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En 2009, celebramos el cumpleaños 200 de Darwin y el 150 aniversario de su obra maestra, Sobre el Origen de las Especies. Se celebró de formas variadas. Hubo las usuales aunque mucho más numerosas, reuniones científicas, simposios y festivales en honor a Darwin, en las universidades de todo el mundo. Los trabajos completos de Darwin—50000 páginas y 40000 imágenes—se publicaron en línea disponibles para todos. Hubo también celebraciones más creativas. Un carpintero de barcos alemán construyó una réplica del Beagle, que volvió a trazar el famoso viaje de Darwin alrededor del mundo, pero esta vez llevando a su tataranieta, Sarah Darwin (y motores modernos, radar, GPS, comunicaciones satelitales y un gran equipo de filmación). A otro descendiente de Darwin, su tatara tatara nieto, heredero de su cromosoma Y para el color de pelo, se le secuenció su genoma, dando un vistazo a la ancestría genética de Darwin. 

Ahora, ¿por qué todo este escándalo en torno al cumpleaños de Darwin? ¿Qué hizo Darwin en realidad? Posiblemente, más que ningún otro científico, Darwin cambió nuestra visión del mundo. Como Newton y Einstein sin lugar a dudas tuvieron profundos efectos en sus respectivos campos, uno podría aducir que ellos revolucionaron la física. Pero Darwin no sólo revolucionó la biología, sino que también nos forzó a cambiar fundamentalmente la forma en que nos vemos a nosotros mismos, y nuestra posición entre todas las criaturas vivientes. Dicho de un modo simple, Darwin fue capaz de explicar la diversidad biológica sin invocar a una deidad. Esto es que el aparente “diseño” que observamos en la naturaleza—el cercano ajuste de los organismos a su ambiente—podría ser cabalmente explicado por la combinación de mutaciones al azar (variabilidad genética) y la selección no aleatoria de esa variación por el proceso de selección natural. Incluidos los seres humanos. 
La idea puede parecer simple ahora, pero allá en 1859, la fuente de variación (las mutaciones) y más precisamente el mecanismo por el cual esa variación era heredado de padres a hijos, era una caja negra. Aunque el famoso trabajo genético de Gregor Mendel, mostrando patrones simples de herencia con guisantes lisos y rugosos por ejemplo, fue publicado en 1866, no fue redescubierto (o valorado completamente) hasta 1900. No había noción de cromosoma, gen o incluso ADN. Esto en muchos sentidos, hace mucho más notables los logros de Darwin—él observó que las crías se parecían a sus padres y entonces supo que los caracteres podían pasar de una generación a la siguiente, aunque no tenia idea cómo.
En un giro histórico del destino (recuperado por Matt Ridley en 2004), Darwin ha sido íntimamente ligado a un segundo gran descubrimiento—la estructura de doble hélice del ADN. Déjenme explicar. En 1882, justo dos semanas antes de morir, Darwin publicó un trabajo en la prestigiosa revista Nature. Reportaba el descubrimiento de una pequeña almeja sujeta a la pata de un escarabajo encontrado en un estanque en la región central de Inglaterra. Esta iba a ser su última publicación. Para ese momento, este fue un importante descubrimiento. ¿Por qué? Los naturalistas (particularmente aquellos interesados en bivalvos de agua dulce) estaban inmersos en un acalorado debate acerca de por qué las almejas, viviendo en estanques aislados, eran tan uniformes en forma y tamaño, cuando si estaban verdaderamente aisladas uno podría esperar que se diferenciaran con el tiempo. Había dos hipótesis para explicar esta aparente paradoja. La primera y prevaleciente, era que todos los pequeños lagos se habían aislado recientemente, por lo que no había transcurrido suficiente tiempo para que las poblaciones divergieran. La segunda era que las almejas podrían moverse de un lago al siguiente, pero esta explicación parecía improbable— ¿cómo podrían unas almejas acuáticas atravesar el ambiente terrestre? El escarabajo de Darwin y su almeja enganchada proveyeron una manera en la cual los moluscos se podrían mover de estanque a estanque— la migración (mediante adosarse a escarabajos móviles) podría homogeneizar las poblaciones. Así, el enigma había sido resuelto. Pero mucho más relevante (para este ensayo): el hombre que envió a Darwin este importante escarabajo fue un joven zapatero y naturalista amateur inglés llamado Walter Drawbridge Crick.

