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Resumen

La unidn de la arqueologia clasica con la biologia, en general, y la biologia molecular,
en particular, esta alcanzando objetivos que eran considerados imposible hace tan
solo unos afnos. Ello ha sido posible gracias a el desarrollo de tecnologias como la
secuenciacion de acidos nucleicos de primera, segunda y tercera generacion. Entre
los retos de la bioarqueologia se encuentra la des-extincién de especies antiguas.
Ello representa grandes retos tecnologicos. Los aspectos éticos y costes excesivos
también deben tenerse en cuenta. Hasta el momento, ha sido posible clonar genes
antiguos, como los que codifican aromas de plantas extintas. Estas incluyen el
arbusto de pina Wynberg (Leucadendron grandiflorum), el hibisco de montafia de
Maui (Hibiscadelphus wilderianus) y el guisante escamoso de las Cascadas de Ohio
(Orbexilum stipulatum). De este modo, la biologia sintética ha sido explotada para
clonar genes codificantes de enzimas que catalizan la biosintesis de moléculas
aromaticas, como los terpenos. Han sido expresados en levaduras, produciendo
fragancias antiguas. Esto es, nada mas y nada menos que un ejemplo excitante del
potencial de esta tecnologia.
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Abstract

The union of classical archaeology with biology, in general, and molecular biology, in
particular, is reaching goals that were considered impossible just a few years ago.
That has been possible thanks to the development of technologies like first-, second-
and third-generation sequencing of nucleic acids. Among bioarchaeology challenges
is de-extinction of ancient species. That represents huge technological challenges.
Ethical issues and excessive costs should be also taken into consideration. So far, it
has been possible to clone ancient genes, like the ones encoding scents from extinct
plants. They include Wynberg conebush (Leucadendron grandiflorum), Maui’s
mountain-hibiscus (Hibiscadelphus wilderianus) and Falls-of-the-Ohio scurfpea
(Orbexilum stipulatum). Thus, synthetic biology has been exploited to clone genes
encoding enzymes catalyzing biosynthesis of scent molecules, like terpenes. They
have been expressed in yeasts, producing ancient fragrances. This is just an exciting

example of the potential of this technology.
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Introduccion

La arqueologia estudia restos antiguos y la bioarqueologia los relacionados con
entidades biologicas. Inicialmente, esos restos podrian estudiarse utilizando
enfoques morfologicos y analiticos, incluidos los anatomicos, isotdpicos,
matematicos y estadisticos. Afortunadamente, los avances tecnoldgicos en biologia
molecular han permitido grandes avances en este fascinante tema de investigacion
(Linderholm, 2016). Asi, el desarrollo de la secuenciacién de primera generacion
(FGS; del inglés, “First-Generation Sequencing”) permitio leer el ADN antiguo
(ADNa) por primera vez. Eso se logré utilizando un enfoque de clonacion molecular
tradicional. De esta manera, se aislé un ADN y se ligo en el vector A gt10. Dicho ADN
recombinante se uso para transformar células de Escherichia coli, amplificandolas
efectivamente in vivo (Higuchi et al, 1984). Sin embargo, esa es una metodologia
tediosa y lenta. Una amplificacion de ADN in vitro, mucho mas rapida y conveniente,
se describio por primera vez con exquisito detalle mas adelante (Kleppe et al, 1971;
Panet and Khorana, 1974). Sin embargo, lo consideraron no viable, debido a las
limitaciones metodologicas de la época. Afortunadamente, la misma metodologia se
reinventd y popularizé 14 afios después, con el nombre de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR; del inglés, “Polymerase Chain-Reaction”). Fue erroneamente
considerado como un articulo metodolégico de baja relevancia y rechazado por la
revista Nature, siendo finalmente aceptado y publicado en la revista Science (Saiki
et al, 1985). Dicha tecnologia permitié amplificar y secuenciar el ADNa de manera
rapida y conveniente, sin requerir métodos previos de clonacién molecular in vivo.
Ademas, la secuenciacion de segunda generaciéon (SGS; del inglés, “Second-
Generation Sequencing”) aumentd el rendimiento y redujo los precios finales,
permitiendo la secuenciacion de genomas antiguos por primera vez. Eso incluyo el
de neandertal (Green et al, 2010). La secuenciacion de tercera generacion (TGS; del
inglés, “Third-Generation Sequencing”) permite secuenciar moléculas individuales,
sin necesidad de amplificacion previa. Dicha revolucion se ha aplicado para estudiar
el ADN antiguo, como el aislado de un hueso de caballo del Pleistoceno (Orlando et
al, 2011), y podria usarse potencialmente para secuenciar incluso el ARN antiguo
(ARNa) (Dorado et al, 2007-2018).

