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Resumen

Las evidencias de la evolucién biolégica se han obtenido, mayoritariamente, de forma
indirecta mediante la aplicaciéon del método inductivo. La causa radica en que, para una generacion
humana media, es casi imposible observar cambios a través de varias generaciones de individuos
de organismos pluricelulares. No obstante, la evolucién experimental permite obtener evidencias
directas de los eventos evolutivos si se usan como modelo organismos unicelulares y, ademads, si no
presentan o manifiestan reproduccién sexual. En este caso, solo las mutaciones son responsables de la
variabilidad genética. Los modelos usados desde mediados del siglo pasado han sido virus, bacterias
y levaduras, pero han sido muy escasos los estudios llevados a cabo con organismos tan relevantes
para el funcionamiento de la biosfera como son los microorganismos fotosintéticos (cianobacterias y
microalgas). En este trabajo se discuten los logros conseguidos en estudios de evoluciéon experimental
con microorganismos fotosintéticos durante la tltima decena de afios, con especial énfasis en
las aportaciones de evidencias sobre evoluciéon adaptativa a medios naturales extremos y medios
contaminados, asi como sobre cambios evolutivos no modulados por la selecciéon natural (deriva

genética y contingencia histérica).

Evolucion experimental: evidencias
paraunparadigma cientifico basado
en aproximaciones historicas

a evoluciéon es uno de los

paradigmas de la Biologia.

Este paradigma recoge tanto
el hecho evolutivo (basado en evidencias
paleontolégicas, anatémicas, embriol6gicas,
bioquimicas y biogeogréficas) como la teoria
de la evolucion, que es el modelo cientifico que
describe la transformacién y diversificacion
evolutivas y explica sus causas.

Las investigaciones sobre teoria
evolutiva siempre deben contemplar la
dimensién temporal. Esto ha originado que
casi toda la teorfa evolutiva se base sobre
aproximaciones inductivas, tipicas de las
ciencias humanas que interpretan nuestro
pasado. Asi, las evidencias se engloban bajo
la interpretacién mas plausible pero, dado
que el tiempo ya ha transcurrido de forma
inevitable, la experimentacién es muy dificil,
sino imposible. No obstante, desde mediados
del siglo pasado muchos investigadores
han abordado problemas evolutivos con
una aproximaciéon empirica, empleando
virus, bacterias y levaduras como modelos
experimentales. Estos modelos se caracterizan
por tener tiempos de generacién muy cortos

si los comparamos con la duracién media de
una generacién humana, por lo que es posible
controlar desde cientos a miles de decenas
de generaciones (en intervalos que oscilan
entre meses y veinte afios) y, en consecuencia,
superar la limitacién que el transcurrir
del tiempo impone a los estudios de teoria
evolutiva. La evolucién experimental es un
campo de la teoria evolutiva situado en la
frontera del conocimiento.

Los microorganismos fotosintéticos como
modelo de evolucion experimental

Ya se ha comentado que los modelos
mas empleados en evolucién experimental
son virus, bacterias y levaduras. Por lo tanto,
deberia llamar la atencién que apenas se hayan
usado en evolucién experimental otros tipos de
microorganismos que presentan caracteristicas
similares en cuanto ala brevedad de sus tiempos
de generacioén (varias divisiones celulares al
dia o semana en los microorganismos, frente
a 30-40 anos en humanos). En particular,
este es el caso de los microorganismos
fotosintéticos(cianobacterias y microalgas)
que son los seres vivos mdas importantes y
numerosos de muchos ecosistemas acuéticos
(por ejemplo, el fitoplancton de aguas
continentales y marinas).
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El no haber contemplado a los
microorganismos fotosintéticos en este tipo
de estudios puede haberse debido a dos
razones. En primer lugar, los estudios de
evolucién experimental se han abordado,
tradicionalmente, desde areas con organismos
modelo bien establecidos, como la Microbiologia
(cuyo modelo es la bacteria Escherichia coli)
o la Genética (con modelos como diversos
virus, la bacteria Escherichia coli, o levaduras
del género Saccharomyces). Por otra parte, los
ficélogos (estudiosos de las algas, incluyendo
aqui a las cianobacterias) no suelen abordar
estudios de evolucién experimental aunque si
que han adoptado la aproximacion de Biologia
Molecular que permite estudiar los parentescos
dentro de un determinado linaje.

Pese a todo, los microorganismos
fotosintéticos son excelentes modelo de
evolucion experimental ya que las cianobacterias
y muchos grupos de microalgas (como
dinoflagelados o cloroficeas) son haploides.
Aln mas, las poblaciones experimentales son
clénicas ya que, auque las microalgas tienen
la potencialidad de reproducirse sexualmente,
bajo las condiciones en las que se cultivan se
inhibe este tipo de reproduccién; por otra parte,
las cianobacterias solo presentan reproduccién
asexual. De este modo, se simplifica al maximo
el sistema experimental: todas las células
son haploides y, en caso de que se genere
variabilidad genética, ésta se debe a mutaciones
ya que no existe reproduccién sexual. No se
puede desterrar totalmente la posibilidad de
transferencia horizontal de material genético
(a través de plasmidos) pero su aportacién a
la variabilidad genética se asume que es muy
baja.

