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¢, Por qué utilizar la electroforesis de proteinas para analizar la evolucion?

» |os caracteres / rasgos de los organismos son el resultado de:

* |a estructura
 |a funcion

» Las proteinas son las biomoléculas responsables de la estructura y la funcion.

= EI ADN codifica para proteinas, que dan lugar a esos caracteres / rasgos.

Dogma Central de la Biologia Molecular

ADN -> ARN - PROTEINAS -> CARACTERES/RASGOS = FENOTIPO
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EI ADN posee la informacion necesaria para transmitir los i | S
caracteres de una especie de generacion en generacion y T e T R e e

para la sintesis de proteinas. Esta sintesis tiene lugar en dos  un proceso citoplasmatico en eiquelamoléwl deARNmse
|pasos: transcripcién y traduccion. La transcripcion tiene lugar

conseguir su supervivencia. Por lo tanto, la molécula de ADN e e A o oo am
constituye la base quimica de la herencia.

concreta se copie a una molécula de ARN de cadena sencilla.  denomina cédigo ﬂnéﬂc’o

En el paso de la informacion desde el ADN a las proteinas
estan involucrados dos importantes procesos metabdlicos:

 transcripcion
» traduccion

RIS R I RN o) S R S el

w) () () (o) (a0) (o) a) (ae) (0) (o) (ao) (o) (oo
i &
O anruin Cacka codén coxkica pa un irico aminadcdo, Sguiondo a 660igo gondtico E\g Polipéptido
. . Ly 4 ’ . \/(l
EI ADN es el molde mediante el cual la informacion genética U st oo uiee sttt 8
e nucl lidos arc

necesaria para la sintesis de proteinas se transcribe al ARNm. ke
Una vez formado, el ARNm sale del nicleo y se dirige a los il

2. ;Qué papel juegan las regiones promotoras y terminales de los genes?

ribosomas, donde tendra lugar la sintesis proteica. s N e

4. ;C6mo se laman los grupos de tres bases consecutivas del ADN? ;Y los del ARN mensajero?

nuciedtidos del ADN se leen de tres en tres (tripletes) y en
odones del ARNm

5. Las dos hebras de ADN se orientan en sentidos opuestos. ;Qué impicaciones tiene esta caracteristica en la expresion génica?
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ADN
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La transcripcion consiste en la sintesis de una molécula de
ARN mensajero (ARNm) a partir de la informacion genética
(secuencia de nucleotidos) contenida en un segmento de
ADN. Se trata de un proceso selectivo.

La célula controla y restringe la expresion de la informacion
genética a la formacion de los productos génicos necesarios
en cada momento, en un proceso altamente regulado por
secuencias especificas que marcan el inicio y el fin de los
segmentos que deben ser transcritos.

La hebra molde
se transcribe

La hebra codificante

no se transcribe ARN se desancla:

region de terminacion

ati

| . )
ﬁri'\'liseién La secuencia de ADN que codifica para la proteina es
1o transcrita a ARNm por la enzima ARN polimerasa (ARNp)
promotora
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Transcripcion

La transcripcion es el primer paso de la expresion génica,
a

n  modificaciones post-t
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En eucariotas, el ARNm primario obtenido sufre diversas.
transcripcioinales que dan lugar a
un ARNm maduro. Por un lado, mediante el mecanismo

,  de splicing (corte y empalme), las regiones no codificantes
a  (intrones) se eliminan del ARNm primario y se unen entre

si las regiones que si codifican (exones), dando lugar a una

i secuencia lineal continua que se traducird posteriormente.

en una proteina. Ademas, para llegar a obtener un ARNm
maduro, al ARNm primario se le aflade una caperuza (CAP)

gen eneloxtremos yumeollpoll-Aendmsmos Estas

AR HI[DII

1. Explique ¢l pape! del ARN mensajero (ARNm) en la sintesis de proteinas.

el ARNm, a la vez que
permiten sureconocmemoporel ribosoma.

AR

9%
a4 R

2. ;Qué son la hebra molde y la hebra codificante del ADN? ;Cudl se transcribe?

3. ;Qué bases empareja la enzima ARN polimerasa entre las moléculas ce ADN y ARNm?

