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Rutas metabólicas: investigando la biología y la química de la pigmentación
(Traducido por: Ana Fernández-Miñán, CABD)
1. Introducción 

El recurso esta dirigido a alumnado de nivel A (sistema UK; 16 – 18 años), con algunos conceptos que podrían ser usados como un reto para los mejores estudiantes en secundaria. Con la producción de pigmento como ejemplo, este recurso cubre conceptos fundamentales sobre la función enzimática y las rutas enzimáticas/metabólicas, la función génica, la interpretación de datos/resultados y la evolución.

1.1. Descripción de la lección 

El recurso empieza con el fenómeno del color de piel humana, las ventajas y desventajas de la piel oscura y clara, que pueden explicar por qué están distribuidas de forma diferente por el mundo. El identificar la melanina como el pigmento responsable, lleva a la enzima y a las rutas enzimáticas/metabólicas. Los principios fundamentales de estas rutas se explican, y después la pigmentación del ojo de Drosophila se usa como ejemplo para ilustrar como la genética y la bioquímica se usan en combinación para desentrañar rutas metabólicas. Para esto, el alumnado recibe resultados de cromatografía de moscas normales y mutantes que muestran cambios en el color de los ojos y averiguan la enzimas afectadas por las respectivas mutaciones. Este conocimiento se relaciona a continuación con la pregunta inicial sobre la pigmentación de la piel humana: (1) primero comparando y contrastando las rutas metabólicas del ojo humano y de los pigmentos de la piel humana, y (2) entendiendo como el tono de piel puede ser cambiado como resultado de alteraciones genéticas de rutas metabólicas, y finalmente, (3) como los procesos de selección evolutiva pueden explicar la distribución diferente del color de piel en el mundo. Este recurso se acompaña de una plantilla para el análisis de cromatografía y una tarea para deberes recapitulando algunos aspectos de la lección y algo más, pero también ayudando a los estudiantes a repasar y consolidar el conocimiento de varias áreas.
1.2. Especificaciones del currículum tratadas
· Acción enzimática 
· Diversidad genética y adaptación 

· Evolución y selección natural 

· Regulación de la transcripción y de la traducción 

· Cromatografía como técnica para separar e identificar compuestos 
· Dirigirse a las documentos de especificaciones para los puntos del currículum. 

1.3. Objetivos de aprendizaje 

· Entender el papel de las rutas bioquímicas en la producción de sustancias 

· Recordar la hipótesis “un gen-una enzima/polipéptido” 

· Analizar los datos de la cromatografía en papel 

· Entender el enlace entre fenotipo y genotipo 

· Apreciar y predecir el efectos de las mutaciones en procesos biológicos y los fenotipos de los organismos
· Entender como los organismos modelo, tal como la mosca de la fruta Drosophila, pueden ayudar a la comprensión de la biología humana
· Unir las ideas de mutación, variación y evolución 

1.4. Recursos que se requieren 

· Plantillas de la actividad de cromatografía (impresas en color) 
· Reglas
· Calculadoras 
· Imágenes de los mutantes para el color de ojos  (parte de la presentación de PowerPoint) o:
· Microscopios para trabajar en parejas 
· Placas montadas con especímenes de mosca en el siguiente orden – brown245, white1118, sepia166, silvestre (todos disponibles en flystocks.bio.indiana.edu, o solicitarlos a: Sanjai.Patel@manchester,ac.uk. En España solicitarlos a: amfermin@upo.es)
· Plantillas de deberes impresas para cada estudiante 
2. Contenidos de las lecciones 

Explicaciones más detalladas incluyendo todas las imágenes y animaciones están disponibles online y se pueden usar para la preparación de la lección, revisión y deberes: droso4schools.wordpress.com/l4-enzymes.
2.1. ¿Por qué hay diferentes tonos de piel en humanos? (5 minutos)

Esta sección introduce el tema de la pigmentación de la piel y las razones para que haya pigmento en la piel. El alumnado aprende que la distribución geográfica de los diferentes tonos de piel está probablamente relacionada con los riesgos y beneficios de la exposición al sol. El alumnado aprende sobre la melanina como el posible pigmento responsable. El alumnado puede asumir erróneamente que la melanina es una proteína porque se deriva del aminoácido tirosina, pero deberían recordarles las uniones peptídicas típicas de las proteínas que son claramente diferentes de la estructura de la melanina. El alumnado debería darse cuenta de que una molécula orgánica tiene que ser el producto de una función enzimática. 

· Para más información (en inglés) ver las secciones 1 y 2 de la página web [LINK].