Casi un siglo después de la publicación de El Origen, el nieto de aquel zapatero, Francis Crick, junto a otro joven colega llamado James Watson, modelaron la estructura tridimensional del ADN (por lo cual más tarde ganarían el Premio Nobel junto con su mentor y colega Maurice Wilkins). El descubrimiento de su estructura de doble cadena helicoidal proporcionó una forma en la cual el ADN podía replicarse (a veces con algunos errores) y de esta forma dar lugar al “secreto de la vida”—la unidad fundamental de información hereditaria y fuente de nuevas variantes. Este descubrimiento proveyó el vínculo perdido a la teoría de Darwin en relación a la descendencia con modificación—evolución por el proceso de selección natural. Y más aún, es en el texto del ADN donde podemos encontrar sustento para casi todas las ideas de Darwin, incluyendo las tuercas y tornillos genéticos que explican cómo esta diversidad biológica evolucionó. En ese punto se encontrará la base de este ensayo.
LAS PREGUNTAS
Muchos aspectos de la investigación evolutiva moderna están motivados por el deseo de comprender cómo la diversidad surge y se mantiene en la naturaleza. ¿Cómo y por qué los organismos se ven y actúan tan diferente, y en algunos casos, tan extrañamente? De hecho, esas son las mismas preguntas que inspiraron a Darwin, pero gracias a Watson y Crick ahora podemos buscar las respuestas en el lenguaje del ADN. Específicamente, podemos preguntarnos acerca de la base genética del cambio evolutivo —es decir, ¿cuáles son los cambios precisos en el ADN que permiten a los organismos adaptarse a su ambiente (Figura 1)?
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Figura 1 La base genética de los caracteres adaptativos. Para tener una comprensión completa de cómo se genera y mantiene la variación dentro y entre poblaciones naturales, debemos analizar tanto sus causas últimas como próximas. Primero, necesitamos entender cómo la variación en un carácter en particular (es decir, fenotipo) afecta la eficacia biológica de los individuos en su ambiente local (fitness). Por ejemplo, ¿cuál es el papel de la selección natural, si tiene alguno, en generar la variabilidad de caracteres? Segundo, queremos conocer la base proximal de la variación: ¿cuáles son los genes y mutaciones que codifican diferencias fenotípicas y cómo esas variantes genéticas funcionan a través del desarrollo para producir caracteres diferentes? Descubrir esas relaciones entre ambiente, fenotipo y genotipo proporcionará una visión única del proceso evolutivo. 

Entonces, ¿que nos dirá acerca del proceso evolutivo encontrar los genes y mutaciones que dan lugar a cambios en el “fenotipo” [es decir, la forma en la cual los organismos se ven (morfología), metabolizan (fisiología) o actúan (comportamiento)]? Hay varias preguntas de larga data acerca de la adaptación—el proceso evolutivo por el cual una población se ajusta a su ambiente local—que pueden ser abordadas solamente cuando conocemos las regiones cromosómicas, genes y mutaciones responsables de la variación adaptativa (Recuadro 1). Por ejemplo, ¿la adaptación puede ocurrir a través de grandes saltos (es decir, un número pequeño de mutaciones con gran efecto sobre el fenotipo) o requiere de muchos pasos pequeños? ¿Cuán a menudo la selección natural depende de los mismos genes y/o mutaciones para conducir a la evolución de fenotipos similares aunque independientes (es decir, evolución convergente)? Las respuestas a esas preguntas están comenzando a emerger a medida que descubrimos el fundamento genético de un número de distintos caracteres en una variedad de especies. En este ensayo haremos un viaje—al laboratorio y al campo—para comprender las bases genéticas de la adaptación en poblaciones naturales de ratones, y el fenotipo en que nos enfocaremos es el color de su piel.

Recuadro1
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EL ENFOQUE
Hay muchos enfoques diferentes para encontrar genes que codifiquen para caracteres variables dentro y entre especies. La genética humana ha sido pionera en este campo, en la búsqueda de cambios genéticos deletéreos que causan enfermedades. Para los biólogos evolutivos, la búsqueda se enfoca en variantes genéticas beneficiosas, que contribuyen a caracteres adaptativos que incrementan el fitness. Tanto en biología humana como evolutiva, encontrar los “genes que importan” representa el Santo Grial de las variantes y no es una tarea fácil.

Aquí nos concentraremos en el estudio de la variación de los caracteres cuando ésta recién surge—o sea, variación intraespecífica. Este abordaje tiene limitaciones porque se basa en comparaciones entre poblaciones nuevas (en lugar de especies separadas por millones de años), por tanto la diferenciación en los caracteres es frecuentemente moderada. Sin embargo, las comparaciones entre poblaciones nos permiten (1) comprender mejor las fuerzas evolutivas responsables de la diferenciación, como la selección natural, ya que los cambios evolutivos son más recientes y sabemos algo acerca del contexto ecológico (por ejemplo hábitat) en el cual ocurre la variación, y (2) aprovechar el poder de la genética y traer los organismos al laboratorio para examinar la herencia de caracteres en un ambiente controlado (ver más adelante). Para tomar este enfoque, debemos identificar primero un carácter a estudiar y una especie en la que ese carácter varíe de forma que impacte su fitness—la capacidad de los individuos de sobrevivir y reproducirse en la naturaleza. 
EL SISTEMA
Si pensamos en la diversidad de vertebrados, las diferencias en la forma o el número de elementos óseos (por ejemplo el número de vértebras en serpientes versus mamíferos), la forma modificada de los apéndices (por ejemplo aletas, alas y brazos), y la variación en color y patrón de coloración se combinan para producir la mayoría de lo que distingue una especie de otra. Entre esas características, el color representa un atributo muy apropiado para estudiar cómo aparecen las diferencias morfológicas. Esto se debe a que el color es uno de los caracteres más diversos entre organismos y frecuentemente varía entre especies cercanamente emparentadas o incluso dentro de una especie. El color es además una de las formas primarias en la cual los organismos interactúan con su ambiente—utilizado en diversos procesos biológicos que incluyen la elección de pareja, coloración de advertencia, mimetismo y camuflaje—y entonces puede tener efectos claramente dramáticos sobre el fitness o eficacia biológica.