4. 4 Qué modificaciones sufre un ARNm primario para llegar a ser un ARNm maduro, capaz de dar lugar a una proteina?

X3
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PROTEINAS > CARA
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ADN > ARN -

La sintesis de proteinas se realiza utilizando secuencias
especificas de tres bases del ARNm llamadas codones. Cada
aminoacido esta codificado por un triplete, siguiendo las reglas
del cédigo genético.

El cddigo es universal (para todas las especies) y redundante
(un aminoacido puede estar codificado por varios codones),
pero no ambiguo (un coddn codifica uno y sélo un aminoacido).

Coddn de inicio

Ac,c,[ v 00 NBIRA » v

Untrip etel ADN da Iug andon enel Nm|_J
L 200 2 2 2N At

L 0 O c b La union de

> aminoacidos
dalugarala
proteina

Cada codon codifica para un tnico aminoacido
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La traduccion es el segur ndopnnde!aexpresténgenk:ay [
en eucariotas ocurre en el donde o por dos. (mayor y menor), ambas f
(iibres o asociados al reticulo goso)leenel de ARN (ARN) y proteinas. Estas
cédigo del ARNm y lo descodifican para sintetizar protdnu subunidades se unen en presencia de cadenas de ARNm y
Varios ribosomas rabajar llevan a cabo la sintesi con la ayuda del ARN de
mlsmnmoléouladeARNm

Buﬂﬁnﬁnunnﬂﬁﬂnaﬂﬁﬂuﬂnﬁuﬂln\

Rttt

—>

ARNm —

1. Explique qué es un ribosoma, como se asocia con el ARNt y qué pape! juegan ambas moléculas en la sintesis de proteinas.

2. ;Cuéntos tipos de ARNt existen? ¢ Por qué se pueden encontrar varios ARNE distintos para un mismo aminodcido?

X5
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PROTEINAS -> CARACTERES/RASGOS = FENOTIPO

Estructura primaria
Secuencia de una
cadena de aminoacidos

El dogma central ilustra como la informacion codificada en

el ADN se transcribe en un ARNm que, a su vez, se traduce
en una proteina, en una serie de procesos complejos que § aminoacidos
implican aminoacidos, ribosomas, enzimas, etc.

Estructura secundaria

Los aminoacidos en la
secuencia primaria interactian
mediante enlaces de hidrégeno

Sin embargo, los nuevos descubrimientos sobre
funciones alternativas del ARN, los genes que codifican
para multiples formas de proteinas y los cambios
diferenciales que sufren las proteinas después de su
sintesis, que condicionan su funcion en las células, estan

. . Estructura terciaria
cambiando el parad'Qma- Debida a interacciones entre

hélices alfa y hojas plegadas

El escenario no es tan simple; en esencia, el dogma central
sigue vigente, pero disciplinas como la genémica y la
protedmica revelan una complejidad inimaginable hace
pocos anos.

Estructura cuaternaria
Formada por més de una
cadena de aminoacidos
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El proteoma es la dotacién completa de proteinas producidas por un organismo
0 sistema celular bajo las distintas condiciones ambientales y en funcion de la
etapa de desarrollo (o del ciclo celular) en que se encuentre especificamente.

Proteémica es el estudio a gran escala de esas
proteinas, en particular de su estructura y funcion.
Su abordaje es mucho mas complejo que la
genomica, dado que, por ejemplo en humanos, se
estima que a partir de los 25.000-30.000 genes que
codifican proteinas en el genoma, podrian generarse
un numero de proteinas diferentes que oscilaria
entre 500.000-1.000.000.

3%
%333 79%%%
378 33899
$ 7% 3339

3%% 4
33393 3

Promotores alternativos, > oA Modificaciones
Genoma splicing, edicién ARN Transcriptoma post-transcripcionales Proteoma
20-25.000 genes =~ 100.000 transcritos >1.000.000 proteinas
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Cuando hablamos de evolucién, pensamos en Charles Darwin y su teoria de la
seleccion natural. Entre sus observaciones sefialé que todas las especies del planeta
producen mayor descendencia en cada generacion de lo que la propia naturaleza
puede soportar, y que la presion de dicho exceso de poblacion conlleva variaciones
en las especies.