Los estudios de evolucién experimental
con microorganismos fotosintéticos se han
centrado en ofrecer evidencias de que los
cambios evolutivos son el resultado de la
seleccion natural o, en algunos casos, pueden
actuar otras causas no adaptativas. Estas dos
aproximaciones se discuten a continuacion.

Los microorganismos fotosintéticos y la
evolucion adaptativa

El pilar fundamental del neo-darwinismo
es que la evolucién adaptativa (fruto de la
seleccién natural) depende la aparicién de
nuevas variantes genéticas por mutacién en el
seno de las poblaciones de organismos. Algunas

de las mutaciones pueden conferir ventajas
bajo determinadas condiciones selectivas;
estas mismas condiciones suelen disminuir,
simultdneamente, la capacidad de proliferar
(e incluso de sobrevivir) a los individuos que
no presentan las mutaciones. Estas mutaciones
aparecen al azar y sin direccionalidad (no son
la causa de la exposicién a las condiciones
selectivas). Si las condiciones selectivas se
instalan definitivamente, los individuos
mutantes seran los mas adaptados, dejardn
mayor ndmero de descendientes y, en dltima
instancia, sustituiran a los no mutantes. Ahora
bien, apenas existen evidencias empiricas que
permitan demostrar la relaciéon directa entre
mutacion y adaptacion.

Los estudios llevados a cabo con
microorganismos fotosintéticos han permitido
aportar claras evidencias de la selecciéon de
mutantes; esto es, ejemplos de evolucién
adaptativa. Para ello se ha pretendido
responder a una pregunta simple pero
trascendental: ;pueden los microorganismos
fotosintéticos adaptarse y sobrevivir en medios
acuaticos selectivos tales como aguas naturales
de caracteristicas extremas (entre otras, el
ejemplo malaguefio de las aguas sulfurosas de
la Hedionda, Casares), o aguas contaminadas
con productos que se pueden considerar
recién llegados a la biosfera, pues han sido
sintetizados por el hombre (como el TNT,
herbicidas, antibiéticos, etc.)? Si la respuesta
es si, hay que diferenciar claramente entre
adaptacion fisiologica (basada en la expresion
de genes presentes en las poblaciones y, por
tanto, no se trataria de un evento evolutivo)
y adaptaciéon genética (apariciéon de nuevas
variantes genéticas por mutacién y su seleccién
frente a los no mutantes). Esto se consigue con
un disefio experimental cldsico de Genética
Evolutiva convenientemente adaptado para
trabajar con cultivos liquidos de cianobacterias
y microalgas: el analisis de fluctuacién de Luria
& DEKLBRUCK'.

El analisis de fluctuacién incluye dos
tandas de experimentos simultdneos (figura 1).

La primera tanda es el conjunto
experimental propiamente dicho; consiste
en numerosos cultivos (varias decenas o, a
veces, superando el centenar) con muy pocas
células en cada uno de ellos, las cuales se dejan
proliferar en un medio de cultivo no selectivo.
A continuacion, se aflade el medio selectivo;
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Fig. 1. Modificacion del andlisis de fluctuacién de Luria & Delbriick (1943) para trabajar con cultivos liquidos
de cianobacterias y microalgas. En el conjunto experimental (arriba), cada cultivo conteniendo medio no
selectivo, se inocula con un nimero bajo de células y se deja proliferar hasta que el nimero de células es
muy elevado. A continuacién, el medio se sustituye por medio selectivo letal. Si la resistencia es fruto de la
expresién de genes presentes en las poblaciones de células (adaptacion fisiolégica), el nimero de células
resistentes sera similar en todos los cultivos (arriba izquierda). Por el contrario, si la resistencia es fruto de la
seleccion de mutantes resistentes (adaptacién genética), los cultivos con células seran escasos, y el nimero
de células resistentes variard mucho de un cultivo a otro (arriba derecha). En el esquema, la mutacién tuvo
lugar al inicio del periodo de proliferacion en el primer cultivo, y casi al final en el tercer cultivo. El conjunto
control (abajo) permite estimar el error experimental;si es bajo y aceptable, el nimero de células resistentes
debe ser similar en todos los cultivos. Por el contrario, si el nimero de células resistentes difiere mucho entre
los distintos cultivos es indicio de un error experimental elevado y, en consecuencia, no se pueden hacer
inferencias de lo que ha sucedido en el conjunto experimental.
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previamente se ha comprobado que el medio
selectivo es letal para el organismo modelo. La
tanda complementaria constituye el control de
calidad del analisis de fluctuacion: un cultivo
muy denso de células en medio no selectivo
se reparte en numerosos cultivos alicuotas,
sustituyendo el medio de cultivo por medio
selectivo. Transcurrido de tres a seis meses, se
comprueba si han proliferado células en los
cultivos tanto del conjunto experimental como
del conjunto control.