El color no es importante sólo por su efecto sobre el fitness, sino porque ya sabemos mucho acerca de los genes necesarios para producir pigmentos en vertebrados, que dan lugar a su color y patrón. ¿Por qué? Porque la pigmentación ha servido como un sistema modelo en el campo de la genética y el desarrollo. A principios de 1900, luego de que el trabajo de Mendel fuera redescubierto pero antes de que el término “genética” fuera acuñado, los genetistas rastreaban mutaciones del color del pelaje que espontáneamente aparecían en colonias de ratones de laboratorio (por tanto inmediatamente detectadas por los investigadores). Hoy la comunidad de genetistas ha identificado más de 200 genes necesarios para producir el color “normal” de pelaje. Es importante destacar que muchos de esos genes están conservados (es decir, tienen una secuencia similar de ADN) a través de los vertebrados. Por lo tanto podemos aprovechar esa riqueza de información genética descubierta en poblaciones de laboratorio, y comenzar a preguntar cuáles genes contribuyen a la variación del color en la naturaleza.

Recuadro2
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Entre los mamíferos, podría decirse que el color del pelaje es particularmente variable en los roedores. Algunas de las variaciones más extremas ocurren en el ratón ciervo (género Peromyscus), que ha sido objeto de muchos estudios clásicos en mastozoología durante casi un siglo (ver Recuadro 2). En particular, una especie de ratón ciervo, Peromyscus polionotus, muestra una tremenda cantidad de variación en el color del pelaje a través de distancias geográficas cortas. Esta especie se encuentra en todo el sudeste de Estados Unidos (Alabama, Georgia, South Carolina y norte de Florida), donde se la conoce comúnmente como “ratón de campo viejo” porque habita campos agrícolas abandonados con suelos francos y oscuros. En estos hábitats los ratones tienen pelaje dorsal marrón oscuro, abdomen gris claro y una cola marcadamente bicolor (Figura 2), lo cual es típico de muchos ratones silvestres. Esta especie también ha colonizado los médanos de arena y la barrera de islas frente la costa del Golfo de Alabama y norte de Florida e independientemente, el ambiente costero sobre la costa Atlántica (a casi 300 km). Estas poblaciones residentes en la arena son comúnmente conocidas como “ratones de playa”.

Continente
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Figura 2 Patrones de color de camuflaje en ratones de distintos hábitats. El Ratón de campo viejo (Peromyscus polionotus) puede encontrarse en dos hábitats distintos en Florida—campos abandonados que tienen vegetación y suelo arcilloso oscuro, y médanos costeros que tienen poca cobertura vegetal y arena blanca. Los ratones que ocupan esos hábitats distintos tienen diferente fenotipo en el color de su pelaje: los ratones del continente tienen un típico pelaje marrón oscuro, mientras que los ratones de la playa carecen de pigmentación en su cara, flancos y cola. Se muestran imágenes de los ambientes típicos, muestras de suelo y ratones. [Fotos: Sacha Vignieri (hábitat), Clint Cook (ratones)]
Comparado con su contraparte continental, el ratón de playa habita un ambiente muy distinto (Figura 2). Éste es más abundante en los médanos costeros primarios, donde la arena es de un color más claro que el suelo tierra adentro (de hecho, es casi como caminar en médanos de azúcar). Hay además mucha menor cobertura vegetal—la vegetación dominante es la avena de mar, un pasto largo y delgado, escasamente distribuido— y así, los ratones de playa son más visibles a los depredadores. Por lo tanto, no es sorprendente que en relación a las formas continentales, estos ratones tengan una pigmentación menor y un patrón único que les da una coloración general más clara, que se mezcla con el sustrato arenoso claro. Curiosamente, las islas de barrera en las cuales estos ratones residen, se consideran relativamente jóvenes (aproximadamente 4000 a 6000 años de antigüedad), por lo que esta diferencia en color y patrón debe haber evolucionado reciente y rápidamente.
EL SIGNIFICADO ADAPTATIVO DE LA VARIACIÓN EN EL COLOR
A primera vista, parece intuitivo que tener un pelaje de color claro viviendo en suelos claros, les confiere a los ratones una ventaja para sobrevivir. Aun así, como científicos queremos demostrar empíricamente que esas diferencias en el color son beneficiosas, como también medir cuán importantes son para la supervivencia (es decir, la fuerza de la selección) y conocer con precisión cuál fue el agente selectivo. Pero ¿como podríamos hacerlo? Un experimento “ideal” sería marcar y liberar un igual número de ratones claros y oscuros en ambos hábitats claro y oscuro, y regresar algunas semanas después para registrar cuáles sobrevivieron—siendo la predicción que deberíamos recapturar más ratones claros en el hábitat claro y ratones oscuros en el hábitat oscuro. Por supuesto, este es un experimento difícil, que requiere cientos de ratones y el permiso de reubicarlos a ambientes no nativos. Por lo tanto en lugar de eso pensamos otro abordaje: ¡podríamos hacer ratones!

Si pudiéramos producir cientos de modelos de ratón que se asemejaran a las formas claras de la playa y oscuras del continente, podríamos conducir un experimento de “supervivencia”. La idea central de este abordaje es que el único carácter que difiere entre los modelos es el color (mientras que los ratones vivos pueden diferir en olor, comportamiento de escape o nivel de actividad). Por lo tanto, cualquier diferencia en supervivencia se debería sólo a diferencias en el color. La desventaja, sin embargo, era que no sabíamos si podríamos engañar a los depredadores. ¿Intentarían un halcón, un búho o un coyote capturar a un ratón falso? Sólo lo averiguaríamos haciendo la prueba.