Uno de los desafios en bioarqueologia es la llamada des-extincion (a veces
llamada “avivamiento” o resurreccion) de especies extintas. Esa es una tarea muy
compleja, que implica enormes desafios tecnolégicos (O’Connor, 2015; Campagna
et al, 2017; Corlett, 2017; Dorado et al, 2017; lacona et al, 2017; McCauley et al,
2017; Robert et al, 2017; Shapiro, 2017; Steeves et al, 2017). También tiene
implicaciones legales y éticas en algunos casos, incluidos riesgos ambientales como
la pérdida de biodiversidad y problemas de bienestar animal, ademas de costes
excesivos (IUCN/SSC, 2013; Seddon et al, 2014; Bennett et al, 2017; Wagner et al,
2017; Tanentzap y Smith, 2018). Hay diferentes pasos y enfoques en este tema
general de traer algo del pasado a la vida. Eso incluye la clonacion y expresion de
genes antiguos (Thornton, 2004; Garcia and Kacar, 2019), como los que codifican
aromas o fragancias de plantas extintas (Jacobsen, 2019).

Estrategias de clonacion

Los equipos de laboratorio tradicionales requieren muchas moléculas para
poder analizarlas. Hay varios métodos de clonacion para alcanzar el objetivo de
produccion de moléculas. El primero se conoce como clonacidén molecular, como se
describio anteriormente. Tipicamente, involucra la generacion de células
procarioticas competentes, como las de Escherichia coli o Lactobacillus spp. Las
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células eucaridticas también pueden transformarse, como Pichia pastoris y levadura
de cerveza (Saccharomyces cerevisiae). Ademas, las plantas pueden regenerarse a
partir de una sola célula transformada utilizando Agrobacterium spp. Cuando las
especies de plantas no pueden transformarse de esa manera, se pueden usar otras
metodologias que involucran métodos de electroporacion y biobalisticos o biolisticos
(“pistola de genes”). En el caso de los animales, los fragmentos de ADN se pueden
inyectar en las células para transformarlos. Las células somaticas pueden
inmortalizarse y las células madre somaticas pueden diferenciarse. Las células
germinales, como los oOvulos, pueden producir un organismo completo. Estas
estrategias de clonacién in vivo tienen la ventaja adicional de permitir la
caracterizacion de la expresion génica. Curiosamente, se mejoraron en gran medida
y, a veces, incluso se reemplazaron con metodologias in vitro, como la PCR y la
amplificacion isotérmica. Redujeron el esfuerzo, tiempo y coste para producir una
gran cantidad de las moléculas requeridas. De esta manera, ahora es posible
amplificar facilmente los fragmentos de ADN, incluidos los genes deseados de restos
antiguos, siempre que se aislen de ellos acidos nucleicos con suficiente calidad. De
hecho, el umbral de deteccidn para las metodologias de amplificacion in vitro es de
una molécula.

Especies de plantas extintas con aromas de interés potencial

Entre las especies de plantas extintas con fragancias de potencial interés se incluyen
el arbusto de pina Wynberg (del inglés, “Wynberg conebush”; Leucadendron
grandiflorum) de Sudafrica, asi como dos de los Estados Unidos de América (EUA):
el hibisco de montafia de Maui (del inglés, “Maui's mountain-hibiscus”;
Hibiscadelphus wilderianus) de Hawai, y el guisante escamoso de las Cascadas de
Ohio o raiz de cuero con estipula larga (del inglés, “Falls-of-the-Ohio scurfpea” o
“‘largestipule leather-root”; Orbexilum stipulatum) de Indiana. El arbusto de pifa
Wynberg se extinguioé en 1806 (figura 1).

—

Figura 1. Arbusto de pifha Wynberg. © 2019 tonyrebelo, iNaturalist Network
<https://www.inaturalist.org>, Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org>y
Creative Commons <http://creativecommons.org>.
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Por otro lado, el hibisco de montafia de Maui se extinguié mas tarde, en 1912 (figura
2).

Figura 2. Hibisco de montafa de Maui. © 2019 Smithsonian Institution, National Museum of
Natural History, Department of Botany <https://collections.nmnh.si.edu/search/botany>,
iNaturalist Network <https://www.inaturalist.org>, Wikimedia Commons
<http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons <http://creativecommons.org>.
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Finalmente, el guisante escamoso de las Cascadas de Ohio era una leguminosa
endémica de unos pocos islotes rocosos del rio Ohio, que fueron anegados por
presas en la década de 1920 (figura 3).
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Figura 3. Guisante escamoso de las Cascadas de Ohio. © 2019 Charles Wilkins Short (The
Philadelphia Herbarium at the Academy of Natural Sciences <http://ph.ansp.org>),
Wikimedia Commons <http://commons.wikimedia.org> y Creative Commons
<http://creativecommons.org>.

Clonacion, expresion y caracterizacion de aromas de plantas extintas

La biologia sintética puede ser explotada para traer del pasado fragancias de
plantas extintas. Los especimenes antiguos suelen ser preciosos y escasos. Por lo
tanto, generalmente suele disponerse de cantidades pequefias para el proceso
destructivo del aislamiento del ADN. Afortunadamente, las metodologias actuales
permiten secuenciar cantidades pequenas de ADN. De esta manera, es posible
identificar genes que codifican enzimas que catalizan la biosintesis de moléculas
aromaticas, incluidos los terpenos (Priya et al, 2018), como las sintasas de
sesquiterpenos (SQS; del inglés, “SesQuiterpene Synthases”). Sin embargo, el ADN
antiguo suele estar degradado, por lo que puede que solo se generen secuencias
cortas de ADN. Afortunadamente, algunos de estos genes de algunas especies vivas
ya han sido secuenciados. De este modo, se pueden usar como referencia para
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ensamblar las lecturas de secuencias de ADN en una secuencia continua no
fragmentada (del inglés, “contig”, que es una contraccion de “contiguous”), mediante
flujos de trabajo bioinformaticos.