Incluso dentro de una misma especie, en cada individuo se producen de manera diferente cambios
graduales a través del tiempo. Asi, el ambiente selecciona aquellos organismos que presentan unas
caracteristicas fenotipicas mas adecuadas para sobrevivir y reproducirse.

Estas caracteristicas estan determinadas por un componente genético en el que los genes de los
individuos se heredan de sus progenitores. Las variaciones en estos genes pueden dar lugar a:

» diferentes funciones
*  rasgos nuevos
 efectos positivos, negativos o neutros

Estas presiones ejercidas por los procesos de seleccion natural hacen que, aunque el dogma central de la
biologia molecular siga siendo valido, las investigaciones sobre gendmica y proteémica revelen una mayor
complejidad de la esperada en el transito desde la secuencia de ADN a un fenotipo concreto.
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¢, Por qué utilizar la electroforesis de proteinas para analizar la evolucion?

= Cambios en el ADN (genes) dan lugar a proteinas con:

« diferentes funciones
* NUevos rasgos y caracteres
» efectos positivos, negativos o neutros

» La diversidad genética proporciona una fuente de variabilidad
para la seleccion natural (= evolucion).

Dogma Central de la Biologia Molecular

ADN -> ARN - PROTEINAS -> CARACTERES/RASGOS = FENOTIPO
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¢ Las evidencias moleculares soportan la teoria evolutiva?

Esta practica permite a los estudiantes explorar la evolucién a nivel molecular, en del contexto que
establece el dogma central de la biologia molecular:

ADN -> ARN - PROTEINAS -> CARACTERES/RASGOS = FENOTIPO

Los cambios en las proteinas pueden reflejar cambios en el acervo genético.

Existen proteinas cuya estructura y funcion se ha mantenido estable (conservado) en todos los organismos a
lo largo de la evolucion. Suele tratarse de proteinas esenciales para la vida de los individuos.

El musculo estriado o esquelético esta compuesto principalmente de actina y miosina, aunque comprende
otras proteinas menos abundantes. Ambas proteinas se encuentran muy conservadas y son esenciales
para la locomocion y la supervivencia en todos los organismos.

Otras proteinas musculares, sin embargo, muestran bastante variacidn, incluso entre especies
estrechamente relacionadas.
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Proteinas musculares

» Las proteinas musculares son imprescindibles para nuestros movimientos diarios mas familiares, como
respirar 0 caminar, y para el propio crecimiento del organismo. Son muy variadas y realizan una gran
variedad de funciones, entre las que se encuentran la estructural y contractil, gracias a las interacciones
que se producen en las fibras musculares.

» (Cada fibra muscular contiene varios cientos o millares de miofibrillas. Cada miofibrilla consiste en una
serie lineal de unidades contractiles, denominadas sarcomeros.

 Los filamentos de actina se encuentran alineados con los filamentos de miosina, de manera paralela y
parcialmente solapados. La contraccién del musculo consiste en el acortamiento del sarcémero debido
al deslizamiento de los miofilamentos finos de actina sobre los miofilamentos gruesos de miosina, todo
esto regulado por la intervencion nerviosa y la participacion del calcio y ATP.

» La contraccién combinada de multiples sarcomeros a lo largo de una fibra muscular produce la contraccion
de todo el musculo.
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Proteinas musculares

Actina

» 5% del total proteico

» 20% de la masa muscular en vertebrados
o 375 aminoacidos =42 kD

« forma filamentos

actina
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Miosina

« tetramero

 dos subunidades pesadas (220 kD)

* dos subunidades ligeras (15-25 kD)

* hidroliza ATP deslizandose a lo largo
del filamento de actina

Filamento de actina

tropomiosina troponina actina

Filamento de miosina
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Vista telescopica de la estructura del musculo esquelético.
Los filamentos gruesos de miosina y los filamentos delgados
de actina se estructuran formando las miofibrillas, que se
agrupan juntas para dar lugar a las fibras musculares.

l banda | ’47 banda A 47 banda | ‘

haz de fibras

musculares filamentos
gruesos:
(miosina)
nucleo
filamentos
delgados
una fibra (ac?ina)
muscular
miofibrilla banda banda .
clara  oscura linea Z
H
N
H
= H (1) , ,
Los elementos contractiles basicos de las células musculares son
sarcomero las miofibrillas, que se agrupan en fibras y consisten en una

sucesion lineal de unidades contractiles llamadas sarcomeros.
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El musculo contiene proteinas de muchos tamafos

