKGKTSLKEIV

VPVVDKTRFEKGEVDPAKIKKLMAY 

 

Total 260 

8.46% 
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> Phatr3_EG02174 (Rieske-like) 

 

MKLAIVVALISSVAAFTAPLNTASKSSTALNMAGLFKPALKYVPCIPLSELPKPGSATSGI

AGGLAICIAVDKKGSVYALGDKCPPVNQPLSFGKVNPDGTIQDPVLGTKFSLKTGDVVG

AWCPSGIGKLLGGAFTPSGVPTYPVRQRGGSLEVQVDVNYKANFEKSYWTGVLDAQG

KSDGTYY 

 

Total 184 

24.45% 

 

> Phatr3_J46858 (21 KDa) 

 

MSADASSFLLLSAGASRTPKRRIDSKKSIINLLTSSVEKQNRAMPRQAPPYAPVKPSPTID

DCIRSLRLSDYCQWAGSTIALWGYGFIVGKPARFAIAGMMAGIGFTFGSMVVLQNTRGR

LMGYRENSREVKRFGAADPDHVFTAEDLFQPNMDWKKQN 

 

Total 159 

22.01% 

 

> Phatr3_J28620 (NDUFA13) 

 

MSFRPDTSAPPIQDMPPPGGFPAVDLKRTARARGPSGGTIWAVASLSIAYGMYRLGQQN

RERATEMFEERKSRYAVAPILQAEEDKWYAEREADITAKEAEIMKNVSGWKAGESVYH

STNRWVPRPVMPLNKNLKK 

 

Total 136 

22.79% 

 

> Phatr3_J34392 (NDUFA12) 

 

MVWQAANNLRQALKYRGGWKGLLEHMYTNGDYPFKFGTYMGCDAMGNRYYENRID

YPFGQHRWVEPANIHDFDSTHIPPEWHGWMVSMNDATPSLEQEYIDKMSKHTIKGEISH

APYQSNIGHQEPYFNFNGMHNQSQIRSRGYGIGNHVVGLPPGAPDAYYTQPGSPYNEAS

IRKFEMQGKLDEKRAYKSEMWRQRLMTVAEKAAIEQSEKDEWTKPFEVAKTAKRLSL

REQAILARGGTLSK 

 

Total 244 

25.4% 
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> Phatr3_J20948 (Cyt c) 

 

MSEKKGAKIFKTKCSQCHTVEEGGSHKQGPNLYGFFGRQSGQADGYSYSAANKKSGIT

WGEDTLFEYLENPKKYIKGTKMIFAGLKKEKDRKDLIAYLKSTCTA 

 

Total 104 

13.46% 

 

> Phatr3_EG00810 (MWFE) 

 

MPLQAAFTLFIIGGAFCTTGALIGGANWLYEGRRRRMVEVDVWTHTASQRDMLIDRMR

KESAKEKQRLEGRTE 

 

Total 73 

19.17% 

 

> Phatr3_EG01582 (NDUFA3) 

 

MPHWDGHEVSFVTSIGGAFYLFHRTLPKGWMRGFIHRQPIAAMSVVWAITGMTLPLVV

PPIRRALNLPTNQYDASHPNATFPKYTY 

 

Total 86 

23.25% 

 

> Phatr3_EG00870 (NDUFB7) 

 

MGGGDHHHSPAAMPVEKQDLDLLRKHQVPLAYRDTCAHLLVDLNICRRETYYNPGAC

QHQRHTYEECGYIAWLRRVEKKKELKAAEAAAAAAEAADTK 

 

Total 98 

7.1% 

 

> Phatr3_J35156 (ESSS) 

 

MFTFSRLAARRVATSTRRNMAEMPVPQSRNAKLWEGHPTNEGWETTVMWLYPVSVIL

FAAAHGLAPETGIRAWAQQEARARLELKAQGKVDFEFGKHYQNLEKNQEGSWDKFTE

KAVRMTDEDDDDDDDE 

 

Total 130 

5.4% 
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Anexo III. Artículo publicado 
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