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Encuentros en la Biologia publica 4 niUmeros
ordinarios (uno por trimestre) y al menos 1
numero extraordinario monografico al afo.

El equipo editorial de esta publicacion no se hace
responsable de las opiniones vertidas por los autores
colaboradores.



En el presente numero de
Encuentros en la Biologia
continla nuestra colaboracién
con el area de divulgaciéon de la
Sociedad Espanola de
Bioquimica y Biologia Molecular,
publicando dos articulos
originalmente publicados en la
URL SEBBM Divulgaciéon en
Junio y Marzo de 2013: un
articulo sobre La reprogramacion
celular, firmado por el
prestigioso investigador del
CNIO Manuel Serrano y un
articulo titulado E/ gen como
medicamento: terapia génica,
firmado por José Carlos Segovia,
del CIEMAT. Entre las secciones
habituales, en el presente
numero de Encuentros en la
Biologia no faltan los Foros de la
ciencia, La imagen comentada y
la seccién Monitor y vuelven a
aparecer contribuciones para las
secciones Recension y Coémo
funciona. En este ultimo caso, un

EDITORIAL

investigador holandés y otro
espafol firman un interesante
articulo en el que repasan las
principales recomendaciones
para estandarizar los diversos
pasos implicados en la
tecnologia de la PCR
cuantitativa a tiempo real. Este
numero del verano de 2013 se
completa con tres articulos de
tematica variada. El primero de
ellos, acompanado de hermosas
fotografias, analiza la genética
del “color” en las flores del
dondiego de noche. La segunda
contribucién comenta varios
trabajos de investigacion
cientifica publicados en torno a
la endogamia en los Habsburgo.
Finalmente, el tercer articulo se
centra en la microbiota
intestinal.

Creemos conveniente terminar
reproduciendo las ultimas frases
recogidas en esta seccién en el
numero anterior (142, primavera

Verano 2013

de 2013) de Encuentros en la
Biologia. Una vez mas, queremos
agradecer a todos nuestros
colaboradores el envio
desinteresado de sus
contribuciones y animamos a
investigadores, profesores y
estudiantes a que sigan
envidndonos articulos de
divulgacién, pues son
imprescindibles para mantener
esta iniciativa editorial. Cuando
aludimos a Encuentros en la
Biologia como “nuestra revista” el
posesivo “nuestra” es inclusivo,
pues no sélo integra a sus
editores sino también a todos
sus colaboradores y lectores.

Los co-editores

Editorial
Foros de la Ciencia

indice

La imagen comentada

Monitor
SEBBM Divulgacion

La genética del “color” en las flores del dondiego de noche

De la Historia a la Genética. La endogamia en los Habsburgo

Recension

Bacterias a dieta

sComo funciona? En busca del “No” en la RT-gPCR
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TEMTIA en Espana:

Una tendencia de la moderna
Biologia es la de replantear los
problemas no desde un punto de
vista "vertical" (niveles de
organizacion, biologia molecular,
celular, de organismos, de
ecosistemas...) sino "horizontal",
atendiendo a procesos que afectan
a diferentes niveles. La transicion
epitelio-mesénquima (TEM) es uno
de esos procesos. La TEM consiste
en la transformacion de células
epiteliales, polarizadas, ancladas a
una ldmina basal y relativamente
estables, en <células
mesenquimaticas con capacidad
migratoria. Esto que podria parecer
un fenémeno menor ha adquirido
en los Ultimos anos una
extraordinaria importancia, ya que
no soélo es un acontecimiento
fundamental durante el desarrollo
embrionario de los animales, sino
que es imprescindible para
comprender procesos patoldgicos
tan relevantes como la metastasis
tumoral o la fibrosis que afecta a
muchos érganos. Ademads, la TEM
ha intervenido de forma decisiva en

Foros de la clencia

generando innovaciones evolutivas
tan importantes como la cresta
neural de los vertebrados, y estd
implicada en procesos reparativos y
regenerativos. La regulacion a nivel
genético y molecular de la TEM es
un tema central en la investigacion
de muchos laboratorios a nivel
mundial, y cientificos espafioles han
destacado de forma especial en
desvelar dichos mecanismos.
Precisamente TEMTIA (http://
www.mtci.com.au/TEMTIA/TEMT-
Assn.html), la Asociacidn
Internacional para el estudio de la
TEM fundada en 2002, se reline este
ano por primera vez en Espana,
concretamente en Alicante (13-16
de noviembre de 2013, http://
www.emtmeeting.org/). Los mas
recientes avances en este campo
seran presentados en esta
interesante reunion.

Mds reuniones
infernacionales en
Espana:

Y ya que estamos con
reuniones cientificas para este

Por ejemplo, el Primer Simposio de
Conservacion Internacional, con
una atencién especial hacia las
colecciones de Historia Natural
(Barcelona, 18-20 de septiembre,
http://www.igme.es/internet/
novedades/congresos/1st
%20Program-%20NEW.pdf), la V
Conferencia Internacional sobre
Microbiologia Ambiental, Industrial
y Aplicada (BioMicroWorld2013,
Madrid, 2-4 de octubre, http://
www.biomicroworld2013.0ora/), un
simposio internacional sobre
Epigendémica del Cancer (Sitges, 6-8
de octubre, http://www.cell-
symposia-cancerepigenomics.com),
Aquaculture 2013 (Las Palmas, 3-7
de noviembre, http://
WWwWw.aqguaculture -
conference.com/) o el lll Congreso
Mundial de la Sociedad
Internacional para la Preservacién
de la Fertilidad (Valencia, 7-10 de
noviembre, http://comtecmed.com/
isfp/2013/Default.aspx).

otofno, tenemos otras citas de gran

la evolucion de los animales, interés en el ambito de la Biologia.

Ramoén Munoz-Chdpuli chapuli@uma.es

Instrucciones para los autores

La revista Encuentros en la Biologia es una publicacién que pretende difundir, de forma amena y accesible, las Ultimas novedades cientificas que
puedan interesar tanto a estudiantes como a profesores de todas las areas de Ia biologia. Ademas de la version impresa, la revista también se
puede consultar en linea en http://www.encuentros.uma.es/. Cualquier persona puede publicar en ella siempre que cumpla las siguientes
normas a la hora de elaborar sus originales:

1 Todos los manuscritos deberan ser inéditos o contaran con la autorizacion expresa del or%anlsmo que posea los derechos de reproduccién.
Ademas, deben tener alguna relacion con el objetivo de la revista —los que simplemente reflejen opiniones se rechazaran directamente—.

2 El formato del documento puede ser RTF, SXW/ODT (OpenOffice) o DOC (Microsoft Word). Debido a las restricciones de espacio, la extension
de los mismos no debe superar las 1600 palabras; en caso contrario, el editor se reserva el derecho de dividirlo en varias partes que
aparecerdn en numeros distintos.

Cada contribucién constara de un titulo, autor o autores, y su filiacién (situacion académica; institucién u organismo de afiliacion; direccién
postal completa; correo electrénico; teléfono). Para diferenciar la afiliacion de diferentes autores utilice simbolos (*, #, 4, T, ¥) después del
nombre de cada autor.

Los nombres de las proteinas se escribirdn en mayusculas y redondilla (ABC o Abc). Los de los genes y las especies apareceran en cursiva (ABC,
Homo sapiens). También se pondran en cursiva aquellos términos que se citen en un idioma que no sea el castellano.

En esta nueva etapa, contemplamos aceptar que aquellos autores que no tengan el castellano como lengua materna puedan remitir sus
manuscritos en inglés. Una vez aceptado, un resumen del mismo en castellano seria elaborado por el propio equipo editorial.

Las tablas, figuras, dibujos y demas elementos graficos, en blanco y negro puros, escalas de grises o color, deberdn adjuntarse en ficheros
independientes. Las figuras, las férmulas y las tablas deberdn enviarse en formatos TIFF, GIF o JPG, a una resolucién de 300 dpi y al menos 8
bits de profundidad.

Cuando sean necesarias, las referencias bibliograficas (cuatro a lo sumo) se citaran numeradas por orden de aparicion entre paréntesis dentro
del propio texto. Al final del mismo, se incluira la seccion de Bibliografia de acuerdo con el estilo del siguiente ejemplo:

Einstein Z, Zwestein D, DReistein V Vierstein F, St. Pierre E. Saptial integration in the temporal cortex. Res Proc Neurophsiol Fanatic Soc 1:
45-52, 1974.

En caso de citar un libro, tras el titulo deben indicarse la editorial, la ciudad de edicién y el afio.

Si el texto prmupal no |nc|uye referencias bibliogréficas, se ruega a los autores que aporten 3-4 referencias generales "para saber mas" o "para
mas informacién".

Aquellos que quieran contribuir a la seccion La imagen comentada deberan remitir una imagen original en formato electronico con una
resolucién minima de 300 dpi y, en documento aparte, un breve comentario (de no mds de 300 palabras) de la misma. Dicho comentario
describird la imagen, destacara la informacion relevante que aporta y/o especificara Iso procedimientos técnicos por los que se consiguid.

9 Los co-editores consideraran cualesquiera otras contribuciones para las diferentes secciones de la revista.

10 Envio de contribuciones: el original se enviara por correo electrénico a los co-editores (medina@uma.es, jmperezp@uma.es) o a cualquier
otro miembro del comité editorial que consideren mas afin al contenido de su contribucién. Aunque lo desaconsejamos, también se pueden
enviar por correo ordinario (Miguel Angel Medina, Departamento de Biologia Molecular y Bioquimica, Universidad de Malaga, 29071 Malaga,
Espafia) acompafiados de un CD. No se devolvera ningun original a los autores.
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LA IMAGEN COMENTADA

Es6fago de embrion de raton.

Determinados modelos transgénicos de ratén permiten seguir el desarrollo de linajes celulares caracterizados por la
expresion de un gen concreto. En este caso mostramos dos imagenes del eséfago de un embridn de ratén (18,5 dias de
gestacion) que expresa la recombinasa Cre bajo el control del promotor del gen supresor del tumor de Wilms (Wt7). Este
gen se expresa en una subpoblacion de células mesodérmicas derivadas del epitelio celémico embrionario. El cruce de
ratones Wt1-Cre con ratones portadores del gen reportero ROSA- YFP-fl/fl, permite obtener embriones en los que las
células del linaje Wt1 expresan de manera constitutiva la proteina fluorescente YFP (en verde en la foto). La diferenciacién
de estas células se puede estudiar con marcadores especificos. En la imagen de la izquierda un marcador de musculo liso
(SMC alfa-actina) se muestra en rojo, y un marcador endotelial (PECAM-1) en azul. En la imagen de la derecha, el receptor
c-Kit del stem cell factor se marca en rojo, y el antigeno CD34, expresado por un tipo de fibroblastos, en azul.

Elena Cano

Investigadora predoctoral en el Departamento de Biologia Animal de la Universidad de
Mdlaga

Rita Carmona

Investigadora postdoctoral en el Departamento de Biologia Animal de la Universidad de
Mdlaga

Ramén Muioz-Chdpuli

Catedrdtico del Departamento de Biologia Animal de la Universidad de Mdlaga
chapuli@Quma.es
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El Derecho y la Neurociencia:

La revista Nature Reviews
Neuroscience ha iniciado en su
niumero de Julio de 2013 la
publicacién de una serie de
articulos que exploran las
interacciones entre la neurociencia
y el derecho. Dichas interacciones
son bidireccionales. Por una parte,
los avances en el conocimiento de
los procesos neuronales que
subyacen a los patrones
conductuales hacen necesario
discutir la relevancia que estos
descubrimientos pueda tener para
el sistema judicial. Por otra parte, es
evidente que la legislacion puede
influenciar la investigaciéon en
neurociencias, como ponen de
manifiesto los casos de la
investigacion con células madres y
con compuestos psicoactivos.

En el momento del cierre de la
edicion de este numero de
Encuentros en la Biologia hay ya
disponibles dos articulos de esta
serie. En el ndmero de Julio de
Nature Reviews Neuroscience se
publicé el articulo titulado The
influence of neuroscience on US
Supreme Court decisions about
adolescents’ criminal culpability. En
el nimero de Agosto ha aparecido
el segundo articulo, titulado Effects
of Schedule | drug laws on
neuroscience research and treatment
innovation.

Esta iniciativa editorial refleja un
aumento del interés en estas
relaciones interdisciplinares. Entre
otras propuestas académicas en
este ambito, el Baylor College of
Medicine mantiene activa una
Initiative on Neuroscience and Law.

Enlaces: http://www.nature.com/

nrn/series/neurosciencelaw/
index.html

http://www.neulaw.org

Miguel Angel Medina medina@uma.es
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Mapas del cerebro:

El nimero de Junio de 2013 de la
revista Nature Methods presenta
una interesante coleccion de
articulos y comentarios en el
formato Focus (ampliamente
utilizado por Nature Publishing
Group) con el atractivo y actual
tema Focus on Mapping the Brain. La
serie comienza con un editorial
especifico y el editorial del nimero
de Junio de la revista, titulado Why
mapping the brain matters. En este
editorial se defiende que la
obtenciéon de mapas anatéomicos e
informacion molecular acerca de
circuitos cerebrales y sus patrones
de actividad en relacién con
comportamientos especificos es
una tarea esencial para una mejor
comprension de la funcion cerebral.