Proteina kD Funcion
Titina 3000 Conecta la linea Z con la linea M en el sarcomero
Distrofina 400 Ancla proteinas musculares citoplasmaticas a la membrana celular
Filamina 270 Entrecruza filamentos de actina y ancla proteinas de membrana al citoesqueleto
Miosina (cadena pesada) 210 Participa en la contraccion muscular, la division celular y el transporte de vesiculas
Espectrina 265 Ancla los filamentos de actina a proteinas de la membrana plasmatica
Nebulina 107 Regula el ensamblaje de los filamentos de actina
a-actinina 100 Se une a la actina y participa en la construccion de la red de microfilamentos
Gelosina 90 Se une a la actina y regula el ensamblaje y desensamblaje de los filamentos
Fimbrina 68 Se une a la actina e interviene en la formacion de reticulas de microfilamentos
Actina 42 Forma filamentos del citoesqueleto, con funciones vitales para la célula
Tropomiosina 35 Forma parte de los filamentos de actina y regula su funcién
Miosina (cadena ligera) 15-25 Participa en la contraccion muscular, la division celular y el transporte de vesiculas
Troponina (T.I.C.) 30,19, 17  Se ancla a la tropomiosina y permite la contraccién muscular
Timosina 5 Secuestra monomeros de actina
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;Las evidencias moleculares soportan la teoria evolutiva?

 Los perfiles de proteinas reflejan las adaptaciones fisiologicas a diferentes ambientes, pero se originan
como mutaciones aleatorias del ADN.

« Tales acontecimientos de mutacion, si son favorables, prevalecen en el tiempo, dando lugar a procesos de
seleccion y contribuyendo a la evolucién de las especies con nuevas funciones especializadas.

mutacion > variacidn > especializacion > especiacion = evolucién

En esta practica, los estudiantes generaran resultados
moleculares a partir de muestras de diferentes especies de
peces, con el objetivo de determinar las relaciones filogenéticas
que existen entre ellas y como se distribuyen en un cladograma

que refleje la linea evolutiva que tomaron en el arbol de la vida.
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AnaI|S|s de la Evolucion mediante Herramientas Moleculares:

;Las evidencias moleculares soportan la teoria evolutiva?

» Un cladograma es un diagrama ramificado usado en la cladistica, que esquematiza la filogenia (o historia
evolutiva) mas probable de un grupo de taxones terminales (los nodos terminales del cladograma).

 El cladograma une taxones con su Vetebrados  —— |
4 g . ) natostomados
ascendencia comun, deducida a partir Telsstomos ||
de sinapomorfias o caracteres derivados I M@ °°“""°f'°s T O it =T
Compa IGOS. I . : Elasmobranquios “““=" s’ Achnoptenglos Sarcopterigios
Mixines Cefalospidomorfos (tburones, rayas Holocéfalos , , _— (pecesde  (peces de aletas  Terdpodos
(lampreas) Plaoodermos ytorpredos)  (ouimeras) €< aletgscon lobuladas)  Extremidades usadas
N ) , . '\ i \ d.d ) Acantodios ~~ fadios) ggrﬁéﬂalocomouon
 Cladistica: rama de la Biologia que define las Sigpindcss Ostaondernos oes ko Elmenos de opo
pares, piel como placas exclusivos en el esqueleto
desnuda, estado trituradoras de [as cinturas y las

relaciones evolutivas entre los organismos
basandose en similitudes derivadas.

