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RESUMEN

Las proteinas cumplen funciones clave en todas las especies de seres vivos. Ademads, pueden
servir para reconstruir la filogenia de estas. El objetivo de este estudio es, a partir de las
relaciones taxonOmicas actualmente conocidas de los cordados, comprobar si las secuencias
de aminoacidos de diferentes especies en tres proteinas (insulina, citocromo ¢ ¢ histona H1)
siguen estas mismas relaciones y ver de entre esas tres, cudl ofrece mejores resultados al
reconstruir los arboles evolutivos. Escogi 15 especies del grupo de los cordados y después de
alinear sus secuencias, hacer los arboles y analizarlos obtuve que la insulina es la que mejor
resultados muestra para reconstruir la filogenia, después el citocromo ¢, porque las secuencias
entre las especies se parecian demasiado y un pequefio cambio hacia que una especie no
estuviera emparentada con la que tendria que estar, y por ltimo la histona H1, porque era
bastante variable. Con esto, la conclusion que se obtiene, es que estas tres proteinas pueden
reconstruir las relaciones taxondmicas actuales de los cordados, pero la insulina da mejores

resultados.

ABSTRACT

Proteins fulfill key functions in all species of living beings. In addition, they can be used to
reconstruct their phylogeny. The objective of this study is, based on the current taxonomic
relationships of chordates, to demonstrate if the amino acid sequences from different species
of three proteins (insulin, cytochrome ¢ and histone H1) follow these same relationships and
to see among those three, which one offers better results by reconstructing evolutionary trees.
I chose 15 species from the chordate group and after aligning their sequences, making the
trees and analyzing them, I obtained that insulin is the best to reconstruct the phylogeny, then
cytochrome c, because the sequences between the species were too similar and a small
change made a species not show its relationship with which it should be, and finally the
histone H1, because it was quite variable. With this, the conclusion that is obtained is that
these three proteins can reconstruct the current taxonomic relationships of the chordates, but

insulin gives better results.
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1.- INTRODUCCION

En 1962, Emile Zuckerkandl y Linus Pauling publicaron un articulo sobre el reloj molecular,
que en genética, es una técnica para datar la divergencia de dos especies. Ellos comenzaron
sus investigaciones con las cadenas o y B de la hemoglobina (hemoproteina de la sangre) y
demostraron que las diferencias de aminodcidos entre especies encajaban con el ritmo

evolutivo, que estaba basada en la evidencia fosil.

El tema de mi investigacion estd relacionado estrechamente con este descubrimiento. Este
proyecto nos transmite el paso del tiempo y la fundamental importancia de estas moléculas
formadas por aminoécidos, llamadas proteinas, presentes en todos los organismos, que han

ido evolucionando mediante mutaciones producidas en sus genes.

Después de reflexionar sobre el tema que iba a investigar, me decanté por las proteinas.
Desde que lo vimos en clase, me parecié muy interesante que estas moléculas tuviesen tantas
funciones en el organismo y que estuvieran organizadas con esa estructura. También me
atrajo, el hecho de que muchas proteinas sean similares en diferentes especies muy alejadas

en el arbol evolutivo y que estas tengan la misma funcion.

La hipotesis a demostrar es, a partir de las relaciones taxondmicas conocidas actualmente de
los cordados, ver si las secuencias de aminodcidos (proteinas) de 15 especies del filo de los
cordados siguen estas mismas relaciones. Para realizar este trabajo, he escogido tres proteinas
diferentes, la histona H1, el citocromo ¢ y la insulina, ya que estan en todos los organismos
eucariotas y hay mds secuencias de aminoacidos en bases de datos de estas proteinas. El
objetivo es ver como cambian su secuencia de aminoacidos a lo largo de la evolucion y qué
partes de la proteina son las mds importantes para su funcion, es decir, estdn mas
conservadas, y de entre estas tres proteinas, deducir cual sigue mejor las relaciones
taxonomicas de los cordados para poder reconstruir arboles filogenéticos. Para ello, a partir
de la base de datos de proteinas secuenciadas como las que hay en el NCBI (National Center
for Biotechnology Information), voy a comparar las secuencias de aminoacidos de las
especies (alineacion) y saber asi en qué se diferencian una especie de otra, para después hacer

cladogramas o arboles evolutivos y ver cudl de las tres proteinas da mejores resultados. En



teoria, la proteina que deberia seguir mejor las relaciones taxonoémicas seria la histona H1
porque es una proteina estructural, que cambia poco a lo largo de la evolucion, después el

citocromo c y la insulina.

Las conclusiones y resultados que quiero lograr son los que validen mi hipdtesis, esperando
obtener que las secuencias de aminoacidos de las especies se parezcan a las relaciones

taxonOmicas actuales.

Espero que este trabajo aporte a los lectores una base sobre el funcionamiento de las
proteinas y su evolucidn. Asi pues, profundizar también en estos contenidos que se dan muy

por encima en bachillerato.

Queria hacer este trabajo porque tengo un espiritu muy emprendedor, y me gusta ponerme
retos dificiles. De este proceso he aprendido de mi misma, de mejorar mi rendimiento del
tiempo y el esfuerzo empleado. También he aprendido a manejar fuentes, sintetizar la
informacion, mejorar la redaccidon y solventar los problemas cuando se han presentado.
Ademas de usar bases de datos complejas como el NCBI y programas como Jalview o Clustal

Omega.



2.- CONTEXTUALIZACION DEL TRABAJO

2.1.- SECUENCIA, ESTRUCTURA Y FUNCIONES DE LAS
PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas lineales de aminoacidos. Son los
materiales que desempefian un mayor numero de funciones en las células de todos los seres
vivos, como formar parte de la estructura basica de los tejidos y desempenar funciones
metabolicas y reguladoras. También son los responsables de la expresion del codigo genético
y como por ejemplo, de los sistemas de reconocimiento de organismos externos en el sistema

inmunitario.

Desde el punto de vista de su composicion elemental, todas las proteinas contienen carbono

(C), hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrégeno (N) y algunas contienen azuftre (S).

Los aminodcidos son las unidades estructurales o mondmeros de las proteinas. Son moléculas
orgénicas que cuentan con un grupo amino (-NH,), un grupo carboxilo o 4cido (-COOH), un

atomo de hidrégeno y una cadena lateral o radical variable (-R).

La férmula general de un aminodcido es:
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La uniéon de varios aminodcidos se hace mediante una reaccion de condensacion entre el
grupo amino de un aminoacido y el carboxilo de otro, liberando una molécula de agua y
formando asi un enlace peptidico entre los aminoacidos. La uniéon de varios de estos
aminoacidos da lugar a las cadenas llamadas péptidos (entre 2 y 100 aminoacidos), que al

superar este nimero, son llamados proteinas.
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De todos los aminoacidos presentes en la naturaleza, tan so6lo 20 son los constituyentes

basicos de las proteinas y son los que llamamos aminoacidos proteicos (a-aminoacidos).

Las proteinas son biomoléculas de elevado peso molecular, por eso se las llama
macromoléculas y presentan una estructura quimica compleja. Estas cadenas de aminoacidos
no son polimeros al azar, sino que cada una de ellas posee una determinada composicion

quimica, un peso molecular y una secuencia ordenada de aminoécidos.

La actividad bioldgica de una proteina depende en gran medida de la disposicion espacial de
su cadena polipeptidica. Dicha cadena sufre una serie de plegamientos que se realiza
mediante rotaciones de los enlaces simples del esqueleto, pero hay una serie de restricciones
a la libertad de giro de estos enlaces, la mayoria de ellas debido a la interaccion de la cadena
polipeptidica con las moléculas de agua que la rodean, las cuales determinan que solo haya

una posible configuracién tridimensional que sea funcional.

La organizacion de una proteina viene definida por cuatro niveles estructurales denominados:

estructura primaria, estructura secundaria, estructura terciaria y estructura cuaternaria.

Niveles estructurales de las proteinas

Estructura primaria
Esta estructura es la secuencia lineal y ordenada de aminoécidos unidos mediante enlaces

peptidicos.



Extremao Extremo
amino-terminal carboxilo-terminal

Estructura secundaria

La estructura primaria se pliega en el espacio, estableciéndose enlaces o puentes de hidrogeno
en el esqueleto de la propia cadena polipeptidica. Los tipos basicos de la estructura
secundaria son:

e o-hélice: plegamiento en hélice de la cadena polipeptidica sobre si misma.

e [amina plegada o lamina f : el plegamiento origina una estructura laminar y la cadena

polipeptidica se dispone en paralelo en forma de zig zag.

Hélice-alfa Hoja-beta

e He¢élice de colageno: consiste en tres cadenas peptidicas enrolladas en espiral y tienen

una secuencia repetida de aminodacidos.



Estructura terciaria
Se refiere a la disposicion de la estructura secundaria de un polipéptido en el espacio

producidos por enlaces entre las cadenas laterales de los aminoacidos. De la estructura
terciaria depende por lo tanto la funcion de la proteina, por lo que cualquier cambio que se
produzca en la disposicion de esta estructura puede provocar la pérdida de su actividad
bioldgica, proceso que conocemos con el nombre de desnaturalizacion. Dicho proceso puede

estar causado por cambios de temperatura, variaciones del pH, entre otros.

Estructura cuaternaria
Se produce por la unién de varias cadenas polipeptidicas con estructura terciaria para formar

un complejo proteico (grupo de dos o mas proteinas). Cada una de estas cadenas
polipeptidicas recibe el nombre de una subunidad proteica, que pueden ser iguales o muy
parecidas o completamente diferentes y dependiendo del nimero de subunidades que se

asocian, pueden denominarse dimeros, tetrameros, pentameros...

Ejemplo: hemoglobina
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Factores que determinan la estructura tridimensional de una proteina
Los factores que influyen son el tipo de enlace, las fuerzas eléctricas y los puentes de

hidrégeno entre otros.

En las proteinas existen dominios que contribuyen a esta estabilidad que son comunes a
muchas proteinas. La estructura es estable bajo determinadas condiciones de salinidad, pH y
temperatura. Si cambian estas condiciones pueden modificar la estructura y por tanto las
propiedades y su funciéon. Aunque, dependiendo del tipo de proteina y circunstancias en las
que se ha desnaturalizado, la proteina puede quedar modificada permanentemente o puede

volver a su configuracion original y ser funcional de nuevo (renaturalizacion).

Propiedades de las proteinas
La secuencia de aminoacidos de cada proteina es especifica de cada especie. Las propiedades

de un péptido o proteina dependen de su secuencia, especialmente de los aminoacidos

orientados al exterior, y de la estructura espacial.

Solubilidad
Son solubles las que presentan grupos polares o 1i6nicos (atomos de diferente

electronegatividad) al exterior (generalmente globulares) y al contrario son insolubles las que

presentan muchos grupos apolares (que no llevan carga ni positiva ni negativa).

Especificidad de funcion
La estructura y propiedades tan variables de las proteinas hacen que puedan cumplir

numerosas y diversas funciones bioldgicas. Esto se debe, a que su secuencia puede estar
formada por 20 posibles aminoacidos, y pueden crear moléculas con muchisimas posibles
propiedades quimicas y de ahi su variedad funcional. Dentro de una misma proteina pueden

existir distintos lugares que determinan la estructura, funcioén o regulacion de la proteina.
Proteinas homologas

Al igual que otras caracteristicas de los seres vivos existen proteinas semejantes en especies

proximas y van variando con la escala filogenética. Esto es un reflejo de la evolucion desde

11



un antepasado comun, en el que pueden realizarse arboles filogenéticos para estudiar las
variaciones de las proteinas, que es lo que se va a hacer en este trabajo. El ritmo de variacién
de una proteina depende de la funcidén que tenga. Hay algunas muy variables, como las de

reserva y otras muy estables, como las estructurales o algunas enzimas.