Dos resultados, excluyentes entre
si e indicadores de diferentes procesos
de adaptacién, pueden encontrarse en el
conjunto experimental. Si la adaptacién es
fruto de la expresioén de genes presentes en las
poblaciones celulares (adaptacion fisiologica),
se desarrollardn células resistentes en todos
los cultivos. La dispersién del ntmero de
células resistentes por cultivo, con respecto al
promedio, debe ser relativamente bajo, pues
todas las células tienen similar probabilidad
de desarrollar resistencia. El otro resultado
posible consiste en que aparezcan células
resistentes s6lo en algunos de los cultivos,
como consecuencia de mutaciones al azar que
confieren resistencia que permiten proliferar
en el medio selectivo (esto es, un ejemplo de
evolucién adaptativa). Como las mutaciones
tienen muy baja frecuencia, se producen al
azar, y tienen lugar durante el periodo de
proliferacién previa a la exposiciéon al medio
selectivo (en unos casos casi al principio, en
otros, mas tarde), la dispersion del ntimero de
células resistentes por cultivo, con respecto al
promedio, sera relativamente alta.

El conjunto control permite estimar las
posibles fuentes de error experimental pues,
si no hay fuentes significativas de error, y
aparecen células resistentes, su ntiimero sera
similar en todas las alicuotas. En caso contrario,
habra fuentes de error que no permitirian
hacer inferencias sobre lo que se obtenga en el
conjunto experimental.

Una situacién excepcional se dara si la
letalidad del medio selectivo es extrema: en este
caso, no se desarrollaran células en ninguno de
los dos conjuntos del analisis de fluctuacion.

Veamos un ejemplo malaguefio muy
significativo, considerado una de las pruebas
mas relevantes para demostrar la conexién
directa entre mutacién y adaptacién®. En las
aguas sulfurosas de La Hedionda (Casares)

proliferan poblaciones de cloroficeas. Si se
cultivan en agua de La Hedionda individuos de
una de las especies que alli se encuentran, pero
aislado de aguas pristinas de Dofiana, el alga
muere. No obstante, un andlisis de fluctuacion
demostré, de forma incuestionable, que
algunos individuos de Dofiana se adaptaban
por mutaciones puntuales y conseguian
proliferar. La explicacién mas plausible para la
presencia de algas en las aguas extremas de La
Hedionda es que, en las poblaciones naturales
de aguas no extremas, se originan suficientes
mutantes resistentes a aguas sulfurosas que,
por el mecanismo que sea, han llegado a La
Hedionda. La gran mayoria de los individuos
perecerian pues para ellos el agua sulfurosa es
muy toxica pero, algunos de ellos (los mutantes
resistentes), se instalaron definitivamente. Es
mas, esta situacién puede estar ocurriendo
continuamente.

Una explicacién similar podria
argumentarse para explicar la flora mesoéfila
que prolifera en muchas aguas naturales
extremas, como las aguas geotermales de
Italia y la zona andina de Argentina, el Rio
Tinto o charcas temporales localizadas en
la zona del vertido téxico de Aznalcéllar’.
De forma anéaloga, se ha demostrado que la
contaminacién antropogénica de ciertas masas
de aguaeslacausa delaaparicion denovedades
evolutivas, pues esto da lugar a la seleccion
de variantes genéticas de cianobacterias y
microalgas resistentes a alguicidas, herbicidas
y antibioticos*.

Los microorganismos fotosintéticos y
causas no adaptativas de evolucion

Si todo el cambio evolutivo en las
poblaciones es fruto de la adaptacion, cualquier
organismo habria que considerarlo como
una amalgama de caracteres fenotipicos cuya
existencia se puede interpretar por su valor
adaptativo. Esta visién panadaptacionista
es la que propugna el neodarwinismo. No
obstante, el azar y la contingencia histérica son
factores que también contribuyen al cambio
evolutivo que no han sido contemplados por el
neodarwinismo. El término azar engloba a todas
aquellas causas por las cuales pueden quedar
establecidos genes que no confieren ventajas
adaptativas; por ejemplo, las mutaciones
neutras, o los “errores de muestreo” que se
dan en los eventos de deriva genética. La
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contingencia histérica es la causa por la cual
no todos los cambios evolutivos son posibles,
ya que estan limitados por los cambios que
pudieron tener valor adaptativo en el pasado.
La contingencia histérica se podria asimilar a
un “lastre filogenético” en el que cada cambio
evolutivo supone una pérdida de grados de
libertad.

