Ll MIMISTERIO
DE MEDIO AMBIEMTE

3. - ANALISIS ELECTROFORETICO DE PROTEINAS
3.1. - Introduccion

La eleccién de las técnicas electroforéticas estidio que nos ocupa se basoé fundamentalments siglientes
criterios:

- Posibilidad de utilizacién de un numero bajomidividuos por poblacion a condicion de estudianamero
suficientemente elevado de loci. Este punto esaonahtal en nuestro caso al incluir en el analsieeies como
Alytes muletensis, consideradas en peligro poofganismos nacionales e internacionales de cor@énvéver
por ejemplo Corbett 1989).

- Adecuacioén del poder resolutivo de la técnicasaniveles taxondmicos de interés en nuestro &&sq1987)
sefala que la mayor efectividad de las técnicasreferéticas en el estudio de la diferenciacidinestaxa, se
encuentra en los analisis a nivel especifico ceaggneros estrechamente relacionados. Las relaciome grupos
gue muestren una distancia de DNei >1 no puedesdseuadamente valoradas como consecuencia deéalal
frecuencia de mutaciones paralelas o regresivas.

- Posibilidad de analisis simultaneo de un elevagoero de individuos y poblaciones, reduciendo lalpla$ad de
errores de interpetacion.

- Posibilidad de obtencion de marcadores genétjaegpuedan ser utilizados con posterioridad paaashmiento
de los limites geogréficos entre taxa morfologicatmafines.

- Posibilidad de utilizacion de los datos obtenitdzgo para el célculo de distancias genéticas quarm la
realizacion de analisis filogenéticos. A este nsgepuede afadir la posibilidad de discuglé los datos en el pla
temporal.

Por ultimo cabe sefialar la buena relacion existemi® gastos econdmicos y resultados obtenidesgigunuchos
casos posibilita su utilizacion sin necesidad dealier de un equipo especialmente costoso y delicad
exceptuando la necesidad de un adecuado sistealmdeenaje de muestras a bajas temperaturas.

3.1.1. - Fundamento vy utilidad

Las técnicas electroforéticas se basan en laedifexs de movilidad existentes entre diferente®ouths
sometidas a la influencia de un campo eléctricomyaoonsecuencia de la existencia de diferenciasi @arga neta
0 en su tamano.

El proceso consiste basicamente en la inclusidagimoléculas a analizar en una matriz porosa ¢edp®nte
tamponada para evitar cambios de pH durante ekpoog reducir la interaccion entre grupos cargaeds
molécula y los de la matriz), la aplicacion de ampo eléctrico sobre la matriz, que provoque laacign
diferencial de las moléculas y un revelado postegoe permita la visualizacion de las moléculas ka migracia.

Existen diferentes métodos de electroforesis diierein esencialmente en el tipo de moléculas oljetestudio y
en los soportes fisicos. Centrandonos en la efeoctsis de proteinas, los cuatro métodos primaléosso
generalizado, que difieren en la naturaleza ded@izmsoporte (Murphy et al. 1990) son: geles daabn
(horizontales o verticales), geles de poliacrilaanigeles de agar y geles de acetato de celulosadésTripcion
amplia de estos diferentes tipos y las ventajassyehtajas de su aplicacion han sido resumidosugphyl et al.
(1990). Otros métodos menos utilizados han sidoriles en Harris y Hopkinson (1976), Hames & Rickao
(1981) y Freifelder (1982).

Tratdndose de proteinas, la migracion puede véestada intrinsecamente por la estructura printika protaia
(secuencia de aminoacidos unidos por enlaces guealeggenéticamente determinada) que afecta ebpenia a
la carga de la mécula, o por las estructuras secundaria, tercianieagionalmente cuaternaria, que afe



especialmente al tamafio y forma de la moléculamemor medida a la carga (como consecuencia de las
interacciones entre aminoacidos adyacentes). Cantorés extrinsecos que afectan a la migracionegen
sefialar el tipo de sustrato utilizado (que inclelygpo y tamarfio de los poros a través de los suaemoléculas
han de desplazarse), los tampones ionicos, la tatope, la intensidad y voltaje de la corrienteiéa utilizada y
la duracion de la electroforesis.

Si bien pueden utilizarse proteinas no enzimageaa su analisis electroforético, la mayor parteodenalisis
electroforéticos se efectian sobre proteinas eniziasa debido a la amplia gama de enzimas susteptie
andlisis y su relativa facilidad de revelado.