A continuacién, se ofrece una
perspectiva histérica con el titulo
From the connectome to brain
function. Las autoras de este texto
formulan una pregunta inicial: ;Que
informacion se necesita ademas de
los diagramas de conectividad para
entender la funcién cerebral?
Basdndose en los circuitos
neuronales de invertebrados cuyas
conectividades ya son conocidas,
las autoras resaltan la importancia
de la dindmica neuronal y de la
neuromodulaciéon y muestran la
existencia de circuitos paralelos.

La serie sigue con dos
comentarios, titulados Making sense
of brain network data y Why not
connectomics? A estos comentarios
les siguen dos articulos mas
extensos en formato Perspectives. El
primero lleva por titulo Cellular-
resolution connectomics: challenges
of dense neural circuit reconstruction.
El objetivo de su autor es resumir y
cuantificar los retos para el andlisis
de datos en la conectémica con
resolucion celular y describir
algunas soluciones actuales a estos
retos. El segundo articulo se titula
CLARITY for mapping the nervous
system. CLARITY es una nueva
tecnologia que se puede usar para
transformar tejidos bioldgicos
intactos en una forma hibrida en la
que diversos componentes tisulares
son sustituidos por elementos

exdgenos para aumentar la
accesibilidad y funcionalidad del
sistema. Esta tecnologia fue
publicamente descrita por primera
vez en un articulo que aparecié
como advanced online publication el
pasado 10 de Abril de 2013 en la
revista Nature (Chung et al.,
Structural and molecular
interrogation of intact biological
systems, Nature AOP, doi:10.1038/
nature12107). En el articulo se
describe el potencial uso de
CLARITY para mapear del sistema
nervioso, analizando sus
limitaciones, retos y oportunidades.

La serie se completa con dos
revisiones y un articulo tipo
Resource. Los titulos de las dos
revisiones son Mapping brain
circuitry with a light microscope e
Imaging human connectomes at the
macroscale. En el articulo tipo
Resource, el grupo de investigacion
que en 2007 publicé la estrategia
de transgénesis denominada
Brainbow (Livet et al., Nature 450:
56-62, 2007) presenta ahora una
version mejorada de Brainbow
toolbox, una coleccién que incluye
lineas transgénicas, plasmidos y
vectores viricos con capacidades
mejoradas y nuevas en relacién con
las construcciones originales. Esta
previsto que en la seccién ;Cémo
funciona? del numero 144 de
Encuentros en la Biologia se
publique una contribuciéon que
describe precisamente el sistema
Brainbow para el estudio del mapa
conectémico neural a gran escala.

Enlace: http://www.nature.com/
nmeth/focus/brainmapping/
index.html
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de Bioquimica vy
Biologia Molecular

L.a Ciencia al alcance de la mano

Tenemos el placer de presentar en la revista "Encuentros en la Biologia" dos contribuciones seleccionadas
entre las publicadas on-line en la seccion «La Ciencia al alcance de la mano» de la web de la SEBBM, seccién
auspiciada por el Programa de Divulgacion de la SEBBM, una de las sociedades cientificas mas influyentes en
Espana. Los originales de estos articulos aparecieron publicados en Junio y Marzo de 2013, respectivamente.
Estos y mas articulos podréis encontrarlos en:

(http://www.sebbm.es/ES/divulgacion-ciencia-para-todos 10).

Coordinadores: José Manuel Bautista, Catalina Lara, Maria de los Angeles Pajares,
Gemma Rodriguez-Tarduchy e Isabel Varela Nieto.

La reprogramacion celular

Resumen: Se esta empezando a entender la plasticidad celular y a manipu-
larla de manera controlada. Este nuevo campo de investigacion puede supo-
ner una revolucidn para la medicina celular regenerativa. Aqui repaso algu-
nos de los temas pendientes, incluida la posible relacion entre plasticidad
celular y cancer.

Summary: Scientists are starting to understand the plasticity of cellu-
) lar identity and to manipulate it in a controlled manner. This emerging
Autor: Manuel Serrano field of research may open new strategies in regenerative medicine.
Programa de Oncologia Molecular  Here, I discuss some of the pending issues, including the possible con-
Centro Nacional de Investigacio- nection between cellular plasticity and cancer:

nes Oncoldgicas (CNIO)
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Hace tan sélo 6 afos, Shinya Yamanaka sorprendié a la comunidad cientifica al descubrir que era
posible convertir cualquier tipo celular diferenciado en células madre embrionarias (Takahashi and Ya-
manaka, 2006). De un plumazo se eliminaron todas las barreras técnicas y éticas que habian frenado
la investigacion sobre este tipo de células humanas, y a la vez comenzd un campo de investigacion
fascinante sobre la plasticidad de las células.

Hoy dia es posible convertir células de piel (por ejemplo, fibroblastos de la endodermis que suelen
ser las células mas usadas por su facil acceso y cultivo) en tipos celulares tan diversos como neuro-
nas, hepatocitos o cardiomiocitos, y esto puede hacerse directamente, sin pasar por el estado de célu-
la madre embrionaria, es lo que se llama “reprogramacion directa” (Ladewig et al., 2013). Sin embargo,
la “reprogramacién embrionaria” original de Yamanaka sigue siendo el método mas prometedor para
una futura medicina celular regenerativa debido a que las células madre embrionarias se multiplican
con enorme rapidez y facilidad y mantienen intactas sus propiedades y su integridad genética, algo
que no pasa con los tipos celulares adultos que no crecen con la misma rapidez y que tienen tenden-
cia a acumular alteraciones genéticas.

En las siguientes lineas repaso algunos de los temas pendientes que concentran gran parte de la
investigacion en el campo de la “reprogramacion embrionaria” y que afectan en igual medida a la “re-
programacion directa”.

Reprogramacién quimica. Una limitacion muy importante de la reprogramacién celular, tanto la em-
brionaria como la directa, es el hecho de que requiere introducir genes exdgenos en las células paren-
tales. Esto genes son en su mayoria factores de transcripcion y muchos de ellos tienen propiedades
oncogénicas. Ademas, estos factores sélo se pueden introducir de manera eficiente y poco inmunogé-
nica usando vectores de tipo retroviral que tienen la propiedad de integrarse al azar en el genoma y
esto se sabe que conlleva un riesgo de producir lesiones oncogénicas. Por estos motivos hay un
enorme interés en conseguir la reprogramaciéon usando exclusivamente suplementos en los medios de
cultivo, tanto péptidos activos como factores de crecimiento o citoquinas, como compuestos quimicos
que imiten la funcién de los factores de reprogramacién genéticos (Li et al., 2012). Se ha avanzado
mucho en esta direccion. Por ejemplo, algunos de los factores originales de Yamanaka se han podido
sustituir por compuestos quimicos, se han descubierto otros compuestos quimicos que potencian la
reprogramacion, pero aun no se ha conseguido la “reprogramacién embrionaria” completa sin usar fac-
tores genéticos.

Reprogramacién por pasos. Hasta ahora soélo es posible la “reprogramacion embrionaria” cuando
se introducen simultaneamente todos los factores genéticos (generalmente cuatro). Sin embargo hay
muchas sospechas de que la reprogramacién no ocurre en un solo paso (Polo et al., 2012). De hecho,
la reprogramacion suele implicar un plazo de tiempo extrafiamente dilatado, normalmente 2 semanas.
Qué pasa durante todo este tiempo es algo que se estda empezando a diseccionar pero que todavia es
muy oscuro. Uno de los grandes objetivos es conseguir una reprogramacion por etapas, con sucesivas
paradas en estados intermedios estables, pero esto aun no se ha conseguido. El deconstruir la repro-
gramacioén en etapas permitiria analizar separadamente cada etapa y optimizarla.

Reprogramacion eficiente. La baja eficiencia del proceso de reprogramacion es una dificultad afa-
dida para la caracterizacion bioquimica del proceso de reprogramacion. Las eficiencias mas altas de
reprogramacion conseguidas estan en el orden del 10% (es decir, una de cada diez células tratadas
alcanzan el estado de célula madre embrionaria, mientras que el resto son procesos abortivos que
terminan en apoptosis o senescencia celular). Nosotros hemos contribuido a este problema identifi-
cando a los genes supresores de tumores p16Iink4a, p19Arf y p53 como barreras importantes para la
reprogramacion (Li et al., 2009; Marion et al., 2009). Estos genes se pueden silenciar transitoria y re-
versiblemente y de este modo conseguir eficiencias del 10% sin por ello perder la funcionalidad poste-
rior de estos genes supresores.
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Reprogramacioén intermedia. Las células madre embrionarias, a pesar de sus ventajas, como cre-
cer rapida y establemente, presentan algunas limitaciones. Una de ellas es la dificultad, todavia no re-
suelta, de diferenciarlas in vitro de manera controlada y homogénea (es decir, conseguir diferenciacio-
nes de todas las células parentales y unicamente en el tipo celular deseado). Una solucién a este pro-
blema podria ser el renunciar a la reprogramacion embrionaria y conformarse con reprogramaciones
parciales o intermedias que hipotéticamente podrian ser ventajosas. Estos estadios intermedios no
estan bien caracterizados ni son estables, pero si que hay evidencias experimentales de que una ex-
posicién transitoria de las células parentales a los factores de reprogramacion las convierte por un
tiempo en un estado “plastico” desde el cual es posible dirigir su diferenciacion de manera mas eficien-
te (Kurian et al., 2013). Como quizas se pueda intuir por lo anterior, una gran pregunta aun sin resolver
es si la reprogramacion embrionaria recapitula “marcha atras” los procesos de diferenciacion, o si por
el contrario es un camino totalmente independiente que lleva al punto de partida embrionario por un
“atajo”.

Reprogramacion y cancer. Finalmente, ain hay muchas preguntas pendientes sobre qué papel
juega la reprogramacion celular en el cancer (Suva et al., 2013). Hay dos visiones no necesariamente
en conflicto sobre este punto. Segun una de ellas, el cancer implica un proceso aberrante e incompleto
de reprogramacion (reprogramacion oncogeénica). Segun otra vision, inducir la reprogramacion en célu-
las cancerosas puede permitir a la célula tumoral reconducirse por un proceso de diferenciacion que
cancelaria el fenotipo tumorigénico (reprogramacioén anti-oncogénica). Todavia se sabe demasiado po-
€O como para aventurar si alguna de estas posibilidades sera relevante.

Figura: Reprogramacion de células de piel. La imagen corresponde a una
colonia de células embrionarias obtenidas por reprogramacion de células de la
piel. Las células fueron tenidas con varios compuestos fluorescentes. El nicleo
de las células (DNA, azul), los niveles de la proteina de pluripotencia OCT4
(verde, homogéneos en todas las células), y los niveles de la proteina de
pluripotencia NANOG (rojo, heterogéneos). La heterogeneidad de NANOG
refleja estados transitorios de la células madre: altos niveles de NANOG
favorecen la autorrenovacion; bajos niveles de NANOG favorecen la
diferenciacién. La imagen de la derecha muestra la mezcla (merge) de las tres
imdgenes precedentes. El experimento fue realizado por Lucia Morgado-Palacin
(CNIO).
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El gen como medicamento: terapia génica

Resumen: Entendemos terapia génica como la introduccion de material genético con ca-
pacidad de expresar la version correcta de una proteina en células donde el gen es defi-
ciente. Este procedimiento ha servido para corregir enfermedades genéticas hereditarias
en modelos animales y también en humanos. La Terapia Génica es hoy una realidad tera-
péutica.

W\ ,
A / l / Summary: Gene Therapy can be defined as the introduction of genetic material
. 2 : with the ability to express the corrected version of a protein in cells where the
Autor: José Carlos Segovia V10 express . onof ap e
endogenous gene is deficient. This process has been used to correct genetic di-

Unidad de Diferenciaciony seases in animal models and in humans, being a therapeutic option nowadays.