2.2. Entendiendo la función enzimática y las rutas metabólicas (10 minutos) 

Esta sección va más allá en la comprensión de la actividad enzimática que el alumnado debería saber por los contenidos de secundaria, tales como el modelo “cerradura y llave”, la hipótesis “un gen-una enzima”, el modelo “encaje inducido”, la inhibición por retroalimentación y las diferentes formas de rutas metabólicas. Para extender estos conceptos, el recurso online también explica el concepto y la clasificación de co-enzimas.
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Los conceptos descritos arriba se explican a través de animaciones simples que son repetidas en bucle, de forma que se puedan ver repetidamente y explicados en paralelo. Después de esta sección, el alumnado está equipado para entender las principales ideas que hay detrás de las rutas metabólicas que median, por ejemplo, la producción de melanina.
· Dirigirse a la Sección 3 de la página web para más información [LINK] (en inglés).

A continuación se introduce al alumnado a las principales estrategias que se pueden usar para estudiar rutas metabólicas, en particular a los principios del análisis genético de las rutas enzimáticas. Una primera pregunta también tiene como finalidad recordarles al alumnado el uso de la cromatografía (que deberían conocer) para detectar la presencia o ausencia de sustancias químicas, pero esto se discutirá en más detalle más adelante. 

· Se pueden encontrar más detalles en la Fig. 7 en la Sección 4 del recurso web [LINK] (en ingles).
2.3. La pigmentación del ojo de Drosophila como ejemplo de una ruta bioquímica (10 minutos)

Antes de explicar la regulación de la melanina en humanos, los pigmentos del ojo de Drosophila se usan como ejemplo de rutas metabólicas concretas. Éstas se pueden estudiar usando mutaciones de los genes que codifican proteínas transportadoras o enzimas involucradas en la producción de pigmentos, y estas mutaciones pueden causar cambios en el color de los ojos que pueden ser vistos y entendidos fácilmente por l alumnado.
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Drosophila tiene ojos compuestos que son muy diferentes a los ojos humanos, como se ilustra en el diagrama proporcionado en el recurso. El diagramaa también resalta las células pigmentarias que contienen los gránulos pigmentarios donde se producen y almacenan los pigmentos. Las células pigmentarias rodean a los omatidia para asegurarse de que la luz que entra a una lente particular está restringida a las células fotorreceptoras del mismo omatidio.
El color del ojo de Drosophila está compuesto por dos clases de pigmentos – Omocromos (marrón) y Pteridinas (rojo). Las rutas metabólicas de ambas clases de pigmentos requieren dos pasos principales; (1) los sustratos precursors específicos se importan en los gránulos pigmentarios a través de proteínas transportadoras; (2) cadenas ramificadas de enzimas producen varios pigmentos finales a partir de un único precursor; esta lección se enfocará en los distintos pigmentos de Pteridinas (Biopterina, Drosopterina, Sepiapterina) que están hechos a partir de GTP como precursor común. Como un ejemplo para ilustrar como los componentes de estas rutas afectan al color del ojo, se dan los ejemplos de los componentes de las proteínas transportadoras Brown (Marrón) y Scarlet (Escarlata): la eliminación del transportador brown elimina el importe de GTP y, como consecuencia, elimina el componente del color rojo, por lo que los ojos parecen marrones (y viceversa para scarlet que elimina el importe triptófano).
· Para más información, dirigirse a la Fig. 12 en la Sección 5 de la página web [LINK] (en inglés).

2.4. Disección genética de las rutas metabólicas (20 minutos)

Se recuerdan al alumnado los principios de la cromatografía en papel: el montaje de la cromatografía, la teoría de la separación por afinidad, y el cálculo del factor de retardo Rf para identificar compuestos específicos.

· Se pueden encontrar más detalles en la Fig. 11 en la Secciónn 5 del recurso web [LINK] (en inglés).
A continuación, el alumnado usa la información de los cromatogramas de diferentes mutantes para el color de ojos y los observan al microscopio (o usan las imágenes proporcionadas) para analizar sus colores de ojos. Después combinan esta información para determinar que enzima o proteína transportadora es no funcional en cada caso. Los detalles de esta actividad están en la plantilla (PlantillaActividad_RutasMetabolicas) que se dará al alumnado durante la lección.
· La resolución del experimento se explica en Fig. 12 de la sección 5 del recurso web [LINK] (en inglés)
El alumnado debería trabajar la plantilla para identificar que enzima es no funcional en cada uno de los mutantes.

1. El alumnado calcula los valores Rf de los tres puntos de pigmentos y compara sus resultados con los valores de la tabla para identificar que pigmentos contienen los puntos. Esto proporciona la oportunidad de recordarles los procedimientos y recuperar el conocimiento de secundaria.