Los estudios electroforéticos de enzimas se basémexistencia de un amplio polimorfismo estruatualetectable
por cambios en la carga neta y tamafio de la malébitho polimorfismo estructural enzimatico pusdedebido
a modificaciones post-traduccionales (causas secias)l 0 consecuencia de causas genéticas (causasiqs).
Las variantes de un mismo enzima (funcionalmeméasies) producidas por causas genéticas se deanram
sentido amplio "isoenzimas 0 isozimas" (Markert3;,91083). Dentro de éstas Ultimas pueden consgketas
variantes producidas por la existencia de variosdodificadores para el mismo tipo de enzima {(eaz en
sentido estricto) y las variantes producidas pexlatencia de alelos multiples en un mismo loalsefhizimas 6
alozimas) (Rider & Taylor 1980). Los diferentesoBgenzimaticos producidos por la accidén de aleldisipies en
un locus (alozimas), se diferencian unos de otoogpquenas alteraciones, como por ejemplo latgcigtn de
aminoacidos causada por mutaciones puntualessatilgncia nucleotidica del ADN. Los tipos enzinuétic
producidos por multiples loci (isozimas s. strélsa diferir extensamente como consecuencia de nugaee
sustituciones de aminoacidos, y delecciones y@uisi de residuos que pueden modificar el tamafemdelé&ula
(Rider & Taylor 1980).

Desde los origenes de la electroforesis en gelabddd (Smithies 1955), el establecimiento de los pros@sre
la visualizacion histoquimica de los enzimas stdseeles (Hunter & Markert 1957) y sus primeradgapiones
iniciadas en los trabajos clasicos de Hubby & Thinoarton (1965), Harris (1966), Hubby & LeWontin @B,
Lewontin & Hubby (1966), que sentaron las basea parrapido desarrollo de las técnicas electrat@eide
proteinas, se han venido sucediendo innumerabiedies en los que la electroforesis de proteinasupaesto un
importante avance en la comprension de fendmena® mimacroevolutivos, desde la estimacite la variabilida
genética en poblaciones naturales hasta el esfediajo génico o fendmenos de hibridacion (vergiemplo las
revisiones de Avise 1974; Lewontin 1974; Avise &uagro 1982; Nevo et al. 1984; Buth 1984; Murphslet
1990).

La aplicacion del analisis aloenzimatico en el cam@ la zoologia y especialmente en el de la sétemse ha
extendido considerablemente, destacandose suwadtiid el establecimiento de filogenias, en el reciomento de
especies morfolégicamente similares, o en el asd@eslas zonas de contacto o hibridacién entrentsx
estrechamente emparentados. De esta forma lacéteesis de proteinas puede ser considerada comdailas
metodologias para investigar fendmenos genétiodgeamolecular, con una mejor relacion entre cogteficacia
(Murphy et al. 1990).

3.1.2. - Condiciones y supuestos previos

La principal suposicion previa en el andlisis afoeratico es que las diferencias en movilidad datksd reflejan
cambios en la secuencia de ADN codificante. Ptarito las diferencias detectadas estan genéticament
establecidas y son heredables (Murphy et al. 199f)otra parte la expresion enzimatica es codamen@®ider &
Taylor 1980) lo que implica que los dos alelos ddéogus se expresan simultaneamente.

La aplicacion correcta de los datos obtenidos [gmtr@foresis depende esencialmente de la conmtetigpretacion
de los patrones de bandas observados. Para upatadnterpretacion es necesario conocer aspeutos el
numero de subunidades del enzima, o su variabikdadncion del tejido estudiado (Murphy & Mats@86), sin
descartar la posibilidad de aparicion de fendmedseredables (Richardson et al. 1986). Si lossddtdas
frecuencias genotipicas esperadas de acuerdo mnda HardyWeinberg no coinciden con las observadas, [
considerarse que la variacion fenotipica deteatadaosee una base genética o que una o mas agjlositos de
la ley de Hardy-Weinberg (ausencia de seleccidrivale migracion) no se cumple en las poblaciostisdéadas.

Un importante aspecto en el uso de datos de fre@sealélicas es el supuesto de que los alelos d&@samo locus
son equivalentes desde un punto de vista seleesvdecir neutros (Kimura 1983 a, b). Sin embaegoosiocen
varias excepciones y apenas se dispone de dates pa@a la mayor parte de los alelos de los sastarstudiados.
En cualquier caso Allendorf & Phelps (1981) sugiagae a falta de evidencia de sel6n en un locu:



determinado, la neutralidad puede ser aceptadalmiente.

