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EDITORIAL

La Asamblea General de las Naciones Unidas ha declarado 2011 como
Afo Internacional de los Bosques. Con este motivo Froilan Sevilla, ingeniero de
montes, jefe de la Seccién Primera de la delegacion de Medio Ambiente de la
Junta de Castilla y Ledn en Leo6n, aporta en este editorial su vision sobre la
gestién de los bosques.

El cambio de paradigmas acerca de los bosques

Vivimos en un mundo cambiante. La variacion es la norma en nuestro
universo, desde las poblaciones de topillos hasta las galaxias. Cada sistema tiene
sus propios patrones de cambio, que se percibe a unas escalas espaciales y
temporales mejor que a otras. Los bosques, por supuesto, no son una excepcion;
y los esquemas mentales de los hombres respecto a ellos, tampoco. Lo que quizé
pueda sorprender es la velocidad del cambio en los ecosistemas forestales. La
aparente quietud y permanencia de los arboles, a ojos de los humanos, ha
favorecido el desarrollo de ideas estéticas; la climax, el desarrollo de la Directiva
Habitats, o el uso que se ha efectuado de conceptos como la capacidad de carga
o la posibilidad de corta, son muestras de la tendencia de los hombres a
contraponer su frenético ritmo de vida con el aparentemente pausado de los
montes y bosques. Y, sin embargo, hoy dia ya tenemos informacién y
conocimientos, aportados desde todas las partes del globo y desde diferentes
disciplinas, como para admitir que el cambio en los bosques no solo es a largo
plazo, por ejemplo como consecuencia de lentas y progresivas transformaciones
del clima, sino también a escala humana, de décadas, como el radical cambio
ecoldgico que ha generado el fin del sistema agrario tradicional.

El efecto del hombre es tan decisivo en los bosques que sin él no se
entienden sus variaciones ni en tiempo ni en espacio: la comparacion de los
montes del sistema agrario tradicional con los actuales, o el abismo que separa
las dinamicas actuales entre los paises méas desarrollados y los més pobres, son
claros ejemplos. Estudiar los bosques sin los efectos humanos es, en la inmensa
mayoria del planeta, un ejercicio teérico fatuo. Desde que el hombre domina el
fuego, y lo hace desde hace centenares de miles de afios, quiza mas de un millén,
hace falta una densidad muy baja de poblacion para cambiar radicalmente un
ecosistema (y su dinamica); los datos paleoecoldgicos australianos, con la
transformacion del continente en su conjunto a la llegada de los humanos hace
50.000 afios, o la destruccién en décadas recientes de los bosques templados de
Sudamérica por unos pocos colonos ganaderos, son elocuentes ejemplos. Desde
luego, en Europa y en Espafia en particular, la accion humana ha sido
contundente desde hace unos pocos miles de afios; aunque este hecho ya esta
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plenamente admitido, no lo es tanto que esa accion se produjo sobre unos
ecosistemas cuya composicion, estructura y dinamismo ya estaba muy influida
por los humanos prehistéricos, organizados en complejas sociedades, e incluso
previamente, cuando eran tribus de cazadores-recolectores.

I (Sl g

Los bosques actuales son producto de una larga interaccion con el
hombre. Muchos bosques se han desarrollado sobre terrenos que durante
el sistema agrario tradicional fueron cultivos o pastizales. En esta imagen
se presenta un caso obvio de origen a partir de unas condiciones
profundamente modificadas por el hombre: cuando los arboles pierden la
hoja, bajo su dosel se muestra el origen del bosque; los bancales fueron
colonizados por arboles de tres generaciones que han completado una
cubierta de forma espontanea. Pero, sin tanta obviedad, la determinante
influencia humana es la norma en los bosques de todo el planeta,
incluidas regiones remotas donde la principal modificacion ha llegado
por la via de cambiar el régimen natural de incendios

El mundo cientifico cada vez es mas consciente de la importancia de
entender los procesos, dirigidos o no por el hombre, como el elemento clave en
la comprension ecologica y, logicamente, como la base para el disefio de la
relacion entre hombres y ecosistemas, minimizando los efectos negativos del
inevitable ensayo y error. Sin embargo, a pesar de que esa idea esta ya bien
asentada, tanto la normativa de conservacion y gestion de ecosistemas, como
muchas ideas al respecto, parecen ancladas en el pasado del conocimiento, es
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decir, no dan suficiente importancia a las causas y los mecanismos de las
dindmicas ecoldgicas.

Las sociedades humanas siempre han sido sistemas muy dinamicos. Su
velocidad de transformacion parece seguir un patron exponencial: a medida que
se acumulan conocimientos, cada cambio subsiguiente se produce mas
rapidamente; las modernas facilidades para intercambio global de informacion
estan acelerando de una forma desconocida esos cambios. Hoy dia es muy
sencillo para cualquier cientifico de un perdido rincon del planeta estar al dia de
las novedades en su campo de investigacién. En otro orden de cosas, lo que
ocurre estos dias en varios paises sometidos a regimenes dictatoriales en el
norte de Africa y Oriente Medio es un ejemplo mas de las imprevisibles
consecuencias del flujo global de informacion. Las transformaciones en las
mentalidades de los hombres siempre se han dado, fruto de los avances
tecnolégicos y de las propias dinamicas en las que se ven inmersas las
sociedades. Y si los humanos cambian su mente, lo hacen inevitablemente los
ecosistemas del planeta Tierra: 7.000 millones de personas, con la elevada
capacidad tecnologica actual, que aspiran a vivir lo mejor posible, y que en
general tienen como referencia patrones culturales consumistas, generan un
impacto a nivel planetario que no tiene parangdn conocido en ninguna otra
especie de la historia ecoldgica. El cambio socioeconémico y tecnoldgico deberia
llevar a una profunda transformacién en la manera en que el hombre interactla
con los bosques. Veamos algunos ejemplos.

Las primitivas ideas acerca de la sucesion conllevaban una valoracion
positiva de las tendencias sucesionales espontaneas cuando no intervenian ni el
hombre ni eventos como incendios o derribos masivos; hasta el punto de que,
supuestamente, estas tendencias desembocaban en una “climax” u “6ptimo
ecoldgico”. Hoy dia ya se tiene claro que el valor que se asigna a un ecosistema
depende completamente de su entorno, y no es un dato intrinseco. Por ejemplo,
la funcidn ecoldgica de una pequefa zona de matorral es muy distinta en medio
de un bosque que si esa misma area esta rodeada de otras semejantes. La
escasez o singularidad se admiten como valores ecoldgicos cruciales, y esto,
evidentemente, es tanto como decir que el contexto es muy importante. En este
sentido, la diversidad, y sus posibles medidas, es contingente al area e intervalo
temporal seleccionados. La Directiva Habitats y su desarrollo a través de los
Lugares de Importancia Comunitaria, a pesar de una concepcién en exceso
estatica, han servido para que se reconozca el valor de formaciones
sucesionalmente poco avanzadas.

Los profesionales forestales poseen su propia version de los prejuicios
sobre la madurez, y hasta cierto punto, de la “naturaleza intocada”: de forma
semejante a la sucesion para los ecélogos, para los forestales la acumulacion de
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existencias, es decir, de madera, es un proceso espontaneo y deseable, hasta el
punto de que con frecuencia se ha medido la bondad de la gestion en funcién de
si existe mas o menos madera acumulada. Esto podria tener sentido durante el
sistema agrario tradicional, con una presion excesiva sobre los montes por parte
de una numerosa poblacion local que no tenia otra manera de subsistir que
explotando, muchas veces més alla de los limites razonables, los recursos que
tenia disponibles. Pero, hoy en dia, en Espafia y otros paises desarrollados, la
situacion es la contraria: la falta de aprovechamiento de los montes, y en general
de gestidn, los hace proclives a eventos extremos, que denominamos catastrofes,
y también conlleva la pérdida de habitats y de recursos renovables por excesiva
densificacion arborea o matorralizacion. Aunque la situacion de montes y
bosques ha cambiado radicalmente en las ultimas décadas, y lo sigue haciendo
con vertiginosa rapidez, la necesaria adaptacion de los esquemas mentales esté
siendo demasiado lenta, y no se han desechado todavia las ideas desarrolladas
en el contexto de sobreexplotacion de los bosques. Curiosamente, mientras que
el aprovechamiento sostenible supondria un gran avance en sectores como el
pesquero (y, claro, seria imposible con los combustibles fosiles), en el mundo
forestal ha llegado el momento de avanzar mas: no quedarse en una mera regla
de explotar por debajo de un limite, sino usar los aprovechamientos para
configurar los ecosistemas que deseamos en el futuro.

La prognosis o conocimiento anticipado de lo que va a suceder es el
objetivo final de la ciencia. Sin embargo, en ecologia forestal, seguramente
motivado por su complejidad inherente, éste no parece haber sido el principio
rector: predominan los trabajos descriptivos y la prognosis se basa con
frecuencia en supuestos irreales como que el hombre no va a actuar, o altamente
hipotéticos, como las tendencias climaticas a medio y largo plazo. Es necesario
desarrollar una ecologia méas practica que prediga la evolucion de los
ecosistemas partiendo de su situacion actual y con los factores actuantes
previsibles o0 que se disefien para un territorio, desde una perspectiva realista y
no especulando cémo serian los montes sin la intervencion de los humanos.

Muchos de los problemas del modelo de desarrollo actual son bien
conocidos, y se pueden resumir en que a medio plazo es insostenible el creciente
uso de los recursos que estamos realizando, y que no deberiamos experimentar
con la profunda modificacién del planeta y sus dindmicas. Como contraste con
la situacion global de sobreexplotacion de recursos y de destruccién de los
bosques, llama la atencion la recuperacion forestal en los paises desarrollados.
En concreto, en Espafia, la extension de los bosques y la acumulacién de madera
alcanzan cifras sorprendentes, de acuerdo con el Inventario Forestal Nacional;
la comparacidén de la situacion actual con la que reflejan las fotografias del
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“vuelo americano” de 1956-7 deja pocas dudas sobre lo acertado de las
tendencias que reflejan esas cifras.

En un contexto de pérdida de habitats por excesiva densificacion, de
acumulacién de combustibles que convierte el monte en fragil frente a
incendios, de falta de materias primas, de excesiva contaminacion y de crisis
energética, no se entiende como es posible que la explotacién forestal se
mantenga en unos niveles tan bajos en los bosques espontaneos esparoles. No
obstante, la explicacién es clara: se ha generado una situacion en la que una
parte de la sociedad civil presiona para que los bosques se mantengan
“intactos”, y para la administracién es mas comoda la inactividad que le evita
problemas de diverso tipo, judiciales y mediaticos incluidos. A veces, con mucha
frecuencia en el sur de Espafia, se recurre a pagar con dinero publico acciones
que se podrian realizar sin esa carga e incluso con un beneficio para las arcas de
las entidades propietarias de los montes: los sistemas de aprovechamiento
comerciales tienen muy mala prensa, aunque sean casi idénticos en términos
ecoldgicos a lo que se paga como tratamientos selvicolas. Todo esto no es sino
un fraude para la sociedad en su conjunto, a la que se envian mensajes
contradictorios de preservacion de la biodiversidad, desarrollo sostenible,
responsabilidad ambiental, solidaridad interterritorial y uso de materias
renovables.

Aunque no sea algo evidente, debemos darnos cuenta de que nos
encontramos inmersos en una fase de cambio en los bosques espafioles sin
parangon en los altimos siglos, milenios quiza. Lo que ahora vemos, y a veces
pretendemos incluso fijar como una estampa, ni ha existido en el pasado ni
existird dentro de unas décadas. La transformacion desde el fin del sistema
agrario tradicional es tan rapida que cualquier estudio ecoldgico de largo
alcance deberia tener muy presente este hecho en sus postulados: no solo
cambia la estructura forestal, sino también su dinamica e incluso algunas de las
relaciones entre los seres vivos; por ejemplo, la predacion no es independiente
de la estructura, o cada vez que cambia la composicion especifica varian algunas
de las interacciones entre los organismos.

Muchas de las estructuras actuales de los montes no satisfacen
adecuadamente la demanda de bienes y servicios, que incluye funciones tan
variadas como la fijacion de carbono, produccion de materias primas
renovables, regulacion hidrica, prevencion de la erosion, proteccion frente a
avalanchas, servir de habitat para gran variedad de organismos, mejorar el
paisaje, constituir el soporte de actividades recreativas o servir como referente
cultural. En el contexto actual, con unos ecosistemas de transito cuyas
caracteristicas responden al abandono de los montes tras su intensa
explotacién, es muy importante dirigir los procesos cuando se entienda que
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éstos no van a llevar la direccion adecuada; por ejemplo, si se corre el riesgo de
entrar en un ciclo de incendios-fomento de matorral piréfito-mas incendios-
erosion. El disefio e implementacion de eventos renovadores de los ecosistemas
(lo que se denomina habitualmente “perturbaciones”), sobre todo a través de
cortas y pastoreo, aplicados con un adecuado disefio y ejecucion, y con la
suficiente extension, deberian convertirse en la herramienta para dirigir los
cambios y lograr los mas variados objetivos ecoldgicos: prevencion de eventos
“catastroficos”, copas amplias en los arboles (mayor produccién de frutos),
mantenimiento de claros en los bosques, generacion o mejora del vigor de pies
con caracteristicas especiales (por ejemplo, arboles chaparros, o con huecos,
ramas o porte que sirvan como habitat singular), persistencia de ciertas especies
(tanto plantas como animales u hongos), en general aumento de la diversidad,
etc.

El uso de los eventos renovadores en la gestion de los montes deberia
admitirse con normalidad y analizar sus efectos en funcién de sus caracteristicas
precisas: tipo, intensidad, extension, frecuencia, etc. Sin embargo, apenas se ha
profundizado en esta cuestion, y ademas existen prejuicios dependiendo del tipo
de evento: la ganaderia extensiva es “buena” y las cortas “malas”, cuando en
ambos casos todo depende de como se apliquen. A la sociedad urbana se ha
transmitido el mensaje de “cortas = destruccién de los bosques”. La imagen de
una motosierra cortando un gran arbol es mucho méas impactante que una vaca
ramoneando los jovenes brinzales. Y, sin embargo, el fin de los bosques llega
siempre porque se impiden sus mecanismos de regeneracion, por reiterados
incendios, pastoreo o cultivo agricola, y no por cortas mal ejecutadas, cuyo
efecto puede ser “empeorar” el bosque pero no destruirlo.

No obstante lo expuesto, la prevenciéon frente a las cortas comerciales
como instrumento de mejora ecoldgica tiene una base cierta: en el pasado, en
Espafia, como ocurre ahora en los paises menos desarrollados, los
aprovechamientos forestales eran mas bien un expolio de los bosques, cortando
lo que interesaba sin una planificacion ni una perspectiva a largo plazo. Pero
hoy dia existen los medios para realizar una gestion forestal racional,
organizada y capaz de alcanzar los objetivos que fije la sociedad, minimizando
los aspectos negativos. Desde luego no tiene sentido estigmatizar un
instrumento por el hecho de que en el pasado se haya usado con otros fines y en
otro contexto socioecondémico y ecoldgico. La crisis energética actual, con unos
precios elevados del petroleo y el gas con una tendencia alcista dificil de revertir,
deben verse como una oportunidad para implantar la gestion forestal en
muchos bosques espontaneos. Los propietarios de esos bosques deben verlos
como una fuente de rigueza y no como una carga que solo les conlleva
limitaciones; son ubicuos los ejemplos de como los bosques se extienden cuando
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las sociedades rurales los aprecian. No podemos permitirnos mandar a la
sociedad rural el mensaje de que es mejor tener plantaciones de arboles exoticos
0 unos montes quemados y con un aprovechamiento ganadero minimo. Y, desde
luego, la comparacion de la madera como materia prima frente a competidores
como el acero, el hormigdn o el petroleo, deja pocas dudas de que los gobiernos
deberian potenciarla, sobre todo cuando tanto se insiste en la necesidad de
reducir la contaminacion y en el cambio de modelo econémico: aqui tenemos un
ejemplo de un potencial de desarrollo enddgeno que apenas ha sido explorado a
pesar de que podria cumplir, como pocos, el requisito de la sostenibilidad.

A modo de conclusion, debemos cambiar la mentalidad de la sociedad
respecto a los bosques, pero para ello técnicos y cientificos tenemos que
proporcionar bases para su comprensién mas realistas, lo que implica potenciar
el conocimiento sobre su dinamica y, como aspecto concreto, sobre los efectos
de la accion humana.

Podemos aprovechar que la Asamblea General de las Naciones Unidas
haya declarado al 2011 como Afio Internacional de los Bosques, pero en realidad
no necesitamos ninguna disculpa para intentar
que, como indica la ONU, los bosques contribuyan
al desarrollo sostenible global. De forma
semejante, no deberiamos necesitar los anuncios
catastrofistas acerca del cambio climético para
tener una interaccion menos agresiva con el
planeta que nos acoge. Independientemente del
resultado de nuestras ubicuas acciones, no
deberiamos influir de forma tan dréastica en los
flujos globales. Es imposible predecir la evolucién
en un escenario de cambios importantes a nivel
planetario, porque sin precedentes ni posibles
réplicas los modelos contienen forzosamente
enormes incertidumbres. EI Unico camino ldgico
es intentar minimizar el impacto global de la
humanidad, con wuna visibn sintética que
desgraciadamente no esta muy extendida. En este

debe aportar su grano de arena en conseguir un
planeta habitable a largo plazo.

Froilan Sevilla
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A FONDO

Toda una vida

Pedro Calvo Fernandez

Profesor Emeérito Especifico (Catedratico de Bioquimica y Biologia Molecular)
Universidad de Ledn.

Naci en Madrid en 1949, una época en la que empezaban a superarse los
traumas economicos de nuestra postguerra, pero que estaba aun llena de
carencias. Fueron tiempos duros, pero los salvé con entusiasmo, dado mi
temperamento optimista y apasionado. Uno de los primeros recuerdos de mi
vida es el aroma a pan recién horneado, mezclado con el olor a cuero de la
cartera de mi padre, donde lo transportaba cada dia a casa desde el patronato.
No era facil entonces conseguir pan blanco recién hecho...