Citometria, CIEMAT

La Terapia Génica (TG) surge como concepto desde el momento en que se conocen las enfermeda-
des con origen en defectos en genes del propio individuo. Estos genes defectuosos producirian protei-
nas defectuosas que serian las responsables del origen de la enfermedad. La sustitucion del gen de-
fectuoso por su versién normal, libre de mutaciones, curaria la enfermedad. Importantes dificultades
hacian dificilmente abordable la TG. Era necesario i) conocer el gen responsable de la enfermedad y
su version “normal’; ii) introducir el material en el nucleo de células que lo requiriesen; iii) intercambiar
el gen enfermo por la version correcta; iiii) y hacerlo en todas las células que requiriesen dicha protei-
na. Buena parte de las bases que han permitido que hoy la TG sea una realidad terapéutica se asenta-
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ron en la década de los 80 del siglo pasado. Un importante desarrollo tecnoldgico a nivel mundial,
no exento de importantes tropiezos, han hecho realidad la idea de la TG (1,2). Vamos a ver como se
han ido superando los diferentes retos:

Conocer el gen responsable. Este ha sido y es uno de los objetivos principales de la Bioquimica
y la Biologia Molecular, Mas recientemente, con la secuenciaciéon del genoma completo humano
disponemos de todo el libro completo de genes cuya funcién habra que ir asignando paulatinamente
(en la actualidad sélo conocemos la funcionalidad de un 20-30% de ellos). Aunque cualquier enfer-
medad de origen genético podria ser tratada mediante TG, en la practica hay algunas limitaciones.
Las enfermedades candidatas son aquellas que se originan por defectos en un Unico gen. Ejemplos
claros de estas son las inmunodeficiencias (las que originan los llamados “nifios burbuja”), anemias,
enfermedades oculares, enfermedades musculares, etc. Ademas, dicho gen, o mejor, el mensajero
responsable de la traduccion a proteina debe tener un niumero de pares de bases (pb) en torno a las
5000 pb, dado que las herramientas disponibles para su introduccion no pueden dar cabida a tama-
Aos mayores, de momento. Introducir el gen en el nucleo de las células enfermas. Aunque se han
desarrollado sistemas de introduccion de material genético en células eucariotas utilizando diversos
métodos, la evolucién ha creado un sistema sofisticado y eficaz de introduccién de material genético
en las células, los virus. En los vectores virales se sustituye parte de sus propios genes por el gen o
genes “terapéuticos”. La proteina o proteinas virales eliminadas son aportadas de forma exégena.
Las principales familias de virus utilizadas son los retrovirus, los adenovirus, los virus adenoasocia-
dos, los herpesvirus y los Sendai virus, entre otros.

Intercambiar el gen enfermo por el correcto. De nuevo el sistema mas adecuado ha sido la utili-
zacion del ciclo viral de determinados virus, los retrovirus, que tienen la capacidad de integrarse en
el genoma de la célula que infectan. No obstante, en lugar de sustituir el gen enfermo se introduce la
version correcta que complementa el defecto. Aunque en un principio se pensaba que la insercion
era al azar y con mayor probabilidad sobre zonas no codificantes se ha demostrado que lo que ocu-
rre es lo contrario, produciéndose un fendmeno llamado mutagénesis insercional. Inserciones en
oncogenes pueden generar su desregulacion y producir una célula tumoral. Este fendmeno ha ocu-
rrido en algunos de los ensayos clinicos que se han llevado a cabo hasta este momento (3). No obs-
tante, nuevos vectores con sistemas de insercion diferentes solventaran este efecto adverso pronto.

Llegar a las células que necesitan ser corregidas. Tan importante es conocer los mejores sis-
temas virales para llevar a cabo la transferencia genética, como conocer la enfermedad que se esta
tratando de curar, y las células mas adecuadas para llevar a cabo la transferencia. En el caso parti-
cular de las enfermedades genéticas de la sangre, la transferencia génica sobre las células madre
hematopoyéticas, encargadas de mantener el numero adecuado de células sanguineas durante to-
da la vida del organismo, es la mas adecuada ya que una vez corregida produciria células sanas. La
forma de poner en contacto las células diana y los vectores virales puede ser ex vivo, extrayendo las
células de interés y realizando la transferencia génica in vitro, o inyectando los vectores virales di-
rectamente en el organismo. La transferencia ex vivo optimiza la transferencia con la célula diana,
aunque puede alterar sus caracteristicas debido a la manipulacién. La transferencia in vivo no altera
el tejido o la célula diana pero dificulta la llegada del vector viral al lugar de interés e incrementa los
posibles efectos toxicos del vector viral al inyectarlo in vivo en grandes cantidades.

Algunos ensayos en marcha. En la actualidad hay numerosos ensayos clinicos utilizando vecto-
res virales para la correccién de enfermedades genéticas (Tabla 1). Aunque en algunos de ellos se
han producido efectos adversos derivados de la transferencia génica, estos han podido ser contro-
lados. Nuevos vectores ya en uso minimizaran estos efectos adversos y haran que la TG sea una
alternativa terapéutica en enfermedades genéticas.
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(Boulder,CO, expresando multiples ribozimas HIV/SIDA
UsA))
Tocagen (San Toca-511: Retro virus competente enreplicacion expresando  Glioma Fase 1/2
Diego, CA) laprodroga activadapor cito ina desaminasa inyectado enel
tumor
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expresan unreceptor de células T quimérico linfo ma
Oxford Biomedica Pro Svin: Lentivirus queexpres tres genes necearios para Enfermedad de Fase 1/2
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Tabla: Algunos ensayos clinicos en marcha con virus integrativos.
(Extraido de la referencia 4)
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Introduccion

El color en las flores se debe a la existencia
de ciertos pigmentos determinados genética-
mente por herencia, aunque éste ha ido evolu-
cionando, por seleccién natural, para adecuarse
a las preferencias de sus polinizadores. El color
floral, desde los pioneros trabajos de Gregor
Mendel en la segunda mitad del siglo XIX, tiene
un interés coevolutivo entre las plantas y sus
vectores de polinizacion que es muy evidente;
al que se suma hoy el derivado del comercio en
floristerias de flores cada vez mas bellas y colo-
readas. En este sentido, el dondiego de noche
(Mirabilis jalapa) es un caso paradigmatico, un
rara avis en este mundo de la genética del color.

El dondiego es una herbacea perenne de la
familia Nyctaginaceae, con raiz tuberosa que le
permite resistir periodos de frio o sequia, de
hasta 1.5 m de altura, tallos muy ramificados,
hojas opuestas, pecioladas y tendencia ovada.
Sus flores son hermafroditas y aparecen en ci-
mas ramosas terminales muy fragantes. En su
base, cada flor consta de un involucro de 5 16-
bulos a modo de céliz, aunque éste se prolonga
en un perianto petaloideo coloreado infundibu-
liforme, a modo de campana o trompa con un
tubo extrecho plegado de 2-3 cm. Consta de 5
estambres soldados en su base. El fruto (anto-
carpo), de 5-9 mm, es negro, rugoso O Verruco-
SO, y se asemeja a una granada.

Procedente de las zonas tropicales de Amé-
rica Central y del Sur (Perd, México), aunque su
origen concreto es todavia confuso, el dondie-
go se ha naturalizado en todas las regiones
templadas y tropicales del planeta. Parece que
fue exportado por los espainoles a Europa en el
siglo XVI. Es una especie ornamental de recono-
cidisimo prestigio, tanto por sus vivos y variados
colores como por su dulce fragancia, de ahi que
haya sido cultivada con profusién, asilvestran-
dose facilmente en baldios, bordes de carrete-
ras o caminos. En la peninsula Ibérica es fre-
cuente en provincias calidas o templadas, su-
bespontanea o naturalizada, ya sea cerca de la
costa o0 mas raramente hacia el interior. La be-
lleza y singularidad de sus flores, en todos los

sentidos, ha dado lugar a multitud de denomi-
naciones vernaculas: arrebolera, bella de noche,
buenas noches, buenas tardes, clavellina, diego,
diego de noche, dompedro, dondiego, dondie-
go de noche, donjuan de noche, falsa jalapa,
galan de noche, hierba triste, jazmines de Méxi-
co, linda tarde, maravilla, maravilla de Indias,
maravilla del Perd, maravilla de noche, noches,
pepicos, periquitos, sampedros, suspiros y
trompetilla.

Afos antes de sus estudios sobre la variega-
cién foliar, un ejemplo de herencia citoplasmica,
Carl Correns (1) habia realizado cruces entre
diversas variedades de color floral de Mirabilis
jalapa. Descubrid que si cruzaba plantas de flo-
res rojas con otras de tonalidades blancas, la
primera generacion daba individuos hibridos de
flores rosadas; mientras que la segunda genera-
cién ofrecia una progenie completamente alo-
cada: flores rojas, blancas y rosas. Tales experi-
mentos contradecian la primera ley de Mendel,
segun la cual si se cruzan dos variedades puras
homocigotas de una misma especie, una domi-
nante (AA) y otra recesiva (aa), toda la progenie
es igual y heterocigota (Aa), fenotipicamente
parecida a su progenitor dominante. A pesar del
gran interés que por entonces tuvieron tales
investigaciones, que supusieron el redescubri-
miento del trabajo del denostado Mendel, Co-
rrens no fue especialmente cuidadoso a la hora
de discernir tonalidades en un mismo color.

A finales de la primera década del siglo XX,
Dorothea C.E. Marryat (2) establecié “clases de
colores” en el dondiego de noche, gracias a que
fue capaz de desentranar el genotipo del mate-
rial utilizado en sus investigaciones. Ahos mas
tarde se describieron el “rosa intenso” homoci-
goto y el “rosa claro” heterocigoto, las primeras
variedades verdaderamente rosas descritas en
la literatura genética (3). El “rosa” de Correns no
era tal, sino una variedad magenta, entre el rojo
purpura y el fucsia. El maravilloso trabajo de
Hiram M. Showalter (4) supuso un antes y un
después en la investigacion hereditaria del color
en el dondiego de noche. Este investigador, de
la Universidad de Virgina (EE.UU.), demostré
que Mirabilis jalapa es una especie muy ade-
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cuada para cruzamientos, pues su polen es tan
grande (casi 200 micras de didametro) que puede
utilizarse individualmente para fertilizar los es-
tigmas, ademas de ser capaz de autopolinizarse.
Ello le llevé a establecer variedades “puras” de
color: carmesi (carmin o grana), amarillo, blanco
dominante, blanco recesivo, rosa intenso, sal-
mon, violeta claro, violeta oscuro y ocre oscuro.

Bases ?enétigas del color en las
flores del dondiego

En el caso del dondiego, la herencia del color,
aun dependiendo de genes del nucleo celular,
es del tipo “dominancia incompleta o interme-
dia’, ya que no hay dominancia de un color so-
bre otro, sino que el hibrido resultante es inter-
medio entre sus progenitores.

Los colores de las flores del dondiego de no-
che se deben a la accién e interaccién de dos
genes, uno que controla el color de base y otro
que lo modifica. De acuerdo a los genetistas que
han trabajado con esta especie (2, 3), el primero
de ellos tiene dos posibles alelos (Y da como
color de base el amarillo, e y ausencia de color
de base); y el sequndo cuenta con una serie de
alelos, no sélo dos (R que modifica Y a rojo, con y
produce flores blancas; Rp que también traduce
Y a rojo y con y resulta flores rosadas; r que no
modifica Y; rp tampoco modifica Y pero con el
alelo y conduce a tonos salmén, siendo domi-

Color (fenotipo)
Carmesi

Amarillo

Blanco dominante
Blanco recesivo
Rosa intenso
Salmoén

nante sobre r; y Rpl, alelo que domina incomple-
tamente sobre Ry Rp y presumiblemente sobre r
y rp, responsable de colores violaceos brillantes)
(Tablas 1y 2). Hagamos todos los cruces que se
nos ocurran, entre variedades homocigotas y
heterocigotas del dondiego, e imaginemos el
sinfin de tonos de color que podriamos conse-
guir (Figura 1), algunos por descubrir.

Antes de conocerse el factor Rp-rp resultaba
sencillo identificar los individuos hibridos de una
poblacién, excepto los blancos. Tras descubrirse
es imposible diferenciar clases de colores, salvo
con experimentos de cultivo. Hay flores de color
amarillo, salmén y carmesi en ejemplares homo-
cigotos y heterocigotos, incluso con distinta in-
tensidad de color. En presencia del alelo R el
amarillo Y se transforma en rojo, aunque si com-
parte alelos tipo r o rp se consiguen tonos mas
anaranjados o violaceos. Cuando Y se acompafa
de y los tonos son mas claros que en las varieda-
des homocigotas YY, de aqui que tiendan hacia
magentas rosados con R o rojos rosados con Rp,
o hacia amarillo pélido con ry rp. Los ejemplares
que cuentan con el factor Rp derivan a rosas o
violetas claros, y aquéllos con R a rojizos. El factor
Rpl es poco conocido, y aunque también tiene el
poder de modificar Y a rojo, suele proporcionar
tonalidades purpuras mas intensas (4).

Teniendo en cuenta sus genotipos y el color
de las flores, se conocen al menos 9 grupos de
heterocigotos (Tabla 2), aunque dependiendo de
las condiciones ambientales (luz solar, suelos,
etc.), dos plantas del mismo genotipo pueden

Genotipo

YYRR - YYRpRp
YYrr- YYrprp
YyRR

yyrr

YyyRpRp

yyrprp

Tabla 1: Variedades homocigotas de color de flor en el dondiego de noche.

Color (fenotipo)

Carmesi

Amarillo intenso

Amarillo claro

Blanco

Rosa claro a intenso

Salmén

Naranja rojizo a rojo escarlata
Magenta rosado a rojo rosado
Magenta a parpura rojizo

Genotipo

YYRRp

YYrrp

Yyrr — Yyrrp - Yyrprp

yyRr

YYRRp — yyRpr — yyRrp - yyRprp
yyrrp

YYRr — YYRrp — YYRpr - YYRprp
YyRr — YyRpr — YyRrp - YyRprp
YyRR — YyRRp - YyRpRp

Tabla 2: Variedades heterocigotas de color de flor en el dondiego de noche.
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Carmesi
YY RpRp

Rojo rosado

llas, blancas y rosas es
del mismo color pero
mas palido y verdoso.

