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bosque en unrobledal y en un pinar de repoblaciéon. En la foto se apreciala
comunidad de sotobosque en un robledal de Rioseco de Tapia.
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EDITORIAL

ElNobel de Medicina paralas “células madre”

El pasado 10 de diciembre, coincidiendo con el aniversario de la muerte de
Alfred Nobel, se entregaron la mayoria de los premios que la Academia sueca
concede anualmente en honor del insigne quimico, inventor y fabricante de
armas. Los galardonados en la disciplina de Fisiologia y Medicina fueron los
doctores Shinya Yamanaka (japonés) y Sir John B. Gurdon (inglés) por los
trabajos realizados con las llamadas “células madre”, si bien en distintas épocasy
niveles de estudio. El primero consigui6 los mayores éxitos de su trabajo en el
afno 2006, creando células madre a partir de células adultas, mientras que
Gurdon fue un pionero en el uso de las técnicas de clonacion, generando células
madre en los afios cincuenta y sesenta del pasado siglo.

En el comunicado que emiti6 la Asamblea Nobel para anunciar la
concesion del Premio a primeros de octubre de 2012, se incluyen los aspectos
maés relevantes del trabajo de ambos cientificos, por los que se han hecho
acreedores al prestigioso galardon: “Por el descubrimiento de que las células
maduras se pueden reprogramar para convertirse en pluripotentes”; Gurdon
descubri6 en 1962 que “la especializacion de las células es reversible”, mientras
que Yamanaka describié cuarenta anos después, como las “células maduras
intactas podian ser reprogramadas para convertirse en células madre”; estos
avances “han creado nuevas oportunidades para investigar enfermedades y
desarrollar métodos para diagnoéstico y terapias”. En resumen, “estos
descubrimientos han proporcionado nuevas herramientas a cientificos de todo
el mundo y han conducido a avances notables en muchas areas de la medicina”,
citando como ejemplo que “se pueden obtener células de la piel de pacientes con
distintas enfermedades, se pueden reprogramar y examinar en el laboratorio
para observar en qué difieren de las personas sanas... representan herramientas
muy valiosas para comprender los mecanismos de las enfermedades y, por lo
tanto, abren nuevas oportunidades para desarrollar tratamientos médicos”.

Gurdonylos primeros pasos dela clonacion

Sir John B. Gurdon (Dippenhall, 1933) es profesor del Departamento de
Zoologia de la Universidad de Cambridge desde 1983 y miembro de la Royal
Society de Londres desde 1971. Es uno de los bidlogos méas destacados del Reino
Unido y ha sido galardonado con varios premios, entre ellos el Wolf de Medicina
en 1989. En 1995 fue condecorado con el titulo de Caballero por la reina Isabel 11
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de Inglaterra. Su carrera brillante en la ciencia, no fue pronosticada en sus estu-
dios de ensenanza secundaria por alguno de sus docentes, tal y como muestra el
siguiente informe que emiti6 una de sus profesoras cuando Gurdon tenia quince
anos y que el cientifico conserva enmarcado en su mesa de trabajo: “Creo que
Gurdon tiene idea de convertirse en cientifico. Por lo que muestra en este
momento, esto es bastante ridiculo. Si no puede entender datos biologicos
simples, no tendria ninguna oportunidad de hacer el trabajo de un especialista y
seria una absoluta pérdida de tiempo tanto para él como para los que le
ensefnian”.

J 3
& J i
= 3

El zoo6logo britanico John B. Gurdon (izda.) y el médico japonés
Shinya Yamanaka (dcha.) merecedores del Premio Nobel de
Fisiologiay Medicina 2012 por sus trabajos en “células madre”.

A pesar de ello, y tras algunos intentos de seguir una carrera en las fuerzas
armadas, el sector financiero o incluso en el estudio de las lenguas clasicas (Latiny
Griego) en el Colegio Christ Church, de Oxford, Gurdon lleg6 a estudiar Zoologia
en esta Universidad, comenzando posteriormente una productiva carrera
investigadora, cuyos logros mas importantes se plasmarian en la década de los
sesenta del pasado siglo, cuando lleg6 a cuestionar el dogma establecido por
entonces en biologia sobre la unidireccionalidad del desarrollo de los organis-
mos, segun el cual bidlogos y médicos pensaban que desde la concepcion hasta la
muerte, las células se transformaban dando lugar a determinados tejidos y 6rga-
nos, y una vez transformadas, no podian volver atras, es decir no podian repro-
gramarse. En sus experimentos, Gurdon extrajo el nticleo de un 6vulo de ranaylo
sustituyo por el ntiicleo de una célula intestinal tomada de un renacuajo; el ovocito
modificado se desarroll en un renacuajo normal, algo que no hubiera ocurrido si
el desarrollo de un organismo fuera de una trayectoria inica. Habia reprogramado
el 6vulo y habia mostrado quela especializacion delas células es reversible.

4 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Sus resultados fueron recibidos inicialmente con escepticismo por la
comunidad cientifica, pero finalmente fueron aceptados, una vez que otros in-
vestigadores los confirmaron. A partir de entonces, los experimentos realizados

en ranas fueron seguidos por otros trabajos de clonaciéon en mamiferos, entre los
que se incluyeron los renombrados de Ian Willmut, creador de la oveja Dolly en
1997, y pionero en la técnica de transferencia de nuacleos de células somaticas
(TNCs).

Yamanakaylas célulasiPS

Los trabajos de Gurdon implicaban la extraccion de nucleos de células
desarrolladas para introducirlos en otras; pero no aportaban respuestas a la pre-
gunta de si seria posible convertir una célula adulta intacta en una célula pluri-
potente. Cuarenta afios después, el médico japonés Yamanaka, galardonado
también con el Premio Nobel de Fisiologia de este afio, fue capaz de responder a
este interrogante. Shinya Yamanaka (Osaka, 1962), especialista en cirugia orto-
pédica, logré en 2006 generar células madre similares a las embrionarias,
conocidas como “células madre pluripotentes inducidas” (iPS o CMPI), a partir
de epitelio de ratones y un afio después a partir de células de la piel humana.

Para el proceso de obtencion de iPS, Yamanaka tomo células epiteliales
cultivadas en laboratorio y les transfirid, por medio de virus, cuatro genes que
codifican para los factores de transcripcion Oct4, Sox2, Klf4 y c-Myec,
seleccionados de entre veintiseis genes que se sabia que podian participar en la
reprogramacion celular. Los factores de transcripcion son proteinas que
intervienen en el proceso de copia del DNA a RNA; éstos, en concreto, estan
presentes en las células embrionarias de forma natural y, si bien no se conoce
exactamente como funcionan en la reprogramacion de las iPS (los genes inser-
tados podrian constituir un circuito regulador central o podrian activar otros
genes), lo cierto es que su inclusiéon dentro de las células epiteliales transforman
a éstas en células madre alas pocas semanas de su insercion.

Unos meses después del 2006, otros grupos de investigacion, incluido el
del propio Yamanaka, publicaron la obtencion de iPSs a partir de células de
prepucio de neonato y de células de la epidermis y de tejido articular de adultos.
Latécnica, aunque hasta ahora es ineficiente (menos del 1% de las célulasllegan a
ser pluripotentes), se considera que es una via rapida para obtener células
adecuadas paralainvestigacion de enfermedades y de medicina regenerativa.

La obtencion de células iPS presenta una serie de ventajas e
inconvenientes en su aplicacion terapéutica. Entre las primeras se encuentra el
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hecho de que no solo prescinde del uso de embriones humanos (maés escaso, ya
que las células madre embrionarias humanas se obtienen de embriones

sobrantes donados por parejas que se han sometido a programas de fecundacion
in vitro), sino que ademas permite generar células pluripotentes totalmente
compatibles con el paciente, lo que reduce el riesgo de rechazo. Otra ventaja
radica en la posibilidad de curar las enfermedades genéticas, ya que mediante
terapia génica se pueden reparar in vitro las mutaciones o suministrar copias
corregidas del gen mutado, con lo que se producen células sanas para el
trasplante. Uno de los inconvenientes se encuentra en el propio vehiculo de
introduccion de los genes, ya que éstos se integran en el genoma y modifican el
material genético; ademas, las células iPS podrian guardar cierta memoria
epigenética de la célula a partir de la cual se obtuvieron y ser menos eficaces en la
produccion de células diferenciadas distintas a las del origen, esto es, podrian
regresar al tipo de célula que anteriormente formaban. Por otra parte, la
reprogramacion crea estrés celular, que puede llevar a la acumulaciéon de
mutaciones en el genoma y se desconoce, en el momento actual, la naturaleza de
las variaciones que pueden ocurrir en éstas células durante el cultivo prolongado
yladiferenciacion.

Como reconoce el bioquimico espaiiol Juan Carlos Ispizaa, experto en
células madre y en medicina regenerativa, “es dificil predecir las consecuencias
de esas manipulaciones en la seguridad de las terapias y también se ignora si las
CMPI resultan menos seguras que las embrionarias, un conocimiento que sera
esencial para valorar los riesgos de la terapia con células pluripotentes”. Con
todo, no cabe duda que los trabajos de Yamanaka, y los anteriores de Gurdon han
contribuido a dar un paso gigante en la comprension del desarrollo de las células
y los organismos y en la aplicacion de las células pluripotentes en el campo de la
medicina, algo, que como se indic6 al comienzo de este articulo, les ha hecho
merecedores del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina de 2012.

Javier Raa
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AFONDO

Epigenética en la era postgenoma

Maria José Barrero Nuez
Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona

La herencia ha sido motivo de reflexion para cientificos y filésofos durante afios.
Aunque hoy sabemos que heredamos el material genético de nuestros padres,
estudios generacionales que correlacionan la nutriciéon y la probabilidad de que
la descendencia sufra ciertas patologias metabdlicas sugieren que heredamos
algo més. La epigenética (por encima del genoma) estudia aspectos que heredan
nuestras células al dividirse y que pueden ser heredados incluso a través de las
generaciones y que no conllevan cambios en la secuencia de ADN. Mientras que
los cambios genéticos (mutaciones, inserciones, translocaciones, etc.) son
irreversibles, los cambios epigenéticos son susceptibles de ser revertidos. Esta
plasticidad nos ofrece la posibilidad de disenar farmacos para moldear nuestro
epigenoma. Actualmente algunos de estos farmacos ya se estan utilizando para
el tratamiento del cancer y prometen ser una herramienta efectiva para el
tratamiento de otras enfermedades en el futuro.

Introduccion

Hace varias décadas que se conoce que el ADN situado en el nticleo celular
no se encuentra desnudo sino que se empaqueta alrededor de proteinas llamadas
histonas, para formar la cromatina. Desde un principio se asumi6 que el papel de
las histonas era simplemente estructural y se ignoro la enorme repercusion que
esta estructura tiene sobre la expresion de los genes. Durante los afios 70 se reali-
zaron los primeros experimentos in vitro en los cuales fue posible sintetizar ARN
a partir de ADN (transcripcion) mediante la enzima ARN Polimerasa II en un
tubo de ensayo (Anthony Weil et al., 1979). Sin embargo, el ADN utilizado en
estos experimentos de transcripcion in vitro no estaba empaquetado alrededor
de histonasy fue méas tarde cuando se descubri6 que la presencia de histonas ofre-
cia una barrera para el avance de la ARN Polimerasa II a través de los genes (Kn-
ezetic y Luse, 1986). De manera general, se asume que las zonas del genoma que
estan fuertemente asociadas a histonas y presentan una estructura compac-tada
son de dificil acceso parala ARN Polimerasa Iy otros factores de transcrip-cion,
y por tanto los genes embebidos en estas areas no se expresan (Fig. 1). Otras
zonas del genoma se asocian con las histonas de manera méas laxa permitiendo el
acceso de factores de transcripcion y la expresion de los genes. éComo se regulala
compactacion o accesibilidad del genoma?
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GEN INACTIVO

GEN ACTIVO

Figura 1. El grado de compactacion de la cromatina determina la
accesibilidad de factores de transcripcion y la RNA Polimerasa IT a
los genes. Adaptado de Tsukiyama (2002).

Modificaciones de histonas

La asociacion del ADN con las histonas es fundamental para su correcta
organizacion dentro del nticleo celular y juega un papel clave en procesos como la
reparacion y replicacion del ADN y el control de la expresion génica. El ADN se
empaqueta alrededor de un octdmero de histonas que contiene dos copias de ca-
da histona H2A, H2B, H3 y H4. A las estructuras de ADN asociado a histonas se
las denomina nucleosomas y se suceden aproximadamente cada 250 pares de
bases (Fig. 2). A pesar de formar una estructura compacta, los extremos N-
terminales de las histonas son relativamente accesibles y pueden ser modifi-
cados mediante acetilacién, metilaciéon, ubiquitinacion, etc. Estas modifica-
ciones las llevan a cabo enzimas especializadas, capaces de reconocer los extre-
mos N-terminales de las histonas. De manera similar, las modificaciones pueden
ser eliminadas de forma activa por otras enzimas haciendo que el proceso sea
dinamico y reversible. Si tenemos en cuenta que las colas de histonas cuentan
con decenas de residuos susceptibles de ser modificados de diferentes maneras,
que cada nucleosoma cuenta con ocho histonas y que cada 250 pares de bases
encontramos un nucleosoma, aparentemente las posibles combinaciones a lo
largo del genoma son innumerables. Sin embargo, hay ciertas modificaciones de
histonas que tienden a localizarse juntas en el genoma asi como otras que rara-
mente coinciden. Algunas de ellas, como la acetilacion, se encuentran en genes
que se expresan activamente, mientras que otras solo se encuentran en genes
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reprimidos. Estos hechos han llevado a postular la hipétesis del “Coédigo de
Histonas” (Jenuwein y Allis, 2001) en el que la co-presencia de ciertas modifica-
ciones nos puede ayudar a predecir el estado de expresion de los genes y la sus-
ceptibilidad de ciertos genes a ser activados o reprimidos por un determinado
tratamiento. Ademaés, las modificaciones de histonas también se utilizan para
mapear la presencia de ciertos elementos funcionales del genoma, tales como
exones, intrones, inicios de transcripcién y “enhancers” (Heintzman et al.,

20009).
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Figura 2. Los dos componentes principales del c6digo epigenéti-
co. Adaptado de Qiu (2006).

Metilacion del ADN

El DNA es susceptible de ser modificado quimicamente mediante la meti-
lacion de citosinas (Fig. 2). Los residuos citosina susceptibles de ser metilados
suelen estar seguidos de residuos guanina. La presencia de ADN metilado en las
regiones reguladoras de los genes suele correlacionarse con represion transcrip-
cional. Se conocen varias enzimas metiltransferasas de ADN capaces de transfe-
rir residuos metilo a los residuos citosinas. La metilacién del ADN es reversible,

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 9



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

pero la existencia de enzimas capaces de demetilar los residuos citosina metila-
dos es controvertida. Opuestamente, la metilacion po-dria perderse de manera
pasivaal replicarse el ADN durante la division celular.

La metilacion del ADN juega un papel clave en el desarrollo embrionario.
Tras la fecundacion se suceden fen6menos de demetilacion del ADN seguidos de
remetilacion. Este proceso permite establecer los patrones de metilacion ade-
cuados implicados en la inactivacién del cromosoma X en las hembras, el silen-
ciamiento de genes con impronta materna o paternay el silenciamiento de genes
tejido especificos.

Mapas epigenéticos

Hace practicamente una década que el proyecto Genoma Humano nos
desvel6 la secuencia de nuestro ADN. Nos enfrentamos ahora a la ardua tarea de
entender su funcionalidad. Las tecnologias recientes como los chips de ADN o la
ultrasecuenciacion permiten abarcar todo el genoma y elaborar mapas globales
precisos de las modificaciones epigenéticas. Teniendo en cuenta los numerosos
residuos de los extremos de las colas de histonas que pueden ser modificados,
sumado a la potencial presencia de ADN metilado y al hecho de que estas modifi-
caciones son plasticas, modulables por factores externos y especificas para cada
tipo celular, la elaboracion e interpretacion de estos mapas no es tarea facil. Ini-
citivas como el proyecto ENCODE (Enciclopedia de Elementos del ADN) retinen
equipos de investigacion de todo el mundo con el fin de integrar la infor-maciéon
procedente de esos mapas e inferir la funcionalidad de los elementos del genoma.