Creci, jugué y vivi mucho en la calle, como todos los nifios de mi época,
supliendo con imaginacion y entusiasmo la falta de juguetes y de regalos. La
vida se me ofrecia excitante y seductora, enmarcada en una inmensa libertad
aparente, a pesar de la represion politica imperante, que yo no era capaz de
detectar a mi edad...

Recuerdo ahora aquella extrafia inscripcion, pegada en el canto de uno de
los estantes del mueble escritorio de nuestra casa de Madrid: El porvenir es de
los que estudian. Yo era demasiado nifio al principio para entenderla, cuando
todo mi porvenir estaba aan por venir... Ahora que casi todo ha llegado y me ha
sucedido, comprendo la influencia que esa frase tuvo sobre mi. Mi padre, tan
filosofo siempre, habia colocado dicho texto. El fue un hombre hecho a si
mismo, que supo ascender a altos niveles de formacion y de posicion
profesional, con las Unicas ayudas de su férrea fuerza de voluntad, su espiritu
espartano de sacrificio y su vision de futuro de que el progreso y el bienestar son
una consecuencia natural del esfuerzo en el estudio. Estos valores me los inculcé
eficazmente en mi mente de nifio responsable y ambicioso de nuevos horizontes.

Mis hermanos iban sacando adelante con brillantez sus estudios
superiores, asi que el contexto familiar en el que creci me empujaba a emularles
y a superarme continuamente en el colegio.

Me incorporé al Colegio Maria Auxiliadora (Salesianos) de Salamanca, a
mis tiernos diecisiete afios. Cursé sexto de Bachillerato y Preuniversitario con
eficacia y brillantez. Debido a mi formacién humanistica, dudé si dedicarme a
las letras o a las ciencias. A mi me encantaban las letras, pero observé que los
mejores expedientes de los cursos siempre se dirigian a ciencias. Yo fui siempre
un buen estudiante, y por ello elegi el camino de ciencias, mas complicado y de
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mayor exigencia académica. Desde la escuela primaria jamas me suspendieron
nunca en ningun examen, parcial o final, habiéndome siempre presentado y
superado todas mis asignaturas desde la escuela en la primera convocatoria
disponible. Inicialmente yo queria estudiar Farmacia, por el simple motivo de
gue no se encontraba esa licenciatura en Salamanca, y a mi me apetecia mucho
salir de la tutela familiar, iniciando nuevos vuelos vitales en Madrid. Pero
pronto mi destino profesional se vio alterado por el amor. Conoci a mi primera
novia oficial en Salamanca, y el plan de mi vida ya pas6 a ser estudiar una
licenciatura que se cursase en mi ciudad. Asi me decidi por Ciencias Bioldgicas,
gue era la que mas me gustaba de las ofertas disponibles. Por supuesto, elegiria
después la especialidad Fundamental, ya que a mi me atrajo siempre la faceta
molecular y no la ambiental.

Estudios de Biologia

La Licenciatura de Biologia la fui cursando con solvencia. Mi esfuerzo
sistematico en el estudio hizo que mis calificaciones fuesen excelentes desde el
colegio hasta el final de mis estudios universitarios. En mis primeros afios de
universidad solamente aspiraba a acabar pronto la carrera para obtener con
rapidez un empleo que me permitiese casarme y mantener a mi nuevo hogar con
dignidad. Pero mi expediente académico era brillante y no pasé desapercibido
para los profesores. Y asi es como entré don José en mi vida. El catedratico Dr.
José Antonio Cabezas habia sido mi excelente y exigente profesor de
bioquimica, y un dia de 1973 me llamé a su despacho para invitarme a formar
parte de su grupo de investigacion del Departamento de Bioquimica que dirigia,
empezando con la tesina de licenciatura... Aquello fue para mi todo un honor,
porque su departamento era uno de los mas productivos y prestigiosos de la
Universidad de Salamanca, y porque se abria ante mi todo un porvenir
prometedor bajo su habil y eficaz patrocinio profesional. Nunca podré
agradecerle suficientemente todo lo que hizo por mi, hasta el punto de cambiar
el rumbo de mi vida... Me ensefi6 el dificil arte creativo de la investigaciéon
cientifica, con rigor, calidad, exigencia y excelencia. Despert6 en mi el instinto
de ambicion académica, induciéndome a exigirme a mi mismo, dia a dia, el
maximo rendimiento del que fuese capaz. Fue para mi ese maestro que uno
necesita para aspirar y alcanzar las cotas mas altas, con el estimulo de verse
reflejado en su trayectoria ejemplar, plagada de éxitos hasta fuera de nuestras
fronteras.

Mi tesina y mi tesis doctoral la realicé bajo su direccion, con la tutela mas
directa del profesor Angel Reglero, a quien el destino me uni6 por azar durante
37 afos, habiendo estado ambos juntos en los mismos departamentos de varias
universidades. Los trabajos versaron sobre estudios cinéticos con diferentes
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glicosidasas. Descubrimos y tipificamos cinéticas multiples y mixtas en este tipo
de enzimas. Unido esto a otros trabajos dirigidos mas adelante por mi, nos valié
para que la International Union of Biochemistry (IUB) eligiese e incluyese
cuatro de nuestras publicaciones! como referencias-tipo de tres enzimas (B-N-
acetilhexosaminidasa, sialidasa y p-D-fucosidasa). Fue fundamental en esto mi
estancia de dos meses (abril-mayo de 1977) en el Department of Biochemistry,
Queen Elizabeth College, University of London, becado por The British Council,
bajo la direccion de los profesores Donald Robinson y John L. Stirling, para el
aprendizaje de las cinéticas de enzimas que poseen dos centros activos. Durante
todo el desarrollo de mi tesis doctoral disfruté de una beca del Ministerio de
Educacion y Ciencia, siendo ademas Profesor Ayudante de Clases Practicas en
dicho departamento, a partir del segundo afio.

En agosto de 1975 contraje matrimonio con Sagrario, teniendo un
minusculo salario de 17.500 Ptas. al mes. Estuve también becado un mes
(septiembre de 1976), investigando en el Laboratoire de Chimie Biologique,
Université des Sciences et Technologies de Lille (Francia), dirigido por el
eminente profesor Jean Montreuil, para aprender técnicas de estudio de
glicoconjugados.

Investigacion en Estados Unidos

Una vez leida mi tesis doctoral (julio de 1977), contacté el profesor
Cabezas con el ilustre y galardonado profesor Severo Ochoa, para que tutelase
mi estancia postdoctoral de investigacion en los Estados Unidos. Este me
recomendo ante el profesor Marino Martinez-Carrion, para que me admitiese en
su laboratorio de investigacion en el Department of Biochemistry, Medical
College of Virginia, Virginia Commonwealth University, Richmond, Virginia,
U.S.A., del que era director. Asi, me desplacé con mi mujer y mi hija (de un afio)
a dicho departamento americano, donde permaneci investigando desde
septiembre de 1977 a octubre de 1978. Fui el primero de los espafioles que
hicimos el postdoc con Martinez-Carrién. Tuve para ello una beca postdoctoral
en el extranjero, del Ministerio de Educacion y Ciencia. Durante este tiempo
desempefié también el cargo de Research Fellow. Fueron tiempos duros
econdmicamente. Recuerdo que me resultaba dificil llegar a fin de mes sacando
adelante a una familia de tres miembros. Como curiosidad diré que, aunque yo
tenia beca desde octubre, jno empecé a cobrarla hasta febrero!, a pesar de mis
frecuentes quejas al Ministerio. Efectivamente, sélo pude sobrevivir entonces
gracias a los cheques generosos de mi padre...

! En Biochem. J., Biochim. Biophys. Acta., Int. J. Biochem. y Comp. Biochem.
Physiol.) en sus Recomendaciones publicadas en Enzyme Nomenclature (1984),
pp. 310-315, Academic Press, New York
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En dicho laboratorio aprendi y desarrollé un buen nimero de técnicas
para la caracterizacién fisico-quimica y cinética de los binding sites del receptor
nicotinico de acetilcolina, tales como el estudio de los parametros de lifetimes y
polarizacién de la florescencia de ligandos suyos, el uso de sondas fotogeneradas
y tecnologia de resonancia magnética nuclear, etc. Con ello dilucidamos la
topologia subunitaria de dicho receptor, en fragmentos de membranas nativas y
en membranas reconstituidas. Dos de las publicaciones que conseguimos en
este trabajo han sido incluidas como referencias en una revision monografica
sobre el receptor nicotinico de acetilcolinaZ2.

Figura 1. En el laboratorio de Martinez-
Carrion en Richmond, con el
espectrofluorimetro  de lifetimes SLR-
Aminco.

Este primer afio mio en los Estados Unidos fue especialmente feliz para
mi. La experiencia americana me dejé muy impactado a todos los niveles
(profesional, personal, familiar, etc.), a pesar de las inquietudes econémicas
vividas. Fue una tierra prometida para los que entonces teniamos ansias de
progreso. En aquella época habia una distancia de afios-luz (en lo cientifico,
nivel de vida, bienes de consumo, comodidades, recursos...) entre la Espafia
recién entrada en la democracia y la América brillante y poderosa. A mi me
sedujo enormemente el american way of life... Estoy enormemente agradecido
al profesor Martinez-Carrion. Y no so6lo por haberme aceptado en su laboratorio
de excelencia (que figurd en el top ten de los que mayor crecimiento cientifico
habian tenido en los U.S.A. en esa época), sino porque me trato desde el primer
momento como un verdadero amigo, acudiendo a buscarnos al aeropuerto,
acogiéndonos a vivir en su propia casa hasta que conseguimos un apartamento,

2 En Biochemistry y en J. Supramol. Struct., citado en el Annual Review of
Biochemistry (Vol. 51, 491-530). La publicacion en Biochemistry también ha
sido referenciada en una monografia sobre marcaje fotoquimico de membranas,
de los Methods in Enzymology (Vol. 172, 628-687).
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acompafiandome a comprar nuestro coche por una serie de dealers, llevandome
en su propio coche al departamento cada mafana hasta que compramos el
nuestro, etc... No olvidaré nunca aquellos detalles innumerables que tuvo
conmigo y que tanto me ayudaron a establecerme en un pais tan complejo como
los Estados Unidos.

La vuelta a Espafa

A mi regreso a Espafia me propuse labrarme un sélido curriculum
docente e investigador en el menor tiempo posible: imparti innumerables clases
de Bioquimica y de Biologia Molecular en varias licenciaturas de la Universidad
de Salamanca, como Profesor Adjunto Interino. Asumi encantado la carga
investigadora de la direccion de numerosas tesinas y tesis doctorales
simultaneas. Recuerdo haber estado dirigiendo entonces hasta unos 6-8
trabajos de investigacion diferentes a la vez, en el area de la Enzimologia.
Participé muy activamente en el desarrollo de bastantes proyectos de
investigacion del profesor Cabezas. Me preparé muy intensamente las
oposiciones a Profesor Adjunto de Bioquimica. jRecuerdo como estudiaba
invariablemente 12 horas diarias, durante meses...! Realmente vivia para la
universidad. No existia el tiempo libre para mi, ni vacaciones... Pero todo ello
acab6 dando sus frutos. En 1979 aprobé la oposicion anhelada y desempefié
desde entonces dicho puesto docente en la Universidad de Salamanca.

De nuevo di el salto a América con mi familia (que habia crecido con un
nuevo hijo) y volvi a investigar con Martinez Carrién en su laboratorio de
Richmond, Virginia, U.S.A., desde mayo de 1980 a mayo de 1981. Desemperié el
cargo de Research Associate. En esta ocasion estudié técnicas de alquilacion
reductora como herramientas para marcar radioactivamente dominios
especificos del receptor nicotinico de acetilcolina, en estudios topograficos sobre
membranas in situ. Una de las publicaciones obtenidas ha sido también incluida
como referencia en una monografia sobre marcaje de proteinas por alquilacion
reductoras.

Volvi de nuevo a Espafia. Atras quedaron mis experiencias americanas,
mis coches vintage Chevrolet y Pontiac tan bonitos, mis suefios postdoctorales...
Me dediqué de nuevo con pasion a prepararme en docencia e investigacion lo
mejor posible para ser catedratico de universidad. De nuevo llegé la locura de
cientos de horas estudiando las oposiciones, dando clases, dirigiendo
innumerables trabajos de investigacion (en Enzimologia)... Por fin, en
diciembre de 1983 consegui por oposicion plaza de Profesor Agregado de

* En Archs. Biochem. Biophys., citada en los Methods in Enzymology (Vol. 91,
570-579).
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Bioquimica (que se transformaria enseguida en plaza de Catedratico) en la
Universidad de Ledn. A esta ciudad me desplacé definitivamente en 1984 con un
monton de ilusiones cientificas en la mochila. En dicha universidad he
permanecido hasta la fecha. Mi docencia se ha desarrollado basicamente en su
Facultad de Biologia (ahora Ciencias Bioldgicas y Ambientales). En ella he
impartido miles de horas de la asignatura Bioquimica de segundo curso, a miles
de estudiantes, durante cerca de 30 afios, ademas de otras asignaturas...

El grupo de investigacion en Ledn

A mi llegada a la Universidad de Leon formé un grupo de investigacion
dindmico, que llegé a tener un nutrido numero de componentes. El primero de
ellos fue el profesor Miguel Angel Chinchetru, al que dirigi la tesina y la tesis
doctoral, y que me acompafié desde Salamanca a mi aventura leonesa, por lo
gue le estoy muy agradecido. Casi toda mi investigacion en esta universidad fue
en el campo de la Neurogquimica, aprovechando mi aprendizaje en América, y
dejando atras paulatinamente mis estudios enzimoldgicos iniciales. En esta
universidad he dirigido once tesis doctorales y un namero muy elevado de
tesinas, con los siguientes objetivos de estudio: caracterizacidn cinética de varias
glicosidasas, estudios del efecto del alcohol sobre el neurorreceptor de GABAA
en cinéticas de equilibrio y de no equilibrio, y sobre el receptor D; de dopamina,
alteraciones de mecanismos de neurotransmision en las drogadicciones a
morfina, cocaina, benzodiacepinas, barbitlricos y etanol, influencia de la
melatonina sobre las alteraciones en la funcion del receptor de serotoninaza y
sobre la ingestion de alimentos, inducidas por el envejecimiento, identificacién
de tres subtipos de receptores ai adrenérgicos y clonacion del subtipo aip,
analisis de la expresion y del procesamiento de los receptores D; de dopamina,
analisis molecular de las quinasas de la subfamilia JNK/SAPK, analisis
moleculares e inmunodeteccion de los transportadores de neurotransmisores
monoaminérgicos, caracterizacion del gen de la quinasa JNK/SAPKa, efectos
moleculares de la edad y del tratamiento con agentes oxidantes y antioxidantes
sobre el receptor de NMDA, entre otros.

=

Figura 2. Con el profesor Severo
Ochoa en el Congreso de la
Sociedad Espafiola de Bioquimica
celebrado en Santiago de
Compostela en 1988.
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Toda unavida

He disfrutado inmensamente con mi labor docente. A pesar de los logros
cientificos que he conseguido en mi activa faceta investigadora, las mayores
satisfacciones que he sentido en toda mi vida académica profesional han venido
de mi ejercicio didactico. Siempre he procurado con gran entusiasmo que mis
clases fueran especiales, diferentes, divertidas. He disfrutado muchisimo
impartiéndolas y queria que mis alumnos las disfrutasen también. No hay mejor
manera de ensefiar que hacer que los alumnos se introduzcan en la aventura del
conocimiento. Mi ejercicio docente siempre lo practiqué como un acto de
seduccion intelectual... Y parece que dio sus frutos. Siempre acepté gustoso
acudir con frecuencia a distintos medios de comunicacién (periodicos, radio,
televisién) cuando solicitaban mi presencia en entrevistas y mesas redondas,
porque creo que los cientificos tenemos una deuda con la sociedad y debemos
gjercer una labor divulgativa de la ciencia. En Ledn he pasado los 27 mejores
afnos de mi vida.

En marzo de 2010 tuve la oportunidad de acogerme a un plan de
prejubilacion voluntaria incentivada, y no dudé solicitarlo, porque ahora sé que
es en la vida personal, amorosa y familiar donde reside la verdadera base de la
felicidad. He pasado el testigo académico universitario a las nuevas
generaciones de cientificos, que vienen con las mismas ilusiones que yo tuve.
Tengo mil hobbies que desarrollar. Por todo ello, jme jubilo con gran jubilo!! -
exprimiendo etimolégicamente el término- y me voy de mi vida laboral con un
cargamento de esperanza y de suefios con el que llenar gozosamente esta nueva
etapa de la vida.

Figura 3. En su mesa de despacho
del Departamento de Bioquimica de
la Universidad de Le6n, en una
entrevista para la prensa.

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 15



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento a todos los cientificos
citados en este articulo, por aceptarme en sus laboratorios y por ofrecerme
tantas ensefianzas valiosas. Sin ellos no habria llegado a ser lo que fui. No me
quiero olvidar de mis amigos y compafieros del trabajo, con los que he convivido
miles de horas intensas y esperanzadas.

El Dr. Pedro Calvo nacié en Madrid en
1949. Es actualmente Profesor
Emérito Especifico en la Universidad
de Leon, al acogerse voluntariamente a
un plan de prejubilacion incentivada
en marzo de 2010. Se doctoré en
Bioquimica en la Universidad de
Salamanca en 1977. Ha sido
Catedratico de Bioquimica y Biologia
Molecular desde los 34 afios de edad, y
Profesor  Adjunto  (Titular) de
Bioguimica desde los 29. Hizo su
postdoc durante dos afos (77-78 y 80-
81) con el Prof. Marino Martinez-
Carrion en el Dept. Biochemistry,
MCV, VCU, Richmond, Virginia. Ha
publicado unos 100 articulos cientificos en revistas extranjeras de excelencia en
la especialidad. Ha dirigido 13 tesis doctorales y unas 20 tesinas de licenciatura,
en las Universidades de Salamanca y de Ledn. Le han sido financiados méas 20
proyectos de investigacion e infraestructura por diferentes organismos:
D.I.G.I.C.Y.T., D.G.E.S.E.C., C.I.C.Y.T., F.1.S., Fondos FEDER, Junta de Castilla
y Leon, Diputacion Provincial delLedn, Iberdrola, etc. Ha impartido un buen
numero de conferencias y ponencias cientificas en Espafia y en el extranjero,
como en la Real Academia de Farmacia de Madrid y en el Sanger Hall del
Medical Collage of Virginia (Estados Unidos). Fue Presidente del Simposio
Neuropatologia Molecular en el XXV Congreso de la Sociedad Espafnola de
Biogquimica y Biologia Molecular (SEBBM) (2002). En la Universidad de
Salamanca fue Director del Departamento de Bioquimica durante un afo. En la
Universidad de Ledn desempefi6 diferentes cargos, entre ellos el de Director del
Secretariado de Apoyo a la Investigacion del Vicerrectorado de Investigacion
(1990-94); y el de Director del Departamento de Biologia Molecular (2006-10).
Ha sido socio ordinario de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia
Molecular (SEBBM), de la American Chemical Society (ACS) y de la European
Neuroscience Association (ENA) desde 1994. Es evaluador de proyectos de
investigaciéon y referee en varias revistas cientificas internacionales de
investigacion sobre Neuroquimica.