De ese modo comenzó la producción de cientos de modelos de ratón. El primer paso fue hacer el molde de un ejemplar de Peromyscus agazapado, que luego podría ser usado para replicar cientos de modelos idénticos usando una arcilla flexible. Una vez terminados, pintamos los modelos con aerosol: la mitad de ellos similares a la forma de playa y la otra mitad similares a la forma continental (con el mismo tipo de pintura y el mismo número de capas). Cada tarde, exponíamos los modelos claros y oscuros en una línea recta y en orden aleatorio aproximadamente cada 10 mt, al hábitat típico de los ratones tanto playa como continente (y entonces a sus depredadores naturales). Cuando retornábamos al día siguiente, registrábamos cuáles modelos mostraban evidencia de depredación. A algunos les faltaban las orejas, a otros grandes pedazos de su lomo y otros directamente habían desaparecido. La forma de la huella del depredador (picos o dientes) y las huellas brindaban señales del tipo de depredador—ave o mamífero. Documentando los eventos de depredación en ambos hábitats, pudimos preguntar si el color es importante y en qué medida, para la supervivencia. 

Figura 3 Relacionando ambiente con fenotipo: la coloración críptica es importante para la supervivencia en la naturaleza. Los modelos típicos de ratones de arcilla, pintados para asemejarse a las formas de playa y continente, expuestos en ambos hábitats (Lafayette Creek Wildlife Area y Topsail Hill State Park) en Florida. Se muestran las tasas de depredación relativas de los modelos claro y oscuro en los hábitats de continente (arriba) y playa (abajo). El camuflaje reduce la tasa de depredación aproximadamente a la mitad en ambos ambientes. (Foto: Sacha Vignieri)
¿Qué encontramos? Hay tres patrones llamativos (Figura 3). Primero, el color críptico decrece la depredación y esta ventaja para la supervivencia es simétrica—los modelos oscuros en suelo claro experimentan el mismo incremento relativo en depredación que los modelos claros en suelo oscuro. (Recuerden: ambos ratones de playa y continente han evolucionado al camuflaje en sus ambiente locales, aun cuando los de playa lo han hecho más recientemente.) Segundo, la ventaja que les confiere tener un color críptico es grande—los ratones camuflados tienen una probabilidad 50% mayor de “supervivencia” comparados con los no camuflados. Entonces el color es muy importante para la supervivencia. Finalmente, la mitad de los eventos de depredación pudieron ser atribuidos a un mamífero (zorros y coyotes) y la otra mitad a un ave (búhos, garzas y halcones). Así, tanto mamíferos como aves fueron los agentes de selección. En suma, este experimento muy simple demuestra bien que el color y la coloración críptica especialmente, tienen un gran efecto sobre el fitness en estos ratones.
LA BASE GENÉTICA DE LA VARIACIÓN EN EL COLOR
Ahora que tenemos una mejor comprensión de por qué el color varía entre poblaciones de ratones, quisiéramos saber cómo varía. Específicamente, ¿cuáles son los cambios genéticos precisos responsables por esas diferencias en el color? Para responder a esa pregunta, hemos tomado un enfoque “hacia la genética” (Figura 4) —es decir, comenzamos por considerar las diferencias fenotípicas y desde ahí vamos hacia el sustrato genético (contrariamente al enfoque “desde la genética”, que explora los fenotipos que surgen como resultado de mutaciones en un gen particular). Primero, hicimos que los ratones de playa y continente se reprodujeran en el laboratorio (cruzamiento genético). Esto dio lugar a crías (híbridos de primera generación), que tenían un cromosoma del progenitor oscuro del continente y otro del progenitor claro de la playa y por lo tanto eran intermedios para el color en relación a ambos padres. Luego cruzamos esos híbridos entre sí, y sus crías (híbridos de segunda generación) tenían genomas con regiones mezcladas de genes del continente y la playa porque la recombinación o entrecruzamiento cromosómico ocurre entre los cromosomas claros y oscuros. Por lo tanto, cada híbrido de la segunda generación tiene una combinación única de alelos (variantes génicas) de los padres claro y oscuro, y la correspondiente variación en color. Midiendo la pigmentación y determinando el origen de las regiones cromosómicas (de cada progenitor claro y oscuro) usando técnicas moleculares para cada híbrido, podemos determinar cuáles regiones del genoma están asociadas estadísticamente con las diferencias en el color. Por ejemplo, si todos los híbridos que tienen la pata completamente blanca también comparten una región en el cromosoma 8 del progenitor blanco de la playa en sus genomas mezclados, entonces el cromosoma 8 probablemente alberga un gen que contribuye al color de la pierna. En definitiva, esos son los genes que perseguimos—aquellos que causan las diferencias adaptativas en el color entre ratones de playa y continente.
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Figura 4 Asociando fenotipo a genotipo: la coloración críptica es codificada por unas pocas regiones del genoma. Cruzando ratones de continente con playa en condiciones controladas de laboratorio, podemos analizar la base genética de las diferencias en el patrón de coloración (que se ven aquí en estos especímenes de museo). La descendencia de un cruzamiento “continente × playa” (híbridos de primera generación) tiene un cromosoma de cada padre y un fenotipo de color intermedio. La descendencia que resulta de un entrecruzamiento entre esos híbridos, representa la segunda generación de híbridos. Cada ratón de la segunda generación tiene una combinación diferente de regiones genéticas (y genes para la pigmentación) heredados de los padres claro y oscuro, y por tanto exhibe un rango de fenotipos. Esos ratones híbridos pueden ser usados entonces para determinar con precisión las regiones genéticas (y en última instancia los genes y mutaciones) que causan diferencias en el color del pelaje entre ratones del continente y la playa. Las fotos representan los patrones de color típicos y las barras debajo representan cromosomas, con regiones genéticas oscuras heredadas de ratones continentales y regiones claras, de ratones de la playa.
Usando este enfoque, identificamos tres regiones del genoma, cada una conteniendo un gen conocido para la pigmentación que está asociado estadísticamente con diferencias en el color. Aquí nos concentraremos en una región que codifica para el gen melanocortina receptor 1 (Mc1r), porque sabemos mucho acerca de su estructura y función. Como primer paso, decidimos secuenciar el gen (éste sólo tiene aproximadamente 1000 posiciones nucleotídicas de ADN o pares de bases) en un ratón de playa y uno de continente. En todo el gen encontramos solamente una mutación—un nucleótido que difiere entre ambos ratones. En la posición nucleotídica 293, los ratones de playa tienen timina (T) y los del continente (así como todas las otras especies de Peromyscus) tienen citosina (C). La mutación C a T es única para los ratones claros de playa. Esta mutación en un único nucleótido causa el cambio de un aminoácido en la proteína resultante (recuerden que combinaciones únicas de tres nucleótidos de ADN codifican para cada aminoácido, que a su vez forman proteínas). El cambio observado en el aminoácido—arginina por cisteína en la posición 65 (Arg65Cys es la abreviatura científica para esa mutación) —consiste en un aminoácido grande y con carga por otro pequeño y sin carga. Este cambio radical en la química de la proteína Mc1r, se prevé que afecte la estructura de la proteína y por lo tanto su actividad.
Aunque encontrar una mutación en un gen conocido para el color es muy emocionante, la relación entre genotipo y fenotipo seguía siendo mayormente una asociación estadística—todos los ratones claros tenían una versión del gen y todos los oscuros tenían la otra. Para probar que esta mutación afecta el color del pelaje, necesitábamos demostrar que esto altera la función proteica. Pero ¿cómo? Un típico primer paso es comprobar su función en una placa de Petri. Por ejemplo, podríamos obtener (usando técnicas estándar de biología molecular) ambas versiones de la proteína, una con arginina y una con cisteína en la posición 65, y luego determinar si las dos proteínas tienen propiedades diferentes.