Regulacion proteinica
Algunas proteinas se encuentran siempre en el mismo estado (su funcion es siempre la misma

en las condiciones fisiologicas adecuadas). Otras proteinas presentan varios posibles estados
con actividad diversa como la regulaciéon a corto plazo, que depende de las condiciones

cambiantes del medio externo o por cambios internos.

Hay otro tipo de regulacion, la de largo plazo, en el que una modificacion en la estructura de
la proteina la modifica indefinidamente. Este cambio puede ser reversible o irreversible
(como las enzimas digestivas). Estas regulaciones de las proteinas tienen que ver siempre con

su estructura tridimensional.

Funciones de las proteinas

Las proteinas son las moléculas més versatiles de la célula, como antes he mencionado, ya
que cumplen multitud de funciones en las células.

- Son estructurales: dan forma y soporte a organulos, tejidos, células y organismos.

- Son transportadores en agua: solubilizan sustancias hidrofobas.

- Enzimas: aumentan las velocidades de reaccion quimica.

- Estructuradoras de proteinas: ayudan al plegamiento de las proteinas o las eliminan si no
son funcionales.

- Transportadoras de membrana: transportan sustancias a través de las membranas biologicas.
- Regulacion génica: expresan o inhiben la expresion de determinados genes.

- Receptores de estimulos: captan un estimulo y mandan un mensajero intracelular.

- Movimientos: producen movimiento por desplazamiento de unas moléculas sobre otras.

- Reserva de aminoacidos: algunas proteinas almacenan aminoacidos que son utilizados como
elementos nutritivos y unidades estructurales por el embrién en desarrollo.

-Toxinas: dafian células u organismos.

- Hormonas y neurotransmisores: moléculas mensajeras intercelulares.

12



- Proteccion frente a pardsitos: lucha inmunitaria frente a microorganismos, endoparasitos y
virus.

- Reconocimiento: informan de la identidad celular.

- Coagulacion: evitan la salida de liquidos a presion.

- Regulacion del pH: atemperan los cambios de pH.

2.2.- TIPOS DE PROTEINAS

Se pueden aplicar distintos criterios para clasificar a las proteinas y no existe un sistema

universal de clasificacion.

Segun su complejidad pueden ser:

- Proteinas simples u holoproteinas. Estan compuestas por aminoacidos.

Dentro de estas, se pueden diferenciar las proteinas fibrosas, que suelen estar ordenadas a lo
largo de una sola dimensiéon con una estructura secundaria bien definida y proteinas

globulares, que se caracterizan por doblar su estructura secundaria en una forma esférica.

- Proteinas conjugadas o heteroproteinas: formadas por la unién de aminoacidos y otras
moléculas no proteicas (grupo prostético). Se pueden diferenciar varios tipos en funcién del
grupo prostético que lo acompafie como nucleoproteinas (acidos nucleicos), glucoproteinas

(glucidos), fosfoproteinas (acido fosfoérico) o lipoproteinas (lipido).

Enzimas

Son generalmente proteinas con funcion catalitica, es decir, aumentan la velocidad de las
reacciones bioquimicas y son responsables del metabolismo celular. En estas reacciones, las
enzimas actuan sobre unas moléculas denominadas sustratos, las cuales se convierten en
moléculas diferentes denominadas productos. Casi todos los procesos en las células necesitan
enzimas para que ocurran a unas tasas significativas. Constan de un centro activo que es la
zona de la enzima al cual se une el sustrato, para que la reaccion se produzca. La estructura y
composicion del centro activo esta configurado para que unicamente un determinado sustrato
tenga la semejanza suficiente como para unirse a esta zona de la enzima. Y también tienen

interaccion alostérica, que consiste en el cambio estructural de una proteina, es decir, sus
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receptores cambian. Las enzimas alostéricas poseen dos sitios activos, en el primero se unira
un sustrato determinado, mientras en el segundo se unird un efector el cual producird un

cambio en la proteina.
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3.- ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS Y SU FUNCION

Los acidos nucleicos y las proteinas son secuencias lineales de mondémeros, nucleo6tidos y

aminoacidos, respectivamente.

Para entender la utilidad de la comparacion de secuencias y de la busqueda de homoélogos, es
decir, proteinas que tienen un origen evolutivo comun, se necesitan saber algunos conceptos

acerca de como evolucionan las proteinas.

A lo largo de la evolucion unas especies van dando lugar a otras nuevas. Detras de estas
especiaciones esta la variacion genética de los organismos, con la evolucion de los genomas,
sus genes y las proteinas. Generalmente, cuanto mas similares sean dos secuencias, mas
parecido tenderan a ser las funciones de las proteinas, y cuando las secuencias sean mas
distintas, quiere decir que las especies estdn mas alejadas filogenéticamente. Sin embargo,
puede haber cambios muy pequefios en las secuencias que lleven a que tengan funciones muy

diferentes.

La base de la evolucion en los genes y las proteinas son las mutaciones en el ADN. Cuando el
ADN se replica se pueden producir errores al realizar la copia o también pueden introducirse
mutaciones por efecto de agentes externos. Dentro de las mutaciones se pueden distinguir las
duplicaciones, que permiten a una copia evolucionar més rapidamente llegando a adquirir
nuevas funciones bioldgicas. Ademas, muchas proteinas estdn constituidas por entidades
estructurales independientes, denominadas dominios. Mediante recombinaciones se puede

producir un barajado de dominios, obteniendo asi nuevas proteinas.

Cuando observamos diferencias entre secuencias de aminoacidos que sabemos que tienen un
origen evolutivo comun, estas diferencias estan hablandonos de las propiedades funcionales
de las proteinas. Algunas diferencias estaran alli porque la mutacion no ha alterado la
funcion, otras diferencias quizas tengan que ver con el hecho de que esas proteinas, aunque
tengan un origen comun, realicen funciones distintas y otras tendran que ver con el modo de

vida del organismo.
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Por otra parte, el hecho de que determinadas posiciones de las secuencias permanezcan
invariables, nos indica que estas tienen una especial importancia para el mantenimiento de la

estructura o la funcion de la proteina.

Los organismos responden a una mutacion dependiendo de si estas producen alteraciones en
la estructura o en la funcion de la proteina. Sin embargo, en el caso de que se trate de un gen
duplicado, la pérdida de funcion del nuevo gen no es determinante ya que existe otra copia.
Segun lo beneficiosos o perjudiciales que sean los cambios en las proteinas, los organismos
que los porten seran seleccionados positiva o negativamente, lo que determinard que los
cambios pasen a generaciones posteriores. Las secuencias que observamos ahora reflejan toda
una historia evolutiva en la que las proteinas han ido divergiendo, adquiriendo nuevas

funciones, adaptandose a nuevos entornos...

La comparacion de secuencias, es descubrir qué partes de las secuencias son mas importantes
(estan mas conservadas). Encontrar qué proteinas tienen un origen comin puede servir para

predecir la estructura y funcion de las proteinas.

La eleccion de comparar secuencias de nucledtidos o de aminodcidos depende de la
informacion que se quiera buscar. El parecido entre secuencias de nucledtidos con un origen

comun se pierde mas rapidamente que el parecido en las secuencias de aminoécidos.

En este trabajo en concreto, se va a trabajar con el alineamiento multiple de secuencias de

aminoacidos.

Un alineamiento multiple de secuencias es un alineamiento de tres o mas secuencias
bioldgicas, generalmente proteinas, ADN o ARN. En general, se asume que el conjunto de
secuencias tienen una relacion evolutiva por la cual comparten un linaje y descienden de un
ancestro comun. Del alineamiento puede llevarse a cabo el analisis filogenético para evaluar
los origenes evolutivos compartidos por las secuencias. El alineamiento multiple de
secuencias a menudo se utiliza para evaluar la conservacion de los dominios proteicos, las

estructuras terciarias y secundarias, e incluso aminoacidos o nucleo6tidos individuales.
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Como puede ser dificil alinear a mano tres o mas secuencias de longitud bioldgicamente
relevante, y casi siempre consume mucho tiempo, se utilizan algoritmos computacionales
para producir y analizar los alineamientos. Los alineamientos multiples requieren
metodologias més sofisticadas que los alineamiento de pares porque son computacionalmente

mas complejos de producir.

Este es un ejemplo de alineamiento. En ¢l aparece la secuencia de aminoacidos de la especie
con guiones, que se emplean para que se pueda realizar el alineamiento multiple de todas las

especies correctamente. Cada aminoacido esta representado con una letra.

>NP_001022529.2 INSulin related [Caenorhabditis elegans]
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4.- MATERIAL Y METODOS

He utilizado diversas fuentes de informacion y programas que a continuacion voy a explicar

para realizar el trabajo de campo.

Obtencion de secuencias de proteinas

Las secuencias de proteinas que he escogido, las he obtenido del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) o el Centro Nacional para la Informacion Biotecnologica.
Fue fundado el 4 de noviembre de 1988 y forma parte de la Biblioteca Nacional de Medicina
de Estados Unidos y una rama de los Institutos Nacionales de Salud. Tiene como finalidad ser
un recurso nacional con acceso libre y gratuito para todo el publico de informacion sobre
biologia molecular y actualiza informacidon constantemente de secuencias gendmicas,

articulos cientificos, biotecnologia, bioquimica, genética y gendémica.

Este es un ejemplo de como estdn representadas las secuencias de cada especie. Cada
secuencia comienza con un mayor que (>) seguido de un codigo de letras y nlimeros que
corresponde a esa secuencia de ese organismo en concreto y sirve para buscarla en la base de
datos rapidamente. Seguido de esto, comienza la secuencia de aminoacidos en cuestion. Cada
aminoacido estd representado con una letra y empieza por el grupo amino de la cadena y

termina por el carboxilo.

>NP 001335969.1 insulin-like 3 protein isoform 2 [Ciona intestinalis]
MSETSRVVSATRPSSGGTYRRLCLVTCIVVTCMAIFPGSSIAHGRKRFALSCGSRLVNSMRYMCLOEVWTPKLCSVFRTKFCGTEINFHPT
CRFTCITESRITSCFPIPAQQH

El NCBI esta formado por un amplio y diverso banco de bases de datos, herramientas y otros
medios que hace posible la busqueda de informacion sobre las ciencias de la vida y la salud.
Con esto, es posible acceder a las principales bases de datos de secuencias de proteinas y

ADN disponibles, como Nucleotide, dbSNP, Proteins, PubChem Substance o Gene.

Este programa agrupa sus bases de datos esenciales en tres grandes sectores: Literature
Databases, Molecular Databases y Genomes. Estas dos ultimas clases comprenden un grupo
amplio de bases de datos bioldgicas cuya informacion procede de los resultados de
experimentos cientificos, suministrados por los laboratorios o instituciones que los realizan.