Los mapas epigenéticos, ademas de aportar informacion basica sobre
nuestro genoma, pueden ser valiosos para el diagnoéstico y tratamiento de enfer-
medades. Un ejemplo es el diagnoéstico de canceres de origen primario descono-
cido, en los que el paciente presenta tumores en diferentes érganos siendo dificil
determinar cual es el tumor de origen y cuéles corresponden a metastasis. Este
tipo de cancer tiene mal pronostico debido a la imposibilidad de tratar el tumor
principal. Cada tipo celular tiene un patréon de metilaciéon del ADN muy parti-
cular que lo hace claramente distinguible de otros tipos celulares o tejidos.
Aunque este patron se altera con el cancer, la mayoria de tumores metastaticos
todavia conservan memoria del patréon del tejido de origen haciendo posible
determinar con alta probabilidad el tejido u 6rgano que alberga el tumor
principal (Fernandez et al., 2012). En este caso, los patrones globales de metila-
cion del ADN actiian a modo de cédigo de barras que nos permite identificar la
procedencia de las células tumorales. En otros casos, los mapas epigenéticos nos
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pueden aportar informacion respecto a la plasticidad del genoma del paciente y
la probabilidad de que responda al uso de un fAirmaco u otro, haciéndose asi
posible la medicina personalizada.

Escritores, borradores, lectoresy efectores

Las modificaciones de histonas o del ADN por si solas raramente llevan a
cambios estructurales importantes capaces de alterar el grado de empaque-
tamiento o compactacién de la cromatina. Unicamente la acetilacién de histonas
introduce una carga positiva en el nucleosoma que causa cierta relajacion de la
cromatina. ¢Cual es entonces el papel de estas modificaciones? ¢Qué funcion
tiene este complejo c6digo? Los residuos modificados pueden ser identificados
por proteinas o complejos proteicos que son atraidos a ciertas zonas del genoma
para realizar su funcién. En muchos casos estos complejos proteicos son capaces
de alterar la compactacion del ADN e incluso promover la movilizaciéon de las
histonas para potenciarla compactaciéon olarelajacion de la cromatina.

En definitiva nos encontramos ante un co6digo complejo que es escrito por
las enzimas modificadoras de histonas o del ADN, que es susceptible de ser
borrado por otras enzimas y que finalmente es leido por proteinas capaces de
reconocer el codigo y de atraer complejos efectores capaces de compactar o rela-
jarlacromatina (Fig. 3).

Writers Erasers Readors
[Histona Methyltransferases) [Histone Demethylases) [Chromatin Binders)

—m Q_

n: .
Wavalengih (nm)

Figura 3. Interpretacion del cddico epigenético. Las modificacio-
nes son insertadas o borradas por los escritores o los borradores y
el cddigo es finalmente leido por los lectores. Los tres tipos de pro-
teinas son susceptibles de ser inhibidas por moléculas sintéticas
disenadas con el fin de modular el epigenoma y tratar enfermeda-
des. Adaptado de Constellation Pharmaceuticals
http://www.constellationpharma.com.
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Farmacos paramodular el epigenoma

Conocer la estructura de las enzimas que catalizan las modificaciones de
las histonas o el ADN, asi como de las proteinas capaces de reconocer estas modi-
ficaciones, nos permite el disefio de moléculas sintéticas capaces de modular su
actividad. En la actualidad se utilizan farmacos que inhiben la actividad de cier-
tas metiltransferasas de ADN (5-azacitidina) y deacetilasas de histona (4cido
valproico) para el tratamiento del cAncer, en especial los que afectan al sistema
sanguineo. Estos farmacos potencian la reactivacion de genes que han sido silen-
ciados de manera aberrante, tales como los genes supresores de tumores.

De manera todavia experimental, y gracias a los avances en el conoci-
miento de la estructura de las proteinas, hoy en dia es posible disefiar moléculas
especificas que inhiben el reconocimiento de las histonas modificadas por los
lectores. Un ejemplo es la molécula JQ1 capaz de inhibir los dominios BET (Bro-
modomain and Extra Terminal) que reconocen histonas acetiladas, y que se ha
demostrado efectiva en el tratamiento de leucemias en animales de experi-
mentacion (Filippakopoulos et al., 2010). Si ademas las proteinas diana estan
presentes solo en ciertos tejidos, podemos limitar la accion de los farmacos espe-
cificamente a estos tejidos. Este es el caso del lector de histonas acetiladas BRDT
(Bromodomain Testis-specific), que se expresa iinicamente en testiculo, y cuya
inhibicion mediante el uso de moléculas especificas previene la fertilidad en rato-
nes de manera completayreversible(Matzuket al., 2012).

Perspectiva

La ciencia de la epigenética nos desvela que lo que somos no es solo el
resultado de nuestros genes, sino que existe la posibilidad de modularlos. Los
factores externos como la nutriciéon y nuestro estilo de vida pueden condicionar
nuestro epigenoma y el de nuestra descendencia. Ademas, el estudio de los fac-
tores que lo regulan nos permite el disefio de fArmacos especificos capaces de
modularlo, y que se han demostrado utiles para el tratamiento del cancer. Final-
mente, la elaboracion de mapas epigenéticos nos permitira el avance hacia la
medicina personalizada.
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En este articulo se presenta un proyecto que describe el proceso productivo
completo para generar y comercializar nuevas variedades de violeta africana
(Saintpaulia ionantha), sin utilizar transgénesis. Para ello, se utilizan distintas
técnicas biotecnolodgicas, basadas generalmente en el cultivo in vitro. No obs-
tante, existen otros métodos con los que se podria estudiar la obtencién de
nuevas variantes somaclonales, como son cultivo de haploides, fusion de
protoplastos y utilizaciéon de agentes mutagenos. El método més usado en esta
especie es el cultivo de callos en medio MS suplementado con benziladenina
(BA) 0,5 uM, bajo una intensidad de luz de 35 umoles / m*s y una temperatura
de 25°C. Algunas de las variantes obtenidas podrian tener interés comercial.
Sobre estas plantas se hace necesario testar si el cambio producido en la variante
existe a nivel genético o epigenético (en este ultimo caso no nos interesa) me-
diante el uso de marcadores moleculares como RFLP. Si el cambio se ha produ-
cido sobre la secuencia de ADN, se necesitara comprobar su adaptacion a con-
diciones de campo y estabilizar su genotipo mediante sucesivas rondas de mi-
cropropagacion por via directa. Posteriormente se micropropagara masiva-
mente y se elaborara un banco de germoplasma, con un estricto control fitosa-
nitario, para poder satisfacerlademanda del mercado.

Palabras clave: Micropropagacion, violeta africana, marcadores, variacion
somaclonal, cultivo in vitro

Introduccion

La Saintpaulia o “violeta africana” es una de las plantas ornamentales mas
usadas y populares para interiores, principalmente por su capacidad para produ-
cir, casi en cualquier época del afio, abundantes y coloridas flores. Es originaria
de las zonas tropicales del Africa central. Posee carnosas hojas de color verde
intenso y delicadas flores violaceas, bastante atractivas para la decoracion. La
especie mas utilizada es en concreto la Saintpaulia ionantha.
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Perteneciente a la familia de las Gesneriaceas (un género que comprende
una docena de especies perennifolias), su tamaino no suele superar los 15 cm y se
reproduce por semillas o por esquejes. De su tallo, poco perceptible, parten los

peciolos que portan hojas redondeadas y carnosas de color verde oscuro. Lo habi-
tual es que sus flores aparezcan en verano, pero pueden tener mas de una flora-
cion al afo, que puede producirse en cualquier temporada. Entre cada floracion
hayun ciclo de descanso de unas seis semanas como minimo.

Normalmente sus flores brotan en grupos de 6. El color mas comun es el
violeta con estambres amarillos en el centro, aunque también hay blancas, rosas,
rojas, azules e incluso de varios colores.

Latemperatura de mantenimiento no debe bajar delos 18°Cyrequiere un
riego constante en verano y muy moderado en invierno; pero siempre con agua
templada. Es recomendable usar para su cultivo un sustrato no calcareo abase de
turba. Las flores son sensibles a algunos patdégenos como el pulgén verde y
algunas cochinillas y 4caros.

Las variedades que se encuentran actualmente en el mercado realmente
ya guardan poco parecido con las que crecen de manera natural en la zona de
Tanzania. Podemos ver algunos ejemplos en la Fig. 1.

Figura 1. Imagenes de distintas variedades de violeta africana
obtenidas mediante el uso de técnicas de transgénesis y variacion
somaclonal.  A: Alwyn; B: Frosted Midnight; C: Ness' Crinkle
Blue; D: chiko. Fuente: www.infojardin.com.
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Nuestro proyecto consta de varios pasos que pueden resumirse en el
esquema de la Fig. 2.

Objetivo: Obtencion de Estrategia: induccion de
nuevas variedades variacion somaclonal.

Comprobacion Cambio
Cultivo in vitro. - molecular del genético:
Via indirecta origen del - pruebas de
cambio campo

Conservacion -‘ Estabilizacion

del del genotipo
germoplasma

¥

‘ Micropropagacion

- Pruebas
exitosas

#| Salida al mercado |

Figura 2. Esquema de los pasos de los que consta el proceso de
obtencion y cultivo de variedades de violeta africana.

masiva

En las instalaciones del vivero se dispone de todo el material necesario
para aplicar cualquier estrategia biotecnolégica destinada a la consecucion de
nuestro objetivo.

Variacion somaclonal

Lavariacion somaclonal se define como la variacién genética o epigenética
que se genera durante el cultivo in vitro de plantas que provengan de células
somaticas. En programas de mejoramiento genético, puede ser un recurso
importante que genera variabilidad y permite obtener caracteristicas deseables.

Ademas de la tasa normal de variacion, hay factores externos, propios del
cultivo in vitro, que pueden inducir una acumulacién de variaciones genéticas y
epigenéticas, que se manifiestan en el fenotipo:

« Método de cultivoin vitro

« Edad del cultivo y subcultivos (aumenta con la edad del cultivo).

« Lacomposicion del medio de cultivo y el estado fisico del medio de cul-

tivo (liquido o s6lido).
Para inducir variacion somaclonal en nuestro proyecto valoramos dos
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posibilidades: la primera consiste en el cultivo de explantos por via indirecta,
usando pétalos o meristemos, ya que muchos autores han comprobado que se
genera una mayor variacion. La otra posibilidad es proponer nuevas técnicas
paraobtener variantes, que no hayan sido descritas para Saintpaulia ionantha.

Cultivos definidos para inducir variaciéon somaclonal en Saintpaulia ionantha
La obtencion de callo permite obtener una mayor cantidad de ejemplares

con variaciones (via indirecta). El

método estandar para generar

callos en Saintpaulia, consiste en el
cultivo de explantos en medio MS
con BA 0,5 uM. Posteriormente es-
tos explantos son subcultivados en N

el mismo medio en intervalos d(? 4~ Figura 3. Ejemplo de la variacién de la
5 semanas. Algunos factores im- morfologia de la flor en violeta africana

portantes a regular son la intensi- tras aplicar variacion somaclonal.
Fuente: Jain, 1992.
dad de luz, que debe estar en torno

a35umoles / m’s,ytemperatura (25 °C) (Jain, 1992).

Después se enraizan las plantas con medio MS suplementado con acido
naftalenacético (NAA) 0,6 uM, bajo unaintensidad deluzde 4 umoles / m*syun
fotoperiodo de 16 horas.

Los explantos regenerados se transfieren a bandejas de plastico y se man-
tienen con 100% de humedad en invernadero, disminuyendo luego la humedad
al 70% (Jain, 1992). En este punto es en el que se detectan las variaciones soma-
clonales, y se seleccionan las més interesantes.

Utilizando explantos de pétalos y meristemos en estas condiciones se ob-
tienen, sobretodo, diferencias enla morfologia dela plantay delaflor, en el niime
ro de flores por planta, el tamafio de la flor, la altura de la planta y el tiempo de
floracion (Jain, 1992). Se podria probar el uso de otros explantos y observar la
tasa de variacion obtenida.

La presencia de BA en el medio de cultivo induce variacién somaclonal,
que también aumenta con el nimero de subcultivos antes de la regeneracion.
Pero un exceso en la concentracion de BA o en los pases de subcultivo disminuye
laestabilidad y calidad delas plantas.

Para obtener un mayor niimero de plantas y aumentar la probabilidad de
encontrar variantes de interés se utilizara un homogenizador (Molgaard, 1991),
que tiene la funcion de disgregar los callos, incrementando asi el potencial de
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micropropagacion, al poder obtener una suspension
celular. Elhomogenizador (Fig. 4) seintroduce aco-
plado a un motor en el frasco donde esté el callo en

suspension. Gracias al movimiento giratorio, las
cuchillas que posee disgregan el callo.

Cultivo optimizado para obtener variaciones en el

colordelaflor
Recientemente se ha descrito que las variacio-
nes en el color de las flores son debidas a la escision

de un transposén que se integra en la region promo-
tora de la flovonoide 37, 5”- hidroxilasa, (enzima Figura 4. Homo-
que se relaciona con la coloracion de la flor). Para la %S?;Zggglfeggﬁﬂégﬁgs
modificacion del color con este tipo de transposén, Fuente: Molgaard,
algunos autores definieron un nuevo medio de culti- 1991

vo que favorece una mayor tasa de variacion en cuan-

to al color de la flor: utilizaron unas condiciones de cultivo con una intensidad de
luz de 140-200 pumoles / m’s y una temperatura de 10-35°C, en medio MS con 1
ppmde NAA y1ppmde BA, conun 3% de sacarosay un 0,3 % de gelatina. El pH
fue aproximadamente de 5,8 -6,0. (Sato, 2011). Se utilizara este medio optimiza-

do para el cambio de color delas flores.

Otrastécnicas
Existe la posibilidad de experimentar con otras técnicas que hasta ahora no han
dado buenos resultados o no se han descrito en violeta africana.
Cultivo de haploides

El color delaflor delavioleta africana depende de 8 genes (I, S, W, Bd, Bw,
P, R, A). Segiin la combinacion génica se obtendran flores de un color o de otro:

« IyS:inhibenlapigmentacion sitienen un alelo dominante.

» W esnecesario parala pigmentacion y solo requiere un alelo dominante

para que se exprese color.

« Bd, Bwy A influyen en la intensidad del color. Para una coloracion de
flor lila el genotipo seria, “ii-ss-W-P-R”; el genotipo “ii-ss-W-pp-R”
codifica para flores de color rosa y si el genotipo es“ii-ss-W-P-r1” seran
rojas.

+ Unaleloinestable en el locus P da lugar a flores rosas con puntos lilas, a
este tipo de fenotipo se le llamara fantasia (Griesbach, 1997). Podria
resultar interesante la generacion de haploides para conseguir una
nueva coloracion. Podria plantearse la obtencion de diplohaploides.
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Los haploides suelen presentar un tamaiio reducido (Fig. 5), y por tanto
esta estrategia puede ser ornamentalmente interesante; pero se obtiene muy
poca cantidad de planta y no son muy vigorosas. Se podria llegar a utilizar esta

técnica para obtener plantas en " ’ﬂ
miniatura de la variedad deseada

(1/3 del tamano normal) (Smith et
al.,1980).
Cultivo de protoplastos

Existen métodos para obtener
planta, pero las plantas obtenidas no
presentan variaciéon somaclonal sig-
nificativa con respecto al color y a la

_rl—*—l—-

Figura 5. Imagen en la que se puede
i apreciar la diferencia de tamaio entre
forma de la hoja. Se sabe que para una hoja normal y una hoja obtenida por
obtener variacion somaclonal los cultivo de haploides Fuente: Smith,

L1 ... 1980.
explantos mas utilizados son los péta- 9

los o los meristemos, por tanto se

podrian realizar estudios para ver si con el cultivo de protoplastos a partir de
estos explantos y variando las concentraciones de BA y NAA, se pueden obtener
variantes somaclonales de interés (color de la flor, forma de la hoja, etc.) (Hoshi-
no etal., 1994; Winkelmann y Grunewalt, 1995).

Agentes mutdgenos

La cafeina o la colchicina son agentes que adicionados al cultivo in vitro
producen variantes somaclonales.

« La colchicina genera aneuploidias y poliploidias en practicamente
todaslas especies vegetales. La colchicina es un agente fusdgeno, se une
alos microtabulos del huso mit6tico impidiendo que se separen los cro-
mosomas durante la mitosis. Las plantas que se obtendrian serian poli-
ploides y estas suelen presentar una coloracion de la flor oscura (Espi-
no, 1979).

» Lacafeina, que es un alcaloide, también funciona como agente mutagé-
no generando gran cantidad de plantas quimeras, pero no aneuploidias
ni poliploidias (Espinoy Vazquez, 1979).

Existen otros tratamientos con agentes mutagenos con los cuales se
podrian realizar experimentos para obtener variantes de interés (Bairu et al.,
2010). Se usaran métodos quimicos y fisicos (Rayos X y Gamma). Respecto a los
rayos X, con un primer tratamiento mas suave se genera resistencia, que servira
de proteccién para un tratamiento posterior mas intenso. Produce muerte celu-
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lar aligual que los rayos gamma.
A continuacién se muestra una tabla con diferentes agentes quimicos que
pueden generar mutaciones, y por tanto, constituyen una posible via de obten-

cion de variacion somaclonal.