 Taxdn: grupo de organismos emparentados, que
en una clasificacién dada han sido agrupados
asignandole al grupo un nombre en latin, una
descripcion si es una especie, y un tipo.
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extremidades

Pulmon o vejiga natatoria
derivadas del digestivo

larvario prolongado

Cuerpo fusiforme, aleta caudal
heterocerca, escamas
placoideas, esqueleto
cartilaginoso

Branquias no unidas al septo interbranquial
(como en los tiburones), cubiertas
operculares 0seas

Parte del segundo arco visceral modificado

como soporte mandibular

Piel desnuda con
glandulas mucosas,
0jos degenerados,

COrazones accesorios

Mandibulas, tres pares de canales semicirculares, dientes con dentina,
cinturas internas, pectoral y pelviana

Tejido mineralizado en la dermis

Dos 0 mas pares de canales semicirculares, vértebras, musculos extrinsecos del ojo

Cabeza diferenciada, cerebro tripartito, organos sensoriales especializados,
tejido de la cresta neural, uno o0 mas pares de canales semicirculares
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= Preparacion de las muestras
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS

FIRNEEZA VAR TINNN

Las muestras de peces se mantienen congeladas a
-80 °C hasta su uso, para preservar su integridad.

En el momento de su uso, se descongelan en hielo
y se mantienen a 4 °C, mientras se prepara el
material necesario para la practica.

Para la manipulacion de liquidos se emplean micropipetas
de distintos volumenes y puntas con filtro esterilizadas.

Se rotulan los tubos necesarios
para las muestras a analizar.
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Extraer las proteinas musculares de las muestras de peces

Cada muestra se
trocea hasta
obtener el
tamafio deseado.

Afadir la muestra
de musculo y el
tampon Laemmli
al tubo

Golpear el tubo
suavemente para
agitar la muestra

Recuperar el extracto de
proteinas (fase liquida) y
transferirlo a otro tubo

Calentar las muestras a 95 °C durante 5 minutos Durante la incubacién, las proteinas se transfieren

del tejido al tampdn, por lo que recuperamos éste
en tubos limpios y desechamos los restos de tejido.
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS
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Para poder determinar eficazmente los pesos moleculares de
las proteinas presentes en las muestras de estudio, resulta
imprescindible desnaturalizar sus estructuras secundarias,
l estructura terciarias y cuaternarias.

terciaria
@ Sélo cuando se cuenta con las proteinas en su estructura
primaria (cadena lineal de aminoacidos) es posible precisar

su tamafio por técnicas electroforéticas.

estructura
cuaternaria

estructura primaria
\ I l El tampon Laemmli , en el que hemos incubado nuestras
213 4 Beag muestras, lleva a cabo esta desnaturalizacion, dado que entre
sus componentes cuenta con:

« 2-mercaptoetanol - destruye puentes disulfuro
»  SDS (dodecilsulfato sédico) - disocia las proteinas

SDS-PAGE en sus péptidos individuales con la ayuda de calor
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= Electroforesis en gel de las proteinas
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ELECTROFORESIS EN GEL

RN A VTSN

Uno de los métodos de electroforesis mas
comunmente aplicado para la separacion de
proteinas es el que emplea geles de
poliacrilamida (PAGE = polyacrylamide gel
electrophoresis) en presencia del detergente
aniénico dodecilsulfato sédico (SDS).

Esta técnica es conocida como SDS-PAGE. Para
ello se prepara un gel en placa vertical.

Las separaciones electroforéticas generalmente se
realizan sobre matrices que sirven de tamices
moleculares que potencian la separacion. Las
moléculas mas pequefias que los poros se desplazan
facilmente a través de la matriz, mientras que las de
mayor tamafio quedan retenidas y las intermedias se
desplazan con distinto grado de dificultad
dependiendo de su tamano.

Para esta practica se adquirieron geles de acrilamida
ya preparados, listos para cargar las muestras.
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ELECTROFORESIS EN GEL

Los geles se montan verticalmente en las
estructuras de la cubeta de electroforesis.

Una vez montados todos los geles en la cubeta,
se rellena con el tampon de electroforesis TGS.

EI TGS ayuda a mantener las proteinas desnaturalizadas, dado que
en su composicion contiene el detergente SDS, ademas de tris y glicina.
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Las proteinas extraidas de nuestras muestras de peces se
cargan en los pocillos del gel, junto con un marcador de peso

m U_M—U molecular y los estandares de las proteinas a analizar.

flujo de corriente
O < 0

La electroforesis permite separar
1 2 3 4 5 6 7 las proteinas gracias a su

movilidad en un campo eléctrico
l Il Il I | I l I Il I l I y en funcién de su tamafio.
Carriles:
—_ - miosina (cadena pesada
1. Marcador de peso — ! ! ! ! ! = : ( b )
molecular ’ = ‘ ' ' = - actina
2.6 Muestras de B B == |- {ropomiosina
proteinas a estudiar : - o
’ po— | — —— — ! v . .
7. Estandares de — — » miosina (cadena ligera)
actina y miosina iy T - ™
- AX

