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[lustrisimo Sr. Presidente de la Academia Asturiana de Ciencia e Ingenieria (AACI),
[lustrisimos Sefiores Académicos,

Autoridades, compafieros, familiares y amigos,

Seforas y sefiores,

Es para mi un honor y supone una gran satisfaccién estar hoy ante ustedes para
presentar mi discurso de entrada en la Academia Asturiana de Ciencia e Ingenieria
(AACD)-

1. Centrando el tema

J

“La vida no es un problema a resolver, sino una realidad a experimentar.”
Soren Kierkegaard (1813-1855)

El discurso que voy a presentar se basa en mi experiencia de mas de 40 afios como
profesora de Microbiologia en la Facultad de Biologia de 1a Universidad de Oviedo y
en la investigacién que llevé a cabo durante ese tiempo, principalmente en esta
Universidad, pero también en el Instituto John Innes de Norwich, Inglaterra y en la
Facultad de Biologia y Quimica de la Universidad de Osnabriick, Alemania. Incluye,
por ello, dos partes diferenciadas: una amplia revisién sobre los procariotas (esto
es, bacterias y arqueas) y los virus, que son objeto de estudio de la Microbiologia,
seguida de una exposicion de mis limitadas aportaciones a su amplisimo mundo.

La primera parte describira la larga trayectoria de procariotas y virus en la Tierra,
destacando su indiscutible contribucién a la aparicién de ese “algo” tan dificil de
definir que denominamos vida. Veremos cdmo, desde su aparicion en los albores del
tiempo, los procariotas han conseguido perpetuarse, llegando a colonizar
practicamente cualquier lugar y ejerciendo un extraordinario impacto sobre la
Tierray sus habitantes. Se sirven para ello de la enorme plasticidad de sus genomas,
asociada a los procesos de mutacion y transferencia genética horizontal, utilizando
con impecable maestria la seleccién natural de Darwin.

2. El misterioso trayecto hacia la vida

“El secreto del cambio es enfocar toda tu energia, no en luchar contra lo viejo,
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sino en construir lo nuevo.”
Socrates (470-399 aC)

2.1. Preparando el escenario

Pocos temas resultan tan apasionantes y al mismo tiempo tan dificiles de abordar
mediante el método cientifico como los relativos a los origenes del universo y de la
vida. Estos temas, clave para intentar comprender quiénes somos y de ddénde
venimos, han sido planteados desde que el hombre es hombre. Comenzando en la
antigiiedad, todas las civilizaciones han ideado relatos mitolégico-religiosos que
atribuyen el origen del universo, la vida y muy especialmente el primer ser humano,



a la acciéon deliberada de un Dios creador -o de mas de una deidad- (Figura 1). En
general, todos ellos parten del desorden, del caos, siendo el creador (o creadores) el
(los) encargado(s) de imponer el orden.

Figura 1. Detalle de la Creacion de Adan (Fresco de la Capilla Sixtina. Ciudad del Vaticano. Miguel
Angel Buonarroti; 1475-1564).

A pesar del tiempo transcurrido desde los primeros intentos de explicar nuestros
origenes y de los increibles avances cientifico-técnicos, los conocimientos actuales
sobre el origen del universo y de la vida son todavia inciertos. En cuanto al inicio del
universo, la teorfa del Big Bang, que esla méas aceptada, lo sittia hace 13.800 millones
de anos (Ma). Fue entonces cuando una singularidad infinitamente pequeia, densa,
extremadamente caliente y matematicamente paradoéjica, comenzé a expandirse
(Figura 2) generando una gran cantidad de energia y materia, separandolo todo y
creando a la vez el espacio y el tiempo [1]. Para mi, que soy bi6loga y no astrofisica,
esa minuscula singularidad resulta tan abstracta e incomprensible como el caos de
los griegos, que era “todo y nada a la vez y contenia el principio de todas las cosas”.

Figura 2. El Big Bang y la expansién del Universo (izquierda; tomado de Wikipedia). Reinterpretacién
artistica del sistema solar temprano, donde la colisién entre particulas en un disco de acrecién
condujo a la formacioén los planetas (derecha; tomado de NASA/JPL-Caltec).

Consumidos aproximadamente dos tercios del tiempo total del Universo, hace
unos 4600 Ma, tuvo lugar la formacién del sistema solar donde se encuentra la
Tierra. De acuerdo con la hipétesis nebular, este sistema planetario se origind a
partir de una densa nube giratoria de polvo y gas interestelar que sufrié un colapso
gravitacional posiblemente a consecuencia de la onda de choque creada por una
supernova, esto es, por la explosidn de una estrella masiva [2]. Como resultado del



colapso, la mayor parte de la masa (mas del 99%) se concentré en el centro de la
nube, originando el Sol. Al compactarse la masa, el aumento de la presién en el
interior desencadend la fusién nuclear, combinandose los &tomos de hidrégeno para
formar helio, desprendiendo ingentes cantidades de radiacién electromagnética. La
acrecién gravitacional de acimulos menores de materia, que habian quedado
aplanados en un disco protoplanetario girando en torno al centro, dio lugar a los
planetas, incluida la Tierra cuya edad se calcula en 4567 Ma, junto con otros cuerpos
celestes [3]. Después de la fase principal de acrecién el planeta comenzé a
diferenciarse, completandose la formacién del nucleo, el manto y la corteza hace
aproximadamente 4530 Ma [3]. Esta fecha marca generalmente el inicio del eén
Hadico o Hadeico, el mas antiguo de los cuatro eones en que se divide el tiempo
geoldgico de la Tierra. Los otros tres son el Arcaico, el Proterozoico y el Fanerozoico
(Figura 3).
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Figura 3. Eones en que se divide el tiempo geolégico de la Tierra y principales hitos ocurrido en cada
uno de ellos (modificado de [4]).

En los comienzos del Hadico, la colisién de la proto Tierra con un cuerpo gigante,
un planetesimal del tamafio de Marte denominado Tea, dio lugar a Luna [3]. El
impacto con Tea habria generado suficiente energia como para vaporizar porciones
significativas de la corteza y el manto, provocando ademads la formacién de un



océano de magma. Los violentos impactos de la tierra y la luna tempranas con
grandes asteroides persistieron durante 4250-3870 millones de afios convirtiendo
al Hadico en un mundo inhabitable, infernal, con la superficie parcialmente fundida,
intenso vulcanismo y temperatura elevada. En alusién a ello, su nombre deriva de
Hades, el dios griego del inframundo (Figura 4).

Figura 4. Reinterpretaciéon del aspecto de la Tierra durante el edn Hadico, sometida a un intenso
vulcanismo, descargas eléctricas, fuegos y colisiones con otros cuerpos celestes (izquierda; tomado
de Wikipedia). Estatua de Hades con Cerbero (derecha; Museo Arqueoldgico de Creta).

Las condiciones extremas de la Tierra primordial, incluida su elevadisima
temperatura, se mantuvieron durante mas de 200 Ma. Por entonces el agua ya
estaba presente, procedente mayoritariamente de fuentes exégenas, esto es, de
cometas y asteroides helados que colisionaron con la tierra en un estadio posterior
a su formacién conocido como acrecién tardia. Sin embargo, debido a la elevada
temperatura, en un principio solo habria existido en estado gaseoso. Después la
temperatura comenzo6 a disminuir, con lo que el agua pudo condensarse dando lugar
a los océanos. En cuanto a la atmdsfera primordial de la Tierra, se piensa que se
perdidé a raiz del impacto que originé la Luna y que la atmédsfera subsecuente
(secundaria) se formo a consecuencia de la desgasificacién volcanica combinada con
el aporte exdgeno de compuestos volatiles durante la acrecién tardia. Esta
atmoésfera habria sido menos densa que la actual, andéxica y compuesta
mayoritariamente por diéxido de carbono (CO2) y nitrégeno molecular (N2), junto
con algo de hidrégeno (Hz), vapor de agua, sulfuro de hidrégeno (HzS) y diéxido de
azufre (SO2) [3]. Gases reducidos, como metano (CH4), monoéxido de carbono (CO) y
amoniaco (NHs), que son mas favorables para la sintesis de compuestos organicos,
podrian haberse generado de manera transitoria, debido a descargas eléctricas o
impactos con material rico en hierro durante la acrecién tardia. Por ejemplo, el
hierro reaccionaria con el agua dando Hz que, a su vez, reduciria al CO2 produciendo
CH4 [5].

De cualquier manera, el tiempo estimado para la disminucién de la temperatura
ylaaparicion del agua liquida sugiere que solo unos 300 Ma después de la formacion
de la Tierra ya podrian haber existido condiciones permisivas para la vida [3]. Esas
condiciones, aunque incompatibles con las formas de vida mas complejas existentes
en la actualidad, crearon el escenario para su aparicion.



2.2. La gran transicion

A raiz de su formacién, durante un periodo de tiempo sorprendentemente breve
no existio6 vida en la Tierra; después aparecié. Para intentar explicar la
extraordinaria transiciéon de lo inanimado a lo animado se pueden considerar, de
manera simplificada, dos etapas: la etapa prebidtica y la etapa protocelular que
finalmente desembocaron en LUCA (Last Universal Common Ancestor), el
antepasado comun de todas las formas de vida celular que han llegado a nuestros
dias.

2.2.1. La etapa prebiética

En una especie de generacién espontanea se asume que la vida surgi6 a partir de
una mezcla inanimada de compuestos quimicos presentes en la tierra primitiva.
Bajo condiciones favorables, estos compuestos reaccionarian para formar las
moléculas esenciales para la vida, conocidas como bidticas.

La cuestiéon de cémo se sintetizaron las moléculas bidticas en condiciones
abiédticas se abord6 por primera vez en la década de 1920, cuando el bioquimico
ruso Alexander Ivanovich Oparin (1894-1980) y el bi6élogo evolucionista britanico
John Scott Haldane (1860-1936) propusieron la teoria quimiosintética [6, 7]
(Figura 5). De acuerdo con ella, los ingredientes quimicos necesarios para la vida
podrian haberse originado a partir de gases reducidos, como hidrégeno, metano y
amoniaco, presentes de manera transitoria en la atmoésfera primitiva. Como
catalizadores podrian haber actuado la energia solar, la energia eléctrica de las
tormentas y/o el calor de las erupciones volcanicas. La teoria quimiosintética gané
credibilidad décadas mas tarde, cuando los quimicos Stanley Miller y Harold Urey
de la Universidad de Chicago llevaron a cabo el famoso experimento que permiti6 la
creacién de diversos compuestos organicos, mediante el calentamiento y la
aplicacion de descargas eléctricas a una mezcla de gases reducidos [8, 9] (Figura 5).
El experimento Miller-Urey constituyo el punto de partida de una nueva disciplina,
conocida como Quimica Prebidtica o Abidtica, que resulta fundamental para
investigar como surgié la vida a partir de una mezcla inanimada de compuestos
quimicos [10]. Desde entonces se han conseguido importantes avances en la sintesis
de compuestos organicos esenciales para la vida, incluyendo fosfolipidos, azticares,
nucleétidos y aminoacidos (Figura 5), bajo condiciones prebiéticas plausibles [11,
12]. Cometas, meteoritos y particulas de polvo interplanetario también habrian
aportado compuestos organicos a la Tierra primitiva [10]. La aparicién de las
primeras células debié ocurrir alli donde estuvieran presentes todas estas
moléculas, después de un periodo de ganancia en complejidad, incluyendo la
formacion de biopolimeros (RNA/DNA y proteinas) y la interacciéon molecular
dando lugar a proto metabolismos. Se ha demostrado experimentalmente que redes
de reacciones quimicas, similares a las que operan en el metabolismo celular actual,
pueden ocurrir fuera de las células, en ausencia de genes y enzimas, utilizando
metales como catalizadores [13, 14]. De hecho, metales y minerales se han



propuesto como catalizadores del metabolismo prebidtico, encargados de disminuir
la energia de activacion, esto es la energia necesaria para que una reaccién tenga
lugar. Se piensa, por ejemplo, que minerales de hierro y azufre podrian haber
desempefiado un papel esencial, dada su abundancia en la Tierra primitiva y su
semejanza estructural con los clisteres Fe-S ampliamente representados en
enzimas actuales [3].
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Figura 5. Cientificos clave en el inicio de los estudios de quimica prebiética (izquierda). Compuestos
quimicos y rutas de sintesis prebiética de biomoléculas esenciales para la vida, que intervienen en
compartimentalizacidn, replicacién y metabolismo (derecha; modificado de [11]).

En cuanto a la energia, la molécula primaria utilizada para alimentar la vida
celular en nuestros dias es el ATP (adenosina trifosfato). Aunque la sintesis de ADP
(adenosina difosfato) y ATP en condiciones prebidticas ha sido demostrada, es
improbable que estos compuestos fueran suficientemente estables o se hubieran
generado en cantidades suficientes para sustentar las reacciones metabolicas a
partir de fuentes abidticas. Como moléculas alternativas se han propuesto el
acetilfosfato y tioésteres [13]. Ademas, gradientes geoquimicos de pH, temperatura,
salinidad, etc. podrian haber actuado como fuentes de energia en Tierra prebiética
[15, 16].

2.2.2. La etapa protocelular

En un determinado momento, los componentes necesarios para la vida
consiguieron aislarse en compartimentos, donde el medio interno quedé separado
del medio externo por una barrera (Figura 5). La compartimentalizacién constituyé
un hito esencial en el camino hacia LUCA. En términos de metabolismo, la separacién
de los dos medios permite la concentracién de reactivos en el interior,
incrementando la tasa de catdlisis. Las diferentes condiciones a ambos lados de la
barrera pueden ser controladas mediante permeabilidad selectiva e intercambios
regulados, asegurando el suministro de componentes al sistema y la salida de
residuos. Ademas, la barrera constituye una interfaz privilegiada para la formacion



de gradientes que pueden ser explotados para generar energia [12, 17, 18]. Por otro
lado, el hecho de tener un sistema separado del medio externo permite el
establecimiento y mantenimiento de una identidad propia.

En células modernas, las barreras que crean los compartimentos contienen
acidos grasos unidos a glicerol mediante enlace éster, tanto en bacterias como en
eucariotas, mientras que las arqueas presentan cadenas isoprenoides hidrofébicas
unidas a glicerol por enlaces éter. Sin embargo, dada la complejidad de estos
compuestos, es posible que los compartimentos prebiéticos estuvieran delimitados
por otros mas sencillos, como acidos grasos y alcoholes de cadena larga,
monoalquilfosfatos y dialquilfosfatos. De hecho, la hidrataciéon de la mezcla de
alguno de estos compuestos anfipaticos en condiciones prebio6ticas plausibles
genera bicapas de membrana y vesiculas gigantes multilaminares que podrian
encapsular biomoléculas [12].

Junto con la compartimentalizacién y el metabolismo, la replicaciéon es otra
propiedad esencial de la vida celular (Figura 5). Dependiendo de cudl de estas dos
dltimas funciones se considere anterior, existen dos teorias dominantes que
pretenden delinear el camino hacia las primeras formas de vida que precedieron a
la apariciéon de LUCA, la teoria del “Mundo RNA” y la teoria del “Metabolismo
primero” [19].

El concepto del “Mundo RNA”, apoyado en el descubrimiento de RNAs cataliticos
o ribozimas, predice que la vida evolucioné a partir de moléculas de RNA (o muy
similares) con capacidad auto replicativa y catalitica [20-22]. Teniendo en cuenta la
complejidad estructural de los acidos nucleicos, el mundo RNA debié estar
precedido por una cuantiosa quimica prebidtica. Por otro lado, la hipdtesis de
“Metabolismo primero” establece que las rutas metabodlicas precedieron a los acidos
nucleicos portadores de la informacién genética [23]. Las reacciones quimicas
habrian quedado embebidas en una red de ciclos autosostenibles que
progresivamente aumentarian en complejidad.

3. De Reinos y Dominios: el arbol de la vida (celular)

”

“Llamamos caos al orden que todavia no comprendemos.
Edward Lorenz (1917-2008)

Actualmente no existen dudas de que la vida celular surgid en el marco del mundo
procariota, esto es, de células sin ntcleo -el término procariota significa literalmente
anterior al nucleo- que sorprendentemente adquirieron la capacidad de vivir.
Durante muchisimo tiempo -a escala geoldgica- los procariotas fueron los Unicos
habitantes de la Tierra, y durante mucho tiempo -a escala humana-, todos ellos
fueron considerados una unidad. De hecho, hasta finales de los la década de 1990,
los organismos celulares se distribuyeron en cinco Reinos: Animalia, Plantae,
Fungae, Protista y Monera, agrupando este ultimo a las bacterias que eran los tinicos



procariotas entonces conocidos. Los organismos eucariotas con nucleo
diferenciado: animales, plantas, hongos y protistas, se repartian entre los otros
cuatro Reinos [24].

La unidad de los procariotas se rompid a raiz de los estudios cruciales de Carl
Woese, que condujeron al descubrimiento de las arqueas, denominadas
originalmente arqueobacterias. Con anterioridad, habia sido Linus Carl Pauling el
primero en proponer que las secuencias de los acidos nucleicos y las proteinas
podian servir para establecer las relaciones evolutivas existentes entre los seres
vivos, esto es, su grado de parentesco [25]. Pauling también introdujo el término
“cronémetro molecular” para referirse a estas secuencias. Por ello se considera el
padre de la Filogenia molecular, disciplina que permite descifrar la historia de la
vida incluso en ausencia de restos fésiles y que ha revolucionado la identificacién y
clasificacidn de los seres vivos. Identificacién, nomenclatura y clasificacién son los
pilares basicos de la Taxonomia, cuyo objetivo es poner orden a la diversidad,
inmensa y aparentemente caotica, de los seres vivos.

La propuesta de Pauling fue recogida por Woese, que utilizé los genes que
codifican los RNA ribosomales (RNAr) 16S de procariotas y 18S de eucariotas como
cronémetros moleculares para construir el arbol filogenético de los organismos
celulares [26]. En base a ello, Woese derroté a los cinco reinos vigentes hasta el
momento, distribuyendo los organismos celulares en tres Dominios (siendo el
Dominio la categoria taxondmica de orden superior en Biologia): Bacteria, Archaea
y Eucarya (Figura 6).

Eucarya

Bacteria Archaea

Bacteria

L. Margullis en la Facultad de Biologia
de la Universidad de Oviedo
Marzo 2008

Figura 6. Arbol de la vida de tres dominios (parte superior izquierda) propuesto por Carl Woese
(parte superior derecha) y arbol de la vida de dos dominios (parte inferior izquierda) mostrando las
simbiosis que dieron lugar a las mitocondrias (linea discontinua roja) y los cloroplastos (linea
discontinua verde), de acuerdo con la teoria propuesta por Lynn Margullis (parte inferior derecha);
(elaboraciéon propia basada en https://www.rsb.org.uk/biologist-features/going-back-in-genes).



Los dos primeros, Bacteria y Archaea, son mayoritariamente unicelulares y
carecen de nucleo, esto es son procariotas, pero se diferencian en importantes
propiedades quimicas, genéticas y metabdlicas. El tercer Dominio retne a todos los
organismos eucariotas (que si tienen ntcleo, donde almacenan casi todo el material
genético). Pueden ser unicelulares o multicelulares y comprenden seres vivos tan
diversos como hongos, protozoos, algas, plantas, insectos, peces, reptiles, aves,
animales, seres humanos y un largo etc. Los estudios de Woese permitieron también
identificar las principales ramas, esto es los filos o linajes, dentro de dominio. En la
raiz del arbol se sitia LUCA, término acufiado por Woese para designar al
antepasado comun de todas las células actuales, que apareci6 en la Tierra hace unos
4000 Ma. Un concepto relacionado con LUCA es FUCA (First Universal Common
Ancestor), primer antecesor comun universal no solo de las células que llegaron a
nuestros dias, sino también de células primitivas ya extinguidas [27].

Aunque el arbol de Woese ya reflejaba una mayor afinidad de los eucariotas con
las arqueas que con las bacterias, los considera sin embargo tan radicalmente
diferentes como para separarlos en su propio Dominio. Sin embargo, considerados
alaluz de la teoria endosimbiotica de Lynn Margullis [28], el descubrimiento de las
arqueas Asgard junto con analisis filogenémicos condujo a la propuesta del arbol de
la vida de dos Dominios: Bacteria y Arquea [29] (Figura 6). Las arqueas Asgard,
pertenecientes a un nuevo superfilo, se denominaron asf en honor al reino de los
dioses nordicos. Fueron descubiertas en un campo de respiraderos hidrotermales
situados entre Groenlandia, Islandia y Noruega en el Atlantico Norte y conocidos
colectivamente como Castillo de Loki [30] (Figura 7). El superfilo Asgard contiene
los parientes vivos mas préximos a los eucariotas actuales, que habrian surgido a
partir de una de estas arqueas o de un antepasado suyo, hace 1900-1600 Ma. De
hecho, el andlisis gendmico de las arqueas Asgard revel6 la existencia de proteinas
que hasta entonces se creia que eran exclusivas de eucariotas y que se utilizaban
como marcadores de estos. Entre ellas se incluyen proteinas implicadas en el trafico
de membrana, formacién y/o transporte de vesiculas, formacion del citoesqueleto
de actina y la ubiquitina [31]. Aunque la funcién de estas proteinas en las arqueas
Asgard se desconoce, estudios de expresidn heteréloga y anadlisis estructurales de
algunas de ellas, como las profilinas y gelsolinas implicadas en la regulacion del
citoesqueleto de actina, revelaron que son funcionalmente equivalentes a sus
homologas eucariotas y sugieren que la presencia de un citoesqueleto de actina
regulado precedi6 a la eucariogénesis [32].

De acuerdo con la teoria endosimbidtica, una arquea del grupo Asgard habria
incorporado una bacteria simbidtica, en concreto un miembro de la clase a del filo
Proteobacteria (Figuras 6 y 7). Una vez establecida la simbiosis, la bacteria
sobrevivié en el interior de la arquea hospedadora, evolucionado con el paso del
tiempo hacia el orgadnulo que hoy en dia conocemos como mitocondria, la diminuta
bateria que aporta la energia necesaria para la compleja vida eucariota. En
consecuencia, los eucariotas no constituyen uno de los linajes originales del arbol de



la vida, sino un descendiente, de indudable importancia, donde confluyeron los dos
dominios primordiales. En el origen de los eucariotas se sitia FECA (First Eukaryotic
Common Ancestor) que con el tiempo dio lugar a LECA (Last Eucaryotic Common
Ancestor), el antepasado comun de todos los eucariotas que llegaron a nuestros dias.
Un segundo proceso de endosimbiosis, esta vez entre un descendiente de LECA y
una bacteria fotosintética, probablemente un antepasado del actual filo
Cyanobacteria, dio lugar a los cloroplastos, organulos compartidos por algas y por
plantas (Figuras 6y 7).