Blanco recesivo
yy rr

La quimera del
dondiego

Si hasta ahora la gené-
tica de Mirabilis jalapa
no era ya lo suficien-
temente compleja, a lo
dicho se suma que en
los mismos pies de
planta pueden encon-
trarse flores de diferen-

Carmesi
YY RpRp

Rojo escarlata

YY Rpr YY rr

Blanco recesivo
yy rr

Rosa intenso
yy RpRp

Rosa palido
yy Rpr

Figura 1: Elemplo de cruzamiento entfre dos variedades
homocigotas del dondiego de noche y entre si de la
variedad heterocigota obtenida en la primera generacion.
Se puede observar que la segunda generaciéon resulta
enormemente variada en cuanto a colores de flor.

variar en la intensidad de su tonalidad. Las flo-
res jévenes suelen ser mas pdlidas, oscurecién-
dose al madurar, e incluso algunas llegan a
cambiar de color por una transformacién de sus
pigmentos: amarillas a rosa intenso, blancas a
violetas claro.

Las variedades puras mas comunes (Tabla 1)
son la amarilla, blanco dominante y carmesi. En
las amarillas existe un pigmento amarillo solu-
ble que da el color de base, aunque algunos
autores sostienen que todos los dondiego pro-
ceden de una variedad carmesi, que aparente-
mente contiene una mezcla de un pigmento
magenta y el otro amarillo, que por pérdida del
primero da lugar a la mayoria de colores y de
ambos a las variedades blancas. Las flores de M.
jalapa no estan formadas por verdaderos péta-
los, sino por elongaciones modificadas de los
sépalos (perianto petaloideo) que adquieren
forma de una campana tubular. Tanto el tubo
como los margenes de la flor y su zona central
estrellada tienen una coloracién menos intensa
que el resto. Asi, en las flores rojas el tubo es
magenta apagado; mientras que en las amari-

Amarillo intenso

%

Rojo rosado
Yy Rpr

tes colores simulta-
neamente, e incluso
que algunas flores, a
nivel individual, estén
salpicadas de varios.
Ello implica que en un
mismo ejemplar hay
zonas o células con
ADN diferente. Esto
suele ocurrir en ramas
terminales, indicando
que se produjo algun
tipo de mutacién so-
matica durante su cre-
cimiento, produciendo
un nuevo color que en
ocasiones aparece
formando mosaicos,
en los cuales un grupo
de células tiene un
genotipo diferente al
resto. A mayor tiempo pasado desde la muta-
cién, mas flores “quimeras” en el dondiego. Las
ramas con flores normales no se habran visto
envueltas en la mutacién, por lo que ésta no se
transmite a la descendencia.

No es raro encontrar plantas de flores blan-
cas con algunas tenidas de rosa (R muta a Rp o
rp) o purpura (R a Rpl), carmesis con flores mu-
tantes anaranjadas (R muta a r), etc. Muchas son
las posibilidades dependiendo de los alelos
concernientes en la mutacién, aunque la pro-
babilidad parece ser mayor en unos colores que
en otros y sobre todo en las variedades hetero-
cigotas (4).

Mas curiosas son las flores variegadas o en
mosaico, bicoloreadas (blanco/rojo, blanco/a-
marillo, amarillo/rojo) e incluso tricoloreadas
(blanco/amarillo/rojo). Algunos autores propo-
nen que la variegacioén en las flores del dondie-
go puede estar mediada no sélo por una muta-
cioén sino también por algun tipo de factor pre-
sente en los padres (5). También se conocen
casos de mutaciones gaméticas en la linea ger-
minal, que pasan a los gametos y que a diferen-
cia de las anteriores si se transmiten a la proge-

Amarillo palido
Yy rr

Pdrpura rojizo
Yy RpRp
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el pigmento de base soluble en agua, presente
en todas las células de la flor, que da el color
amarillo al dondiego, habiéndose identificado
varias a partir de la condensacion del cido beta-
ldmico con aminoacidos y aminas (6). En cambio,
la pigmentacion violeta y roja se debe a algunas
betacianinas, con la estructura basica de la beta-
nidina, restringidas a la epidermis (7).

En presencia del alelo Y se sintetizan los pre-
cursores bioquimicos de las betaxantinas, mien-
tras que si esta presente la serie de alelos R algu-
nos de ellos derivan hacia betacianinas (7, 8) y
dan tonalidades rojizas, rosadas o violaceas se-
gun la concentraccién de ambos tipos de pig-
mentos. La presencia de estos pigmentos en las
flores juega un papel fundamental, proporcio-
nando el color que sirve de atraccidon a muchos
animales que actuan como agentes polinizantes.
En muchas especies son las antocianinas las res-
ponsables de la coloracién, pero en el orden bo-
tanico al que pertenece el dondiego, como tam-
bién ocurre en la buganvilia (Bougainvillea), los
amarantos dulces (Gomphrena), la verdolaga
(Portulaca) o la flor de terciopelo (Celosia), este
papel lo cumplen las betalainas. Betaxantinas y
betacianinas se localizan en las vacuolas y su
ruta biosintética deriva del aminoacio tirosina,
gracias a la accién de tres enzimas. La ocurrencia
de mutaciones en algunos de los pasos de su
sintesis conduce a esa gran variabilidad de colo-
res de las flores del dondiego.

La magia de la noche

Foto 1: Variedad de dondiego de noche de
flores amarillo intenso. El color se debe a las
betaxantinas y a la presencia del alelo Y en

Las flores cuentan con diversos medios para
atraer a los animales polinizadores: presencia de
S néctar y polen, un patrén de color determinado,
homocigosis (YY). la produccién de compuestos volatiles y fero-

nie, la cual llevard la mutacion en
todas las células de los nuevos indi-
viduos. Légicamente, este tipo de
mutacién sélo se puede controlar
mediante experimentos de cultivo.

Un mundo de pigmen-
tos y posibilidades

Las betalainas son un grupo de
pigmentos nitrogenados caracteris-
ticos del orden Caryophyllales al que
pertenece el dondiego. Se dividen en
dos subgrupos segun el nimero de

?rilz!cisraesn:qaji?zifgss?:stegei!:x;::ir?ass Foic_> 2: Flor amairilla mufo.n’fe bicolor del dondiego de n.oche. La m_ufociérj
X : T ) deriva de la transformacion de alelos r en R que cambian el amarillo a rojo
(amarillas) y las betacianinas (viole- sélo en algunas células, en las cuales la biosintesis conduce hacia
tas/rojas). Las primeras constituyen betacianinas (rojas) en vez de a betaxantinas (amarillas).

e " - o
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monas, e incluso emitir
fluorescencia como senal
de atraccién. Se ha demos-
trado que las betaxantinas
del dondiego tienen fluo-
rescencia natural, actuando
como faros guia hacia sus
flores, utilizando una estra-
tegia similar a la descrita en
el plumaje de algunos loros
(9).

Si algo de peculiar tiene
el dondiego, y basta con
echar un vistazo a sus nom-
bres vernaculos, es que sélo
abre las flores cuando se
pone el sol, al atardecer,
permaneciendo abiertas
hasta la manana siguiente
en que se cierran. En dias
nublados y otonales puede
incluso abrirlas en las horas del
dia. Cuando lo hace, es tal el dispendio de color
y dulce fragancia que desprende que llamarla
“maravilla” se antoja poco a la vista (y el olfato)
de ilustres botanicos como Charles de I'Ecluse,
uno de los primeros en prestarle atencién. No
debe extrafiar que su nombre genérico, deriva-
do del latin mirabilis, signifique “admirable” o
“maravilloso”.

El dondiego de noche es polinizado por poli-
llas halcén (O. Lepidépteros, Fam. Esfingidos),
las cuales con su larguisima probdscide no tie-
nen mayor problema en alcanzar el néctar y el
polen situados al final de la estrecha trompeta
del perianto de su flor, siempre y cuando no
haga mucho frio. En poblaciones naturales del
centro de México, por debajo de 13°C los esfin-
gidos son incapaces de volar durante el crepus-
culo, por lo que el dondiego recurre a
la polinizacién autégama (estambres y
pistilos en la misma flor). En noches
mas templadas, segun sube la tempe-
ratura, la polinizaciéon alégama se in-
crementa (10). El dondiego, como
otras muchas especies de la familia
Nyctaginaceae, emite su fragancia
durante la noche, cuando las polillas
son mas activas, demostrando asi la
convergencia evolutiva existente entre
la atraccién del vector y el olor, més la
morfologia floral.

Numerosos estudios han demos-
trado que las polillas halcén polinizan
flores cuya esencia volatil comprende
terpenoides oxigenados y compuestos
nitrogenados. En el caso del dondiego,
su fragancia floral cuenta con mono-
terpenos (B-ocimeno sobre todo, mir-
ceno) y sesquiterpenos (farnesano, ne-
rolidol) (11), siendo muy semejante a la de
otras especies del género Mirabilis. Al parecer,
no importa tanto la cantidad de estos compues-

homocigotos).

Foto 4: Variedad de dondiego de noche de flor color carmesi. Para
este fenotipo existen hasta tres genotipos diferentes.

Ap”‘
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tos, en su poder de atraccién, sino su presencia.
Curiosamente, especies emparentadas como M.
macfarlanei o M. triflora, polinizadas respecti-
vamente por abejas y colibries, casi no tienen
perfume. La primera apenas cuenta con el mo-
noterpeno limoneno, percibido por las abejas
que en combinaciéon con las sefalas visuales es
suficiente. La segunda emite cierto olor mas
para disuadir a potenciales herbivoros que para
atraer a los colibries, pues éstos ignoran com-
pletamente la fragancia cuando se alimentan de
néctar. En definitiva, la fragancia floral desem-
pena diversos papeles en la polinizacién, atra-
yendo a las polillas en primera instancia, lo cual
combinado con sefalas visuales y alimenticias,
facilita el aprendizaje asociativo y la discrimina-
cién por parte de los vectores polinizantes.

Verano 2013

Foto 3: Ejemplar de Mirabilis jalapa con flores completamente blancas (alelos yy
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L ety

Foto 6: Curiosa variedad mutante bicolor del dondiego de
noche, pues el color pUrpura rosdceo aparece siempre en
bandas longitudinales en el centro de cada pétalo sobre un
fondo blanco.

i . o W

Foto 5: Las variedades de color magenta

tienen una gran variedad de fonalidades en
el dondiego de noche. Todas ellas se
caracterizan por ser heterocigotas (Yy) y
contar con alelos de la serie R.
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De la Historia a la Genética. La endogamia en los Habsburgo
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Como todos recordamos, o deberiamos recordar,
de nuestro Bachillerato, Carlos Il "El Hechizado', ese
sujeto de mandibula prominente y mirada inexpresi-
va, fue el ultimo de los reyes Habsburgo o Austria, la
dinastia que rein6 en Espana durante casi doscientos
anos. Su muerte sin descendencia, a pesar de haber
contraido dos matrimonios, supuso la extincion de la
rama masculina de la familia en Espaiia, y la implan-
tacion de la dinastia borbénica, no sin la correspon-
diente guerra de sucesion (1701-1713) entre Francia
y Espaia, de un lado, y la alianza antiborbonica for-
mada por Inglaterra, Austria, Prusia, otros estados
alemanes y los Paises Bajos.

La esterilidad, asi como otros problemas de salud
de Carlos Il, que tantas consecuencias histéricas tu-
vieron, se ha atribuido tradicionalmente por parte de
los historiadores al alto grado de consanguinidad de
los matrimonios de la familia Habsburgo, muy procli-
ves a unir primos hermanos, primos segundos o in-
cluso tios con sobrinas, para mantener los intereses
de poder de la familia. Esta consanguinidad no habia
sido investigada desde el punto de vista estrictamen-
te genético hasta recientemente. En 2009, tres inves-
tigadores de la Universidad de Santiago de Compos-
tela Gonzalo Alvarez, Francisco Ceballos y Celsa Quin-
teiro, publicaron en la revista PLoS One un primer
andlisis del papel que pudo desempenar la consan-
guinidad de los Habsburgo en la extincién de la casa
de Austria en Espana (Alvarez et al. PLoS One, 4,
e5174 [2009]). Mas recientemente, Ceballos y Alvarez
han publicado en Heredity un andlisis mas exhaustivo
de la consanguinidad en las distintas ramas familia
Habsburgo, dentro y fuera de Espafia, a lo largo de
trescientos aios, llegando a interesantes y
sorprendentes conclusiones (Ceballos y
Alvarez, Heredity, avance on-line [2013]).
Vamos a hacer aqui un resumen de am-
bos estudios, mostrando cémo pueden
entrelazarse Historia y Biologia.