16 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON




AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA

PONIENDO EN CLARO

Olmos resistentes a grafiosis
Rubén Moreno Gutiérrez!, Monica Mozo Ayuso? e Isabel Ruiz Movilla3

Facultad de C. C. Bioldgicas y Ambientales. Universidad de Ledn. Alumnos de 5°
de Biotecnologia (curso 2009-2010).

1(btcrmgO0@estudiantes.unileon.es), 2(btcmmaO0@estudiantes.unileon.es),
3(btcirmO0@estudiantes.unileon.es).

El olmo, antafio una de las especies arblOreas mas abundantes, ha visto
diezmada su poblacion en el ultimo siglo a causa de una enfermedad de origen
fungico conocida como grafiosis.

Con el fin de lograr detener y erradicar esta epidemia, se estan llevando a cabo
diversas medidas de control. Entre estas se incluyen diferentes estrategias de
control quimico y biologico que se emplean tanto frente al escarabajo
responsable de la propagacién de la infeccion como frente al hongo. Ademas, se
estan desarrollando varios proyectos para obtener olmos resistentes a través de
la creacion de arboles transgénicos y de programas de mejora, todo ello
utilizando la biotecnologia como herramienta para ayudar a identificar
compuestos y mecanismos, asi como genes, que confieran resistencia; y
también para mejorar los sistemas de transformacion, de regeneracion y de
propagacion de olmos. Todas estas estrategias biotecnolégicas deben
combinarse con las medidas preventivas.

Palabras clave: arboles transgénicos, ceratoulmina, Ophiostoma, programas
de mejora, pseudomicina.

El olmo

El olmo es un arbol caducifolio, perteneciente al género Ulmus, que se
encuentra ampliamente distribuido por gran parte del planeta, sobre todo Asia
Central, Europa y América del Norte. Ademas, al ser una especie muy utilizada
por el hombre, fue rapidamente exportado a zonas del hemisferio Sur, como
Australia o Sudameérica.

En nuestro pais, las dos especies de olmo autéctonas son Ulmus minor
(olmo comun, distribuido practicamente por todo el territorio) y Ulmus glabra
(olmo de montafia, predominante en los Pirineos, la Cordillera Cantabrica y el
Sistema Central).

Desde hace siglos, la madera de este arbol se ha utilizado para la
fabricacion de muebles, o incluso, dada su alta impermeabilidad, de barcos o
tuberias. Ademas, su corteza, troceada y hervida, da como resultado una pasta
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gue se puede usar como suplemento para los pastos del ganado. Por ultimo,
también es muy apreciado con fines ornamentales (Fig. 1).

La grafiosis

La grafiosis es una enfermedad que afecta al olmo y que ha diezmado la
poblacion de estos arboles de forma drastica en el ultimo siglo (1000 millones
de olmos muertos a nivel mundial). Fue descubierta por Bea Schwarz en 1921 en
Holanda (de ahi que, en inglés, esta enfermedad se conozca como Dutch EIm
Disease). Desde entonces, se han producido dos grandes pandemias: la primera,
gue causo la muerte de entre el 10 y el 40% de los olmos, se dio entre 1920 y
1940, mientras que la segunda, mas virulenta, empezo6 en 1970 y continda en la
actualidad.

Figura 1. lzquierda: Fotografia de un olmo comun en
Aras de los Olmos (Valencia). Derecha: EI mismo olmo,
tras sufrir la grafiosis.

El hongo causante de la enfermedad pertenece al género Ophiostoma, del
cual existen dos especies relevantes. O. ulmi es la especie no virulenta, y es la
responsable de la primera epidemia de grafiosis. La otra, O. novo-ulmi, es la
especie agresiva, responsable de la segunda epidemia. La especie agresiva tiene
mayor crecimiento y virulencia que la otra, gracias a su gran capacidad para
producir toxinas como la ceratoulmina, péptido hidrofobico de 75 aminoacidos
y peso molecular de 7600 Da (Bowden et al., 1994), y que presenta naturaleza
surfactante, es decir, reduce la tension superficial de los liquidos (en este caso la
savia), lo que aumenta el riesgo de cavitacion y embolismo en los vasos del
xilema (Diez et al., 2002). Esto provoca que la circulacion de la savia sea
intermitente, o incluso se detenga. Paralelamente, el hongo ataca a las células
vegetales de su entorno; fruto de esta degradacién, se forman subproductos de
desecho, que se iran acumulando a su vez en el xilema, favoreciendo asi el
bloqueo de los vasos del xilema.
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Entre los sintomas de esta enfermedad, se encuentran el amarilleamiento
de las hojas, debido a que sus células reciben un aporte limitado de sales
minerales como resultado de la reducida circulacién de la savia por el xilema,
dandole al arbol un aspecto raido y débil; ademas, si se realiza un corte
transversal a las ramas, se pueden observar ciertas manchas pardas, que
corresponden a la presencia del hongo causante de la infeccion, obstruyendo los
vasos conductores de la planta (Fig. 2, lzquierda); por otra parte, para causar
la grafiosis, el hongo utiliza como vector a un escarabajo escolitido, cuya
presencia, por lo tanto, constituye asimismo un indicador de la enfermedad.

Figura 2. lzquierda: anillo de color oscuro
correspondiente a Ophiostoma obstruyendo el xilema de
un olmo. Derecha: Galerias excavadas por Scolytus
multistriatus en la parte interna de la corteza de un olmo.

La presencia de dichos escolitidos se identifica facilmente al observar la
parte interna de la corteza del arbol, ya que barrenan galerias y cavidades en la
corteza (Fig. 2, derecha). La especie mas importante de escolitido en relacion
a la grafiosis es Scolytus multistriatus. Estos escarabajos, a la hora de
reproducirse, prefieren buscar olmos débiles (porque estén previamente
infectados por grafiosis, o debido a sequias), en los que realizar la puesta de los
huevos, concretamente en el espacio entre la corteza y la madera. Estos huevos
eclosionan, y salen larvas que excavan sus respectivas galerias,
perpendicularmente a la excavada por la madre. Pronto estas larvas se
convierten en Scolytus en fase juvenil, los cuales, para alcanzar su madurez
sexual, deben alimentarse de ramillas de olmos vigorosos, asi que vuelan hacia
ellos. Una vez que tienen los aparatos reproductores desarrollados, buscan de
nuevo olmos debilitados para reproducirse en ellos.

Ophiostoma se aprovecha del ciclo de vida de Scolytus, ya que, si un olmo
estd infectado, las larvas que nacen y crecen en las galerias excavadas por la
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madre en ese arbol saldran recubiertas de sus esporas. Estas larvas, al
alimentarse de ramillas de olmos vigorosos, permiten que las esporas del hongo
qgue llevan consigo infecten a los arboles. Por otra parte, es frecuente que se
produzca el contagio entre arboles cercanos mediante el contacto entre las
raices (Scheffer et al., 2008).

Factores que influyen en la eficacia de la infeccion

Una vez conocido el mecanismo de infeccidn, es importante referirse a los
factores que influyen en la eficacia de la misma, ya que sera sobre ellos sobre los
que haya que actuar. Entre estos factores se encuentran:

1. EIl diametro de los vasos del xilema: olmos con diametro grande son mas
susceptibles que olmos con menor diametro, ya que posibilitan mayor
difusion de la enfermedad.

2. Laépoca del afio en que se produce la infeccidn: si la infeccion se produce en
primavera, las esporas tienen tiempo para llegar a los vasos largos y
principales del xilema, con lo que se extiende facilmente a todo el arbol,
(infeccion sistémica). Sin embargo, si se produce en verano, la infeccién se
limita a los vasos externos, dando lugar a una infeccion mas localizada, y
ademas reversible.

3. La virulencia del patégeno: olmos infectados por O. novo-ulmi estan
practicamente condenados a morir en ese afio o0 al siguiente, mientras que en
aquellos infectados por O. ulmi solo mueren unas pocas ramas, recuperando
el follaje al afio siguiente.

4. Otros factores importantes que determina la susceptibilidad del arbol son el
genotipo, su edad, el vigor previo a la infeccion, y las condiciones del entorno.

Gestion de la grafiosis

Existen diferentes medidas de control encaminadas a lograr la detencién
y erradicaciéon de la epidemia, y a conseguir restaurar las menguadas
poblaciones de olmos. Se utilizan diferentes estrategias de actuacion tanto
frente al escolitido como frente al hongo. También se estan desarrollando varias
estrategias para obtener olmos resistentes a través de la creacion de olmos
transgénicos y de los programas de mejora.

Actuacion frente al escolitido

Como los principales vectores de la enfermedad son los escolitidos, el
objetivo principal en este caso es conseguir una reduccion del tamafio de las
poblaciones. Para ello se utilizan tres estrategias fundamentalmente: la
destruccion de los arboles afectados, el control quimico y el control bioldgico.
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La destruccion de los arboles afectados ha de realizarse inmediatamente
para limitar la pérdida al menor nimero de ejemplares posible. Para ello se
guema la madera extraida, y se eliminan o tratan los tocones con productos que
maten a la raiz.

En cuanto al control quimico se han empleado numerosos insecticidas
tanto de contacto como sistémicos, pero la mayoria, pese a ser eficaces,
entrafian problemas de contaminacion ambiental y se requiere una aplicacion
repetida cada cierto tiempo. La toxina Bt, de Bacillus thuringiensis afecta a las
larvas del escolitido, y es segura desde el punto de vista medioambiental. Otro
tipo de control quimico es mediante la utilizacion de disuasorios de la
alimentacién. Se ha visto que el compuesto maés eficaz es la juglona, extraida de
Carya ovata y Juglans regia (Fig. 3) (Pajares et al., 2004). También otros
compuestos pertenecientes a distintos grupos quimicos logran reducir la
alimentacién, como flavonoides, (floretina, kaempferol y quercetina) cumarinas
(aesculetina y fraxetina) y alcaloides (gramina y magnolina).

Figura 3. Ensayo de doble eleccion en el que se observa
una mayor alimentacion del escolitido en el disco foliar no
impregnado con juglona (derecha) (Pajares et al., 2004).

Como control biolégico se utiliza el hongo Phomopsis oblonga, que
aparece de manera natural en el floema de olmos moribundos, del cual se han
aislado metabolitos disuasorios de la alimentacién (phomosolidas A y B).
Ademas los escolitidos tienen diversos enemigos naturales, siendo los mas
significativos la hormiga Entedon leucogramma y los pajaros carpinteros.

Lucha contra el hongo

En cuanto a la actuacion frente al hongo existen, al igual que en el caso
anterior, diferentes controles quimicos o bioldgicos.

El primer tipo de estrategia de control quimico es el uso de fungicidas
sistémicos. Los mas utilizados son los del grupo del bencimidazol y los
derivados del imidazol. Este es un tratamiento preventivo que solo se suele
aplicar a olmos de gran valor. Por otro lado diversos trabajos han confirmado la
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implicacién de compuestos fendlicos, como el carvacrol y el &cido salicilico, en
los mecanismos de defensa del olmo ante la grafiosis, observdndose un
incremento de la resistencia tras su aplicacion (Martin et al., 2008).

En cuanto al control biologico se han empleado diferentes bacterias, pero
el género Pseudomonas es el mas relevante. Algunas especies sintetizan
sustancias antimicéticas como la pseudomicina, y ademas poseen gran avidez
por el hierro existente en la savia, necesario para la subsistencia del hongo. La
mas utilizada es una cepa de P. syringae modificada genéticamente cuyo
transposon Tn903 se emplea para realizar mutagénesis y obtener nuevos
mutantes productores de antimicoticos (Lam et al., 1987).

Un hongo utilizado con éxito es Verticillium albo-atrum cepa WCS850,
que es una cepa no patogénica para el olmo. La inyeccién de una suspension de
esporas de este hongo en U. americana, consigue aumentar la resistencia frente
a la infecciéon por O. novo-ulmi (Scheffler et al., 2008). Ademas de este hongo,
también se utilizan extractos de esporas o aislados de glicoproteinas de una cepa
de O. ulmi no agresiva, con el objetivo de inducir los mecanismos de defensa del
olmo. Concretamente algunos estudios han demostrado que se produce la
acumulacién de unas fitoalexinas sesquiterpénicas denominadas mansosonas en
U. americana, después de la inoculacion con esta cepa. La mansonona E es la
mas activa frente al hongo, segin demuestran ensayos realizados in vitro.

Por ultimo, existe un tipo de entidades parecidas a micovirus, que son los
factores d. Existen treinta tipos diferentes, son RNA bicatenarios, antagonistas
de O. ulmi. Uno de estos factores, el factor d2, se ha asociado con una reduccion
de la virulencia de O. ulmi. El mecanismo de accion todavia no se conoce bien,
pero se ha correlacionado con una reduccién de los niveles de citocromo aas,
una importante enzima de la cadena respiratoria. Se transmite a otros hongos
por fusién hifal o reproduccién sexual (Brasier, 1986).

Olmos transgénicos

La primera aproximacion para obtener un olmo transgénico de interés
frente a la grafiosis fue la transformaciéon de U. procera con el plasmido RiA4b
(Gartland et al., 2001). El pladsmido Ri de Agrobacterium rhizogenes produce,
entre otros efectos, modificaciones en el xilema. Por tanto, como el tamafio del
xilema es una de las caracteristicas que pueden conferir resistencia al olmo, se
estudian las modificaciones internas que se podrian conseguir en las plantas
regeneradas a través de la utilizacion de este plasmido.

Sin embargo, fue el trabajo desarrollado por Newhouse et al., en el 2007,
el primer intento de transformar U. americana con genes de resistencia
exogenos con actividad especifica frente a O. novo-ulmi. Obtuvieron olmos
transgénicos transformados con Agrobacterium tumefaciens cepa EHA105 con
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la construccion génica pSE39, que codifica para el péptido antimicrobiano
ESf39 (Fig. 4).
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Figura 4. Construccion génica pSE39 (Newhouse et al.,
2007). Consta del gen del péptido antimicrobiano ESF39
dirigido por el promotor ACS2 procedente del castafio
americano, para que se exprese en el tejido vascular, de un
gen de seleccion NPT2 y un gen testigo GUS (estos dos
altimos dirigidos por el promotor del virus del mosaico del
tabaco, CaMV35S).

Para evaluar la resistencia de los olmos transgénicos se realiz6 una

inyeccion de conidios de O. novo-ulmi. Se midieron varios parametros
indicativos de la resistencia al hongo y de la capacidad de dispersion de éste en
el olmo. Se consiguié obtener una linea transgénica que mostraba una
resistencia significativa. Pese a estos resultados prometedores es necesario
realizar mas estudios en campo y en olmos adultos, una vez pasada la
resistencia juvenil, para evaluar entonces la eficacia del compuesto.

Programas de mejora

Existe una serie de pasos basicos que se llevan a cabo habitualmente en

los programas de mejora de resistencia a patogenos:

1.

oM WN

Conocimiento de la biologia del patégeno, variacion, virulencia y
epidemiologia.

Identificacion de las fuentes de resistencia.

Conocimiento de la genética de la resistencia.

Desarrollo de métodos de inoculacién rapida.

Escalas de identificacion de la enfermedad que sean facilmente aplicables.
Desarrollos de esquemas de seleccion.
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7. Evaluacion de las nuevas lineas resistentes.

Siguiendo estos pasos, desde que la grafiosis se detecté en 1921, se han
ido desarrollando en diversos paises programas de mejora genética, con el
objetivo de conseguir olmos resistentes.

La estrategia general de estos programas es la inoculacion del hongo en el
tronco del olmo; tras 60 dias se seleccionan los olmos que no presentan
sintomas. Los olmos resistentes se cruzan entre si para conseguir en unos pocos
genotipos el mayor grado de caracteres de resistencia a la grafiosis, que den
como resultado olmos resistentes. Basandose en los estudios realizados, se
determina que aproximadamente solo un 2% de los arboles evaluados presentan
resistencia; por tanto, se requiere desarrollar técnicas que permitan una
seleccion precoz, como las técnicas de cultivo in vitro.

Tecnicas de cultivo in vitro para ensayos de resistencia
La utilizacion de técnicas de cultivo in vitro en los programas de mejora

supone varias ventajas con respecto a los métodos clasicos:

1. Deteccion precoz de la resistencia, por lo que se podrian detectar en etapas
tempranas los olmos resistentes.

2. Las necesidades de espacio son menores, lo que permite realizar la seleccion
sin utilizar grandes extensiones de terreno.

3. Posibilidad de realizar los experimentos en cualquier época del afo.

4. Mayor facilidad en la propagacion del material, ya que es mas sencillo
propagar material juvenil que material adulto.

El futuro de los programas de seleccion de olmos resistentes a esta
patologia esta ligado al desarrollo de los métodos de seleccion molecular, que
han demostrado ser mas eficientes en otras especies, como el eucalipto, pero
gue todavia no se han probado en olmos.

Propagacion in vitro

Una vez llevada a cabo la seleccidn, el siguiente aspecto importante es la
propagacion de los olmos resistentes. Se han desarrollado programas de
micropropagacion para varias especies de olmos como U. campestris, U.
americana, U. laevis, U. pumila, U. minor, e incluso programas para hibridos.
Algunas de las estrategias que se emplean son la embriogénesis somatica a
partir de sdmaras inmaduras y a partir de hojas, la microprogacién a partir de
segmentos nodales y, por ultimo, también se han desarrollado protocolos
eficientes para el aislamiento y cultivo de protoplastos a partir de hojas y callos.
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Programa de mejora espanol

El objetivo de este programa es la seleccion de olmos resistentes a
grafiosis mediante la inoculacion del hongo en arboles de méas de 4 afios para
comprobar su resistencia y cruzar los ejemplares que se muestren mas
resistentes.