Tabla 1. Resumen de los distintos agentes mutagenos quimicos
que podrian ser usados en el estudio

Agentes mutagenizantes

2,4-D (acido 2,4-diclorofenilacético); NAA (acido
Efecto auxinico naftalenacético); IAA (acido indolacético); 2,4,5-T
(acido 2,4,5 triclorofenoxiacético)

BA (benciladenina); Kinetina; 2,3 MDPU (N,N'-bis-
Efecto citoquininico 2,3-metilenodioxifenilurea); 4- CPPU N-(2-Cloro-4-
piridil-N-fenilurea); TDZ (tidiazuron)

Efecto giberelinico Acido giberélico

Agentes fisicos Rayos X; Rayos Gamma

Otros compuestos Azacitidina; Nitrosometilurea; Etil-metilsulfonato;
quimicos Trifluralina; Azida sédica.

No todos estos agentes se han usado para obtener variantes en violeta afri-
cana, pero si en otras especies vegetales. Se pueden utilizar para realizar pruebas
y cultivar explantos en medios de cultivo con estos compuestos, obteniendo
variantes de interés.

Marcadores moleculares

Como ya se ha indicado, se conoce la mayor parte de los genes que codifi-
can para el tamano, forma y color de las flores. Se pueden obtener las secuencias
de estos genes en los progenitores y en las nuevas variedades obtenidas y com-
probar su grado de coincidencia (si son iguales el cambio sera epigenético, y no

Histonas
acetiladas

interesa, Fig. 6). Con los mar-

cadores moleculares podre-
mos detectar la presencia o no
de esas variaciones de forma

rapida. Normalmente se admi- Histonas

hipermetiladas

te que la variacién no es epige-
nética cuando tras el paso de 4
generaciones no se ha perdido Fi

o } gura 6. Los cambios epigenéticos pue-
esavariacion, pero nuestrosinte- den ser debidos a acetilaciones y metilacio-

reses hacen més recomendable nesenlashistonas. Fuente:
http://quimicosonador.wordpress.com.
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el uso de otras técnicas que nos permitan saberlo rapidamente.
Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el analisis de las
diferencias en pequenas secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas

empleadas para ello son muy diversas y dan el nombre a los distintos tipos de mar-
cadores, los cuales pueden ser de caracter dominante o codominante. Ejemplos
de marcadores utilizados normalmente en plantas (explicaremos los mas usados
paranuestro objetivo) son:

+ Polimorfismo delalongitud de los fragmentos de restriccion (RFLP).

« Amplificacion aleatoria del ADN polimorfico (RAPD).

« Polimorfismo enlalongitud delos fragmentos amplificados (AFLP).

« Microsatélites o Secuencias simples repetidas (SSR).

RFLP

Esunmarcador basado enlahibridaciéon de ADN.

Los RFLPs (Fig. 7) son polimorfismos entre individuos dados por el tama-
no de los fragmentos que son cortados por enzimas de restriccion. Los fragmen-
tos de ADN son separados segiin su movilidad electroforética y luego se hibridan
con sondas especificas marcadas. Son altamente reproducibles pero requieren
cantidades altasde ADN.

adlele 1
5?
5?
-
dlele 2 a
5I
5!
X -
b
5' gaatic 5' taattc
cttaag 5' attaac 5'
(sitio Eco R1) (sitio mutado) @ jph 2004

Figura 7. Esquema de un RFLP, donde se observan los diferentes
sitios de corte entre dos secuencias de ADN. Fuente: Jean-Pierre
Herveg (Université de Louvain),
genemol.org/biomolespa/Enzimas/enzimas-de-restricc.html.
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RAPD

La RAPD consiste en la amplificacién de secuencias de ADN con un ceba-
dor de 10 pb aleatorias que hibrida con el DNA (Fig. 8). Posteriormente se visua-
lizan en un gel de agarosa. Las diferencias en el patrén de bandas entre indivi-
duos evidencian diferencias en su secuencia de bases.
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Figura 8. Esquema de un RAPD. Se observan las diferencias en el
patron de bandas de las dos secuencias de ADN comparadas.
Fuente: http://www.informatics.jax.org/silver/figures/figure8-
9.shtml.

Micropropagacion del genotipo deseado
Pruebas de campo v conservacion de germoplasma

Tras las pruebas con marcadores se deben realizar pruebas de campo, es
decir, se ha de someter a esas variantes somaclonales de interés a condiciones ex-
vitro similares a las que se encontraran al ser comercializadas (cultivo en mace-
tas). Se ha de analizar la expresion génica en estas condiciones, y ver que se
expresa de manera correcta.

También se hace necesario conservar este genotipo de interés, una vez ha
superado las primeras pruebas de campo. Se conservara en bancos de germo-
plasma. Para la especie Saintpaulia ionantha se han descrito distintos métodos
de conservacion de germoplasma basados en la crioconservacion. Los mas usa-
dos para crioconservar stocks de plantas de Saintpaulia ionantha son los trata-
mientos de encapsulacion-vitrificacion, encapsulacién-deshidratacion y vitrifi-
cacion. En estos tratamientos se embebe el explanto en una soluciéon con agentes
crioprotectores, previa deshidrataciéon en algunos casos, como son el DMSO,
glicerol o la sacarosa, que producen una progresiva pérdida de agua en el explan-
to sin que pierda viabilidad. Se puede conservar germoplasma proveniente de
distintos explantos vegetales, pero lo mas recomendable es conservar germo-
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plasma mediante crioconservacion tomando apices caulinares, ya que se obtie-
nen los mejores resultados de viabilidad tras la descongelacion. En este caso los
mejores resultados de conservacion de germoplasma y viabilidad de los explan-
tos se obtienen con soluciones de deshidratacion (DMSO 10% y sacarosa 0,5 M,
o DMSO 5% y sacarosa 0,75 M) seguido de un tratamiento con solucién PVS2
(etilenglicol, glicerol y DMSO) (Moges et al, 2003).

En el caso de no ser viable el método anteriormente descrito, econémica-
mente hablando, podria plantearse el uso de agentes retardantes del crecimiento
con el fin de mantener el stock de las variantes obtenidas. Se pueden mantener
apices caulinares durante 12 semanas, cultivados en medios con sacarosa 0,18
M, o manitol o sorbitol 0,16 M durante 16 horas de oscuridad y 8 de luz (Moges et
al2003).

Estabilizacion dela variante somaclonal seleccionada

Una vez comprobada la expresion genética correcta se procede a micro-
propagar esa variante somaclonal para poder comercializarla, pero primero es
necesario estabilizar el genotipo. Hay que evitar que aparezcan mutaciones en el
cultivo. A continuacién se analiza que técnica de micropropagaciéon es mas ade-
cuada.

En cuanto a la micropropagacion de Saintpaulia inothanta a partir de
células de callo esta descartada. En este caso se obtienen unas altas tasas de va-
riacion somaclonal debido a las continuas divisiones de las células desdife-
renciadas, que forman el callo (Echenique et al, 2004).

Se podria optar por micropropagar a partir de tejidos meristematicos
como son los segmentos nodales o las yemas axilares y apicales. En este método
el poder de micropropagacion esté limitado, ya que han de obtenerse los tejidos
meristematicos de la planta madre, y estos no son demasiado numerosos. Por
otro lado, este método de micropropagacion muestra buenas tasas de rege-
neracion de planta para Saintpaulia inothanta especialmente usando segmen-
tos nodales como explanto, y ademas la tasa de variacion somaclonal es bastante
reducida (Pierik, 1991). De todas maneras, este modo de micropropagacion no es
el masidoneo para conseguir una gran cantidad de planta.

En el caso de optar por la micropropagacién directa partir de explantos de
hojas o pétalos de Saintpaulia inothanta se ha observado cierta variacion en el
namero de flores por plantas, morfologia dela flor y periodo de floracién, pero no
asi en cuanto a la coloracion de las flores (Jain et al, 1998). En este caso el poder
de micropropagacion es mucho mayor que partiendo de explantos de tejido
meristematico. La micropropagacion por via directa nos da la posibilidad de
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inducir sobre el explanto un proceso organogénico o embriogénico, aunque en
ambos casos se puede producir cierta variacion somaclonal. Se ha comprobado
que la micropropagacién de explantos de hojas en medio de cultivo MS suple-
mentado con BA (0,22 6 0,5 uM) produce una alta tasa de formacion de tallos.
Asimismo tras tres ciclos de cultivo en estas condiciones se observa como se esta-
biliza el nimero de flores por planta y la coloracion de la flor (nunca varia, proba-
blemente debido a la citoquinina usada), pero no asi el periodo de floracién o la
morfologia de las hojas y las flores (Jain, 1997). Si se contintian realizando ciclos
de micropropagacion a través de la toma de explantos foliares y una posterior
induccion de la formacion de tallos, se consigue estabilizar el genotipo deseado y
que desaparezcan las variantes somaclonales, debidas probablemente a varia-
ciones epigenéticas (Jain, 1993).

Micropropagacién a gran escala dela variante somaclonal obtenida
En este punto, con el genotipo de interés ya completamente estabilizado se

hace necesario realizar de nuevo pruebas de campo. Se testara de nuevo y duran-
te varias generaciones la estabilidad genética, que se habia observado ya en con-
diciones in vitro, y la heredabilidad de estos caracteres. Tras superar estas prue-
bas es necesario conservar dicho dicha variante en un banco de germoplasma,
siguiendo el protocolo ya descrito. Se tendra el genotipo deseado ya estabilizado
y listo para micropropagarse en grandes cantidades y comercializarse.

Para la produccion del genotipo estabilizado en grandes cantidades se
seguira el mismo protocolo que se sefial6 con anterioridad, micropropagaciéon
porviadirecta, debido a subaja tasa de variaciéon y a su alta tasa de producciéon de
vitroplantas. Se inducira la formacion de tallos a partir de explantos foliares, que
luego se someten a un tratamiento con auxinas para que se produzca su enraiza-
miento.

Figura 9. La imagen de la izquierda muestra un ejemplar de
Saintpaulia ionantha cultivada in vitro. La imagen de la derecha
muestra la planta madre de la que se tomaran los explantos.
Fuente: http://www.invitrocarnivoras.4t.com.
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Las vitroplantas producidas han de aclimatarse a las condiciones ex-vitro,
para lo que se hara necesario disponer de un invernadero de aclimataciéon. En
todo este proceso es muy importante el control fitosanitario de distintas plagas
que afectan a Saintpaulia ionantha, como son distintos hongos (Oidium,

Phytium o Phytophora), nematodos, bacterias (Erwinia chrysantemi) e insec-
tos; que pueden afectar a todo el stock de vitroplantas y causar importantes pér-
didas economicas. Se hace necesario un control diario de las vitroplantas, po-
niendo en cuarentena las sospechosas de estar enfermas. Ha de cuidarse el sis-
tema de riego, para evitar una posible infeccidon fingica. Las plantas no han de
estar demasiado proximas entre si, evitando asi la transmision de enfermedades.
Ha de controlarse también la apariciéon de algunas vitroplantas sin las caracte-
risticas deseadas por mutaciones en el cultivo, que reducen la productividad del
proceso.

En conclusion, la variacion somaclonal se revela como un método eficaz y
factible para poder obtener nuevas variedades de Saintpaulia ionantha, y en nin-
gan caso se recurre a la transgénesis, sino que se induce un proceso morfogénico
o embriogénico en el explanto. Se ha conseguido disefiar un proceso productivo
basado en la micropropagacion in vitro, que nos permitira sacar al mercado nue-
vasvariedades de violeta africana, obteniéndose un beneficio econémico.

Bibliografia

Asmara, D.M., Rida, A.S. y Nabila, S.K. 2004. Cryopreservation of African violet
(Saintpaulia ionantha Wendl.) shoot tips. In Vitro Cellular & Developmen-
tal Biology - Plant. 40:389-395.

Bairu, M.W., Aremu, A.O. y Van Staden, J. 2011. Somaclonal variation in plants:
causes and detection methods. Plant Growth Regulation, 63:147-173.
Echenique V., Rubinstein C., Mroginski, L, Levitus, G. y Hopp, E. 2004. Parte
ITI, Métodos para generar variabilidad. Biotecnologia y mejoramiento vege-
tal. Editorial INTA (Instituto nacional de tecnologias agropecuarias,

Argentina). Paginas 81-96.

Espino, F.J.yVazquez, A.M. 1979. Chromosome numbers of Saintpaulia ionant-
ha plantlets regenerated from leaves cultured in vitro with caffeine and
colchicine. Euphytica. 30:847-853.

Griesbach, R. J. 1997. Flavonoids in Saintpaulia ionantha expressing the fan-
tasy mutation. Phytochemistry. 48:829-830.

Moges, A. D., Karam, N. S., Shibli, R. A. 2003. Slow growth in vitro preservation
of African violet (Saintpaulia ionantha Wendl.). Advances in Horticulture

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 25




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Science.2033: 223-230.

Jain, S.M. 1993. Somaclonal variation in Begonia x elatior and Saintpaulia
tonantha L. Scientia Horticulturae. 54:221-231.

Jain, S.M. 1997. Micropropagation of selected somaclones of Begonia and
Saintpaulia. Journal of biosciences. 22:585-592.

Jain, S.M., Brar, D.S. y Ahloowalia, B.S. 1998. Seccion I, capitulo 2, Somaclonal
variation: mechanism and applications in crop. Somaclonal variation and
induced mutations in crop improvement. Kluwer Academic Publishers.
Reino Unido. Pp. 15-37.

Molgaard, J.P., Roulund, N., Deichmann, V., Irgens-Moller, L., Andersen, S.B. y
Fareslveit, B. 1991. In vitro multiplication of Saintpaulia ionantha Wendi.
by homogenization of tissue cultures. Scientia Horticulturae. 48: 285-292.

Pierik, R.L.M. 1991. Micropropagation of ornamental plants. Acta Horticulturae
(ISHS). 289: 45-54.

Sato, M., Kawabe, T., Hosokawa, M., Tatsuzawa, F.y Doi, M. 2011. Tissue cul-
ture-induced flower-color changes in Saintpaulia caused by excision of the
transposon inserted in the flavonoid 3°, 5 hydroxylase (F3050H) pro-
moter. Plant Cell Reports. 30:929—939.

Smith, R.H., Kamp, M.y Davies, R.S. 1980. Reduced plant size of haploid african
violets. Invitro.17:385-387.

Winkelmann, T., Grunewaldt, J. 1995. Analysis of protoplast-derived plants of
Saintpaulia ionantha H. Wendl. Plant Breeding. 114:346—350.

Hoshino, Y., Nakano, M., Mii, M. 1995. Plant regeneration from cell suspension-
derived protoplasts of Saintpaulia ionantha Wendl. Plant Cell Reports.
14:341-344.

http://extension.psu.edu/plant-disease-factsheets/all-fact-
sheets/spanish/enfermedades-de-la-violeta-africana (acceso 23/4/2012)

http://www.infojardin.com/foro/showthread.php?p=2094341 (acceso

24/4/2012)

26 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Migraciones humanas por causas ambientales: secuelas
del cambio global antropogénico

Leticia Doormann

Master en Riesgos Naturales (2011-12). Facultad de C.C. Biologicas y Ambienta-
les. Universidad de Le6n

leticia.doormann@gmail.com

En los altimos 100 anos, los seres humanos han transformado los ecosistemas,
reservorios y dinamicas naturales, de manera mas rapida y extensa que en nin-
gin periodo de tiempo comparable en la historia humana, induciendo ademas
profundos impactos negativos sobre las comunidades afectadas. Sin embargo, a
pesar de que muchas respuestas biofisicas a estos cambios se encuentran mode-
lizadas, la respuesta humana es atin incierta.

En este contexto, el Grupo Intergubernamental de Expertos sobre el Cambio Cli-
matico (IPCC) resaltaba en 1990 que la migraciéon humana podria ser la conse-
cuencia més grave del cambio climatico. Hoy, ya muchos investigadores se han
atrevido y se atreven a realizar predicciones sobre el nimero actual y futuro de
desplazados por causas ambientales, y cules son y seran los socio-ecosistemas
mas propensos y vulnerables a ser afectados.

En un mar de incertidumbres y desacuerdos politicos, el presente articulo pre-
tende explorar las relaciones existentes entre los desplazamientos y migraciones
humanas contemporaneas, y los riesgos naturales asociados al cambio global
antropogénico como respuesta al mismo. Dicha exploracion se encuentra sus-
tentada en la realizacion de una revision y analisis bibliografico, de modo des-
criptivo, analitico y prospectivo.