@cianobacteria
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Figura 7. Esquema mostrando el origen de la célula eucariota por simbiosis entre una arquea del
superfilo Asgard y las bacterias que dieron lugar a mitocondrias y cloroplastos (modificado de [33]).
Las arqueas Asgard fueron descubiertas en los respiraderos hidrotermales conocidos como Castillo
de Loki [34].

La fisiologia y metabolismo de mitocondrias y cloroplastos, junto con la secuencia
de nucledtidos y estructura de sus genomas, avalan la teoria endosimbidtica,
existiendo ademads evidencia de la transferencia de genes de los endosimbiontes al
nucleo eucariota. Mientras que el origen bacteriano de mitocondrias y cloroplastos
no ofrece lugar a dudas, el origen del nicleo es mas dificil de rastrear. Aunque
existen otras teorias, recientemente se ha propuesto su posible evolucién a partir
de antiguas factorias de viriones, compartimentos intracelulares formados dentro
de células infectadas que favorecen la replicaciéon del genoma viral y que podrian
haber actuado como pseudontcleos [35] (seccién 8.1).

4. Conociendo a LUCA: ;cuando, como y donde vivid?

”

“El presente solo se forma del pasado, y lo que se encuentra en el efecto estaba ya en la causa.
Henri Bergson (1859-1941)

Como se comentd anteriormente, en la base del arbol filogenético de los
modernos organismos celulares, se encuentra LUCA, el hipotético antecesor comin
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del que desciende toda la vida celular existente hoy en dia en el planeta Tierra.
Aunque el término fue acuflado por Woese [26], la hipétesis del progenitor comin
surgié por primera vez en 1859, cuando Charles Darwin publicé “El origen de las
especies”, donde sostiene que “... probablemente todos los seres organicos que han
vivido en esta tierra han descendido de alguna forma primordial, en la que la vida
fue inspirada por primera vez” [36] (Figura 8). La existencia del ancestro comun,
principio fundamental de la teoria evolutiva, se consolid6 en los afios 1960, cuando
se descifré el codigo genético y se comprobé que era universal [37].

THE ORIGIN OF SPECIES

T MEANS OF NATUILL SELkCTION,

Figura 8. Charles Darwin y “El origen de las especies”.

Obviamente, el conocimiento de cudndo surgi6 LUCA, y de cdmo y dénde vivio,
resulta crucial para comprender el origen de la vida celular y su evolucion temprana.
Teniendo en cuenta que tanto la Tierra como los seres vivos registran su propia
historia, las disciplinas encargadas de su estudio, o sea la Geologia y la Biologia,
permiten abordar empiricamente estas cuestiones [25, 38, 39].

4.1. La antigiiedad de LUCA

La Geologia aporta informacion sobre el origen de la vida en la Tierra en base a
registros quimicos (quimiofésiles) y a la deteccién de microfésiles. Sin embargo, a
lo largo del tiempo, la tecténica de placas y la erosion han borrado muchos de los
vestigios de la historia temprana del planeta, de modo que las rocas realmente
antiguas, que solo alcanzan los 4000 Ma, son sumamente escasas. Aun asi, para
acceder a periodos mas tempranos de la historia de la Tierra se puede recurrir a
inclusiones de minerales mas antiguos que hayan quedado protegidos en el interior
de esas rocas [40].

Los registros quimicos que sefialan la existencia de vida en la Tierra primitiva
derivan en gran medida del estudio de isétopos de carbono en materiales antiguos,
teniendo en cuenta que una relacién 12C/13C elevada se asocia con la fijacién
biolégica del carbono. De esta manera se aport6 evidencia de actividad biolégica en
rocas sedimentarias de hace 3800 Ma encontradas en Groenlandia [41] e incluso en
material ain mas antiguo, en concreto grafito preservado en un cristal de zirconio
de hace 4100 Ma procedente del oeste de Australia [40]. En lo que se refiere a
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microfésiles, los mas antiguos conocidos datan de hace 3500 Ma. Fueron
descubiertos en los cinturones de rocas verdes de Pilbara y Barberton, localizados
en Australia y Sud-Africa, respectivamente [42, 43]. Su excelente estado de
conservacion permite identificar restos de microorganismos filamentosos,
estromatolitos y biopeliculas, asociados a formas de vida tanto quimiotrofas, que
obtienen energia a partir de compuestos quimicos, como fotdtrofas, cuya fuente de
energia es la luz del Sol (Figura 9).

)

DB
A

Figura 9. Fésil bacteriano descubierto por J. William Schopf (UCLA) en Australia en rocas de hace
3500 millones de afios cuyas células se agrupan en filamentos similares a los de Cianobacterias
actuales (parte izquierda y central, respectivamente). Estromatolitos de forma cénica de hace 1600

millones de afios encontrados en rocas dolomitas del norte de Australia y estromatolitos actuales
(parte superior e inferior derecha, respectivamente; modificado de [44]).

El descubrimiento de estos microfésiles, apoyado también por evidencias
isotopicas y organoquimicas, revela ya por entonces la existencia de formas de vida
metabolicamente diversas, estructuralmente complejas y ampliamente extendidas.
El grado de evolucién alcanzado en esos momentos apoya la apariciéon de LUCA en
tiempos aliin mas remotos.

4.2. ;Como y donde vivia?

Aligual que la Geologia, la Biologia registra también su propia historia, que queda
impresa en las secuencias de nucleétidos y aminoacidos [25]. Como se coment6
anteriormente, ambos tipos de secuencias actian como testigos de la historia
evolutiva, permitiendo establecer las relaciones filogenéticas, esto es el grado de
parentesco existente entre los seres vivos. Basados inicialmente en un solo gen
(RNAr 16S/18S; [26]), el impresionante avance en las técnicas de secuenciacién
ocurrido en las ultimas décadas permite realizar estudios filogenéticos utilizando
genomas completos, no solo uno o unos pocos genes individuales.

En lo que se refiere al origen de la vida, estos estudios pretenden rastrear en
genomas de procariotas actuales genes antiguos que pudieran remontarse a LUCA.
Las funciones deducidas a partir de ellos describen a LUCA como anaerobio,
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dependiente de Hz, fijador de CO2, o sea autoétrofo, y probablemente termofilo [45,
46]. La autotrofia implica la conversién de CO2 inorganico en derivados de carbono
organico que forman parte de la vida. De las seis rutas de fijacién del CO2 conocidas
[47], en LUCA solo se detectaron enzimas pertenecientes a la via del acetil-CoA o via
Wood-Ljungdahl, que a diferencia del resto no es ciclica sino lineal. En esta via el H2
reduce al CO2 dando un grupo metilo (-CHs) y mondxido de carbono (CO) a través
de dos ramas independientes. Ambos compuestos se utilizan para generar acetil-
CoA que se incorpora al metabolismo celular en forma de acetato y otros
precursores. Ademas, la produccién de acetil-CoA se acopla a la formacion de fuerza
Na* motriz que se utiliza para la sintesis de ATP. Este tltimo también se genera por
fosforilacion a nivel de sustrato en la transformaciéon de acetil-CoA en acetato, via
acetilfosfato (Figura 10). Todo ello identifica a LUCA como quimiolitoautétrofo, al
utilizar una fuente quimica de energia (quimiétrofo), en concreto un compuesto
inorganico (Hz; litotrofo) y fijar el CO2. La idea de que los primeros pobladores de la
Tierra fueron quimiolitoautétrofos termofilos, ya habia sido propuesta por
Mereschkowski et al. en 1910 (translated into English in [48]) y todavia sigue
vigente en la actualidad, apoyada por andlisis filogendmicos [45]. Sin embargo,
estudios recientes sugieren que LUCA pudo haber también actuado como
quimiorganoheterdétrofo, utilizando compuestos organicos como fuente de energia
y de carbono [45]. Esta posibilidad se apoya en la deteccién de varios de los enzimas
implicados en la glucolisis y gluconeogénesis, la via de las pentosas fosfato y el ciclo
de Krebs. Por el contrario, no se encontraron enzimas propios de organismos
fotétrofos, que obtienen su energia a partir de la luz del Sol [45].

Formiltetrahidrofolato

co, \ 2H, Bip
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ATP THF, Metiltetrahidrofolato hotilE
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Reduccionde CO,aCO  [Hy——3- xz, Fe Fe 1
Fe N S-Ni—CH,
SN '
- CO deshidrogenasa CoA
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4H, + 2CO, — Acetato + 2H,0 + H*
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Figura 10. Via del acetil-CoA o via Wood-Ljungdahl que LUCA probablemente utilizé para la fijacién
del CO2 (modificado de [44]).
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En células actuales, l1a conservacion de la energia necesaria para sustentar la vida
se consigue gracias al acoplamiento quimiosmético, mediante ATP sintasas, o
mediante fosforilaciéon a nivel de sustrato [49]. En el genoma de LUCA se
identificaron genes que codifican enzimas implicados en el metabolismo energético,
en concreto subunidades de la ATP sintasa y una fosfotransacetilasa, enzima que
cataliza la sintesis de acetilfosfato a partir de acetil-CoA [50, 51]. Destaca, por el
contrario, la ausencia de componentes de una cadena de transporte de electrones
encargada de la expulsién de iones. Por ello se ha sugerido que la ATP sintasa de
LUCA podria haber aprovechado gradientes geoquimicos naturales de iones, via
H+*/Na* antiportadores de membrana, codificados también por su genoma [46].

El andlisis de las funciones codificadas por el genoma de LUCA aport6 también
indicios de la presencia de nitrato y nitrito reductasas, sulfato y sulfito reductasas y
fosfosulfato reductasas, asi como de numerosos enzimas implicados en la biosintesis
de aminoacidos. Se identificaron, ademas, genes implicados en la sintesis de
peptidoglicano, de lipidos de membrana, en concreto éteres y ésteres lipidicos, asi
como el gen merB que codifica una proteina tipo actina que forma parte del
citoesqueleto. Finalmente, se acepta que el material genético de LUCA fue DNA, ya
que esto coincide con todos sus descendientes. En su genoma se rastrearon genes
que codifican RNAs de transferencia (RNAt) y proteinas ribosémicas, lo que
confirma la capacidad de traducir RNA mensajeros (RNAm) utilizando un cédigo
genético.

En conjunto, las funciones identificadas sugieren que LUCA fue ya un organismo
relativamente complejo, similar alas arqueas y bacterias actuales. Al ser el antecesor
comun de todas las formas de vida celulares existentes en la actualidad, LUCA es el
nodo mas antiguo que puede reconstruirse mediante andlisis filogenémico. Sin
embargo, la informacién disponible sugiere que LUCA fue el producto de un periodo
altamente innovativo de la historia evolutiva de la Tierra y que probablemente
formo parte de un ecosistema complejo. De hecho, las reconstrucciones metabélicas
indican el potencial de interaccién de LUCA con otros procariotas. Si LUCA funcion6
inicialmente como quimiolitoautétrofo, en principio podria haber llevado una
existencia solitaria, utilizando fuentes abiéticas de Hz y CO2. No obstante, es
improbable que LUCA haya vivido solo, dado que los compuestos organicos
resultantes de su autotrofia habrian creado un nicho para el establecimiento de
otros  metabolismos, permitiendo al propio LUCA actuar como
quimioorganoheterdtrofo [45]. Los contemporaneos de LUCA habrian sido
descendientes ya extinguidos de FUCA, el primer antecesor comin de todos los
organismos celulares, que por definicién escapan al analisis filogenémico.

La inferencia de que LUCA utilizé la via del acetil-CoA para la obtencién de
energia y compuestos organicos limita el nimero de escenarios donde pudo haber
existido. Una propuesta atractiva son los sistemas hidrotermales alcalinos del fondo
oceanico, donde se genera Hz mediante reacciones de serpentinizaciéon y donde
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LUCA habria encontrado proteccién frente a la radiacién UV procedente del Sol
(Figura 11).

Figura 11. Vista de la Ciudad Perdida situada en el Atldntico Norte. Se trata de un campo de fumarolas
hidrotermales alcalinas, propuestas como lugares apropiados para la vida de LUCA (tomado de
Wikipedia).

Las reacciones de serpentinizacidn tienen lugar cuando el agua oceanica, rica en
CO2, reacciona con las peridotitas, rocas muy antiguas caracteristicas del manto
superior, que pueden aflorar o ascender hacia la superficie. Estas reacciones son
fuertemente exotérmicas, provocando un aumento de temperatura, lo cual
concuerda con la probable termofilia de LUCA, apoyada por la deteccién en su
genoma del gen que codifica la girasa reversa, enzima caracteristico de los
hipertermofilos actuales. Existen evidencias de que las reacciones de
serpentinizaciéon han tenido lugar en la Tierra desde que aparecié el agua liquida.
Ademas, pudieron haber ocurrido en Marte en tiempos pasados y probablemente
estan ocurriendo hoy en dia en Encélado, la luna helada de Saturno, abriendo un
camino para la busqueda de vida extraterrestre. Otros cuerpos celestes que
despiertan interés en este sentido son Europa, satélite de Jupiter, y Ceres situado en
el cinturén de asteroides entre las 6rbitas de Marte y Jupiter.

Una posible alternativa como hogar de LUCA seria la superficie ocednica, donde
la atmosfera aportaria Hz derivado de la actividad volcanica o metamérfica, pero
donde LUCA quedaria expuesto a la accién letal de la radiaciéon UV. En su genoma se
infiri6 la presencia del gen que codifica un enzima implicado en la reparacién de
dimeros de timina que se producen en las endosporas de bacterias actuales por
accion de la UV. Este enzima, sin embargo, se encuentra también en bacterias que no
forman endosporas y en procariotas que no viven en lugares expuestos a la luz del
Sol. Por ello, no es un marcador exclusivo de dichos lugares. Otros escenarios
propuestos para la aparicién de LUCA son los sistemas hidrotermales superficiales
y las pozas de marea.
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5. La vida después de LUCA

“La unidad es la variedad, y la variedad en la unidad es la ley suprema del universo.”
Isaac Newton (1643-1727)

5.1. Los descendientes de LUCA

Situado en la base del arbol filogenético de los organismos celulares, LUCA fue
testigo privilegiado de los albores de la evoluciéon darwiniana que eventualmente
condujo a la separacion de bacterias y arqueas. A continuacién, ambos dominios
experimentaron un largo periodo de diversificacion metabdlica y fisioldgica, que
permitid explotar en su beneficio los diversos recursos y condiciones aportados por
la Tierra primitiva. Durante muchisimo tiempo, el 02 no estuvo presente en el
planeta, al menos en cantidades significativas. Por ello, el metabolismo energético
de los primeros procariotas debi6 ser exclusivamente anaerobio. Ademas, deberian
haber sido resistentes a la temperatura, elevada en la Tierra primitiva.

La busqueda entre los procariotas actuales de caracteristicas fenotipicas
antiguas, adaptados a las condiciones de la tierra primitiva, sitian a las bacterias
acetogénicas (productoras de acetato; en concreto los clostridios pertenecientes al
filo Firmicutes) y las arqueas metanogénicas (productoras de metano; filo
Euryarchaeota), en la base de sus respectivos dominios (Figura 12). Ambas son
anaerobias estrictas y quimiolitoautétrofas dependientes del Hz. Se encuentran en
una gran variedad de habitats carentes de O2 donde abunda el Hz que utilizan como
combustible para la reduccién del CO2 mediante la via del acetil-CoA (Figura 10).
Entre ellos se incluyen los sedimentos organicos del fondo de lagos y océanos, asi
como el tracto digestivo de animales, que no encajan con las condiciones de la tierra
temprana. Sin embargo, aparecen también en la corteza terrestre y en fuentes
hidrotermales actuales, que si pueden considerarse como habitats primitivos.

Siguiendo la estrategia de buisqueda de fenotipos “antiguos” se propuso que el
siguiente grupo metabodlico que surgio6 en la evolucion fueron los antepasados de los
actuales procariotas reductores del sulfato [52]. Evidencias isotépicas de su
actividad remontan su aparicion al eén Arcaico, hace al menos 3400 Ma. A nuestros
dias han llegado bacterias y arqueas reductoras del sulfato anaerobias estrictas, que
obtienen energia por respiraciéon anaerobia utilizando este compuesto como
aceptor terminal de electrones en su cadena de transporte. Es probable, sin
embargo, que el metabolismo energético ancestral de los procariotas reductores del
sulfato se basara en la utilizacién de sulfito o azufre, abundantemente producidos
en la Tierra primitiva a consecuencia de la actividad volcanica o hidrotermal. Por el
contrario, antes de la aparicién del Oz el sulfato habria sido escaso y localmente
limitado. Coincidiendo con el metabolismo antiguo, muchos reductores del sulfato
actuales utilizan H2 como fuente de energia, son autdtrofos y fijan el COz utilizando
la via del acetil-CoA.
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Figura 12. Separacion de los dominios Bacteria y Archaea a partir de LUCA, posible habitante de
fuentes hidrotermales alcalinas (modificado de [52]).

Junto con las bacterias acetogénicas y las arqueas metanogénicas, los reductores
del sulfato son los habitantes mayoritarios en zonas profundas de la corteza
terrestre, donde en la actualidad, al igual que en la Tierra primitiva, los recursos
disponibles para la vida son muy limitados [52]. Aunque el rendimiento energético
de la via del acetil-CoA es limitado, la generacion simultanea de compuestos
organicos reduce el coste energético de las reacciones biosintéticas. Ademas,
muchos de los procariotas que la utilizan pueden crecer autotréficamente con COz e
Hz, pero también heterotréficamente a partir de una gran variedad de compuestos
organicos. Esta flexibilidad metabdlica es clave para su éxito ecoldgico actual y pudo
haberlo sido también en el pasado.

Aunque actualmente se acepta que tanto LUCA como los linajes iniciales de
procariotas fueron quimiotrofos, la capacidad de aprovechar la luz del Sol como
fuente inagotable de energia representé un hito clave en la historia evolutiva. Los
primeros fotétrofos de la Tierra llevaron a cabo la fotosintesis anoxigénica que no
genera Oz y cuya apariciéon podra haber ocurrido hace 3500 Ma. Este proceso es
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realizado por una gran diversidad de bacterias, pertenecientes a numerosos linajes.
En su fotosintesis anoxigénica estas bacterias utilizan compuestos inorganicos
diferentes del H20 como donadores externos de electrones, principalmente H2S,
pero también SO, S203%, Fe2+ y Hz, combinandola con tres de las seis rutas de fijacién
del COz conocidas [47]: el ciclo de Krebs reverso, el ciclo del 3-hidroxipropionato y
el ciclo de Calvin (o de Calvin-Benson-Bassham). Se ha propuesto que la principal
aportacion de la fotosintesis a la evolucion fue el aumento de la produccién primaria
[53]. Antes de ella, el H2 de origen geoquimico era la tinica fuente significativa de
electrones disponible para la fijaciéon del CO2. Se estima que la transicion desde la
quimiosintesis basada en el Hz a la fotosintesis anoxigénica multiplicé por 2000 la
produccién primaria anual en la Tierra y que la subsiguiente transiciéon a la
fotosintesis oxigénica, asociada al ciclo de Calvin, supuso un incremento adicional
de 30 veces [54]. Asi, la fijacion fotosintética del CO2 abrid el camino para la
diversificacién del metabolismo quimioorganoheterétrofo en procariotas y su
posterior adopcién por eucariotas.

A pesar del hito evolutivo que supuso la aparicion de la fotosintesis anoxigénica,
fue la fotosintesis oxigénica, asociada al ciclo de Calvin, la que revolucioné la quimica
de la Tierra. Se calcula que esta surgié hace 3400-2900 Ma, cuando el linaje
bacteriano de las cianobacterias consiguié utilizar el H20 como agente reductor en
la fotosintesis liberando Oz como producto de deshecho (Figura 13).

Cabe destacar que la fotosintesis oxigénica apareci6 en la Tierra mucho antes de
que el Oz alcanzara en la atmoésfera niveles significativos (Figura 3). Durante ese
tiempo, el Oz liberado no se pudo acumular, al reaccionar espontdneamente, entre
otros, con minerales de hierro reducido (Fe2+*) presentes en los océanos, para formar
oxidos de hierro (Fe3+). Estos dltimos constituyen un marcador prominente en el
registro geoldgico. Los 6xidos de hierro son insolubles en H20 precipitando en los
océanos para situarse en el fondo, dando lugar a rocas laminadas sedimentarias
constituidas por depoésitos alternantes de materiales de hierro Fe3+ y silice,
conocidas como bandeado de hierro (Figura 13). Solo cuando se consumio el Fez* a
través de su oxidacién por el Oz, pudo este dltimo acumularse en la atmésfera
terrestre y no fue hasta hace unos 600 Ma cuando alcanz6 el nivel actual del 21%.

El cambio gradual de la atmdsfera de la Tierra, de anaerobia a aerobia, exigié un
gran esfuerzo de adaptacién por parte de las formas de vida existentes. Las bacterias
y arqueas que no consiguieron adaptarse se extinguieron o quedaron relegadas a
habitats andxicos, debido no solo a la toxicidad del Oz sino también a la oxidacién
quimica de los compuestos inorganicos reducidos que eran la base de su
metabolismo energético quimiolitotrofo. Asi, la liberacién de O2 en la fotosintesis
oxigénica podria haber causado la mayor conmocién que haya ocurrido jamas en la
biosfera. Por otro lado, sentd el escenario parala evolucidn de nuevas formas de vida
centradas en la obtencién de energia por oxidacién de compuestos quimicos,
inorganicos y organicos, en el proceso de respiracidn aerobia. Los procariotas que
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adquirieron la capacidad de respirar Oz lograron una enorme ventaja energética,
asociada al elevado potencial de reduccién del par 02/Hz20, lo que justifica su éxito
evolutivo. Estos procariotas desarrollaron distintos mecanismos de proteccién
frente a los derivados téxicos generados durante la reduccién del Oz a H20 en la
respiraciéon aerobia. Se trata del perdxido de hidrégeno (Hz202) y del anidén
superoxido (027), que son detoxificados por accién de enzimas como la catalasa, la
peroxidasa o la superoxido dismutasa.
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Figura 13. Fotosintesis oxigénica (derecha; modificado de [55]) mostrando dos consecuencias de la
liberacién de O2: formaciéon del bandeado de hierro (parte inferior izquierda; tomado de
https://www.geologyin.com/2015/03 /banded-ironstone-formation-theory.html) y de la capa de
ozono (parte superior izquierda; tomado de https://www.envinsci.co.uk/why-does-no-one-talk-
about-the-ozone-layer-anymore/).