La mejora se centra en U. minor, olmo mas representativo y méas afectado
por la enfermedad en la peninsula. Esta especie es muy susceptible a la
enfermedad, por lo que se aconseja su hibridacion con otra especie de
resistencia mayor como U. pumila, que ademas de ser resistente a la grafiosis,
tiene otras ventajas, como un rapido crecimiento juvenil, tolerancia a la sequia 'y
una abundante produccién de semilla fértil.

Dentro del programa de mejora espariol se han llevado a cabo numerosos
estudios sobre la influencia de varios factores en la resistencia, como la
frecuencia y la composicion de las inoculaciones (Solla et al., 2001), la humedad
del suelo, la edad de la planta y las dimensiones de los vasos del xilema
(Elgersma et al., 1970). Gran parte de estos trabajos se han realizado estudiando
una olmeda en Rivas-Vaciamadrid, que contiene unos 300 ejemplares de U.
minor de unos 70 afios de vida que han sobrevivido a la grafiosis en un area
totalmente devastada por la enfermedad.

Conclusiones

La biotecnologia es una herramienta muy util para conseguir olmos
resistentes a la grafiosis, ya que puede ayudar en diversas etapas, como la
identificacion de compuestos, mecanismos o incluso genes que confieran
resistencia, o el desarrollo de sistemas de transformacion de olmos modificados
genéticamente. Asi pues, se hace necesaria la creacion de programas de
investigacion a través de los cuales avanzar hacia un control definitivo de la
enfermedad, antes de que ésta nos deje con el poema de Machado como Unico
recuerdo de la existencia del olmo.
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SIGUIENDO LA PISTA

Ailanthus altissima (Mill.) Swingle (Simarubaceae) como
potencial invasora
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De todas las especies nuevas que llegan a un territorio, unas pocas llegan a con-
vertirse en las llamadas especies exéticas invasoras, y causan lo que se denomi-
na invasiones bioldgicas.

Ailanthus altissima es una especie de Simarubéacea procedente de Asia, introdu-
cida en todo el mundo como fijadora de taludes, ornamental, y con fines de ex-
tracciébn maderera. Las caracteristicas bioecoldgicas de la especie la convierten
en altamente invasora.

Ademas, afecta de forma directa a la organizacion y al funcionamiento del eco-
sistema en el que se instaura, ya que reduce la cobertura vegetal del estrato her-
baceo, incrementa la cobertura del estrato arbdreo, reduce la biodiversidad y la
rigueza de especies e incrementa la dominancia en favor de si mismo.
Actualmente se comporta como especie exotica invasora en gran parte del mun-
do. En Espafa se esta gestionando en 6 comunidades autbnomas. En la provin-
cia de Leon aun no se ha observado un estado muy avanzado de la invasién, pe-
ro en la comunidad autbnoma de Castilla y Ledn no existe un plan de gestion de
manejo de la invasion.

Dadas las caracteristicas bioecoldgicas de la especie, se puede afirmar que su
erradicacion es practicamente imposible. Sin embargo, utilizando sinérgicamen-
te y de forma reiterada mecanismos de control fisicos y quimicos podria llegarse
a controlar su expansion y reducir las poblaciones en cierta medida.

Palabras clave: Arbol del Cielo, Plantas al6ctonas, Invasion bioldgica, Espe-
cies invasoras, Sustancias alelopaticas.

Introduccioén

La globalizacion de la movilidad humana y las actividades comerciales
llevan asociados efectos colaterales sobre el medio natural, inicialmente no pre-
vistos, como la expansion de especies invasoras (Climent et. al., 2006). Actual-
mente, innumerables especies se dispersan a traves de barreras hasta entonces
insuperables, como océanos, cordilleras y zonas climéticas hostiles (Climent et.
al., 2006).
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Las invasiones biol6gicas son un importante componente del cambio glo-
bal y la segunda amenaza ambiental en importancia para la conservacion de la
biodiversidad y de los ecosistemas naturales, después de la destruccion y la
fragmentacion del habitat (Constan Nava et. al., 2008) El impacto causado por
las especies invasoras no se restringe al medio ambiente —desde genético hasta
paisajistico— sino que también tiene fuertes repercusiones sobre la economia, la
sociedad y la salud publica. (Andreu & Vila, 2007).

Una de las 20 especies aléctonas consideradas més peligrosas en Espafia
(Quesada et al., 2009) es Ailanthus altissima (Mill.) Swingle, un arbol de
la familia Simarubaceae, procedente de China e introducido en Europa como
planta ornamental, para la obtencidén de papel y como fijadora de taludes (An-
dreu & Vila, 2007).

Breve descripcién botanica de A. altissima (Mill.) Swingle in Journ. Wash.
Acad. Sc. 6(14): 495 (1916).

El sistema radicular del ailanto es
muy abundante y fuertemente extendido
tanto en superficie como en profundidad
(Climent et. al., 2006).

El tronco tiene una corteza grisa-
cea tendiente a clara, lisa 0 asurcada en
los ejemplares mas viejos; las ramas son
de un color pardo rojizo.

Las hojas (Fig. 1) de hasta 1 m,
son caducas, alternas e imparipinnadas
—excepcionalmente paripinnadas—, gla-
bras o con pelos dispersos en el haz y/o
en el margen. Los foliolos, en nUmero de
10 a 41 son peciolulados, de lanceolados
a ovado-lanceolados, de apice estrecha-
do, margen entero u ondulado, con una
escotadura que forma un par de dientes
en la base y desde uno hasta cuatro dis-
tribuidos por todo el margen, y base de
truncada a hastada.

La inflorescencia mide de 9,5 a 26
cm de longitud; la masculina es multiflora, mientras que la femenina es pauci-
flora. Las flores son actinomorfas unisexuales, siendo las masculinas muy oloro-
sas y de olor desagradable, y hasta 4 veces mas abundantes que las femeninas,

Figura 1. Hojas de A. altissima.
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inodoras. Tienen cinco sépalos pequefios y cinco pétalos de 2,2 a 4,5 mm, ver-
dosos o amarillentos, pelosos en la base. En las flores femeninas, los estambres
no son funcionales. Tienen cinco carpelos libres, con un primordio seminal por
carpelo. Los frutos (Fig. 2) son polisdmaras dispuestas en racimos colgantes y
persistentes; la samara mide
de 25 a 50 mm de longitud y
entre 5 y 15 mm de anchura,
de forma de oblongo-
lanceolada a fusiforme, de co-
lor pardo rojizo o pajizo, con la
semilla en el centro de un ala
papiracea, larga y sinuosa. La
semilla tiene un contorno ova-
lado (Navarro & Mufoz, 3 ! 4
2008). Figura 2. Frutos de A. altissima.

Ecologia, corologia y distribucion

Ailanthus altissima es un arbol muy tolerante a la contaminacion (Gil-
demeister, 2006; Navarro & Mufioz, 2008). Crece facilmente en suelos pobres y
en condiciones de sequia y es muy resistente al estrés (Estatuto, Decreto-Lei
565/99). Es de crecimiento rapido y de rapida propagacion tanto por semilla —
gue se propaga facilmente por anemocoria, dada la forma de la samara que la
contiene— como por brotes radicales, incluso por trozos de raiz.

Puede crecer desde nivel de mar hasta 1400 metros de altitud, tanto en el
macrobioclima Templado como en el Mediterraneo. Es originario de China cen-
tral, Taiwan y el Norte de Corea, aunque se ha naturalizado en casi todo el
Mundo.

En Espafia, se ha citado la presencia de Ailanthus altissima en 28 pro-
vincias espafolas, en Melillay en la provincia portuguesa de Beira Litoral. (Ant-
hos, 2010). No obstante, solo se esta gestionando en 6 comunidades autbnomas
(Andreu & Vila, 2007).

Objetivo

El presente articulo se propone estudiar la biologia y ecologia de la espe-
cie aléctona invasora Ailanthus altissima, asi como su problematica para cono-
cer el por qué de su rapida expansién, y el analisis de los planes de gestion exis-
tentes.
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Material y método

Se ha realizado una recogida de informacion tras una exhaustiva revision
bibliografica, abordando todos los aspectos que pudieran aportar informacién
sobre la situacion de esta especie.

Se ha llevado a cabo un muestreo en una zona de reciente germinacion en
el Parque del Campo Grande, parque publico de la ciudad de Valladolid, donde
Ailanthus altissima se encontraba formando dosel vegetal de poca altura. Se
midio el area total de la zona y la longitud de los ejes Norte-Sur y Este-Oeste. Se
tomé nota de la inclinacion y de la presencia

de arboles de la misma o de otra especie en N
las proximidades. Se realizd6 un muestreo N

cuyas nueve muestras, cuadradas, de 50 cm

de lado, se distribuyeron de forma sistemati- CN

ca. Una muestra (C) se tomé en el centro
geomeétrico de la zona de estudio. Cuatro
muestras se tomaron en los margenes de la

zona, localizados cada uno de ellos en cada CS
punto cardinal (N, S, E y O), en el borde
mismo del area, en el punto central del lado. S

Se tomd una muestra mas a media distancia
entre las muestras de cada uno de los marge-
nes y la muestra central (CN, CS, CE y CO)
(Fig. 3).

Se contd el namero de pies de planta de Ailanthus altissima de cada
muestra, y se calculé por aproximacion en cuadrantes la cobertura del estrato
del manto vegetal (no la cobertura arbdrea). Se cortaron a ras de suelo hasta
cuatro plantas de cada muestra (correspondiendo con cada una de las cuatro
esquinas, si existia planta) para calcular la edad de las plantas por conteo de
anillos y se midio la altura en centimetros de las plantas cortadas, extendiéndo-
las en el suelo y con ayuda de una cinta métrica. También se calcul6, para las
plantas que presentaran una edad superior a “0 afios” la relacion altura/edad,
para hacer una aproximacion de la velocidad de crecimiento de las plantas.

Se realizé una aproximacion del potencial invasor de Ailanthus altissima,
siguiendo un método de conteo por transecto lineal, paralelo a la carretera, a lo
largo de un trayecto recto de 2 Km de longitud en la carretera M30 de Madrid a
su paso por Casa de Campo, paralelo al Rio Manzanares (Fig. 4). Para el calculo
de distancias horizontales se ha realizado la estimacion mediante la observacion
de las marcas de carretera. Se han tenido en cuenta tres rangos de edad.

Figura 3. Esquema de
muestreo.
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Figura 4. Esquema de muestreo en transecto lineal.
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Rango 1: arboles adultos —mayores de 3 metros; mas de 7 afios—. Se han
contado la totalidad de arboles y la distancia entre ellos en todo el transecto.

Rango 2: plantas de pequefio tamafio —menos de 3 metros— capaces de
formar semilla —entre 4 y 7 afios—. Se ha contado el nimero de arboles de rango
2 que aparecian entre el primer y el segundo arbol de rango 1; luego, entre el
segundo y el tercero, se ha omitido el conteo. Se ha repetido el conteo, de forma
alterna. Se ha estimado la media de arboles de rango 2 en la distancia definida
por los arboles de rango 1.

Rango 3: plantas de pequefio tamafio que aun no son capaces de formar
semilla —menos de 4 afios—. En este caso se ha contado el nimero de plantas de
rango 3 que aparecian entre dos plantas de rango 2 consecutivas, 0 entre una
planta de rango 1 y una de rango 2 consecutivas. Este tipo de conteo se realizo
solo en los tramos en que no se contaban las plantas de rango 2. La distancia se
ha estimado.

Los esquemas han sido realizados con el software Adobe Illustrator CS3e;
las hojas de célculo se han realizado con el software Numberse del paquete
IWork '09« de Apple.

Para el muestreo se ha tomado un marco cuadrado de madera de 50 cm
de lado, una cinta métrica de 5 metros, una navaja y una sierra pequefia.

Resultados y discusion

Algunos de los principios activos que Ailanthus altissima es capaz de sin-
tetizar, principalmente la ailantona (Fig. 5), un cuasinoide que actia como her-
bicida natural (Lin et. al., 1995; Heisey, 1996; Castro Diez et al., 2008), y secun-
dariamente la ailanthinona, la chaparrina y el ailantinol B; todos ellos son li-
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berados por la raiz (Heisey, 1990; Climent et.
al., 2006), y pueden actuar como sustancias
alelopaticas favoreciendo la implantacion de los
retofios de A. altissima mediante el desplaza-
miento de la flora autéctona (Heisey, 1996; Da-
na et al.,, 2003; Quesada et al., 2009). Otra de
las moléculas que interviene en la problemética
es la cuasina, un insecticida natural (Navarro &
Mufioz, 2008) que sintetiza con el fin de evitar  Figura 5. Ailantona.

la depredacion por insectos fitofagos.

Ademas, el olor de sus flores masculinas es muy atractivo para los insec-
tos polinizadores, que las prefieren frente a las especies autéctonas, lo que fun-
ciona como mecanismo de desplazamiento a nivel de polinizacién (Estatuto,
Decreto-Lei 565/99).

Esto junto con su enorme resistencia y capacidad de adaptacion, su com-
portamiento plastico, su sistema radicular potente y el gran numero de semillas
gue puede llegar a producir un solo arbol, mas de 350.000 en un solo afio (Que-
sada et al. 2009), lo convierte en una especie potencialmente invasora de tipo
transformadora, es decir de aquellas que causan alteraciones o perturbaciones
en el funcionamiento de los ecosistemas (De La Torre Fernandez, 2003; Sanz
Elorza et al., 2009).

Es una invasora naturalizada, que no requiere de la presencia de ninguna
especie para proliferar (Climent et. al., 2006; Crespo et al., 2008). Invade rapi-
damente el terreno; no tiene preferencias de colonizacién ni en cuanto a hume-
dad ni en cuanto a tipo de suelo
(Climent et. al., 2006); se extiende
creando un manto impenetrable
(Fig. 6), e inhibiendo el crecimien-
to de otras especies. Si se encuen-
tra a la sombra de un bosque, se
mantiene con tamafo arbustivo
durante mucho tiempo hasta que
se genera un claro. En presencia de e P 0GA5269090

luz suficiente, su crecimiento es Figura 6. Manto de A. altissima (foto
rapido  (Estatuto, Decreto-Lei de Leslie J. Mehrhoff, University of

565/99). Connecticut).
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Aunque es indiferente edéafico y resiste bien la sequia y la pobreza del
suelo, prefiere zonas himedas y bien nitrogenadas (Climent et al., 2006). En
cuanto a la orientacion, prefiere las laderas de umbria (94,5%) aunque pueden
aparecer ejemplares aislados en laderas de solana (5,5%). La pendiente no es
factor limitante (Climent et al., 2006; Terrones et al., 2007) y la altitud solo lo
es por encima de los 1400 metros sobre en nivel del mar.

Dado que las precipitaciones no son limitantes, y solo parece limitarse en
funcién de la altitud, es posible que su limitacion respecto a las temperaturas —
gue no ha sido encontrada ninguna referencia bibliografica— aparezca solo
cuando desciende demasiado la media de las temperaturas minimas.

Es un arbol que ha causado ya graves problemas, siendo la especie inva-
sora citada con mayor expansion en algunos espacios protegidos como los de la
comunidad autonoma de Catalufia, donde ha sido mas ampliamente estudiado,
y una de las especies aléctonas mas extendidas por toda la cuenca mediterranea
(Climent et al., 2006; Crespo et al., 2008; Andreu & Vila, 2009).

En cuanto a sus efectos sobre el ecosistema, el desplazamiento de Ulmus
minor en favor de Ailanthus altissima, uno de los casos que ocurre con frecuen-
cia cuando el segundo se comporta como especie invasora, causa problemas al
acelerar el ciclo de los nutrientes ya que la hojarasca del primero es de descom-
posicion mas lenta que la del segundo (Castro Diez et al., 2008). Otras especies
gue A. altissima suele desplazar son Sambucus nigra, Fraxinus spp. (Delgado
et al., 2005), y cuando afecta a ecosistemas de ribera, Populus nigra y Salix
atrocinerea (Constan Nava et al., 2008).

Estd demostrado que en presencia de Ailanthus altissima, la riqueza de
especies es un 55% de la que corresponde en ausencia del arbol invasor. La di-
versidad de especies desciende hasta un 37,5% y la dominancia aumenta en un
52% (Constan Nava et al. 2008). Cuando forma bosques, aumenta de manera
significativa la cobertura del estrato arboreo y disminuye de forma importante
la cobertura del estrato herbaceo (Constan Nava et al., 2008).

Ademas, Ailanthus altissima es un arbol también capaz de cambiar las
propiedades del suelo, como el pH o la relacion C/N (Climent et. al., 2006).

Caracterizacion del manto vegetal producido por la proliferacion indiscriminda-
da de Ailanthus altissima

Estos resultados proceden del estudio de muestreos del manto vegetal de
Ailanthus altissima realizado en el Parque del Campo Grande de Valladolid du-
rante el mes de Julio de 2010 (Tabla 1).
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. 27,28+21,0
VIR =1 5,89+2 89 | 75+24% | 1,28+0,92 . 18,84+6,92 23,56
Media zona
] 3,75+1,26 | 59+17% | 0,79+0,70 | 10,71+6,35 | 11,50+2,29 15,00
cubierta
Media zona 40,17+21,0
] 7,60+2,70 | 88+22% | 1,67+0,90 22,97+4.,84 30,40
descubierta 0
t de Student 0,0307 0,0553 0,0042 0,0000 0,0000
Cubierto /
Desbubierto

Pies de

Cobertu-

Altura

Relacion

altura/edad

Densidad

Tabla 1. Resultados del muestreo de la zona de manto ve-
getal de Ailanthus altissima en el Parque del Campo
Grande de Valladolid. Se representa la media + desviacion

estandar.