Palabras clave: migraciones ambientales, refugiados ambientales, desplaza-
dos ambientales, cambio global, antropoceno, justicia ambiental.

Introduccion

Se ha denominado Antropoceno al periodo geolbgico iniciado hace 100
anos, en el cual el humano es la fuerza de control de los procesos biofisicos (Crut-
zen y Stoermer, 2000). En éste, se han transformado los ecosistemas, reservo-
rios y dinamicas naturales de manera mas rapida y extensa que en ningin perio-
do de tiempo comparable en la historia humana. Como resultado, se configuran
hoy nuevos escenarios para los socio-ecosistemas mundiales, cuyas respuestas
biofisicas han sido modelizadas, pero en los que la respuesta humana es aiin una
incognita.

En este contexto, en 1990 el IPCC observaba que la migracion humana
podria ser la consecuencia mas grave del cambio climéatico. Asi, a pesar de contar
con cifras aproximadas, en 1993, Myers calculaba la existencia de 25 millones de
personas que habian debido refugiarse en otro sitio o estaban en condicion de
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hacerlo por factores fundamentalmente ambientales; resaltando la desertifica-
cion, las inundaciones y los fenémenos meteoroldgicos extremos, como los prin-
cipales inductores del movimiento.

Por tal motivo, el presente articulo pretende explorar las relaciones exis-
tentes entre los desplazamientos y migraciones humanas contemporaneas, y los
riesgos naturales asociados al cambio global antropogénico como respuesta al

mismo.

El cambio global

Dado que los cambios en el ambiente, son tanto un proceso espacial como
social, solo con un conocimiento estructural de éste, dentro de un mas amplio
contexto politico y cultural, se podria comenzar a comprender el papel que
desempeiia como factor en el movimiento de poblaciones (Lonergan, 1998).

Elmodelo de apropiacion industrial de la naturaleza, iniciado a principios
del siglo XX y profundizado luego en la Segunda Guerra Mundial, ha modificado
los ecosistemas terrestres y las dinamicas naturales a escala planetaria, llevando
una serie de transformaciones que han establecido una nueva légica dominante
en las relaciones hombre-naturaleza a escala global. Esto se encuentra reflejado
tanto en los ecosistemas confinados geograficamente, que han modificado su
extension y dindmica de funcionamiento, como también en los grandes compar-
timentos ambientales (atmoésfera, océanos, suelos, masas forestales, etc.) cuyos
flujos de energia y materia determinan el funcionamiento del planeta (Duarte et
al.,2006).

Las macro consecuencias ambientales de dicho modelo pueden definirse
bajo el concepto de cambio global (Duarte et al., 2006). El mismo se refiere al
impacto de la actividad humana sobre los mecanismos fundamentales del fun-
cionamiento de la biosfera, incluidos los impactos sobre el clima, los ciclos del
agua y elementos fundamentales, la transformacién del territorio, la pérdida de
biodiversidad ylaintroduccion de nuevas sustancias quimicas en la naturaleza; y
posee dos caracteristicas que lo hacen tinico en la historia del planeta: la rapidez
con la que este cambio esta teniendo lugar, en espacios de tiempo tan cortos para
la evolucidon del planeta como décadas; y el hecho de que una tinica especie, el
Homo sapiens, sea el motor de todos estos cambios.

De modo genérico, a finales del siglo XIX la sociedad mundial consumia
casi cien mil veces la energia consumida por los seres humanos a principios del
neolitico, y durante el siglo XX se ha utilizado mas energia que en toda la historia
anterior de la humanidad (McNeill, 2003). Esto se debe tanto al aumento de la
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poblacién mundial, como al modelo socio-econémico del tltimo siglo, su magni-
tud e intensidad en los ritmos de extracciéon y cambio. Desde 1960 el consumo de
petroleo se multiplico por 10 (Banco Mundial, 2010), se ha convertido méas
superficie en tierra laborable desde 1945 que en los siglos XVIII y XIX juntos
(MA, 2005); desde 1992, la produccién de plasticos aument6 un 130% (UNEP,
2011); y se utilizan hoy cien mil productos sintéticos antes desconocidos para la
biosfera (Schwarzenbach, 2003).

Esinnegable que todas estas transformaciones han contribuido a mejorar
la calidad de vida de muchas personas, pero es también cada vez mas evidente
que han debilitado la capacidad de los sistemas naturales para brindar servicios
esenciales para nuestro bienestar, introduciendo ademas profundas desigual-
dades ecolobgico-distributivas entre las distintas regiones del planeta (Martinez
Alier, 2005). Por ejemplo, por un lado la poblaciéon de paises industrializados
consume en promedio el doble de granos, el doble de pescado, tres veces mas car-
ne, nueve veces mas papel y once veces mas gasolina que la poblacion de paises
en vias de industrializacion (Steffen, 2004); y, por el otro, a pesar del aumento
general en la produccion de alimentos (un 45% desde 1992) (FAO, 2010), todavia
852 millones de personas se encuentran subalimentadas, nimero superior a los
823 millones que habiaen 1990 (FAO, 2006).

La agricultura, la urbanizacién y las actividades comerciales han transfor-
mado sustancialmente entre un 30% y un 50% de la superficie terrestre del pla-
neta (WRI, 2002), y actualmente el 83% de la superficie terrestre se encuentra
influenciada de manera directa por la actividad humana (WCS, 2002). El Infor-
me de Ecosistemas del Milenio (MA) ha concluido que aproximadamente el 60%
-15 de los 24 servicios ecosistémicos evaluados- se encuentran degradados o
estan siendo utilizados de modo insostenible. El ritmo de desaparicion de espe-
cies se calcula entre 100 y 1000 veces mas rapido que su velocidad natural, de
manera que solo entre 1970 y 2005 la biodiversidad de vertebrados ha caido en
un 31% (SCDB, 2010). La pérdida anual de habitat se calcula en 0,5% en bosques
tropicales, entre un 4 y 9% en los arrecifes de coral y entre 1 y 2% en bosques y
marismas de manglar (Duarte et al., 2006). En otra esfera, el IPCC estima que la
temperatura promedio global aumenté en casi 0,8°C en los ultimos 100 afios, al
igual que el nivel del mar, que lo hizo a una tasa de 1,8 mm anuales entre 1961y
2003. Por su parte el nimero de desastres naturales ha aumentado en un prome-
dio de 50 eventos en los anos 1950, a 400 en ladécada del 2000 (CRED, 2011).

En este contexto, la degradacion del ambiente ya afecta anualmente a
unos 235 millones de personas y se estima que esa suma ascienda a 310 millones
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por afio para el ano 2030 (OMS, 2004). Para ese mismo aiio, 660 millones de per-
sonas también serian gravemente afectadas por los desastres naturales causados
por ladegradacion ambiental (GHF, 2009). Actualmente, el total anual de muer-
tes por la degradacion del ambiente asciende a 300.000 personas por ailoy es de
esperar que el nimero suba a 470.000 para el 2030 (OMS, 2004).

Se estima que dos mil millones de personas habitan en areas especialmen-
te vulnerables a la degradacién ambiental (MA, 2005), mientras que cerca de 2,8
mil millones de personas viven en areas propensas a mas de una manifestacion
fisica del cambio climatico (GHF, 2009), y 4 mil millones de personas son vulne-
rables socio-ambientalmente al mismo cambio (el 60% de la poblacion mundial)
(Maplecroft, 2012).

Actualmente, los desastres naturales afectan a 210 millones de personas
anualmente (Red Cross, 2010) y su nimero ha aumentado entre 50 y 60 mil afec-
tados por década desde 1970 (FIC, 2008). Siendo que el 90% de los desastres se
encuentran relacionados con el agua (Unesco, 2006), 600 millones de personas
habitan en areas costeras con menos de 10 msnm (Balk et al., 2008) y 160 millo-
nes de personas viven en zonas costeras propensas a inundaciones (Nicholls,
2004). Sin embargo, la mayor amenaza para el bienestar humano se encuentra
relacionado con las sequias, ya que en los tltimos 30 anos se duplico el nimero
de personas afectadas por sequias en comparaciéon con los afectados por tormen-
tas (1600 millones de personas, frente a 718 millones) (OIM, 2010). Mientras
que las areas muy secas se han duplicado desde 1970 (IPCC, 2007), actualmente
1300 millones de personas ya se encuentran expuestas a estrés hidrico (GHF,
20009), y se espera que entre 70 y 250 millones de personas se encuentra expues-
tosaaumentarlo hacia el 2020 (IPCC, 2007).

Dadala disminucién y carencia de un soporte biofisico para el sustento de
la vida, el aumento de los fen6menos naturales asociados a muertes, hambrunas
y enfermedades, y el incremento de manifestaciones ya asociadas a la caida de
civilizaciones pasadas (ver Diamond, 2005), es conveniente preguntarnos si el
desplazamiento ha sido, es y sera una respuesta y una consecuencia al cambio
globa (Fig. 1).
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Figura 1. Dafios y riesgos asociados al cambio global (Modificado
deVogel, 2010).

Migrantes, desplazados y refugiados por causas ambientales

Existen hoy 214 millones de migrantes internacionales, representando
hace 50 anos el 3% de la poblacion mundial; los migrantes internos suman 740
millones de personas, es decir, 4 veces la cantidad de los que se desplazan hacia
otro pais (PNUD, 2009). Hacia finales de 2010, 43,7 millones de personas se
encontraban forzosamente desplazadas, la cifra mas alta de los Gltimos 15 anos.
De éstas, 15,4 millones eran refugiados y 27,5 millones se trataban de desplaza-
dosinternos (ACNUR, 2011; IDMC, 2011).

El movimiento humano multicausal ha sido un fen6meno omnipresente
en la historiay se encuentra en casi todas las comunidades de las cuales hay datos
histoéricos o arqueologicos. Sin embargo, las grandes manifestaciones del cambio
global, el grado de amenaza actual y la escala de la posible problematica, sobre-
pasan cualquier revision histérica, tanto por la velocidad del cambio, como porla
envergaduray cantidad de gente que resultaria afectada (Brown, O.,2008).

Aunque no exista alin un consenso, un marco legal preciso ni una institu-
cionalizacion formal sobre la problemaética, se podria definir al migrante, despla-
zado o refugiado ambiental como toda persona en necesidad de migrar, despla-
zarse o refugiarse, de manera temporal o permanente, cruzando o sin cruzar una
frontera politica y por factores impulsores asociados principalmente con el
medio ambiente, su degradacion, la pérdida en la provision de bienes y servicios
ecosistémicos, los desastres naturales o cualquier otra amenaza de indole
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ambiental que no permita la supervivencia y/o afecte sustancial y negativamente
al bienestar humanoy social.

Mientras que Jacobson (1988) indicaba que en la década de 1980 habia 10
millones de refugiados por causas ambientales en todo el mundo, El-Hinnawi
(1985) estimaba que estos eran 30 millones y alertaba que el niimero se incre-
mentaria con el deterioro de las condiciones ambientales y econ6micas. A media-
dos de 1990, Myers (1993), estimaba que los refugiados ambientales sumaban 25
millones de personas, superando a los 17 millones de refugiados reconocidos de
aquel momento, siendo Africa subsahariana, con 7 millones de refugiados, la
region mas afectada. Consideraba, ademaés, que la cifra era “cauta y conservati-
va”, ya que en el mundo mas pobre, 135 millones de personas estaban amenaza-
das por la desertizacion de sus tierras y 550 millones sufrian carencia cronica de
agua (Myers, 1993).

Para el afio 2010, Myers (2001) calculaba la existencia de 50 millones de
refugiados ambientales, considerando que el nimero de afectados por carencia
cronica de agua era de 1000 millones de personas y que la desertizacion afectaba
a otras 235 millones de personas. Estimaba también que para el 2050 la suma
seria de entre 150 y 200 millones de personas, es decir, aproximadamente el 2%
de la poblacién mundial estimada para ese afio (Myers, 2001). El UNU-EHS y la
Universidad de Columbia también han ratificado la suma de 50 millones de refu-
giados ambientales para el afio 2010, y estiman otra de 700 millones para el
2050, al considerar que la subida del nivel del mar podria amenazar la existencia
directa de 40 paises (UC-UNU-EHS, 2009). El Alto Comisionado de las Naciones
Unidas para los Refugiados (ACNUR), ha estimado que para el 2050 los afecta-
dos serian entre 200 y 250 millones de personas, y la Cruz Roja, ademas de esti-
mar 150 millones de afectados para ese aio, afirma que actualmente el 10% de los
movimientos estan influenciados, en mayor o menor grado, por factores ambien-
tales (Castillo, 2011).

Sin embargo, a pesar de las aproximaciones y estimaciones, la necesidad
de refugio, los desplazamientos y las migraciones, y sus nexos con el cambio glo-
bal, son asuntos multidimensionales y complejos (Boano, 2008). Por lo tanto, es
dificil establecer una linealidad en las relaciones existentes, ya que se rigen por
dindmicas de dificil prediccion y se encuentran influenciadas por una gran canti-
dad de factores sociales, politicos y ambientales que le dan forma, donde la
degradacion de una faceta puede causarla de otra, ydando como resultado circu-
los de degradaciones cada vez mayores en los que puede resultar dificil identifi-
car un origen preciso.
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De este modo, a pesar de contarse con estudios que reflejan la repeticiéon
de algunos factores inductores (tales como la desertizacién, pérdida de suelo,
falta de agua, pérdida de soporte ecosistémico, desastres naturales, entre otros),
el analisis de las causas de desplazamiento y migracion por impulsores ambien-
talesno es simple, yrequiere ser abordado de manera compleja, dieléctricay dina-
mica (Do6s, 1997). Esto se debe a que tanto la degradaciéon del ambiente, como
las otras manifestaciones del cambio global, juegan un rol fundamental al afectar
el bienestar humano, y porque las circunstancias socio econémicas y politicas
interaccionan con las ambientales condicionando conjuntamente la forma y la

calidad de vida (Castillo, 2011).

Pese a las dificultades para establecer un marco conceptual y una técnica
precisa para abordar la problematica, y considerando ademas que este tipo de
migrantes es practicamente invisible dentro del sistema internacional, algunos
estudios han podido estimar cualitativamente las zonas donde las consecuencias
del cambio global antropogénico tienen y tendran mayor incidencia. Esto, anali-
zado de modo conjunto con la vulnerabilidad propia de las poblaciones, ha per-
mitido deducir las areas mas propensas para la existencia, la aparicion y el

aumento de desplazados ambientales.

Por ejemplo, el estudio “Climate Change as a Security Risk” ha analizado
las regiones de presencia de estresores ambientales que pueden inducir la migra-

cion, definiéndolas como “hotposts” (GAC, 2007) y concluye que estas son:
« elnortede Africa,
+ laRegiondel Sahel,
o elsurde Africa,
» Asiacentral,
 India, Pakistany Bangladesh,
« China,
« el Caribey Golfo de México,
« laregiondelos Andesyla Amazonia,

Myers (2001) senala otras regiones que también se encuentran en riesgo:
Indonesia, Tailandia, Mozambique, Gambia, Senegal y Surinam, e identifica los
estados insulares con mayor peligro: Maldivas, Kiribati, Tuvalu, Islas Marshall y
otros del Caribe. El estudio “In search of shelter” (2009) también concluye que
los grandes deltas son zonas de alto riesgo (el Ganges, Mekong y el Nilo), junto

conlos estados insulares ylas areas secas de América central y oeste de Africa.
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LaFigura 2ilustralos “hotspots” definidos por el German Advisory Coun-
cil on Global Change (2007).

Degradacian de les D|5|:|nu.c'|0nden :a - Hotspot
recursos de agua dulce praduccian de alimentos

Aumento de tormeantas Migracian inducida

e inundaciones '\ porfactores ambientales

Figura 2. Migraciéon inducida por estresores ambientales.
(Modificado de Climate Change as a Security Risk; German Advi-
sory Council on Global Change, 2007).

Conclusion

Por un lado, abundan evidencias que dan cuenta que durante el antropo-
ceno se ha realizado un cambio sustantivo, global y de origen antropico, en los
reservorios y las dindmicas naturales, que ha intensificado las manifestaciones
naturales mas extremas y que ha reducido adicionalmente los bienes y servicios
brindados por los ecosistemas, que son la base del sustento de las actividades
humanas y del bienestar social. Esto ha dado lugar a un conjunto de impactos
negativos directos e indirectos sobre el conjunto humano, que ha aumentado la
susceptibilidad y la vulnerabilidad socio-ecologica ante riesgos, y disminuido el
bienestar de ciertas poblaciones. Por otro lado, se observa una relacion légica y
causal entre diversas manifestaciones ambientales del cambio global antropogé-
nico, con la predisposicion y necesidad de desplazamiento de personas, la migra-
ciéon y la basqueda de otro refugio, pero dada la complejidad del fenémeno y
exceptuando determinadas singularidades, no se trata de una respuesta lineal y
automatica, ya que estos movimientos se encuentran asociados a diversos facto-
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res sociales, econdmicos y politicos que configuran un origen multicausal. Lo
ultimo, pone en evidencia que el estudio de las relaciones entre medio ambiente y

migracion requiere de un andlisis complejo, dindmico y basado en la cooperacion
entre las ciencias sociales y naturales.