La informacion contenida en estas bases de datos comprende: funciones, estructura y
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localizacion de los genes, los efectos clinicos de las mutaciones, asi como las similitudes
entre secuencias y estructuras biologicas. Ademads, el NCBI ofrece algunas herramientas

bioinformaticas para el analisis de secuencias de ADN, ARN y proteinas, como BLAST.

Similitud de secuencias

A continuacién utilicé un programa para alinear todas las secuencias de aminodcidos de las
especies. Empleé¢ Clustal Omega, que las alinea utilizando un algoritmo basado en un método
progresivo, alineando primero las secuencias con mayor parentesco, incorporando las menos

relacionadas y generando nuevos alineamientos por orden de similitud.

Generacion de arboles de semejanzas

Para finalizar, utilicé Jalview, un programa de software de bioinforméatica que se utiliza para
observar y editar multiples alineaciones de secuencias. Jalview tiene una amplia gama de
funciones ademds de la generacion, visualizaciéon y edicion de alineacion de multiples
secuencias, busca semejanzas y distancias que pueden coincidir con arboles filogenéticos

reales y la visualizacion de estructuras moleculares.

Para analizar estos datos Jalview utiliza métodos de distancia empleando un algoritmo para
construir un Unico arbol a partir de los datos. Este algoritmo convierte las secuencias
alineadas en matrices por diferencia por pares, dando lugar a que la distancia que hay entre
cada taxon, sean los caracteres que tienen diferentes. Es decir, cuanta mas diferencia hay
entre dos taxones, es mas probable que haya pasado mas tiempo desde que divergieron del
ancestro comun. Por tanto, dos especies estin mas emparentadas cuando menor es la

distancia molecular entre ellas.

Ademéds, Jalview hace graficos de semejanza, describiendo qué partes de las secuencias son
las mas conservadas. En la siguiente imagen, se puede ver un ejemplo de estos graficos. Los
aminoacidos son representados con letras a los que se les asigna un color, para hacerlo mas
visual y para que a simple vista sepas donde las secuencias se parecen mas. La primera fila se
refiere a la conservacion (conservation), que mide el nimero de propiedades fisicoquimicas
conservadas para cada columna de la alineacién, cuanto mas amarillo sean las barras,

significa que ese aminoacido estd mas conservado. La segunda fila hace referencia a la
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calidad (quality). Si tiene un puntaje de alta calidad de alineacion para una columna sugiere
que no hay ninguna mutaciéon. En conclusion, las columnas mas amarillas, permanecen mas
invariables, por lo que esta parte indica que tiene una especial importancia para el

mantenimiento de la estructura o la funcion de la proteina.
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Los datos de secuencia, tanto de ADN como de proteinas, tienen ventajas que potencian el
uso de técnicas estadisticas de deduccion filogenética. La cantidad de informacion de la que

se dispone es mayor y son comparables mediante los programas antes mencionados.
Aun asi, existen problemas comunes con las filogenias moleculares. Las especies que se

comparan pueden haber divergido mucho o muy poco y el alineamiento de las secuencias

puede resultar complejo, ya que se pueden hacer diferentes alineaciones de la misma region.
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S.- TRABAJO DE CAMPO

5.1.- PROTEINAS Y ESPECIES ESCOGIDAS

Para realizar el trabajo de campo, he escogido tres proteinas, la insulina, el citocromo c y la
histona H1 y 15 especies del grupo de los cordados. Ademads, he escogido una especie
adicional, un nematodo, para tener un grupo externo. El grupo externo estd menos
relacionado con los demds taxones, por ello, proporciona informacidon sobre caracteristicas

que aparecen en el grupo interno y que no aparecen en el grupo externo.

INSULINA

La insulina es una hormona polipeptidica que interviene en
el aprovechamiento metabolico de los nutrientes, sobre todo
en el anabolismo de los glucidos, cuya funcidn es regular los
azucares. La insulina permite disponer a las células del
aporte necesario de glucosa para los procesos con gasto de

energia.

En su forma activa, tiene 2 cadenas, una de 21 aminoacidos, la A y otra de 30 aminoacidos, la
B, unidas por 2 enlaces disulfuro y existe un tercer enlace disulfuro dentro de la cadena A. La
estructura secundaria es muy compleja para el tamafio de la molécula, presentando giros 3 en

ambas cadenas y laminas B en la cadena B.

Las células de nuestro organismo, tienen dificultades para hacer que proteinas tan pequenas
se plieguen correctamente en estructuras estables. Esto se soluciona al traducir el ARNm de
la insulina como un precursor de una unica cadena polipeptidica llamado preproinsulina de

110 aminoacidos.

La conformacion estructural de la insulina es esencial para su actividad como hormona. La
insulina es sintetizada y almacenada en el cuerpo en forma de un hexdmero, es decir, una
unidad compuesta por seis insulinas, mientras que su forma activa es la de una hormona

monomeérica, es decir, la molécula de insulina sola. Seis moléculas de insulina permanecen
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inactivas por largo tiempo en su forma hexamérica, como forma de almacenamiento de

disponibilidad rapida.

La insulina es un ejemplo tipico de proteina globular en la que encontramos los aminoacidos
no polares en el centro formando un nucleo hidrofébico y los aminoacidos polares y cargados

en torno a este.

Entre los vertebrados, la insulina conserva una gran semejanza estructural. Por ejemplo, la
insulina bovina difiere de la humana en solo tres aminoacidos o en la insulina del
invertebrado Caenorhabditis elegans, un nematodo, es muy similar en estructura, tiene
efectos celulares muy parecidos y se produce de manera analoga a la de los humanos. De
modo que es una proteina que se ha preservado a lo largo de la evolucion del tiempo,

sugiriendo su papel fundamental en el control metabodlico.

CITOCROMO C
El citocromo ¢ es una proteina pequefia, que es
componente de la cadena de transporte de electrones en

la mitocondria.

Se encuentra situado en las mitocondrias de la mayoria
de células eucariotas, en la membrana mitocondrial

interna y esté codificado por el ADN nuclear.

Se trata de una proteina monomérica, es decir con un

solo polipéptido y tiene un grupo prostético, hemo C unido a esta estructura.

El citocromo ¢ de humanos y chimpancés estda formado por 104 aminoacidos, exactamente
los mismos y en el mismo orden. El citocromo del caballo difiere del humano en 12
aminoacidos, lo cual, el grado de similitud refleja la proximidad del ancestro comun y

permite reconstruir la filogenia de estos organismos.
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HISTONA H1
Las histonas son proteinas basicas, de baja masa molecular, y estin muy conservadas entre
los eucariontes. Forman la cromatina, junto con el ADN, que resuelve el problema del

tamafio del ADN dentro del nticleo, compactandolo.

La histona H1 es un protector principal de la estabilidad del genoma y una proteina vital para
el organismo. La supresion de la histona H1 produce dafio celular y lesiones en el ADN. El
descontrol en una zona habitualmente reprimida de la cromatina, llamada heterocromatina,
genera que se transcriba informacion genética impropia, que da lugar a que se acumulen en la
cromatina hibridos de ADN y ARN, los llamados R-loops, que son letales. La
heterocromatina contiene informacion genética que no transcribe para proteinas, sino que son
secuencias repetitivas que la célula quiere tener silenciadas y que estan rigidamente

controladas.

En los mamiferos hay 7 subtipos de histona H1, H1.1-H1.5, H1.0 y Hlx. A pesar de que
todos los subtipos de H1 son capaces de unirse y compactar la cromatina, existen evidencias

que sugieren su diferenciacion funcional de cada uno de los subtipos.

ESPECIES ESCOGIDAS

Las 16 especies que he escogido son del filo de los cordados perteneciente al reino animal
(excepto Caenorhabditis elegans que es un nematodo y funciona como grupo externo). Se
caracterizan por la presencia de una notocorda, tubo neural hueco en posicion dorsal,

hendiduras branquiales y cola, por lo menos en alguna fase del desarrollo embrionario. Se
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conocen casi 65.000 especies actuales, la mayoria pertenecientes al subfilo de los

vertebrados, de los que casi la mitad son peces.

Los cordados han demostrado a lo largo de su historia evolutiva notables adaptaciones al
medio terrestre, al acuatico o anfibio. En los cordados se destaca la capacidad de
autorregulacion y organizacion interna. Algunos, como las aves y los mamiferos, pueden
elevar y mantener constante la temperatura del cuerpo. Estos y otros factores han afiadido
complejidad a este grupo de animales, permitiendo un mayor control sobre las reacciones

metabolicas y el desarrollo de un complejo sistema nervioso.

Los cordados se subdividen en tres subfilos: urocordados, cefalocordados y vertebrados, tal y
como se puede observar en el siguiente cladograma (es un diagrama ramificado usado en la

cladistica, que es una rama de la biologia que define las relaciones evolutivas entre los

organismos).
Urocordados
Cordados
r Cefalocordados
L Vertebrados

En el siguiente cladograma, se encuentran las supuestas relaciones filogenéticas (algunas no
son definitivas o se encuentran en duda) de las especies que he escogido. Este cladograma va
a servirme de ayuda para saber si los arboles que haga con las proteinas escogidas, tienen las
correctas relaciones entre especies. He escogido especies del filo de los cordados porque es

uno de los grupos mas diversos y cuentan con los suficientes datos para el estudio.
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Nematodo

[Cordados

Caenorhabditis elegans

Urocordado.

Ciona intestinalis

Cefalocordado

Vertebrados

Branchiostoma belcher

Agnato

Jonatostomos|

Petromyzon marinus (lamprea marina)

. Rhincodon typus (tiburén ballena)
Condictrios | J

Amblyraja radiata (raya radiada)

; - Acipenser ruthenus (esturion esterlete)
Actinoplerigio I

Esox luctus (lucio europeo)

Anfibio

Jsteictios

Tetripodos

Xenopus tropicalis

Ornithorhynehus anatinus (ornitorrinco)
Mamiferos

{ Homo sapiens (ser humano)

Tursiops truncatus (delfin mular)

Pelodiscus sinensis (tortuga china de

Saurépsidos

caparazon blando)

Phython bivittatus (piton de Birmania)

Melopsittacus undulatus

(periquito comiin)

Alligator sinensis (aligator chino)

Nombre
cientifico

Nombre
comun

Algunas caracteristicas

Ciona
intestinalis

Ascidia

Es una especie de urocordado, pariente lejano de
los vertebrados. Es un animal marino filtrador del
que se ha secuenciado su genoma, y se ha
convertido en un modelo de referencia para el
estudio de la biologia del desarrollo.

Branchiostoma
belcheri

Pez lanceta

Branchiostoma belcheri es uno de los pocos
géneros vivos de cefalocordados. Estos pequefios
animales son parientes cercanos de los vertebrados.
Poseen una boca adyacente a las branquias y son
filtradores.

Petromyzon
marinus

Lamprea
marina

La lamprea marina es una especie de pez agnato o
pez sin mandibula, que se caracteriza por su cuerpo
anguiliforme, la presencia de siete pares de
orificios branquiales, un orificio nasal impar y por
la ausencia de aletas pares, mandibulas y escamas.
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Rhincodon typus

Tibur6on
ballena

El tiburén ballena se encuentra dentro del grupo de
los gnatostomos o peces con mandibula y es el pez
existente mas grande del mundo, con
aproximadamente 12 metros de longitud. Tiene una
alimentacion basada en la filtracion y habita en
aguas calidas tropicales y subtropicales.