El area total (Fig. 7) fue de unos 10 m2, siendo las distancias de Norte a

Sur de 3,96 m y de Este a Oeste de 4,33 m. La inclinacion era nula. La zona de
estudio presentaba un ejemplar adulto maduro y capaz de formar semillas a 1,2
metros de distancia del borde, en direccion Noroeste, y su copa cubria vertical-
mente aproximadamente el 80% del cua-
drante NO de la zona de estudio, afectan-
do a los muestreos N, CN, COy O.

Figura 7. Esquema de muestreo con ar-
bol.

Una media de 5,89 + 2,89 plantas por cada cuadricula de 50x50 cm (0,25
m?2) indica un promedio de 23,56 plantas / m2 y un total aproximado de 236
plantas en todo el &rea de estudio. La cobertura total (media) del area de estudio
es de un 75,00 % 23,98%.

Comparando la zona cubierta por el arbol adulto con la zona descubierta
se observan diferencias significativas (Fig. 8) en:
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La altura (P<0,0001): 10,71 + 6,35 cm de media en la zona cubierta fren-
te a 40,17 +£ 20,93 cm en la zona descubierta.

La relacion crecimiento respecto a la edad de las plantas —sin tener en
cuenta las plantas de edad O afios— (P<0,0001): las plantas que crecieron a la
sombra del adulto crecen mas despacio (11,5 = 2,29 cm/afio) que las de la zona
descubierta (22,97 + 4,84 cm/aino).

La densidad, resultado del nUmero medio de plantas que aparecen en ca-
da muestra (P=0,03): varia de 15 plantas/m2 (3,75 * 1,26 plantas por muestra)
en la parte cubierta por el adulto contra las mas de 30 plantas/m2 (7,6 + 2,7
plantas por muestra) de la zona descubierta.

La edad media de las plantas (P=0,0042): son mas jévenes (0,79 + 0,70
afios) las que se encuentran bajo el arbol, que las descubiertas (1,67 + 0,91
anos).

Grafica 1

120

1] Alura icm} Relacion alwracdad

B Madia zona cubisrta
B Media zona descubieria

Ples de planta Edad Iahos)

Figura 8. Gréficas de la relacion de numeros de pies de
planta por muestra, edad, cobertura, alturay relacion altu-
ra / edad entre las plantas de la zona cubierta y las de la
zona descubierta. Se representa la media + desviacion es-
tandar.

En cuanto a la cobertura, las diferencias, aun siendo menos significativas
que los casos anteriores, siguen siendo patentes (P=0,0553), teniendo una co-
bertura media las plantas cubiertas de 59 + 16 % frente al 88 + 22 % de las plan-
tas descubiertas.

Todos estos datos nos indican que la presencia de adultos inhibe par-
cialmente el crecimiento de las plantas jévenes cercanas. Esta inhibicion tiene
gue ver con el efecto sombra por parte del arbol, tal y como se confirma en el
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Estatuto para el Decreto-Ley portugués (Decreto-Lei 565/99) que indica que la
planta a la sombra se mantiene débil y con bajo porte hasta que se genera un
claro, momento en que su crecimiento se acelera.

Andlisis de invasion potencial de Ailanthus altissima

El potencial invasor (Tabla 2) observado ha sido el siguiente: en el tran-
secto de 2 Km, los arboles adultos (rango 1) se separan una media de 333 + 61
metros, apareciendo un total de 6 pies de planta.

Entre cada uno de ellos, aparecian una media de 8,33 + 2,51 pies de plan-
tas de rango 2; éstos se separan entre si una media de 48,23 + 11,1 metros, y
aparecio un total estimado de 41 pies de planta.

La distancia media calculada para las plantas méas jovenes (rango 3) fue
de 2,14 metros. Se ha calculado que en cada segmento que hay entre dos arboles
de rango 1 6 2 consecutivos, aparecen una media de 22,5 + 12,93 plantas de ran-
go 3, y para el total del transecto se ha estimado la presencia de 933 pies de
planta.

Rangol | Rango2 Rango 3
Distancia media (m) 333+61 48+11 2,14
N© Plantas por segmento - 8,33+2,52 | 22,5+13
N° Plantas en 2 km 6 41 933

Tabla 2. Resumen de datos del muestreo. Se toma un
segmento como la distancia entre dos plantas de rango su-
perior, consecutivas.

La proporcion de plantas de rango 2 por cada planta de rango 1 es de
6,83, mientras que la proporcion de plantas de rango 3 por cada planta de rango
2ylesdel9,85.

Esto indica una gran proliferacion de las plantas pero después demuestra
un menor éxito en la llegada a adulto; por cada arbol viejo aparecen solamente
menos de 7 arboles de edad intermedia. Esto se explica mediante la existencia
de una elevada competencia intraespecifica por el recurso luminico y/o por el
suelo en edades tempranas, dada la elevada densidad de plantas jovenes al for-
mar manto vegetal de pequenia altura (23,56 plantas / m2).

Plan de gestién del manejo y control

No se ha encontrado ningun plan de manejo y gestion de la invasién por
Ailanthus altissima que se encuentre activo en toda Espafia. Sin embargo, si
gue existen planes en seis comunidades autonomas espafiolas: Andalucia, Ara-
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gén, Asturias, Catalufia, Comunidad Valenciana y Galicia (Andreu & Vila,
2007). También existe en Portugal un Estatuto para Decreto Ley (565/99) que
expone diferentes métodos, no de eliminacion de la invasién, que a dia de hoy
no es posible, sino de control de la misma.

La especie Ailanthus altissima fue identificada como una amenaza a la
sanidad vegetal, el medio ambiente y la biodiversidad por la EPPO (European
and Mediterranean Plant Protection Organization), la cual recomienda que se
adopten medidas para prevenir nuevas introducciones y limitar su expansion.
Entre estas medidas, se recomiendan campafas de sensibilizacidn, restricciones
alaventay lasiembray planes de mitigacion (Crespo et. al., 2008).

Para hacer una gestion adecuada de la especie es necesario llevar a cabo
una serie de planes de control de la invasion biolégica producida por Ailanthus
altissima, que incluya un plan de mitigacién del impacto, un seguimiento y es-
tudio monitorizado de los resultados de dicha mitigacién y la inclusién de esta
especie en el plan genérico de invasiones bioldgicas.

Actualmente estan prohibidos en Espafia el cultivo o almacenamiento de
cualquier especie del género Ailanthus y especialmente A. altissima en un lugar
determinado, su uso como ornamental, su propagacion, su venta, su intercam-
bio y su transporte, para evitar su introduccion en la naturaleza, segun el cédigo
de conducta sobre horticultura y plantas invasoras (Heywood & Brunel, 2009).

Respecto al control biologico, existen en China un total de 32 especies de
artropodos y 13 de hongos que actian como enemigos naturales de A. altissima
en su habitat natural, pero en los habitats receptores de la invasion, A. altissima
resulta poco apetitoso para los insectos fit6fagos autdctonos, ya que en extractos
de hojas frescas se han detectado efectos insecticidas (Climent et. al., 2006).

La integracion de diferentes técnicas que utilizan tanto métodos fisicos
como meétodos de control quimico es mas efectiva que el uso de los métodos de
forma independiente.

El control fisico se puede hace a mano, tirando de las plantas jévenes
cuando el suelo esta humedo, con la precaucion de incluir también todas las rai-
ces y los fragmentos, ya que son propensos a rebrotar. Por medios mecanicos, la
solucién para las infestaciones pequefas se basa en realizar talas y podas repeti-
tivas a fin de agotar la planta. Es mejor realizar esta tarea a principios de vera-
no, cuando las reservas de las raices son mas débiles. Ademas la tala de arboles
podria reducir la propagacion de las semillas de esta especie.

Se recomienda el control quimico para los arboles maduros, que se puede
llevar a cabo mediante la aplicacion de herbicidas en las hojas o por inyeccion
en cortes.

En aquellos lugares en que fuera propicio introducir A. altissima, los me-
jores sustitutos de la Simarubacea son, segun la zona, y usandose solo donde
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sean autOctonas, para zonas secas: Colutea arborescens, Coronilla glauca, Ca-
Ilicotome spinosa, y Fabaceae procedentes de la cuenca mediterranea, y si la
plantacion se realiza con fines ornamentales: Fraxinus angustifolia y Celtis aus-
tralis procedentes del area mediterranea (Heywood & Brunel, 2009).

Conclusiones

Ailanthus altissima tiene éxito como invasora por caracteristicas bioeco-
I6gicas muy favorables: elevada resistencia, comportamiento casi ubiquista, ele-
vada capacidad reproductora, y por su uso inadecuado como planta ornamental.

La problematica viene dada por sus resistencias, por la formacion de sus-
tancias alelopaticas, por la presion de desplazamiento sobre otras especies, y
porque transforma el funcionamiento del ecosistema en el que se instala.

La erradicacion de esta especie invasora es practicamente imposible. Uti-
lizando sinérgica y reiteradamente mecanismos de control fisicos y quimicos, se
podrian controlar las poblaciones y su expansion. No obstante son necesarias
campafias de sensibilizacion, ya que la poblacion ignora su peligro potencial.
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BAUL DE LA CIENCIA

El arsénico, ese conocido tan desconocido

Luis Mariano Mateos Delgado

Area de Microbiologia. Facultad de Ciencias Biol6gicas y Ambientales de la
Universidad de Ledn.

Una reciente publicacion cientifica en la prestigiosa revista “Science” abogaba
por la aparicion de otro tipo de forma de vida (“extraterrestre” se ha dicho)
basdndose en la aparente abundancia de resultados proporcionados por el
descubrimiento de una bacteria que aparentemente habia sustituido el fésforo,
uno de los elementos esenciales para la vida, tal cual la conocemos, por el
arsénico (Wolfe-Simon et al., 2010). Dado que este asunto supone un tema
complejo, incluso para personas que estamos dentro de este campo de la
ciencia, en este “Baul de la ciencia” se pretende explicar de la forma mas sencilla
posible cual es el papel del arsénico en la naturaleza y como este elemento
interacciona negativamente con los seres vivos. Desde este conocimiento basico
tendremos mas fundamentos para avalar o refutar la existencia de una forma de
vida diferente a la convencional que describen los autores de la publicacion.

Palabras clave: arsénico, toxicidad, desintoxicacion celular, biorremediacion,
bacteria primitiva.

El arsénico y su evolucién en la naturaleza

Si preguntaramos a cualquier persona de la calle que nos dijera qué
conoce sobre el arsénico, casi todas nos contestarian algo que mayoritariamente
tendria que ver con temas morbosos sobre envenenamientos. Incluso en el
discurso reciente de la ceremonia de concesion del Nobel de Literatura, Vargas
Llosa hizo alguna alusion a este tema. No obstante, en muchos casos
desconocemos los fundamentos bioldgicos que rigen esas manifestaciones tan
manidas. En primer lugar, (qué es el arsénico y donde se encuentra? La
etimologia del nombre arsénico parece proceder del griego arsenikon, que
significa masculino y con el que se identificaba un sulfuro de arsénico
(oropimente). Se trata de un elemento quimico cuyo simbolo es As y con
numero atomico 33. Dentro de la tabla periédica pertenece al grupo 15
(columna), periodo 4 (fila) y bloque p (por el orbital que ocupan los electrones
externos) (Fig. 1), de forma que los elementos del mismo grupo presentaran
configuraciones electrénicas externas equivalentes, y los pertenecientes al
mismo periodo presentaran masas atdmicas que se incrementan
progresivamente, pero no muy dispares. Los elementos quimicos de este grupo
15 (nitrégeno, fésforo, arsénico, antimonio y bismuto) tendran propiedades
fisico-quimicas equivalentes, dado que estas propiedades dependeran de las
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interacciones de los electrones de la capa externa (Silver y Phung 2002); éste
primer aspecto seria de relevancia para entender que el arsénico pudiera
suplantar al fosforo en ciertas formas de vida, dando un cierto sentido al trabajo

descrito por Wolfe-Simon et al. (2010).
Grupo —>
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He
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Lactanidos

Figura 1. Tabla periédica de los elementos con indicacién
de la posicion del fosforo (P), arsénico (As) y antimonio
(Sb).

El arsénico (As a lo largo del texto) es un metal-metaloide, por compartir
muchas de las propiedades de éstos y se presenta en la naturaleza en 4 estados
de oxidacion: +5, +3, O y -3. Las tres primeras se corresponden con formas
inorganicas de As que se denominan de forma generalizada arseniato (+5, AsV),
arsenito (+3, Aslll) y As elemental (As©), dando lugar las dos primeras a los
oxiacidos acido arsénico (HszAsO4) y acido arsenioso (HzAsO3) o trioxido de
arsénico (As203). La forma -3 es la asociada al compuesto volatil arsina (AsH3)
que es extremadamente toxico. Como es facil de imaginar, el As inorganico
formo parte de los constituyentes primigenios de la Tierra durante su génesis
hace méas de 4.500 millones de afios, siendo las formas inorganicas reducidas
AsO y Aslll las preponderantes en ambientes anoxigénicos primitivos. Con la
aparicion del oxigeno en la atmaésfera, el As de la corteza terrestre experimenté
procesos oxidativos, siendo con el tiempo la especie inorganica AsV la
preponderante en zonas en contacto con la atmédsfera (Lombi y Holm, 2010).
Esta transformacién también ha sido relevante para entender la evolucion de los
mecanismos de desintoxicacion de las células frente al As (ver “papel que juegan
los seres vivos frente al arsénico”).
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Origen del arsénico ambiental

El As se encuentra distribuido ampliamente en la naturaleza siendo el
vigesimo elemento en importancia con relacion a su presencia en la corteza
terrestre [3-5 mg/kg o partes por millon (ppm)]. Esto es principalmente debido
a su presencia como constituyente en un enorme ndmero de minerales y rocas
de la corteza terrestre; el principal mineral de As en nuestras latitudes es la
arsenopirita o mispiquel (FeAsS), mientras que otros arseniuros metalicos como
niquelina (NiAs), cobaltina (CoAsS), gersdorfita (NiAsS), esmaltita (CoAs>),
rejalgar (AssS4) y oropimente (AssSe) suponen ejemplos muy representativos. La
arsenolita (As203), es la forma mineral del trioxido de As; este ultimo se genera
como producto de la alteracion de los agentes atmosféricos sobre minerales de
As o al calcinar los arseniuros de Fe, Co o Ni con el aire. ElI As ambiental puede
tener origen natural o humano; en el primero de los casos el As procederia de
emanaciones volcanicas, lixiviaciones de rocas y liberacion de acuiferos
subterraneos que afloran al exterior. La intervencion humana en la movilizacion
de As se ha manifestado principalmente asociada a labores de mineria y
posterior procesamiento del mineral (combustién de fosiles, extraccion de
metales preciosos, etc.), asi como al uso de ciertos derivados de As en procesos
industriales que en muchos de los casos es dificil poderse imaginar
(Mukhopadhyay et al. 2002). Algunas aplicaciones tienen que ver con su uso
para aleaciones especiales, elaboracion de vidrios, manufacturacion de pinturas,
elaboracion de herbicidas o preparacion de algunos agentes quimioterapéuticos
para su aplicacion en humanos, por citar algunas de las aplicaciones mas
relevantes.

Efectos del arsénico sobre la salud

El As ha sido el veneno por excelencia y su historia ha estado ligada
durante mucho tiempo a la de la Humanidad, aunque durante siglos ha ido
intimamente ligado a la farmacopea con indicacion especial en el tratamiento de
ciertas dolencias, como purgante y como agente “elixir de la juventud” (usado a
dosis bajas). Incluso actualmente siguen persistiendo ideas benévolas en
“medicinas” homeopaticas y remedios tradicionales de China, India, sureste de
Asia, etc., en base a observaciones en estos pacientes de efectos rejuvenecedores
como un aumento en la turgencia de la piel. Los taxidermistas también lo
aplican en los procesos de momificacion, aunque en este caso por su toxicidad,
impidiendo la degradacion acelerada de los tejidos por putrefaccion microbiana.

El Asy la muerte de Napoleon
Quizas el mayor tema de debate por envenenamiento con As es el que
tiene que ver con la muerte de Napoledn en 1821. Aunque la autopsia de su
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cadaver constatd la existencia de un cancer de estdbmago, se cuestiond su
veracidad cuando en el afio 1961 se realizé un analisis de cabello del cadaver y se
descubrieron grandes cantidades de As en el pelo (100 veces mas que lo
habitual). Se hablo de diferentes teorias que incluian su envenenamiento por
adicion de As en el vino, y también su muerte por un envenenamiento no
inducido y causado por las condiciones de extrema humedad de su ultima
residencia en el destierro (isla de Santa Elena), dado que sus habitaciones se
encontraban empapeladas con papel pintado que incluia As. La humedad del
papel pintado favoreceria el crecimiento de hongos que movilizaban el As a
formas volatiles que serian inhaladas por Napoleon. Sin embargo, y aunque
estos aspectos pudieran considerarse desencadenantes de procesos tumorales a
un plazo mas largo, los anélisis de cabellos de Napoledn de épocas precedentes a
su destierro confirmaron también la presencia de elevados niveles de
contaminacién de As; este aspecto también ha sido observado en pelos
procedentes de individuos control de esa misma época por lo que parece que los
niveles de contaminacion por As eran elevados de forma generalizada, entre
otras cosas quizas por el prestigio de la farmacopea de la época que incluia
pécimas con As (Mari et al., 2004).

El ciclo del As y su toxicidad

El As es uno de los elementos mas toxicos que existen en la Naturaleza y
de hecho desde hace una década constituye el compuesto mas toxico y con
mayor riesgo en humanos, segun describe la agencia para el registro de agentes
toxicos causante de enfermedades (ATSDR; http://www.atsdr.cdc.gov/
cercla/07list.html). Sin embargo esta toxicidad depende de su combinacion
(organico o inorgénico), y de su estado de oxidacion, siendo mucho mas toxicas
las formas inorganicas reducidas, frente a las oxidadas. El papel que los seres
vivos juegan en estas biotransformaciones es muy relevante, pudiendo
favorecerse la volatilizacion del As mediante reducciones o metilaciones
sucesivas o la acumulacion de formas orgénicas de As que resultan menos
toxicas (arsenobetaina, arsenoazucares, etc.), aunque como ocurre con todos los
elementos quimicos, el As como tal no desaparecera de la naturaleza (Fig. 2).