A pesar de los extensos debates, aun se carece de un consenso cientificoy
politico para dotar de un marco legal internacional que brinde amparo a esta cate-
goria de personas. El reconocimiento de la problematica, reflejaria la aceptaciéon
de que la civilizacién dominante se encuentra fuera de sintonia con los soportes
naturales, y denotaria la admision de las desigualdades sociales propias del siste-
ma. No obstante, la falta de institucionalizacion sobre la tematica no deberia ser
entendida como una fundamentacién para continuarignorando la problematica,
y es necesario, ademés de ampliar en calidad y cantidad las investigaciones sobre
las consecuencias sociales de los impactos biofisicos derivados del cambio global
y de extender y profundizar los estudios en materia de las migraciones humanas
derivadas de factores ambientales, que se incorpore ésta de modo inmediato en
las agendas publicas y privadas, para dar curso a una solucion coyuntural que
revierta los impactos, reduzca aquellos ya presentados, y que ampare las situa-
ciones del presentey futuro.
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Comparamos la diversidad y composicion de especies del sotobosque en un pinar
de repoblacion (Pinus sylvestris) y un robledal o melojar de Quercus pyrenaica.
Nuestro principal objetivo fue conocer el efecto de la especie arborea dominante
sobre las caracteristicas estructurales dentro de nuestra comunidad. Los
bosques objeto de estudio tienen las mismas condiciones ambientales; para
llevar a cabo el experimento se realizaron catorce muestreos en cada bosque,
segiun un muestreo sistematico a partir de la cobertura lineal. La prueba de
disimilaridad y posterior clasificacion determiné que ambos sotobosques
constituyen una unica comunidad, sabiendo que el robledal alberga mayor
riqueza de especies; esto ultimo guarda relaciéon con la cantidad de radiacién
solar quellega al sotobosque.

Los parametros estructurales (riqueza, diversidad alfa y cobertura media por
especies y biotipos) fueron significativamente superiores en el robledal frente al
pinar de repoblacion. Respecto a este ultimo obtenemos mayor heterogeneidad.
No se encontraron diferencias significativas en la uniformidad y diversidad
global entre los dos tipos de sotobosque, aunque afectados a diferente nivel por el
factor abiotico determinante. Asi concluimos que, el efecto del bosque de Pinus
sylvestris ejerce una influencia mas negativa sobre la comunidad de sotobosque
que Quercus pyrenaica.

Palabras Clave: cobertura, diversidad, indice de superficie foliar, Pinus
sylvestris, Quercus pyrenaica, riqueza, sotobosque.

Introduccion

Quercus pyrenaica presenta la parte mas significativa de su distribucion
mundial en la Peninsula Ibérica (Allue et al., 1991). Su corologia es debida a tres
caracteristicas propias: su caracter submediterraneo, que le permite soportar la
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sequia estival y la continentalidad acusada, su intolerancia a los suelos calizos
(salvo circunstancias puntuales) y su gran capacidad para rebrotar de raiz y cepa
que le beneficia en zonas con presion por incendios o pastoreo. En Ledn es muy
abundante en las estribaciones de la Cordillera Cantabrica y en la zona de los
Montes de Ledn, donde domina de 600 a1600 m (Lopez et al., 2009).

Importantes extensiones de bosques de rebollo se han eliminado para
repoblar con pinos, como el Pinus sylvestris. En las primeras fases de la repobla-
cion predominan las especies heliofilas pioneras. En las fases sucesivas, el dosel
arboreo se cierra, por lo que progresivamente las especies del sotobosque menos
tolerantes a las condiciones de sombra son sustituidas por especies escitfilas. De
lamano del hombre se realizan desbroces para eliminar, principalmente las espe-
ciesherbaceasyde matorral. La finalidad de estas actuaciones es eliminar la com-
petencia sobre las especies principales, ademés de la disminucion del peligro de
incendiosy el aumento de los pastos (Gil y Torre, 2007).

La vegetacion de los estratos inferiores del bosque (sotobosque) constitu-
ye la base de las redes alimentarias y el refugio de gran parte de la micro y meso-
fauna y ademas, sirve de proteccion al suelo frente a la erosion. Las caracteristi-
cas del sotobosque estan asociadas a la cobertura del dosel, que regula diversos
procesos fisicos como la intercepcion de las precipitaciones, la exposicion al vien-
to y la radiacion solar (Quinteros et al., 2010). Este altimo es el factor abi6tico
determinante de los cambios en la composicion de las comunidades vegetales del
sotobosque (Candan et al., 2006). Ademas la luz es considerada el principal fac-
tor limitante dela cobertura vegetal ylariqueza (Barbier et al., 2007). Una mayor
riqueza de especies del sotobosque podria deberse a una mayor disponibilidad de
luz (Tarrega et al., 2006), es decir, la apertura del dosel arbéreo pone de mani-
fiesto el incremento de especies (Schuman, 2003; Candan et al., 2006). Donde la
cubierta del dosel arboreo es densa, la diversidad del sotobosque disminuye;
aumentando la dominancia de algunas especies tolerantes a la sombra (Quinte-
rosetal.,2010).

El objetivo de este estudio fue analizar el efecto de la especie arborea domi-
nante (repoblacion de Pinus sylvestris o robledal de Quercus pyrenaica) sobre
las caracteristicas estructurales de las comunidades del sotobosque. Las repobla-
ciones de Pinus sylvestris son practicas silviculturales. Estas practicas generan
la apertura del dosel y modifican estos procesos, influyendo sobre la cobertura y
la estructura del sotobosque (Quinteros et al., 2010). Por ello una de las principa-
les criticas alarepoblacion con coniferas de rapido crecimiento es que presentan,
en cuanto a parametros estructurales, una baja diversidad, tanto horizontal (he-
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terogeneidad espacial) como vertical (estratificacion); componentes fundamen-
tales de la diversidad del bosque. En algunos estudios (Tarrega et al., 2011) la
diversidad de especies de plantas del sotobosque es mayor en los bosques de

roble que en los pinares de repoblacion. Estos ultimos proporcionan sotobos-
ques vasculares menos diversificados que los bosques de hoja ancha (Barbier et
al.,2007). A pesar delarelevancia de la estratificacion vertical, hay otros factores
importantes relacionados con la identidad de las especies arbéreas dominantes
que pueden afectar a la vegetacion de sotobosque como el indice de superficie
foliar (ISF) (Tarrega et al., 2011) que se define como la relacion que existe entre la
superficie de la hoja por unidad de superficie del suelo.

La hipotesis de partida es que al compararse robledales de Quercus pyre-
naica, de hoja marcescente, con pinares de repoblacion de Pinus sylvestris, de
hoja perenne, debido a que los primeros poseen un ISF menor, se obtendra una
mayor abundancia y uniformidad de especies (Molles, 2006; Candan et al.,
2006). Ademas, a mayor variabilidad de las condiciones de luz, también aumen-
taralariqueza de especies (Begon, 1999).

Material y métodos
Area de estudio

Ellugar elegido para la realizacion del estudio, se encuentra en el munici-
pio de Rioseco de Tapia, provincia de Leon, NW de la Peninsula Ibérica (42° 43'
31"N, 5°46' 43" W). En este lugar se encuentran las dos comunidades a estudiar:
larepoblacion de Pinus sylvestris (con una superficie de 5179 m*) y un melojar de
Quercus pyrenaica (con una superficie aproximada de 43000 m®). Las dos se
encuentran en la misma zona de estudio, entre el Arroyo del Valle de la Villa (al
lado izquierdo del arroyo) y la carretera que une el pinar de Camposagrado y
Rioseco de Tapia (LE-460).

Eltipo de suelo sobre el que se asientan las comunidades estudiadas es el
inceptisol. El perfil de este suelo en la zona concreta se caracteriza por ser suelo
franco-arenoso con elementos gruesos y bastante pedregosidad. El contenido en
materia organica alcanza 2,5 %. El pH esta comprendido entre 4,5y 5. La voca-
cion de este suelo es claramente forestal (Aguado-Jolis, 1973).

Quercus pyrenaica es una especie esencialmente silicicola, que se
desarrolla sobre rocas de caracter acido. Pinus sylvestris también se desarrolla
sobre estos sustratos, aunque se considera indiferente edafica (Lopez et al.,
2009). El pinar de repoblacion esta formado por individuos de la especie Pinus
sylvestris. Al tratarse de un pinar de repoblacion la distribucion de los pinos es
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homogénea, habiendo una distancia vertical entre ellos de 1,80 metros y
horizontal de 2 metros. En determinadas zonas, algunos individuos presentaban
una altura inferior al resto. No se observaron usos ni modificacién antropica en el
mismo. El melojar o robledal se clasific6 como un bosque abierto, con algunos
claros dispersos. Es un robledal joven, por el bajo porte de muchos de los
individuos de Quercus pyrenaica.

Muestreo

Se ha usado en este estudio el muestreo de campo, para asiluego determi-
nar los parametros estructurales. Para ello se ha utilizado el método de la cober-
tura lineal, que se define como la intercepcion lineal de la proyeccion vertical de
losindividuos sobre una cinta métrica (Fig. 1) . Se expresa como la relaciéon entre
el nimero de unidades que ocupa la especie y la longitud total considerada. El
tipo de muestreo es sistematico esto quiere decir que las unidades de muestreo se
distribuyen a intervalos regulares, segiin un CI‘lteI‘IO establemdo y generalmente
a partir de una unidad de muestreo .. ' ' '
elegido al azar. En estudios similares
(Gallego Fernandez, 2004; Drucken- }
brodaetal., 2008; Tarrega et al., 2011) =
se ha utilizado este tipo de muestreo
(Mostacedo, 2000).

Los muestreos en el pinar de
repoblacion se llevaron a cabo la ulti-
ma semana de marzo de 2012. En el
caso del robledal en la segunda semana §
de abril de 2012. Tanto en el pinar de
repoblacién como en el robledal se
tomo6 una parcela uniforme de 2500
m’. En cada una de las parcelas se rea-
lizaron un total de 14 réplicas (de 10
metros de longitud cada una), dispues- : I8
tas en dos filas de 7 réplicas, separadas Figura 1. Metodologia de muestreo

. . 1. empleada -cobertura lineal de las
horizontalmente 5 metros y vertical especies presentes en ambos

mente 10 metros. La disposicion elegi- sotobosques- Autor: Olaia Sobrado
dafueN-S. Conde.
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Anélisis de datos

Los datos recogidos en el campo se expresaron en forma de coberturas por
especie y por inventario, como la relacion entre el nimero de unidades (cm) que
cubria cada especie en proyeccion vertical sobre la cinta y la longitud total de la
misma (10 m), en tanto por cien. El calculo del 4rea minima se ha realizado
mediante un método que consiste en representar el nimero de especies acumu-
ladas durante el muestreo, de forma que se identifica el tamafio 6ptimo del tama-
no dela muestra cuando no aparecen mas especies nuevas aunque se incremente
el nimero de unidades de muestreo. Para establecer si los inventarios pertene-
cian ala misma comunidad, o por el contrario, cada tipo de inventario constituia
una comunidad de sotobosque distinta, se calcul6 la disimilaridad o distancia
euclidea entre ambos tipos de inventario (Pifiol y Vilalta, 2006). El software utili-
zado fue el applet facilitado por Pifiol y Vilalta en la version online de su libro
“Ecologia con nameros”. Primeramente se calcul6 la matriz de disimilaridades, a
partir de la cual se obtuvo a posteriori la clasificacion jerarquica de los inventa-
rios en forma de dendrograma. Se analiz6 la cobertura tanto a nivel de especie
como a nivel de biotipo. Y con el promedio de los inventarios se obtuvieron los
valores medios de cobertura de cada comunidad. Mediante la realizacion de un
diagrama de rango-abundancia por comunidad y su comparacion con los mode-
los tedricos (Begon et al., 1999), fue posible determinar qué tipo de distribucion
seguia cada una. La riqueza de especies (S = nimero de especies), como compo-
nente dela diversidad, fue calculadaen cadainventario,ademaés a nivel de comu-
nidad se determiné la riqueza media y la total. La uniformidad (J = H'/ H'méx,
siendo H'max= log2S), como componente de la diversidad, se calcul6 a nivel de
inventario.

A partir del calculo de los parametros anteriores, se determiné la
diversidad alfa (H'a) o diversidad microcosmica aplicando el Indice de
Diversidad de Shannon-Weaver (H = X pi - In pi, donde pi = abundancia la
especie i / abundancia total; Shannon y Weaver, 1949) en cada inventario. A
partir del Indice de Shannon, la diversidad alfa se expresé como el promedio de
las diversidades de los inventarios pertenecientes a esa comunidad; la diversidad
gamma (H'y) o diversidad macrocésmica como el valor total de diversidad de
cada zona de estudio; y la diversidad beta (H'B= H'y - H'a) o heterogeneidad. El
analisis de varianza se realizo para un nivel de significacion (P) del 0,05 y con
este se determino si existian diferencias significativas entre ambas comunidades
en cuanto a cobertura, riqueza y los valores de diversidad (H'a, H'y, H'3). El
software empleado fue SPSS Statistics 19.
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Resultados

Se comprob6 que el tamafio muestral escogido para los muestreos fue el
suficiente, tanto para el muestreo realizado en el sotobosque del pinar de
repoblacion, como en el del robledal (Fig. 2), dado que para el tamafo muestral
de 14 unidades de muestreo el valor del nimero de especies acumulado tiende a

estabilizarse.
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Figura 2. Niimero acumulado de especies en funciéon del nimero
de unidades de muestreo en sotobosque de pinar de repoblacion de
Pinus sylvestris (sup.) y del robledal de Quercus pyrenaica (inf.).

El anélisis de disimilaridad y la posterior clasificacion de las comunidades
consideradas, mostr6 que ambas areas de estudio pertenecian en realidad a la
misma comunidad de sotobosque (Fig. 3). Por tanto, se comprobo6 que se estaba
ante dos grupos diferenciados pertenecientes a una misma comunidad.

-

-----------------------------

Figura 3. Clasificacion jerarquica del total de inventarios
realizados en el pinar y en el robledal. Los nimeros del 1 al 14
pertenecen al sotobosque del pinar de repoblacion de Pinus
sylvestris, ylos numerados del 15 al 28 son los correspondientes al
sotobosque del robledal de Quercus pyrenaica.
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Los grupos se unen a una distancia de 59,16. El primer grupo se corres-
ponde con los inventarios realizados en el sotobosque del robledal y el segundo
grupo con los realizados en el sotobosque del pinar de repoblacién. Sin embargo,
algunos inventarios pertenecientes tanto a una zona de estudio como a la otra, no
siguen ese patron de clasificacion (siguientes cuatro grupos). Las especies vege-
tales comunes a ambos sotobosques fueron Festuca sp., Erica arborea, Arctos-
taphylos uva-ursi, Calluna vulgarisy Genista florida, ademés de varias especies
musgos y liquenes (Musci). Encontramos diferencias significativas en cuanto a
su cobertura en Festuca sp. (F=5,511; P=0,027), Erica arborea (F=13,013;
P=0,001), Arctostaphylos uva-ursi (F=4,423; P=0,045) y Musci (F=23,768;
P=0,000); presentando mayores valores de cobertura de estas el sotobosque de
Quercus pyrenaica. Rubis ulmifolius se present6 exclusivamente en el sotobos-
que del pinar de repoblacion, asi como Salix atrocinereay Pterospartum triden-
tatum se encontraron tinicamente en el sotobosque del robledal (Tabla 1).