Amblyraja

¥ radiata

Raya radiada

La raya radiada es una especie de pez rajiforme y
se distingue, por las grandes espinas que recorren
la linea media del dorso desde la nuca hasta la
primera aleta dorsal.

Acipenser
ruthenus

Esturion
esterlete

El esturion esterlete es una especie de osteictio o
pez o6seo. Se reconoce entre los peces por la
presencia en su cuerpo de placas dorsales y
laterales y su cabeza prolongada en un hocico en
punta.

Esox lucius

Lucio
europeo

El Iucio europeo es una especie de actinopterigio.
Tiene un cuerpo largo, de forma casi cilindrica y
una boca con forma de pico de pato que se abre
hacia arriba.

Xenopus
tropicalis

Xenopus tropicalis es una especie del clado de los
tetrapodos. Es de la clase de los anfibios anuros
con la forma tipica de una rana pipida, con un
cuerpo aplanado.

Ornithorhynchus
anatinus

Ornitorrinco

El ornitorrinco es una especic de mamifero
semiacuatico. Es una de las cinco especies que
perviven en la actualidad del orden de los
monotremas (grupo de mamiferos que ponen
huevos). Tiene wuna inusual apariencia, es
venenoso, con hocico en forma de pico de pato,
cola de castor y patas de nutria, lo que ha hecho
que se convierta en un importante sujeto de estudio
en el campo de la biologia evolutiva.

.

Homo sapiens

Ser humano

Homo sapiens es una especie del orden de los
primates perteneciente a la familia de los
hominidos. Poseen capacidades mentales que les
permiten inventar, aprender. Ademas son animales
sociales, conscientes de si mismos...

Tursiops
truncatus

Delfin mular
o nariz de
botella

El delfin mular o nariz de botella es una especie de
cetaceo. Viven en grupos de hasta 10 o 12
individuos y se sirven de un sistema de
ecolocalizacion para localizar su alimento y, a
menudo, cooperan entre ellos para acorralar a sus
presas.
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Pelodiscus
¢| sinensis

Tortuga
china de
caparazon
blando

La tortuga china de caparazon blando corresponde
al clado de los saurdpsidos, al que pertenecen los
reptiles y aves. El cuello y la cabeza son largos, y
el hocico largo y fino le permite respirar mientras
esta en el fondo de lagos o rios.

Python bivittatus

Piton de
Birmania

La piton de Birmania es la especie de serpiente
constrictora mas grande de la India y una de las
seis serpientes mas grandes del mundo. Es una
serpiente docil y un icono en la India. Las pitones
birmanas adultas son grandes, pesadas, y su piel
tiene un patrén de tipo red.

Alligator
sinensis

Aligator
chino o
aligator del
Yangtze

El aligator chino o aligator del Yangtze es una
especie de saurdpsido cocodriliano completamente
acorazado y con un color oscuro con bandas mas
claras a lo largo del cuerpo.

Melopsittacus
undulatus

Periquito
comun

El periquito comun es una especie de ave
introducido en muchas zonas del mundo por ser
muy comun su uso como mascota. Es el ave de
jaula mas popular del mundo por sus vivos colores,
su facil adaptacion y su alegre canto.

Caenorhabditis
elegans

Caenorhabditis elegans es wuna especie de
nematodo que mide aproximadamente 1 mm de
longitud. Esta especie se utiliza como modelo para
diversos estudios genéticos, muy especialmente en
genética del desarrollo, ya que es uno de los
organismos animales mas simples que cuentan con
sistema nervioso y digestivo bien definidos, entre
otras caracteristicas.

Una vez escogidas las 16 secuencias de las tres proteinas, las comparé para ver sus

variaciones.
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5.2.- RESULTADOS

5.2.1.- Insulina
Primero, busqué las 16 secuencias de aminoacidos en el NCBI. La tinica secuencia que no

encontré fue Branchiostoma belcheri (cefalocordado).

Obtuve las siguientes secuencias:

>NP 001335969.1 insulin-like 3 protein isoform 2 [Ciona intestinalis]
MSETSRVVSATRPSSGGTYRRLCLVTCIVVTCMAIFPGSSIAHGRKRFALSCGSRLVNSMRYMCLOQEVWTPKLCSVFRTKFCGTEINFHPI
CRFTCITESRITSCFPIPAQQOH

>XP 032836479.1 insulin [Petromyzon marinus]
MHLCVAGCEPPAWATSLTPQYSPTPVLLOQPLHHHPPPTMSPRSPRAPSAMLTLLLLLPALLLLLLSLMSPVPAHASALTGAGGTHLCGSHL
VEALYVVCGDRGFFYTPSKTRRELSDVIRTEADAGEQQGGVVAEGEGELWGGAAAPGAREESPRTRRGIVEQCCHRKCSIYDMENYCN

>XP_020376878.1 insulin [Rhincodon typus]
MVLWNQIVLVAVLFIFSCPKGLETQPSQHLCGSQLVDALYFVCGSKGFYYEPKTKRGIEQLLGLRGEESAQENEAQQKFLFNKLLGRMMKR
GIVDHCCHNTCSLYDLEGYCNQ

>XP 032894479.1 insulin [Amblyraja radiata]
MMEFWSQIVLVCALITIFACPKGLETLPSQHLCGSHLVDALYFVCGPKGFYYLPKAKRGQEEFLELRGGEESTQENEAEQQFPFHKLLGRMIK
RGIVEHCCHSTCSLFDLEGYCNQ

>RXM98941.1 Insulin [Acipenser ruthenus]
MALWFRVLSLLALLVLSSPHVSKAAANQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPNKVKRDMTSPFSFLSGKTASENDVDEFPLKQQGEAKVKR
GIVEQCCHSPCSLYDLENYCN

>XP_010895347.1 insulin [Esox lucius]
MASWLQATSLLVLLSLSPGANSAAAQHLCGSHLVDALYLVCGEKGFFYNPKRDVDSLIGFLSPKSAQENEVAENPFKDQMEMVKRGIVEQC
CHKPCNIFDLQSYCN

>AAI35266.1 ins protein [Xenopus tropicalis]
MALWMQCLPLVLVLLFSTPNTEALANQHLCGSHLVEALYLVCGDRGFFYYPKIKRDIEQAMVNGPQDNELDGMQLQPQEYQKMKRGIVEQC
CHSTCSLFQLESYCN

>AAA59172.1 insulin [Homo sapiens]
MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAEDLQVGQVELGGGPGAGSLOQPLALEGSLQKRGI
VEQCCTSICSLYQLENYCN

>XP_028915363.1 insulin [Ornithorhynchus anatinus]
MALWVTVLPLLALLALSMPAPGGAFPNQHLCGSHLVEALYLVCGEKGFYYIPRGRRDAEEPVVRGLLONGLNDLEFPSDLQVGKRGIVEEC
CKGVCSMYQLENYCN

>XP_004317908.1 insulin [Tursiops truncatus]
MVLWLRLGPLLALLALWAPAPARAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKARREVEGPQVGAVELGGGPGAGGLQPPALEGPPQKRGI
VEQCCTSICSLYQLENYCN

>XP 006134976.1 insulin [Pelodiscus sinensis]
MALWIRSLPLLALLALSGPPISHAAANQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYSPKARRDLEQPLVNGHLONEVELPFQQQEFQQAKRGIVEQC
CHNTCSLYQLENYCN

>XP_007424294.1 insulin [Python bivittatus]

MTLWIRSLPLLLLLAVSAPTISYAAPNQHLCGSHLVEALYLVCGDRGFYYSPRSRRNMEQPLVNGPFONEVEVPLOQEFQKSKRGIVEQCCE
NTCSLYELENYCN
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>XP _006033708.1 insulin [Alligator sinensis]
MALWIHSLPLLAFLALSSPSVSYAAANQRLCGSHLVDALYLVCGERGFFYSPKGRRDLEQPLVNGPLRNEVEELAFQQQEYEKVKRGIVEQ
CCHNTCSLYQLENYCN

>XP_005149257.1 insulin [Melopsittacus undulatus]
MALWILSLPLLALLALSGPGTSHAAATQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYSPKARRDVEQPLVSGPLHGEVGELPFRPEEFQKVKRGIVEQ
CCHNTCSLYQLENYCN

>NP_001022529.2 INSulin related [Caenorhabditis elegans]

MRNSFQLILLVLTISYSNSMLENDVEMDKPSYLSSKEAWKMLNELLKEPKHHHHHHRHKGYCGVKAVKKLKQICPDLCSNVDDNLLMEMCS
KNLTDDDILQRCCPE

Después, estas secuencias las copi¢ en el programa de alineamientos multiples, Clustal
Omega. Los guiones que aparecen en el alineamiento se emplean para que se puedan alinear

todos los aminoacidos correctamente.

ALINEAMIENTO

>NP_001022529.2 INSulin related [Caenorhabditis elegans]

MR----- NSFQLILLVLTISYSNSMLEF-ND----——--— VEMDKPSYLSSKEAWKMLNELLKEPK--——---—-—-——--—— HHHHHHRHKGYCG
VKAVKKLKQICPDLCSNVD--——-—=-—-— D-m—m—mmmmmmmm e NLLMEMCSKNLTDDDILQRCCPE--—-=-—-—--—-

>NP 001335969.1 insulin-like 3 protein isoform 2 [Ciona intestinalis]
——————————————————————————————— MSETSRVVSA---TRPSSGGTYRRLCLVTCIVVTCMAIFPGSSIAH----GRKRFALSCG
SRLVNSMRYMCLQEVW--TPKLCSVFRTKFCGTEINFHPI-CRFTCITESR--ITSCFPIPAQQH-——--—=-—-——————————————————

>XP 020376878.1 insulin [Rhincodon typus]

————————————————————————————————————————————————— MVLWNQIVLVA---V--LFIFSCPKG-----LETQPSQHLCG
SQLVDALYFVCGSKGFYYEPKT-KRGIEQLLGLRG-EESA--—-—-—-—--— QEN--EAQQOKFLFNKLLGRMMKRGIVDHCCHNTCSLYDLEGYCN
Q

>XP 032894479.1 insulin [Amblyraja radiata]
————————————————————————————————————————————————— MMEWSQIVLVC---A--LIIFACPKG-----LETLPSQHLCG
SHLVDALYFVCGPKGFYYLPKA-KRGQEEFLELRGGEEST-—-—-—-——— QEN--EAEQQFPFHKLLGRMIKRGIVEHCCHSTCSLEFDLEGYCN

Q

>XP_032836479.1 insulin [Petromyzon marinus]
MHLCVAGCEPPAWATSLTPQYSPTPVLLQPLHHHPPPTMSPRSPRAPSAMLTLLLLLPAL---LLLLLSLMSPVPAHASALTGAGGTHLCG
SHLVEALYVVCGDRGFFYTPSKTRRELSDVIRTEADAGEQQGGVVAEGEGELWGGAAAPGAREESPRTRRGIVEQCCHRKCSIYDMENYCN

>XP_010895347.1 insulin [Esox lucius]

————————————————————————————————————————————————— MASWLQOATSLL---V--LLSLSPGA--N-----SAAAQHLCG
SHLVDALYLVCGEKGFFYNPKR---DVDSLIGFLSPKSA--Q-—-—-—-—-— EN---EVAENPFKD-QMEMVKRGIVEQCCHKPCNIFDLQSYCN
>RXM98941.1 Insulin [Acipenser ruthenus]