La historia espafola de la dinastia
Habsburgo comienza en 1496, cuando los
Reyes Catdlicos casan a su hija Juana, la
que pasaria a la historia como "la loca",
con un principe flamenco, Felipe, que
parecia hacer honor a su calificativo de "el
hermoso". Felipe | fue proclamado rey de
Castilla en 1506, aunque murié poco
después. A partir de Felipe se suceden
cinco reyes mas de la dinastia Habsburgo
alo largo de 200 afios, en concreto Carlos
I, Felipe ll, Felipe lll, Felipe IV y Carlos II.
Estos cinco reyes se casaron un total de
diez veces, casi siempre con parientes
md&s 0 menos cercanas, primas, primas
segundas o sobrinas (véase la figura 1).
Por ejemplo, la cuarta esposa de Felipe Il
fue su sobrina Ana de Austria, y Felipe IV
casé en segundas nupcias con su sobrina

0.30

0.20

0.10

Inbreeding coefficient (F)

0.00

miembros de la familia ascendiera de un valor de
0.025 en el caso de Felipe | a 0.254 en el de Carlos II,
con una media de 0.129. Tampoco andaban muy
lejos en coeficientes de endogamia el rey Felipe llI
(0.218) y el principe Carlos (0.211), hijo de Felipe II.
Estos son los valores calculados por los investigado-
res gallegos después de estudiar los matrimonios y la
descendencia de 3000 individuos pertenecientes a
16 generaciones de Habsburgo incluyendo los ances-
trales a la rama espaiola de la familia. Recordemos
que el coeficiente de endogamia es la probabilidad
de que dos alelos en cualquier locus sean idénticos
por descendencia. Es decir, los descendientes del
cruce de dos hermanos (que comparten un 50% de
alelos por su parentesco, tienen un coeficiente de
endogamia de 0.25 (0.5 x 0.5). El valor para primos
hermanos seria de 0.125, y para primos segundos de
0.0625. Esto quiere decir que el coeficiente de endo-
gamia de Carlos Il era incluso superior al que resulta-
ria de un matrimonio incestuoso entre hermanos.

{Por qué es desfavorable la endogamia? Porque
favorece la homocigosis de alelos recesivos poten-
cialmente deletéreos, que en condiciones normales
permanecerian en heterocigosis y no tendrian efecto.
Esta acumulacion de alelos perjudiciales produce el
efecto conocido como depresion endogamica, es
decir, una pérdida de condiciones resultante de la
endogamia. Desde el punto de vista de la genética
de poblaciones se habla de "carga endogdmica” (in-
breeding load) a la disminucién del fitness o aptitud
del individuo o de la poblacién a medida que au-
menta el coeficiente endogamico.
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Philipl Charles | Philip Il

Philip Il Philip IV Charles lI

Figura 1: Pedigri de la dinastia Habsburgo en Espana, mostrando la

Mariana de Austria. Esto hizo que el coe-

consanguinidad de los enlaces. Reproducido de Alvarez et al. PLoS One,
ficiente de endogamia (inbreeding) de los

4, e5174.
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De acuerdo con el estudio de Alvarez, Ceballos y
Quinteiro, la consanguinidad de los Habsburgo espa-
Aoles llevé a una indudable depresién endogamica,
que se manifestd en la descendencia de los matrimo-
nios. Entre 1527 y 1661, los matrimonios reales tuvie-
ron 34 hijos, diez de los cuales murieron antes de un
ano y otros 17 no alcanzaron los diez afios. De los 51
embarazos totales de los Habsburgo, cinco acabaron
en abortos o partos de fetos muertos, seis en muerte
neonatal, y 14 en fallecimientos antes de los diez
afnos. S6lo 26 de estos embarazos (alrededor del 50%)
dieron lugar a nifos que alcanzaron los diez afios de
edad. Dado que la mortalidad infantil en la Espaia de
aquella época se ha estimado en un 20%, incluyendo
todos los estratos sociales, parece mas que probable
que la depresion endogamica esté detras del exceso
de mortalidad observado.

En el caso extremo de Carlos Il, los autores del
estudio especulan sobre los alelos deletéreos que
pudieron causar sus problemas de salud. Probable-
mente una deficiencia congénita en produccién de
hormonas hipofisarias pudo estar detras de su inferti-
lidad, su debilidad fisica y su caracter abulico. La cau-
sa genética mas frecuente del déficit de hormonas
hipofisarias es una mutacién puntual del gen PROPT,
que codifica para un factor de transcripcion necesario
para la producciéon de gonadotopinas, tirotropina y
hormona del crecimiento. En cuanto a los graves pro-
blemas renales que padecié Carlos Il, incluyendo pie-
dras en el rindn y hematuria, estos podrian estar rela-
cionados con mutaciones recesivas en los genes
ATP6V0OA4 o ATP6V1BI1, componentes de la ATPasa
vacuolar, un transportador de protones y regulador
del pH. Estas mutaciones producen dRTA, acidosis
tubular distal renal, que suele derivar en graves pro-
blemas renales.

Los estudios de endogamia en la familia Habs-
burgo plantean interesantes ucronias, es decir, ;qué
hubiera pasado si..? Por ejemplo, el coeficiente de
endogamia de las hijas de Felipe Il e Isabel de Valois
eran muy bajos (0.008), pero al no tener descendencia
masculina, esta ventaja no fue aprovechada en bene-
ficio de la dinastia. La endogamia de los hijos de Feli-
pe IV e Isabel de Borbdn, su primera esposa, era tan
sélo de 0.050, pero el principe heredero, Baltasar Car-
los, que siendo nifio fue inmortalizado por Veldzquez
en un extraordinario retrato ecuestre, muri6 a los 17
anos, no a causa de deficiencias genéticas, sino a con-
secuencia de la viruela. El rey, como hemos dicho,
necesitado de un descendiente varén, casé con su
sobrina y engendré al muy endogdmico Carlos I,
llevando a la dinastia a una via muerta. Resulta una
obviedad la observacién de que la supervivencia de
Baltasar Carlos hubiera cambiado radicalmente la
historia no sélo de Espaiia sino de toda Europa. Podria
haber tenido herederos, no habria habido Guerra de
Sucesioén, no se hubieran establecido los Borbones en
Espana y el equilibrio de poderes en Europa hubiera
sido muy diferente.
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En el trabajo publicado en Heredity, Ceballos y
Alvarez extienden su estudio a las ramas no espafolas
de la familia Habsburgo, lo que les permite aumentar
el periodo de observaciones a tres siglos y medio,
entre 1450 y 1800, incluyendo a 4000 individuos de
veinte generaciones. Durante este periodo, el coefi-
ciente medio de endogamia de los Habsburgo fue de
0.0628, similar al correspondiente a matrimonios entre
primos hermanos. De un total de 502 embarazos re-
gistrados, sélo 333 nifios alcanzaron los diez afios de
edad. 93 murieron en el primer afio, y 76 entre uno y
diez anos. Estas cifras superan de nuevo a las estima-
das para la poblacion general, mostrando la existencia
de una carga endogamica significativa.

Sorprendentemente, la carga endogamica estima-
da por la mortalidad infantil entre uno y diez afos
disminuye de manera muy significativa (jen un 80%!)
al comparar los periodos 1450-1600 y 1600-1800. Sin
embargo no hay cambios significativos en la mortali-
dad durante el primer afo de vida. Esto se presta a
diversas interpretaciones. Ceballos y Alvarez no des-
cartan factores ambientales (mds higiene, mejores
cuidados médicos), pero sugieren que se podria haber
producido una "purga" genética por seleccién, que
tenderia a eliminar los alelos mas deletéreos de la
poblacién, aun manteniéndose los niveles de endo-
gamia. Este proceso se ha estudiado en poblaciones
sometidas a seleccion artificial, por ejemplo en vacas
lecheras (Parland et al., Genetics Selection Evolution,
41:16 [2009]), pero nunca habia sido descrito en po-
blaciones humanas. No todos los genetistas de pobla-
ciones estan de acuerdo con esta posibilidad, dado lo
reducido de la muestra y la dificultad de explicar las
diferencias entre la mortalidad infantil por debajo y
por encima del afio de edad, algo que podria deberse,
segun Ceballos y Alvarez, a los diferentes alelos impli-
cados en sus causas.

En resumen, estos trabajos no sélo aportan una
perspectiva novedosa a los estudios de los historiado-
res, sino que demuestran en la practica las ventajas de
lo que se ha dado en llamar la "transversalidad". La
clasica division entre "ciencias" y "letras" nos sigue
pareciendo injustificable. No existen "ciencias" y "hu-
manidades", sino conocimiento, saber y cultura. Y las
investigaciones de este grupo de genetistas gallegos
nos han proporcionado una nueva prueba de ello, por
si hiciese falta.
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MITRA, A. & DE VRIEND, H. (eds.)
Synthetic Biology. The Technoscience
and Its Societal Consequences,
Dordrecht: Springer, 2010, 186 pags.
ISBN 978-90-481-2677-4

CURCH, G. & E. REGIS, Regenesis. How
Synthetic Biolo%ly Will Reinvent Nature
and Ourselves, New York: Basic Books,
2012, 284 pags. ISBN 978-0-465-
02175-8

Es dificil decir con precision en qué
consiste la biologia sintética y, sobre todo,
en qué se distingue de la ingenieria gené-
tica; por eso hay quien ha tirado por la
calle de en medio y la ha definido como
una ingenieria genética que ha tomado
esteroides. Pero, buscando un poco mas
de precision, podria decirse que es la
ingenieria genctica que se ha tomado en
serio su faceta ingenieril, y ha entendido,

or tanto, (ilue para la biotecnologia es
undamental la introducciéon de viejos
procedimientos, criterios y valores en los
que se ha basado tradicionalmente la
ingenieria: la estandarizacion, la fabrica-
cion de componentes aislados intercam-
biables y combinables (modularidad), el
disenio previo (preferiblemente realizado
mediante ordenadores), la automatiza-
cion y simplificacion de los procesos, los
analisis de eficiencia (costes-beneficios), el
acceso a los mercados, etc. Si se quiere
una definicién mas formal, la biologia
sintética es la sintesis de biomoléculas, de
sistemas biologicos, o de componentes de
los mismos, con funciones nuevas que no
se encuentran en la naturaleza, o bien el
uso de componentes naturales o artificia-
les para el redisefio de organismos VIVOS.
Los componentes asi producidos han de
ser disefiados de forma estandarizada y
modular (BioBricks), siguiendo los princi-
pios ingenieriles que hemos mencionado,
de modo que puedan ser facilmente usa-
kdos en la fabricacion de sistemas biol6gi-

How
Synthetic Biology
Will Reinvent
Nature and

Ourselves

LEORGE CHURCH and ED REGIS

cos mas complejos con el objetivo de
alcanzar fines prefijados.

A estas alturas pocos seran los que no
hayan oido hablar del resultado de la
biologia sintética mas divulgado por los
medios de comunicacion: la creacién en
2010, por parte del equipo de Craig Ven-
ter, de una nueva especie biologica; una
bacteria a la que se drénomin(’) Iycoplasma
laboratorium, aunque su nombre popular
es “Synthia”. De este asunto se ocuparon
de forma certera en esta misma revista
Enrique Viguera y Ramén Munoz Cha-

uli (ver Nota 1). En realidad, lo que

icieron Venter y su equipo fue sintetizar
artificialmente eflgenoma completo de la
bacteria Mycoplasma mycoides y este geno-
ma artificial fue utilizado para reempla-
zar el genoma original en células de M-
coplasma capricorum, proceso que dio lugar
a células capaces de replicarse. Como
comentaba al respecto Munoz Chapuli,
éste era un logro mas notable por sus
aplicaciones tecnolbgicas que por la
aportacion de nuevos conocimientos.

asta el momento, ha sido el logro de la
biologia sintética que mas extensamente
ha llegado a la opinién publica, pero a
nadie se le escapa que estan muchos mas
por venir, y no todos ellos parecen ser
1gualmente deseables o necesarios. Algu-
nos incluso pueden ser claramente ame-
nazadores. Por eso es muy aconsejable la
lectura de obras que permitan a‘l lector
formar un juicio apropiado acerca de
estos avances que se nos avecinan, y que
lamentablemente, en ocasiones, se nos
anuncian con un énfasis en el tono mas
parecido al de un vendedor de alfombras

ue al que cabe esperar del discurso cien-
tifico.

Los dos libros que quiero comentar
son como la cara y la cruz de todo este
asunto. Se trata de dos libros escritos en
colaboracion por especialistas acredita-
dos y serios, pero mientras que uno nos
introduce en el tema con rigor y con
cautela, el otro, salvando todo lo salvable,
nos intenta vender una alfombra.

Markus Schmidt, que es quien encabeza
la lista de autores del primer libro, es,

pese a su juventud,
uno de los mas presti-
giosos analistas en
cuestiones de biosegu-
ridad y en los pro%lu-
mas ¢ticos y sociales
suscitados por la biologia
sintética (ver Nota 2). Entre
sus muchas tareas, como la de
asesorar en diversos comités u asociacio-
nes cientificas de todo el mundo, esta la
de ser investigador rinCiEal en el proyec-
to europeo METACODE (Code-engineered
new-to-nature microbial cell factories ﬁgrz novel
and  safety-enhanced bio-production) y en el
prozeqto ST-FLOW on standardization in
synthetic biology, dos ]Jrolyectos de investigacion
ue se cuentan entre los mas ambiciosos
esarrollados actualmente en la Unién
Europea.