Primero, sin embargo, es útil saber un poco más acerca de la proteína Mc1r y su papel en la determinación de la pigmentación. El receptor Mc1r está asociado primariamente con los melanocitos, nuestras células productoras de pigmento. Los mamíferos producimos sólo 2 tipos de pigmentos: eumelanina (marrón a negro) y feomelanina (rubio a rojo). Uno puede mirar su propio pelo y determinar cuál de los dos pigmentos tiene. La proteína Mc1r actúa como un interruptor que determina el tipo de pigmento que un melanocito va a producir (Figura 5A). Cuando la Mc1r está “encendida”, ordena la producción de eumelanina oscura a través de efectos en cascada en el melanocito; cuando está “apagada” y la señal es reducida, se restaura el estado por defecto y se produce feomelanina. Con base en este conocimiento, podemos hacer una predicción acerca del efecto esperado de la mutación Arg65Cys sobre la función de la Mc1r: la variante que proviene del ratón de playa (referenciada como la “proteína Mc1r clara o variante”) mostrará una disminución en la actividad y por lo tanto menor potencia en la señal, llevando a la pigmentación clara. 
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Figura 5 El papel del receptor melanocortina-1 (Mc1r) en producir la variación del pigmento. (a) Mc1r es un receptor (en rojo) ubicado sobre la membrana de los melanocitos, células productoras de pigmento, que en mamíferos producen dos tipos de pigmento: negro a marrón, eumelanina y rojo a rubio, feomelanina. El Mc1r es el interruptor que controla si se producen pigmentos claro u oscuro. Cuando un activador se une al Mc1r, éste se enciende y genera una señal dentro de la célula que lleva a la producción de pigmento oscuro. Por otro lado, si el Mc1r es reprimido, porque se le une un antagonista, su señal intracelular se reduce y se producen pigmentos claros. (b) Diferentes formas de la proteína Mc1r pueden variar en su capacidad para producir una señal, y por lo tanto resultarán en la producción de un pigmento diferente. Podemos cuantificar la actividad de Mc1r (es decir, la potencia de la señal) expresando la proteína en las células agregando cantidades crecientes de activador (para encender el Mc1r) y midiendo la actividad de la señal. La proteína Mc1r oscura del continente muestra un patrón típico—agregando cantidades crecientes del activador resulta en cantidades crecientes de la señal hasta alcanzar un máximo. Por contraste, la proteína Mc1r clara de los ratones de la playa (que difiere en solo un aminoácido, 65Cys) tiene mucha menor actividad para la misma cantidad de activador comparada con la proteína del continente (65Arg), y así es más proclive a producir pigmentos claros que oscuros bajo las mismas condiciones.
Para poner a prueba esta predicción, medimos la actividad del receptor en un ensayo simple. Específicamente producimos las dos proteínas (que difieren sólo por la mutación Arg65Cys) en células y medimos la señal como indicador del nivel de la actividad del receptor. Bajo las mismas condiciones celulares encontramos que la proteína Mc1r oscura siempre actúa con más potencia que la Mc1r clara (Figura 5B). Esos resultados sugieren que la versión clara del gen Mc1r puede por lo tanto ordenar la producción únicamente de feomelanina clara. Es importante que no sólo hemos demostrado que la mutación Arg65Cys afecta la función del receptor, sino que también cambia la actividad del mismo en la dirección predicha— la variante clara de la Mc1r produce un color de pelaje claro.