————————————————————————————————————————————————— MALWFRVLSLL---A--LLVLSSPHVSK---—--AAANQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYTPNKVKRDMTSPFSFLSGKTA--S——-—-——— EN---DVDEFPLKQQGEAKVKRGIVEQCCHSPCSLYDLENYCN
>AAA59172.1 insulin [Homo sapiens]

————————————————————————————————————————————————— MALWMRLLPLL---A--LLALWGPDPAA-----AFVNQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYTPKT-RREAEDLQVGQV-ELG--G---—--— GP---GAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
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>XP _004317908.1 insulin [Tursiops truncatus]

————————————————————————————————————————————————— MVLWLRLGPLL---A--LLALWAPAPAR-----AFVNQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYTPKA-RREVEGPQVGAV-ELG--G——-—-——— GP---GAGGLQPPALEGPPQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
>AAI35266.1 ins protein [Xenopus tropicalis]

————————————————————————————————————————————————— MALWMQCLPLV---L--VLLFSTPNT-E-----ALANQHLCG
SHLVEALYLVCGDRGFFYYPKI-KRDIEQAMVNGP-QDN---=-—-—-—==—————— ELDGMQLQPQEYQKMKRGIVEQCCHSTCSLFQLESYCN

>XP 028915363.1 insulin [Ornithorhynchus anatinus]

————————————————————————————————————————————————— MALWVTVLPLL---A--LLALSMPAPGG-----AFPNQHLCG
SHLVEALYLVCGEKGFYYIPRG-RRDAEEPVVRGL-LON--=-—-—=-—-——-—-———— GLNDLEFPS-DLQVGKRGIVEECCKGVCSMYQLENYCN
>XP 007424294.1 insulin [Python bivittatus]
————————————————————————————————————————————————— MTLWIRSLPLL---L--LLAVSAPTISY-----AAPNQHLCG
SHLVEALYLVCGDRGFYYSPRS-RRNMEQPLVNGP-FQN---=-==-==——=——— EVE---VPLQEFQKSKRGIVEQCCENTCSLYELENYCN
>XP 006033708.1 insulin [Alligator sinensis]
————————————————————————————————————————————————— MALWIHSLPLL---A--FLALSSPSVSY-----AAANQRLCG
SHLVDALYLVCGERGFFYSPKG-RRDLEQPLVNGP-LRN--—--—-=—==-—————— EVEELAFQQQEYEKVKRGIVEQCCHNTCSLYQLENYCN
>XP _006134976.1 insulin [Pelodiscus sinensis]
————————————————————————————————————————————————— MALWIRSLPLL---A--LLALSGPPISH-----AAANQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYSPKA-RRDLEQPLVNGH-LON--—-=-=-=-==—=—-———— EV-ELPFQQQEFQQAKRGIVEQCCHNTCSLYQLENYCN
>XP_005149257.1 insulin [Melopsittacus undulatus]
————————————————————————————————————————————————— MALWILSLPLL---A--LLALSGPGTSH-----AAATQHLCG
SHLVEALYLVCGERGFFYSPKA-RRDVEQPLVSGP-LHG----=--—-=-—=-———— EVGELPFRPEEFQKVKRGIVEQCCHNTCSLYQLENYCN

Finalmente, para ver las diferencias entre unas secuencias y otras y construir el cladograma,

utilicé el programa Jalview.
El resultado que obtuve fue el siguiente cladograma. Los finales de cada rama muestran el

codigo de letras, seguido de unos numeros, que corresponden a una especie en concreto. Para

una mejor comprension, he cambiado cada codigo por la especie a la que corresponde.
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XP_D0G033708.1

XP_D0G134076.1

XP_D05149257 .1

Como se puede observar, el resultado obtenido es muy similar al cladograma inicial que
mostraba como tenian que ser las relaciones filogenéticas entre las especies. Las tres unicas
diferencias entre este cladograma y el cladograma “base” son que Xenopus tropicalis
(anfibio) tiene un ancestro comun con los saurdpsidos (reptiles y aves) y tendria que estar
situado en una rama anterior a los mamiferos, ya que mamiferos y saurdpsidos son amniotas,

pero los anfibios no.

Otra pequefia divergencia es que Ornithorhynchus anatinus (ornitorrinco), tendria que estar
mas relacionado con los mamiferos Homo sapiens (ser humano) y Tursiops truncatus (delfin
mular). Por ltimo, sefialar que Alligator sinensis (aligator chino) y Melopsittacus undulatus
(periquito comun) tendrian que estar mas proximos en las ramas evolutivas. Sin embargo, se
puede observar que la insulina de Pelodiscus sinensis (tortuga china de caparazén blando)

tiene mas relacidn con el ave.
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Caenorhabditis elegans (nematodo)

Ciona intestinalis (wrocordado)

Petromyzon marinus (lanprea maria)

Rhircodon typus (titurén ballena)

Amblyraja radiata {raya radiada)

Esox lucius (lucio europec)

Acipenser ruthenus (esturidon esterlete)

. Hommo sagdens {ser hnmana)

Tursiops truncatus (delfin mular)

Omithorhvachus anatings (omitorrines)
Kenopis tropicalis {afikio)

Python bivittams (picdn de Birmania)

Allipator sinengis (aligator ching)

—L Pelodiscus sinensis {tortupa china de
caparazon blando)

Melopsittacus undulatus (periguite comvn}
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En el caso de la insulina, se puede observar, que la parte mas conservada es la central porque

puede ser una estructura fundamental para su funcion.

5.2.2.- Citocromo ¢
Al igual que en la insulina, primero seleccioné las secuencias de las especies. En el citocromo
¢, no encontré dos especies en la base de datos, ni Petromyzon marinus (lamprea marina), ni

Amblyraja radiata (raya radiada).

>XP_002130585.1 cytochrome c, somatic [Ciona intestinalis]
MGKKAAAGDVEKGKKIFIQKCKQCHTYTSDCTNKTGPTLHGLFGRQSGQVAGFDYTDONRDKGVIWGEDTLDVYLTNPAKYIPGTKMVFEFAG
TKKKGERADLIAFLKDATK

>BAF47392.1 cytochrome c¢ [Branchiostoma belcheri]

MADAVAKGNPDKGKKVEVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLFGRKTGQASGFSYTDANKNKGITWAEDTLWVYLENPKKYIPGTKMVFAG
LKKKGERADLISYLKESTSS
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>XP 020365536.1 cytochrome c [Rhincodon typus]
MGDVEKGKKVFIQKCAQCHTVECGGKHKTGPNLCGLFGRKTGQAEGEFSYTDANKNKGITWNEETLMVYLENPKKYIPGTKMIFAGLKKKSE
REDLIAYLKSATAK

>XP 033856686.1 cytochrome c [Acipenser ruthenus]
MGDVAKGKKVEVQKCSQCHTVENGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAEGEFSYTEGNKNKGITWSEDTLMEYLENPKKYIPGTKMLFSGIKKKSE
RODVIAYLKESTSA

>NP 001291051.1 cytochrome c¢ [Esox lucius]
MGDIAKGKKAFVQKCAQCHTVEEGGKHKVGPNLWGLFGRKTGQAPGEFSYTDANKSKGITWSEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGE
RODLIAYLKSATS

>NP_001008176.1 cytochrome c, somatic [Xenopus tropicalis]
MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKTGKHKTGPNLWGLFGRKTGQAPGFSYTDANKSKGIVWGEDTLFEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKNE
RADLIAYLKKSTSE

>AAA35732.1 cytochrome ¢ [Homo sapiens]
MGDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGYSYTAANKNKGIIWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFVGIKKKEE
RADLIAYLKKATNE

>XP 028926987.1 cytochrome c [Ornithorhynchus anatinus]
MGDFEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLFGRKTGQAPGEFSYTDANKSKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGE
RADLVAYLKKATKE

>XP 033718988.1 cytochrome c [Tursiops truncatus]
MGDIEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAVGEFSYTDANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKGE
RADLIAYLKKATNE

>XP_006138438.1 cytochrome c [Pelodiscus sinensis]
MGDIEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLIGRKTGQAAGEFSYTDANKNKGITWNEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFVGIKKKAE
RADLIAYLKDATSK

>XP 007420882.1 cytochrome c [Python bivittatus]
MGDVEKGKKIFTMKCGTCHTVEEGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAVGEFSYTEANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMVFTGLKSKKE
RTDLIAYLKEATSK

>XP _006027096.1 cytochrome c [Alligator sinensis]
MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLIGRKTGQAPGFSYTEANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKPE
RADLIAYLKEATAN

>tr|S4RXV7|S4RXV7 PETMA Cytochrome ¢ domain-containing protein OS=Petromyzon marinus
0X=7757 PE=3 Sv=1
MGDVEKGKKVFVQKCSQCHSVEKGGKHKTGPNLSGIFGRQTGQAPGEFSYTDANRDKGIVWNEDTLFLYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKEGE
RKDLIAYLKQSTAE

>XP 005154206.1 cytochrome c [Melopsittacus undulatus]
MGDIEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLNGIFGRKTGQAEGEFSYTDANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAGIKKKSE
RADLIAYLKSATK

>CCD68708.1 Cytochrome c¢ 2.1 [Caenorhabditis elegans]
MSDIPAGDYEKGKKVYKQRCLQCHVVDSTATKTGPTLHGVIGRTSGTVSGEFDYSAANKNKGVVWTRETLFEYLLNPKKYIPGTKMVFAGLK
KADERADLIKYIEVESAKSL

A continuacion, realicé el alineamiento multiple con Clustal Omega y el arbol con Jalview.
En este alineamiento del citocromo se puede observar que hay muy pocos guiones . Esto

puede ser debido a que el citocromo ha cambiado poco entre estas especies.