El libro que coordina es una recopi-
lacién de nueve trabajos acerca de diver-
sos aspectos sociales y éticos de la biolo-
gia sintética expresamente escritos para
este volumen por especialistas de varios

aises, entre ellos algunos espafioles.

omo no podemos aqui dar cumplida
cuenta de todos, resumiré muy breve-
mente su contenido. El capitulo 1 es una
somera presentacion del libro. El capitulo
2, escrito por Luis Campos, del Depar-
tamento de Historia de la Universidad de
Drew, en Madison, es un breve pero
suculento recorrido por los precedentes
historicos de la biologia sintética a lo
largo del siglo XX, desde que en 1912
fuera acunado el término por el médico
francés Stéphane Leduc hasta los prime-
ros congresos internacionales sobre la
materia, celebrados en 2004 (en el MIT),
en 2006 (len la Universidad de California
en Berkeley), en 2007 (en el ETH de
Zurich) y en 2008 (en la Universidad de
Hong Kong) —los siguientes, por cierto,
no recogidos en el texto por razones ob-
vias, han sido en 2011 en la Universidad
de Stanford y en 2013 en el Imperial
College de ]zfondrCS*. Es de interés la
atencion que en este capitulo se presta a
las relaciones entre la biologia sintética y
la ingenieria genética. El capitulo 3, de
Carolyn Lam y otros, es una introduc-
cion a los temas centrales de la biologia
sintética, fundamentalmente los circuitos
de ADN, las rutas metabolicas sintéticas,
las protocélulas, los genomas minimos,
los componentes no naturales (codigos
genéticos y proteinas ortogonales con las
naturales) y consorcios microbianos sinté-
ticos. El capitulo 4 versa sobre el disefio
computacional en biologia sintética. El 5,
de Anna Deplazes y otros, es una exce-
lente presentacion de los problemas éti-
cos fundamentales que suscita el desarro-
llo de la biologia sintética, problemas que
en muchos casos coinciden con los que
ya vienen siendo debatidos en relacion
con la ingenieria genética, pero en otros
casos, como en la posibilidad del desdi-
bujamiento de las fronteras entre lo vi-
viente y lo no-viviente, y en la de la con-
version del cientifico en “creador” de
vida, pueden ser de nuevo cuno. El capi-
tulo 6p esta escrito por el propio Markus
Schmidt y se detiene en el asunto en el
que ¢l es un reconocido experto: la bio-
seguridad (buwsafety). En este punto, la
lengua inglesa permite hacer una distin-
cién, que la lengua espafiola no recoge,
entre ‘biosafety’ y ‘biosecurity’. Sugiero,
de modo meramente tentativo, que una
manera de marcar en nuestro idioma esta

distinciéon podria ser traduciendo estos)
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/términos por ‘biocaucion’ (o ‘biocautela’,
si es que no gusta ese neologismo) y ‘bio-
seguridad’ respectivamente. La biosafely
consiste en prevenir consecuencias no
intencionadas de las entidades o procesos
creados por la biotecnologia, mientras

ue la biosecurity consiste en la prevencion
ael mal uso intencional de esos produc-
tos. Un problema de bwsafety o biocau-
ci6n, ademas del de como prevenir la
apariciéon de propiedades emergentes o
de efectos colaterales, seria el de como
dotar a los organismos vivos creados
artificialmente de mecanismos que ase-
guren su inocuidad para los organismos
naturales (por ejemplo, mediante rutas
metabolicas dependientes de sustancias
no accesibles en la naturaleza o mediante
el uso de codigos genéticos ortogonales al
existente). Un problema de biosecurity, en
cambio, seria el de como controlar las
investigaciones de modo que no pueda
hacerse un uso perverso de ellas, como,
por ejemplo, su utilizacién por parte de
terroristas, o simplemente por parte de
biohackers lunaticos con un laboratorio en
su garaje. Los problemas de buwsecurity son
tratados con mas detalle en el capitulo
siguiente, escrito por Alexander Kelle.
Para evitar en lo posible esos usos perver-
sos o simplemente irresponsables, el arti-
culo destaca la importancia de una edu-
cacion ética dirigida a la comunidad
cientifica, la creacion de grupos de discu-
sion, de agencias evaluadoras y asesoras
en bioseguridad y el desarrollo de regula-
ciones nacionales e internacionales. Es
decir, se propone una combinacién de
medidas de autocontrol y medidas de
control externo de la investigacion. El
capitulo 8 se dedica a cuestiones de pro-

iedad intelectual y de patentes en la

iologia sintética. El capitulo 9 vuelve
sobre los problemas de bioseguridad,
comparandolos con los que suscita la
nanotecnologia. El capitulo 10 trata so-
bre el papel de las organizaciones de la
sociedad civil en los debates sobre la
biologia sintética y su funciéon de inter-
mediarias entre las instituciones cientifi-
cas y gubernamentales, por un lado, y el
gran publico, por el otro. Finalmente, el
capitulo 11, redactado también por Kel-
le, incluye un resumen y conclusiones.

El libro de Georg Church y Ed Regis
~hay que admitirlo— es mucho mas ame-
no y sugerente que el que acabamos de
comentar. De hecho, creo que merece ser
traducido al espanol porque a buen segu-
ro puede venderse con éxito como un
buen libro de alta divulgacién. Es una
introduccion a la biologia sintética escrita
por un Catedratico de genética de Har-
vard (Church) y un exitoso autor de li-
bros de divulgacion biolégica (Regis). Sin
embargo, pese a esta virtudes (o precisa-
mente por ellas), no creo que su conteni-
do haga mucho por fomentar el aprecio

(http://www.en

ronmental Applications. Wiley-VCH.

&

NOTAS: (1) Viguera, E., “Biologia Sintética: un nuevo desafio”,

de la biologia sintética entre los lectores.
El libro presenta algunos de los avances
mas sorprendentes de la biologia sintética
estableciendo un cierto paralelismo entre
cada uno de ellos y las etapas fundamen-
tales de la evolucién de la vida en nuestro
planeta, desde su origen hace unos tres
mil ochocientos millones de afos. Las
descripciones de los logros tecnologicos
de la biotecnologia son claras y oportu-
nas, y las anécdotas y descripciones histo-
ricas que las rodean ciertamente atrapan
al lector. Mi favorito es el capitulo 4, en el
?ue se explica como poner a E. coli a
abricar petréleo. No obstante, ya desde
las primeras paginas encontramos por
aqui y por alla un cierto ruido de fanfa-
rria cientifista, por no decir visionaria, y
una alegre despreocupacion del analisis
de las consecuencias reales de las quime-
ras que se ensalzan; algo que desafortu-
nadamente nos acompanara durante
todo el libro. En la pagina 8 se nos dice,
por ejemplo: “/E/stas tecnologias tienen el
poder de mejorar la salud de los seres humanos y
de los amimales, aumentar la duracion de nuestra
vida, incrementar nuestra inteligencia y mejorar
nuestra memonia, entre otras cosas”. Muy nte-
resante, sin duda, pero buena parte de
eso, por ahora no son mas que promesas,
no hechos. Y son promesas muy alejadas
del estudio de los genomas minimos, o
del disenio de circuitos de ADN, o del
diseno de protocélulas, que son preocu-
aciones mucho mas cotidianas de los
Ei()logos sintéticos (ver Nota 3). Unas
lineas después se nos pide que conside-
remos la posibilidad “modesta” de hacer
a los seres humanos inmunes a todos los
virus, “los conocidos y los desconocidos,
los naturales y los artificiales”. ;Saben
como? Se nos explica en el capitulo 1:
cambiando la quiralidad de t0£15 nues-
tras moléculas susceptibles de tal cambio,
especialmente aminoacidos y ADN. Cla-
ro que entonces nuestras enzimas no
serfan capaces de digerir los nutrientes
naturales. Pero no vamos a dejar que los
pccilllcﬁ_os detalles nos paralicen. Church
y Regis proponen que produzcamos
también de forma masiva nuestros ali-
mentos con moléculas de quiralidad
opuesta a la habitual. Aunque, a fuer de
sinceros, entre paréntesis reconocen que
uede ser que todas estas pequenas mo-
estias no sirvan para nada porque un
biohacker muy bien podria producir en su
laboratorio casero virus hechos de molé-
culas especulares.

Mas adelante, en el capitulo 6, el
libro nos proporciona una nueva subida
de adrenalljina: se nos plantea la posibili-
dad de resucitar especies extintas del
Pleistoceno, como un mamut o... jun
neandertal! ¢Por qué hacer tal cosa?
Bueno, al parecer los mamuts “estan casi

idiendo a gritos una resurrecciéon” Sp
?37) y los neandertales deben haber soli-

citado turno. Resu-
citar a un mamut,
nos dicen los auto-
res, aumentaria la
biodiversidad (su-
pongo que porque nos
veriamos obligados a
resucitar también muchos
componentes esenciales de su ecosiste-
ma), y resucitar a un neandertal nos ayu-
daria a saber mas cosas acerca de nuestra
mente, dado que podriamos compararla
con la suya, y ademas podriamos benefi-
ciarnos J;: tomar cosas prestadas de su
sistema inmunologico. dﬁ)ace falta algin
comentario? Soélo dos interrogantes por
mi parte (y eso dejandonos llevar por lo
que no es sino ciencia-ficcién): ¢Se han
preguntado nuestros autores si es iegitimo
utilizar como un mero instrumento de
investigacion a un miembro del género
Homo? ¢Se han preocupado lo mas mi-
nimo por el modo en que se sentiria un
ser asl viviendo entre nosotros? La res-
puesta en ambos casos es ‘no’. Lo mas
arecido a una justificacién ética de este
rankensteiniano empefio se nos da en la
pagina 143. Se trata de un argumento
que, pese a su manifiesta insolvencia, es
muy repetido por los tecno-entusiastas de
todo signo. Con todo ello —se aduce— no
hariamos mas que lo que ya hacen los
pajaros al construir sus nidos, o los casto-
res al construir sus presas, o las abejas al
construir sus colmenas: “reconstruir el
mundo de acuerdo con [nuestras] necesi-
dades y descos”.

El colofén digno del recorrido reali-
zado lo pone un “epilogo epigenético”
dedicado fundamentalmente al tema del
transhumanismo, esto es, al movimiento
filoséfico-cientifico que reivindica la ma-
nipulacion de nuestro genoma encami-
nada a un mejoramiento constante de
nuestra especie, hasta dar lugar finalmen-
te a una nueva especie posthumana, un
anhelado Homo excelsior, que nos sustituird
como dominadores de este planeta. Des-
pués de avisarnos de que no tiene sentido
prohibir nada de esto, porque frente al
desarrollo tecnologico las prohibiciones
son contraproducentes y nunca han fun-
cionado (afirmacion ésta que, digan lo
que digan, es susceptible de muchas ma-
tizaciones desde un punto de vista histo-
rico), nos proporcionan lo que ellos creen
que es un pequedio respiro: “Incluso si no
puede conocerse de antemano el ritmo
de crecimiento del progreso tecnolégico,
incluyendo la tecnologia genémica y la
marci;a hacia el transhumanismo, este
Erogreso esta al menos bajo el control

umano. Y esto deberia ser un pensa-
miento reconfortante” (p. 242). :Seguro?
A mi, personalmente, no me parece nada
reconfortante, sobre todo si el control

estuviera en manos asi.

Encuentros en la Biologia, 100, enero de 2005, pp. 27-28

.htm); Munoz-Chapuli, R. “;Ha creado Craig Venter vida en el laboratorio?”,

Encuentros en la Biologia, 130, septiembre-octubre 2010, pp. 52-53 (http: .
(2) Recientemente ha coordinado un segundo libro sobre este asunto: Schmidt M. (ed.) 2012, Synthetic Biology: Industrial and Env

(3) Si se quiere consultar una introduccion mas técnica (aunque clara) a los trabajos reales en biologia sintética, yo recomendaria la
lectura del libro de Geoff Baldwin et al., Synthetic Biology. A Primer, London: Imperial College Press, 2012.

J

Antonio Diéguez
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Bacterias a dieta

S. Vidal y S.T. Tapia-Paniagua
Investigadoras del Departamento de Microbiologia de la Universidad de Mdlaga
vidal@uma.es stapia@uma.es

Los cambios en nuestro estilo de vida de los ultimos tiempos, asociados a un mayor acceso a alimentos ricos en calorias,
estan contribuyendo de forma importante a la aparicion de una “epidemia” de diferentes trastornos metabdlicos en todo el
mundo. La incidencia de algunos de ellos, como la diabetes o la obesidad, se han convertido en un problema social en paises
desarrollados, siendo la situacidn ain mas dramatica en aquellos que estdn todavia en vias de desarrollo, ya que no pueden
hacer frente a los gastos econémicos que suponen la prevencion y el tratamiento de dichas enfermedades. Por tanto, en zonas
donde estos trastornos ya son predominantes, asi como en zonas donde estdn emergiendo con fuerza, es necesario identificar
los factores de riesgo y establecer nuevas dianas terapéuticas.