Junto con la evolucion de la respiracién aerobia, otra consecuencia
importantisima de la acumulacién del Oz en la atmésfera de la Tierra fue la
formacién de la capa de ozono (03) que absorbe la intensa radiacién UV procedente
del Sol, protegiendo la superficie de la tierra de su accidn letal para los seres vivos
(Figura 13). Antes de la formacion de la capa de ozono, la vida debié estar
probablemente confinada a lugares protegidos frente la radiacién UV.

Con el tiempo, la fotosintesis oxigénica y la respiracion aerobia, adoptadas tanto
por procariotas como por eucariotas, alcanzaron un equilibrio natural, llegando a
dominar un planeta enriquecido en Oz y desempefiando un papel central en el ciclo
del carbono.

5.2. LECAy sus descendientes

A pesar de las aportaciones de la teoria endosimbidtica y del descubrimiento de
las arqueas Asgaard a la comprensidn del origen de la célula eucariota (Figuras 6 y
7), varios aspectos de este proceso contintian siendo un enigma. Sin embargo, tanto
el conocimiento de LECA, antecesor comun de todos los eucariotas actuales, como el
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de sus descendientes ha aumentado considerablemente en los tltimos afios, gracias
a su exhaustivo muestreo y al andlisis filogen6mico. Al igual que en el caso de LUCA,
la informacidn existente indica que LECA era ya un organismo altamente complejo
caracterizado por poseer, ademas de mitocondrias, nicleo y poros nucleares,
cromosomas lineales con telémeros, genes con intrones junto con la maquinaria de
corte y empalme, otros mecanismos de procesamiento del RNA, lipidos de tipo
bacteriano, un elaborado sistema de endomembranas, incluyendo el aparato de
Golgi, endosomas, lisosomas y peroxisomas, y un sofisticado ciclo celular [56, 57].
Se pudo predecir, ademas, que el proteoma de LECA incluia ya unas 10.000
proteinas [58]. En base a ello se acepta que antes de LECA, cuya aparicién se
remonta al e6n Proterozoico, hace 1900-1600 Ma (Figura 3), tuvo que transcurrir
cierto tiempo durante el cual habrian evolucionado formas unicelulares eucariotas,
que posteriormente se extinguieron sin dejar rastro [59]. Tanto LECA y sus
descendientes como las formas ya extinguidas derivan de FECA (First Eukaryotic
Common Ancestor), el antecesor comun de todos los eucariotas:

La integracion de datos relativos a registros fdésiles, biomarcadores organicos,
crondémetros moleculares, filogenias y aproximaciones redox, sugieren que los
eucariotas ya se habian establecido en los ecosistemas del Proterozoico y que eran
probablemente aerobios. De hecho, la evolucion de la compleja vida eucariota se
asocia en el tiempo con el incremento del Oz en la Tierra. Esto sugiere una relacién
causa/efecto derivada del elevado rendimiento energético de la respiracion aerobia
realizada por las mitocondrias, necesario para sustentar la compleja vida eucariota
[59]. Asi, la capacidad generadora de energia de las mitocondrias impartié un nuevo
rango de propiedades a las células eucaridticas, destacando, entre muchas otras, su
sofisticado desarrollo multicelular y, por extension, una complejidad morfolégica,
estructural y de comportamiento sin parangoén en el mundo procariota. En cuanto a
los eucariotas actuales, su exhaustivo muestreo y andlisis filogenémico revelé que
la mayoria de los descritos formalmente son predominantemente multicelulares y
pertenecen a dos super-grupos filogenéticos: Archaeplastida (algas y plantas) y
Opisthokonta (hongos y animales). Sin embargo, la mayor diversidad se asocia con
formas unicelulares, en concreto con algas y con el cajon de sastre que suponen los
antiguos “protistas” [32, 56].

5.3. Los limites de la vida

J

“Quien no ha afrontado la adversidad no conoce su propia fuerza.”
Benjamin Jonson (1572-1637)

Los procariotas, descendientes directos de LUCA, han dominado la mayor parte
de la historia evolutiva de la Tierra, consiguiendo ocupar virtualmente cualquier
lugar donde exista agua en estado liquido [60]. Se encuentran en habitats
“normales”, con condiciones ambientales consideradas “favorables” para la vida,
donde conviven con plantas y animales a los que ademas colonizan. Sin embargo,
aparecen también en lugares generalmente prohibidos para los organismos
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superiores, debido a sus condiciones “extremas”. Los seres vivos que habitan en esas
condiciones se denominan “extremofilos” o “poliextremdéfilos”, en base a su
dependencia de una o mas de ellas. Hay que tener en cuenta que estos términos
tienen una fuerte carga antropocéntrica, no microbiana [61]. De hecho, en la Tierra
existen miles de lugares que presentan valores extremos para uno o mas parametros
fisico-quimicos como temperatura, pH, presion, concentraciéon salina, radiacion, o
caracterizados por la escasez de humedad y nutrientes (Figura 14).
Sorprendentemente, también se han encontrado procariotas en las zonas altas de la
atmosfera, donde la radiacién ultravioleta es elevada, e incluso en reactores
nucleares.

Figura 14. Ejemplos de ambientes extremos, mostrando (de izquierda a derecha): océano Antéartico,
parque de Yellowstone (con temperaturas muy bajas y muy altas), mina de Riotinto (pH muy acido),
fosa oceanica (elevada presion), mar Muerto (elevada salinidad) y desierto de Atacama (lugar mas
seco del planeta).

En base a ello, los extremofilos, y especialmente los poliextremofilos, podrian ser
las formas de vida dominantes en nuestro planeta [62]. Ademas, considerando que
las condiciones que imperan actualmente en la superficie terrestre solo han existido
durante un breve periodo de tiempo, en comparacion con el tiempo de existencia de
la vida, se puede concluir que el modo de vida (poli)extremoéfilo ha dominado la
historia evolutiva de la Tierra [63]. Por ello, lejos de ser algo anecdotico, los
(poli)extremofilos son una pieza clave en el puzle de la vida, que permite establecer
sus limites para definir el “espacio habitable” [64]. En base a la informacion
existente sobre procariotas cultivables, estos limites se sitian entre -15°C y 122°C
para la temperatura, de -0,06 a 12,5 para el pH, en mas de 1000 atmoésferas de
presién y en 35% de salinidad [60]. Hay que considerar, ademas, las interacciones
abioticas entre distintos factores que en muchos casos determinan la habitabilidad.
Destaca en este sentido el aumento de la temperatura de ebullicién del agua con la
presiéon o la disminucién del punto de congelacién con la salinidad. Por ello, la
ventana de la vida se amplia bajo determinadas combinaciones de agentes
estresantes, explicando el predominio de los poliextreméfilos sobre los
extremofilos. Cabe destacar que estos procariotas no solo toleran las condiciones
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consideradas extremas, sino que las requieren para vivir y que, gracias a ellos, la
esterilidad, o sea la ausencia de vida, en muestras naturales es sumamente rara.

Los extremofilos cuentan con diferentes adaptaciones genéticas y bioquimicas.
Las respuestas bioquimicas a condiciones estresantes individuales han sido
ampliamente estudiadas, revelando diversos mecanismos activos y pasivos. Entre
ellos se incluyen la alteraciéon en la composicion de los lipidos de membrana, la
produccién de enzimas estables bajo dichas condiciones o la acumulacién
intracelular de solutos. De acuerdo con ello la vida poliextremoéfila podria verse
facilitada por la regulaciéon de la concentracién de solutos e iones intracelulares,
combinada con la modificaciéon de la membrana y de la pared celular.

6. Evolucion mediante adaptacion

“Los humanos [...] piensan en muchas cosas, pero las bacterias solo piensan en una: sobrevivir.”
Gary French

Trabajando conjuntamente, la mutacién y la transferencia genética horizontal (o
lateral) son importantes fuentes de variabilidad en procariotas, responsables de la
plasticidad de sus genomas que constituye la base de su supervivencia. Las nuevas
variantes generadas por estos mecanismos quedan sometidas a la accién de la
seleccion natural. Las propiedades beneficiosas adquiridas permiten a los
procariotas adaptarse a condiciones ambientales cambiantes y explotar facilmente
cualquier habitat, ya sea “normal” o “extremo”, pudiendo colonizar también a otros
seres vivos.

6.1. El valor de ser pequeiio: mutacion y reproduccion

“La verdad es compleja, pero a lo complejo solo se llega a través de lo simple.”
Autor desconocido

Existe una especie de leyenda negra sobre las bacterias, que algunos consideran
poco interesantes y por tanto aburridas. Esta consideracion deriva en gran medida
de su pequeflo tamafio, que determina ademas su simplicidad morfolégica y
estructural (Figura 15). Sin embargo, el pequefio tamafio, no solo de las bacterias
sino también de las arqueas, oculta una increible complejidad genética, metabdlica
y fisioldgica. Por otro lado, el pequefio tamafio confiere importantes ventajas a los
procariotas, siendo en gran parte responsable de su éxito evolutivo.

Las células pequefas tienen una mayor relacién superficie/volumen que las
grandes. Por ello presentan una tasa mas alta de incorporaciéon de nutrientes (y
también de excrecion de residuos) por unidad de volumen celular, haciendo que su
metabolismo sea mas eficaz. Esto se traduce en una elevada tasa de crecimiento y
reproduccién. Asi, para una determinada cantidad de nutrientes, las células
pequeiias daran lugar a un mayor numero de descendientes que las células grandes
(Figura 16).
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Cada vez que una célula se reproduce, su cromosoma se replica. Durante la
replicacién pueden generarse errores ocasionales, denominados mutaciones. Dado
que la tasa de mutacion es similar para todas las células, ya sean pequeias o grandes,
cuantas mas veces se replique el DNA mayor serd el nimero de mutaciones
acumuladas en la descendencia. Las mutaciones son el sustrato “crudo” de la
evolucion. Cuanto mayor sea su nimero mayores seran las opciones que quedaran
sometidas a la seleccion natural, imponiéndose aquellas que confieran un beneficio
(Figura 16). Ademas, las células procariotas son haploides, permitiendo que los
fenotipos conferidos por las mutaciones se manifiesten directamente. Esto no
siempre ocurre en células eucariotas que son mayoritariamente diploides.

Figura 15. Escherichia coli y Staphylococcus aureus visualizados por microscopia dptica (tinciéon
Gram) y microscopia electrénica de barrido (micrografias en blanco y negro). E. coli tiene morfologia
bacilar, con tamafio de 1 x 2 pm y es Gram negativa (células de color rosa; tomado de
https://microbe-canvas.com/specsearch.php#specsearch). S. aureus presenta forma redonda con
diametro de 0,8-1,5 pum y es Gram positiva (células de color azul; tomado de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK470553/figure/article-22388.image.f1/).
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Figura 16. Mutacion como fuente de variabilidad genética que quedara sometida a la accién de la
seleccion natural. Como ejemplo se utiliza la rapida evolucion de resistencia a los antibiéticos
(modificado de https://www.reactgroup.org/).
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6.2. Transferencia genética horizontal

“Necesitamos diversidad en el mundo para enfrentar los nuevos desafios.”
Tim Berners-Lee (1955)

Tipicamente, los seres vivos transmiten la informacién genética de manera
vertical, desde los progenitores a sus descendientes. Sin embargo, el DNA puede
también transferirse de forma horizontal, procedente de fuentes distintas a los
progenitores. La transferencia genética horizontal es particularmente relevante en
procariotas, donde existe un enorme reservorio de genes adaptativos que pueden
ser movilizados entre los miembros de la misma especie o de especies diferentes,
incluso entre grupos filogenéticos muy distantes. Se calcula que del 10% al 20% de
los genes codificantes de proteinas de genomas procariotas han sido adquiridos por
transferencia horizontal [65]. La movilizacién horizontal de material genético
ocurre mayoritariamente mediante los mecanismos de transformacion
(incorporaciéon de DNA exdgeno procedente del medio), conjugacion (transferencia
de DNA por contacto directo célula-célula) y transduccion (transferencia de DNA
mediada por virus) ([66-69]; Figura 17).
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Figura 17. Principales mecanismos de transferencia genética horizontal en procariotas. XX,
incorporaciéon del DNA exégeno por recombinacién homoéloga, en concreto mediante un doble
sobrecruzamiento (modificado de [70]).

En la transferencia horizontal participa un inmenso arsenal de elementos
genéticos potencialmente moviles. Algunos, como los transposones, los pseudo-
transposones, las secuencias de insercién y el sistema integrén/casete génica,
mueven DNA dentro de la misma célula. Otros transportan DNA de una célula a otra,
como es el caso de los elementos integrativos y conjugativos, los elementos
integrativos y movilizables, los plasmidos y también los virus. A su vez, los
integrones pueden formar parte de transpones y los integrones, las secuencias de
insercion y los transposones pueden localizarse tanto en el cromosoma como en
plasmidos (Figura 18).
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Figura 18. Ejemplos de elementos genéticos maviles. SGI1-K (parte superior), elemento integrativo
y movilizable de Salmonella enterica serotipo Kentucky. Se trata de un mosaico de elementos
genéticos potencialmente méviles que aportan multiples genes de resistencia. Tn, transposén ([71].
pSE-R45 (parte inferior), pldsmido conjugativo de S. enterica serotipo Enteritidis portador del gen
blarem-1 que confiere resistencia a ampicilina aportada por el transposén Tn2 [72])..

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosémicos, formados por DNA
normalmente circular con capacidad de replicacién auténoma, que no codifican
funciones esenciales para las bacterias que los poseen, pero pueden conferir
importantes ventajas adaptativas [73]. Se encuentran ampliamente distribuidos en
procariotas y muchos tienen la capacidad de dispersarse mediante transferencia
horizontal, gracias a los procesos de conjugacién o movilizacion.

En base a su contenido genético, la adquisicién por transferencia horizontal de
un plasmido o también de determinadas regiones cromosémicas, como los
elementos integrativos conjugativos o movilizables, logra alterar drasticamente el
fenotipo de una bacteria, transformandola, por ejemplo, de no patégena en patdégena
o de sensible a determinados antibidticos a resistente a ellos (Figura 16). Asi, los
elementos genéticos méviles, actuando de manera individual o en combinacién,
ejercen un profundo impacto en la capacidad de adaptacién de los procariotas.
Ademas, sus efectos se extienden a otros muchos dmbitos, afectando también a
organismos superiores (como plantas, animales y seres humanos), al medio
ambiente y a la industria. De hecho, numerosas propiedades de interés clinico,
ecolégico y econémico, relacionadas no solo con patogenicidad y resistencia sino
también con metabolismo, biorremediacién o simbiosis, son codificadas y
transferidas por elementos genéticos moviles [74]. Por otro lado, dichos elementos
pueden mediar reorganizaciones gendémicas, ocasionado pérdida de genes,
duplicaciones, inversiones y translocaciones de gran relevancia en la evolucion.
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En resumen, se puede decir que los procariotas, considerados de manera
individual poseen una capacidad de adaptacién limitada, ya que sus pequefios
genomas carecen del enorme repertorio de genes accesorios cuyas funciones serian
necesarias para afrontar nuevos retos. Sin embargo, a nivel de poblacién y
comunidad, destaca su sorprendente capacidad de adaptacion, que descansa en su
elevada tasa de reproduccion y en el inmenso arsenal de genes adaptativos que
pueden ser movilizados por transferencia horizontal, formando parte del genoma
flotante. Esto tiene como consecuencia el sacrificio de la individualidad a favor del
conjunto. Los eucariotas, por el contrario, manifiestan un estilo Unico de
individualidad, favoreciendo la transferencia vertical sobre la promiscuidad
asociada a la transferencia horizontal comun en procariotas.

6.3. El poder de las simbiosis

“El trabajo en equipo divide el trabajo y multiplica los resultados.”
Autor desconocido

El término simbiosis procede del griego y significa “vida en comun”. Fue
introducido por el botdnico aleman Anton de Bary (1881-1888) en 1879 para
describir cualquier interaccién entre dos (o mas) organismos en la cual al menos
uno de ellos resulta beneficiado [75] (Figura 19).

La definicién de Anton de Bary engloba tres tipos de interacciones entre un
simbionte y un hospedador: el mutualismo, en el que ambos miembros se benefician
de la asociacion; el comensalismo, en el que un miembro se beneficia mientras que
el otro ni se beneficia ni se perjudica; y el parasitismo, en el que un miembro se
beneficia perjudicando al otro (Figura 19).

VIDA LIBRE

v
MUTUALISMO

A. de Bary

Patogenicidad Depredacion

Figura 19. Principales tipos de simbiosis, término introducido por Anton de Bary (izquierda) con
ejemplos relevantes de mutualismo (gusanos tubicolas que viven en chimeneas negras asociados con
bacterias quimiolitotrofas oxidantes del azufre y pulgones que establecen simbiosis obligada con
bacterias que aportan al insecto aminodcidos esenciales) y parasitismo (invasion de células
intestinales humanas por Escherichia coli, actuando como bacteria patégena causante de enfermedad
y depredacion de E. coli por Myxococcus xanthus); (modificado de [76]).
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A pesar de la utilidad de estos términos, es importante destacar que las simbiosis
comprenden un gradiente continuo de interacciones, que se extiende desde el
parasitismo, cuya manifestacion extrema es la depredacion, hasta el mutualismo,
situdndose el comensalismo entre ellos [76]. Ademads, estas relaciones no son
inmutables y se sabe que numerosos mutualistas han evolucionado a partir de
parasitos y que los pardsitos pueden evolucionar a mutualistas. Serd en el
mutualismo y en el parasitismo donde nos centraremos a continuacion.

6.3.1. Mutualismo

Las simbiosis surgieron a raiz de la diversificaciéon de la vida, aportando una via
de innovacién implicada en algunas de las transiciones de mayor importancia que
ocurrieron a lo largo de la historia evolutiva. Como paradigma basta recordar el
papel de las simbiosis en el origen de la célula eucariota (Figuras 6 y 7). Otros
ejemplos de especial interés son las simbiosis mutualistas que se establecen entre
Rhizobium y plantas leguminosas, donde la bacteria aporta la capacidad de fijar N2
atmosférico para su utilizacion como fuente de nitrégeno celular por parte de la
planta [77]; o entre bacterias y animales que confieren a estos la propiedad de emitir
luz, conocida como bioluminiscencia [78].

Tanto la fijacion del N2 como la bioluminiscencia son procesos antiguos, que
surgieron en una época temprana de la historia evolutiva. El primero se remonta
probablemente a los descendientes directos de LUCA, que existieron en un mundo
pobre en nitrégeno combinado. De hecho, la fijaciéon del N2 en vida libre se encuentra
ampliamente extendida entre las bacterias acetogénicas y las arqueas
metanogénicas actuales, los parientes mas préximos de LUCA que llegaron a
nuestros dias (apartado 5.1.).

El N2 es el componente mas abundante en la atmoésfera terrestre, donde
representa el 78%. Sin embargo, ningtin ser vivo puede utilizar nitrégeno molecular
directamente como fuente de nitrégeno celular. De hecho, todos los seres vivos
dependen de la disponibilidad de nitrégeno combinado, siendo este el principal
factor limitante para el desarrollo de las plantas. De ahf la importancia de la fijacién
bioldgica del nitrégeno, esto es de la conversion de N2 en NHs, proceso realizado
exclusivamente por un reducido nimero de procariotas. En concreto solo algunas
arqueas metanogénicas, anaerobias estrictas, y determinadas bacterias
pertenecientes a los filos Cyanobacteria, Actinobacteria y Proteobacteria, son
diazotrofas. El término azoe significa inerte, sin vida, nombre dado por Antoine
Lavoisier (1743-1794) a la molécula de dinitrégeno (N2), haciendo alusién a su
elevada estabilidad.

Las bacterias diazotrofas pueden fijar el N2 no solo en vida libre, sino también en
asociacién y en simbiosis con plantas. En vida libre, las bacterias fijan N2 para su
propio uso o lo liberan al medio donde quedara disponible para otros organismos.
En la fijacién asociativa, los diazotrofos viven en la superficie o en los espacios
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intersticiales de plantas, mientras que en la relacién simbidtica se sitian en
estructuras especializadas como, por ejemplo, los nédulos cuya formacién induce
Rhizobium en las raices de plantas leguminosas (Figura 20). En ambos casos, las
bacterias utilizan productos derivados de la fotosintesis de las plantas como
nutrientes para obtener la elevada cantidad de energia necesaria para la fijacion
[77].
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Figura 20. Fijacién biolégica del nitrégeno. Actuacién del complejo enzimatico de la nitrogenasa y
reaccion global del proceso. Por cada electrén aportado por la reductasa a la nitrogenasa se
consumen dos moléculas de ATP. La reduccién de Nz a NHz implica la transferencia de seis electrones.
Ademads, en la reaccién se genera una molécula de Hz como subproducto, utilizdndose
los dos electrones adicionales. Esto supone un gasto energético total de 16 moléculas de ATP
(izquierda; modificado de https://fisiolvegetal.blogspot.com/2012/10/fijacion-biologica-de-
nitrogeno.html?view=flipcard). Nédulos formados por Rhizobium en la raiz de una planta leguminosa
y seccion transversal de uno de ellos donde se observa el color rojo debido a la produccién de
leghemoglobina (derecha; modificado de https://fisiolvegetal.blogspot.com/2012/10/fijacion-
biologica-de-nitrogeno.html?view=flipcard).