ALINEAMIENTO:
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>CCD68708.1 Cytochrome c 2.1 [Caenorhabditis elegans]
-MSDIPAGDYEKGKKVYKQRCLQCHVVDST-ATKTGPTLHGVIGRTSGTVSGFDYSAANKNKGVVWTRETLFEYLLNPKKYIPGTKMVFAG
LKKADERADLIKYIEVESAKSL

>XP 002130585.1 cytochrome c, somatic [Ciona intestinalis]
MGKKAAAGDVEKGKKIFIQKCKQCHTYTSDCTNKTGPTLHGLFGRQSGQVAGEFDYTDQNRDKGVIWGEDTLDVYLTNPAKYIPGTKMVFAG
TKKKGERADLIAFLKDATK---

>BAF47392.1 cytochrome ¢ [Branchiostoma belcheri]
MADAVAKGNPDKGKKVEVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLFGRKTGQASGEFSYTDANKNKGITWAEDTLWVYLENPKKYIPGTKMVFAG
LKKKGERADLISYLKESTSS--

>XP 033856686.1 cytochrome c [Acipenser ruthenus]
—————— MGDVAKGKKVFVQKCSQCHTVENGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAEGFSYTEGNKNKGITWSEDTLMEYLENPKKYIPGTKMLFESG
IKKKSERQDVIAYLKESTSA--

>tr|S4RXV7|S4RXV7 PETMA Cytochrome ¢ domain-containing protein OS=Petromyzon marinus
0X=7757 PE=3 SV=1

—————— MGDVEKGKKVFVQKCSQCHSVEKGGKHKTGPNLSGIFGRQTGQAPGFSYTDANRDKGIVWNEDTLFLYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKEGERKDLIAYLKQSTAE--

>XP 007420882.1 cytochrome c [Python bivittatus]
—————— MGDVEKGKKIFTMKCGTCHTVEEGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAVGEFSYTEANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMVFETG
LKSKKERTDLIAYLKEATSK--

>XP_020365536.1 cytochrome c [Rhincodon typus]
—————— MGDVEKGKKVFIQKCAQCHTVECGGKHKTGPNLCGLFGRKTGQAEGEFSYTDANKNKGITWNEETLMVYLENPKKYIPGTKMIFAG
LKKKSEREDLIAYLKSATAK--

>NP_001291051.1 cytochrome c [Esox lucius]
—————— MGDIAKGKKAFVQKCAQCHTVEEGGKHKVGPNLWGLFGRKTGQAPGFSYTDANKSKGITWSEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKGERQDLIAYLKSATS-—--

>AAA35732.1 cytochrome ¢ [Homo sapiens]
—————— MGDVEKGKKIFIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGYSYTAANKNKGIIWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFVG
IKKKEERADLIAYLKKATNE--

>NP_001008176.1 cytochrome c, somatic [Xenopus tropicalis]
—————— MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKTGKHKTGPNLWGLFGRKTGQAPGFSYTDANKSKGIVWGEDTLFEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKNERADLIAYLKKSTSE--

>XP_006138438.1 cytochrome c [Pelodiscus sinensis]
—————— MGDIEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLIGRKTGQAAGFSYTDANKNKGITWNEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIEFVG
IKKKAERADLIAYLKDATSK--

>XP 005154206.1 cytochrome c [Melopsittacus undulatus]
—————— MGDIEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLNGIFGRKTGQAEGEFSYTDANKNKGITWGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKSERADLIAYLKSATK---

>XP_006027096.1 cytochrome c [Alligator sinensis]
—————— MGDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLIGRKTGQAPGFSYTEANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKPERADLIAYLKEATAN--

>XP_028926987.1 cytochrome c [Ornithorhynchus anatinus]
—————— MGDFEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNGLFGRKTGQAPGEFSYTDANKSKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKGERADLVAYLKKATKE--

>XP 033718988.1 cytochrome c [Tursiops truncatus]

—————— MGDIEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAVGEFSYTDANKNKGITWGEETLMEYLENPKKYIPGTKMIFAG
IKKKGERADLIAYLKKATNE--
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Al igual que en la anterior proteina, he cambiado cada codigo de cada secuencia de las

especies para mejorar la comprension del cladograma.
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Las grandes diferencias de este cladograma, comparado con el cladograma “base” son que

Python bivittatus (piton de Birmania) tendria que estar con los demads reptiles, pero en este

caso, se puede observar que tiene un antepasado comun con los peces. Este cladograma

difiere del anterior en que Rhincodon typus (tiburon ballena) tendria que estar mas

relacionado con el grupo de los peces. Sin embargo, segin este cladograma, tiene un

antecesor de los tetrapodos. Una gran diferencia es que dos de las tres especies de mamiferos

estan incluidos dentro del grupo de los reptiles.
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Caenorhabditis elegans (nematodo)

Ciona intestinalis (urocordado)

Branchiostoma belcheri (cefalocordado)

Petromyzon marinus (lamprea marina)

Python bivittatus (piton de Birmania)

Acipenser ruthenus (esturion esterlete)

Esox lucius (lucio europeo)

Rhincodon typus (tiburon ballena)

Xenopus tropicalis (anfibio)

Homo sapiens (ser humano)

Ornithorhynchus anatinus (ornitorrinco)

Tursiops truncatus (delfin mular)

Alligator sinensis (aligitor chino)

Melopsittacus undulatus (periquito comin)

Pelodiscus sinensis (tortuga china de
caparazon blando)
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En este grafico se puede observar que el grado de similitud es muy alto entre todas las
secuencias, lo que hace que un cambio en un aminoécido, puede llevar a que las especies que

estdn mas emparentadas aparezcan distantes en el cladograma.

5.2.3.- Histona H1

Al igual que en la insulina y el citocromo c, primero seleccioné las secuencias de las especies.
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En la histona H1, no encontré en la base de datos la especie Amblyraja radiata (raya radiada).
Ademés, no todas las histonas H1 son del mismo tipo, ya que, existen hasta siete subtipos. En
el NCBI, he tenido problemas para encontrar el mismo subtipo en todas las especies, por lo

que he tenido que escoger diferentes subtipos, aunque las diferencias entre ellos son minimas.

>XP_002121210.1 histone H1.0 [Ciona intestinalis]
MVAKVDTDKKKVAQKKEHPTYAEMIVAATIKALKDRKGASRQAIVKY IKANYKVGDNAATQCKHSLKRLVTSEKIVNTVGVGASGRFKVPQA
AVPTTTKKVAKKTEKEAKPAQKKTTAAKKKTAAKKSPKKQAKKSPAKKPAQKKAAAKPKVKTTKS PKKPTKKPAAKKSPAKKAAKKPAAKK
SAKKTTKK

>tr|S4RD72|S4RD72 PETMA H15 domain-containing protein OS=Petromyzon marinus O0X=7757 PE=3
sv=1
MVETAPAQPPAAATSALKSPKKKRTAPKAKKVGPSVSELILKALASSKERNGVSLPALKKSLAAGGYDVEKNNARLKLAIKKLVAKDAVAQ
VKGSGASGSFKLNKKEKAAAKAKPKSSTAKPAAKKPAAAKKVKKPAAAKKTAPKKSPKKAKKSAAAKSPKKVKSAVKPKKAAKAVAKPKKS
ALKKRAAAVRVDMPDPPASKSAGPAKVPAPKK

>XP 020387308.1 histone Hl-like [Rhincodon typus]
MSDSAAAETAPPASASTKPKIPKKKKAAXPRKKPAGPGLGERIVKIVGESSXRKGTSLAAIKKALOQRXEVNVEKQNAQIRXAIKRCLAKGS
LVXVKGQGVSGSFKLPKNPVKAKVGKKAKPAASAKKPAVKKTTAKKVTAKKSPAKKAAVKKAATPKKAVKKAAPKKKTPVKKVKKTKSPKA
AKPVPKSGKPKAKPKAKVTKKAAKK

>RXM99081.1 Histone H1 [Acipenser ruthenus]
MAEVAPVAPTEAAPAPVKAVKAGKKKTATKPKKAGPSVSDLIVKAVSASKERSGVSLAALKKALAAGGYDVEKNNSRVNTAVKSLVSKETL
LOTKGVGASGSFRLNKKVAEAKDKVAKKKAVPKPKKPAVKKAAPKKAPAKKPATKKPATKSPKKAKKPAAKKAATKSPKKAKKPAAKKPTK
SPKKVAKPQAAKTKRAAPKRR

>XP_028974776.1 histone H1 [Esox lucius]
MAEVAPAPAAAAPAKAPKKKAAAKPKKAGPSVGELIVKAVSASKERSGVSLAALKKSLAAGGYDVEKNNSRVKLAVKSLVTKGTLVQTKGT
GASGSFKLNKKATETKKPAKKAAAPKAKKVAAKKPAAAKKPKKAAAKKPAAAAKKSPKKAKKPATPKKAAKSPKKVKKPAAAAKKAAKSPK
KATKAAKPKAAKPKAAKPKKAAPKKK

>XP 004919170.1 histone HI1B [Xenopus tropicalis]
MTETAAETAPAPPPAEPAAAKKKQPKKGGAKAKKPAGPSAAELIVKAVSASKERSGVSLAALKKALAAGGYDVERNNSRLKLALKALVTKG
TLTQVKGSGASGSFKLNKKPLESKEKAAKKKPAAPKVKKPAAAAKKAPKSPKKPKKVSAAAKSPKKVKKPAKAAKSPKKPKAAKPKKVAKS
PAKKAAKPKAAKSPAKKPTKPKATKSPAKAKAAKPKAAKAKKAAPKK

>AAA63186.1 histone H1 [Homo sapiens]
MSETAPLAPTIPAPAEKTPVKKKAKKAGATAGKRKASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSK
GTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEGKPKAKKAGAAKPRKPAGAAKKPKKVAGAATPKKSIKKTPKKVKKPATAAGTKKVAKSAKKVKTPQ
PKKAAKSPAKAKAPKPKAAKPKSGKPKVTKAKKAAPKKK

>XP_016082469.2 histone Hl.4-like [Ornithorhynchus anatinus]
MSETAPAAPAVPAPVEKSPAKKKAKKPAGGARRKAAGPSVSELITKAVSVSKERNGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVAKG
TLVQTKGTGASGSFKINKKAAGSEGKAKPKAKKPAAAAKPKKPASAAKKPKKPAVSGARKSVKKTPKKAKKPAAVAAKKAAKSPKKTKAVK
PKKAAKSPAKPKVVKPKAAKPKVAKPKTTKSKKAAASKKK

>XP 019800694.1 histone H1.2 [Tursiops truncatus]
MSETAPAAPAAAPPAEKTPVKKKAAKKPAGARRKASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLRSLVSKG
TLVOTKGTGASGSFKLNRKGATGEAKPKAKKAGAAKPKKAAGAAKKPKKATGAATPKKAAKKTPKKAKKPAAATVTKKVAKSPRKAKAAKP
KKAAKSAAKAAKTKAAKPKVAKPKKAAPKKK

>XP 006024244.1 histone H1.0l-like [Alligator sinensis]
MSETAPVAAPAAPAPAAKAQAKKTKKAAAGGSKARKPSGPSVTELITQAVSASKERKGLSLAALKKALAAGGYDVEKSNSRXXXXXXXXXX
TTSRIKVGLKSLVSKGILVQTKGTGASGSFKLGKKPGEVKEKAPKKKAVAAAKPKKAAAKKPKAAAVKKSPKKAKKPAAAAAKKSAAKSPR
KAKAAKPKRAAKSPAKAKAVKPKPSKPKAAKAKKAAPKKK

>XP 005150318.2 histone H1 [Melopsittacus undulatus]
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MSETAPVAAPAVSAPGAKAATKKPKKAAGGSKARKPAGPSVTELITKAVSASKERKGLSLAALKKALAAGGYDVEKNNSRIKLGLKSLVNK
GTLVQTKGTGASGSFKLNKRPGETKERATKKKPAAKTKKPAAKKPASAAKKPKKAAAVKKSPKKAKKPVVAAAKKATKSPKKAAKAGRPKK
AAKSPAKAKAVKPKAAKPKAAKPKAAKAKKAAPKKK

>XP_007445091.1 histone Hl-like [Python bivittatus]
MSETAPEAPAAAAPAAKAPAKKAKKPAGAAKPRKASGPSVTELLTKAVAASKERNGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNSRIKLGLKSLVGKG
TLVQTKGTGASGSFKLNKKQQEGKDKVVKKKPAVKSKKPAAKKPASAAKKPKKPAATKSPKKAVKKPAAGAKKAAKSPKKAKPAKPTKAAK
SPAKAKTKAAKPKTPKAKVAKPKKTAAKKK

>XP 006125951.1 histone H1 [Pelodiscus sinensis]
MSETAPVATPAVSAPGTKTSAKKPKKAAGGSKARKSSGPSVTELITKAVSASKERKGLSLAALKKAFAAGGYDVEKNNSRIKLGLKSLVSK
GVLVQTKGTGASGSFKLNKKPGETKEKAPKKKPAAKPKKPAAKKPASAAKKPKKAAAVKKSPKKAKKPAASAAKKVAKSPKKAKPAKPKKA
AKSPAKAKAVKPKAAKPKPTKPKAGKAKKAAPKKK

>CAA37372.1 histone H1 [Caenorhabditis elegans]
MSDSAVVAAAVEPKVPKAKAAKAAKPTKVAKAKAPVAHPPYINTIKEATIKQLKDRKGASKQATILKFISONYKLGDNVIQINAHHRQALKRG
VTSKALVQARGSGANGRFRVPEKAAAAKKPAAAKKPAAAKKPAAAKKATGEKKAKKPAAAKPKKAATGDKKVKKAKSPKKVAKPAAKKVAK
SPAKKAAPKKIAKPAAKKAAKPAAKA

A continuacion, realicé el alineamiento multiple con Clustal Omega y el arbol con Jalview.