Una cuestion a considerar en los andlisis eleg&téoms es que las bandas que aparecen en logggtesentan
variaciones fenotipicas del enzima y cada una t@ds @ariantes puede no corresponderse con unavarieate
alélica. Es decir un mismo electromorfo, entendigpol tal el conjunto de variantes alélicas comtidé&
movilidad, puede incluir diferentes productos alédi codificados por lo tanto por diferentes seciasrae ADN,
bien como consecuencia de la redundancia del c@gigético, bien porque la sustitucién de un amiidodaor
otro no siempre supone un cambio de carga (Sha®; 28@la 1983). Por consiguiente, en los electrdosoel
caracter de homologia debe mantener siempre uateacdndicional (Hubby & Lewontin 1966; King & Ght
1975; Allendorf 1977; Johnson 1977; Murphy et 80Q). Este problema, cuyo principal inconveniestea
subestimacién de la variabilidad real, ha sidotolje numerosos estudios que han tratado de doantd
proporcion de alelos que quedan sin detectar eanaksis convencionales (alelos cripticos). Lactasion
generalizable es que los métodos convencionaleslven adecuadamente la mayor parte de la vadabiken los
loci conservadores (poco variables) pero no equeshabitualmente se muestran mas polimérficogdis loci
polimorficos parece que el numero de alelos ciopteEs considerablemente mayor que en los pocdlesia
(Coyne 1982; Aquadro & Avise 1982 a; 1982 b; McérllL984). En cualquier caso cabeatafique las diferenci
alélicas fijadas entre poblaciones detectadas gtwdns convencionales son reales, y que las conipaes entre
poblaciones seran siempre apropiadas cuando & geadubestimacion sea el mismo al utilizarse tamai
metodologia (Murphy et al. 1990).

A la hora de cuantificar distancias genéticas kesad datos electroforéticos parece convenienli@rinm amplio
espectro de loci con diferentes tasas de cambiotaxm De esta forma se pueden evitar sesgos itelepretacid
de los resultados. Como ejemplo se puede sefiadangahos de los sistemas enzimaticos que intenvienda
glicdlisis tienden a ser particularmente conservesl¢Gillespie & Kojima 1968; Gottlieb 1982a). Adinalmente
se ha sefialado que al estudiarse mayoritariamesttEnas hidrosolubles, codificadas por genes dsirales, se
podria incurrir en errores de muestreo genéticas@¥980).

Por ultimo parece conveniente indicar que la mdadi de los electromorfos puede verse afectada@iteracion
de las enzimas a consecuencia de la accion deapasteAccion que puede producirse tras sucesivas
descongelaciones o tras un prolongado almacenanderias muestras (Harris & Hopkinson 1976; Kobagiaal.
1984; Richardson et al. 1986). Sin embargo Mooiages (1983) sefalan que la expresion de muchtmsdeci
no experimenta cambios de movilidad hasta transiasil2 horas de la muerte del animal.

3.1.3. - Objetivos. Estudios previos

Dentro del campo que nos ocupa las técnicas dedtmesis de proteinas se vienen aplicando careatites
objetivos, que varian desde la estimaaié los tiempos de divergencia entre linajes ahalststablecimiento de |
limites de distribucion geogréfica y de zonas teithacion entre especies morfologicamente afinesilkestro
caso el objetivo que pretendemos alcanzar en apftulo es la caracterizacion genética de la espicAlytes de
las Sierras Béticas. Los datos electroforéticosratibs en este capitulo se utilizaposteriormente para estable
la distribucidn geografica de los diferentes taxsya estimar el grado de aislamiento existente @stos.

Existen numerosos trabajos en diversos gruposfd#anen los que se presentan datos, basadosaéisisn
electroforéticos de proteinas, sobre la caractennagenética de diversos taxa y de la diferengragenética entre
poblaciones. Los trabajos realizados en este canipgren aspectos muy variados, desde el estudaaelucion
poblacional (Kalezic & Tucic 1984; Arntzen 1990¢lyanalisis de modelos de especiacion (Larson é08U;
Wake & Yanev 1986; Nishioka et al. 1987), hastasthblecimiento y estudio de la diferenciacibnesasipecies
cripticas (Jacobs 1987) o la deteccion de fendmeadsbridacion (Uzzell & Berger 1975). Asimismdetentes
trabajos han tratado de relacionar los datos elecéticos obtenidos con datos geograficos o tealpsi(Busack
1977; Sbordoni et al. 1982; Lanza et al. 1982;m&&fi& Arntzen 1987; Good et al. 1987; Highton 19&8Bbien st
han utilizado para la caracterizacion de taxa a fgdeteccion de variacion geografica intraesmpac{Case 1978;
Hayashi et al. 1992) y el establecimiento de relaes filogenéticas (Highton & Webster 1976; Bogawl. 1985;
Green 1986; Hayashi y Matsui 1988; Arntzen 1989)

Dentro de la familia Discoglossidae la electrofme® proteinas ha sido utilizada tanto para caraer nuevos
taxa (Busack 1986; Lanza et al. 1984; Cappula #28b) como para analizar problemas de hibridagion
introgresion genética (Szymura 1976; Gollmann 184/mura & Barton 1986). En cuanto al género Alydss
trabajos realizados varian desde la caracterizagtgatica de las diferentes especies (Crespo T3@6po 1979;
Crespo et al. 1984) basadas en la utilizacionsteraas proteicos plasmaticos, hasta el estudia diéekenciacion
interpoblacional entre poblaciones aisladas o especies geoéficamente pdximas (Viegas & Crespo 198



Rosa et al. 1990), pasando por el analisis derlaci@n geografica puntual en amplias zonas (Am&ezymura
1984).
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