La fijacién biolégica del N2 es realizada por el complejo enzimdtico de la
nitrogenasa, compuesto por dos metaloproteinas, la dinitrogenasa reductasa y la
dinitrogenasa propiamente dicha. La primera aporta los electrones requeridos por
la segunda para la transformacion de N2 en NHs (Figura 20). El complejo enzimatico
de la nitrogenasa esta altamente conservado en procariotas. Se piensa que surgié en
el dominio Bacteria, en un momento temprano del proceso evolutivo, siendo
después adquirido por las arqueas mediante transferencia genética horizontal. De
acuerdo con su aparicién temprana, los dos componentes del complejo son
altamente sensibles al Oz, inactivindose de manera rapida e irreversible en su
presencia. Sin embargo, la fijacién del N2 puede ocurrir tanto en ausencia como en
presencia de Oz. Esto se debe a que las bacterias que fijan N2 en aerobiosis han
desarrollado mecanismos de proteccién del complejo enzimatico. Un ejemplo es la
leghemoglobina, proteina similar a la hemoglobina de la sangre, sintetizada en los
no6dulos generados por Rhizobium en las raices de plantas leguminosas (Figura 20).
Su funcién es secuestrar Oz liberdndolo solo a medida que es requerido por la
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bacteria para generar, por respiracion aerobia, la energia requerida en la reaccién
de fijacion.

La importancia de una fuente de nitrégeno combinado para el crecimiento de las
plantas llevé al desarrollo de un proceso de fijacion quimica del N2 en NHs, para la
utilizacion de este ultimo como fertilizante. Dada la estabilidad del N2, la reaccion
implicada: N2 + 3H2 — 2NH3, requeria, ademas de un catalizador de hierro, 300
atmosferas de presiéon y 500°C de temperatura, con el elevado coste que ello supone.
Este proceso, llevado a cabo de manera natural por procariotas, con mucho menor

coste para nosotros, fue ideado por Fritz Haber (1868-1934), que recibi6 el Premio
Nobel de Quimica en 1918.

La bioluminiscencia, por su parte, se piensa que surgi6 en el dominio Bacteria
como mecanismo de detoxificacién a raiz de la aparicién del Oz en la Tierra. Este
proceso estd catalizado por el enzima luciferasa, que utiliza como sustratos un
aldehido de cadena larga conocido como luciferina (RCHO), flavina mononucleétido
reducido (FMNHz) y Oz (Figura 21). En la oxidacién del aldehido al acido
correspondiente se forma un derivado excitado, muy inestable, del FMNH2, que
vuelve al estado normal liberando el exceso de energia en forma de luz azul
(A =490 nm).

W . - Luz azulada w ) 7
- - (Amax ~ 490 nm) =
N0

¢ Bacterial 0
0=0 0 o 0.
2 Luciferase Hy

H™H
= 9
Aldehido Acido
Cz8 graso i

REACCION GLOBAL
FMNH, + 0, + R-CHO - FMN + H,0 + R-COOH + luz
(presencia de 0, y densidad celular elevada)

Figura 21. Bioluminiscencia. Reaccién catalizada por el enzima luciferasa (izquierda; modificado de
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/File:Luciferase_reaction.png). Emisién de luz por
Aliivibrio fischeri en vida libre (parte superior derecha; https://www.instructables.com/Glowing-
Bacteria-Ceparium/) y en simbiosis con el calamar hawaiano Euprymna scolopes (parte inferior
derecha; https://featuredcreature.com/hawaiian-bobtail-squid-and-its-crazy/).

La actividad protectora de la bioluminiscencia se asocia al elevado consumo de
02, cuyos derivados resultaban téxicos para las formas de vida temprana. Al
desaparecer esta necesidad, gracias a la evoluciéon de enzimas detoxificantes, la
bioluminiscencia se mantuvo en diversas bacterias, principalmente marinas y
pertenecientes a los géneros Photobacterium, Aliivibrio y Vibrio del filo
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Proteobacteria. Aunque la funcién actual de la bioluminiscencia en bacterias se
desconoce, la capacidad de emitir luz fue adquirida por organismos superiores que,
bien en vida libre o bien en simbiosis con bacterias, utilizan este proceso como
medio de comunicacién intra e interespecifica, para atraer al sexo opuesto, para
atraer a las presas o para ahuyentar a los depredadores.

6.3.2. Parasitismo

Dentro del gradiente de simbiosis, en el lado opuesto al mutualismo se situa el
parasitismo, cuya manifestacion extrema es la depredacion (Figura 19). Un ejemplo
relevante de parasitismo es la relacion que se establece entre Agrobacterium
tumefaciensy plantas dicotileddneas, causando la enfermedad de la agalla del cuello
[79, 80] (Figura 22).

genes onc  * Citoquininas

4 Sintesis y secrecion de
Auxina

opina o agrocinopina

DNA-T

Borde izquierdo, Borde derecho

Conjugacién
Plasmido Ti
Incorporacion y catabolismo
de opina (agrocinopina)

Regién
de virulencia
(genes vir)

Origen de
replicacion

Figura 22. Plasmido Ti (inductor de tumores) de Agrobacterium tumefaciens, portador del DNA-T que
es transferido desde la bacteria al nticleo de la célula vegetal (izquierda; modificado de
https://en.wikipedia.org/wiki/Ti_plasmid). Tumor originado por A. tumefaciens en la base del tallo
de plantas dicotileddneas, caracteristico de la enfermedad de la agalla del cuello (derecha; tomado
de https://ag.umass.edu/landscape/fact-sheets/crown-gall).

En esta espectacular simbiosis la bacteria aporta a la planta nueva informacion
genética, mediante un proceso de transferencia horizontal. El DNA transferido o
DNA-T, procedente del pldsmido Ti (inductor de tumores), contiene genes
tumorales y genes para la sintesis de compuestos organicos muy poco frecuentes en
la naturaleza (Figura 22). Se trata de las opinas (derivados de aminoacidos) y las
agrocinopinas (azucares fosforilados), que solo Agrobacterium puede utilizar como
fuentes de energia y carbono y, en algunos casos, también como fuente de nitrégeno.
La integracion del DNA-T en el genoma de la planta transforma las células normales
en células tumorales, convirtiéndolas en fabricas destinadas a la produccién de
nutrientes utiles para la bacteria. Estamos ante un claro ejemplo de Ingenieria
Genética natural, muy anterior a la Ingenieria Genética artificial ideada por el
hombre, cuya puesta a punto y aplicacién tuvo lugar a partir de mediados de la
década de 1970 (apartado 8.1.). Ademads, A. tumefaciens se ha convertido en la
principal herramienta para la manipulacion genética de plantas [79, 80].
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6.3.3. Patogenicidad, virulencia y enfermedades infecciosas

”

“La enfermedad es el tirano mds temible.
Albert Camus (1913-1979)

Los parasitos que causan enfermedad se denominan patdgenos, siendo la
virulencia el grado de patogenicidad. Por ejemplo, A. tumefaciens es una bacteria
patégena de plantas. Existen otros muchos microorganismos patégenos que
establecen una relacién de parasitismo no solo con plantas, sino también con
animales y seres humanos, causando enfermedad. Estas enfermedades,
denominadas infecciosas, constituyen una causa importante de morbilidad y
mortalidad en seres humanos. Tristemente famosas son, por ejemplo, la peste, la
sifilis, el célera, la difteria, la lepra o la tuberculosis, de origen bacteriano, asi como
la viruela, la poliomielitis, el sarampién, la gripe, el SIDA (sindrome de
inmunodeficiencia adquirida) o la COVID-19, causadas por virus. Muchas de ellas
han originado a lo largo de la historia pandemias y epidemias cuyo impacto sobre la
salud tuvo a la vez enormes repercusiones sociales, politicas y econdémicas

(Figura 23).

PERIODO

PANDEMIA

PATOGENO

VARIEDAD

MUERTES

541-549 Peste de Justiniano Yersinia pestis Antigua >30x 106
1346-1353 Peste negra Y. pestis Medievalis >200x 106
1510-1511 Gripe Virus de la gripe nc
1557-1559 Gripe Virus de la gripe nc
1817-1824 Colera: 12 pandemia Vibrio cholerae >10x 100
1826-1837 Colera: 22 pandemia V. cholerae >10x 108
1846-1860 Colera: 32 pandemia V. cholerae >1x 106
1855-1960 Peste de [{innan Y. pestis Orientalis >12x 106
1863-1875 Colera: 4 pandemia V. cholerae >600x 100
1881-1896 Célera: 52 pandemia V. cholerae >298x 10¢
1899-1923 Célera: 62 pandemia V. cholerae >800x 106
1918-1920 Gripe “espafiola” Virus de la gripe  Influenza A HIN1 >100x 10°
1957-1958 Gripe Virus de la gripe  Influenza A H2N2 >1,1x10¢
1961-continta Célera: 72 pandemia V. cholerae 0138 biotipo Thor  nc
1969-1970 Gripe de Hong Kong Virus dela gripe  Influenza A H3N2 >1,0x 108
1977-1978 Gripe rusa Virus dela gripe  Influenza AHIN1 70 x 108
1981-continta SIDA VIH >40 x 100
2009-2010 Gripe Virus de la gripe  Influenza A HIN1 nc
2019-2023 COVID-19 SARS-CoV-2 >7 x 106

D _ " &

Vibrio cholerae

Yersinia pestis Gripe VIH SARS-CoV-2

Figura 23. Principales pandemias ocurridas a lo largo de la historia (parte superior; nc, no conocido),
mostrando las bacterias y virus responsables (parte inferior); (modificado de
https://es.wikipedia.org/wiki/Anexo:Cronolog%C3%ADa_de_epidemias).

Basta recordar la reciente pandemia COVID-19, ocasionada por el virus
emergente SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), de cuyas
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consecuencias fuimos testigos, pero también la del SIDA debida al VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana) y las numerosas pandemias de peste, cdlera y gripe,
teniendo en cuenta que la mayoria ellas siguen atn vigentes.

No hay duda de que las enfermedades infecciosas causaron y siguen ocasionado
hoy en dia dolor, sufrimiento y temor, formando parte del “sentimiento tragico de la
vida”, aunque el enfoque de la obra de Miguel de Unamuno (1864-1936) fuera otro.
Como no podia ser menos, estas enfermedades han dejado una huella imborrable en
la actividad artistica, cuyo maximo exponente en pintura es quizas “El Grito” de
Edvard Munch (1863-1944), maestro del expresionismo. La angustia manifestada
en esta obra deriva en gran medida de las enfermedades que marcaron la vida del
artista y fueron plasmadas en sus cuadros. Este es el caso de la tuberculosis,
incurable por entonces, que provoco la muerte de su madre y su hermana Sophie o

de la gripe espafiola, que él mismo padecié. Centrandose también en la enfermedad,
otros grandes pintores reflejaron “El triunfo de la muerte” que obliga a pensar en la
peste (Brueghel “el Viejo”; 1526/1530-1569), “El garrotillo”, que se corresponde
con la actual difteria (Francisco de Goya; 1746-1828) o la poliomielitis en “Triste
herencia” (Joaquin Sorolla; 1863-1923), citando Unicamente algunos ejemplos
(Figura 24).

Figura 24. Las enfermedades infecciosas en la pintura. El grito (1893), La nifia enferma (1907) y
Autorretrato con la gripe espafiola (1919) de Edvard Munch (parte superior, de izquierda a derecha).
El triunfo de la Muerte (1562) de Pieter Brueghel “el Viejo”, El garrotillo (1893) de Francisco de Goya
y Triste herencia (1899) de Joaquin Sorolla (parte inferior, de izquierda a derecha).

Las enfermedades infecciosas ocupan también un lugar central en la literatura
universal. Basta recordar “La montafia magica” de Thomas Mann (1875-1955), cuya
accion transcurre en un sanatorio de los Alpes suizos dedicado a enfermos de
tuberculosis, “La peste” de Albert Camus (1913-1960), “El amor en los tiempos del
co6lera” de Gabriel Garcia Marquez (1927-2014) o el “Pabell6n de reposo” de Camilo
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José Cela (1916-2002), donde también se alojaban enfermos de tuberculosis (Figura
25). Los cuatro autores recibieron el Premio Nobel de Literatura en diferentes
momentos (1929, 1957, 1982 y 1989, respectivamente).

THOMAS MANN

& LA
LA MONTANA
MAG I CA pFASTE géeée%gsNo
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Figura 25. Las enfermedades infecciosas en la literatura.

Cabe destacar que el miedo a las enfermedades infecciosas se vio superado en
gran medida durante la primera mitad del siglo XX, cuando la introduccién del
tratamiento con medicamentos antimicrobianos, junto con la implantacién de
medidas de higiene y la puesta en marcha de campafias de vacunacién, hicieron
pensar, de manera optimista, en su posible erradicaciéon. En lo que se refiere al
tratamiento, el descubrimiento del prontosil, cuyo principio activo es la
sulfanilamida, por Gerhard Domagk (1895-1964; Premio Nobel de Medicina 1935)
y de la penicilina por Alexander Fleming (1981-1955; Premio Nobel de Medicina
1945) (Figura 26), establecieron un antes y un después en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas [81, 82].

H H
R \r( N H S C H3
O
0 N—/ “CHs
OP‘é N,[‘l NH; (0] &
N ~—0H
2 0
G. Domagk Sulfanilamida Penicilina A.Fleming
Actinomycetos Otras bacterias Hongos Sintéticos
R™ O NH
Aminoglicésidos Tetraciclinas 2
Cloranfenicol Macrélidos Polimixinas Penicilinas Sulfonamidas
Lincosamidas Estreptograminas Polipétidos Cefalosporinas Quinolonas
Ansamicinas Fosfomicina Mupirocina Pleuromutilinas Nitrofuranos
Glicopéptidos Carbapenemas Monobactamas Acido fusidico Oxazolidi

Figura 26. Estructura quimica de la sulfanilamida, principio activo del prontosil cuya acciéon
antibacteriana fue demostrada por Gerhard Domagk, y estructura de la penicilina descubierta por
Alexander Fleming (parte superior). Ejemplos de antibidticos producidos por microorganismos o
conseguidos por sintesis quimica (parte inferior). En el caso de los microorganismos productores se
muestran, de izquierda a derecha colonias de Streptomyces coelicolor, Bacillus subtilis y Penicillium
chrysogenum (elaboracion propia basada en [83]).
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A partir de entonces se describieron muchos otros antibiéticos producidos
mayoritariamente por un grupo de bacterias que viven en el suelo, los
actinomicetos, entre los que destaca el género Streptomyces. Un ejemplo relevante
es la estreptomicina, cuyo nombre deriva de esta bacteria, primer compuesto
utilizado con éxito para el tratamiento de la tuberculosis, salvando millones de
vidas. Cabe destacar que los actinomicetos producen mas de dos tercios de los
antibiéticos de origen natural conocidos, siendo el resto sintetizado por otras
bacterias y por hongos. Ademas, se obtuvieron nuevos agentes antimicrobianos por
modificacién quimica de compuestos naturales o por sintesis quimica total, dando
lugar a un enorme arsenal de compuestos pertenecientes a numerosas familias
(Figura 27). Particularmente importantes son las penicilinas, las cefalosporinas y las
carbapenemas, antibidticos B-lactdmicos de gran relevancia en medicina. La
primera penicilina, descubierta por Fleming (penicilina G o benzilpenicilina), fue
producida por el hongo Penicillium notatum y la primera cefalosporina
(cefalosporina C) por el hongo Acremonium chrysogenum (previamente
denominado Cephalosporium acremonium), mientras que los demas son derivados
semisintéticos. Por su parte, el primer representante del grupo de las carbapenemas
fue la tienamicina, producida por S. catleya [84].

El inmenso arsenal de antibiéticos introducidos en la practica médica a raiz de su
descubrimiento permitié el control de numerosas enfermedades infecciosas,
llevando a pensar que podrian quedar relegadas al pasado. Ademas, hizo factibles
otros muchos procedimientos esenciales en la medicina actual, como son las
operaciones quirurgicas, los trasplantes y el tratamiento frente al cancer. Se puede
decir, por tanto, que la medicina moderna descansa en gran medida sobre ellos [84].

ANTIBIOTICOS

1941
B-lactamicos

(penicilina) 1950
1944 Tetraciclinas 1962 2000
Aminoglicésidos 1952 Quinolonas Oxazolidinonas
1945 Macrélidos (acido nalidixico) 1971 (linezolid)
B-lactamicos 1956 1964 Mupirocina 2003
(cefalosporinas) Glicopétidos Lincosamidas 1976 Lipopéptidos
1947 1957 1968 Carbapenemas (daptomicina)
Nitrofuranos  Ansamicinas Trimetoprim 1979 1980 2006
1935 1949 1959 1969 Monobactamas Fluoroquinolonas Glicilciclinas
idas ¢ i itroimi ici (aztreonam)  (ciprofloxacino) (tigeniclina)
1930 1940 | | | | ] | | 1970
1940 1953 1961 1981 1991 2000s 2015
B-lactamicos Macrélidos Meticilina B-] ami Car Linezolid ALERTA DE LA OMS
(penicilina) (eritromicina)  (MRSA) (AmpC) Daptomicina 2015
1942 1966 1983 2002 Colistina
Sulfonamidas Acido nalidixico B-lactamicos VRSA (PMCR)
1947 1968 (BLEE) 2007 2017
Aminoglicésidos Tetraciclina Fluoroquinolonas Tigeciclina Klebsiella pneumoniae
(estreptomicina) 1986 resistente a todos los
Vancomicina antibiéticos utilizados
(VRE) en medicina

RESISTENCIA - PANDEMIA SILENCIOSA

Figura 27. Principales antibi6ticos y contexto histérico de su descubrimiento (parte superior).
Aparicion de bacterias resistentes (parte inferior); (elaboracion propia basada en [83]).

Desgraciadamente, el optimismo generado a raiz del descubrimiento de los
antibioticos y su aplicaciéon en medicina se vio frenado a partir de la década de 1970,
al disminuir sustancialmente el nimero de nuevos compuestos que salieron al
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mercado y, muy especialmente, por la continua apariciéon de bacterias resistentes
(Figura 27). Estas bacterias, que escapan a la accién de los antibi6ticos, estan
provocando una grave crisis de salud publica a nivel mundial, dando lugar a la
denominada pandemia silenciosa. Cabe destacar que la adquisicién de resistencia a
los antibidticos constituye un ejemplo impactante de evolucion bacteriana a tiempo
real, mediada por los procesos de mutacién y transferencia genética horizontal
comentados anteriormente (Figuras 16 y 17). Los cambios que se originan quedan
sujetos a la seleccién positiva ejercida por la presencia del propio antibié6tico [85].

Ante la gravedad del problema, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha
puesto en marcha un Plan de Accién Global de lucha contra la resistencia [86]. Este
plan tiene como objetivo general velar para que se mantenga la capacidad de tratar
y prevenir las enfermedades infecciosas con medicamentos que sean eficaces y
seguros, se utilicen de forma responsable y sean asequibles a todas las personas que
los necesiten.

6.3.4. La microbiota humana

No es posible finalizar este apartado centrado en simbiosis sin referirnos a la
microbiota humana. Durante mucho tiempo el estudio de las simbiosis recibi6 poca
atencion, debido probablemente a que constituyen una agresion contra el concepto
de individuo [87]. Aunque la situaciéon ha cambiado drasticamente en las dltimas
décadas, no hay mayor atentado contra la individualidad que el perpetrado por
nuestra microbiota, teniendo en cuenta que el nimero de células microbianas
existentes en el cuerpo humano es equivalente al de células propias [88] y el nimero
de genes microbianos supera con creces al de genes humanos (Figura 28). Esto llevo
a considerar al ser humano como un holobionte o “superorganismo”, donde sus
componentes establecen una relacion de interdependencia fundamentalmente
mutualista [89].

BACTERIAS ARQUEAS

000

HUMANOS

~8.000.000 genes 4
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’ ~99% beneficiosos VIRUS
~500.000
genes
2

~19% perjudiciales

HONGOS

CELULAS HUMANAS = CELULAS MICROBIANAS = 1013 - 1014

Figura 28. Composicién del microbioma humano donde los circulos reflejan la abundancia relativa
de cada grupo microbiano e indican el nimero de genes codificantes de proteinas (modificado de
[90] y basado en informacién derivada del Proyecto Microbioma Humano: https://hmpdacc.org/).

El hospedador ofrece a la microbiota un ambiente adecuado para su crecimiento,
reproducciéon y evolucidén. La microbiota por su parte desempefia numerosas
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funciones beneficiosas para el hospedador, como son la defensa frente a agentes
patogenos, el aporte de nutrientes esenciales (por ejemplo vitaminas) y la
degradacion de oligosacaridos y polisacaridos complejos de origen vegetal
ayudando también al metabolismo de otros compuestos (como diferentes tipos de
farmacos). Contribuyen ademas al desarrollo y correcto funcionamiento del tracto
intestinal y del sistema nervioso, asi como a la maduracién del sistema
inmunolégico. Sin embargo, el desequilibrio de la microbiota, conocido como
disbiosis, se ha asociado a un gran nimero de enfermedades, entre ellas la
enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedades hepaticas, enfermedades
autoinmunes, cancer, obesidad y probablemente también enfermedades
neuroldgicas [89].

6.4. Comunicacion y comportamiento social: el lenguaje de las
bacterias

“La comunicacion es el puente entre la confusion y la claridad.”
Nat Turner (1800-1831)

Determinados procesos llevados a cabo por las bacterias solo se ponen en marcha
cuando la densidad celular es elevada. Entre ellos destacan la bioluminiscencia, la
formacion de biopeliculas, la virulencia y la interacciéon entre las bacterias y sus
hospedadores. El éxito de estos procesos depende de la cooperaciéon de un gran
numero de bacterias, esto es, de la existencia de cuérum. Para conocer si existe o no
cudrum, las bacterias se comunican entre si mediante la produccién y liberacién al
exterior de determinadas moléculas denominadas autoinductores (Figura 29). Estas
moléculas, una vez detectadas, actian como sefiales quimicas coordinando el
comportamiento colectivo en respuesta a la densidad bacteriana. De este modo, las
bacterias actian como organismos multicelulares, contradiciendo la idea de que
solo podrian hacerlo de manera individual [91].