ASOCIANDO AMBIENTE, GENOTIPO Y FENOTIPO
Ahora demos un paso atrás y miremos la imagen panorámica. ¿Qué significan estos resultados? Primero, hemos identificado un solo cambio en el ADN que codifica para una diferencia de un aminoácido en la proteína Mc1r, lo cual afecta su función. Este cambio en la actividad del receptor lleva a la producción de pigmentos claros y por lo tanto, a ratones de color claro. Finalmente, la coloración clara en ratones que habitan las dunas de la playa confiere una ventaja para la supervivencia.

Así, hemos vinculado exitosamente el cambio en un único par de bases del ADN con la adecuación biológica en poblaciones silvestres! Pero, esto es sólo la mitad de la historia. Lo que es más interesante acerca de este sistema es que podemos hacer preguntas en relación a cuándo y dónde evolucionaron estos alelos volviendo atrás a las poblaciones naturales. 
CÓMO SE ADAPTAN LOS ORGANISMOS EN LA NATURALEZA
Una vez que los genes, e incluso las mutaciones, responsables de los caracteres adaptativos son identificados, tenemos una oportunidad única de aprender cómo esos caracteres evolucionan en la naturaleza. Para ilustrar este punto, exploraremos un ejemplo de cómo conocer la base molecular de una adaptación puede enseñarnos algo más general acerca del proceso evolutivo. Para hacer eso, debemos movernos desde el laboratorio al campo. Con una camioneta 4x4 llena de trampas de captura viva, cebo y marcas para capturar ratones, y computadoras, tubos y un equipo de campo para registrar datos y tomar muestras de ADN, nos dirigimos al sur, al Golfo de Florida y desde ahí, 300 km al este, a la costa Atlántica de Florida. Era momento de atrapar algunos ratones y estudiar la variación natural del color entre las poblaciones.

A modo de recordatorio, todo el trabajo genético (descripto arriba) se concentró en una única subespecie del ratón de playa, el ratón de la isla de Santa Rosa. En la costa del Golfo, sin embargo, hay un total de cinco subespecies de playa, cada una con un patrón único de color claro (Figura 6A), y cada una de las cuales corresponde únicamente a su hábitat local—la más oscura de las subespecies de ratón de playa habita en las dunas más oscuras con la mayor cobertura vegetal, mientras que la subespecie más clara habita en las dunas con arena más clara y menos vegetación. Sobre la costa Atlántica de Florida hay más ratones de playa. Mientras que en algún momento había tres subespecies, hoy sólo existen dos. El ratón Pálido se supone extinto hace unos 50 años atrás, probablemente debido a la pérdida de hábitat a medida que más casas de playa se construían. (Como los especímenes del ratón Pálido son parte de las colecciones de historia natural, podemos aún estudiar su pelaje, así como también su genética extrayendo ADN de pieles de museo). Las otras dos subespecies viven actualmente sólo en áreas protegidas. Además, todas estas subespecies de ratón de playa, como sus contrapartes del Golfo, son de colores claros. De hecho, los patrones de color de los ratones de la costa Atlántica son más similares a aquellos de la costa del Golfo de lo que son entre ellos—un caso llamativo de convergencia evolutiva.
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Figura 6 La subespecie clara del ratón de la playa habita tanto a lo largo de la costa del Golfo como en la costa Atlántica de Florida. (a) Los dibujos representan el típico patrón de color de cada una de las ocho subespecies del ratón de la playa. Los círculos representan la ubicación de cada subespecie, mientras que el rango de distribución del ratón del continente está sombreado, con puntos negros representando sitios de colecta en la saliente y centro de Florida, y también Georgia. (b) Posible relación entre subespecies si la pigmentación clara hubiera evolucionado una sola vez. (c) Relación real de las poblaciones, basada en datos de ADN mostrando que la coloración en los ratones de la playa probablemente evolucionó dos veces de manera independiente—una en la costa del Golfo y otra en las poblaciones de la costa Atlántica. Las barras rojas indican la aparición evolutiva de la pigmentación clara.
Dada la notable similitud en patrones de color, una primera pregunta que surge es: ¿están cercanamente emparentados los ratones de playa del golfo y la costa Atlántica? Uno puede predecir que todos los ratones claros de la playa son parientes cercanos entre sí excluyendo a todos los ratones oscuros del continente (Figura 6B). Sin embargo, ese no es el caso. Usando ADN para trazar la ancestría de las poblaciones, encontramos que mientras que las cinco subepecies claras de la costa del Golfo están muy cercanamente relacionadas, son más similares genéticamente al ratón oscuro del continente de la saliente de Florida que al ratón claro de playa de la costa Atlántica (Figura 6C). Del mismo modo, los ratones de la costa Atlántica son más similares a los del continente del centro de Florida. Estos datos sugieren que la coloración clara ha evolucionado independientemente en las costas del Golfo y Atlántica.