La exposicion a As puede ocurrir a través de inhalaciones, contacto con la
piel o por ingestion (aguas y alimentos). Los niveles de As en alimentos de
origen animal son habitualmente bajos al no estar permitido el uso de As y sus
derivados en terapia animal; una excepcién la constituye el uso de un derivado
del &cido fenil-arsénico (comercialmente roxarsona) en procesos de
alimentacién de aves, pero con poca relevancia en cuanto a su presencia en
carne dado que se excreta casi completamente. Sin embargo los niveles de As en
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Figura 2. Ciclo del As (modificado de Mukhopadhyay et
al. 2002). MMA, DMA y TMA: formas mono- di- y
trimetiladas de arsénico.

peces y mariscos pueden ser elevados, dado que los peces absorben As del
ambiente en el que se encuentran; este problema es mas acuciante en peces de
gran envergadura y con elevada longevidad, donde la bioacumulacion de As (y
también otros metales pesados) es notable (Lievremont et al. 2009).

Exposicion a As y toxicidad en humanos

En humanos la exposicion a As es mas elevada para aquellos que (i)
trabajan en empresas donde utilizan As en sus procesos industriales, (ii) para
gente que vive en casas que contienen conservantes de la madera (CCA) y gente
que vive en granjas donde han sido aplicados con profusion pesticidas y
herbicidas con As, (iii) para personas que usan acuiferos para el suministro de
agua que contienen cantidades elevadas de As, como ocurre casi de forma
generalizada en algunos paises del sur de Asia (India, Tailandia, Bangladesh,
etc.). En nuestro pais la existencia de areas con elevadas concentraciones de As
en acuiferos no es muy relevante, excepto en zonas muy concretas (alrededores
del lago de Sanabria, Zamora); sin embargo algunos acontecimientos como la
disminucion por parte de la Organizacion Mundial de la Salud del limite de
permisividad de presencia de As en agua, de 50 partes por billbn (ppb)
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americano a 10 ppb (10 microgramo/litro) han promovido la realizacion de
analisis quimicos generalizados de aguas por parte de las administraciones,
saltando las alarmas cada cierto tiempo en algunos municipios (en Leén ha
habido recientemente algunos ejemplos).

Papel que juegan los seres vivos frente al arsénico

Es bien conocida la versatilidad metabodlica que ofrecen de forma global
las bacterias, por lo que no es de extraflar que a determinados grupos
bacterianos bajo ciertas condiciones “les venga bien” la presencia de As en el
ambiente. Esto ultimo es mucho decir, porque lo méas probable es que a esas
bacterias les vendria mejor la presencia de otros compuestos para ser
metabolizados, pero “a falta de pan buenas son tortas”. Me refiero a ciertos
grupos bacterianos (jojo! y solo a algunas bacterias) que se comportan como
quimiolitétrofos y/o a aquéllas que realizan un metabolismo respiratorio
anaerobico (quimiolitétrofos o quimiorganotrofos) donde el As inorganico juega
un papel relevante (Fig. 3). Estos procesos constituiran excepciones en relacion
con la toxicidad que provoca el As en los seres vivos, por lo que muchos de los
organismos desarrollan mecanismos de defensa o resistencia frente al As que se
describen adelante (Rosen, 2002).

As(III) As(V)

Figura 3. Metabolismo y sistemas desintoxicantes ligados
al arsénico. (A) Quimiolitotrofia asociada a bacterias del
arsénico; (B) respiraciones anaerdbicas del arseniato; (C)
resistencia/desintoxicacion de arsénico en bacterias.
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Quimiolitétrofos que usan arsenito (Aslil)

Se trata de bacterias que presentan unas enzimas capaces de oxidar
arsenito (Aslll) a arseniato (AsV), liberando dos electrones en el proceso que
son utilizados para procesos generadores de energia. Las enzimas capaces de
realizar este proceso son arsenito oxidasas localizadas en el periplasma celular o
asociadas a su membrana citoplasmatica (Fig. 3 panel A) y presentes en
algunos microorganismos Gram-negativos aerobios que se suelen comportar
como quimiolitotrofos facultativos. Estos microorganismos a la vez que
obtienen energia en la oxidaciéon del arsenito, realizan un proceso de
desintoxicacién de una forma mas toxica (arsenito) a otra forma menos téxica
(arseniato), por lo que juegan un papel importante en el ciclo de As en la
naturaleza.

Respiracion anaerobica del arseniato

Se trata de un proceso metabolico descubierto hace poco mas de una
década y donde algunos microorganismos utilizan una fuente de As oxidada (en
ausencia de oxigeno) como aceptor final de electrones. La enzima implicada en
este proceso concreto se denomina arseniato reductasa, y como ocurria en el
proceso metabdlico descrito previamente, la enzima esta situada en el
periplasma del microorganismo o asociada a su membrana citoplasmatica (Fig.
3, panel B). En este proceso metabdlico se produce una transformacion de una
forma de As menos toxica (arseniato) a otra mas toxica (arsenito), pero hay que
tener en cuenta que el proceso se realiza sin contactar con el citoplasma celular.

Mecanismos de resistencia celular a As (desintoxicacion celular)

Para la mayoria de los seres vivos el As en cualquiera de sus formas solo
ejerce un papel negativo para su viabilidad, y solo en los dos casos anteriores se
puede hablar de cierto “beneficio” con su presencia. Sin embargo y dado que el
As es casi omnipresente y ligado a muchos ambientes donde hay todo tipo de
formas de vida, a estas estructuras celulares no les ha quedado mas remedio que
“adaptarse” a su presencia. En la mayoria de los casos esa adaptacion ha
consistido en adquirir una dotacién genética que permita a €sos organismos
tener acceso a los nutrientes esenciales para la vida, pero excluir
adecuadamente aquellos que le sean toxicos. La presencia de genes u operones
de resistencia a As ha sido descrita en la mayoria de los microorganismos con
genomas secuenciados y que superen las 2.000 kilopares de bases, siendo estos
operones incluso mas frecuentes que algunas vias de biosintesis de aminoacidos
(Silver y Phung 2005); solo en algunos microorganismos que ocupan habitats
donde el As esta ausente (p.e. patdgenos estrictos de animales), estos sistemas
pueden estar ausentes o no ser funcionales.
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Visto este tema con la perspectiva de las primeras formas de vida en la
Tierra hace mas de 3.500 millones de afios, el ambiente existente en el planeta
era totalmente anoxico, con presencia de elevadas concentraciones de As
reducido (Aslll) en forma de acido arsenioso (H3AsOsz) que en condiciones
fisiologicas (el valor del pKa a pH 7) se puede presentar como hidréxido de
arsenito [As(OH)z]. El hidroxido de arsenito se asemeja estructuralmente al
glicerol, por lo que la via de entrada celular mas aceptada para el arsenito son
las porinas de agua y glicerol (aquaglicerol porinas). Dada la toxicidad del
arsenito, estas bacterias se desintoxicaron del arsenito mediante la adquisicion
de una permeasa para la salida de arsenito (ArsB; arsenito permeasa), de forma
que el arsenito que entraba en la célula era sacado a través de la permeasa (Fig.
3, panel C). A lo largo del proceso evolutivo la atmdésfera se convirtié en
oxigénica y empezaron a aparecer formas oxidadas de As (arseniato) en grandes
cantidades, por lo que la célula tuvo que desarrollar mecanismos para
desintoxicarse del arseniato. Al hilo de la historia que estamos comentando
podriamos pensar en la adquisicibn de una permeasa para la salida del
arseniato, pero de este hecho no tenemos pruebas. Quizés si que aparecié en
alglin momento de la evolucion, pero las células que presentaron la permeasa de
arseniato fueron evolutivamente perjudicadas por un detalle que entenderemos
a continuacion.

Los sistemas de entrada de arseniato en todos los seres vivos conocidos
estan relacionados con los sistemas de entrada del oxianion fosfato (sistemas
especificos e inespecificos de entrada; Pit y Pst). Dado que las propiedades
quimicas de los oxianiones fosfato y arseniato son equivalentes (mismo grupo
de la tabla periddica), y que varia en el tamafio del compuesto al ser el fosfato
menos voluminoso, la entrada de fosfato esta claramente favorecida sobre el
arseniato. EIl fésforo es un elemento esencial, y por lo tanto las células suelen
hacer acopio de él en estructuras denominadas volutina; si la evolucion hubiera
favorecido la presencia de arseniato permeasas para eliminar el toxico, ocurriria
lo mismo que en la entrada y por lo tanto la salida de fosfato estaria favorecida
sobre la salida de arseniato. Es por este motivo que las células adoptaron una
estrategia de mayor recorrido pero mas segura, aunque inicialmente pudiera
parecer contraproducente. La estrategia ha consistido en utilizar las enzimas
arseniato reductasas citoplasmaticas (ArsC; distintas a las reductasas de los
procesos respiratorios anaerobicos) para reducir el arseniato incorporado a
arsenito; este arsenito es muy toxico para la célula, pero es retirado
inmediatamente de la célula mediante la enzima arsenito permeasa (Fig. 3,
panel C).

De esta forma las células evitan la pérdida del fosfato citoplasmatico y se
garantizan una adecuada eliminacion del As en sus formas inorganicas mas
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representativas. Originalmente estos genes se estarian expresando
constitutivamente en los diferentes microorganismos (a lo largo de todo el ciclo
celular), pero un paso mas evolucionado consistié en la aparicion de una
proteina reguladora (ArsR; represor transcripcional) que permitiera la
expresion coordinada de los genes que hemos descrito previamente. Esto daria
lugar a un operdn de resistencia a arsénico (ars) de tres componentes: SarsR-
arsB-arsC3 que constituye la base de los procesos de desintoxicacién celular
(Fig. 3, panel C; Fig. 4, panel A). En ausencia de arsenito (inductor), la
proteina represora ArsR esta unida a la region operadora impidiendo la
expresion de los genes arsR, arsB y arsC. En presencia de arsenito la proteina
represora se separa del operador y permite la expresion de los tres genesy por lo
tanto la desintoxicacion del contaminante. Existen ejemplos de
microorganismos en los cuales no aparecen todos los genes indicados (quizas
por ocupar ambientes carentes de As), y otros en los que el operdn de resistencia
ars estd conformado por 5 genes (farsR-arsD-arsA-arsB-arsC3) como es el
caso de Escherichia coli. En otros microorganismos aparecen varios operones
de resistencia a As en diferentes posiciones del cromosoma bacteriano, como
ocurre en algunas bacterias como Pseudomonas putida y Corynebacterium
glutamicum (Fig. 4, paneles By C).

- arsR arsB/acr3
C. glutamicum ATCCI3032  ~GrsRINETI=E M-S S| | — drsk 2 TS
E. coli R773 and R46 -arsk- Y- arsA f—css D
P. putida KT2440 T 1< < T v R |- | << < —T s R2- | [
8. aureus pl258 and pSX267  -arsR m
B. subtilis (skin element) - arsR—= 4 ars r__'«
C. efficiens YS-314 CarsRE T - WO EaRG
R. erythropolis pBD2 -arsk T - S S - arsA -
C. jeikeium arsk T - W

Streptomyces sp. pHZ227 —arsR W-‘ arsR —*— —

Figura 4. (A) Estructura basica de un operén de
resistencia a arsenico de tres componentes; (B) operones
de resistencia a As, arsl y ars2, en C. glutamicum; (C)
operones ars descritos para otros microorganismos con
estructuras génicas diferentes.
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Estudios de los mecanismos de resistencia a arsénico en C.
glutamicum

Lo que empezd como unos estudios preliminares de resistencia a metales
con la corinebacteria C. glutamicum (Gram-positivo perteneciente al grupo de
las actinobacterias), ha permitido a nuestro grupo de trabajo realizar analisis
moleculares detallados de los dos operones de resistencia a As ligados al
cromosoma bacteriano, asi como la obtencién de mutantes bloqueados en
algunos procesos metabolicos o desintoxicantes con el objetivo de ser utilizados
en procesos de biorremediacion de ambientes contaminados con As (Ordofiez et
al., 2005).

Algunos de los estudios han resultado de relevancia en nuestro campo de
la ciencia; por una parte hemos estudiado los genes implicados en los
reguladores transcripcionales (represores) que controlan la expresiéon del resto
de los genes del operdn. Estos represores (CgArsR1 y R2; Fig. 4, panel B)
funcionan como homodimeros en la interaccion del centro activo con la region
operadora, asi como una region reguladora para interaccion con arsenito; en
presencia del inductor (arsenito), el represor se “suelta” del operador y permite
expresar los genes estructurales (Ordofiez et al., 2008). También han sido
objeto de estudio los genes que codifican para los sistemas de salida del
arsenito, las arsenito permeasas CgAcr3-1y 2 (Fig. 4, panel B). Estas enzimas
se comportan como canales de salida especificos para arsenito, pero no de
antimonito; un elevado porcentaje de arsenito permeasas (ArsB o Acr3
dependiendo de sus caracteristicas) son capaces de eliminar también
antimonito debido a que su naturaleza fisico-quimica es equivalente (Rosen y
Tamas, 2010; ver la posicion del antimonito en Fig. 1). Las enzimas CgAcr3
utilizan un sistema electroquimico para la salida de arsenito acoplada a la
entrada de protones (antiporter) (Fu et al., 2009). El tercero de los
componentes analizados han sido las enzimas arseniato reductasas (CgArsCl y
C2; Fig. 4, panel B) capaces de convertir arseniato en arsenito; el mecanismo
de accion que utilizan estas enzimas es totalmente inédito, dado que utiliza un
sistema redox basado en las presencia de micotiol (MSH) que realiza una
funcion equivalente al del glutation (GSH) en bacterias y en células eucariotas.
En las enzimas CgArsCs el MSH esta acoplado a un nuevo tipo de enzimas
Ilamadas micorredoxinas que se acoplan al MSH para realizar la reduccion del
arseniato; las micorredoxinas han sido descritas por primera vez por nuestro
grupo de trabajo (Ordofiez et al., 2009) y al igual que el MSH son especificas de
las actinobacterias (Corynebacterium, Mycobacterium, etc.).
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Procesos de biorremediacion bacteriana ligada a arsénico

La aplicacion de bacterias para procesos de biorremediacion de As
(biosorcion o biocontencion) supone un sistema sencillo y econdmico para
solventar problemas reales de contaminacién de suelos y aguas; estos sistemas
serian igualmente extrapolables para la biorremediacién de cualquier otro metal
pesado. Para ello se puede recurrir a procesos naturales donde se utilicen
bacterias nativas (no modificadas) capaces de resistir en la medida de lo posible
elevados niveles del metal/oide; en muchas ocasiones esta elevada resistencia
natural no estd ligada a una mayor capacidad de retencién-acumulacion del
elemento. En relacion con procesos de biosorcién bacteriana, es decir union o
atrapamiento del elemento en la superficie externa de la bacteria sin
interiorizacion celular, en la mayor parte de los casos descritos iria ligada a la
presencia de capas S de naturaleza proteica en el exterior de la bacteria
(Velasquez y Dussan, 2009). Sin embargo los casos mas abundantes y efectivos
serian los basados en la biocontencion del elemento en estructuras celulares que
no sufririan procesos de lisis. Para la biocontencion bacteriana del As existen
determinados procesos celulares que se consideran determinantes para su
mejora y que se representan en la Figura 5: (i) potenciacion de las vias de
entrada de arseniato (bajos niveles de fosfato) o incrementando la dosis de los
genes glpF para permeasas de arsenito (panel A); (ii) obtencién de mutantes
modificados donde las vias de salida de arsenito (ArsB/Acr3) han sido
eliminadas (panel B); (iii) mediante la expresion de genes que generen
proteinas (ABP) con alto contenido en residuos cisteina para su interaccion con
arsenito (el mas toxico); las proteinas pueden tener un destino extracelular
(panel C) o intracelular (panel D). Las proteinas mas conocidas que cumplen
estos requisitos son las fitoquelatinas y las metalotioneinas; (iv) mediante la
volatilizacion de las formas de arsénico por clonacién de genes implicados en
procesos reductivos (arsM), generando arsinas volatiles (panel E).
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Figura 5. Utilizacion de bacterias en procesos de
biorremediacion, potenciando vias de entrada (A),
impidiendo la salida de arsenito (B), generando péptidos-
proteinas que interaccionen con As (C y D) o fomentando
los procesos de volatilizacion (E). (Modificado de Mateos
et al., 2006).

En nuestro grupo de trabajo se han optimizado algunos de los
procedimientos descritos anteriormente para la bacteria C. glutamicum,
consiguiendo cepas mutantes de C. glutamicum capaces de retener/acumular
hasta 50/100 veces mas cantidad de As que lo acumulado por la cepa original,
dependiendo de la especie de arsénico acumulado; para la acumulaciéon de
As(V) se han utilizado medios de cultivo bajos en fosfato y mutantes carentes de
las actividades arseniato reductasa (Villadangos et al., 2010), mientras que los
estudios de acumulacion de arsenito han sido realizados con mutantes cuyas
permeasas de arsenito han sido eliminadas (Feo et al. 2007). Otros abordajes
como la clonacidon de genes que potencien la entrada de arsenito (glfF) o que
generen proteinas recombinantes con elevado numero de cisteinas estan
igualmente siendo desarrollados en nuestro laboratorio.

A vueltas con una vida “extraterrestre” basada en arsénico

Concluimos este articulo con una aproximacion a lo descrito en el trabajo
de Wolfe-Simon et al. (2010). Estos autores describen que una bacteria de la
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familia Halomonadaceae (GFAJ-1) aislada del fango del lago Mono (California,
USA) que presenta elevadas concentraciones de metales, entre ellos el As (esa es
la emulacion de ambiente extraterrestre) ha sido capaz de ser crecida en medios
de cultivo de laboratorio donde el fosfato (&cido ortofosforico) ha sido
reemplazado por el &cido arsénico (arseniato), ambos oxianiones del grupo 15.
Mediante diferentes analisis fisico-quimicos intentan demostrar que realmente
existe una sustitucion del fosfato por el arseniato. Esta disertacion se basa en el
mimetismo estructural entre los dos compuestos, y que tendria un significado
equivalente a la posible aparicién de compuestos “organicos” ligados al silicio en
vez de los que conocemos asociados al carbono.

Figura 7. Imagen al
microscopio electronico de
barrido de células de la cepa
GFAJ-1 crecidas en medio con
As y carente de fosfato.
(Tomada de Wolfe-Simon et
al. 2010).