El estudio de la bioluminiscencia, abordado independientemente por los
cientificos norteamericanos E. Peter Greenberg y Bonnie L. Bassler (Figura 29), fue
decisivo a la hora de elucidar el lenguaje de las bacterias, o sea los mecanismos que
utilizan para comunicarse entre si. El grupo de Greenberg, adoptando como modelo
la bacteria bioluminiscente Vibrio fischeri (actualmente renombrada como Aliivibrio
fischeri) aport6 informacién valiosisima sobre la actuacién del autoinductor, que ya
habfa sido descubierto con anterioridad, y de la proteina reguladora activada por él
para poner en marcha la respuesta colectiva. Ademas, en un articulo seminal,
publicado en el afio 1994, acufi6 el término quorum sensing (en espafiol percepcidon
de cudérum), para describir la autoinduccién de la bioluminiscencia [92].
Posteriormente, la investigacion de Greenberg se centr6 en Pseudomonas
aeruginosa, bacteria patégena oportunista que causa infecciones tanto agudas como
persistentes, asociadas estas ultimas a la formacién de biopeliculas. Las biopeliculas
son estructuras organizadas, constituidas por numerosas bacterias que se
encuentran englobadas en una matriz extracelular y adheridas a soportes muy
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diversos. De esta forma las bacterias adquieren una elevada resistencia frente a
factores ambientales adversos, destacando los antibidticos y los mecanismos
defensivos del hospedador en el caso de las bacterias patégenas [93]. Ademas, el
grupo de Greenberg demostr6 por primera vez la relacion entre la percepcion de
cuérum y la formaciéon de biopeliculas. Sus estudios condujeron al descubrimiento
de tres sistemas de percepciéon de cuérum en P. aeruginosa y la presencia de
biopeliculas de esta bacteria en el pulmén de pacientes con fibrosis quistica,
enfermedad hereditaria asociada al espesamiento de las secreciones mucosas [94].
Las biopeliculas se pueden establecer no solo sobre secreciones espesas sino
también sobre dispositivos médicos, como sondas, catéteres, valvulas cardiacas,
prétesis de cadera, etc., causando infecciones que pueden poner en riesgo la vida del
paciente y conllevan un elevado coste para los sistemas de salud [94].
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Figura 29. Percepcién de cuérum y comunicacion entre bacterias que ponen en marcha un gran
nimero de procesos cuyo éxito depende de la densidad celular. Al, autoinductor (elaboracién propia
basada en [95]). Peter Greenberg y Bonnie Bassler (parte superior derecha) son investigadores clave
en el estudio de estos procesos.

Por su parte, Bassler investigd la produccién de luz por Vibrio harveyi, también
bioluminiscente, descubriendo que las bacterias se pueden comunicar utilizando
multiples sistemas de percepcién de cuérum [96]. Ademas, sus investigaciones
establecieron la relacién entre la percepcién de cuérum por varios sistemas y la
virulencia de V. cholerae [97], el agente causal del colera que ocasioné en el pasado
y sigue causando hoy en dia importantes pandemias [98] (Figura 23). De acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud, “desde mediados de 2021, el mundo se
enfrenta a un agudo repunte de la séptima pandemia de cdlera, caracterizado por el
numero, la magnitud y la concurrencia de multiples brotes, la propagacién a zonas
que llevaban decenios libres de esta enfermedad y unas tasas de mortalidad
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alarmantemente altas.” No obstante, quizd el descubrimiento mas sorprendente
realizado por Bassler fue la demostraciéon de que la comunicacién basada en la
percepcién de cuérum no solo ocurre entre bacterias pertenecientes a la misma
especie, sino también entre bacterias de especies diferentes [99]. Asi, cada bacteria
utiliza un idioma propio que solo entienden los miembros de su misma especie, pero
existe ademads un lenguaje universal que permite la comunicacidn entre especies,
coordinando el comportamiento colectivo a nivel de comunidad. Seria "el esperanto
de las lenguas bacterianas", segtin palabras de la propia Bassler.

Gracias a sus estudios sobre percepciéon de cuérum, Greenberg y Bassler
recibieron el Premio Princesa de Asturias de Investigacion Cientifica y Técnica 2023.
El premio fue compartido con Jeffrey 1. Gordon, uno de los investigadores mas
relevantes en el campo de la microbiota humana. El jurado valord la contribucién de
estos tres investigadores sobre el “papel imprescindible de las comunidades de
microorganismos en la vida sobre la Tierra, incluyendo la de los seres humanos”.

7. (Y qué hay de los virus?: ;cuando, como y por qué
surgieron?

“Un virus es un trozo de dcido nucleico rodeado de malas noticias.”
Peter Medawar (1915-1987)

El término “virus” deriva del latin y significa veneno. Para comprender su
nombre, basta recordar la reciente pandemia COVID-19, sin olvidar las del SIDA y la
gripe, como claro ejemplo de la amenaza que representan para la salud humana atn
en nuestros dias (Figura 23). Sin embargo, los virus son mucho mas que agentes
dafiinos. Se trata de las entidades biolégicas mas abundantes en la Tierra [100],
donde desempefian un papel esencial en la ecologia y en la evolucién de los
organismos celulares. Los virus contribuyen a controlar el nimero de individuos en
poblaciones y comunidades, manteniendo el equilibrio y actuando como agentes de
cambio.

De forma simplificada, los virus se han definido como parasitos intracelulares
obligados de muy pequefio tamafio [101]. De manera mas amplia, se consideran
entidades biolégicas sencillas, que secuestran la maquinaria biosintética de una
célula hospedadora para replicar su genoma y sintetizar la cubierta que lo protege,
denominada capsida [102]. El genoma viral junto con la cdpsida constituye la
particula viral o virién, que es la forma infectiva de los virus, responsable de su
propagacion. Cabe destacar que los virus son las tnicas entidades replicativas que
poseen como material genético cualquiera de los cuatro tipos de dcido nucleico: RNA
o DNA en cadena sencilla o doble, existiendo multiples estrategias para su
replicacién. Los que infectan a bacterias, denominados bacteriovirus, bacteriéfagos
o fagos, pueden interaccionar con la célula hospedadora mediante el ciclo litico o a
través del ciclo lisogénico. El primero conduce a la formacién de nuevas particulas
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virales y tipicamente culmina con la destruccién de la bacteria infectada. Por el
contrario, durante el ciclo lisogénico el virus integra su genoma en el cromosoma de
la bacteria, replicandose como parte de este sin causar dafio. Los bacteri6éfagos que
pueden utilizar el ciclo lisogénico se denominan temperados.

Las dos definiciones de virus mencionadas anteriormente establecen el
parasitismo intracelular obligado como sefial de identidad de los virus, hecho que
excluiria su existencia en un mundo protocelular [35]. Teniendo esto en cuenta, la
hipétesis mas atractiva sobre el origen de los virus, aunque no la Unica, propone su
evolucion a partir de células antiguas mediante un proceso de reduccién. En
concreto, habrian surgido de células ya extinguidas que, procedentes de FUCA,
existieron antes de la diversificacién de LUCA (Figura 30). La existencia en virus
actuales que infectan a bacterias, arqueas y eucariotas de genes especificos que no
tienen homologos detectables en genomas celulares, apoya esta idea. La abundancia
de dichos genes, junto con su presencia en distintos grupos de virus, sugiere su
apariciéon en momentos tempranos del proceso evolutivo. Este escenario encaja
también con la Biologia Evolutiva de los endosimbiontes parasiticos celulares, cuya
evolucion por reduccion del genoma ha sido confirmada [103]. Obviamente, no se
descarta la aparicién de nuevos virus en épocas posteriores, en respuesta a la
evoluciéon de nuevos hospedadores. De hecho, a diferencia de los organismos
celulares, desde los trabajos pioneros de Baltimore [104, 105], se sabe que los virus
no constituyen un grupo monofilético, esto es, no todos comparten el mismo origen.
De acuerdo con ello, diferentes grupos de virus pudieron surgir mediante distintas
rutas evolutivas, que no tendrian que haber ocurrido al mismo tiempo.

ORIGEN DE LOS VIRUS

.": Bacteria — F;}\ Bacteriovirus
\
@ \ Archaea ——

Etapa Eucaria —— * Eucariovirus
protocelular

5 Arqueovirus

Parasito intracelular obligado

Figura 30. Virus bacteriano infectando a una célula, de acuerdo con su parasitismo intracelular
obligado (izquierda). Diversas posibilidades sobre el origen de los virus (derecha); (elaboracién
propia basada en [35]).

De cualquier manera, el mecanismo mediante el cual las células primitivas
evolucionaron a virus no estd claro. Se piensa que el genoma de las células
primitivas, posteriores al mundo RNA y anteriores a LUCA, habria sido RNA
segmentado [35]. Por ello, una posibilidad atractiva, aunque no es la tnica, seria la
evolucion de virus RNA a partir de células RNA. En virus RNA habria surgido la
utilizacién del DNA como mecanismo de escape frente a las defensas de las células
RNA. Posteriormente, el DNA habria sido adoptado por las células RNA
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evolucionando a células DNA [35]. De ser asi, los virus habrian inventado el DNA,
lenguaje utilizado por todas las células actuales como depositario de la informacién
genética, al igual que las bacterias inventaron la comunicacion social (apartado 6.4).

Si ya resulta dificil establecer cuando y cémo surgieron los virus, ain lo es mas
entender el porqué de su aparicion. Dado que los virus poseen una fase extracelular,
pudieron haber sido seleccionados como un mecanismo adoptado por las células
para incrementar su diversidad, y en consecuencia su eficacia bioldgica, al permitir
el intercambio de genes mediante el proceso de transduccion (apartado 6.2). Como
se comentd anteriormente, esta funcidon es particularmente relevante en células
procariotas donde la transferencia genética horizontal constituye, junto con la
mutacidn, el motor esencial para su rapida evolucién y adaptacién. Por otro lado,
aunque muchos virus actuales matan a la célula hospedadora, los virus latentes no
lo hacen, siendo posible que la capacidad litica apareciera mas tarde como forma
eficaz de acceder a nuevos hospedadores. En tiempos presentes, los virus contintian
desempefiando un importante papel en la evolucion de los organismos celulares,
ademas de ejercer una enorme presion sobre la salud humana y la economia global.

8. La batalla entre procariotas y virus

“Las Ciencias aplicadas no existen, solo las aplicaciones de la Ciencia.”
Louis Pasteur (1822-1895)

Desde el descubrimiento de los microorganismos por Anton van Leeuwenhoek
(1632-1723) a mediados del siglo XVII, la Microbiologia ha realizado enormes
avances en la comprension de procariotas, virus y microorganismos eucariotas. Esta
disciplina ha contribuido de manera decisiva al conocimiento cientifico en general,
revelando, por ejemplo, que el DNA, no las proteinas, es el portador de la
informacioén genética; ayudando a esclarecer procesos biolégicos esenciales como la
replicacion del material genético, la transcripcion, la traduccién y la regulacion de la
expresion génica; permitiendo elucidar muchas de las rutas metabdlicas, tanto
anabdlicas como catabdlicas, que operan a nivel celular; y contribuyendo a dilucidar
los mecanismos de generacién de energia derivada de las ultimas y necesaria para
las primeras. Por otro lado, la aplicacién de los conocimientos adquiridos ha
reportado indudables beneficios para la salud y el bienestar humanos, permitiendo
la prevencion y curacién de las enfermedades infecciosas, la produccién a escala
industrial de una gran variedad de compuestos Tutiles, la obtencién de
biocombustibles como alternativa a los de origen fésil, la descontaminacién del
medio ambiente, junto con importantes mejoras en agricultura, ganaderia y
alimentacion.

A continuacioén, en defensa de la investigaciéon basica, no solo como fuente de
conocimiento sino también por sus impredecibles y sorprendentes repercusiones a
nivel aplicado, utilizaré dos ejemplos derivados del estudio de las interacciones
entre procariotas y virus. De manera inesperada, dos de las mayores revoluciones
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cientificas de todos los tiempos, en concreto el nacimiento de la Ingenieria Genética
durante la década de 1970 del siglo XX y el descubrimiento a principios del siglo XXI
de los sistemas CRISPR-Cas, que dio lugar a la edicién genética de alta precision,
descansan sobre los mecanismos de defensa de los procariotas frente a los virus.

8.1. Las endonucleasas de restriccion y el nacimiento de la
Ingenieria Genética

La Ingenieria Genética consiste en la manipulacién intencionada, y por tanto
artificial, de la informacién genética. Se asienta en la Clonacién Molecular, esto es en
el aislamiento y propagacién de cualquier segmento de DNA, generalmente uno o
mas genes, procedente de cualquier organismo, para su posterior estudio y/o
utilizacién de sus productos.

En cuanto a su desarrollo histérico (Figura 31), la Ingenieria Genética surgié a
raiz del descubrimiento de las endonucleasas de restricciéon que emplean bacterias
y arqueas para protegerse frente a la infeccién por virus. La historia de estos
enzimas se remonta a principios de la década de 1950, cuando dos grupos de
investigacion observaron, de manera independiente, que algunas bacterias
producian un “factor de restriccién” que impedia el desarrollo intracelular de sus
virus [106, 107]. Sin embargo, la naturaleza de dicho factor no se descubrié hasta
1968, cuando el grupo de investigacién de Werner Arber (1929-) consigui6 aislar un
enzima, identificado como el factor de restricciéon, que cortaba selectivamente DNA
exdgeno de doble cadena, reconociendo una secuencia especifica [108]. Los estudios
del grupo de Arber revelaron también la existencia de los enzimas de modificacién,
que protegen al DNA bacteriano de la degradaciéon por las endonucleasas de
restriccion a Is que acompaiian. La modificaciéon ocurre mediante metilacion de
bases nitrogenadas (adeninas o citosinas) pertenecientes a nucleé6tidos localizados
dentro de la secuencia de reconocimiento. Estas dos actividades enzimaticas
constituyen los denominados sistemas de restriccion-modificacién, de los que
existen cuatro tipos (tipo I a tipo IV; [109]). En los de tipo I, que fueron los
descubiertos por Arber, las actividades de reconocimiento, modificaciéon y
restriccion residen en complejos multiproteicos. La modificacién ocurre dentro de
la secuencia de reconocimiento mientras que el corte tiene lugar al azar, a cierta
distancia de ella.

Poco después de la publicacién de los resultados de Arber, el grupo de Hamilton
Smith confirmé y ampli6 sus estudios, al detectar y purificar un enzima de
restriccién producido por Haemophilus influenzae que reconocia una secuencia
especifica de seis pares de bases (pb) en DNA bicatenario y cortaba dentro de ella.
Se trata de la primera endonucleasa perteneciente a un sistema de restriccién-
modificacién de tipo II [110]. A diferencia de los anteriores, en estos ultimos la
actividad endonucleasa y metiltransferasa residen en proteinas independientes y
ambas actian, de manera especifica, dentro de la secuencia de reconocimiento. El
inmenso potencial de los enzimas de restriccién de tipo Il se puso de manifiesto
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inicialmente gracias a su utilizacién para mapear el genoma del virus oncogénico
SV40 (Simian Virus 40) por el grupo de Daniel Nathans [111], demostrando asi su
aplicacion al analisis genético, y posteriormente cuando se generaliz6 su uso como
herramientas esenciales para la clonacién de genes. Por sus investigaciones, Arber,
Smith y Nathans compartieron el Premio Nobel de Medicina de 1978 (Figura 31).

1970

Primer enzima de
restriccién de tipo 11
1971

Mapeo genoma SV40
1972

W. Arber

Transformacién 2000
Eschericia coli Shutesisinvitro 2010
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Figura 31. Hitos histéricos en Ingenieria Genética, reconocidos por la concesién de Premios Nobel a
relevantes investigadores (elaboracién propia basada en https://www.neb.com/en/tools-and-
resources/feature-articles/foundations-of-molecular-cloning-past-present-and-
future?srsltid=AfmBOoqH32003uFxUHjxsF7zBzsa2NZG9]JJEIEqkC45MiTWqTOc9-Vdr).

Alolargo de los afnos se han descubierto mas de 4000 enzimas de restriccién con
unas 350 secuencias especificas de reconocimiento. En los sistemas de restriccion-
modificacién de tipo II el tamafio de estas ultimas varia entre cuatro y ocho pb. En
cuanto a nomenclatura, los enzimas de restriccién se designan con la primera letra
del género donde se detectaron, escrita en mayuscula, seguida de las dos primeras
letras de la especie, en minuscula, y de una o mas letras adicionales que hacen
referencia a la cepa concreta de la especie productora [112]. Delante del nombre se
aflade R. o M. cuando es necesario distinguir el enzima de restriccion del de
modificacién. Un ejemplo es EcoRI (R.EcoRI), primer enzima de restriccién
detectado en la cepa R de Escherichia coli, acompafiado del enzima de modificacion
M.EcoRI. Informacién sobre los componentes de los sistemas de restriccién-
modificacién conocidos, relativa a secuencia de reconocimiento, sitios de corte y
metilacién, datos de secuenciacién y de cristalografia, y disponibilidad comercial
estdn recopilados en la base de datos REBASE (rebase.neb.com).

Utilizando enzimas de restriccion de tipo Il cualquier gen o segmento de DNA de
interés puede ser clonado, esto es aislado, para su posterior propagacion, estudio y
manipulaciéon (Figura 32). Actuando como tijeras moleculares, estos enzimas
generan, a partir del DNA donador, una colecciéon de fragmentos que son a
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continuacién insertados en un vector de clonacidén creando moléculas de DNA
recombinante. Por ello, la Clonacién Molecular se denomina también Tecnologia del
DNA Recombinante. Como vectores de clonacién se pueden utilizar moléculas de
DNA plasmidico o viral que contienen un sitio de reconocimiento especifico para la
endonucleasa que gener6 la coleccion de fragmentos y uno o mas marcadores,
normalmente genes de resistencia a antibi6ticos o genes cuyos productos son
facilmente detectables (como el gen que codifica el enzima [3-galactosidasa). Estos
marcadores permiten la seleccién de células portadoras del vector original y
también de las que lleven moléculas recombinantes que constan de DNA exdgeno
unido al vector. El descubrimiento de enzimas capaces de unir piezas de DNA
bicatenario de diferente origen fue otro hito clave para la Ingenieria Genética. Estos
enzimas se denominan ligasas, siendo la T4 DNA ligasa, procedente del bacteriéfago
T4, la mas utilizada en clonacién [113].
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Figura 32. Esquema de un experimento de clonacién y mecanismo de actuacién del sistema de
restriccion modificacién EcoRI utilizado en dicho experimento. La endonucleasa corta dentro de la
secuencia de reconocimiento en los sitios indicados por las flechas, originando extremos cohesivos.
Por su parte, el enzima de modificacion acompafante metila las adeninas sefialadas con asteriscos,
impidiendo la actuacion del enzima de restriccion sobre el DNA propio, pero no sobre DNA exégeno.
En la primera etapa de seleccion, la presencia de un sustrato artificial del enzima (-galactosidasa (X-
Gal), permite diferenciar las colonias portadoras de la molécula recombinante (color blanco) de las
que llevan el vector original (color azul). En la segunda etapa de seleccién se confirma la identidad
del DNA clonado (elaboracién propia basada en https://www.thermofisher.com/es/es/home/life-
science/cloning/cloning-learning-center/invitrogen-school-of-molecular-biology/molecular-
cloning/cloning/traditional-cloning-basics.html).

Una vez generado in vitro, el resultado de la ligaciéon se introduce en un
hospedador adecuado para su propagacidn. Esto se consigue mediante los procesos
de transformacion (en el caso de vectores plasmidicos) o transfeccion (en el caso de
vectores virales). Inicialmente se pensé que E. coli, hospedador mas frecuentemente
utilizado en experimentos de clonacién, era refractario a dichos procesos. La
situaciéon cambi6 cuando se demostré que el tratamiento con CaClz en frio hacia a E.
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coli competente para la incorporacion de DNA ex6geno (fagico en el experimento
inicial; [114]). Este procedimiento fue utilizado después para introducir por
primera vez en E. coli un plasmido de resistencia [115]. Otras bacterias, cuya
competencia no se consigue inducir mediante tratamiento quimico de células
intactas, pueden incorporar DNA previa transformaciéon en protoplastos. Los
protoplastos son estructuras bacterianas desprovistas de pared celular,
osmoticamente sensibles y esféricas, independientemente de la forma de la bacteria
a partir de la cual se hayan originado [116]. Su tratamiento con polietilenglicol
permite la entrada en su interior de DNA exdégeno y, bajo condiciones
experimentales apropiadas, pueden después revertir a células vegetativas y
reproducirse, perpetuando la nueva informacién genética adquirida [117].

La etapa final de un experimento de clonacién sera la seleccion de las células
hospedadoras que contengan el vector con el fragmento de DNA que interesaba
aislar. La seleccién se realiza inicialmente en base al marcador del vector (gen que
confiere resistencia al antibi6ético ampicilina) y se facilita cuando la insercion del
DNA exo6geno interrumpe un segundo gen marcador, por ejemplo, el que codifica el
enzima [(-galactosidasa, localizado en el vector. Existen varios métodos para
confirmar que el DNA clonado se corresponde realmente con el gen de interés, por
ejemplo, en base a su funcidon (seleccion fenotipica) o mediante hibridacién con una
sonda de DNA especifico.

Continuando con la historia, poco después del descubrimiento de los enzimas de
restriccion de tipo Il y del enzima DNA ligasa, el grupo de Paul Berg consiguié crear
las primeras moléculas de DNA recombinante, resultantes de la inserciéon de un
fragmento de DNA del bacteridfago A y de un fragmento del operdn galactosa de E.
coli en DNA del virus SV40 [118]. Estos experimentos demostraron que, gracias a la
universalidad del DNA, es posible unir fragmentos de esta molécula de diferente
procedencia. Sin embargo, fue la comprobacién, de manera consecutiva, de que
genes de E. coli, genes de otras bacterias e incluso genes de células animales podian
ser clonados, propagados y expresados en bacterias, dando lugar a proteinas
funcionales, lo que abrié el camino de la Clonacién Molecular, inaugurando la era de
la Ingenieria Genética [119, 120]. A partir de entonces, la Tecnologia del DNA
Recombinante experimenté un crecimiento exponencial, tanto en sofisticaciéon
metodolégica como en aplicaciones. Con el tiempo se fueron desarrollando
herramientas cada vez mas poderosas para la clonacién y manipulacién del DNA,
incluyendo métodos mas eficaces de introduccion del DNA recombinante en células
receptoras; vectores mas versatiles y con mayores prestaciones, permitiendo por
ejemplo, la sobreexpresion de genes gracias a la incorporacion de promotores
fuertes o la regulacion de la expresion génica; mejores estrategias para la detecciéon
de genes clonados; o métodos para la obtencion de segmentos de DNA
complementarios al RNAm obtenidos por acciéon de la transcriptasa reversa,
haciendo posible su posterior clonacién. Esto ultimo resulta crucial para el estudio
y manipulacion de genes eucariotas, caracterizados por la presencia de intrones.
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Por otro lado, la introduccién en la experimentacién cientifica de las primeras
técnicas de secuenciacién del DNA desarrolladas por Allan Maxam y Walter Gilbert
[121] y por Frederick Sanger y colaboradores [122], asi como de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR; Polymersase Chain Reaction) y de sus multiples
variantes [123, 124], tuvieron un enorme impacto en Ingenieria Genética, al igual
que en otras muchas ramas del saber. Ademads, la PCR junto con el método de
secuenciacion de Sanger, conocido como de primera generacidn, fueron decisivos
para el desarrollo de diferentes técnicas de secuenciaciéon de nueva generacién, que
dieron lugar al auge de la Gendmica.