ALINEAMIENTO

>XP 020387308.1 histone Hl-like [Rhincodon typus]
MSDSAAAET-AP---PASASTKPKIPKKKKAAXPRKKPAGPGLGERIVKIVGESSXRKGTSLAAIKKALQRXEVNVEKQNA-=-—-=-—=——=——
—-—-—-QIRXATIKRCLAKGSLVXVKGQGVSGSFKLPKNPVKAKVGK---KAKPAASAKKPAVKKTTAKKVTAKKSPAKKAAVKKAATPKKA
VKKAAPK--KKTPVKK---VKKTKSPKAA-—-—-=-————————-———— KPV-=-———=————— PKSGKPKAK--—-——-——-——— PKAKVTKKAAKK-

>tr|S4RD72|S4RD72 PETMA H15 domain-containing protein OS=Petromyzon marinus OX=7757 PE=3
Ssv=1

MVETAPAQPPAAA-TSALKSPKKK-—-—---- RTAPKAKKVGPSVSELILKALASSKERNGVSLPALKKSLAAGGYDVEKNNA--—-———-———-—
——---RLKLAIKKLVAKDAVAQVKGSGASGSFKLNKKEKAAAKAK-—-——-—— PKSSTAKPAAKKPAAAK-—-—-——--— KVKKPAA--AKKTAPK
KSPKK--AKKSA-—-—--—--- AAKSPKKVKSAVKPKKAAKAVAKPKKSALKKRAAAVRVDMPDPP-ASKSAGPAKV-———-—-———-—— PAPKK--

>RXM99081.1 Histone H1 [Acipenser ruthenus]

MAEVAPVA-P----TEAAPAPVKAVKAGKKKTATKPKKAGPSVSDLIVKAVSASKERSGVSLAALKKALAAGGYDVEKNNS——————-—==-—
———--RVNTAVKSLVSKETLLQTKGVGASGSFRLNKKVAEAKDKVAKKKAVP--KPKKPAVKKAAPKK--APA--KKP------- ATKKPAT
KSPKK--AKKPAAK---KAATKSPKKAKKPAA-KKPTKS-—-----—-=-——————————————————————— PKKVAKPQAAKTKRAAPKRR-

>XP 006024244.1 histone H1.0l-like [Alligator sinensis]

MSETAPVAAPAAP-APAAKAQAKKTKKAAAGGSKARKPSGPSVTELITQAVSASKERKGLSLAALKKALAAGGYDVEKSNSRXXXXXXXXX
XTTSRIKVGLKSLVSKGILVQTKGTGASGSFKLGKKPGEVKEKAPKKKAVAAAKPKKAAAKKPKA-—-————=-=—=————————————— AAVK
KSPKK--AKKPAAAAAKKSAAKSPRKA-KAAKPKRAAKSPAKAKAV-———-—————-——————————————— KPKPSKPKAAKAKKAAPKKK-

>XP 004919170.1 histone HIB [Xenopus tropicalis]

MTETAAETAPAPP--PAEPAAAKKK-QPKKGGAKAKKPAGPSAAELIVKAVSASKERSGVSLAALKKALAAGGYDVERNNS-=--=—-=—--——
—--—-RLKLALKALVTKGTLTQVKGSGASGSFKLNKKPLESKEKAAKK--KPAA----PKVKKPAAAAKKAPKSPKKPKKVSA--—-—-—-—- AA
KSPKK--VKKPAKA--—-—-—-— AKSPKKP-KAAKPKKVAKSPAKKAAKPKAAKS---PAKKPTKPKATKSPAKAKAAKPKAAKAKKAAPKK--

>XP 028974776.1 histone H1 [Esox lucius]

MAEVAPA-------- PAAAAPAKAPKK---KAAAKPKKAGPSVGELIVKAVSASKERSGVSLAALKKSLAAGGYDVEKNNS———-—-—--—---—
————-RVKLAVKSLVTKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKATETKKPAKK---AAAPKAKKVAAKKPA-AA---—-—--— KKPKKAAA-KKPAAAAK
KSPKK--AKKPATP---KKAAKSPKKVKKPA---AAAKKAAKSPKK-—————————-———-—————— ATKAAKPKAAKPKAAKPKKAAPKKK-

>XP_016082469.2 histone Hl.4-like [Ornithorhynchus anatinus]
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MSETAPA-APAVP-APVEKSPAKKKAK-KPAGGARRKAAGPSVSELITKAVSVSKERNGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNS-——-—-—-----—
———-RIKLGLKSLVAKGTLVQTKGTGASGSFKINKKAAGSEGKAKPKAKKPAAA---AKPKKPASAA---—---— KKPKKPAV-SGARKSVK
KTPKK--AKKPAAVA-AKKAAKSPKKT-KAVKPKKAAKSPAKPKVV-—————————————————— KPKAAKPKVAKPKTTKSKKAAASKKK

>AAA63186.1 histone H1 [Homo sapiens]

MSETAPL-APTIP-APAEKTPVKKKAKKAGATAGKRKASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNS---=—-=-——-——
——-—--RIKLGLKSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKAASGEGKPK--AKK-AGA---AKPRKPAGAA--——-—-—-— KKPKKVAGAATPKKSIK
KTPKK--VKKPATAAGTKKVAKSAKKV-KTPQPKKAAKSPAKAKAP-—————————————————— KPKAAKPKSGKPKVTKAKKAAPKKK-

>XP 019800694.1 histone H1.2 [Tursiops truncatus]

MSETAPA-APAAA-PPAEKTPVKKKAAKKP-AGARRKASGPPVSELITKAVAASKERSGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNS—-——-==-=——-——
—-—--RIKLGLRSLVSKGTLVQTKGTGASGSFKLNRKGATGEAKPK--AKK-AGA---AKPKKAAGAA--—-—--—~— KKPKKATGAATPKKAAK
KTPKK--AKKPAAATVTKKVAKSPRKA-KAAKPKKAAKSAAKA-—————————————————————————— AKTKAAKPKVAKPKKAAPKKK-

>XP_007445091.1 histone Hl-like [Python bivittatus]

MSETAPE-APAAA-APAAKAPAKKA-KKPAGAAKPRKASGPSVTELLTKAVAASKERNGVSLAALKKALAAAGYDVEKNNS-—-=-==-—-——-—-—
——-——-RIKLGLKSLVGKGTLVQTKGTGASGSFKLNKKQQEGKDKVV--KKKPAVKSKKPAAKKPASAA-—-——-——— KKPKKPAA-—-——-——— TK
SPKKA--VKKP-AA-GAKKAAKSPKKA-KPAKPTKAAKSPAKAKTK--—-=-===-=====——————— AA---KPKTPKAKVAKPKKTAAKKK-

>XP_005150318.2 histone H1 [Melopsittacus undulatus]

MSETAPVAAPAVS-APGAKAATKKP-KKAAGGSKARKPAGPSVTELITKAVSASKERKGLSLAALKKALAAGGYDVEKNNS--—--—-—-————
—--—--RIKLGLKSLVNKGTLVQTKGTGASGSFKLNKRPGETKERAT--KKKPAAKTKKPAAKKPASAA---—-——-— KKPKKAAA-=—==———— VK
KSPKK--AKKPVVA-AAKKATKSPKKAAKAGRPKKAAKSPAKAKAV-—-—-—-—————-—-—-———————— KPKAAKPKAAKPKAAKAKKAAPKKK-

>XP 006125951.1 histone H1 [Pelodiscus sinensis]

MSETAPVATPAVS-APGTKTSAKKP-KKAAGGSKARKSSGPSVTELITKAVSASKERKGLSLAALKKAFAAGGYDVEKNNS-—-—-—=-—-————
——-—-RIKLGLKSLVSKGVLVQTKGTGASGSFKLNKKPGETKEKAP--KKKPAAKPKKPAAKKPASAA-—-————— KKPKKAAA-———-——— VK
KSPKK--AKKPAAS-AAKKVAKSPKKA-KPAKPKKAAKSPAKAKAV-——-—-—————-—————————— KPKAAKPKPTKPKAGKAKKAAPKKK-

>XP_002121210.1 histone H1.0 [Ciona intestinalis]

>CAA37372.1 histone H1 [Caenorhabditis elegans]

MSDSAVVAAAVEPKVPKAKAA--KAAKPTKVAKAKAPVAHPPYINTIKEATKQLKDRKGASKQAILKFIS-ONYKLGDNVI-—-=-—-—=-—-———
QINAHHRQALKRGVTSKALVQARGSGANGRFRVPEKAAAAKKPAAAKK--P-AAAKKPAAAKKA--—-—— TG--EKK--—=—===—==——— A-
KKPAAAKPKKAATGDKKVKKAKSPKKVAK-PAAKKVAKSPAKKAAP-—-——-—-—-——-—-—-—-—————————————— KKIAKPAAKKAAKPAAKA--

Al igual que en las dos anteriores proteinas, he cambiado cada c6digo de las especies para

mejorar la comprension del cladograma.
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En este cladograma hay mas diferencias que en los dos anteriores. La primera gran
divergencia es que Ciona intestinalis (urocordado) estd mas relacionado con Caenorhabditis
elegans (la especie del grupo externo) que con el filo de los cordados. Otra diferencia es que
Esox lucius (lucio europeo), tiene un antepasado comun con el clado de los tetrapodos,
cuando la especie que tendria que estar en ese lugar es Xenopus tropicalis (anfibio). Por
ultimo, la especie Alligator sinensis (aligator chino), no esta en el clado de los saurdpsidos,
sino que tiene otra rama que tiene un antepasado comun, al que deriva la especie Esox lucius

(lucio europeo).
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En este grafico se pueden ver tres partes bien diferenciadas, que tienen que ver con la
estructura de la proteina H1. Estas partes pueden que hayan cambiado menos porque son

importantes para la funcion de la proteina y se han mantenido igual a lo largo de la evolucion.

5.2.4.- Estructura tridimensional

Para demostrar la estructura més conservada en un esquema tridimensional, he escogido la
secuencia de insulina de Homo sapiens (ser humano), porque es el mejor grafico y arbol que

ha salido.

Primero, en la pagina de la base de datos NCBI, he buscado la estructura tridimensional, y

con el programa Cn3D, que viene incluido en esta base y sirve como una aplicacion de ayuda
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para ver estructuras tridimensionales y mostrar simultaneamente la estructura, la secuencia y

la alineacion, he seleccionado la parte de la secuencia que mas se conservaba fijandome en el

grafico anterior.