2. El alumnado rellena la columna de la mosca A (Silvestre) en la tabla con los pigmentos que identifican, que se pueden mostrar paso a paso en la pizarra. 
3. El alumnado compara los pigmentos identificados en la mosca A con las moscas B y C para identificar que pigmentos han desaparecidos, y rellenan esto en la tabla. 
4. El alumnado describe el color de ojos de las moscas: (i) marrón oscuro (sepia), (ii) blanco, (iii) rojo normal. 

5. El alumnado hace corresponder los colores de ojos con los cromatogramas e introducen los resultados en la tabla (Mosca A a iii, B a i, C a ii).
6. Finalmente el alumnado averigua que enzima o proteína transportadora no es funcional en cada mosca y la tachan en el diagramaa de la plantilla de la actividad. La presentación de PowerPoint guía a través de las respuestas. Las soluciones son las siguientes: en la mosca B no hay pigmento rojo (Drosopterina) por lo tanto la enzima 2 que lo produce no debe ser funcinoal y está tachada y marcada como “mosca B”. La mosca A es la silvestre y no hay pérdida de ningún pigmento, y la mosca C es el mutante blanco sin pigmentos presentes. Especula con el alumnado como puede ocurrir esto; la única posibilidad es la pérdida de función de la proteína canal 2 (el gen blanco). 
2.5. Aplicar lo que se ha aprendido sobre pigmentación del ojo al tono de piel en humanos (10 minutos)

La disección genética de las rutas metabólicas se puede usar para entender los diferentes tonos de piel en humanos, por lo tanto se enlaza con la pregunta inicial hecha al principio de la lección. Este diagrama proporcionado en el recurso muestra la ruta para la producción de dos tipos de melanina, y se explica cuál es el tipo y concentración de melanina que determina el tono de la piel.
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Pregunta al alumnado como se pueden producir las diferencias en los tonos de piel. Deberían proponer la idea de mutaciones en enzimas, pero quizás también la idea de que algunas enzimas lleguen a ser más eficientes o más abundantes - en cada caso consiguiendo un cambio en en el equilibrio entre los diferentes tipos de melanina. Puede que quieras preguntar como se podría cambiar la abundancia de ciertas enzimas, guiándolos hacia la idea de “expresión génica diferencial” incluyendo la regulación transcripcional o traduccional.
Esto conduce al Receptor de Melanocortina (MC1R) que controla el equilibrio entre la ruta metabólica de la melanina y está bajo el control hormonal de MSH y ASIP.
· Detalle en la Fig. 14 en la Sección 6 del recurso web [LINK] (en inglés)
Este conocimiento se puede usar para especular sobre los mecanismos que pueden explicar el fenómeno de la distribución geográfica de los tonos de piel en el mundo, expuesta al principio de la lección. El alumnado debería especular sobre la evolución y la selección por ventajas adquiridas a través de cambios en la regulación génica y la función proteíca.

· Detalles en la Fig. 14 y texto que la acompaña en la Sección 6 del recurso web [LINK] (en inglés).
Un ejemplo final pretende hacer que el alumnado piense de nuevo en el resultado del aprendizaje, enfrentándolos con una aparente excepción a la regla: los habitantes indígenas del ártico tienen la piel oscura a pesar de vivir en condiciones de baja radiación UV en el ártico (debido a la baja elevación del sol y al alto contenido en ozono que absorbe la radiación UV). El alumnado debería darse cuenta de que hay más factores que pueden entrar en juego. En este caso, el enigma se puede explicar a través del consumo de pescado como la principal fuente de comida rica en vitamina D y que hace que el beneficio de la luz solar sea obsoleto.
¡Describir las caractarísticas clave de las rutas metabólicas ramificadas!


Las rutas metabólicas ramificadas requieren varias enzimas diferentes,


Múltiples productos se pueden producir desde un precursor común.


Si una enzima no es funcional en una ruta lineal, no se genera el producto; si la enzima afecta sólo a una rama de una ruta metabólica ramificada, sólo ese producto específico se ve afectado.   








¡Compara y contrasta el ojo compuesto de una mosca con la lente del ojo de humanos!


Similaridades


Ambos usan lentes 


Ambos tiene células receptoras de luz 


Ambos envían información a través del nervio óptico 


Diferencias


Los ojos compuestos están formados por cientos de omatidia (pequeños grupos de células fotorreceptoras que comparten una pequeña lente)


Las lentes de los ojos tienen todos los receptores en una retina no dividida.





Comparar y contrastar la síntesis de pigmentos en humanos y Drosophila


Similitudes


Rutas ramificadas: múltiples productos de precursores comunes 


El color se produce a partir de precursores sin color 


Ambos ocurren en células pigmentarias 


Diferencias


La melanina tiene sólo 2 productos y las Pteridinas tienen 3


Los pigmentos tienen diferentes colores/estructuras 


Una ocurre en el ojo y la otra en la piel 


.   