La importancia de lo expuesto anteriormente se refleja en la concesién a Paul
Berg, en cuyo laboratorio se realizaron los primeros experimentos de ligacién de
fragmentos de DNA de distinto origen, Walter Gilberty Frederick Sanger del Premio
Nobel de Quimica de 1980 “por sus estudios fundamentales en la bioquimica de
acidos nucleicos, en particular del DNA recombinante” (Figura 31). Por su parte,
Kary Mullis compartié con Michael Smith el Premio Nobel de Quimica de 1993, por
la invencién de la PCR y por el desarrollo del método de mutagénesis dirigida,
respectivamente (Figura 31). El impacto de la PCR fue y sigue siendo hoy en dia de
tal magnitud que The New York Times la describié como técnica “altamente original
y significativa, que dividié la Biologia en un antes y un después”. Cabe destacar que
la Taq polimerasa utilizada en la PCR, producida por la bacteria terméfila Thermus
aquaticus, las endonucleasas de restriccion de tipo II, la T4 DNA ligasa y la
transcriptasa reversa son solo algunos de los enzimas derivados de procariotas y
virus que han jugado un papel esencial en la gran revolucion cientifica que se inicié
en el dltimo tercio del siglo XX con el nacimiento de la Tecnologia del DNA
Recombinante. De hecho, desde su introduccién, esta tecnologia ha realizado
aportaciones esenciales en el campo de la Biologia Molecular, proporcionando
informacion sobre el funcionamiento de genes, virus, células y organismos. A nivel
aplicado se consiguieron sintetizar proteinas eucariotas funcionales a partir de sus
genes clonados en E. coli, permitiendo su produccion a escala industrial. Entre las
primeras proteinas humanas conseguidas se encuentran la hormona del
crecimiento, que hasta entonces solo se podia obtener a partir de la pituitaria de los
muertos, la insulina y el interferén a. También se logro la producciéon en distintos
hospedadores de antigenos inmunolégicamente reactivos para su utilizacién como
vacunas, por ejemplo frente a la hepatitis B, o la expresién de rutas de sintesis de
antibi6ticos y otros compuestos bioactivos. Ademds, la Tecnologia del DNA
Recombinante condujo al desarrollo de organismos genéticamente modificados,
como plantas de interés agroalimentario resistentes a enfermedades o herbicidas.
En conjunto, estos y otros muchos logros sentaron las bases para la creaciéon de
numerosas compafiias biofarmacéuticas y biotecnolégicas, muchas de ellas
dedicadas a la comercializacion de productos requeridos en Ingenieria Genética.
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8.2. CRISPR-Cas: el sistema inmune de los procariotas y el
nacimiento de la nueva edicion gendmica

Las bacterias y las arqueas no solo disponen de sistemas de restriccion-
modificacién como mecanismo de defensa frente a la invasién de DNA exdgeno.
Poseen también un programa defensivo basado en el RNA, encargado de la
destruccién de DNA viral o de cualquier otro origen (por ejemplo, pldsmidos y otros
elementos genéticos transferidos horizontalmente). Se trata del sistema CRISPR-
Cas, cuyas siglas proceden de las iniciales en inglés de “Repeticiones Palindrémicas
Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas” (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) y proteinas asociadas (CRISPR-associated o
Cas). CRISPR-Cas actiia a modo de sistema inmune primitivo, compartiendo las dos
caracteristicas esenciales del sistema inmune adaptativo de organismos superiores,
la especificidad y la memoria [125].

Las regiones CRISPR del genoma de procariotas son esencialmente un banco de
memoria constituido por cortas secuencias de nucleétidos, de 24 a 47, procedentes
de DNA foraneo que habia invadido previamente a una arquea o a una bacteria. Estos
segmentos, denominados espaciadores, alternan con una misma secuencia
palindrémica repetida, de menos de 50 nucleétidos, y son utilizados para detectar y
abortar una nueva invasion. De hecho, confieren resistencia frente a DNA exdgeno,
y a veces también RNA [126], que presente homologia con cualquier espaciador. Los
loci CRISPR incluyen, ademas, genes que codifican proteinas Cas que desempefan
funciones esenciales durante la actuaciéon del sistema. Aunque existen diferencias
entre distintos sistemas, en general dicha actuacién transcurre en tres etapas:
adaptacién, maduracién o biogénesis del crRNA e interferencia o silenciamiento
(Figura 33).

La etapa de adaptacion consiste en la captura y almacenamiento de los
espaciadores con intervencién de Cas1 y Cas2. A continuacién, durante la etapa de
maduracidn la regiéon CRISPR se transcribe de manera conjunta dando lugar a una
Unica molécula de RNA de gran longitud, conocida como pre-crRNA (pre-CRISPR
RNA). Esta molécula es cortada en el interior de las secuencias repetidas que
separan los espaciadores, gracias a la acciéon endorribonucleasa de proteinas Cas.
Asi se originan pequefios fragmentos de RNA, denominados crRNA (CRISPR RNAs),
que contienen un espaciador flanqueado por RNA procedente de las secuencias
repetidas. Finalmente, la etapa de interferencia ocurre cuando uno de estos crRNA,
incorporado en un complejo ribonucleoproteico, aparea con un acido nucleico
invasor que sera destruido por la actividad nucleasa de proteinas Cas [127-129]. En
algunos casos, la captura de espaciadores requiere la proximidad de un motivo
denominado PAM (Protospacer Adjacent Motif), de 2 a 4 nucleétidos, que también es
esencial para la union del complejo ribonucleoproteico al DNA diana durante la
etapa de interferencia, para evitar el corte del espaciador en los loci CRISPR
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cromosémicos y para la correcta discriminacién entre lo propio y lo ajeno [130-
132].

Primera infeccion
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Figura 33. Etapas de actuacién del sistema CRISPR-Cas (elaboracion propia basada en la edicién
alemana de Campbell Biology [133]).

En cuanto al desarrollo histérico (Figura 34), el primer locus CRISPR fue
descubierto en 1987, durante el estudio del gen iap cuyo producto es responsable
del cambio de isoenzima de la fosfatasa alcalina en la cepa K12 de E. coli. A
continuacién de este gen se localizaron repeticiones de 29 nucle6tidos separadas
por una serie de secuencias espaciadoras, también de pequefio tamafio, pero
diferentes entre si [134, 135].

El término CRISPR fue acufiado por Jensen y colaboradores [136], quienes
documentaron, ademas, la existencia de un nimero de genes codificadores de
proteinas, adyacentes a los loci CRISPR. Habia nacido el paradigma CRISPR-Cas. El
siguiente hito en la historia de este sistema consisti6 en la deteccién de 4500 loci
CRISPR en genomas secuenciados procedentes de 67 cepas tanto de bacterias como
de arqueas [137]. Su comparacién con bases de datos revel6 que las secuencias
espaciadoras coincidian con fragmentos de DNA fagico o plasmidico, lo cual indicaba
la funcién defensiva de los sistemas CRISPR-Cas frente a DNA invasor [138]. Fue
entonces cuando se propuso su actuaciéon como sistema inmune adaptativo de
bacterias y arqueas. Ese mismo afio, otros autores correlacionaron también las
secuencias espaciadoras con DNA foraneo [130, 139]. Sin embargo, la primera
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demostracidon experimental de la interferencia por CRISPR-Cas no llegd hasta dos
afios mas tarde, en un estudio fundamental que también documenté la adquisicién
de nuevos espaciadores en respuesta a una infeccion fagica y demostrd el papel
esencial de las proteinas Cas en la defensa [127]. Poco tiempo después se puso de
manifiesto que la actividad de corte programada por RNA llevada a cabo por
CRISPR-Cas podia ser utilizada para alterar cualquier secuencia de DNA de cualquier
célula con una facilidad sin precedentes [140, 141]. Se demostré asi su inmenso
potencial como herramienta de ediciéon genémica de alta precisidn, en otro clarisimo
ejemplo de como la investigacion basica constituye el pilar sobre el que se asienta la
“ciencia aplicada”.
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Figura 34. Hitos histéricos que condujeron al descubrimiento del sistema CRISPR-Cas y su desarrollo
como herramienta de edicién genética de alta precision, mostrando los principales investigadores
responsables de esto ultimo [142]).

Coincidiendo con otros mecanismos defensivos, los sistemas CRISPR-Cas han
evolucionado en el marco de la incesante carrera armamentistica entre procariotas
y virus, lo que resulta en una diversidad extrema en cuanto a proteinas Cas y
arquitectura de los loci [143]. En base a ello, los sistemas CRISPR-Cas se distribuyen
en dos clases, clase [ y clase II, divididas a su vez en varios tipos y estos en variantes
[144, 145]. Casl y Cas2 son comunes a la mayoria, mientras que muchas otras
proteinas difieren dependiendo de la clase y tipo de sistema. Las herramientas mas
ampliamente utilizadas en edicién gendémica se basan en CRISPR-Cas9,
perteneciente a un sistema de clase II, procedente de Streptococcus pyogenes [140,
141].

Al igual que las endonucleasas de restriccion, Cas9 actia como tijera molecular
cortando especificamente DNA de doble cadena. La especificidad estd determinada
por el crRNA que contiene RNA homdlogo a la secuencia diana que se quiere editar
y que funciona como guia molecular. La actuacion de Cas9 requiere también un RNA
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adicional, el crRNA transactivador (tracrRNA), codificado por el locus CRISPR-cas,
que se aparea con el crRNA. Ambos RNAs fueron combinados en una Gnica molécula
de RNA guia (sgRNA) el cual actia a modo de misil dirigido, guiando a Cas9 hacia
una ubicacién especifica donde genera los cortes en las dos hebras del DNA
bicatenario (DSB). Tanto el sgRNA como Cas9 se expresan a partir de sus secuencias
clonadas en un vector.

Dependiendo de la disponibilidad o no de DNA homoélogo adicional, los cortes en
doble cadena generados por Cas9 podran ser reparados por mecanismos diferentes
(Figura 35). En ausencia de DNA homadlogo, los cortes activan el “sistema de unién
de extremos no homologos” (NHE]), el cual genera mutaciones al provocar
inserciones o deleciones de unas pocas pb, acompafiadas o no de cambios en la pauta
de lectura. De esta manera se consigue la inactivaciéon de genes. En cambio, si se
aporta el DNA de interés flanqueado por secuencias que presenten homologia, los
cortes ocasionados ponen en marcha el “sistema de reparacién dirigido por
homologia” (HDR) que permite por ejemplo reemplazar un gen alterado por uno
normal o generar fusiones bien con genes reporteros o bien con secuencias
reguladoras, activadoras o represoras [146, 147]. Ademas, Cas9 ha sido alterada
introduciendo mutaciones que afectan a los aminodcidos implicados en la
generacion de DSBs, dando lugar a variantes que realizan cortes en una sola cadena
(nicks) o cataliticamente inactivas pero que ain mantienen la capacidad de unién a
la secuencia especifica. Por otro lado, la fusién de variantes de Cas9 con otras
proteinas o con dominios reguladores ha permitido, por ejemplo, la activacién de la
expresion génica (Figura 35), la edicion de nucledtidos individuales o la
modificacién de la cromatina.
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Figura 35. Principales aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 (DSB, corte en las dos hebras del DNA;
NHE], reparacién mediante unién de extremos no homdlogos; HDR, reparacién dirigida por
homologia); modificado de la edicién alemana de Campbell Biology [133].
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Junto con Cas9 otras proteinas Cas, que actian por ejemplo a nivel de RNA, se han
incorporado a las herramientas de edicién genémica, ampliando la versatilidad de
CRISPR-Cas [148]. Gracias a ello, la pasada década ha sido testigo del desarrollo de
diferentes plataformas de edicién gendmica, que ofrecen oportunidades tinicas para
elucidar procesos bioldgicos complejos permitiendo avances sin precedentes en
numerosas ramas de la ciencia, como medicina, agricultura, ganaderia y
biotecnologia. En cuanto a su aplicaciéon en medicina, la edicién genémica por
CRISPR-Cas9 en terapia humana fue aprobada por primera vez a finales de 2023 en
el Reino Unido, en concreto para el tratamiento de enfermedades de la sangre, como
la anemia de Sickle y la B-talasemia [149]. Se abre asi una nueva era en el
tratamiento de las enfermedades humanas de origen genético, cuyo impacto sera sin
duda equivalente al derivado de la introduccién de los antibiéticos en el control de
las enfermedades infecciosas. Si los antibidticos se consideran el mayor logro de la
medicina del siglo XX, la tecnologia CRISPR-Cas podria ser el mayor logro del siglo
XXI

En 2020, la microbidloga francesa Emmanuelle Charpentier y la biéloga
norteamericana Jennifer Doudna recibieron el Premio Nobel de Quimica por
“desarrollar un nuevo método de edicidn genética” basado en CRISPR-Cas9 (Figura
34). En 2015, ambas habian ya obtenido el Premio Princesa de Asturias de
Investigaciéon Cientifica y Técnica. Relegado qued6 el cientifico lituano Virginijus
Siksnys (Figura 34) cuyo trabajo, en el cual se indicaba textualmente que CRISPR-
Cas9 podia “allanar el camino para la ingenieria de RNA guia programable de uso
universal”, fue rechazado por la revista Cell en abril de 2012, sin pasar siquiera al
proceso de revision. Los autores tuvieron que esperar a septiembre de 2012 para
lograr que fuera publicado, en concreto por Proceedings of the National Academy of
Sciences [140]. Por el contrario, acelerando el proceso de revisidn, el articulo de
Doudna, Charpentier y colaboradores demostrando que la proteina Cas9 podia ser
programada para editar DNA, fue publicado on line por Science a finales de junio de
2012 [141].

Con esto finaliza la primera parte de mi discurso de ingreso en la Academia
Asturiana de Ciencia e Ingenieria, no sin antes advertir que “Si no te gustan las
bacterias, te encuentras en el planeta equivocado” (Stewart Brand; 1938-) y extender
la afirmacién a las arqueas y los virus.

9. Las bacterias, los virus y yo

“Elige un trabajo que te guste y no tendrds que trabajar ni un dia de tu vida.”
Confucio (551-478 aC)

Pretendi dejar claro hasta ahora el enorme interés y potencial aplicado de
procariotas y virus, cuyo estudio incide en todos los campos de la Biologia. A
continuacion me centraré en la modesta aportacion de mi investigacion a alguno de
estos campos, dividiéndola para ello en dos grandes periodos: los afos de
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Streptomycesy los afios de las bacterias patégenas y la resistencia a los antibiéticos.
En ambos casos, intentaré situar el trabajo realizado en el contexto de lo expuesto
en la primera parte del discurso.

9.1. Los aiios de Streptomyces

El género Streptomyces incluye bacterias Gram positivas pertenecientes al filo
Actinobacteria, que destaca por diferentes motivos (Figura 36).
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Figura 36. Aspectos destacados del género Streptomyces. La fotografia corresponde a colonias
pigmentadas de S. coelicolor, 1a especie del género utilizada como modelo desde los pioneros estudios
de David Hopwood en el Instituto John Innes, Norwich, Inglaterra.

Las bacterias del género Streptomyces se encuentran ampliamente extendidas en
el suelo y en sedimentos de sistemas acuaticos, donde desempefian un importante
papel ecolégico. Participan activamente en la degradacion de la materia organica,
como polimeros complejos derivados de las plantas (como celulosa y almidé6n), del
exoesqueleto de insectos y de las paredes celulares de los hongos (quitina), gracias
a la liberacién de enzimas exocelulares [150]. Streptomyces destaca ademas por su
ciclo de vida complejo, donde tienen lugar procesos de diferenciacién celular. El
ciclo se inicia a partir de una espora durmiente, metabo6licamente inactiva que en
condiciones adecuadas origina uno o mas tubos germinativos. Estos se alargan y
ramifican dando lugar a filamentos multinucleados que constituyen las hifas del
micelio vegetativo o sustrato, especializado en nutricién. En respuesta a la escasez
de nutrientes, sobre el micelio vegetativo surge el micelio aéreo o reproductivo,
formado por hifas no ramificadas que por fragmentaciéon originan cadenas de
esporas unicelulares que finalmente se liberan cerrando el ciclo. Las esporas
constituyen la forma de supervivencia, reproduccién y dispersion del género [151].
Sin embargo, Streptomyces es quizas mas conocido por su enorme interés aplicado,
debido a la producciéon de antibi6ticos y otros muchos compuestos bioactivos, como

51



agentes antitumorales, inmunosupresores y promotores del crecimiento vegetal, asi
como una gran variedad de enzimas con aplicacién industrial [152]. Por todo ello, la
Ingenieria Genética de Streptomyces tiene un gran interés, no solo en estudios de
Biologia Basica, sino también al permitir identificar, caracterizar y manipular las
rutas de biosintesis de compuestos utiles, por ejemplo para incrementar su
produccién, obtener derivados con propiedades mejoradas y conseguir nuevos
productos [153].

Mis afios de Streptomyces se extendieron desde 1975 hasta 2002,
aproximadamente (Figura 37). Comenzaron con mi incorporacién al Departamento
de Microbiologia de la Universidad de Oviedo, donde realicé la Tesis Doctoral bajo
la direccidén del Profesor Carlos Hardisson y tuvieron continuidad en dos estancias
postdoctorales en el Departamento de Genética del Instituto John Innes de Norwich,
Inglaterra y en el Departamento de Genética Aplicada de Microorganismos de la
Facultad de Biologia/Quimica de la Universidad de Osnabriick en Alemania. Junto
con mi investigacion predoctoral y postdoctoral, a los estudios de Streptomyces
contribuyeron, de manera decisiva, las seis Tesis que dirigi a raiz de mi
reincorporacién al Area de Microbiologia del Departamento de Biologia Funcional
de la Universidad de Oviedo, una vez conseguida una plaza de Profesora Titular de
Microbiologia.
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Figura 37. Tesis doctorales dirigidas durante los afios de Streptomyces, indicando ademas mi propia
tesis doctoral (parte superior) y estancias postdoctorales (parte inferior). Todas las tesis doctorales
fueron realizadas y defendidas en la Universidad de Oviedo, a excepcién de la presentada por Patricia
Cauich en el Instituto Politécnico Nacional de México, codirigida por la Dra. Rosa Maria Ribas-
Aparicio.

A mediados de la década de 1970, las técnicas de Ingenieria Genética estaban en
sus inicios. Yo tuve la oportunidad de seguir paso a paso su evolucién y colaborar
activamente en su puesta a punto para Streptomyces. En concreto, participé en el
desarrollo de métodos de transfeccién para la introduccién de DNA recombinante
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en protoplastos mediada por liposomas y en la construccién de vectores de
clonacién de origen fagico. Abordé, ademds, estudios de interaccién
bacteriéfago/hospedador, prestando especial atencion alos sistemas de restriccion-
modificacién. Gracias a ello entre en contacto con el asombroso mundo de los virus
y su obligada interaccion con las bacterias.

Como ejemplos de la investigacion realizada durante este periodo comentaré 1)
la aplicacién de los liposomas a transfeccién de protoplastos de Streptomyces; 2) el
desarrollo de vectores de clonaciéon derivados del bacteriéfago ®C31 de
Streptomyces; y 3) el amplio trabajo realizado sobre el sistema de restriccion-
modificacion Sall, que demuestra claramente como la Ingenieria Genética puede
contribuir a estudios de Biologia Molecular y Aplicada.

9.1.1. Aplicacion de los liposomas a transfeccion de protoplastos de
Streptomyces

Igual que las protocélulas surgidas en la etapa prebidtica, los liposomas son
vesiculas membranosas que se originan cuando los fosfolipidos se exponen al agua,
pudiendo atrapar en su interior agua junto con cualquier sustancia contenida en ella.
La fusién de liposomas con protoplastos no solo bacterianos sino también de hongos
y de células vegetales, o con células animales, ofrece la posibilidad de introducir en
cualquier organismo una gran diversidad de compuestos, como DNA, RNA, agentes
antimicrobianos, agentes anticancerigenos, neurotransmisores, etc. [154].

Cuando me incorporé al Departamento de Genética del Instituto John Innes se
estaba utilizando polietilenglicol para promover la entrada de DNA en protoplastos
de Streptomyces. Sin embargo, la frecuencia de transfeccion era muy baja (10-5-10-¢
por molécula de DNA fagico), 10 a 100 veces inferior a la frecuencia de
transformacién (104 por molécula de DNA plasmidico). Este hecho dificultaba
considerablemente la utilizacion de vectores fagicos de clonaciéon. Abordamos, por
ello, el uso de liposomas como vehiculos para introducir DNA fagico en protoplastos
obtenidos a partir de micelio vegetativo de Streptomyces (Figura 38).

Los resultados confirmaron que los liposomas podian englobar DNA fagico en su
interior, pudiendo asi transfectar protoplastos con una frecuencia 15 veces superior
a la obtenida con DNA libre [155]. Como inconveniente, la cantidad de DNA fagico
atrapada en los liposomas era relativamente baja, menos del 10% del afiadido
inicialmente. Sin embargo, en el transcurso de estos experimentos se encontré que
la adicién de liposomas vacios aumentaba considerablemente la frecuencia de
transfecciéon con DNA fégico libre. Este proceso se denominé transfeccion asistida
por liposomas [155].

En la estimulacidn de la transfeccion estaban implicados liposomas de pequefio
tamano (0,1-0,3 pum) que permanecen en el sobrenadante después de la
centrifugacion (los de mayor tamafo se localizan en el sedimento). Ademas, la
estimulacion requiere polietilenglicol y depende de la carga de liposomas, siendo
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optima cuando estos poseen carga positiva (Figura 38). En cuanto al mecanismo
pensamos que el DNA con carga negativa se une a los liposomas cargados
positivamente y éstos, por tratamiento con polietilenglicol se fusionan con los
protoplastos permitiendo la incorporacién del DNA fagico [155].