Este es un esquema de la estructura
tridimensional de la forma activa (mondémero) de
la insulina de homo sapiens. Como se puede
observar estd formada por dos cadenas, la cadena
A de 21 aminodacidos, de color rosa y la cadena
B, de 30 aminoacidos en color azul y cuenta con
tres puentes disulfuro en amarillo (unién
covalente entre dos atomos de azufre). Ademas,
la parte en hélice de las dos cadenas es la

estructura secundaria.

Después, en color amarillo he seleccionado las partes que estaban mas conservadas. En la
cadena rosa, he seleccionado 17 aminoacidos y en la azul 16. En la cadena azul, en el inicio y
el final es donde varia més la proteina y se producen mas cambios a lo largo de la evolucion.
Esto significa, que en los extremos de las cadenas es donde se producen mas variaciones y

por lo tanto es la que estd menos conservada entre especies.
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6.- CONCLUSIONES

A partir de las relaciones taxondémicas actuales de los cordados, la hipotesis que queria

demostrar es ver si las secuencias de aminoacidos de 15 especies de este filo siguen estas
mismas relaciones. Y ademas, entre diferentes tipos de proteinas como la insulina (hormona),
histona H1 (estructural) y citocromo ¢ (transportadora) saber cual de ellas cumple mejor con

estos marcadores evolutivos.

La insulina ha sido el arbol que mejores resultados ha dado, con variaciones muy pequenas.
Ha tenido tres diferencias minimas con el cladograma “base”, en las especies de Xenopus
tropicalis (anfibio), Ornithorhynchus anatinus (ornitorrinco), Alligator sinensis (aligator

chino) y Melopsittacus undulatus (periquito comun).

Al ser una hormona, lo esperable hubiera sido que fuera el arbol con mas distinciones, ya
que, en principio, varia mas a lo largo de la evolucion. Pero como es una proteina pequena, y
como se ha demostrado en este trabajo, estd muy conservada en el grupo de los cordados, ha

sido el arbol que mejores resultados ha dado.

El citocromo ¢, como se ha podido observar en el grafico de semejanza era muy parecido en
todas las secuencias, por lo que, un minimo cambio en un aminoacido ha podido hacer que
las especies mas emparentadas aparezcan distantes en el cladograma. Las diferencias
obtenidas en las ramas de este cladograma han sido en las especies Python bivittatus (piton de
Birmania), Rhincodon typus (tiburon ballena), Ornithorhynchus anatinus (ornitorrinco), y

Tursiops truncatus (delfin mular).

Por ello, el arbol tiene bastantes diferencias con respecto al modelo y se puede decir que ha

evolucionado muy poco a lo largo del tiempo.

Hipotéticamente, la histona H1 tendria que ser el &rbol mas parecido, ya que es una proteina
estructural, que varia poco a lo largo de la evolucion. Sin embargo, no ha sido asi. Esto puede
ser porque tiene varios subtipos, y no he escogido los mismos subtipos para todas las

proteinas, ya que las diferencias entre ellas son minimas y en las bases de datos no habia de
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todos los subtipos. Las divergencias en este arbol se han dado en las especies, Ciona

intestinalis (urocordado) , Esox lucius (lucio europeo) y Alligator sinensis (aligator chino).

En la configuracion espacial de la insulina, he encontrado que la regién mas conservada esta

en una unica zona que debe cumplir funciones fundamentales para esta proteina.

Por todo esto, la conclusién final que he obtenido es que si que se demuestra que las
secuencias de las proteinas siguen las relaciones taxondémicas actuales con pocos cambios. La
proteina que presenta mejor las relaciones de las especies en los arboles evolutivos ha sido la

insulina, después el citocromo ¢ y por ultimo la histona H1.

Por lo que, las proteinas, al mostrar el grado de similitud entre las secuencias de aminoacidos
de las especies, son un buen instrumento para reconstruir la filogenia de los seres vivos y
especialmente proteinas como la insulina son mejores para conocer la historia evolutiva del

grupo de los cordados.

44



7.- FUENTES CONSULTADAS

Reloj molecular. Disponible en:

e  https://en.wikipedia.org/wiki/Emile_Zuckerkandl
e  https://es.wikipedia.org/wiki/Reloj_molecular

Secuencias de proteinas y estructura. Disponible en:
http://www.bionova.org.es/biocast/tema08.htm
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://iesmonre.educa.aragon.es/alumnos0607/websnov/proteinas/strucproteinas.htm
http://tesisdeinvestigadores.blogspot.com/2011/05/1as-proteinas.html

http://www.ibt.unam.mx/computo/pdfs/libro_25_aniv/capitulo_26.pdf

http://www.innovabiologia.com/biodiversidad/diversidad-animal/evolucion-electroforesis-proteinas/

http://www.educa.madrid.org/web/ies.rayuela.mostoles/webrayuela/Publicaciones/Apuntes%20Biologi

a%20Bach2/Tema%?20Bioquimica/Protidos.htm

e  http://www.educa.madrid.org/web/ies.rayuela.mostoles/webrayuela/Publicaciones/Apuntes%20Biologi
a%20Bach2/Tema%?20Bioquimica/AcidosNucleicos.htm

e  https:/biologia-geologia.com/biologia?/444 funciones de las proteinas.html

Enzimas. Disponible en:
e  https://es.wikipedia.org/wiki/Enzima

Alostéricos. Disponible en:
e  https://es.wikipedia.org/wiki/Interacci%C3%B3n_alost%C3%A9rica
e  https://es.wikipedia.org/wiki/Regulaci%C3%B3n_alost%C3%A9rica

Centros activos. Disponible en:
e  https://quimica.laguia2000.com/conceptos-basicos/sitio-activo
e  https://es.wikipedia.org/wiki/Sitio_activo

Alineamientos de secuencias. Disponible en:

e  http://www.pdg.cnb.uam.es/cursos/PVallarta 2004/03_Alignments/Alineamiento_secuencias/teoria.ht
ml
https://bioinf.comav.upv.es/courses/intro_bioinf/alineamientos.html
https://bioinf.comav.upv.es/courses/intro_bioinf/multiple.html
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nt0%20m%C3%BAltiple%20de%20secuencias,incluso%20amino%C3%A 1 ¢idos%200%20nucle%C3
%B3tidos%?20individuales.

e  http://vis.usal.es/rodrigo/documentos/bioinfo/temas/5 Alineamientos%20m%C3%BAltiples.pdf

Material y métodos. Disponible en:

e  http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1024-94352009000400003#:~:text=E1%20NCB
1%20agrupa%?20sus%20bases.Databases%2C%20Molecular¥%20Databases%20y%20Genomes.
https://es.wikipedia.org/wiki/Centro_Nacional para la_Informaci%C3%B3n_Biotecnol%C3%B3gica
https://en.wikipedia.org/wiki/Clustal

https://en.wikipedia.org/wiki/List of sequence alignment software
https://en.wikipedia.org/wiki/Jalview
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https://es.wikipedia.org/wiki/Evoluci%C3%B3n_de_los_peces#:~:text=Este%20grupo%20se%20divid
€%20en.pr%C3%B3ximos%20a%2010s%20vertebrados%20terrestres.
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https://www.irbbarcelona.org/es/news/la-histona-1-el-guardian-de-la-estabilidad-del-genoma

https://www.dciencia.es/la-insulina/
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https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=6431287#:~:text=La%20insulina%20es%20una%20h

ormona.dentro%20de%201a%20cadena%20A.
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https://es.wikipedia.org/wiki/Ciona_intestinalis
https://es.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis elegans

https://es.wikipedia.org/wiki/Taeniopygia guttata

https://es.wikipedia.org/wiki/Alligator_sinensis
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https://www.irbbarcelona.org/es/news/la-histona-1-el-guardian-de-la-estabilidad-del-genoma
https://www.dciencia.es/la-insulina/
http://proteinasestructurafuncion.usal.es/moleculas/Insulina/index.html
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=6431287#:~:text=La%20insulina%20es%20una%20hormona,dentro%20de%20la%20cadena%20A.
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=6431287#:~:text=La%20insulina%20es%20una%20hormona,dentro%20de%20la%20cadena%20A.
https://www.dciencia.es/la-insulina/
https://es.wikipedia.org/wiki/Ciona_intestinalis
https://es.wikipedia.org/wiki/Caenorhabditis_elegans
https://es.wikipedia.org/wiki/Taeniopygia_guttata
https://es.wikipedia.org/wiki/Alligator_sinensis
https://es.wikipedia.org/wiki/Pseudonaja_textilis
https://es.wikipedia.org/wiki/Pelodiscus_sinensis
https://es.wikipedia.org/wiki/Tursiops_truncatus
https://es.wikipedia.org/wiki/Homo_sapiens
https://es.wikipedia.org/wiki/Ornithorhynchus_anatinus
https://amphibiaweb.org/species/5246
https://es.wikipedia.org/wiki/Xenopus_tropicalis
https://es.wikipedia.org/wiki/Latimeria_chalumnae
https://es.wikipedia.org/wiki/Esox_lucius
https://es.wikipedia.org/wiki/Lepisosteus_oculatus
https://es.wikipedia.org/wiki/Acipenser_ruthenus
https://es.wikipedia.org/wiki/Amblyraja_radiata
https://es.wikipedia.org/wiki/Rhincodon_typus
https://eu.oceana.org/es/eu/que-hacemos/fauna-y-flora-marina/tiburones/especies-en-peligro/tiburon-ballena
https://eu.oceana.org/es/eu/que-hacemos/fauna-y-flora-marina/tiburones/especies-en-peligro/tiburon-ballena
https://es.wikipedia.org/wiki/Petromyzon_marinus
https://en.wikipedia.org/wiki/Branchiostoma
https://www.floridamuseum.ufl.edu/discover-fish/species-profiles/amblyraja-radiata/
http://www.vertebradosibericos.org/peces/petmar.html
https://es.wikipedia.org/wiki/Python_bivittatus

Bases de datos de secuencias de la insulina. Disponible en:

Bases de datos de secuencias del citocromo c. Disponible en:

Base de datos de secuencias de la histona H1. Disponible en:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1150763392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1822396983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160096936
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1822491925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1564225222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/742207409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/134254262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626067476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/470618679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558217065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602634847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557321174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527262035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/453231772

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198438245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/126149239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160104945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836596819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746816866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56118488
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/181242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626093538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1835252533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558229181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602627881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557288879
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527272765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351060959

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198424338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160121848
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1564225402
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1634091342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512876989
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/184072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626109452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1131241142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557282692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1838329885
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602652765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558175042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/10886
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1150763392
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1822396983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160096936
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1822491925
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1564225222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/742207409
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/134254262
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/386828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626067476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/470618679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558217065
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602634847
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557321174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527262035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/453231772
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198438245
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/126149239
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160104945
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1836596819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746816866
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56118488
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/181242
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626093538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1835252533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558229181
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602627881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557288879
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/527272765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/351060959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/198424338
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1160121848
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1564225402
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1634091342
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/512876989
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/184072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1626109452
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1131241142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/557282692
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1838329885
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/602652765
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/558175042
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/10886

Estructura de la insulina de Homo sapiens. Disponible en:
e  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/pdb/6X4X
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