Hay que poner en primer lugar de manifiesto que el fosfato es un
compuesto esencial para la vida y que participa con sus enlaces de tipo éster o
fosfo-anhidro en moléculas estructurales (fosfolipidos, acidos nucleicos),
intermediarios del metabolismo (azucares-fosfato, fosfoenol-pirtvico) y sobre
todo en moléculas implicadas en metabolismos bioenergéticos (ATP/ADP,
NADP/NADPH, GTP/GDP, etc.). De los analisis fisico-quimicos de las
estructuras celulares de GFAJ-1, que se corresponden a fracciones donde se
localizarian macromoléculas (acidos nucleicos, proteinas, lipidos, etc.) vy
moléculas de otra naturaleza, parece evidenciarse la presencia de elevadas
cantidades de As. Sin embargo existe un claro convencimiento entre los
cientificos de que al no estar algunos de los ensayos claramente explicados,
pudiera tratarse de procesos de acumulacion y resistencia a As en vez de tratarse
de un intercambio de elementos. Uno de los aspectos mas relevantes viene
determinado por el crecimiento de las bacterias en medios donde
supuestamente no hay fosforo. Segun los datos de Wolfe-Simon et al. (2010) hay
un incremento poblacional equivalente a 8 duplicaciones, aunque parece
tratarse de un error y que el incremento sea el equivalente a dos duplicaciones
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(Barry P. Rosen, comunicacion personal). En este ultimo caso la explicacion del
incremento poblacional en “ausencia de fosfato” se deberia a la propia
contaminacién de la solucidon de arseniato donde siempre existen cantidades
residuales de otros elementos, o bien en la degradacién parcial del RNA (con
corta vida media) que seria utilizado como fuente de fosfato en condiciones de
necesidad.

De las muchas explicaciones que entrarian en controversia con los
resultados de Wolfe-Simon et al. (2010), hay algunas que detallo a continuacién
y que nos pueden hacer reflexionar. (i) Por una parte la forma de fésforo que se
encuentra en estructuras inorganicas y organicas (celulares) es la misma (acido
ortofosférico), y no entra en procesos de oxidacion reduccion dentro de las
células. En el caso del As, el arseniato puede ser facilmente reducido a arsenito,
con lo que la toxicidad que se generaria seria elevada. (ii) El arseniato puede ser
incorporado en los intermediarios del metabolismo (en vez de fosfato), pero se
paralizarian las reacciones metabdlicas, fundamentalmente por la inestabilidad
de los enlaces As-O. Cuando se comparan las distancias atomicas en P-O con As-
0O, este ultimo sale claramente desfavorecido (1,5 A frente a 2 A) y por lo tanto se
necesita mucha menos energia para disociar As-O (Tawfik y Viola, 2011);
también las enzimas implicadas en los procesos donde interviene As deberian
ser “diferentes” a las convencionales. (iii) Igualmente, ;cdmo es posible
imaginarse estructuras de acidos nucleicos donde el fosfato sea sustituido por el
arseniato con la inestabilidad de los tedricos enlaces di-esteres arseniato?; algo
equivalente ocurriria con derivados arsenicales del ATP para su uso como
molécula de cambio energético.

Para entender todas estas novedades de forma coherente, se necesitaria
todo un arsenal de nuevas enzimas con nuevas especificidades de las cuales
hasta el momento no se tienen noticias. Pareceria méas légico haber descubierto
de forma secuencial bacterias con adaptaciones intermedias de incorporacion o
intercambio de un elemento por otro en diferentes estructuras/intermediarios,
que no una bacteria donde toda esta evolucion haya ocurrido de sopetén. La
teoria de Wolfe-Simon et al. (2010) es que GFAJ-1 seria una bacteria muy
arcaica con un ciclo vital muy primitivo basado en el As y que, durante los miles
de millones de afios transcurridos y favorecida por evoluciones y adaptaciones,
se haya orientado la vida hacia el fosforo en la forma que lo conocemos hoy; no
obstante nos siguen faltando eslabones. En todo caso nos mantendremos a la
espera de que los analisis por realizar a la bacteria GFAJ-1 corroboren que el As
presente sea realmente estructural y no forme parte de un proceso acumulativo,
aspecto este ultimo del cual soy totalmente partidario. En todo caso siempre nos
guedara Marte.
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UNO DE LOS NUESTROS

Melvin Calvin (1911-1997): un Premio Nobel de Quimica
que revoluciond la fisiologia vegetal

Roberto Blanco Aller?, Juan Antonio Régil Cueto! y José Luis Acebes Arranz2
(1)Departamento de Biodiversidad y Gestion Ambiental (drea de Zoologia);
(2) Departamento de Ingenieria y Ciencias Agrarias (area de Fisiologia Vegetal)

Queremos recordar cuando se cumplen
100 afios de su nacimiento, a un personaje que
algunos biégrafos han tildado de mente
excepcional y sabiduria compleja y refinada. Y la
razon de esta eleccion radica en que a él se
atribuye la importancia de clarificar a lo largo de
los afios cincuenta la serie de procesos
bioquimicos que se producen en los organismos
fotosintéticos, lo cual significoé para quien en esta
ocasion ocupa la seccion de “Uno de los nuestros”
el reconocimiento internacional en 1961 con el
Premio Nobel de Quimica. Su carrera
investigadora, en gran parte realizada en la %&_ﬁ%ﬁ
Universidad de Berkeley (California) Figura 1: Melvin Calvin.
conjuntamente con Andrew A. Benson, ha
marcado un extraordinario avance en el conocimiento de esos procesos y
especialmente ha servido de gran impulso para que algunas ciencias bioldgicas,
como es el caso de la Fisiologia Vegetal, hayan visto complementadas sus bases
cientificas con aportaciones de gran rigor. Entre esas bases, que, sin duda
alguna, han significado una gran revolucion para esta ciencia, la fase de fijacion
del CO; en la fotosintesis, pasard a la historia de la ciencia como el ciclo de
Calvin o de Calvin-Benson o ciclo fotosintético de reduccion del carbono.

Historia del ciclo de Calvin

Calvin y sus colaboradores utilizaron cultivos del alga verde unicelular
Chlorella pyrenoidosa (Chlorophyta), que tiene la ventaja de completar su ciclo
biolégico rapidamente y para ello solo requieren CO, agua, pequefias
cantidades de nutrientes y una fuente de iluminacién. El planteamiento
experimental del equipo de Calvin consistié en aportar CO2> marcado con 4C
(1#CO>) a sus cultivos de algas, que lo fijaban en la fotosintesis, y al cabo de
distintos tiempos interrumpian el proceso sumergiendo los cultivos en etanol
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hirviendo. Acto seguido homogenizaban las células y sometian el extracto a
cromatografia bidimensional en papel. Los compuestos en los cuales se habia
fijado el 4C eran detectados mediante autorradiografia, utilizando una pelicula
de rayos X (Fig. 2). Cuando interrumpian la fotosintesis a los pocos segundos
observaban que la radiactividad se incorporaba a distintos compuestos de 3
carbonos (triosas fosfato). Reduciendo progresivamente el tiempo de aporte de
14C0O2 encontraron que el primer compuesto estable marcado que aparecia era el
3-fosfoglicerato (3-PGA), y que por tanto el resto de azucares fosfato debian ser
productos derivados de la reduccion posterior del 3-PGA. La hipodtesis mas
sencilla que cabia pensar para explicar el proceso era que deberia existir un
compuesto de dos carbonos sobre el cual se fijara este CO, para producir 3-PGA.
Sin embargo, por més intentos que hicieron, no lograron aislar este hipotético
compuesto.

Acido malico

-

. Alanina
./
Triosa
fosfato
.\ ' 3-PGA
ﬁ
AzUcares fosfato LS

Azlcares difosfato

Figura 2. Autorradiografia de los compuestos marcados después
de permitir la fotosintesis de Chlorella en presencia de 4CO;
durante 5 segundos. Los compuestos marcados en el extracto se
separaron mediante cromatografia bidimensional en papel. El
intenso marcaje del 3-fosfoglicerato (PGA) a tiempos de
exposicion muy cortos indica que es el primer intermediario
estable en el ciclo de Calvin. (Adaptado de Bassham, 1965).

Al caer en la cuenta de que también aparecia marcaje en varios
compuestos de 5 carbonos (pentosas monofosfato y una pentosa bifosfato)
plantearon una hipdtesis alternativa: un compuesto de 5 carbonos seria el
aceptor del CO2 y a continuacién el metabolito de 6 carbonos resultante se
descompondria en dos compuestos idénticos de 3 carbonos. Para probar esta
hipdtesis dejaron que los cultivos de células tomaran 4CO, durante un breve
tiempo y acto seguido eliminaron la fuente de CO,. Observaron que al tiempo
que iba disminuyendo la concentracion de 3-PGA, aumentaba la cantidad de un
compuesto de 5 carbonos que resulto ser la ribulosa-1,5-bifosfato (RuBP).
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Mas adelante comprobaron que si interrumpian el aporte de luz en lugar
del de CO2, la concentracion de RuBP disminuia, y se acumulaba 3-PGA, pero el
aumento de los niveles de éste era el doble que el descenso de RuBP. Ademas,
cuando los niveles de RuBP llegaban a desaparecer, disminuian también
rapidamente los de PGA. Interpretando estos resultados llegaron a la conclusion
de que una molécula de CO; se incorporaba a otra de RuBP, generando dos
moléculas de 3-PGA.

Experimentos posteriores, en los cuales participaron también otros
grupos de investigacion, lograron esclarecer todos los intermediarios de la ruta.
Una vez identificados todos los actores, se pudieron establecer tres fases en el
ciclo: 1) la fijacion del CO: (mediante carboxilacion del RuBP), 2) la
reduccion posterior de este carbono fijado en hidratos de carbono, (que
requiere ATP y poder reductor), y 3) la regeneraciéon de la RuBP, (que
también requiere ATP) (Fig. 3).

Entrada de carbone €0z +H,0

Ribulosa 1,5-
bifosfato (RuBP)

3-fosfoglicerato
Fijacién del CO,

ATP
NADPH

Regeneracion Reduccion

ADP + Pi

ADP + Pi

ATP
Triosas-fosfato

!

Sacarosa y almidén  Salida de carbono

Figura 3. Esquema simplificado de las tres fases del ciclo de Calvin.
1) Fijacion del CO2, mediante la carboxilacion de ribulosa 1,5-bifosfato
(RuBP) para originar dos moléculas de 3-fosfoglicerato. 2) En la fase de
reduccion, se producen triosas-fosfato mas reducidas, en un proceso que
consume ATP y poder reductor (NADPH). Parte de las triosas-fosfato se
utilizara para la sintesis de otras moléculas, como sacarosa y almidon. 3)
En la fase de regeneracion, la otra parte de las triosas-fosfato se usara para
volver a formar RuBP, en un proceso que conlleva 10 reacciones y en el que
se consume ATP. En el equilibrio, la entrada de 3 moléculas de CO; en el
ciclo se compensa con la salida de una molécula de triosa-fosfato, para lo
cual se requiere el consumo de 6 moléculas de NADPH y 9 de ATP.
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Estas contribuciones han tenido su repercusion en multiples campos,
entre los que se incluyen las energias renovables, la demostracion de como
actuan algunos materiales fotoeléctricos y en las ideas actuales sobre la
evolucidén de la vida.

Nuestro reconocimiento sobre la ingente labor desarrollada por este
cientifico norteamericano tiene su traduccion en una sencilla biografia
cronoldgica cuya Unica pretension de alcance es mostrar los momentos mas
significativos de su vida y trayectoria cientifica. A traves de ese paseo analitico
por su existir, se ponen, no obstante, de manifiesto momentos complejos en su
labor investigadora, que en la mayor parte de las ocasiones, son el resultado en
paralelo de los vaivenes que sacudieron al mundo en el siglo XX.

Cronologia biografica

1911.- Nace el 8 de Abril en Saint Paul (Minnesota), en el seno de una
familia de emigrantes rusos; su padre era lituano y su madre originaria de la
Georgia rusa. Basicamente vive en Detroit su infancia y juventud hasta el acceso
a la Universidad, ya que sus padres tenian una modesta tienda de abarrotes
(comestibles) y en ella, el joven Melvin ayuda simultaneando esta tarea, con sus
estudios en la escuela secundaria. Su vocacién por la quimica, es probable que
se inicie aqui, pues muestra mucha inquietud por la composiciéon de los
productos que se venden en el establecimiento y esta fase de su vida sera
decisiva para sus estudios universitarios.

1931.- Se licencié en Quimica, después de los estudios realizados sobre
esta ciencia, en la Escuela de Mineria y Tecnologia de Michigan, actual
Universidad Tecnoldgica de Michigan (MTU), fundada en 1885.

1935.- Obtiene el doctorado por la Universidad de Minnesota con una
tesis dedicada a la afinidad electronica de los halégenos dirigida por el profesor
George A. Glocker, considerado por muchos biografos, relevante quimico
estadounidense y maestro de muchas vocaciones, como la que, sin duda, hizo
nacer en Calvin.

1936.- Realiza estudios postdoctorales en la Universidad de Manchester
con el profesor Michael Polanyi (1891-1976), sobre ftalatocianinas, compuestos
de color verde azulado, que tienen un alto interés en la industria de colorantes y
pigmentos. Y en esta etapa de su vida, establece contacto con Joel Hildebrand
(1881-1983) de Manchester y Gilbert Newton Lewis (1875-1946), que van a
suponer para él, la entrada en la élite de los centros americanos de investigacion
quimica.

1937.- Consecuencia directa de esa oportunidad anterior, es la
incorporacién a la Universidad de California (Berkeley) como instructor. En los
afnos posteriores, se interesaria por el proceso de la fotosintesis, empleando
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cultivos de Chlorella pyrenoidosa. En la eleccion de este alga jugé un gran papel
el fisidlogo y bioquimico aleman Otto Heinrich Warburg (1883-1970), quien
habia realizado en la década de los afios 30, importantes aportaciones al
conocimiento de la fotosintesis en este alga y por ello fue reconocido con el
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1931.

1941.- Publica en colaboracion con G.E.K. Branch la obra: “The Theory of
Organic Chemistry”. Es nombrado “assistant Professor” en Berkeley.

1945.- En la misma Universidad progresa en la carrera docente, siendo
nombrado “Associate Professor” de Quimica. Dos afios después seria promovido
como “Full Professor”, puesto en el que permaneceria hasta su retirada.

1946-1957.- Es propuesto para ser el director del Laboratorio de
Radiacion y Biodinamica Quimica de la Universidad de Berkeley, que habia
fundado Ernest Orlando Lawrence, institucién pionera en la aplicacion de
radioisétopos. En este intervalo, tiene una especial trascendencia para su vida la
amistad que entabla en 1948 con el profesor Hiroshi Tamiya (1903-1984) de la
Universidad de Tokio y su esposa que viajaron a Berkeley para efectuar algunos
ensayos de fotorrespiracion en plantas utilizando 4C y que tuvo su
materializacién en algunas publicaciones conjuntas de alto impacto en el
conocimiento quimico del momento, como fueron “The path of carbon in
photosynthesis” (1948), en colaboracion con Andrew A. Benson; “Isotopic
Carbon” (1949) donde participan varios autores; en 1952 y con E. E. Martell
colabora en la obra titulada “The Chemistry of the Metal Chelate Compounds”.

1954.- Entra a formar parte como miembro de honor de la National
Academy of Sciences de los Estados Unidos.

1957.- Junto a J. A. Bassham publica “The Path of Carbon in
Photosynthesis” que recopila una gran parte de las anteriores contribuciones
seriadas del mismo titulo y publicadas en diversas revistas.

1961.- Recibe el Premio Nobel de Quimica por sus quince afios de
estudios sobre la serie de reacciones o caminos de la asimilacion del CO2 en
plantas usando Chlorella.

1964.- Recibe la medalla Davy, distincion otorgada desde 1877, por la
Royal Society de Londres, a descubrimientos de alto interés en cualquier rama
de la quimica. Su nombre proviene del quimico britanico Humphry Davy (1778-
1829), considerado junto con Volta y Faraday, los fundadores de la
electroquimica. Este galardon de renombre internacional esta dotado con un
premio superior a las 1000 libras esterlinas.

1969.- Aparece publicada su obra “Chemical Evolution: Molecular
Evolution towards the Origins of Living Systems on Earth and Elsewhere”.

1978.- Su articulo titulado “Simulating photosynthetic quantum
conversion” alcanza una notable relevancia en este campo.
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1980.- Se retira después de muchos afios de ensefianza y de profunda
investigacién por variopintos caminos relacionados con la ciencia quimica. En
esta fase final de su vida, interviene como evaluador y supervisor para diferentes
comités y academias. Colabora con los presidentes Kennedy y Johnson como
miembro del denominado oficialmente Comité Cientifico Asesor del Presidente
de los Estados Unidos.

1989.- Es galardonado con la Medalla Nacional de la Ciencia o Medalla
Presidencial a la Ciencia, que concede el Presidente de los Estados Unidos, bajo
propuesta de la Fundacién Nacional de Ciencias (NSF-National Science
Foundation). En este mismo afio aparece publicado uno de sus ultimos articulos
cuyo titulo es: “Forty years of photosynthesis and related activities”.

1997.- Fallece en Berkeley, el 8 de Enero, a la edad de 86 afos.
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Roberto Blanco Aller es Doctor en Biologia por la
Universidad de Ledn desde Marzo de 2011 con la tesis
doctoral titulada: “Los adéfagos acuaticos (Coleoptera) de
1] Costa Rica”. Realiza varias actividades de colaboracién con
|I%€ el Dr. J. A. Régil para la construccion de una web dedicada
' a los coledpteros acuéticos, que reune principalmente
aspectos biograficos, taxonémicos y bibliograficos de este
| conjunto de insectos. Ha realizado diversos cursos sobre
- entomologia forense y ha participado como ponente en
k// varios cursos sobre entomologia aplicada. Habitualmente
colabora en esta seccion de la revista dedicada esencialmente a las biografias de
cientificos relevantes de ambito mundial.