Si tales patrones de coloración del pelaje evolucionaron dos veces, los mismos cambios genéticos deberían haber evolucionado dos veces también, ¿o acaso diferentes cambios genéticos pueden llevar a características similares? Para responder esta pregunta, podemos enfocarnos nuevamente en el Mc1r. Recuerden que una única mutación en el Mc1r cambia la actividad receptora y así contribuye a la pigmentación clara de la subespecie de la costa del Golfo, el ratón de playa de la Isla Santa Rosa. Entonces, podemos buscar en los ratones de la costa Atlántica la presencia o ausencia del cambio genético particular Arg65Cys—¿tienen los ratones claros de la playa Atlántica la misma mutación? Sorpresivamente, ninguno de ellos tenía el cambio Arg65Cys. A pesar de su notable similitud en el color del pelaje, no es la mutación en Mc1r la que explica la pigmentación clara en la costa Atlántica.
Una segunda posibilidad es que distintas mutaciones en el mismo gen Mc1r hayan evolucionado en los ratones de la costa Atlántica. Esas mutaciones alternativas podrían tener un efecto similar sobre la señal del receptor Mc1r y así producir un patrón de coloración similar. Para poner a prueba esta hipótesis comparamos la secuencia completa de ADN para el receptor Mc1r en los ratones de la costa Atlántica con la secuencia de los ratones del continente para ver si había alguna mutación nueva única para los ratones de la costa Atlántica. Identificamos cuatro nuevos nucleótidos con mutaciones, cada uno de los cuales alteró la secuencia de aminoácidos de la proteína (aunque no tan radicalmente como Arg65Cys). Para determinar si alguna de esas mutaciones afectaba la actividad de Mc1r, nuevamente desarrollamos proteínas, cuatro de ellas, cada una con una nueva mutación, y probamos su señal en comparación a la proteína oscura del continente. Todas las nuevas proteínas se comportaron como la del continente (y fueron todas más activas que la Mc1r clara). Estos resultados sugieren que no hay nuevas mutaciones en el Mc1r que lleven a una pigmentación clara convergente en la costa Atlántica. En otras palabras, aun dentro de una única especie, parece haber múltiples soluciones genéticas a un problema ecológico común de camuflaje con el ambiente local.
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Figura 7 Mutaciones en Mc1r contribuyen a la variación del color en varias especies de vertebrados. (a) La misma mutación (Arg65Cys) que ocurre en los ratones de la playa también se encuentra en una población de mamuts (estudiada usando técnicas de ADN antiguo), lo cual sugiere que éstos también pudieron haber presentado variación para el color. (b) Otras mutaciones también en Mc1r contribuyen a explicar diferencias de color en lagartos y aves. [Simone Des Roches (lagartos) y Terry Sohl (gansos de la nieve)]

Sin embargo, otras veces la misma mutación o gen puede explicar caracteres similares en especies muy divergentes. En 2006, un grupo de científicos en Leipzig, Alemania, pudo extraer exitosamente ADN de huesos de mamut de 14000 años de antigüedad procedentes de una excavación en el permafrost de Siberia. Su objetivo era obtener la secuencia de un gen nuclear completo de un organismo extinto (lo cual no había sido logrado hasta el momento). Ellos eligieron Mc1r como el gen blanco por su estructura simple. Cuando todos los retos técnicos fueron superados (por ejemplo evitar la contaminación y trabajar con ADN degradado), ellos pudieron comparar las dos secuencias de Mc1r de un único individuo y encontraron una mutación—en la posición del aminoácido 65 (Figura 7A). Aún más sorprendente, éste codificaba para un cambio de aminoácido Arg65Cys; mientras que la mayoría de los mamuts (y de los mamíferos) tiene el aminoácido arginina en esa posición, este mamut, tal como el ratón de la playa, tenía cisteína. ¡Mamuts y ratones habían evolucionado la misma mutación! Así, este cambio convergente da lugar a la posibilidad de que los mamuts, como los ratones, fueran diversos para el color del pelaje. Mientras que no conocemos el fenotipo del color de este individuo particular, porque sólo se disponía de huesos, previamente se ha encontrado pelaje cobrizo. Sin embargo, las fuerzas ambientales, si las hubo, que pudieron conducir la variación del color en el mamut son desconocidas. 