™ P ey g e gt e g 1
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ELECTROFORESIS EN GEL

RN A VTSN

compartimento superior
con tampodn de
electroforesis y el catodo

pocillos donde se aplican las muestras

!
1 ) | catodo
e L l ] {
bandas en | g ‘ . -
las que se L RS
separan los <X N } , 1
componentes ; I
& T’?'. gel entre
] *—'* » _ placas de
colorante | vidrio
indicador — B

del frente

de avance ' - 0

. € anodo
compartimento inferior

con tampdn de s
electroforesis y el anodo

Las muestras migran desde
el catodo hacia el anodo.

A - en la parte superior del gel se quedan las proteinas mas grandes
B — hacia la parte inferior del gel migran las proteinas mas pequefias
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SDS-PAGE

Es la electroforesis de proteinas mas
ampliamente usada. Se trata de un tipo
de electroforesis desnaturalizante en la
que las muestras se separan como
cadenas polipeptidicas aisladas.

La electroforesis se lleva a cabo
durante 30 minutos a 200 voltios.

Durante la electroforesis solo es visible en el gel el frente de
avance. Para poder ver las distintas bandas de las proteinas,
seré necesario tefiir el gel una vez acabe este paso.
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= Tincion de los geles de acrilamida
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TINCION DE GELES

Las proteinas no son visibles, unicamente las utilizadas como estandar, ya que se
encuentran unidas covalentemente con diferentes colorantes.

En la presente practica lo alumnos usaran para la visualizacion de las proteinas el colorante azul
de Coomassie que se une de forma no covalente a los residuos de lisina de las proteinas.

Tras la tincion, es necesario desteiiir los geles con agua destilada durante toda la noche, para
eliminar el exceso de color inespecifico y dejar ver las bandas de las proteinas bien definidas.

BEE L VU MR

.5;_;" P E e . 5% ,‘ L—"—“ S—

5 e ‘r""*-—"d-"—"~-"%-’“-"r—' S S
R S — T ;A,-"—:-#- Sewan o e

Patrén de bandas en los geles, tras su tincion con
azul de Coomasie y ser destifiidos posteriormente.
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= Comparacion de los perfiles proteicos
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COMPARACION DE PERFILES PROTEICOS

FIRNEEZA VAR TINNN

Para hacer inferencias sobre las relaciones evolutivas entre muestras de las diferentes
especies de peces, se analizan y comparan los patrones de bandas de proteinas de
los diferentes peces en el gel.

Cada banda de proteinas que comparten dos especies se considera una caracteristica

compartida. Se puede construir un arbol filogenético, o cladograma, sobre la base
de bandas de proteinas que las distintas especies de peces tienen en comun.

El analisis cladistico 1/ lé \r\n\)

supone que cuando dos A C D E
organismos comparten \

una ggracteristica comun, Ancedtro comis hnd ¢ 3

también comparten un vegiente de A + B

antepasado comtin con
esa misma caracteristica.

i R A S "' . 7
& 4 neectro comin mac

. o AN r
reciente de ,.‘j;;f L+ C
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COMPARACION DE PERFILES PROTEICOS

En el caso de las

bé ‘Q‘b
4 G‘bQ g\
proteinas musculares & )N
i S o S N
analn;adas en este F & & & & & &
estudio los patrones & & F L Y & ¥

son los siguientes: :

250 — .
150 _ S Miosina cadena
19(% — — — pesada (210 kD)
50 — —
3T — — — Actina (42 kD)
s — Tropomiosina (35 kD)
25 __
——
Miosina cadena
20 — - — ligera 1 (21 kD)

Bandas del marcador de
proteinas con tamafos

15 Miosina cadena
entre ~30 y 10 kD 7

ligera 2 (19 kD)
) Miosina cadena
ligera 3 (16 kD)
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COMPARACION DE PERFILES PROTEICOS