Eso debe permitir generar secuencias genéticas completas, sin huecos ni
ambiguedades (en el mejor escenario). Desafortunadamente, esto no se esperara
generalmente cuando se secuencia ADNa. Ello es debido a la degradacién fisica y
quimica de los acidos nucleicos (Allentoft et al, 2012; Dorado et al, 2013; Linderholm,
2016). Por lo tanto, los genes de referencia deben usarse para superar estos
obstaculos. Posteriormente, los genes antiguos reconstruidos se generan
quimicamente con sintetizadores de ADN tradicionales (basados en reacciones
quimicas), o las nuevas y revolucionarias impresoras de ADN [como las basadas en
reacciones bioquimicas, que utilizan enzimas transferasa terminal de
desoxinucledétidos (TdT; del inglés, “Terminal Deoxynucleotidyl-Transferase”)], y se
ligan a vectores de expresion. Los ultimos pueden ser plasmidos, que se utilizan para
transformar células procaridticas o eucariotas competentes, como se muestra arriba.
Las células transformadas pueden multiplicarse y expresar genes clonados,
biosintetizando moléculas de aromas. Estos pueden identificarse con diferentes
meétodos analiticos, como la cromatografia de gases acoplada a la espectrometria
de masas (GC-MS) (Begnaud y Chaintreau, 2016) (figura 4).
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Figura 4. Clonacion de genes antiguos. Si es posible, el ADN antiguo es secuenciado. Si se

requiere, los genes antiguos son reconstruidos usando los de referencia de especies
vivas. Los genes elegidos son sintetizados y clonados en microorganismos, que los
expresan, produciendo proteinas antiguas. © 2019 Springer Nature Publishing
(Thornton, 2004). Ver también ejemplo especifico de clonacién de genes de aromas
antiguos en
<https://static.scientificamerican.com/sciam/assets/Image/2019/saw0219Jaco31_d.pn
g> (Jacobsen, 2019).
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Consideraciones finales y perspectivas futuras

Recuperar las fragancias de plantas extintas es solo un ejemplo del poder de
la bioarqueologia, vinculando la arqueologia con la biologia, en general, y la biologia
molecular, en particular. Otros ejemplos pueden involucrar diversos genes de interés.
Ademas, la posibilidad de secuenciar el ARNa (incluidos los transcriptomas antiguos)
utilizando TGS es provocativa y emocionante. Lo mas desafiante sera dar vida a
especies extintas. Actualmente se esta trabajando para lograr tal objetivo con
algunas especies (Dorado et al, 2017). Estas incluyen la paloma migratoria
(Ectopistes migratorius) y el mamut lanudo (Mammuthus primigenius). Sin embargo,
tal posibilidad ha generado inquietudes y preguntas, como se sefala en las
“Directrices para Reintroducciones y Otras Translocaciones para Fines de
Conservacion” (del inglés, “Guidelines for Reintroductions and Other Conservation
Translocations”, publicadas por la Unién Internacional para la Conservacion de la
Naturaleza (UICN) <https://www.iucn.org>y Comisién de Supervivencia de Especies
(CSE) <https://iucn-ctsg.org>. Por ejemplo, la des-extincion puede considerarse un
enriquecimiento ecoldgico que involucra la translocacion para conservacion. Por lo
tanto, los riesgos asociados con la reintroduccion de especies deben tenerse en
cuenta, a fin de evitar candidatos reintroducidos inadecuados (IUCN/SSC, 2013;
Seddon et al, 2014; Adams, 2017; Sandler, 2017a, b; Wagner et al, 2017; Browning,
2018; Novak, 2018; Tanentzap y Smith, 2018). De hecho, el ecosistema en el que
tales especies se extinguieron (por ejemplo, Siberia con mamuts lanudos, hace miles
de afos) puede ser muy diferente del actual, con condiciones ambientales y especies
distintas. Los posibles peligros de las des-extinciones se popularizaron con la novela
de ciencia ficcidn Parque Jurasico (Crichton, 1990), adaptada por una franquicia de
peliculas (Spielberg, 1993-2021), en relacién a los dinosaurios y otros reptiles. Hoy
sabemos que tal objetivo es ciencia ficcion, ya que los acidos nucleicos tan antiguos
se degradan completamente mas alla de la recuperacion (Allentoft et al, 2012;
Dorado et al, 2013; Linderholm, 2016). Pero se destaca este asunto de una manera
entretenida, y asi ha cautivado la imaginacion de la gente durante décadas.
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