Las mutaciones en Mc1r son asociadas con cambios de color también en otras especies. Hay un número creciente de estudios que han identificado una asociación entre mutaciones en Mc1r y variación en el color en una diversidad de vertebrados (Figure 7B). A partir de esos estudios es claro que las mutaciones en Mc1r pueden producir coloración clara u oscura, aún en especies sin pelo. Por ejemplo, ciertos lagartos que habitan en White Sands (Arenas Blancas), New Mexico, han evolucionado pieles y escamas de colores claros que los camuflan en relación a poblaciones cercanas del desierto. Al igual que a los ratones de playa, este color claro los ayuda a mezclarse con su ambiente local y reduce su riesgo de depredación. Esos lagartos claros tienen una mutación única que afecta la señal del Mc1r, como las mutaciones en los ratones de la playa. Alternativamente, las mutaciones en otras especies, como los gansos de la nieve, resultan en una coloración oscura (en este caso de las plumas), alterando el Mc1r de modo tal que está permanentemente activo y produce exclusivamente eumelanina. En aves, el color es usualmente importante en la atracción de pareja (selección sexual), y en el caso del ganso de la nieve las hembras prefieren machos con plumaje de coloración similar al suyo. Estos son sólo unos pocos ejemplos pero sirven para ilustrar que una multitud de mutaciones del receptor Mc1r contribuyen a la variación del color en diversas especies y con distintos propósitos. Así, en algunos casos, las mutaciones en un mismo gen pueden contribuir a la evolución convergente en especies distintas.

LECCIONES DEL PROCESO EVOLUTIVO
El objetivo de este ensayo fue primero describir las conexiones que ahora podemos hacer entre ambiente y fenotipo (es decir los mecanismos últimos), y fenotipo y genotipo (es decir, los mecanismos próximos) para la variación en un carácter particular—en este caso, la variación del color en poblaciones naturales de ratones. El segundo objetivo fue mostrar cómo la identificación del mecanismo molecular preciso que subyace a un carácter adaptativo puede echar luz sobre el proceso evolutivo más general. Aquí, hemos visto que aun mutaciones únicas en el gen de Mc1r pueden causar grandes cambios en el color del pelaje, que a su vez tienen gran efecto sobre el fitness de los ratones en la naturaleza. Sin embargo, las mutaciones en el receptor Mc1r no causan pigmentación clara en todas las subespecies de ratones de playa; hay múltiples vías genéticas posibles con el mismo resultado fenotípico. Por otro lado, las mutaciones en el Mc1r causan cambios en el color de una amplia diversidad de otros vertebrados, sugiriendo que a veces el mismo gen puede ser un blanco repetido del cambio adaptativo. Así, usando una variedad de enfoques—algunos como el trabajo de campo, enraizados firmemente en la propia tradición darwiniana de historia natural, y otros como la genética molecular disponible mediante el descubrimiento de Watson y Crick de la estructura del ADN—estamos desentrañando la base molecular de lo que Darwin llamó “esa perfección de la estructura y coadaptación que con justicia excita nuestra admiración”, y de este modo entendiendo cómo la espectacular diversidad de caracteres dentro y entre especies evoluciona en la naturaleza. Y esto es sólo el comienzo.
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PREGUNTAS IMPORTANTES ACERCA DE LA BASE GENÉTICA DE LA ADAPTACIÓN


Muchas cuestiones en relación a cómo ocurren la adaptaciones se remontan a principios de 1900, en que fueron intensamente debatidas por los fundadores de la genética de poblaciones. En ese momento, tales preguntas fueron abordadas en gran parte a través de modelos matemáticos y estadísticos. Ahora podemos retomar esas mismas cuestiones equipados de herramientas moleculares. Así, el campo puede moverse más allá de las asociaciones estadísticas y encontrar los genes exactos y las mutaciones en el ADN que contribuyen a los caracteres adaptativos. Mientras que las preguntas siguen siendo en buena medida las mismas, las herramientas para contestarlas son notablemente distintas, y por lo tanto estamos mejor equipados que nunca para entender la naturaleza de las adaptaciones.


•	¿El cambio evolutivo procede gradualmente o la adaptación ocurre a través de unos pocos grandes saltos?


•	¿La adaptación generalmente procede a través de mutaciones dominantes o recesivas?


•	¿Los genes involucrados en la adaptación actúan independientemente o interactúan para producir los caracteres adaptativos?


•	¿Las mutaciones beneficiosas tienden a afectar la función de las proteínas (es decir, mutaciones en la misma proteína) o su expresión espacial o temporal (es decir, mutaciones fuera de la proteína que controlan su regulación)?


•	¿Son los mismos genes y mutaciones los responsables de caracteres similares en diferentes poblaciones o especies?





FRANCIS SUMNER Y LA HISTORIA NATURAL


Francis Bertody Sumner fue un naturalista. Pasó casi 20 años de su carrera describiendo la variación entre poblaciones del ratón ciervo (género Peromyscus) en Norteamérica, con el objetivo de comprender cómo la variación se mantenía en la naturaleza. Con ese fin, documentó tanto la relación entre la variación en el color del pelaje y el ambiente en poblaciones silvestres como así también llevó ratones al laboratorio para realizar experimentos de herencia bajo diferentes condiciones ambientales. Basándose en mediciones de miles de ratones, él concluyó que la variación en el color del pelaje entre poblaciones de ratones se debía probablemente a selección natural para el camuflaje—él demostró una alta correlación entre el color del pelaje y el color del suelo entre poblaciones en el campo, y mostró que esos caracteres se heredaban genéticamente en el laboratorio. Es la investigación de la historia natural como esta realizada por Sumner la que ha sentado las bases para la investigación que llevamos a cabo hoy. Más aun, la mayoría de los especímenes de Sumner se encuentran preservados en el Museo de Zoología de Vertebrados de la Universidad de Berkeley, donde están disponibles para cualquier investigador. Así, es importante recordar que aquellos resultados, por fuera de moda que parezcan, son fundacionales para los estudios actuales.
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