TFEFECIEE TIVEITERGE TET L

AFEA DEEETNDIOEF

T T El T ] ] L] T = T2 ]

Eqpealacharklima cparmne ¢
L . [] 1 o [} 1 1 1 o o o o o 1] o Lig

Eqedscarbnctn s

Sdmatoe 1] 1] 1] 1] 3 1] 1] (k] 4l 8 k1] ] 4 1] 1T { L7
P T R TR o o o o o o o o o 9 o o 1] o 064 2
kel o o o o o o o o 5 12 5 o 1] 7 250 G
Gediasiotn ] ] 4 ] i ] ] ] ] ] 3 ] 19 ] (5] ]
Rdvmariais ] ] 8 ) ] ] ] ] 1] ] 1] ] 0 ] =1 L3
T LI

[ ] {[1] 8 5 12 i ] 1] i X% L] 1] = 5 2% 1=

AFEA DEESTODIO 22

Ecprelsche ki cperane ¢
el . 3 8 8 2 [ 2 2 o o

Eqpedecarbuctn ¢

Saatne 15 “ @ 3 £ 21 % | 5l =] 7 % % &5 PN ¥ 1
AnipyheNre e} 0 1 ] 15 [ 0 17 o 0 17 El ke ] (ETC Y-
catmedprs 7 i 0 0 5 0 0 0 o 0 o 1 Fod 0 450 1=
gt 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 o 16 k] 0 m 1
Tafcalmriee 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 o 0 i 0 0 321
Asmpatmiabii 3 0 0 0 0 0 0 0 o 0 o 0 1 0 0z [E]
[NETEATIE T

e = o k] 15 4l hr) 2 b 3 El i 3 T 1 G JIT

o

1
n
[
H
in
E ]
&
E

Tabla 1. Valores de cobertura (%) de cada especie en cada
inventario, valor medio y desviacion estandar (SD). (SP =
sotobosque del pinar de repoblacién de Pinus sylvestris, SQ =
sotobosque del robledal de Quercus pyrenaica).

A través de los diagramas de rango-abundancia (Fig. 4) se observa que el
sotobosque del robledal presenta mayor riqueza de especies vegetales. Si bien, en
ambas comunidades no muestran grandes diferencias en el parametro
uniformidad.
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Figura 4. Diagrama rango-abundancia a partir de los valores
medios de cobertura de las especies en cada inventario (desviaciéon
estandar) en el pinar (Pinus sylvestris) y en el robledal (Quercus
pyrenaica).

En general, la especie que mas cobertura present6 en ambos tipos de soto-
bosque fueron los musgos y liquenes, seguidos de Erica arborea (Tabla 1). El
resto de las especies presentaron valores de cobertura notablemente mas bajos.
Ambos tipos de sotobosque presentan una distribucién normal logaritmica de
sus abundancias. Por ello se puede determinar que en la comunidad general de
sotobosque predominan las especies de una abundancia intermedia, que esta
determinada por muchos factores ecologicos, que se sitiia en un ambiente ricoy
que el reparto de los recursos existentes es proporcional a la abundancia de cada
especie.

El sotobosque del robledal presenta una cobertura media significativa-
mente mayor (F=36,023; P=0,000) que el sotobosque del pinar de repoblacion

(Fig. 5).

200
180
160
140
120

100
80

60
Figura 5. Valor de la 40
cobertura media y i
desviacion estdndar de _

las dos comunidades de a
estudio Ps= Pinus i k
sylvestris; sz Quercus Comunidades de estudio
pyrenaica.

COBERTURA MEDIA (%)

46 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

El biotipo méas abundante es el constituido por los musgos y liquenes, ya
que es el que mas cobertura media presenta en ambas areas de estudio; tomando

unos valores significativamente mayores en el sotobosque del robledal
(F=23,768; P=0,000). Las especies arbustivas son el siguiente biotipo con mayor
cobertura media, tanto en el sotobosque del pinar de repoblacién como en el del
robledal; siendo los valores de este ultimo significativamente mas altos
(F=12,70; P=0,00). El biotipo que menor cobertura media presenta en ambos
tipos de sotobosque, es el correspondiente a las especies herbaceas perennes.
Este presenta valores significativamente mayores en el sotobosque del robledal
queen el del pinar (F=5,51, P=0,00) (Fig. 6).
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Figura 6. Valores medios y desviaciéon estandar de cobertura por
biotipos en las dos comunidades de estudio: Ps= Pinus sylvestris;
Qp= Quercus pyrenaica.

El sotobosque del robledal presenta una mayor riqueza total, ya que el
numero de especies existentes en esa area de estudio (8 especies) fue mayor que
las presentes en el sotobosque del pinar de repoblaciéon (7 especies). Mas
significativa es la diferencia de sus riquezas medias, siendo significativamente
mayor la del sotobosque del robledal (F=9,58; P=0,004) (Fig. 7). Las
uniformidades de ambos sotobosques no presentan diferencias significativas
entre ellos (F=0,54; P=0,47) (Fig. 8). Es decir, no hay una fuerte dominancia en
ninguna de las especies. Es resefable la mayor desviacion de los valores de
uniformidad de los inventarios pertenecientes al sotobosque del pinar de
repoblacion.
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Los valores de diversidad alfa son mayores en los inventarios pertenecien-
tes al area de estudio del sotobosque del robledal que en los inventarios del soto-
bosque del pinar de repoblacion. Por tanto, la diversidad alfa media del sotobos-
que del robledal es significativamente mayor (F= 5,85; P=0,02) (Fig. 9, izda).
En cuanto a la diversidad global, no se encontraron diferencias significativas
entre ambos sotobosques (Fig. 9 dcha). Lo mismo ocurre con la heterogeneidad
(H'B), que presentd un valor mayor para el sotobosque del pinar de repoblacion
que parael del robledal (Fig. 10).
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Figura 9. Valor de la diversidad alfa media y desviacion estandar
(izda) y valor de la diversidad gamma en las dos comunidades de
estudio: Ps= Pinus sylvestris; Qp= Quercus pyrenaica.
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Discusion

La especie que forma el dosel arboreo de un bosque condiciona los facto-
res abidticos que determinan los parametros estructurales de la comunidad de
sotobosque. Cada area de estudio muestreada constituy6 un grupo dentro de una
misma comunidad de sotobosque albergados bajo dos cubiertas arboéreas dife-
rentes.

La cobertura por especies como la cobertura por biotipos, result6 ser sig-
nificativamente mayor en el sotobosque del robledal que en el del pinar de repo-
blacion. Los musgos resultaron ser el biotipo mas abundante en ambas areas de
estudio. Consideramos que esto es debido a que la comunidad de sotobosque se
sitia en una ladera de umbria, lo que conlleva mayor humedad y predominio de
especies esciofilas.

Lariqueza del sotobosque del robledal fue mayor que la del pinar de repo-
blacion, de forma mas significativa en términos de riqueza media que en riqueza
total. Dado que la riqueza de especies del sotobosque es funcion de la disponibili-
dad deluz (Tarrega et al., 2006), el dosel arboreo que presenta el robledal permi-
te una mayor entrada de luz al sotobosque, ya que, parte del afio este queda al des-
cubierto (debido a la marcescencia de sus hojas). Esta condicion la refleja su
menor Indice de Superficie Foliar. Este resultado se ve potenciado porque el
robledal era un bosque abierto, ya que la apertura del dosel implica un mayor
numero de especies en el sotobosque, como han observado otros autores (Shu-
man etal.,2003).

En cuanto a la uniformidad de ambos grupos de estudio obtuvimos valo-
res no previstos, ya que no presentaron diferencias significativas entre ellos, debi-
do a que comparamos dos sotobosques pertenecientes a la misma comunidad
(Tarregaetal.,2006).
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Referente a la diversidad alfa media, resulto ser significativamente mayor
en el sotobosque de robledal que en el sotobosque del pinar, lo que concuerda con
los resultados obtenidos por Tarrega et al. (2006). Esta idea también es reflejada
por Barbier et al. (2008) cuando afirma que las especies de coniferas son menos
favorables a la diversidad en el sotobosque que las de hoja caduca. Esta diferen-
cia se debe fundamentalmente a que el dosel arbdreo es menos denso en el pri-
mero (Quinteros et al. 2010). Asi, coincidiendo con la hipotesis planteada, mayo-

res valores de riqueza y uniformidad en comunidades vegetales, implican mayo-
res valores de diversidad.

El sotobosque del pinar de repoblacion result6 ser mas heterogéneo a
causa de que el equirreparto fue menos uniforme. Este resultado no concuerda
con lo establecido por Tarrega et al.,(2006) que afirma que a una menor diversi-
dad corresponde una menor heterogeneidad. Sin embargo, otros estudios (Neu-
mann et al., 2001) no han encontrado ninguna relacion evidente entre estos dos
parametros.

En resumen, concluimos que la luz es el factor abi6tico que determina los
parametros estructurales de la comunidad de sotobosque estudiada, verifican-
dose de este modo la hipétesis de partida. Los valores de riqueza, uniformidad,
heterogeneidad y diversidad son mas elevados en el sotobosque del robledal que
en el sotobosque del pinar de repoblacion. Asi mismo, el biotipo mas representa-
tivo en los sotobosques fue el de liquenes y musgos.

Por ello, es fundamental tener en cuenta estos aspectos para la adecuada
gestion de este tipo de ecosistemas y de este modo conservar su biodiversidad.
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Estudios clinicos han descrito una mayor incidencia de ciertas enfermedades en
los nacidos a partir de tecnologias de reproduccion asistida tales como los
sindromes de Prader-Willi, Angelman o Beckwith-Wiedemann. Aunque los
espermatozoides son células transcripcionalmente inactivas, durante los
ultimos anos se ha demostrado que algunos de sus ARN mensajeros pueden
tener un importante papel como marcadores de interés clinico (de fertilidad
masculina y de éxito en el embarazo). Ademas, cada vez se encuentran mas datos
que hacen pensar que estas moléculas tienen un importante papel en las
primeras etapas del desarrollo embrionario. Por lo tanto, es crucial conocer silos
protocolos rutinarios en las técnicas de reproduccién asistida afectan a las
poblaciones de transcritos espermaticos y es necesario ahondar en sus
verdaderas funciones. En este trabajo se describen las diferentes poblaciones de
AIRN espermaticas y sus posibles usos como herramientas diagnosticas en
clinica.

Palabras clave: ARNm, semen, humano, ARTs, biotecnologia.

ARN espermaticos ylas tecnologias de reproduccion asistida

Las técnicas de fecundacion in vitro (IVF) e inyeccion intracitoplasmética
(ICSI) han supuesto, desde los inicios de su aplicacion en los afios 70, una verda-
dera revolucion en el campo de la biomedicina como tecnologias de reproduc-
cion asistida (ARTSs). Sin embargo, se ha comprobado tras realizar estudios clini-
cos, que existe una mayor incidencia de ciertos problemas y enfermedades en los
nacidos a partir de estas técnicas. Por ejemplo, el bajo peso al nacer se ha correla-
cionado con diferentes factores tales como nacimientos multiples, edad materna
o la propia técnica per se (Maher et al., 2003a). No obstante, algunos de los pro-
cedimientos utilizados en ARTSs, no han sido contemplados como posibles facto-
res causantes de la aparicion de tales problemas médicos. Algunas de las técnicas
que son comunmente utilizadas para la conservacion de espermatozoides que
posteriormente seran utilizados para IVF, por si mismas, pueden provocar cam-
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bios en la presencia de transcritos, cambios epigenéticos y diversos tipos de dafio
genético.

A nivel molecular, se ha comprobado que existen alteraciones epigenéti-
cas directamente implicadas en algunas de estas patologias con mayor inciden-
cia en los nacidos a partir de ARTs. Ejemplos de estas perturbaciones son: el sin-
drome Beckwith-Wiedemann, el sindrome de Angelman o el sindrome de Pra-
der-Willi (Maher et al., 2003b; Carrell et al., 2010).

El sindrome de Beckwith-Wiedemann es un modelo de enfermedad con-
génita asociada a la impronta genémica resultante de mutaciones o epimutacio-
nes que afectan a los genes en el cromosoma 11p15.5. Asimismo, el sindrome de
Angelman puede ser producido por una deleccién en el cromosoma 15, disomias
uniparentales, mutaciones en el gen UBE3A o por defectos en la impronta. Del
mismo modo, el sindrome de Prader-Willi, muy semejante al de Angelman, es
una enfermedad genética producida por la ausencia de la expresion de un alelo
localizado en la region 15q11-q13. Todas estas enfermedades presentan una serie
de sintomas comunes tales como problemas cognitivos, alteraciones en el desa-
rrollo, capacidad lingiiistica reducida, falta de atencion y de coordinacién
motriz.

Ademas de las alteraciones epigenéticas, se ha comprobado que el dafio
genético es un importante factor a tener en cuenta, ya que se ha visto que es un
elemento comn entre hombres con problemas de infertilidad y también se aso-
cia con un aumento significativo de pérdidas embrionarias tras IVF e ICSI (Zini
et al., 2008). Ademés de la importancia de preservar la integridad del ADN
espermatico, durante los altimos anos se ha reconocido la gran importancia de
las moléculas de ARN presentes en los espermatozoides para el correcto desarro-
llo embrionario temprano (Boerke et al., 2007). En este articulo nos centraremos
en estas poblaciones de ARN espermaéticos y en la necesidad de preservarlas, aun-
que esto supusiera adaptar o modificar algunas de las técnicas empleadas en las
ARTs.

El papel delos ARN espermaticos

Los espermatozoides que se liberan en el eyaculado son el resultado de un
importante proceso de diferenciaciéon llamado espermatogénesis. La cabeza de
estas células solo contiene dos organulos con doble membrana: el niicleo hiper-
compactado y el acrosoma (Boerke et al., 2007). Sin embargo, no encontramos
reticulo endoplasmaético, aparato de Golgi, lisosomas, peroxisomas ni riboso-
mas. Asi pues, nos hallamos ante células altamente diferenciadas, transcripcio-
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nalmente inactivas, con el minimo citoplasma posible y ntcleo compactado,
como se puede ver en la Fig. 1. Su disefo est4 perfectamente adaptado a su fun-
cion: la fertilizacion del ovocito.

Figura 1. Ultraestructura del espermatozoide
humano maduro (aas: segmento anterior acrosomal,;
pm: membrana plasmatica; nu: nuacleo; aps:
segmento acrosomal posterior; pas: envoltura
acrosomal posterior; nmp: poros de la membrana
nuclear; sc: columnas segmentadas; cd: gota
citoplasmatica; df: fibras densas; mi: mitocondria; ac:
complejo axonemal). Modificado de Dadoune et al.,
20009.

Hoy en dia es evidente que el papel del espermatozoide no se reduce tni-
camente a transmitir el genoma haploide paterno, sino también a proporcionar
otras moléculas al zigoto como parte de la contribucion multilateral paterna. El
macho, ademas de suministrar el genoma esencial en la fertilizaciéon, también
aporta organulos (centriolo en humanos y primates), proteinas especificas mas-
culinas y ARN (Ostermeier et al., 2004). La presencia de ARN en el espermato-
zoide esta actualmente certificada pero su significado funcional atn sigue siendo
cuestion de debate. La cantidad de ARN presente en las células espermaticas
maduras es muy baja en comparacion con la del ovocito, que contiene grandes
cantidades de ARN mensajeros (ARNm) (Stitzel et al., 2007). El bajo nimero de
moléculas (10-20 fg) refleja la proporcion significativa de ARN sintetizado antes
dela detencion de la transcripcién en las tiltimas etapas terminales de la diferen-
ciacion espermatica. Este ARNm es almacenado de forma estable hasta el
momento de ser traducido. Por lo tanto, las moléculas de ARN que estan presen-
tes en los espermatozoides maduros, incluyendo los ARN mensajeros, se pueden
considerar remanentes. Estos se mantienen estables hasta el comienzo de la
expresion del genoma embrionario (Boerke et al., 2007). Se han publicado estu-
dios en los que se sugiere que este ARNm espermatico tiene un significado fun-
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cional en las primeras etapas del desarrollo embrionario (Guretal.,2006).
El papel delos ARN espermaticos ha sido ampliamente discutido durante

cincuenta afnos y en la actualidad, la comunidad cientifica ha alcanzado un
consenso. El debate comenz6 tras la observacion inicial de Abraham y Bhargava
(Abraham et al 1963) en la que se comprobd que el espermatozoide podia
incorporar ribonucle6tidos marcados radioactivamente y posteriormente éstos
eran activos. Esto fue descartado mas tarde, ya que se demostréd que tal
apreciacion era debida a la actividad ribosémica mitocondrial. Posteriormente,
la ausencia de actividad transcripcional ha sido reafirmada en esta ultima
década. Del mismo modo, la presencia de ARN ribosémico fue descrita (Betlach
et al., 1973) pero nunca fue confirmada. Por el contrario, la existencia de
transcritos espermaticos fue establecida por estudios independientes en los que
serealizaron transcripcion reversa por PCR e hibridacion in situ. La veracidad de
estas observaciones se demuestra por el continuo aumento del nimero de
estudios independientes que evalian la presencia de transcritos especificos en
los espermatozoides de mamifero (De Ambrogi et al., 2007). Por otro lado, el uso
de micromatrices ha incrementado la descripcion de los transcritos presentes en
estas células (Dadoune et al., 2005). De este modo, se han empezado a conocer
qué ARNm existen en los espermatozoides. Ademas, se ha visto que estas células
poseen ARN antisentido y microARN (Amanai et al., 2006). Es interesante
destacar que en un estudio reciente se ha publicado que los transcritos que se
encuentran en el espermazotozoide maduro correlacionan con zonas
hipometiladas del genoma y estan relacionadas con genes importantes para el
desarrollo, factores de transcripcion y loci biosintéticos o de metabolismo (Wu et
al., 2011). La demostracion de Ostermeier y colaboradores (2004) en la que se
confirm6 la entrega del ARN espermatico al ovocito en el momento de la
fertilizacion ha sido esencial para el desarrollo de las hipotesis acerca del papel
critico de estas moléculas en el desarrollo embrionario. Los diferentes cometidos
que pueden tener las diversas poblaciones de ARN espermaticos estan por
confirmar. Como se resume en la Fig. 2, se pueden suponer diferentes papeles
para estos ARN: funciones estructurales, funciones empaquetadoras del genoma
paternoy/o funciones esenciales para el desarrollo embrionario temprano.
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ACROSOMA DESARROLLO EMBRIONARIO TEMPRANO

[ Traduccion [PLCzeta)

)
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EMPAQUETAMIENTO DEL GENOMA PATERNO
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}
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Figura 2. Funciones del ARN espermatico. Diferentes propuestas
funcionales para las poblaciones de ARN presentes en el
espermatozoide maduro: mARN, antisentido y micro-ARN
(miARN). El mARN podria ser traducido en el desarrollo
embrionario temprano, por ejemplo, PLC-C. Algunos mRNA
serian degradados, como por ejemplo las protaminas. Los ARN
antisentido y los microARN estarian relacionados con
modificaciones epigenéticas y modularian la expresion génica
embrionaria temprana. El ARN espermatico puede tener también
un papel estructural formando parte de la matriz nuclear e
interviniendo en la compactacion cromosémica. El ARN
localizado en la pieza media puede ser traducido, en los ribosomas
mitocondriales, bajo determinadas condiciones,
ejemplo, durante la capacitacion. Esquema basado en una imagen

deun articulo (Lalancette etal., 2008).