TABLE 3. Effect of liposomal charge on
transfection of §. lividans 66 protoplasts by free
$C31 c1 DNA in the presence of LSF

. Stimulation
LSF added to 2.5 ng Transfection
factor over
of free DNA frequency contial
None (control)® 2.7 x 1073
Neutral® 6.6 X 10~° 2.4
Negatively charged® 59 x 10~° 22
Positively charged® 426 x 103 158

“ A 0.5-ml amount of 25% PEG (final concentration,
ca. 21%).

& A 0.5-ml amount of 60% PEG (final concentration,
ca. 50%) and 100 pl of LSF.

Liposomas

Figura 38. Protoplastos obtenidos a partir de micelio vegetativo de Streptomyces y liposomas
(izquierda). Estimulacién de la transfecciéon de protoplastos asistida por liposomas neutros, con
carga negativa y con carga positiva (derecha); LSF, liposome supernatant fluid; (basado en [155]).

9.1.2. Desarrollo de vectores derivados del bacteriofago ®C31

®C31 es un bacteriéfago temperado capaz de multiplicarse mediante el ciclo
litico, originando placas de lisis, o insertar su genoma en el cromosoma bacteriano
dando lugar al ciclo lisogénico. Durante este dltimo, el genoma viral, conocido como
profago, sera copiado y transferido como parte del DNA celular (Figura 39). El
genoma de ®C31 es una molécula de DNA lineal, de doble cadena con extremos
cohesivos. En él se identificaron dos regiones dispensables para la formacién de
placas de lisis. En una de ellas se localiza el gen c que codifica el represor necesario
para el establecimiento y mantenimiento de la lisogenia. La otra contiene el sitio
attP que interviene en la integracion del DNA fagico en el cromosoma de
Streptomyces [156].

A partir del genoma de este fago construi una serie de vectores de clonacién con
deleciones en el gen c y en el sitio attP (c-attP-) o solo en el sitio attP (c*attP-),
quedando asi espacio para la inserciéon de DNA exdgeno. En combinacién con la
transfeccion asistida por liposomas, estos vectores han sido ampliamente utilizados
tanto en clonacién convencional (vectores c-attP) como en clonacién mutacional
(vectores c*attP-) (Figura 39). En el primer caso la selecciéon del DNA de interés se
basa normalmente en la complementacién de mutantes defectivos en el gen o en la
ruta que se quiere clonar. En el segundo, la clonacién de un fragmento interno de un
gen o de una unidad de transcripcién y su integracién mediante recombinacién
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homdloga origina un mutante facilmente seleccionable. Este mutante podra ser
utilizado directamente para estudiar la funcién del gen u operén intactos, o como
receptor para la clonacion de estos por complementacién funcional [156, 157].
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Figura 39. Vectores de clonacion derivados del bacteriéfago ®C31 (mostrado a la izquierda) con
aplicacién en clonacién convencional y mutacional (basado en [157]).

9.1.3. El sistema de restriccion-modificacion Sall de Streptomyces albus G

La endonucleasa Sall es uno de los enzimas de restriccion utilizados
normalmente en Ingenierfa Genética. Este enzima, producido por S. albus G y
descubierto por Richard ]. Roberts en 1978 [158], reconoce la secuencia 5’-GTCGAC-
3’en DNA de doble cadena y corta en ambas cadenas generando extremos cohesivos.
La endonucleasa de restriccion se encuentra acompafada in vivo por un enzima de
modificacién, detectado por Keith Chater en el Instituto John Innes de Norwich
[159], que protege al DNA propio mediante metilacién de las adeninas presentes en
la secuencia de reconocimiento (Figura 40). El grupo de Keith Chater habia obtenido
diversos mutantes en el sistema Sall, destacando entre ellos los dobles mutantes
deficientes en restriccion y modificacién, que aparecen con una frecuencia
relativamente elevada (0,05% de los supervivientes al tratamiento con luz
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ultravioleta o nitrosoguanidina), y un mutante sensible a la temperatura que crece
normalmente a 28°C pero es incapaz de hacerlo por encima de 34,5°C [159].

Mediante técnicas de Ingenieria Genética llevé a cabo la clonacion de los genes
sallR y salIM a partir de una libreria de DNA de S. albus G construida en un vector
plasmidico (Figura 40). Como bacteria receptora utilicé S. lividans, que es sensible al
bacteridofago ®C31 [160]. Cabe destacar que tanto el vector de clonacién como el
DNA de ®C31 contienen sitios de reconocimiento para la endonucleasa Sall. La
seleccion inicial se basd en la deteccidn del gen sallR, capaz de conferir a S. lividans
resistencia frente al bacteriéfago. De acuerdo con lo esperado, el plasmido
recombinante seleccionado fue resistente a la digestion con Sall, lo que demuestra
la clonacién simultanea del gen de modificacién. A continuacidn, se llevé a cabo la
secuenciacion del DNA clonado utilizando el método original de Sanger [122]. Asi se
demostré que los genes sallR y sallM se localizan en la misma cadena del DNA
cromosomico, precediendo el de restriccion al de modificacién [161].
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Figura 40. Secuencia de reconocimiento del sistema de restriccion-modificacion Sall producido por
Streptomyces albus G y organizacién de los genes que lo codifican, establecida mediante clonacién y
secuenciacion (izquierda). A la derecha se muestra la digestion del DNA de ®C31 por extractos de S.
albus Gy de S. lividans portador de los genes clonados en un vector plasmidico (ambos R*M*) pero
no por S. lividans (R"M-) utilizado como receptor en el experimento de clonacién (basado en [160,
161]).

Los distintos mutantes de S. albus G afectados en el sistema de restriccion-
modificacién se transformaron con el plasmido portador de los genes sall clonados,
comprobandose en todos los casos la complementacion, esto es, la restauracion del
fenotipo silvestre. Ademds, mediante experimentos de hibridacién, clonacién y
secuenciacion se demostré6 que la frecuente aparicion de dobles mutantes
deficientes en restriccién y modificacién- se debe a la transposicién de una secuencia
de insercion de 887 pb, denominada IS112, dentro del gen sallR. La inserciéon de
[S112 provoca un cambio en la pauta de lectura de salIR y ejerce un efecto polar
sobre la expresion de sallM [162] (Figura 41). De la misma manera, la clonacién y
secuenciacion de los genes sall del mutante sensible a la temperatura permiti6
identificar un cambio puntual en el nucledtido 4079 del gen salIM que provoca la
sustitucion de la Thraie por Ile y que es responsable del mencionado fenotipo. Este
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cambio afecta al dominio de reconocimiento de secuencia del enzima de
modificacion, identificado en base a estudios comparativos [163] (Figura 41).
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Figura 41. Bases genéticas de la frecuente aparicion de un doble mutante deficiente en restriccion y
modificacion y de un mutante sensible a la temperatura, ambos fenotipos complementados por los
genes sallR y sallM clonados [162, 163].

Posteriormente se abordd el andlisis transcripcional del sistema, en el marco de
la tesis doctoral de Miguel Angel Alvarez (Figura 42). El estudio demostré que
ambos genes constituyen un operén, formandose un RNAm bicistrénico (con
informacién para los dos enzimas), que se transcribe principalmente a partir de un
promotor, denominado pR1, localizado en la regién 5°del gen sallR. Dos posibles
promotores minoritarios (pR2 y pR3), anteriores a pR1, podrian contribuir también
a la transcripcion del RNAm bicistréonico. Ademas, en la region 5’ del gen salIM se
detecté un promotor adicional, pM, a partir del cual se transcribe un RNAm
monocistrénico con informacién solo para el enzima de modificacion. Este
promotor, relativamente débil, podria desempefiar un papel esencial en la
regulacién del sistema Sall, al permitir la expresiéon de la metiltransferasa en
ausencia de la endonucleasa [164].

Los promotores pR y pM se detectaron mediante mapeo de alta resolucién con
nucleasa S1 junto con secuenciacién por el complejo método de Maxam and Gilbert
[121]. Esta técnica permite establecer el sitio de iniciacién de la transcripcién e
identificar, por tanto, las regiones -10 y -35 de los promotores. pR1 y pM fueron
visualizados también mediante transcripcion in vitro utilizando RNA polimerasa
purificada de S. lividans y a través de fusiones transcripcionales [164]. Sin embargo,
PR2 y pR3 no pudieron ser detectados por las dos ultimas técnicas.
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Figura 42. Organizacién transcripcional del sistema Sall e identificacion de los promotores
implicados en la expresion de los genes sallR y salIM de Streptomyces albus G. Los promotores fueron
detectados mediante mapeo con nucleasa S1 y secuenciaciéon Maxam and Gilbert (izquierda) y
mediante transcripcion in vitro utilizando como templados diferentes fragmentos de la region sall
(derecha); [164]).

También se estudié la expresidon del sistema Sall en E. coli, encontrandose
importantes diferencias con respecto a Streptomyces (Figura 43). Asi, en el
hospedador heterdlogo, el gen sallR no se expresa debido, al menos en parte, a la
baja o nula actividad de la regién promotora pR. Por el contrario, pM es funcional
permitiendo una baja expresién del gen de modificacién. Ademas, la sustitucién de
laregion promotora pR por el promotor pLac de E. coli permitio la expresion del gen
de restriccién y, de acuerdo con la organizacion de los genes en un operén, aumenté
la expresién del gen de modificacidn. La produccién de la endonucleasa Sall en la
cepa resultante fue unas 10 veces superior a la obtenida con el clon de S. lividans
portador de los genes sallR y salIM en multicopia bajo el control de su propia region
promotora [165].

Tanto la secuenciaciéon de los genes que codifican el sistema Sall como los
estudios de expresion en E. coli se llevaron a cabo en colaboracién con New England
BioLabs, empresa lider en el descubrimiento y desarrollo de reactivos necesarios en
Biologia Molecular, que pas6 a producir Sall comercial a partir de nuestro clon de E.
coli. Por aquel entonces, New England BioLabs contraté como director de
investigaciéon a Richard ]. Roberts (Figura 43), pionero en el descubrimiento de
enzimas de restriccion de tipo II, entre ellos Sall. Cabe destacar que, junto con Philip
Sharp, Richard Roberts recibié el Premio Nobel de Medicina en 1993, no por su
trabajo con la endonucleasa Sall, sino por el descubrimiento de intrones de genes
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eucariotas, cuyo procesamiento permite el “ensamblaje alternativo” de distintos
exones, dando lugar a la produccién de diferentes proteinas a partir de un mismo

gen.
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Figura 43. Expresion del sistema Sall de Streptomyces albus G en Escherichia coli (basado en [165]).
El estudio se realiz6 en colaboracién con la empresa New England BioLabs, cuyo director de
investigacion es Richard Roberts.

9.1.4. Otros estudios

Durante los afios de Streptomyces se abordd también el aislamiento de
bacteriéfagos de S. antibioticus y de otras especies del género a partir de muestras
naturales, se procedi6 a su caracterizacion, se estudié su interaccién con sistemas
de restriccién-modificaciéon y se manipulé uno de ellos para su utilizacién como
vector de clonacidn, todo ello formando parte de la primera Tesis Doctoral que dirigi
[166, 167]. S. antibioticus, bacteria productora del antibidtico oleandomicina del
grupo de los macrélidos, fue la especie utilizada como modelo en el Departamento
de Microbiologia de la Universidad de Oviedo desde su creacion. En el contexto de
otras Tesis Doctorales, llevamos a cabo el estudio de isoesquizémeros de Sall, esto
es de sistemas que reconocen la misma secuencia que Sall como Xaml y HgiDII [168,
169] y la caracterizacién estructural y funcional del gen recR de S. lividans, que
participa en procesos de recombinacién homéloga y reparaciéon [170]. También
participé en el estudio de proteinas ribosémicas, en colaboracién con el grupo de
José Antonio Salas y Carmen Méndez de la Universidad de Oviedo [171, 172] y de
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una quitinasa de Streptomyces, durante mi estancia en la Universidad de Osnabrtick,

Alemania, identificando mediante mutagénesis dirigida aminoacidos implicados en
la unién del enzima al sustrato (Figura 44).
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Figura 44. Otras lineas de investigacién abordadas durante los afios de Streptomyces (basado en [166,
168,169, 171] o elaboracién propia).

Después de los afios de Streptomyces y antes de céntrame en bacterias patégenas
y resistencia a los agentes antimicrobianos, realicé una breve incursiéon en
Microbiologia Ambiental, trabajando en colaboracién con Jesdis Sanchez en la

identificacion de bacterias implicadas en la depuracién de lixiviados procedentes de
residuos sélidos urbanos de Asturias.
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9.2. Los afios de las bacterias patégenas y la resistencia a los
antimicrobianos

Hacia 2002 me incorporé como codirectora al grupo de investigacién puesto en
marcha por Carmen Mendoza, Catedratica de Microbiologia de la Universidad de
Oviedo, centrado en el estudio de bacterias patdgenas de interés clinico y
agroalimentario y su resistencia. Los resultados obtenidos durante esta etapa
derivan en su mayor parte de las 16 Tesis Doctorales que codirigi o dirigi, apoyados
por importantes colaboraciones establecidas a nivel regional, nacional e
internacional (Figura 45).
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Figura 45. Tesis doctorales codirigidas o dirigidas y colaboraciones establecidas con investigadores
de otros centros durante el periodo 2002-2025, centradas en el estudio de bacterias de interés clinico

y agroalimentario.

Durante mas de dos décadas nuestra investigacion se centré en bacterias
patogenas de seres humanos, en concreto, Salmonella enterica, E. coli, bacterias
transmitidas por animales de compafiia y bacterias del grupo ESKAPE. Las siglas
ESKAPE derivan de las iniciales de bacterias particularmente peligrosas dada su
virulencia y resistencia a multiples antibidticos [173]. Estas bacterias se encuentran
adaptadas al ambiente hospitalario, siendo hoy por hoy los principales patégenos
causantes de infecciones asociadas a la asistencia sanitaria. Abordamos, ademas, la
caracterizacién de bacterias que originan infecciones en plantas de interés
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agroalimentario en el Principado de Asturias, como Pseudomonas fitopatégenas
(Figura 46).
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Figura 46. Bacterias cuyo estudio fue abordado por nuestro grupo en el marco de numerosas
colaboraciones.

A continuacién, presentaré algunos ejemplos del trabajo realizado,
relacionandolo, al igual que en el caso anterior, con lo expuesto en la primera parte
del discurso.

9.2.1. Salmonella enterica

S. enterica es una bacteria patégena, Gram negativa, que desde el punto de vista
médico se clasifica en serotipos (esto es, variantes establecidas en base a su
composiciéon antigénica) tifoideos y no tifoideos. Los serotipos tifoideos estan
adaptados a seres humanos, ocasionando infecciones invasivas graves que ocurren
principalmente en paises en vias de desarrollo. Por el contrario, los serotipos no
tifoideos son bacterias zoonéticas, que cuentan con reservorio animal. En seres
humanos, estos serotipos constituyen una de las principales causas de infecciones
bacterianas transmitidas por alimentos, dando lugar a gastroenteritis. En adultos
sanos la infecciéon es generalmente controlada por el sistema inmune a nivel
intestinal por lo que no requiere tratamiento con agentes antibacterianos. Sin
embargo, en nifos, ancianos y personas inmunocomprometidas las bacterias se
pueden dispersar a otras partes del cuerpo, provocando infecciones
extraintestinales focales o sistémicas, potencialmente graves e incluso mortales. En
estos casos, la administracién de antibidticos resulta esencial. Durante mucho
tiempo los compuestos de eleccion fueron ampicilina, amoxicilina/acido
clavulanico, cloranfenicol y cotrimoxazol (combinacién de trimetoprim vy
sulfametoxazol). Sin embargo, el aumento en la resistencia frente a éstos y otros
antibacterianos tradicionales esta limitando su uso, siendo necesario recurrir con
frecuencia a nuevos agentes, como las cefalosporinas de amplio espectro, las
cefamicinas o las fluoroquinolonas. Estos antibiéticos son considerados por la OMS
como de importancia critica y maxima prioridad en medicina humana.
Desgraciadamente, también estan apareciendo resistencias frente a ellos [174, 175].
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Trabajando en colaboracién con el Laboratorio de Salud Publica del Principado
de Asturias, el Centro Nacional de Microbiologia, dependiente del Instituto de Salud
Carlos 11, y diferentes hospitales, llevamos varias décadas realizando el seguimiento
epidemiolégico de los serotipos no tifoideos de S. enterica en Asturias e investigando
su resistencia. Utilizamos para ello numerosos métodos experimentales, tanto
convencionales como moleculares, complementados con secuenciacién y analisis
genémico. Fuimos asi testigos del auge y declive de diversas variantes o clones
multirresistentes, asociados probablemente al uso de agentes antibacterianos a lo
largo del tiempo en diferentes contextos.

Como muestra del amplisimo trabajo realizado, me centraré en clones detectados
en Asturias con resistencia plasmidica y/o cromosdémica, pertenecientes a los tres
serotipos mas frecuentemente implicados en infecciones humanas: Enteritidis,
Typhimurium y una variante monoféasica de este ultimo. Typhimurium es un
serotipo bifasico que expresa dos variantes alternativas de flagelina, la proteina
estructural de los flagelos bacterianos, mientras que la variante monofasica solo
sintetiza una de ellas. La variante monofasica incluye varios clones entre los que
destacan el clon espafiol y el clon europeo, que fueron inicialmente detectados en
1997 en Espafia y en 2005 en Europa, respectivamente. Sin entrar en detalle,
estudios similares se llevaron a cabo para otros muchos serotipos, centrandonos no
solo en Asturias sino también en otras regiones de Espafia.

9.2.1.1. Asociacion de genes de virulencia y resistencia en plasmidos de los
serotipos Typhimurium y Enteritidis

Un numero reducido de serotipos no tifoideos de S. enterica, entre los que se
incluyen Typhimurium y Enteritidis, contienen plasmidos de virulencia especificos
[176]. Estos plasmidos varian considerablemente en cuanto a tamafio y contenido
genético, pero todos comparten un locus altamente conservado, denominado spv
(Salmonella plasmido virulencia; Salmonella plasmid virulence; spvRABCD), que
facilita la proliferacion intracelular de esta bacteria durante la fase extraintestinal
de la enfermedad, contribuyendo a la infeccién sistémica [177].

Los plasmidos de virulencia especificos de Typhimurium (94 kilobases [kb]) y
Enteritidis (60 kb), se denominan pSLT y pSEV, respectivamente. Ambos
evolucionan activamente perdiendo y/o ganado informacién genética. De especial
interés es la captura de genes de resistencia mediada mayoritariamente por
elementos genéticos mdaviles, como integrones, secuencias de insercion,
transposones y pseudo-transposones (apartado 6.2). También se han detectado
plasmidos de resistencia que han adquirido genes de virulencia, incluido el locus spv.
Ambos tipos de plasmidos hibridos han sido ampliamente caracterizados por
nuestro grupo [178]. Como ejemplos relevantes me centraré en los clones
portadores de pUO-StVR2 y pUO-SeVR1, donde pUO deriva de plasmido Universidad
de Oviedo.
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pUO-StVR2 fue descubierto en aislados multirresistentes de Typhimurium
detectados por primera vez en Asturias durante la década de 1990 [179].
Posteriormente aparecieron en muchas otras regiones de Espafia, alcanzando una
elevada frecuencia en la segunda mitad de la década de 2000 [180, 181], y en otros
paises europeos, como Portugal, Italia y Reino Unido [182-184]). Se trata de un
plasmido de 132 kb, conjugativo y movilizable, con capacidad de transferencia
horizontal ademas de vertical [185].

La secuenciacién de pUO-StVR2 demostrd su evolucién a partir de pSLT, que
adquirié un segmento de DNA exdgeno que consta de una isla de resistencia central
flanqueada por dos regiones adicionales [186].

La isla confiere resistencia a varios antibiéticos (ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina-espectinomicina, sulfonamidas, tetraciclina) y también a
compuestos derivados de amonio cuaternario y de mercurio, todos ellos agentes
antibacterianos de uso tradicional (Figura 47). Los genes responsables son
aportados por un integréon de clase 1 embebido en el transposén Tn21 y por los
transposones Tn9 y Tn10. Destaca, ademas, la presencia de tres copias de la
secuencia de insercién IS1, dos de las cuales flanquean la isla de resistencia que
podria movilizarse como transpos6n compuesto.
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Figura 47. Isla de resistencia del plasmido pUO-StRV2 formada por un mosaico de elementos
genéticos moviles portadores de genes de resistencia (elaboracién propia).

Junto con la region de resistencia, pUO-StVR2 contiene genes que codifican un
sistema de captacion de hierro, delimitados por una copia intacta y otra truncada de
[S26 (Figura 48). El hierro es un micronutriente esencial para la inmensa mayoria
de los seres vivos, al formar parte de numerosas proteinas, por ejemplo, enzimas
implicados en reacciones redox o en detoxificacion [187]. Las bacterias pueden
adquirirlo del medio como ion férrico (Fe3*) o como ion ferroso (Fe?*), siendo este
dltimo la forma bioldgicamente activa que se incorpora en las proteinas. Aunque el
hierro es uno de los elementos mas abundantes en la Tierra, su disponibilidad es
limitada en la mayoria de los lugares, incluido el cuerpo humano, al encontrarse
mayoritariamente en forma insoluble o secuestrado por proteinas. Por ello, los
microorganismos han desarrollado sistemas de alta afinidad de captacion de hierro
que en el caso de las bacterias patdgenas actian como factores de virulencia.

Nuestro trabajo no solo demostré que el plasmido pUO-StVR2 codifica un sistema
de alta afinidad de captacion de Fe?*, sino también que este sistema confiere una
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ventaja adaptativa a las bacterias portadoras, tanto en condiciones no infectivas
(medios de cultivo de laboratorio con concentraciones limitantes de hierro) como
infectivas, al aumentar la capacidad de invasion de células epiteliales humanas y de
replicacién en el interior de macréfagos [188] (Figura 48). Este estudio se realiz6 en
el marco de la Tesis Doctoral de Vanesa Garcia que fue codirigida, en régimen de
cotutela, por el Profesor Michael Hensel de la Universidad de Osnabriick, una de las
maximas autoridades a nivel mundial en estudios de virulencia de S. enterica.