Los diferentes trastornos metabdlicos son el resultado de la suma de factores genéticos y ambientales. Se puede estimar
gue las mutaciones puntuales representan menos del 10% del fenotipo metabdlico general. El bajo impacto de la genética en
las metabolopatias es un indicativo de que la incidencia de la diabetes y de la obesidad en las Gltimas décadas esta ligada a
otras causas. En el caso concreto de la diabetes tipo Il es importante tener en cuenta que alcanza una frecuencia del 4,5% en
Europa, un 8-10% en EEUU, siendo su incidencia todavia mas elevada en el sur de Asia. Estos numeros se han duplicado en los
ultimos 20 afios sugiriendo que los cambios en nuestro genoma no son el Unico responsable de este aumento. Se han propues-
to numerosas hipdtesis para explicar esta tendencia. Entre ellas se encuentra la que sugiere la implicacion de la microbiota
intestinal del hospedador en estos trastornos metabdlicos.

La microbiota intestinal se puede contemplar como un érgano microbiolégico, que se compone de diferentes estirpes celu-
lares con capacidad de comunicarse entre si y con el hospedador. Esta formada por una gran cantidad de especies microbianas
que pueden llegar a alcanzar unos 100 billones de individuos, diferencidandose en 2000 especies distintas de las cuales el 90%
son pertenecientes a los Filos Firmicutes y Bacteroidetes. Ademas de consumir, almacenar y redistribuir energia, estos organi-
mos median fisiolégicamente reacciones quimicas importantes y puede mantenerse por si mismas a través de mecanismos de
division celular. A lo largo del tiempo, estas funciones metabdlicas y genéticas han hecho que se produzca una co-evolucion
entre el organismo hospedador y su microbiota, dando lugar a una serie de cambios necesarios para la supervivencia del indivi-
duo cuyo control es, ademds, esencial para la homeostasis del ser humano. Se ha podido calcular que un 50-55% del genoma
humano tiene una estrecha relaciéon con la comunidad microbiana, generando una fuerte dependencia genética.

Hay que tener en cuenta que cada bacteria vive, en condiciones normales, en una ecologia mutualista con el resto, por lo
tanto, un exceso o falta de nutrientes puede cambiar tanto el nimero como la actividad de una bacteria dada, o producir un
metabolito esencial o perjudicial para las bacterias “vecinas”. Un ejemplo bien conocido es la disponibilidad de oxigeno en la
parte distal del intestino, debido a que ha sido consumido por los microorganismos presentes en la parte anterior del tracto
gastrointestinal. Esto induce un profundo estado anaerdbico en el intestino distal, permitiendo por lo tanto sobrevivir a los
anaerobios estrictos. Ya son conocidas algunas de las importantes funciones que la microbiota puede ejercer en el intestino,
tales como la defensa contra patégenos e inmunidad, desarrollo de microvellosidades intestinales, fermentacién de fibra die-
tética no digerible (como el almidén u otros oligosacaridos), biotransformacion de los acidos biliares conjugados, sintesis de
algunas vitaminas (ej. B12 y K), etc. Pero cada vez son mas frecuentes los trabajos cientificos que relacionan la microbiota in-
testinal y su influencia en los distintos procesos metabdlicos que suceden en el hospedador, tales como la extraccion de energia
de los alimentos, por lo que una microbiota determinada puede contribuir al desarrollo de la obesidad, la diabetes y enferme-
dades cardiovasculares. Otros desequilibrios metabdlicos en los que se ha visto que esta implicada la microbiota son la celia-
quia o intolerancia al gluten, alergias o intolerancias alimentarias.

Para el estudio y comprensién de los efectos de la microbiota intestinal en la fisiologia y metabolismo de los mamiferos han
sido utilizados ratones gnotobidticos o libres de gérmenes. Estos ratones nacen sin microorganismos interstinales permitiendo
la manipulacién de la misma, y su intestino es colonizado con especies microbianas seleccionadas o comunidades enteras pro-
cedentes, incluso, del ser humano. De este modo se intenta examinar la trasmisién de fenotipos fisioldgicos y patoldgicos y
probar cual es el papel que tiene la microbiota en un fenotipo particular.

Con la intencidon de buscar evidencias del papel de la microbiota intestinal en la regulacion de la homeostasis energética del
hospedador, se llevaron a cabo los primeros experimentos con estos ratones para ver como se veian afectados por una dieta
alta en calorias. Se comprobd que los ratones gnotobidticos desarrollaron un 40% menos de grasa corporal que los controles,
mientras que éstos desarrollaban obesidad, intolerancia a la glucosa, y un patente cambio en la microbiota intestinal acompa-
flado de una endotoxemia metabdlica e hipersensiblidad a la insulina. Ademas, la induccién de la endotoxemia metabdlica por
inoculacioén de lipopolisacaridos o LPS de forma externa, los ratones control acumulan triacilglicéridos hepaticos, y desarrollan
resistencia a la insulina, diabetes de tipo Il y arterosclerosis. Por otra parte, hay estudios que demuestran que, ratones alimen-
tados con fibras prebidticas incrementan significativamente las concentraciones de Bifidobacterium spp. y presentan una mejor
tolerancia a la glucosa, probablemente por una mejor secrecién de insulina inducida por la misma, asi como una disminucion
del fendmeno de endotoxemia.

Otros estudios similares se estan llevando a cabo en organismos modelos como el cerdo, debido a que tienen tractos gas-
trointestinales y dietas parecidas a las de los seres humanos. En estos estudios se intenta manipular la microbiota intestinal con
vistas a una mejora de la salud y una mejor prevencién de las enfermedades. Los datos obtenidos hasta ahora indican que la
microbiota podria convertirse en diana para el tratamiento de muchas enfermedades metabdlicas afiadiendo en la dieta pro-
bidticos, que producen sustancias antimicrobianas (bacteriocinas) y que compiten por el mismo nicho biolégico que los patoge-
nos, previniendo la replicacién de microorganismos no deseables, o ingredientes alimentarios no digeribles (o prebidticos), que
estimulan la expansion de microorganismos especificos que mejoran la regulacién metabdlica. En humanos, las investigaciones
deben centrarse en las especies de la microbiota intestinal que mayor beneficio implican para la salud. Sin embargo, este traba-
jo no es facil porque la relacién de la microbiota con algunas de las enfermedades mencionadas no estan del todo claras; tam-
bién debido a que en una misma alteracién pueden estar implicados multitud de factores y porque las condiciones experimen-
tales son de muy dificil control, ya que el uso de antibiéticos, la actividad fisica, la dieta, el contenido de endotoxinas en el ali-
mento ingerido e incluso la frecuencia de comidas, puede afectar a la microbiota intestinal, al balance energético, y en ultima
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instancia, al metabolismo del individuo. Por todo ello, es muy complicado conseguir una poblacién homogénea sobre la que
estudiar los efectos individuales de la microbiota. Ademads, los muestreos se basan en técnicas no invasivas por lo que las mues-
tras mds comunes, sobre todo en humanos, se llevan a cabo mediante el estudio de la microbiota fecal. Sin embargo, muchas
de las funciones metabdlicas se producen en el propio epitelio del intestino delgado. Es precisamente en este tejido déode se
deberian analizar marcadores biolégicos microbianos presentes en estados saludables y en aquellos que sufren alguna altera-
cién metabdlica para, una vez identificados, estudiar por qué estan presentes en uno u otro estado y a qué propiedades se de-
be esa situacion con el fin de encontrar una aplicaciéon médicas futura.

Hoy en dia nos enfrentamos a una nueva era en la que tendremos que entender el papel de un drgano que tiene mas de 3
millones de genes: la microbiota intestinal. Es indudable que descifrar este metagenoma sera la base de muchos de los nuevos
enfoques terapéuticos para el tratamiento y la prevencion de las enfermedades metabdlicas y las correspondientes consecuen-
cias cardiovasculares, identificando nuevas estrategias ecoldgicas basadas en el uso de prebidticos, probidticos o incluso a tra-
vés del uso de antibidticos especificos. La identificacion de los genes eucariotas regulados por la microbiota intestinal también
debe ser un objetivo fundamental en el que centrarse para disefiar nuevas estrategias. Finalmente, la microbiota intestinal
debe ser considerada como un gran conjunto de antigenos y algunos de ellos podrian servir como la base de las estrategias
inmunoterapéuticas para prevenir o tratar estas enfermedades metabdlicas.

Endotoxemia metabdlica
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Figura 1: Representacion esquemdadtica de algunos de los procesos en los que estd
implicada la microbiota intestinal.
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En los dltimos 15 afios, la cuantificacion de la reaccion en
cadena de la transcriptasa inversa (RT-gPCR) se ha convertido en el
método mds utilizado para la cuantificacion de la expresion génica
(Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-212). Algunos de sus
caracteristicas han contribuido al uso tan extendido de esta meto-
dologia: i) es un ensayo en un solo paso, sin la necesidad de proce-
samiento post-PCR; ii) permite una comparacién sencilla entre
transcritos con un rango amplio de expresion (diferencias > 107
veces); y iii) utiliza el potencial cuantitativo implicito en una PCR
convencional, haciéndolo un ensayo tanto cuantitativo como cuali-
tativo (Bustin SA et al, Journal of Molecular Endocrinology, 2005,
34:597-601).

Los principios bdsicos de este popular método de anélisis son
un conjunto de asunciones que tratan de solucionar el problema
de la variabilidad asociada a cada uno de los pasos implicados en
la RT-gPCR. EI RNA se extrae, se estandariza y se retrotranscribe a
¢DNA. Se usan primers (cebadores) especificos para copiar y ampli-
ficar secuencias de interés en ciclos sucesivos de PCR hasta que la
fluorescencia empleada para monitorizar los amplicones resultan-
tes puede ser detectada. Finalmente, la fluorescencia observada
por ciclo se usa para calcular la cantidad/concentracion inicial del
transcrito de interés; ésta se normaliza o calibra en funcion de un
gen de referencia, caracterizado por mantener una expresién
contante en las condiciones experimentales analizadas. Cada uno
de estos pasos puede introducir sesgos y errores en el procedi-
miento (Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-212). Para
facilitar y viabilizar la comparacién de resultados entre los diferen-
tes experimentos y laboratorios, en 2009 se publicaron las MIQE
guidelines como un intento de estandarizar todos los pasos impli-
cados en la tecnologia de la RT-qPCR (Bustin SA et al, Clinical Che-

mistry, 2009, 55(4): 611-622). Aqui se simplifican las 85 recomen-
daciones incluidas en dicha publicacion en un diagrama que repre-
senta la RT-gPCR (figura 1). Las principales fuentes de variacién y
su posible solucion se discuten paso a paso.

1. Disefio experimental

El disefio de experimentos bioldgicos es el paso mds impor-
tante en el uso de la RT-qPCR. El tipo de tejido empleado y la
forma de obtenerlo determinaran la calidad y la fiabilidad de la
muestra y los requerimientos para la normalizacién de los resulta-
dos analizados. La estrategia de maximizacion de genes o de
muestras se ha descrito como una estrategia de optimizacion para
determinar eficientemente diferencias entre las muestras tratadas
y los controles (Hellemans J et al, Genome Biology, 2007, 8:R19).

2. Extraccion del RNA

El mercado ofrece diferentes métodos de extraccion de RNA y
los usuarios pueden elegir la opcion mds adecuada para su expe-
rimento (sales de guanidinio tipo Trizol, columnas de silica-gel,
Cell-to-Ct kits, entre otros). Tras la extraccion, se analizan tanto la
calidad como la cantidad de RNA usando métodos espectrofoto-
métricos (Nanodrop, 2100 Bioanalyzer-Agilent Technologies, Expe-
rion-Biorad). Tradicionalmente, la estabilidad del RNA ribosomal
(rRNA) se ha considerado como una medida razonable para definir
una extraccion de RNA como 6ptima mediante un andlisis en geles
de electroforesis. Sin embargo, este punto de vista ha sido puesto
en duda recientemente (Vermeulen et al, Nucleic Acids Research,
2011, 39(9):e63). La variabilidad asociada a este paso se puede

Figura 1. Esquema del flujo de trabajo de un experimento de la
reaccion en cadena de la transcriptasa inversa (RT-aPCR).

1 Disefio experimental
(tratamientos, controles,
Tipos de tejido, métodos a usar,
requerimientos de normalizacién)

2. Extraccion del RNA

(andlisis de la cantidad y de la
calidad, inhibidores de la PCR)

3. RT-PCR

(QligodT vs RP,
Enzima, protocolo)

6. Andlisis estadistico

5. Andlisis de los datos
(background,, (o8 eficiencia (E),
umbral, N, )

4. Corriendo la RT-gPCR

(SYBR vs HP, genes de referencia, disefio de
primers, concentracién de primers,
programa de la reaccién)
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reducir usando el mismo método para todas las muestras analiza-
das.