Juan Antonio Régil Cueto es Profesor Titular de
Zoologia de la Universidad de Ledn, en el Departamento de
Biodiversidad y Gestion Ambiental. Se licencioé con grado
= de Sobresaliente en Biologia en Noviembre de 1977 por la
Universidad de Ledn y se doctoré en Biologia en 1982 con
un trabajo de tesis doctoral titulado: “Coledpteros adéfagos
acuaticos de Ila provincia de Leb6n”. Ha realizado
investigacion postdoctoral en Bruselas (Instituto Real de
Ciencias Naturales- 1986/1987) y Paris (Museo Nacional
de Historia Natural-1993). Ha publicado en revistas
mternamonales de Entomologia y Zoologia sobre sus investigaciones en
coledpteros acudticos y su importancia como macroinvertebrados en la
determinacion de indices de calidad de aguas, y también sobre entomofauna
urbana de Ledn. Ha participado en varios proyectos internacionales, nacionales
y autondmicos relacionados con ambitos entomolégicos que se han desarrollado
en Brasil, Chile, Costa Rica, cornisa Cantabrica, Paramo leonés, etc. Ha dirigido
9 tesis doctorales sobre coledpteros acuaticos y control bioldgico. Es miembro
de varias asociaciones cientificas, entre ellas: Asociacion Espafiola de
Entomologia, Club Entomoldgico de Madrid, Sociedad de Historia Natural de
Toulouse, Sociedad entomoldgica belga, Sociedad entomoldgica francesa,
Sociedad entomoldgica italiana y Balfour-Browne Club, para las que ha
realizado tareas de revisor de publicaciones.

José Luis Acebes Arranz es Profesor Titular de
Fisiologia Vegetal de la Universidad de Leon. Sus
investigaciones se centran principalmente en las
adaptaciones de las plantas a condiciones desfavorables y
en la aplicacion de métodos biotecnoldgicos a la
conservacion de especies amenazadas. Ha participado en
mas de 15 proyectos de investigacion, en 5 de ellos como
investigador principal. Ha publicado mas de una treintena
de articulos en revistas internacionales y libros
especializados, y ha codirigido 4 tesis doctorales. Entre sus
intereses se encuentra ademas la innovacién docente,
campo en el que ha dirigido 3 proyectos y realizado diversas aportaciones. En la
actualidad es director de la revista AmbioCiencias.
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MI PROYECTO DE TESIS

Eliminacidon microbiana de histamina

José Luis Gomez Botran
Area de Bioguimica. Departamento de Biologia Molecular. Universidad de Ledn.

il.gbotran@unileon.es

El grupo de investigacion que dirige el profesor D. José Maria Luengo
Rodriguez en el Departamento de Biologia Molecular de la Universidad de Leon,
ha estudiado la rutas metabolicas responsables de la degradacion microbiana de
diferentes compuestos aromaticos entre los que se incluyen ciertas aminas
biogénicas tales como la 2-feniletilamina, la tiramina y la dopamina. Como
consecuencia de ese trabajo, estos cientificos han descrito cinco rutas
catabolicas nuevas (lo que implica la participacion de mas de cincuenta genes y
enzimas diferentes) y han disefiado, y obtenido, distintas bacterias
recombinantes (cepas modificadas genéticamente) que pueden ser utilizadas
para la eliminacion de esos compuestos de diferentes medios. Otra amina
biogénica que participa, como las anteriores, en multitud de procesos celulares
basicos es la histamina, por lo que el estudio de su ruta catabdlica, la
identificacion de los genes que codifican las proteinas que la constituyen
(enzimas implicados tanto en el transporte como su catabolismo), asi como el
establecimiento de los mecanismos responsables de su regulacion, podrian
tener importantes repercusiones clinicas y biotecnoldgicas (tratamientos
eficaces para alergias mediante terapia génica, y control de la cantidad de
histamina presente en ciertos alimentos).

La histamina juega un papel importante en la contraccién del musculo
liso, en la regulacién neuroendocrina, en procesos alérgicos relacionados con
hipersensibilidad y genésis de taquicardias, y actla como neurotransmisor
interviniendo en enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer, el
Parkinson y la esclerosis multiple. Recientemente, se ha comprobado que esta
molécula esta involucrada en diferentes procesos patoldgicos relacionados con
tumores adrenocorticales (Szabo et al, 2009).

Esta amina suele aparecer en cantidades apreciables en ciertos alimentos
(pescado, carne y huevos) y es particularmente abundante en aquéllos que se
obtienen de la fermentacion (quesos y otros derivados lacteos, bebidas, etc.). La
presencia de histamina en el vino entrafia mas riesgo que en otros alimentos, ya
que al interactuar con el alcohol, se van a afectar ciertos mecanismos
destoxificadores que son utilizados por el organismo para eliminar la histamina
(Buteau et al., 1984).
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El estudio de la ruta catabllica responsable de la degradacion de
histamina se ha abordado en bacterias debido a su enorme versatilidad
metabolica, a su crecimiento rapido y a la facilidad para realizar en ellas
estudios genéticos y metabdlicos. Dentro de los distintos microorganismos que
eran capaces de utilizar histamina como fuente de carbono y de energia, hemos
seleccionado la bacteria Pseudomonas putida U (Mifiambres et al., 1996;
Olivera et al., 1998), que es capaz de degradar numerosos compuestos y que
habia sido usada previamente por nuestro grupo para esclarecer las rutas
responsables de la degradacion de otras aminas biogénicas tal y como se ha
indicado anteriormente (Arias et al., 2008; Arcos et al., 2010) (Fig. 1).

Figura 1. Microfotografias de la cepa Pseudomonas
putida U.

La primera aproximacién experimental, tuvo por objeto estudiar la
velocidad de asimilacion de histamina por esta bacteria, y a continuacion
procedimos a la obtencion de mutantes incapaces de degradar este compuesto
usando como elemento mutador el trasposén Tn5 (Fig. 2) (Norrander et al.,
1983)
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Figura 2. Esquema del proceso de mutacion basado en la
insercion del transposén Tn5 en P. putida U.

Hasta el momento actual, se han obtenido y caracterizado seis mutantes
(Hinl-Hin6). En cinco de ellos los estudios genéticos han revelado que el
transposon Tn5 se habia insertado en genes que codifican una deshidrogenasa
(Hinl), una monooxigenasa (Hin2), un transportador (Hin4), una liasa (Hin5) y
un regulador (Hin6), mientras que en el otro mutante (Hin3), los resultados
mostraron que el transposdn se habia insertado en una secuencia intergénica
gue se encuentra delante del gen que codifica un regulador transcripcional. Los
estudios realizados acerca de la cinética de crecimiento de estos mutantes han
revelado que todos crecen de modo semejante a como lo hace la cepa silvestre
cuando las fuentes de carbono empleadas son la feniletilamina, tiramina y
dopamina. Estos resultados ponen de manifiesto que la degradacién de
histamina no esta relacionada con la de otras aminas, y que por lo tanto, para
degradar esta amina biogénica, la cepa P. putida U utiliza una ruta metabdlica
diferente, y que ésta no posee etapas comunes con las requeridas para la
degradacion de otros compuestos similares.

Cuando los mutantes se cultivaron en un medio de composicion definida
(medio minimo) en el que la fuente de carbono era un derivado de histamina, el
acido imidazolacético (ImAA), se observé que algunos mutantes (Hinl, Hin4,
Hin6) crecian, siguiendo una cinética similar a la de la cepa silvestre P. putida U
cuando se cultivaba en el mismo medio, mientras que otros (Hin2, Hin3, Hin5)
no podian crecer. Estos datos indicaban que las actividades enzimaticas
afectadas en Hinl, Hin4 e Hin6 catalizan etapas de la ruta catabdlica anteriores
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a la formacién del ImAA, mientras que los genes alterados en Hin2, Hin3 e Hin5
codifican enzimas que catalizan reacciones implicadas en la transformacion de
ImMAA en intermediarios catabolicos centrales. Estos datos demuestran
inequivocamente que el ImAA se genera como intermediario catabdlico en la
degradacion de histamina.

Aplicaciones
Cuando caractericemos la ruta completa y dispongamos de la
informacion genética requerida podremos:

1. Utilizar estos genes como sondas para identificar otros similares en
bacterias acido lacticas con objeto de emplear esos microorganismos
como “starters” (cultivos iniciadores) en la elaboracién de alimentos
fermentados.

2. Clonar todos los genes responsables de la degradacién de histamina y
transferirlos como un unico cluster a otros microorganismos (bacterias
acido lacticas) y asi obtener cepas recombinantes capaces de eliminar la
histamina de diferentes medios (incluyendo alimentos fermentados).
Todas esas construcciones, que poseerdn un indudable valor
biotecnoldgico, seran protegidas por las correspondientes patentes.

3. Usar esas construcciones en terapia génica (tratamiento de alergias y de
algunas de las enfermedades neurodegenerativas anteriormente citadas).
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AMBIOLOGOS DE AQUI

Breve resefia sobre mi trayectoria profesional
Ignacio Rodriguez Mufioz
Comisario de Aguas de la Confederacion Hidrografica del Duero

Acabé la carrera en 1986, en la Facultad de Biologia de la Universidad de
Ledn. En 1987 lei la Tesina de Licenciatura y ese mismo afio tuve la gran suerte
de que se convocase, desde la Junta de Castilla y Ledn, un concurso oposicion
para técnicos de medio ambiente, que consegui aprobar siendo destinado a la
provincia de Avila. Mi trayectoria profesional ha estado ligada desde el principio
a la Administracion Publica, primero como funcionario de la Junta de Castilla'y
Leon y actualmente en el Ministerio de Medio Ambiente y Medio Rural y
Marino, donde desempefio el
puesto de Comisario de
Aguas de la Confederacién
"= Hidrogréfica del Duero.

El autor del articulo junto a la
ex ministra de Medio
Ambiente, Dfa. Cristina
Narbona y la ex presidenta de
la ConfederaciénHidrografica
del Duero, Dina. Elena
Caballero.

Siempre he trabajado en cuestiones relacionadas con la gestién del medio
ambiente, eso si, desde diferentes facetas: residuos, evaluacion de impacto
ambiental, urbanismo y ordenacion del territorio, actividades clasificadas,
espacios naturales, calidad del aire y, en los ultimos tiempos, la compleja,
apasionante y conflictiva administracion publica del agua.

Ello me ha permitido alcanzar una vision bastante amplia. Eso si, sin
especializacion, de la que siempre he huido por dos motivos: el convencimiento
de que para entender la naturaleza de las cosas hay que abordarlas desde
diferentes Opticas y la influencia de Maria Teresa Estevan Bolea, que fuera la
primera Directora General de Medio Ambiente que hubo en Espafia, que en sus
publicaciones y conferencias siempre decia que para mejor abordar la gestion
del medio ambiente se debe intentar ser un “generalista profundo”, término que
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puede resultar contradictorio en apariencia, pero no lo es en absoluto. No creo
haber llegado a tanto, pero desde luego ese ha sido y es mi objetivo.

Otro aspecto que me gustaria destacar es el de la defensa del colectivo
profesional frente a la competencia, a veces no del todo limpia, de otros
colectivos profesionales, tales como los ingenieros de montes en la esfera del
medio ambiente, asi como veterinarios, farmacéuticos y médicos en la de la
sanidad. En este sentido debo decir que soy un ferviente partidario de la
maxima liberalidad en las atribuciones profesionales. Creo que el que sabe,
sabe, con independencia de a qué colectivo profesional pertenezca. A lo largo de
mi carrera profesional he tenido que contrarrestar muchos prejuicios y
corporativismos, soportando conductas rayanas en una especie de nepotismo
profesional y desviacion de poder, lo que me ha obligado a mostrar beligerancia
en esas cuestiones, pero ha sido siempre como respuesta a un ataque y nunca
como expresion de exclusivismo. En cualquier caso, lejos de haberse
solucionado, este tipo de conductas siguen muy presentes en algunas
administraciones publicas (como es el caso de la Junta de Castilla y Ledn) asi
como en corporaciones privadas, de ahi que sea necesario que los profesionales
estén advertidos, sepan enfrentarse a este tipo de competencia desleal y cuenten
con el respaldo de instituciones académicas y colegios profesionales.

El autor del articulo ante un mapa de la cuenca del Duero. (Foto: DiCyT).
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DE TODO UN POCO

Celebracién de San Alberto Magno

Del dia 2 al 12 de noviembre de 2010 se desarrollaron las actividades
organizadas por la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Ambientales con motivo de
la festividad de su patrono San Alberto Magno, entre ellas las siguientes
conferencias:

— “Biodiversidad: una aproximacion a su conservacion desde la ecologia.”
D. Estanislao de Luis Calabuig. Profesor de Ecologia de la Universidad de
Leon.

— “Respuesta del plancton marino a los cambios climaticos del pasado.”
Dia. Elena Colmenero Hidalgo. Profesora de Geodindmica externa de la
universidad de Leon.

— “La crisis de la biodiversidad y el cambio global.” D. Xavier Bellés Ros.
Director del Institut de Biologia Evolutiva (CSIC-UUPF) de Barcelona.

— “Biodiversidad y conservacion de hongos y liquenes.” D. Arsenio Terron
Alfonso. Profesor de Botéanica de la Universidad de Ledn.

Otra de las actividades realizadas fue el concurso de papiroflexia
“Biodiversidad en papel” en el que estudiantes de secundaria pudieron exponer
sus obras en el edificio Darwin durante dos semanas. El 11 de noviembre, un
tribunal especializado entreg6 el primer premio a Guillermo de Luis de la
Fuente.

Por altimo, el 12 de noviembre tuvo lugar el Acto Académico de
conmemoracion de nuestro patrono en el Aula Magna San Isidoro del Albeitar,
durante el que se impusieron insignias a los Licenciados y alumnos de Master
que finalizaron sus estudios en el curso 2009-2010, se entreg6é una distincion
honorifica a los profesores jubilados y se impuso la beca de la Facultad a la 142
Promocidn de Licenciados en Ciencias Bioldgicas.

Otras charlas, conferencias y actividades

El dia 19 de noviembre se desarroll6 en la Facultad la jornada del
urogallo. Esta fue organizada por SEO/BirdLife, una de las organizaciones
beneficiarias del programa europeo LIFE +: "Programa de acciones urgentes
para la conservacién del urogallo y su habitat en la Cordillera Cantabrica", y se
enmarca dentro de las acciones para su divulgacion. En la organizacién de la
jornada colaboraron la Fundacion Biodiversidad, la Fundacion lIberdrola y la
Universidad de Leon. A ella asistieron técnicos de las comunidades autonomas
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de Castilla y Ledn, Asturias y Catalufia, y cientificos y técnicos expertos en esta
especie. Entre ellos destaco la presencia de Peter Mayhew, de la “Royal Society
for Protection of Birds”, responsable del comité que gestiona el Plan britanico
de accion sobre el urogallo (desarrollado en Escocia).

El 4 de marzo tuvo lugar en el Aula Magna de la Facultad la charla
“Claves para la evaluacion positiva de proyectos I+D+1”, organizada
por el Vicerrectorado de Investigacion y destinada al personal docente e
investigador de la Universidad. ElI ponente fue D. Julio Bravo de Pedro,
Consejero Técnico Cientifico de la Agencia Nacional de Evaluacién y Prospectiva
(ANEP).

El 21 de marzo, con motivo de la celebracion del dia Forestal Mundial
en el afo declarado por la Asamblea General de Naciones Unidas como afio
Internacional de los Bosques, se realizaron las siguientes actividades
organizadas por la Oficina Verde:

- Conferencia sobre la “Norma Granada”, a cargo de D. Antonio Ugidos,
responsable de parques y jardines del Ayuntamiento de Leén, que tuvo lugar
en el Aula Magna de la Facultad.

- Plantacion de arboles por
parte de voluntarios en las
zonas verdes del edificio
Darwin. Los voluntarios
plantaron arboles y arbustos
autéctonos, 'y  deberan
encargarse de los cuidados

necesarios para el
mantenimiento de  sus
plantas durante los

proximos meses.

El dia 25 de marzo tuvo lugar en el Aula Magna de la Facultad, el Acto
de Entrega de Premios de la VI Olimpiada de Biologia, fase autondémica,
que fue organizado por el Vicerrectorado de Ordenacién Académica, la Facultad
de Ciencias Bioldgicas y Ambientales y el Colegio Oficial de Bidlogos de Castilla
y Ledn. Durante el mismo D. Froilan Sevilla Martinez, Jefe de la Seccion de la
Montafia Oriental de Ledén de la Junta de Castilla y Ledén, impartio la
conferencia “Montes y Bosques: bases para entenderlos” y se entregaron
diversos premios a los alumnos que representaran a la Comunidad Autonoma
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en la Fase Nacional de la Olimpiada de Biologia de 2011, que tendra lugar en
Granada.

Los dias 14 de abril y 16 de mayo, en el ambito del Afio Internacional de
los Bosques, tendran lugar las jornadas de Gestion forestal y seccion
empresa, y de Biotecnologia y Conservacion de Especies Forestales.
Estas jornadas, organizadas por la Universidad de Ledn, la Oficina Verde y la
Facultad de Ciencias Biologicas y Ambientales, con la colaboracion de alumnos
de 5° de Biotecnologia, contaron con la presencia de conferenciantes
provenientes tanto del &mbito universitario como de diversas empresas
relacionadas con el &mbito forestal.

Noticias de nuestros estudiantes y egresados

El premio “Vitatene awards for academic excellence 2010” ha sido
concedido a Dna. Raquel del Pino Garcia. EI premio es concedido por la
empresa VITATENE al mejor expediente de la Licenciatura de Biotecnologia y
esta dotado con 3.000 €.

Dfa. Indira Alvarez Fernadndez, Licenciada en Biologia en 2010, y
propuesta por la Facultad de Ciencias Bioldgicas y Ambientales como premio
extraordinario fin de carrera, ha obtenido la mejor calificacion nacional en el
examen de Biologo Interno Residente (BIR) de 2011.

Desde estas paginas queremos darles la enhorabuena a ambas.

Dfia. Indira Alvarez Fernandez, Diia. Raquel del Pino Garcia,
Licenciada en Biologia Licenciada en Biotecnologia
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Si tienes alguna sugerencia o0 quieres enviarnos tus
articulos, 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

! DE DIVULGACION
JGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON

En contraportada: Evocadora imagen invernal con el edificio
Darwin al fondo.
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