ISLA DE RESISTENCIA
pSLT pSLT
Dl > po e

< =} ><

v
A

s ST (11.75 kb; GC: 54.9%)

D - A—p ) ) <
g o O = W oW g
593 & T % 3 5 9 9By w =
28 T & 2 & &= =3 =R R = g
g %) o
£ = E
<1 <
> >
AIS26 I1S26
PCN + 0.2 uM FeCly __ 25 .
6 E Kok K dokkok  kokok ok
5 3
2 13
. 2
g, s 2
o = o
2 g E-
1 8 &
® )
£ o
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 2 *
Time (h) E
e
ATCC 14028 -« LSP 146/02 ATCC L8P P Lep Lep
] - R K2
®  LSP 146/02 MelMP-flsDA -8~ LSP 146/02 \etMP-fisDA AftMP-fIsDA AJetMP-fis DAC AfetMP-fIsDA AfetMP-fis DA

Figura 48. Organizacién de los genes de pUO-StVR2 que codifican el sistema de captaciéon de Fe2*
(parte superior). La comparacion de la cepa silvestre con un mutante carente del sistema demostré
la ventaja adaptativa conferida tanto en condiciones no infectivas (reproduccién en medio de cultivo
de laboratorio bajo condiciones limitantes de hierro; parte inferior izquierda) como infectivas
(invasién de células epiteliales humanas y replicacion en el interior de macréfagos; parte inferior
central y derecha, respectivamente). La significacion estadistica se indica con asteriscos: (****p <
0.0001; ***p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05; n.s., no significativo (modificado de [188]).

Otro plasmido de virulencia-resistencia ampliamente caracterizado por nuestro
grupo es pUO-SeVR1, de 100 kb, perteneciente al serotipo Enteritidis. Deriva de
pSEV que adquiri6 genes de resistencia a seis antibidticos, asi como a compuestos
derivados de amonio cuaternario, con implicacién de un integrén de clase 1,
versiones truncadas de varios transposones y numerosas copias de 1S26 [189, 190].
Estudios llevados a cabo en colaboracidn con la Dra. Katie L. Hopkins de la Agencia
de Proteccion de la Salud del Reino Unido (HPA, Health Protection Agency) y con el
Dr. Ignacio Mandomando del Centro de Investigacdo em Saude de Manhica y del
Instituto Nacional de Saude, Ministério da Saide de Maputo, en Mozambique,
demostraron la presencia de plasmidos similares a pUO-SeVR1 en aislados clinicos
de Enteritidis causantes de infecciones invasivas graves tanto en pacientes del Reino
Unido, de origen africano o que habian viajado a Africa, como en nifios en
Mozambique [190, 191]. La tipificacién molecular mediante PFGE de aislados
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portadores de estos plasmidos, detectados en Espafia, Reino Unido y Mozambique,
demostré la estrecha relacién existente entre ellos (Figura 49).
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Figura 49. Perfiles Xbal-PFGE de aislados invasivos de Salmonella enterica serotipo Enteritidis de
origen africano (detectados en Espaiia, Reino Unido y Mozambique) y pldsmidos relacionados con
pUO-SeVR1 presentes en ellos (tomado de [192]).

Desgraciadamente, las infecciones causadas por esta variante de Enteritidis son
comunes en paises del Africa sub-Sahariana, afectando principalmente a nifios con
factores de riesgo, como desnutriciéon, anemia severa, malaria o infeccién por el
virus del SIDA, y también a adultos inmunocomprometidos, entre ellos los
infectados por el VIH. Junto con Enteritidis, variantes de Typhimurium portadoras
de plasmidos hibridos derivados de pSLT pero distintos de pUO-StRV2, causan
también este tipo de infecciones. Estamos ante una de las muchas consecuencias
derivadas de las desigualdades existentes entre paises desarrollados y paises en vias
de desarrollo. En los primeros, Enteritidis y Typhimurium originan principalmente
gastroenteritis autolimitada, transmitida por consumo de alimentos de origen
animal. En los segundos, la escasez de alimentos, unida a sistemas de salud y
condiciones higiénico-sanitarias muchas veces deficientes, han llevado a la
evoluciéon y selecciéon de clones multirresistentes de los dos serotipos mayoritarios
a nivel mundial, Enteritidis y Typhimurium, que han sabido aprovechar el nicho
favorable que representan seres humanos altamente vulnerables. Las infecciones
invasivas que originan constituyen un grave problema de salud publica en paises del
Africa sub-Sahariana, debido a su elevada tasa de morbilidad y mortalidad [193].

9.2.1.2. Propiedades de resistencia del clon monofasico europeo

Al igual que los clones anteriores el clon monofésico europeo es tipicamente
resistente a agentes antimicrobianos de uso tradicional. Sin embargo, en este caso
los genes responsables se localizan principalmente en el cromosoma, en una regién
de resistencia denominada RR y en la isla gendmica SGI-4 (Figura 50). A diferencia
también de los anteriores, el clon europeo adquirid resistencias adicionales frente a
antibidticos de gran relevancia en medicina actual, como cefalosporinas de amplio
espectro, cefamicinas, fluoroquinolonas y colistina, utilizados como de ultima linea
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o ultimo recurso en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
multirresistentes. Las nuevas resistencias se deben a mutaciones en genes
cromosomicos ya existentes o son conferidas por plasmidos, muchos de ellos
transferibles por conjugacién o movilizacion (Figura 50; [194, 195].

3§ ¥ ) = § 3

R DOOGOPIPEEE 4@ (mi@Pd@E) - @ - — )<<l
Arsénico Platay cobre

"‘ S

S88E s & ST & & seessey OS EBHH & 8

ST AT SIS TR CRIER PN REOIN NS

£1 § 8 §in

"ePH1>

Mg,

T .
§3 Y
g o 3 $88F 3 £8

.
& &
&
§¢.
Ty
X AN §88 w ax¥rx
of & & Sysesfs8 ag 35L& S 98§ ¥
So0es g0 FHynafSds 8y 8854 £88 ¢

Q
i
§§

Figura 50. Regiones de resistencia cromos6micas caracteristicas del clon monofasico europeo (RRy
SGI1-4; parte superior) y plasmidos portadores de genes de resistencia a antibidticos (parte inferior)
tanto de ultima linea (blacmy-2; cefamicina) como de ultimo recurso (mcr1.1.; colistina). Los plasmidos
se clasifican en grupos de incompatibilidad, designandose por ello con Inc. Aunque son circulares, se
representan de manera lineal [195].

En cuanto a la adquisicion de resistencia por mutacién cromosdmica utilizaré el
caso de un paciente ingresado en el Hospital Universitario Central de Asturias
(HUCA), como ejemplo de la rapida adaptaciéon de las bacterias ante la presiéon
selectiva ejercida por el uso de antibiéticos [196] (Figura 51). En febrero de 2020 el
paciente habia ingresado en la unidad de nefrologia del hospital con diagndstico de
gastroenteritis y fallo renal agudo. Tanto en heces como en sangre del paciente se
detecto S. enterica sensible a todos los antibioticos utilizados en la actualidad para
combatir infecciones por bacterias Gram negativas. El paciente fue tratado
inicialmente con ceftriazona y después con ciprofloxacino. La infeccién remitid y el
paciente fue dado de alta.

En junio de 2020, la misma persona ingresé en la UCI (Unidad de Cuidados
Intensivos) del HUCA con manifestaciones de tipo neurolégico. Cuatro dias después
del ingreso contrajo una neumonia nosocomial que fue tratada empiricamente con
amoxicilina/acido clavulanico. Lejos de mejorar, el paciente desarrollé choque
séptico, siendo entonces tratado con meropenem, antibiotico carbapenémico de
ultima linea. El agente causal de la neumonia y del choque séptico, recuperado tanto
de aspirado traqueal como de sangre, fue identificado de nuevo como S. enterica que,
sin embargo, fue resistente a amoxicilina/acido clavulanico, piperacilina/
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tazobactam y ciprofloxacino. Teniendo en cuenta el patrén de resistencia, el
tratamiento se desescalé a cefotaxima, pudiéndose controlar la infeccidn.
Desagradecidamente el paciente falleci6 poco después a consecuencia de los
problemas neurolégicos.

FEBRERO 2020 JUNIO 2020
Unidad de nefrologia <+— —_— ucI
Gastroenteritis Problemas neurolégicos
Fallo renal agudo Neumonia nosocomial; choque séptico
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Figura 51. Evolucion de resistencia a tiempo real asociada al tratamiento de un paciente ingresado
en el Hospital Universitario Central de Asturias. *, sensible a todos los antibiéticos utilizados
actualmente para el tratamiento de infecciones graves causadas por Salmonella enterica. Sin
embargo, la secuenciacién genémica de las bacterias implicadas demostré la presencia de la regiéon
RR que confiere resistencia a ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina; ***, tratamiento
empirico (informacion derivada de [196]).

Dado el interés del caso, los genomas de las bacterias recuperadas de distintas
muestras a raiz de los dos ingresos fueron secuenciados. El andlisis genémico
permitié su asignaciéon al clon monofasico europeo, portador de la region de
resistencia RRy SGI1-4. Demostrd, ademas, la estrecha relacion existente entre ellos,
diferencidndose entre 1y 4 SNPs (Single Nucleotide Polymosphism). En cuanto a las
resistencias adquiridas, los genomas de los aislados de junio de 2020, pero no los de
febrero, presentaron una mutacién puntual en el gen cromosémico gyrB que
justifica la resistencia a ciprofloxacino. Por otro lado, aunque las bases genéticas de
las resistencias a amoxicilina/acido clavulanico y piperacilina/tazobactam no se
pudieron establecer con certeza, estas podrian ser debidas a la superproduccion de
la B-lactamasa codificada por la regién RR del clon europeo.

En conjunto, los resultados apoyan la seleccion de resistencia a
piperacilina/tazobactam y fluoroquinolonas, a raiz del tratamiento del paciente con
ceftriazona y ciprofloxacino durante su primer ingreso en el HUCA. Probablemente,
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S. enterica habria alcanzado la vesicula biliar a través de la sangre, donde pudo
sobrevivir al tratamiento. Desde ahf se habria dispersado nuevamente dando lugar
a la neumonia nosocomial y al choque séptico durante el segundo ingreso. La
adquisicién de las nuevas resistencias es sumamente relevante, ya que las
cefalosporinas de amplio espectro y las fluoroquinolonas son antibidticos de
elecciéon para combatir infecciones severas causadas por S. enterica. Ademas, la
combinacion piperacilina/tazobactam se utiliza para el tratamiento empirico de
pacientes criticos ingresados en la UCI. En definitiva, este caso representa un
paradigma de cémo la presion selectiva ejercida por la utilizacion de antibiéticos
conduce a la rapida adquisicidn de resistencia.

9.2.2. Resistencia a carbapenemas en bacterias Gram negativas procedentes
del Hospital Universitario Central de Asturias

Seglin se menciond anteriormente, las carbapenemas, entre las que se incluyen el
meropenem y el ertapenem, son antibidticos de udltima linea reservados para el
tratamiento de infecciones graves causadas por bacterias Gram negativas
multirresistentes en hospitales. Son por ello categorizados por la OMS como
antibacterianos de importancia critica y maxima prioridad en medicina humana
[175]. A lo largo de los afios, nuestro grupo realizdo el seguimiento y la
caracterizacién de bacterias resistentes a carbapenemas detectadas en el HUCA y
pertenecientes a E. coli [197, 198], Enterobacter cloacae [199, 200], Klebsiella
pneumoniae [200, 201] y Acinetobacter baumannii [202]. Todas ellas son Gram
negativas y las tres ultimas pertenecen al grupo ESKAPE. Los resultados obtenidos
han permitido identificar y caracterizar los clones circulantes, desarrollar técnicas
rapidas de deteccion de estas bacterias resistentes [203-207], determinar factores
de riesgo asociados a las infecciones que causan [208] e implementar medidas de
control evaluando ademas su eficacia [202].

Como ejemplo relevante citaré un estudio sobre E. coli realizado en colaboracion
con investigadores del HUCA, la Universidad de Santiago de Compostela (Campus de
Lugo), la Universidad de Cantabria y la Plataforma Genémica y Bioinformatica del
Centro de Investigacion Biomédica de la Rioja [197]. El principal valor de esta
investigacion consisti6 en la aplicacion de herramientas bioinformaticas de tltima
generacion para analizar los mecanismos de resistencia a antibioticos en aislados de
E. coli procedentes de pacientes del HUCA. Ademas, se procedi6 a la evaluacion de
estas técnicas en comparacion con herramientas clasicas de Biologia Molecular. Las
bacterias analizadas eran resistentes a la mayor parte de los antibidticos
disponibles, incluyendo las carbapenemas. El gen responsable de la resistencia a
estas ultimas (blaoxa-4s), al igual que otros muchos, se localizaron en pldsmidos
(Figura 52).

El estudio anteriormente citado, en el que también se realizaron ensayos de
virulencia en un modelo animal, fue distinguido en 2019 con el Premio Nacional a la
mejor publicacion cientifica en el campo de la resistencia a antibi6ticos, convocado
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por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios a través del Plan
Nacional frente a la Resistencia a los Antibi6ticos (PRAN). Las colaboraciones
establecidas se mantuvieron desde entonces, culminando recientemente en el
proyecto de investigacién “Monitorizaciéon integrada del flujo de resistencias a
antimicrobianos (RAM) y dianas de intervencion del medio ambiente, a la granjay a
la mesa”, enmarcado dentro de la iniciativa “Una Salud” puesto en marcha por
diferentes organizaciones a nivel mundial [209]. Ese proyecto, liderado por la Dra.
Azucena Mora del Campus de Lugo, ha recibido el premio PRAN 2024 en la categoria
de “Mejor iniciativa de investigacion de la resistencia a los antibiéticos” (Figura 52).
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Figura 52. Reconstrucciéon del genoma de un aislado de Escherichia coli resistente a multiples
antibidticos incluidas las carbapenemas (izquierda). La reconstruccion, llevada a cabo con
PLACNETw (https://castillo.dicom.unican.es/upload/), identifica el cromosoma (6valo mayor) y dos
plasmidos (6valos de menor tamafio), uno de ellos portador del gen blaoxa-4s de resistencia a
carbapenemas. Concepto “Una Salud” de la OMS que reconoce la interdependencia existente entre
salud humana, animal y del medio ambiente (derecha). El Plan Nacional frente a la Resistencia a los
Antibidticos (PRAN) nos concedi6 el premio a la mejor publicaciéon y a la mejor iniciativa en
investigacion sobre resistencia en los afios 2019 y 2024, respectivamente (centro).

9.2.3. Resistencia a antibiodticos de ultima linea en bacterias Gram positivas

Todas las bacterias patégenas comentadas anteriormente son Gram negativas.
Sin embargo, nuestra investigacién aborddé también el estudio de importantes
patégenos Gram positivos. En concreto nos centramos en las dos principales
especies del género Staphylococcus: S. aureus y S. epidermidis y en Enterococcus
faecium, dos de las cuales pertenecen al grupo ESKAPE. Prestamos especial atencion
a la resistencia a antibidticos de ultima linea para el tratamiento de infecciones
graves causadas por estas bacterias, como son la meticilina, la vancomicina y el
linezolid [175].

9.2.3.1. Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria comensal y patégena de seres humanos y animales. En
seres humanos es principalmente un miembro inofensivo de la microbiota normal
de la regién naso-faringea, aunque puede aparecer también en la piel y otras partes
del cuerpo. Como patégeno, origina mayoritariamente infecciones localizadas a
nivel de la piel, pero también infecciones focales profundas e infecciones invasivas
graves (bacteriemia y septicemia), potencialmente mortales. Causa ademas diversas
enfermedades asociadas a la actuacién de toxinas especificas, como el sindrome del
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shock tdxico, el sindrome de la piel escaldada y la intoxicacién alimentaria
estafilocdcica. Aunque S. aureus es principalmente un patégeno nosocomial, puede
también actuar a nivel de comunidad.

Dada la importancia de S. aureus como patégeno de seres humanos y
centrandonos en Asturias, nuestro grupo aplic6 numerosas técnicas de tipificacion
molecular al estudio de una amplia coleccién de aislados procedentes de pacientes
ingresados en dos hospitales (HUCA y Monte Naranco; 210-212), de portadores
sanos (alumnos de la Facultad de Biologia y manipuladores de alimentos) asi como
de alimentos (213-215). Esto permitié identificar los complejos clonales y clones
que estan circulando en nuestra region (Figura 53).
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Figura 53. Distribucién en complejos clonales de Staphylococcus aureus (izquierda) y de clones
resistentes a meticilina (derecha) detectados en Asturias. HUCA, Hospital Universitario Central de
Asturias; HMN, Hospital Monte Naranco, PS, portadores sanos; ALM, alimentos y manipuladores de
alimentos. Un complejo clonal (CC) agrupa aislados cuyas secuencias tipo (ST) solo se diferencian en
uno o dos de los siete loci incluidos en el esquema de tipificacion MLST. spa, proteina A estafilocécica;
SCCmec, casete cromosomico estafilocécico de resistencia a meticilina; -, sin nombre asignado; nd, no
determinado; N y n, nimero de aislados [216].

Cabe destacar el elevado porcentaje de resistencia a [-lactamicos,
aminoglicosidos, macrolidos y lincosamidas y de multirresistencia detectado en
aislados clinicos con respecto a los procedentes de portadores sanos y alimentos. La
identificacion del tipo de casete cromosémico SCCmec responsable de la resistencia
a meticilina, antibidtico B-lactdmico de gran importancia en el tratamiento de
infecciones producidas por esta bacteria, junto con la tipificacion molecular,
permitié identificar los clones de S. aureus resistentes a este antibiético (MRSA;
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) relevantes en Asturias. Todos los
aislados investigados presentaron un gran nimero de genes de virulencia asociados
a numerosos elementos genéticos moviles (islas genoémicas, islas de patogenicidad,
profagos, y plasmidos). En conjunto, los resultados obtenidos ponen de manifiesto
la elevada plasticidad del genoma de S. aureus, lo cual facilita su adaptacion a los
distintos nichos ecoldgicos que ocupa. La experiencia obtenida nos permitié
publicar una revision sobre el tema que a mediados de abril de 2025 contaba con
mas de 800 citaciones [217].
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9.2.3.2. Staphylococcus epidermidis

Aligual que S. aureus, una de cuyas caracteristicas diferenciales es la produccion
del enzima coagulasa, los estafilococos coagulasa negativos son importantes
patégenos nosocomiales que afectan fundamentalmente a personas
inmunocomprometidas o que han requerido algin tipo de implante médico [218].
Dentro de este grupo destaca S. epidermidis, que es la bacteria Gram positiva
detectada con mayor frecuencia en UCIs de hospitales espafioles, ocupando el tercer
lugar si se consideran también las bacterias Gram negativas
(http://hws.vhebron.net/envin-helics). Los aislados nosocomiales de S. epidermidis
son generalmente resistentes a la mayoria de los agentes antibacterianos utilizados
en la practica médica, incluyendo meticilina y vancomicina. Por ello, para el
tratamiento de infecciones graves causadas por esta bacteria hay que recurrir
frecuentemente a antibacterianos de ultimo recurso, como el linezolid,
perteneciente a la familia de las oxazolidinonas. Sin embargo, en los Ultimos afios la
resistencia a linezolid en los estafilococos coagulasa negativos, especialmente en S.
epidermidis, ha ido en aumento, comprometiendo atin mas el manejo de ese tipo de
infecciones.

Un estudio correspondiente al periodo 2011-2017, llevado a cabo en el HUCA,
mostrd una elevada tasa de S. epidermidis resistente a linezolid, especialmente en la
UCI, donde se observé una correlaciéon estadisticamente significativa con el elevado
consumo del antibiético. En otras unidades, con menor consumo de linezolid, no se
encontré relacion estadisticamente significativa y la frecuencia de aislados
resistentes fue considerablemente inferior (Figura 54).
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Figura 54. Comparacién de la tasa de Staphylococcus epidermis resistentes a linezolid (LRSE)
obtenidos de pacientes ingresados en la UCI (barras negras) y otras unidades (barras blancas) del
Hospital Universitario Central de Asturias durante el periodo 2007-2017. Se muestra, ademads, la
correlacién con el consumo del antibidtico en la UCI (tridngulos) y otras unidades (cuadrados)
expresado en DDD (dosis diarias definidas)/por 100 pacientes/dia [219].

A pesar de ello, la tipificacién molecular y los estudios de resistencia de aislados
representativos demostraron el mantenimiento de un clon de S. epidermidis
resistente a linezolid, durante un largo periodo tiempo, no solo en la UCI de HUCA
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sino también en muchas otras unidades [219, 220]. En estas ultimas, los aislados
resistentes pueden colonizar a los pacientes que si llegan a ingresar en la UCI, donde
la presion selectiva es mayor, tendran mas probabilidad de contraer una infeccién
por la bacteria resistente. Ante la gravedad de la situacién, en 2017 se establecieron
medidas de control, incluyendo la restriccién del uso de linezolid limitandolo a casos
estrictamente necesarios. Esto provoc6 una considerable reducciéon del nimero de
S. epidermidis resistentes a linezolid en la UCI y puso de manifiesto la necesidad de
extender las medidas a otras unidades del hospital (Figura 54).

Para finalizar, aunque esta ultima parte del discurso se centr6é en bacterias
patdégenas de seres humanos, no puedo dejar de mencionar el excelente trabajo
llevado a cabo por Ana Gonzalez en el SERIDA sobre bacterias fitopatégenas que
infectan a cultivos de interés en Asturias [221-223]. Entre otras muchas
aportaciones, su investigacidn, en la cual colaboré a lo largo de las tltimas décadas,
condujo al descubrimiento de una nueva especie del género Pseudomonas, que se
denomind P. asturiensis en honor a nuestra region [224].

En resumen, el trabajo resultante de nuestra investigaciéon, apoyado por
multiples colaboraciones, ha generado una gran cantidad de informacién sobre
importantes bacterias patégenas que estan causando infecciones en Asturias y sobre
su resistencia. Esta informacién, puesta al servicio de las autoridades y el personal
sanitario, aporta un claro beneficio para la salud de la sociedad asturiana. Estudios
similares fueron llevados a cabo en otras areas geograficas, tanto de Espafia como
de otros paises.

Salmonella enterica en Asturias (tomado de [225]).
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