Se observan similitudes y diferencias Los patrones de bandas

. ) &
en los perfiles de proteinas entre las ,;3’& ¥ £ del salmén y la trucha
especies estudiadas. & <& son muy similares. Por
S A g & & -
P N &é‘ & & & ejemplo, comparten una
.y N ’
La comparacion del VNS AN NI banda comun a
salmon o la trucha con ] ' aproximadamente 18
el pez gato revela Pl A S R beeed omadl kD, asi como un par de
diferencias significativas ‘ bandas a 16 kD. L_i

en sus patrones. Solo
una de las bandas de

. 250 — ‘_ Miosina cadena
aproximadamente 16 kD L g —— pesada (210 kD)
encontradas en los " ' =
primeros esta presente 57 ,
en el pez gato. I_| R : ARG (42K

o | —_— Tropomiosina (35 kD)
Miosina cad
iosina cadena
20— — — i
Bandas del marcador de g | — | cnm— : oera el R
proteinas con tamafios :i'= ------ e S H Miosina cadena
entre ~30 y 10 kD 15 > o Gl T —_—y = igera 2 (19 kD)
' ™ Miosina cadena

ligera 3 (16 kD)
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COMPARACION DE PERFILES PROTEICOS

Un gel de poliacrilamida al 15% esta disefiado para separar proteinas pequefias (menores de 40 kD).

Para la construccion del cladograma, el anélisis de gel se ha centrado en este rango de tamafios
(entre las lineas punteadas naranjas).

L
o &
B G
. . S o g®
Nota: Si se ha corriera un gel éeo} N o o 13 1) v,

R

con un porcentaje diferente

de acrilamida o un gel de Digtancia (mrm) degde

R pEE . l"l.;i fesnnme s Fressssans I'Pul aE____ |a base de| pOCi”O a |a

age!r’osa, debe analizar la banda de proteina.
region del gel que ofrece la 250
mejor separacion de las 150 k :
; 100 ;
proteinas (bandas). - o
= =
( 37 — — -
-
25/ B . T
Bandas del marcador de 20 — ——
proteinas con tamarios < . — g e Bandas correspondientes
entre ~30 y 10 kD 15 B R I — -— > aproteinas de peces
o Sa— entre ~ 30 y 10 kD.
\ 10 — — )
Iu.“lIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

——
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AnaI|S|s de la Evolucion mediante Herramientas Moleculares:
| Electroforesis de Protelnas

Cada especie de pez presenta un perfil distinto de proteinas.

Tiburén Salmén Trucha Pez gato | Esturion
PROTEINAS TOTALES 7 9 10 8 11
Distancias migradas (mm) 25 26 26 26 26
W . 26.5 27.5 27.5 27.5 275
C /. 29 29 29 29 30
36 32 29.5 32 30.5
= | = =t 36.5 34.5 32 36.5 33
et ;: 39 36.5 34.5 38 35.5
- W S s— 44 37.5 36.5 38.5 37
—-T == 40.5 37.5 41 39
Rt e 42 40.5 39.5
_— T 42 42
o 44
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AnaI|S|s de la Evolucion medlante Herramientas Moleculares:

Distancia migracion (mm) Tamaiio (kD) Tiburén Salmén Trucha Pez gato
25 325 X
26 315 X X X
26.5 31.0 X
271.5 30.0 X X X
28.5 29.1
29 28.6 X X X X
30 27.6 X
30.5 271
32 25.6 X X X
33 24.7
34.5 23.2 X X
355 22.2
36 21.7 X
36.5 21.2 X X X X
37 20.7
375 20.2 X X
38 19.7 X
38.5 19.3 X
39 18.8 X
39.5 18.3
40.5 17.3 X X
41 16.8 X
41.5 16.3
42 15.8 X X
43 14.8
44 13.9 X
Totales 7 9 10 8 11
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Algunas de las proteinas son compartidas entre las distintas especies.
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= Construccion de cladogramas en base a datos moleculares
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CONSTRUCCION DE CLADOGRAMAS
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) Analisis de la Evolucion medlante Herramientas Moleculares:

Para construir un cladograma es preciso conocer el numero de bandas que
comparten las distintas especies entre si.