No obstante, no todos los ARN retenidos en el espermatozoide tienen una
funcion que afecte ala embriogénesis y algunos seran degradados. Hayashiy cola-
boradores (2003) compararon el perfil de varios ARN paternos, entre ellos, las
protaminas 1y 2 en embriones de raton derivados de inyeccion intracitoplasma-
tica de espermatidas redondas (ROSI) y de ICSI observando la desaparicion de
los transcritos paternos durante las etapas tempranas de la embriogénesis.
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Dicho grupo corroboro6 la ausencia de los ARN desde el estadio de 4 células, sugi-
riendo, por lo tanto, que algunos de los ARN entregados al ovocito murino son
desechados durante las etapas iniciales del desarrollo embrionario. La destruc-
cion de aquellas moléculas de ARN asociadas a la compactacion del material
genético del espermatozoide, como por ejemplo, las protaminas, es esperada y
légicamente, requerida.

Considerando la cantidad y la diversidad de transcritos que son propor-
cionados por parte del espermatozoide, se espera que al menos algunos de ellos
sean necesarios para desempeiar alguna funcién biologica. Un claro ejemplo de
esto esla fosfolipasa C zeta (PLC-{), que senaliza la activacion del ovocito a través
de una serie de oscilaciones en la concentracion del cation calcio tras la fertiliza-
cion (Swann et al., 2004). El transcrito de esta proteina ha sido detectado en el
esperma humano (Platts et al., 2007). Quizas su traduccidn tras la fertilizacion
asegura esta respuesta prolongada.

El ARN espermatico también puede tener un papel como modificador
epigenético en los primeros estadios embrionarios. Rassoulzadegan y colabora-
dores (2006) inyectaron microARN de espermatozoides en ovocitos de raton
fertilizados para ver el efecto generado. Se comprob6 la aparicion de un fenotipo
mutante heredable por parte de la descendencia. Fue imposible corroborar tal
mutacion por genotipado. Estos datos apoyan de forma contundente la idea de
que el ARN espermatico puede actuar como modificador epigenético.

La importancia de la integridad de la matriz nuclear espermatica para el
éxito de la fertilizacion ha sido probada en raton (Ward et al., 2000). También ha
sido confirmada la conjetura formal que considera al ARN como parte de la
matriznuclear (Milleretal., 2005).

Los transcritos espermaticos como marcadores de interés clinico

La aplicacion y el uso de los transcritos espermaticos como marcadores
del estatus de fertilidad masculina sigue siendo un tema en constante evolucion.
Laidea de considerar estos ARN como indicadores de calidad, parte de la hipote-
sis que define la espermatogénesis como un proceso preciso y orquestado que
proporcionaria, de forma natural, una bateria conservada de transcritos en varo-
nes sanos. Esta hipotesis sigue siendo evaluada con cada avance tecnoldgico. Y
asi ha ocurrido con el uso de las micromatrices de alta resolucion, que estan per-
mitiendo a la comunidad cientifica comenzar a diseccionar los elementos mole-
culares que toman parte en la infertilidad masculina (Platts et al., 2007). Los
grandes estudios de transcriptomica que se han realizado en muestras humanas
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han permitido examinar el grado de covarianza entre transcritos de hombres
fértiles y estériles. Estos estudios han empezado a revelar una serie de promete-
dores marcadores clinicos de infertilidad masculina. Es por esto que se ha sugeri-
do realizar el analisis del perfil de ARNm presente en el espermatozoide como
herramienta diagnostica para la fertilidad masculina y como factor pronoéstico
del éxito de la fecundacion (Garcia-Herrero et al., 2010; Garcia-Herrero et al.,
2011).

En un interesante trabajo realizado por cientificos del Instituto Valencia-
no de Infertilidad (IVI) y la Universidad de Valencia (Garcia-Herrero et al.,
2010), se encontraron 741 transcritos exclusivos de muestras seminales que pro-
ducian embarazoy 976 que solo estaban presentes en aquellas muestras semina-
les que no lo hacian. El mismo grupo de investigacion, comparando el perfil del
transcriptoma entre espermatozoides que logran embarazo y los que no lo hacen,
via ICSI, encontré un alto namero de transcritos con expresion diferencial o
incluso exclusiva en ambos grupos. Ademas, se realiz6 un estudio de rutas meta-
boélicas y un analisis ontogénico con los datos obtenidos de las micromatrices, lo
que les permiti6 conseguir una mejor interpretacion de los datos. Este estudio
propone un grupo de genes como marcadores potenciales del éxito del embarazo
y otro grupo considerado como marcador potencial de fertilidad. Pero ademas,
estos ARNm del espermatozoide también parecen jugar un papel importante en
el desarrollo embrionario temprano. Se ha comprobado, por ejemplo, que hay
una relacion entre los niveles de ARNm de las protaminas PRM1y PRM2 en el
espermatozoide y la calidad de los embriones (Depa-Martynow et al., 2007) y se
ha contemplado la posibilidad de que la ausencia de algunos de estos ARN pre-
sentes en el espermatozoide pudieran contribuir a una muerte embrionaria tem-
prana (Gil Villaet al., 2007).

Transcritos espermaticos e infertilidad masculina

En la actualidad, uno de los proyectos llevados a cabo dentro de nuestro
grupo de investigacion tiene como objetivo valorar el impacto a nivel molecular
de algunas de las técnicas empleadas en ARTSs y desarrollar métodos diagnosti-
cos que garanticen la total seguridad de las mismas. Ademas, nos interesa ahon-
dar en el papel concreto que pueden jugar estos transcritos en las primeras eta-
pas del desarrollo embrionario.

Dentro del marco de este proyecto, y en colaboracion con el Centro Gine-
cologico de Leon, realizamos un estudio diferencial de las poblaciones de trans-
critos presentes en muestras seminales de hombres sanos y hombres con patolo-
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gias seminales diagnosticadas. En reproduccidn, se utilizan distintos términos
para hacer referencia a la calidad seminal: normozoospermia (semen normal),
oligozoospermia (muestras con concentraciones espermaticas por debajo de los
valores establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)), asteno-
zoospermia (movilidad por debajo de los valores establecidos por la OMS), tera-
zoospermia (cantidad de células morfol6gicamente anormales superior alos limi-
tes de la OMS) y oligoastenoteratozoopermia (perturbaciones de mas de dos de
los tres factores en un mismo caso).

En el estudio que resumimos a continuacion, nos centramos en pacientes
con astenozoospermia diagnosticada. La astenozoospermia es una alteracion del
semen del hombre que se caracteriza por la baja movilidad de los espermatozoi-
des. Se considera astenozoospermia cuando el nimero de espermatozoides que
se desplazan en el eyaculado es menos de la mitad (50%) o bien cuando los que se
desplazan con trayectoria rectilinea y velocidad de 25 um/s es inferior al 25%.
Esto puede provocar un problema de infertilidad. Los valores que se consideran
normales en cuanto a movilidad son 50% o mas de espermatozoides méviles con
desplazamiento, o bien valores iguales o superiores al 25% de espermatozoides
moviles con trayectoria rectilinea y velocidad de 25 um/s. Las alteraciones de la
movilidad y la forma de los espermatozoides generalmente son de origen desco-
nocido y no tienen tratamiento especifico, a pesar de que en ocasiones pueden
ensayarse tratamientos antioxidantes como la vitaminas Cy E.

En nuestro estudio, partimos de muestras donadas, bajo consentimiento
informado, de varones jovenes y normozoospérmicos, y por otro lado, de eyacu-
lados donados por pacientes diagnosticados como astenozoospérmicos llegados
desde el Centro Ginecologico de Leon. Tras realizar la extraccion de ARN de las
muestras se sintetiza el ADN complementario utilizando un kit comercial. Los
oligonucleotidos disenados para realizar PCR cuantitativa (QPCR) de los trans-
critos de estudio son analizados por PCR convencional en gradiente de tempera-
tura y electroforesis para optimizar las temperaturas de anillamiento en cada
transcrito. Ademas serealizan las curvas de eficiencia antes de desarrollar el ensa-
yo final. Trasla qPCR, obtenemos los valores Ct (threshold cycle) que es un para-
metro que podemos correlacionar de forma directa con la cantidad de transcritos
presentes en los espermatozoides. Puesto que la cantidad de transcritos en los
espermatozoides es baja (comparandolo con células transcripcionalmente acti-
vas), se puede apreciar que los valores de Ct aparecen en ciclos tardios en el pro-
grama de amplificacion. Esto es debido a que en los espermatozoides solo tene-
mos transcritos remanentes del proceso de espermatogénesis.
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Como ejemplo de las diferencias que hemos encontrado en la cantidad de
transcritos espermaticos entre individuos normo y astenozoospérmicos, hemos
representado los resultados de dos transcritos que podrian ser marcadores
potenciales de calidad seminal y éxito de embarazo: BCL2-interacting killer
(bik); NM_001197.4, y adducin 1 alpha (add1); NM_001119.4. Tal como se
observaenla Fig. 3 existe unretraso estadisticamente significativo en el Ctdela
muestra de individuos astenozoospérmicos: para bik alrededor de 29,75 en nor-
mozoospérmicos frente a 32,94 en los donantes astenozoospérmicos y en el caso
deadd1ientornoa26,68 frentea 31,23, respectivamente.

COMPARACION DE POBLACIONES DE
TRANSCRITOS (VALORES DE Ct) ENTRE
HOMBRES SANOS Y HOMBRES CON
ASTENOZOOSPERMIA

i 1l

addi

u HOMBRES NORMOZOOSPERMICOS
u HOMBRES ASTENOZOOSPERMICOS

Figura 3. Comparacion de las poblaciones de transcritos (Ct)
entre hombres normozoospérmicos y hombres astenozoospérmi-
cos. bik: BCL2-interacting killer (ejemplo de transcrito identifica-
do como potencial marcador de calidad espermatica); add1: addu-
cin 1 alpha (ejemplo de transcrito identificado como potencial mar-
cador de éxito de embarazo). Poblacién n=3. Las barras de error se
corresponden con error tipico.

Podemos concluir, por tanto, que conocer el impacto a nivel molecular de
las ARTs sobre el espermatozoide (concretamente las modificaciones en la pre-
sencia de determinados transcritos relevantes) redundara sin duda en mejorarla
eficiencia ylaseguridad delas técnicas de reproduccion asistida.
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MIPROYECTO DETESIS

Optimizacion de los protocolos de congelacion de
eyaculados de oso pardo (Ursus arctos).

Manuel Alvarez Rodriguez
Licenciado en Biologia

Departamento de Medicina, Cirugia y Anatomia Veterinaria. Unidad de
Reproducciony Obstetricia. Universidad de Le6n

La situacion critica del oso pardo (Ursus arctos) en Espafia establece la
necesidad de aplicar diferentes estrategias de conservacion, dentro de las cuales
podemos mencionar la creacion de un banco de recursos genéticos, en colabora-
cion con el parque de la naturaleza de Cabarceno (Cantabria) (Fig. 1). Un banco
de recursos genéticos se puede definir como el almacenamiento, de manera efi-
caz, del material genético para su posterior uso con fines de investigacion y/o
conservacion (en este caso muestras espermaticas con buena calidad y con un
esperado alto potencial de fertilidad).

Figura 1. Oso pardo anestesiado e inmovilizado para la obtenciéon
posterior de muestras seminales. Foto tomada en el interior del
recinto del Parque de la Naturaleza de Cabarceno (Santander).
Foto: www.diariomontanes.es.

La eficacia de esta herramienta imprescindible depende, en gran medida,
dela adaptacion de los protocolos de congelacion espermatica. El protocolo basi-
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code congelacion de espermatozoides de oso pardo comprende el estudio de mul-
tiples parametros diferentes.

En la presente tesis doctoral desarrollada en el grupo ITRA-ULE (Investi-
gacion en Tecnologias de la Reproduccion Asistida de la Universidad de Leon)
(Fig. 2) se planteaba la mejora y evolucién de un protocolo de congelacion de
espermatozoides de oso pardo valorando diferentes experimentos., bien para
muestras obtenidas mediante electroeyaculacion (Anel et al., 2008) o bien con
de origen epididimario (Anel et al., 2011).

b Laboratorio movss
(. Von

Banco
Recursos

Figura 2. Parte delos miem-
bros del grupo ITRA-ULE
(Investigacion en Técnicas
de Reproduccion Asistida de
la Universidad de Le6n).
. Foto: Manuel Alvarez-
= » "% Rodriguez.

Partiendo del conocimiento previo de varios estudios de nuestro grupo
que avalan la centrifugacion de las muestras inmediatamente después de obte-
nerlas mediante electroeyaculacion (Nicolas et al., 2012a), asi como los diluyen-
tes utilizados en el procesamiento inicial de las muestras (Nicolés et al., 2011), el
objetivo de primer punto de esta tesis es el estudio del modo de adicién del agente
crioprotector (glicerol) (Alvarez-Rodriguez et al., 2011). Los resultados de este
primer trabajo permitieron concluir que se pueden llevar a cabo diferentes pau-
tas de adicion del crioprotector (glicerol) sin efecto negativo sobre la calidad
espermatica, constituyendo una aplicacion practica en condiciones de trabajo de
campo: no importa si ahadimos el glicerol antes, después o la mitad en cada paso
de la refrigeracion. Complementariamente a este objetivo, se llevo a cabo un
segundo experimento combinado de concentracion de glicerol y rampas de con-
gelacion (velocidad de congelacion de las muestras espermaticas, estudiadas con
el fin de establecer un equilibrio entre el tamafio y cantidad de cristales de hielo
que se forman durante la congelacion) (de Paz et al., 2012). Para ello, con el cono-
cimiento de parte de la composicion basica de los diluyentes de conservacion
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espermatica (Anel et al., 2008; Anel et al., 2010), logramos establecer la concen-
tracion de glicerol ideal para la congelacion de espermatozoides de oso pardo
(6%) asi como la rampa de congelacion de -20°C/min, ya que para el rango de 4-
8% de glicerol no importa la rampa de congelacién utilizada (-10°C/min,
-20°C/miny-40°C/min).