3. RT-PCR

La mayoria de los usuarios obtienen ¢cDNA a partir del RNA
extraido y es en este paso donde se suele normalizar la cantidad de
material de partida. Aqui se puede elegir entre diferentes primers
para transformar el RNA en cDNA (oligo-dT, random primers o una
mezcla entre ambos — Bustin et al, Journal of Molecular Endocrino-
logy, 2005, 34: 597-601) al igual que entre diferentes protocolos
de RT-PCR (Stahlberg A et al, Clinical Chemistry, 2004, 50(3): 509-
515). La eficiencia de la RT-PCR es una fuente de variacion muy
importante en la tecnologia de la RT-qPCR (Kitchen RR et al,
Methods, 2010, 50(4): 231-236), ya que es clave asegurarse de que
la enzima recorre todo el molde de mRNA, generando un set de
transcritos representativo del transcriptoma de la muestra.

4. Corriendo la RT-qPCR

En este paso, el disefio/eleccion de primers (contenido en GC,
secuencia del transcrito
molde, longitud del
amplicén); su optimiza-
con (temperaturas de
melting y de annealing) y
estandarizacion; el proto-
colo de la termocicladora;
y la master mix que se va
a usar son, entre otros
aspectos, absolutamente
esenciales. Existen mu-
chas aplicaciones, como
Primer3Plus o RTPri-
merDB, ayudan al usuario
a disefar y estimar la
combinacion dptima de
primers. La concentracion
de los primers afecta de
forma muy directa a la
linea base de fluorescen-
cia (baseline) (Ruijter JM
et al, Nucleic Acids Re-
search, 2009, 37(6): e45),
que es, como se verd mas
adelante, clave en la co-
rrecta estimacion de los
niveles de expresion del
transcrito de interés. Otro
de los factores que pue-
den introducir mayores
fuentes de variacion en el
resultado final de la RT-
qPCR es la eleccion de los
genes de referencia.
Normalmente, es necesa-
rio seleccionar genes de
referencia para cada
andlisis, pero dado que
hay ocasiones donde
tanto econémica como
técnicamente esto no es
posible, se recomienda el
uso de al menos dos
genes de referencia por
ensayo (Vandesompele J,
et al, Genome Biology,
2002, 3(7):
research0034.1-0034.11).

X = veces que difieren entre si

muestras control y tratadas

Transcrito de interés: N, 1 = Nq / E;C9T ’
Gen de referencia: Ny g = Nq’R/ERquRJ

Si Nq,T= Nq,R = ERCQ,R/ETCQ,T =

Verano 2013

5. Analisis de los datos de la qPCR

La cinética basica de la reaccion de PCR se describe como Nc=
No x E¢ donde la cantidad de amplicn en el ciclo ¢ (N) es igual a la
cantidad inicial de molde, No, multiplicada por la eficiencia de la
PCR (E) elevada al nimero de ciclos (c). Después de ajustar el
umbral de fluorescencia (Ng) y determinar el nimero de ciclos
necesario para alcanzar dicho umbral (C), la ecuacin de la cinéti-
ca puede ser invertida, lo cual permite el calculo del No a partir del
umbral, de la C y de la eficiencia de la PCR (E): No = No/E%. Todas
las ecuaciones generalmente empleadas en cuantificaciones tanto
absolutas como relativas de expresion génica derivan de esta
ecuacion basica (ver tablas 1y 2).

Hoy en dia, la mayoria de las termocicladoras de qPCR del
mercado estiman el pardmetro (g por cada reaccion y amplicén.
Este valor se calcula en relacién al umbral elegido por el usuario
(generalmente, el software de dichas méquinas permite ajustar un
umbral de fluorescencia (Ng) tanto de forma manual como de
forma automética). Con el valor de Cq obtenido usando una dilu-

TABLA 1. Ecuacion basica de analisis de qPCR y calculo
de la expresion relativa del transcrito de interés.

 ratio de expresion por muestra

Ratio= Ny 7/ Nyr = (Nq‘ +/ E;aT) (Nq,R/ E-C9R)

asumiendo E, = E, == E(CaR- Cq.T)

asumiendo E=2 ™= 2(CaR- CaT)

TABLA 2. Ecuaciones para calcular las diferencias de
expresion entre las muestras control y las tratadas.

los niveles de expresion entre ——

X =2(CaR-CaT) oearep / 2(C9R- CaT)oonmroL

X = 2-08¢Ca Livak, Methods, 2001

X= (ERCq'R/ ETCq'T)TREATED / (ERCq‘R/ ETCq'T)CONTROL

X = E(CaT.C- CqTTr) [ E_(CARC- CaRT)  piaffl, NAR, 2001

X= (NO,T / NO,R)TREATED / (NU,T / NO,R)CONTROL
Ruijter, NAR, 2009
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cion seriada, también llamada curva estandar, el software o el
usuario estiman la eficiencia de cada amplicén.

Para calcular las diferencias entre las condiciones control y
experimentales, la mayoria de los usuarios usan la ecuacién 2-24C
(Tabla 2, linea superior; Livak K and Schmittgen TD, Method, 2001,
25:402-408) e ignoran la eficiencia real obtenida en la PCR, asu-
miendo que esta tiene un valor constante de 2. Otros usuarios usan
una cuantificacion relativa de la eficiencia (se denomina eficiencia
corregida) (Tabla 2, sequnda linea; Pfaffl M et al, Nucleic Acids
Research, 2001, 29(9): 2003-7). Sin embargo, la cantidad de trans-
crito de interés por muestra y amplicén puede ser calculada como
NO = Ng/ECa y normalizada con los niveles de expresién de los
genes de referencia; los cdlculos de las diferencias de expresion del
transcrito de interés pueden ser estimados a partir de los valores
de No, lo cual evita la asuncion de que la eficiencia de la PCR es
constante (Tabla 2, Iinea de abajo; Ruijter JM et al, Nucleic Acids
Res, 2009, 37(6): e45).

6. Analisis estadistico

Tras el cdlculo de la expresién relativa de los genes por cada
réplica experimental, la comparacion estadistica entre 2 condicio-
nes bioldgicas distintas se realiza mediante un andlisis de t-Stu-
dent (para distribuciones normales) o un test de U de Mann-Whit-
ney (para distribuciones no normales). Para comparar 3 grupos o
mds, se recomienda el uso del ANOVA, conjuntamente a un andlisis
post-hoc como el test de Tukey, o el test de Kruskal-Wallis. Para
estudiar la dependencia entre genes y condiciones experimentales
también se pueden realizar andlisis de correlacion y agrupaciones
homogéneas.

Con el objetivo de minimizar todas estas fuentes de variacion
potenciales, la mayoria de los usuarios usan el mismo método de
extraccion del RNA; fijan los criterios de calidad para el andlisis de
éste; emplean el mismo protocolo para la RT-PCR; y usan los
mismos genes de referencia.

Las compaiias que comercializan productos de RT-qPCR reali-
zan un gran esfuerzo para facilitar el uso de esta tecnologia a
todos los usuarios y ofrecen muestras control, manuales de uso
sencillos, soporte de problemas y dudas y organizan constante-
mente cursos o seminarios de formacion para el disefio de este
tipo de experimentos (Baker M, Nature Methods, 2011, 8(3): 207-
212). A pesar de que se usan diferentes maquinas, aplicaciones y
de que existe un mercado amplio de reactivos, toda la informa-
cion dada tiende a facilitar la labor del usuario final para que éste
solo tenga que seguir el camino de baldosas amarillas, que le
Ilevard hasta el deseado Mago de Oz: el valor de la No.

Cq, Ey No

Como se ha comentado previamente, los valores de Cg, Ey No
estan estrechamente relacionados entre si (figura 2). Sin embar-
go, se han descrito muchos métodos que estiman estos pardme-
tros a partir de los datos de amplificacién obtenidos. Es muy
importante destacar como estas diferentes aproximaciones afec-
tan al resultado final de expresion relativa del transcrito de interés
en el andlisis de la RT-qPCR.

La aplicacion de las ecuaciones citadas en la figura 2 para el
cdlculo de N desde Ng, Cq y E es matematicamente idéntica al uso
de la ecuacién de la cinética de la PCR en el ciclo 0 de amplifica-
cion. Esto es mas intuitivo cuando se representa la fluorescencia

Figura 2. Curvas de amplificacion e ilustraciones de los calculos de la cantidad de
transcrito de interés a partir de la cuantificaciéon umbral y de los valores de la C_y de
la eficiencia de la PCR.
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0.1
0.01
No
0.001 .
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Se muestran grupos de dos réplicas experimentales de
curvas de amplificacion donde la eficiencia de la PCR de
una réplica (en rojo) fue inhibida al afiadir primers
modificados en 3’que previenen la elongacion. La
pérdida de eficiencia de la PCR conlleva un incremento
del valor de la C,. Los datos son obtenidos desde la base
de datos competimer (http://qPCRDataMethods.hfrc.nl).
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producida en un eje logaritmico: la regién recta de la fase expo-
nencial presenta una pendiente igual a log (E) y su extrapolacién al
ciclo 0 da el valor No (figura 2).

La figura 2 muestra un experimento en el cual dos grupos de
datos presentan la misma concentracion del transcrito de interés,
pero a uno de los grupos se le aplica una inhibicién de la PCR (linea
roja). Esto genera una eficiencia de amplificacion menor, lo que
conlleva un valor mas alto de Cq. Sin embargo, al calcular el valor
de No con la ecuacién No = Ng/EC. la diferencia del valor de la Cq es
compensada por el 9% de diferencia en la eficiencia de la PCR, sin
afectar, por tanto, a la cuantificacion observada del transcrito de
interés. Desde otro punto de vista, a pesar de las fuertes diferen-
cias entre las eficiencias de la PCR, el investigador determina el
valor correcto de No en ambos grupos de réplicas. Asi, si a la hora
de indicar el valor de (4 se hubiese asumido una eficiencia cons-
tante, se hubiesen obtenido diferencias significativas NO REALES
entre los dos grupos de andlisis.

Este ejemplo muestra que es absolutamente esencial para el
investigador estar seguro sobre la estimacién de los parametros de
[a RT-gPCR, especialmente del valor de la eficiencia de cada trans-
crito de interés. Los autores recomendamos ir un paso mas alla: las
MIQE indican cdmo describir los valores de Cq y de la eficiencia, que
los investigadores usardn principalmente como medida de la
calidad del experimento. Sin embargo, el objetivo de un experi-
mento de qPCR es determinar la cantidad del transcrito de interés,
que se deriva del valor de la (q individual tanto como de cada
eficiencia de la PCR de cada transcrito. Describir sélo los valores de
(q, dejando fuera los de su eficiencia asociada, hace ignorar la
dependencia de la qPCR a la eficiencia y puede llevar a resultados e
interpretaciones errdneas. El valor de la eficiencia de la gPCR no
solo es una propiedad del ensayo, sino un parametro esencial en el
cdlculo correcto de la cantidad de transcrito de interés.

LinRegPCR: el camino de baldosas
amarillas

Tal y como hemos demostrado previamente, la eficiencia de la
gPCR es un pardmetro esencial y muy sensible a la hora de obtener
un valor correcto de No. Se han publicado diferentes métodos que
obtienen los pardmetros de interés a partir de la curva de amplifi-
cacion; todos estos métodos de analisis emplean diferentes algo-
ritmos/aproximaciones para analizar las curvas de amplificacién y
determinar tanto la eficiencia como otros parametros (Ruijter J et
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al, Methods, 2013, 59(1): 32 - 46). Entre todos los pardmetros que
afectan fuertemente a la eficiencia, y en menor medida a la Cy, el
mas importante es la correccion de la linea de referencia de la
fluorescencia (baseline) (Ruijter J et al Nucleic Acids Res, 2009,
37(6): e45). En base a esta premisa, nosotros recomendamos el
uso del programa LinRegPCR (Ruijter J et al, Nucleic Acids Res,
2009, 37(6): e45) para analizar las curvas de amplificacion de la
RT-qPCR por tres razones principales:

1. LinRegPCR se basa en una sustraccion de la linea base de
fluorescencia que busca reconstruir la regién lineal de la fase ex-
ponencial de una forma menos variable que la linea base dada por
el sistema de la PCR después de que el usuario haya definido la
fase de suelo de la reaccion.

2. El programa define una ventana de datos que determina la
minima variacion observada de la eficiencia de la PCR por ampli-
On y del Gy por reaccion. Estos ajustes son automaticos, répidos y
facilmente aplicables.

3. El programa genera pruebas de calidad basadas en el andli-
sis de cada curva de amplificacion. Adicionalmente, el usuario
puede seleccionar manualmente los puntos mds alejados de la
media como consecuencia de un fallo durante la PCR en compara-
cion con el resto de datos.

Estas tres propiedades del programa permiten al usuario
obtener el valor real del No por amplicn y por muestra de una
forma muy intuitiva.

En resumen, concluimos que la determinacion de la eficiencia
de la PCR es al menos tan importante como determinar la Cq para
llegar al valor real del No. Determinar la eficiencia con el programa
LinRegPCR es tan sencillo como sequir el camino de baldosas
amarillas: buscar la fase exponencial de la curva de amplificacion
de cada transcrito de interés para obtener el valor real de No.

........................................................................................................................