GouLp® propuso un experimento teérico
que permitiria separar la contribucién de
estos factores. Dicho experimento mental lo
denominé “Replaying Life’s Tape”:

“... Any replay of the tape would lead
evolution down a pathway radically different from
the road actually taken ... Each step proceeds for
cause, but no finale can be specified at the start, and
nonewould ever occur a second time in the same way,
because any pathway proceeds through thousands
of improbable stages. After any early event, ever
so slightly and without apparent importance at the
time, and evolution cascades into a radically different
channel.”

Esta propuesta tedrica se puede
contrastar empiricamente mediante el elegante
experimento de TravisaNo y colaboradores®.
Para ello, en vez de rebobinar una y otra vez la
grabacién de los eventos evolutivos (donde cada
pase es una réplica del experimento), se pueden
conseguir los mismos objetivos mediante la
propagacioén sincrénica de numerosos cultivos
independientes, originados de un ancestro
comun. Es decir, cada cultivo es una réplica. Al
inicio del experimento se mide el valor medio
del caracter que se desee estudiar en todas las

réplicas; se espera que la dispersion alrededor
de la media sea pequefia pues corresponde al
error de medida. Posteriormente, se someten
los cultivos a las condiciones selectivas y, tras
un periodo largo, se vuelve a medir el caracter.
Las diferencias entre los valores medios inicial
y final se pueden interpretar como un reflejo de
la adaptaciéon impuesta por el medio selectivo,
la influencia del azar, o el peso del legado
historico, o la interaccion de estas tres causas
(figura 2). Basado en este disefio experimental,
se han estudiado los papeles de la evolucion
adaptativa, el azar y la contingencia histérica,
en la evolucién de dinoflagelados marinos y de
cianobacterias de agua dulce. En particular, se
han controlado los cambios evolutivos de un
caracter fenotipico estrechamente ligado a la
eficacia biol6gica (la tasa de crecimiento) y de
otros cuya relacién con la eficacia bioldgica se
considera de escasa relevancia (el tamafio de la
célula y la produccién de toxinas).

Con esto, se pretendia comprobar la
hipétesis de que la evolucion adaptativa es el
principal motor enla evolucién de los caracteres
ligados a la eficacia biol6gica (tal como propone
la teorfa neodarwinista), mientras que el azar
y la huella de la contingencia histérica pueden
modular el cambio evolutivo de caracteres de
menor trascendencia para la eficacia biolégica.
En el caso de los cambios en el tamano de
las células y de la produccién de toxinas,
se demostré6 que su evolucién no puede
interpretarse exclusivamente por adaptacion
sino que permanece la huella de la historia.
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Fig. 2. Representacion esquematica del cambio evolutivo determinado por adaptacién (A), contingencia
histoérica (B) o azar (C). Los efectos del azar se contrastan usando un solo genotipo, mientras que para poner
de manifiesto los de la contingencia histérica y el azar se necesitan diferentes genotipos ancestrales.La linea
discontinua muestra la situaciéon de las observaciones en caso de que no existiese cambio evolutivo. Adaptado

de Travisano et al. (1995)
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Vision final

Los estudios de evolucién experimental
con microorganismos fotosintéticos son muy
recientes en el tiempo si los comparamos
con los estudios llevados a cabo con virus,
bacterias y levaduras. No obstante, han
permitido dar evidencias claras de evoluciéon
adaptativa, sobre todo, para la presencia de
fitoplancton meso6filo en aguas naturales
extremas. Igualmente, permite comprender
la adaptacion a medios contaminados, pero
con los disenos experimentales usados no se
puede dar respuesta a la siguiente cuestiéon
vital para la futura biosfera: shasta dénde
es posible adaptarse si los niveles de téxicos
siguen incrementando? Hay que recurrir a
otros disefios experimentales (de hecho, son
los que se estan ensayando actualmente por
nuestro equipo de investigacién) para conocer
los limites de la adaptacion.

Los estudios encaminados a comprobar
el papel de la adaptacién, azar e historia en
el cambio evolutivo de los microorganismos
fotosintéticos abren una puerta para realizar
predicciones sobre el comportamiento de ciertas
especies plancténicas en un futuro escenario
de cambio global. Para ello, las condiciones
selectivas de cultivo deben simular, grosso
modo, condiciones de cambio global; si la
adaptacion es el principal motor del cambio
evolutivo se podran hacer, con limitaciones,
predicciones pero si el azar influye en mayor
porcentaje que la adaptacion, la posibilidad
de predecir desaparece. Los estudios de
evolucion experimental hay que considerarlos
el complemento empirico de la teoria evolutiva
originada por métodos inductivos.
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