Un segundo objetivo planteado en la tesis consistio en la adaptacion del
estabilizador de membrana (sustancias capaces de minimizar el dafio sufrido por
los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion) al caso particular
de conservacion de muestras de oso pardo. Si bien la yema de huevo ha sido ruti-
nariamente utilizada en laboratorios de andrologia durante muchos anos (in-
cluido el oso pardo (Anel et al., 2010)), en la biisqueda de alternativas a la yema
de huevo (Alvarez Ridriguez et al., 2012 a), la lecitina de soja no parece ser ade-
cuada como sustituto (para una concentracion de hasta el 5%) ya que se obtienen
unas pérdidas tanto en movilidad como en viabilidad muy acusadas. Sin embar-
g0, la viabilidad obtenida con los diluyentes de LDL (lipoproteinas de baja densi-
dad) se postulan como buena una opcion sustitutoria de la yema de huevo. Com-
plementariamente, un estudio de la capacidad antioxidante total del medio con-
firma los resultados obtenidos, ya que obtenemos mayores capacidades en las
concentraciones mas altas de LDL (10-15%).

Los diluyentes pueden estar constituidos, ademas de los componentes
bésicos, por aditivos que mejoren la “congelabilidad”, es decir, la capacidad de
los espermatozoides para resistir los danos sufridos durante la congelacion. Sur-
gi6 la necesidad, por tanto, de estudiar componentes como las proteinas de cho-
que térmico (HSPAS8) (Alvarez-Rodriguez et al., 2012 b). Este estudio permiti6
demostrar el efecto beneficioso de la proteina a muy bajas concentraciones (0,5
ug/mL), contrarrestado por el efecto supresor de la movilidad que ejerce la pro-
teina al llevar a cabo un test de progresion espermatica a través de mucus artifi-
cial (compuesto por acido hialurénico).

Por tltimo, la recongelaciéon espermatica (Alvarez-Rodriguez et al., 2012
c: enviado para publicacién en PLOS One) constituye una accion clave en el apro-
vechamiento delos biorecursos, debido al alto valor de las muestras obtenidas en
esta especiey, en general en especies silvestres. Los buenos resultados de calidad
obtenidos, tras el segundo ciclo de congelacion, suponen una confirmacion del
protocolo especie-especifico optimizado que ha desarrollado nuestro grupo a lo
largo delos anos. Ademas, la seleccion de los espermatozoides con mayor movili-
dad mediante gradientes de densidad, previamente testado por nuestro grupo en
oso pardo (Nicolas et al., 2012b), permite la separacion de subpoblaciones esper-
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maticas con mayor movilidad. En combinacién, recongelacion y selecciéon esper-

matica, estos resultados abren una nueva via de investigacion en cuanto a la apli-
cacion de nuevas estrategias biotecnologicas entre ciclos, como el sexado esper-
matico (separacion de espermatozoides X e Y).

En resumen, la optimizacion de las técnicas de valoracion seminal, como
la citometria de flujo (Fig. 3) asi como las investigaciones llevadas a cabo por
nuestro grupo suponen un paso de gigante hacia el conocimiento pormenorizado
de los factores clave en el desarrollo y adaptacion de un protocolo especifico para
la conservacion de espermatozoides de oso pardo.

Figura 3. El autor del presente trabajo de tesis manejando un
equipo portatil de citometria de flujo del grupo ITRA-ULE. Foto:
www.diariomontanes.es.

Reflexion final

Me gustaria hacer mia por un instante la frase de José Vasconcelos: “Un
libro, como un viaje, se comienza con inquietud y se termina con melancolia”. Si
consideramos la tesis como “milibro”, la inquietud de la investigacién y el traba-
jo delaboratorio surgié como una expectativa real en mivida y termina, al menos
por esta etapa, con la melancolia de finalizar un sueno, el de unos padres que han
sudado lo impensable por poder costear mi formacion. iGracias!
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AMBIOLOGOS DE AQUIi

Zoologos sin fronteras: aprender en Leon, ensenar en Paris
Santiago Aragon Albillos

Una lombriz de tierra, un cangrejo de rio, una cucaracha, una ascidia, un
arenque y un ratéon han sido los organismos
empleados en las practicas de zoologia para
ilustrar el plan de organizacion de tres de los
principales filos animales: los anélidos, los
artropodos y los cordados. En la Universidad
Pierre et Marie Curie de Paris acabamos de ter-
minar el primer cuatrimestre de docencia. Nos
hemos despedido con una sesion de revision vy,
una vez mas, empezaremos el nuevo ano civil
con los exdmenes. Curso tras curso, y ya van
catorce para mi, esa clase de repaso ha sido el
preludio de las vacaciones de fin de afio y la con- |
firmacion de que, aunque debilitada por la
pujanza delas disciplinas moleculares, la zoolo-

gia, o si se prefiere, la biologia animal, siempre
sera necesaria en la formacion de los bidlogos.
Me gusta decir que soy profesor de zoologia. Tiene algo de romantico, de

Foto reciente del autor del articulo

excepcional. Mucha gente se sorprende al saber que esa es tu ocupaciéon y es que,
sorprendentemente, todavia son muchos los que se preguntan acerca del interés
de estudiar los animales. También hay que decir que somos pocos y apasionados.
Raro es aquel que se hizo profesor de zoologia porque no quedaba otra opcién.
Como ya han reconocido otros colaboradores de esta seccion, en nosotros, en
algiin momento, se encendi6 una llama dificil de extinguir. En los de mi genera-
cion, lo dice Victor Casas en su escrito (Ambiociencias n° 1), los documentales de
Félix Rodriguez de la Fuente tuvieron mucho que ver. Ademaés, y aunque no con-
sidero que el padecimiento sea condicion necesaria, he de admitir que la dificul-
tad asociada a la consecucion de un puesto tan escaso en el &mbito universitario
hace que uno se sienta satisfecho en su ejercicio diario.

No recuerdo en qué momento empecé a tener fascinacion por los anima-
les. Lo que sirecuerdo esla alegria que senti al recibir, hace ya unos cuantos anos,
un sobre de correos en mi casa de Medina de Rioseco, en esa parte de la provincia
de Valladolid que ya mira hacia Le6n. Era la confirmacion de mi matricula en la
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Facultad de Biologia. Entre otros papeles habia una especie de cuadernillo de
tapas azules en el que se detallaba el contenido de los cursos y de las asignaturas.
Por él me enteré de que el plan de estudios en Le6n habia cambiado en 1982. Tam-
bién supe que la mia seria la segunda promocion del nuevo plan. Pero lo mejor de
todo fue saber que estudiaria zoologia desde el primer afio, la de los invertebra-
dos no artréopodos. En segundo vendrian los artropodos y en tercero los corda-
dos. iTres afios enteros de zoologia! La cosa no podia empezar mejor.

Los afios de carrera fueron fantasticos y la zoologia que pude apren-
der dejo mas que colmadas mis expectativas. Luego pegué un giro extrano, dificil
de explicar pero que, no lo puedo negar, me ha sido de gran utilidad en mi activi-
dad profesional. En lugar de seguir la especializacion en ciencias ambientales
opté porlas fundamentales. Incluso inicié una tesina en bioquimica que, pese ala
buena voluntad de mis directores, nunca llegd a buen puerto. Sentia la necesidad
de retomar la zoologia en su acepcidon mas clasica y alejarme de la molécula para
recuperar el organismo. Y a partir de ahi empecé a encadenar becas e inicié mi
imprescindible etapa de dispersion. Primero vino la pre-doctoral del Plan de For-
macion de Personal Investigador. La obtuve en la Estacion Bioldgica de Donana
(CSIC), donde desarrollé un proyecto de biologia de la conservacion centrado en
las escasas poblaciones de corzo que habitan en las sierras de Cadiz y Malaga.

Imagen del museo pedagogico de zoologia de la Universidad Pierre et
Marie Curie durante la visita de uno de los grupos de practicas.
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Después la primera post-doctoral, en la Universidad de Copenhague, esta vez
para realizar una filogenia molecular del grupo de los cuculiformes, una herra-
mienta indispensable a la hora de discutir la evolucidon del comportamiento de

parasitismo de puesta en esas aves. El proyecto lo pude concluir con una nueva
beca, una Marie Curie de la Union Europea en el departamento de Ecologia de la
Universidad Pierre et Marie Curie de Paris.

Y estando en Francia surgio6 la oportunidad. La Universidad ofert6 una
plaza de profesor asociado de zoologia y pude hacerme con ella. Para ser hones-
tos, en todo momento pensé que la heterogeneidad de mi curriculum, en el que se
mezclaban corzos con cucos y una méas que leve experiencia con las levaduras y el
Penicillium chrysogenum, jugaria en mi contra. Sin embargo, el efecto fue el con-
trario. Por encima de cualquier especializacion, mi perfil era el de un naturalista,
exactamente lo que el tribunal estaba buscando. Mis cursos de zoologia, mi des-
concertante transito por el laboratorio, las sierras andaluzas y la sangre de los
cucos al final habian encontrado un sentido. La ayudantia terminé convirtiéndo-
se en titularidad y desde entonces ensefio la disciplina, me ocupo de la enorme
coleccion pedagogica que mi Universidad hered6 de la historica Sorbona y dedi-
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El autor del articulo explicando el esqueleto de una tortuga durante las
Jornadas del Patrimonio celebradas en la Universidad Pierre et Marie
Curie de Paris.
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co mi tiempo de investigacion a la historia de la ciencia, eso si, a la de la zoologia,
que por lo visto es el tnico distintivo que parece adaptarse bien a mi trayectoria
de corte generalista.

Ahora, con frecuencia observo a mis alumnos en clase. Sin querer, y pese a
que el tiempo transcurrido ya es mucho, enseguida me vienen a la cabeza image-
nes de lo que fue mi paso por la Facultad de Biologia de Ledn. Recuerdo lo que yo
experimentaba entonces y trato de entender lo que les sucede a los que hoy estu-
dian conmigo. No es tarea ficil, pero siempre acabas percibiendo esa pequefia
llama en parte de los chicos y chicas quellenan el aula. Y es en ese momento cuan-
do eres consciente de en qué consiste tu trabajo. Tu entusiasmo no puede haber
perdido ni un apice de lo que fue para lograr que el suyo siga adelante. Cada afio
te pones a prueba y cada afio estas obligado a salir airoso, por encima de rutinasy
aburrimientos. Por eso, espero que en enero los resultados muestren que, al
menos en una parte significativa de los alumnos, la presencia del profesor ha ser-
vido para algo. En Le6n, y en mi caso, asi fue. Veremos lo que ocurre aqui, en
Paris, este afio. Les volveré a preguntar por esos organismos con anatomias que
reflejan lo fundamental del plan de organizacion de un anélido, de un artrépodo
y de un cordado, aunque esta vez les hablaré du lombric, l'écrevisse, la blatte, la
cione, le hareng et la souris para que me entiendan.
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DETODO UN POCO

Noticias de actualidad

Celebracion de San Alberto Magno 2012

Nuestra Facultad celebro la festividad de su patrono, San Alberto Magno,
con una serie de actividades entre las que cabe destacar dos:

1- El Acto Académico de conmemoracion de San Alberto, que tuvo lugar el
dia 9 de noviembre en el Aula Magna San Isidoro de El Albeitar. Este afio pudi-
mos contar con la presencia de Dna. Carmen Vela, Secretaria de Estado de
Investigacion, Desarrollo e Innovacion, que imparti6 la conferencia “La salida al
mundo laboral”. También participaron, junto con el Rector de la Universidad, la
Decana y las dos Vicedecanas de la Facultad, en la imposicion de insignias a los
Licenciados y alumnos de Master que finalizaron sus estudios en el curso 2011-
2012, asi como de la beca de la Facultad a la 162 Promocion de Licenciados en
Ciencias Bioldgicas con motivo de la celebracion de sus Bodas de Plata. Por
ultimo, en el mismo acto se anuncio la concesion de los premios “Vitatene awards
for academic excelence” y “Premio fin de carrera Gadea Biopharma”. Desde este
espacio queremos agradecer a ambas empresas su colaboracion y apoyo en
diversos aspectos de la formacion de nuestros estudiantes.

Momento del Acto Académico en conmemoracion de San Alberto
Magno. En la fotografia, junto a la Decana y dos Vicedecanas de la
Facultad de CC. Biologicas y Ambientales, podemos ver al Dr.
Hermida, Rector Mgco. de la Universidad de Ledn, y a Diia. Carmen
Vela, Secretaria de Estado de Investigacion, Desarrollo e Innovacion.
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2- La exposicion de fotografias “FOTCIENCIAQ”, albergada en la sala de
exposiciones de la Facultad de Ciencias Biol6gicas y Ambientales durante el mes
de octubre. Se trataba de una seleccion de las 50 fotografias mas destacadas del
noveno certamen de fotografia cientifica que organizan la Fundacion Espafiola
para la Ciencia y Tecnologia (FECYT) y el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC). Las imagenes expuestas ilustraban aspectos de la
investigacion cientifica y de sus aplicaciones, con el objetivo de acercar la ciencia
y la tecnologia a la sociedad y de potenciar la cultura cientifica entre los
ciudadanos, a través de una vision artistica y estética.

Congresos, reunionesy otras actividades
La Facultad particip6 muy activamente en la organizaciéon del VIII Curso
de Actualidad Cientifica y Cultural, que organizaron la Universidad de Le6n y la

Fundacion Carolina Rodriguez. El curso consisti6é en un ciclo de conferencias a

cargo de profesionales relevantes en temas de actualidad sobre diferentes

ambitos del conocimiento, desde la Biomedicina humanay animal a la Filosofiay
el Derecho. Las conferencias se impartieron en el paraninfo de la Facultad de

Veterinaria entre los dias 16 de octubre y 27 de noviembre y el curso fue

coordinado por la Dra. Marta Eva Garcia Gonzalez, Vicedecana de nuestra

Facultad. A continuaciéon se relacionan los titulos y el nombre de los

conferenciantes:

« “Narcotrafico: estrategias y capacidades ante el trafico de drogas como
instrumento del crimen organizado transnacional”. D. Ricardo Magaz
Alvarez.

+ “Laepigenéticaenlaerapostgenémica”. Dha. Maria José Barrero Nunez.

« “El espiritu del Derecho”. D. César Rascon Garcia.

« “Lamagiadeloscaballos sanadores”. D. Gonzalo Giner Rodriguez.

« “Donacion de organos y tejidos: podemos regalar vida. ¢Hay algo mejor?”.
Dna. Ana Maria Dominguez Berrot.

+ “Lasregiones polares ante el cambio climéatico”. D. Jer6nimo Lopez Martinez.

« “Ellugardel estudiante en la Universidad”. D. Juan José Diez Sanchez.

« “El protocolo universitario: togas, mucetas y birretes”. D. Juan José Lanero
Fernandez.

« “Células madrey cancerinfantil”. D. Pablo Menéndez Bujan.

+ “El fascinante mundo de las plantas”. Diia. Marta Eva Garcia Gonzalez y D.
Antonio Encina Garcia.

« “Enfermedades raras: problemas socio-sanitarios y desafios para el
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conocimiento”. D. Manuel Posada dela Paz.
« “Mitos y realidades sobre el consumo de lacteos y la salud: evidencia
cientifica”. D. Sergio Calsamiglia Blancafort.

Un grupo de estudiantes de la Facultad realiz6 una visita el pasado 15 de
noviembre a las instalaciones del Parque Tecnoldgico y de una de las empresas
ubicadas en el mismo, Laboratorios Ozer, en el marco de la X Semana de la
Ciencia, que coordina la Fundacién Universidades de Castilla y Leén y cuyo
objetivo es aumentar la cultura cientifica de los ciudadanos de la Comunidad.
Desde aqui queremos agradecer su atencion a todos aquellos que nos acogieron.

Noticias de nuestros estudiantes y egresados

El premio “Vitatene awards for academic excellence 2012” fue concedido
a Dna. Sara Garcia Alonso. El premio es otorgado por la empresa VITATENE al
mejor expediente de la Licenciatura de Biotecnologia y esta dotado con 3.000 €.
Asi mismo, recibieron mencién especial los Licenciados D. Javier Garcia
Bernardoy Dia. Silvia Villahoz Lazaro.

También se otorgd el premio “Fin de carrera Gadea Biopharma” a Dia.
Romina Martinez, seleccionada por haber obtenido el mejor expediente de la
Licenciatura en Biologia en el curso 2011-2012. El premio es concedido por la
empresa GADEA BIOPHARMA S.L. y esta dotado con 3.000 €. El Licenciado D.
Sergio Valbuena Alvarez recibié mencion especial.

Desde estas paginas queremos darles la enhorabuena a todos.

Foto tomada en la entrega de los premios otorgados por
VITATENEy GADEA BIOPHARMAS.L.
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Si tienes alguna sugerencia o quieres
enviarnos tusarticulos, tu proyecto de tesis
o alguna fotografia para
la portada, ponte en contacto con nosotros:
ambiociencias@unileon.es
La edicion electronica de la revista se
puede consultar en:

http://biologia.unileon.es/descargas.htm

GICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON

En contraportada: el Johnnysaurius legionensis
observa impavido la vida diaria del Campus de
Vegazana.
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