En base a esta informacion se puede
deducir |la historia evolutiva de las
especies empleadas en este estudio.
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Tiburén Salmén Trucha Pez gato | Esturién
Tiburén 7 2 2 2 2
Salmoén 9 9 5 3
Trucha 10 5 4
Pez gato 8 2
Esturidon 11
Tiburén  Esturién Pez gato

Trucha Salmoén




e TAN SN e e S ML VR B, AN O W DA B BB S a4

AnaI|S|s de la Evolucion medlante Herramientas Moleculares:
| Electroforesis de Protelnas

‘ = (o _~ | {07

CONSTRUCCION DE CLADOGRAMAS
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 Dibuja una linea diagonal que sera el “tronco” del cladograma.

 |dentifica el pez que posee el menor numero de bandas compartidas
con las otras especies del estudio. En este caso es el tiburon que soélo
comparte 2 bandas (proteinas).

 Dibuja una linea perpendicular al tronco, cerca de la base y pon el
nombre de esa especie al final de la rama.

 Este organismo es el grupo externo
debido a que presenta menos
proteinas en comun con el resto de
las formas estudiadas. Tiburn

« El punto donde cortalaramay el
tronco es el nodo, y representa el
antecesor comun de todos los
organismos de este estudio.
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« ldentifica las dos especies que tienen el mayor nimero de proteinas en
comun. En este estudio son el salmén y la trucha, que comparten 7.

 Dibuja una nueva rama perpendicular al tronco, cerca del extremo
superior del tronco.

» Elnodo que se forma representa el antecesor comun del salmén y la
trucha, que presentaba hipotéticamente todas estas proteinas.

Tiburon Trucha Salmén
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« Encuentra el pez con el siguiente mayor numero de bandas compartidas.
En este caso es el pez gato, que comparte 5 con el salmon y la trucha.

 Dibuja una nueva rama por debajo del nodo que comparten la trucha y el salmon.

» Este nuevo nodo representa el antecesor comun del salmon,
trucha y pez gato, que presentaria estas cinco proteinas.

Tiburén Pez gato Trucha Salmén
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« El esturion es el ultimo pez que afadir al cladograma.

» Se trata de una especie problematica a la hora de situarlo, ya que
comparte mas bandas con salmoén y trucha que con el pez gato.

» Sin embargo, comparativamente es el pez gato el que comparte mayor
numero de proteinas con el salmén y la trucha (5).

« Esto hace que la rama del esturion esté por debajo de la del pez gato.

» Este nuevo nodo representa el antecesor comun de todos los peces
representados en el cladograma, excepto el tiburdn, y compartiria con
ellos 2 proteinas.

Tiburén  Esturién Pez gato Trucha Salmén
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CONSTRUCCION DE CLADOGRAMAS

Lepidosauromorpha

Filogenia clasica vs filogenia molecular mgm ,,g;“

‘,. Vot pacches N7
Los datos obtenidos en T | T
este estudio apoyan la RS P Acantnosterval
hipotesis de que las Sprypentiostarl
evidencias moleculares % AV 'gﬁ Aoasthomorphe

soportan los datos
filogenéticos en base a
caracteres morfoldgicos.

Diapsida

Testudines

Amphibians Reptilia

S

Amphibia  Amniota

Arbol filogenético que muestra las
relaciones entre los eucariotas.
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Coslacanthimorphs

Sarcopterygii

———

Protacanthoptrygii

7 ‘-a’

Actinopterygii

Chondrichthyes

Osteichthyes ,
Wm

Vertebrata
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= (Caso practico
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CASO PRACTICO
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250 — ____ Miosina cadena
150 — pesada (210 kD)
100 —
75 —
50 —
- —— Actina (42 kD)
( —— Tropomiosina (35 kD)
25 — ' Miosina cadena

— ligera 1 (21 kD)

W -—___ Miosina cadena
ligera 2 (19 kD)

Miosina cadena
ligera 3 (16 kD)

Bandas del marcador de | 54
proteinas con tamanos
entre ~30 y 10 kD 15}

o

\ 10 — .
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AnaI|S|s de la Evolucion medlante Herramientas Moleculares:
| Electroforesis de Protelnas
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Distancia (mm) desde
la base del pocillo a la
banda de proteina.

Bandas

correspond|entes a
[ proteinas de peces
entre ~30 y 10 kD.
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